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1. BEVEZETES

A perjefélék (Poaceae) vagy pazsitfifélék (Gramineae) csaladjan beliil a Triticeae
nemzetségcsoportba olyan gazdasagilag hasznos termesztett novényeink tartoznak,
mint a kenyérbiza (T. aestivum L.), a durumbtiza (T. turgidum L. subsp. durum
[Desf.] Husn.), az arpa (Hordeum vulgare L.) és a rozs (Secale cereale L.). Ezenkiviil
tobb mint Otszaz vad és termesztett fajt foglal magaba, melyek az Aegilops,
Agropyron, Ambylopyrum, Anthosachne, Campeiostachys, Dasypyrum, Elymus,
Hordeum, Leymus, Lophopyrum, Psathyrostachys, Pseudoroegneria, Secale,
Thinopyrum és Triticum nemzetségekbe tartoznak.

A blza az emberiség egyik legfontosabb tdpanyagforrasa, a Fold teljes
népessége altal elfogyasztott kaloria 20%-at biztositja (Braun és mtsai. 2010). A
taplalkozassal kapcsolatos kedvezd tulajdonsagai, széles korli termeszthetdsége, a
termés jO tarolhatosdga ¢és szallithatosdga miatt az ¢lelmiszer-tartalékok és az
¢lelmiszer-kereskedelem is jelentds mértékben a blzan alapul.

A kenyérbliza genetikai valtozatossdga mar a faj létrejottekor a két sziilo
populacidinak genetikai diverzitdsara korlatozodott. Ez a diverzitds a domesztikécio
¢s a tobbezer éves termesztés és nemesités soran fokozatosan csokkent. A genetikai
diverzitas csokkenése a buzat is sebezhetdvé teszi a kartevokkel, betegségekkel és a
kedvezdtlen irdnyu klimavéltozdssal szemben. A népesség fokozatos ndvekedése
soran felmeriilé élelmiszertobblet-igény pedig tovabbi hajtoereje a mezdgazdasag
hatékonyabba tételének.

Az egyik lehetséges megoldas a hasznos és U gének bevezetésére a vad fajok
genetikai diverzitasanak kiaknazasa a buzanemesités soran. A vad fajok nem voltak
kitéve az ember altal végzett szelekcionak, ezért rendkiviil széles a genetikai
variabilitdsuk. A buza és a rokonsagi korébe tartozo vad fajok nagy része egymassal
ivarosan keresztezhetd. Ez megkonnyiti az interspecifikus hibridek eldallitasat.
Tovéabbi visszakeresztezésekkel a vad fajokban taldlhatdé hasznos gének, allélek
atvihetdk a buzaba.

A Triticeae nemzetségcsoporton beliil a kecskebuza (Aegilops) nemzetség all
legkozelebbi rokonsagban a Triticum nemzetséggel. Génforrasként egyre fontosabb a
szerepe, mivel genotipusai a hasznos agronomiai tulajdonsagok széles korti
valtozatossagat hordozzdk. Mar eddig is szamos biotikus ¢és abiotikus

stresszrezisztenciaért felelés gént vittek at idegenfaju keresztezéssel az Aegilops
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fajokbol a termesztett buzaba, de napjainkban egyre nagyobb figyelmet kapnak a
szemtermés nagy mikroelem- és étkezésirost-tartalmanak kdszonhetden is.

Annak ellenére, hogy az ezekben a vad fajokban rejld lehetdségeket mar régota
felismerték, az altaluk hordozott genetikai diverzitas maig nagyrészt kiaknazatlan.
Ahhoz, hogy ezt a potencidlt kihasznaljuk, fontos, hogy megismerjiik e fajok
genomszerkezetét, ndveljik a genomspecifikus molekularis eszkozeinket, ¢és
azonositsuk a hasznos tulajdonsagokért felelds lokuszokat.

Az idegenfaju génatvitel soran F; hibrideket, amfiploidokat, majd ezekbdl
sorozatos visszakeresztezéssel addicios, szubsztiticids és transzlokacids vonalakat
hozunk létre. A folyamat sordn sziikség van az idegen kromoszémak, kromoszoma-
szegmentumok nyomon kovetésére és az utddokban vald azonositasara. Erre
alkalmas modszer a fluoreszcens in situ hibridizacio, melynek soran repetitiv DNS-
szekvencidkat hibridizalunk a kromoszémapreparatumokra. A  hibridizacio
eredményeként a kromoszomakon specifikus mintazatot kapunk, amely alapjan
azonosithatok a kromoszomak. A mikroszatellit szekvencidk altalanosan
eléfordulnak a Triticeae és Aegilops fajok genomjaiban, néhanyukat pedig in situ
hibridizacidés probaként alkalmazzék a buza és arpa citogenetikai vizsgéalatara. A vad
fajok  mikroszatellit szekvencidkkal elkészitett, jol definialt Kkariotipusa
megkonnyitené az idegen kromoszomak ¢€s kromoszomaatrendezddések azonositasat

buza genetikai hattérben.

1.1. Célkitiizések

Kutatasaink tavlati célja az Aegilops fajok, elsdsorban az Aegilops biuncialis hasznos
tulajdonsagainak kiaknazésa a blizanemesités szamara, biiza—Aegilops introgresszios
vonalak létrehozasaval. Szintén altalanos cél a génatviteli munkat segité molekularis
citogenetikai modszerek fejlesztése, az Aegilops-kromoszomak buza hattérben
torténé minél hatékonyabb azonositasdra. A fenti célok megvalositasa végett a
kovetkez6 feladatok elvégzését terveztiik a PhD-értekezés alapjat képezd kutatasok

keretében:

e mikroszatellit DNS alapu in situ hibridizacioés probak eldallitasa kiilonb6zo
Aegilops-kromoszoémak azonositasdhoz. A (GAA), (ACG),, (CAG),,
(AAC),, (CAC), és (ACT), ismétlddések alkalmazhatdosaganak vizsgalata a

diploid Aegilops fajok (Ae. umbellulata, UU; Ae. comosa, MM; Ae.
8
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uniaristata, UU; Ae. tauschii, DD; Ae. speltoides, SS; Ae. markgrafii, CC)
kromoszémainak jellemzésére, kariotipusaik elkészitésére
az eddigiektél eltéré Ae. biuncialis kromoszémakat tartalmazé btza (T.
aestivum)—Ae. biuncialis elénemesitési vonalak kivalogatasa
buza (T. aestivum)—Ae. biuncialis transzlokacios vonalak eldallitasa
buza—Ae. biuncialis MvGB642 3MP centrikus fuzié citogenetikai azonositasa
¢s agronomiai tulajdonsdgainak meghatarozasa
durumbtiza (T. turgidum subsp. durum)-Ae.umbellulata és Ae. uniaristata

szintetikus hexaploidok létrehozasa.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A termesztett bliza szarmazasa és génforrasai

Sakamura (1918), Sax és Sax (1924), valamint Kihara (1924) citogenetikai
vizsgalataik soran megallapitottak, hogy a Triticeae nemzetségcsoportba tartozo
fajok mindegyikének azonos az alapkromoszoma-szama, mely n=1x=7, és az ide
tartoz6 fajok ploidszintjiilk alapjan lehetnek diploidok (2n=2x=14), tetraploidok
(2n=4x=24) és hexaploidok (2n=6x=42). Ezek a korai citogenetikai vizsgalatok
vezettek a genomelnevezések bevezetéséhez (A, B, C, D, G, M, N, S, T, U). Ezeket
az elnevezéseket a mai napig hasznaljak a Triticum- és az Aegilops fajokkal
kapcsolatos kutatasokban.

A hexaploid buzanak hdrom par homeoldég kromoszémaszerelvénye van,
(BBAADD - az els6 helyen 1évé B kromoszomak arra utalnak, hogy a citoplazma a
B genom donorjatdl szarmazik). E hexaploid genomszerkezet kialakulasa harom
spontan hibridizacié eredménye. Az elsd hibridizéacios 1épés 500 000-100 000 évvel
ezel6tt torténhetett, melynek soran a B-genom vad 6se — amely a mai napig pontosan
nem ismert, de valoszinii, hogy az Aegilops nemzetség Sitopsis szekciojaba tartozo
Aegilops speltoides Tausch. (2n=2x=14, SS) lehetett (Dvorak és Zhang 1990,
Tsunewaki 2009) — és a vad, diploid Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan
(2n=2x=14, A"A" - Chapman és mtsai. 1976, Dvordk és mtsai. 1993)
hibridizacidjaval 1étrejott a tetraploid vad tonke, a T. turgidum subsp. dicoccoides
Koérn. ex Asch. & Graebn. (2n=4x=28, BBA"A"). A vad tonkét kb. 10 000 éve
vontak termesztésbe, igy jelentek meg termesztett valtozatai, a termesztett tonke (T.
turgidum subsp. dicoccum [Schrank ex Schiibler] Thell.) és a durumbuza (T.
turgidum subsp. durum [Desf.] Husnot — Salamini és mtsai. 2002, Gill és mtsai.
2007, Charmet 2011). A masodik hibridizacidés 1épés a termesztett tonke és az
Aegilops tauschii Coss. (2n=2x=14, DD) kozott kb. 8000 éve torténhetett (Huang és
mtsai. 2002), miutan a tonke termesztése a Termékeny Félholdtol keletre terjedt, az
Ae. tauschii természetes ¢l6helye felé. A hibridizaci6 legvaldsziniibb helye a Kaszpi-
tengertdl délre vagy keletre lehetett (Nesbitt és Samuel 1996, Salamini €s mtsai.
2002, Giles és Brown 2006).

A vad fajokbdl a buzaba torténd génatvitel nagy mértékben fligg a két faj
kozotti evolucios tavolsagtol. A buza génforrasai genomdsszetételiik alapjan harom

csoportba sorolhatok (Friebe €s mtsai. 1996a). Az elsddleges génforrasok koz¢ azok
10
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a fajok tartoznak, melyek a buzaval homoldég genommal rendelkeznek. Ide
sorolandok a termesztett bliza tajfajtai; a tetraploid Triticum fajok vad és termesztett
alfajai (pl. T. turgidum subsp. dicoccoides; T. turgidum L. subsp. carthlicum [Nevski
in Kom.] A. Love & D. Love) s a buza A és D genomjanak donorjai, a T. urartu és
az Ae. tauschii. Az elsédleges génforrasokbodl a génatvitel kozvetlen keresztezéseken,
homolog rekombindcion, sorozatos visszakeresztezéseken és végiil a szelekcion
keresztiil torténik. A masodlagos génforrasok kozé azok a poliploid Triticum és
Aegilops fajok tartoznak, melyeknek a hexaploid buzaval legalabb egy kozos
homolog genomjuk van. Ezekbdl a fajokbdl a génatvitel homoldg rekombinécioval
csak abban az esetben valdsulhat meg, ha a célgén a homoldg kromoszéman
talalhato. Ide tartoznak a tetraploid T. timopheevii Zhuk. (GGA"A") vad (T.
timopheevii subsp. armeniacum [Jakubz.] MacKey) ¢és termesztett (T. timopheevii
subsp. timopheevii) alfajai, valamint, a hexaploid T. zhukovsky Men. et Ericz.
(GGATATA"AY). Ide sorolhatéak még az Aegilops nemzetség Sitopsis szekcidjaba
tartozo fajok (pl. Ae. speltoides és Ae. longissima Schweinf. & Muschl.), melyek S
genomja mutatja a legnagyobb homologiat a termesztett bliza B genomjaval. A
harmadlagos génforrasok kozé tartozd fajok mar tdvolabbi rokonsdgban allnak a
buzaval, k6zos homoldg kromoszomaik nincsenek. Ide tartoznak az Aegilops, Secale,

Hordeum és Agropyron fajok.

2.2. Az Aegilops nemzetség altalanos ismertetése

Az Aegilops nemzetségbe tartozé fajok a buza elsédleges, masodlagos és
harmadlagos génforrasai kozé tartoznak. van Slageren (1994) botanikai rendszertana
szerint a nemzetségbe 23 egyéves faj tartozik, ezek koziil 11 diploid, 10 tetraploid és
2 hexaploid, melyeknek hét kiillonb6zd genomjuk van (C, D, M, N, S, U és T).

Megtalalhatoak a Mediterrdneumban, a Krim-félszigeten, a Kauk4zusban, Afrikaban
a Szaharatol északra, Nyugat- és Koz&p-Azsiaban, délrdl az Arab-félsziget, keletrdl
pedig a Tien-san altal hatarolt teriileten. Az Amerikai Egyesiilt Allamok teriiletére
szamos Aegilops faj, mint példaul az Ae. cylindrica Host, antropogén terjesztéssel
jutott el. Magyarorszagon is ezzel az egy Aegilops fajjal talalkozhatunk (Lelley és
Rajhathy 1955). Legnagyobb populéacidi az Alfold koézéps6 és délkeleti részén,
valamint Budapest koriill (Budai-hegység, Pesti-siksdg) talalhatok (Taborskad és

mtsai. 2015). Eszak- és Eszaknyugat-Eurépaban, valamint a Kanari-szigeteken
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néhany faj invaziv. El6helyiilk —400 méterté]l (a Holt-tenger vidéke) egészen 2800

méter tengerszint feletti magassagig fordul eld, de az egyes fajoknak eltéréek az
adaptaciés képességeik (Hodgkin és mtsai. 1992, van Slageren 1994). A nemzetség
legdiverzebb forméban a Termékeny Félholdnak nevezett teriileten (Palesztina,
Libanon, Sziria, Délkelet-Torokorszag, Eszak-Iraktol Eszaknyugat-Iranig) fordul el6
(van Slageren 1994).

Az Aegilops-ok a transzkaukazusi teriiletekrdl szarmaznak, ahonnan a diploid
fajok nyugat és délnyugat felé terjedtek el. Késobb a tetraploid fajok — jo adaptacios-
képességliknek koszonhetden — nyugat és délnyugat felé a mediterran térségben,
tovabba keleti iranyban Kozép-Azsia teriiletén jelentek meg (Kilian és mtsai. 2011).
Az Aegilops-ok kiilonféle él6helyekhez alkalmazkodtak, megtalalhatdak az ember
altal bolygatott teriileteken, legelokon, utszéleken, a Mediterraneum bozotosaiban,
parkokban, elhanyagolt és megmiivelt mezdgazdasagi teriileteken és azok hatérain
(Kilian és mtsai. 2011). Mas fafélékkel is alkothatnak tarsuldsokat, beleértve egyéb
Aegilops és Triticum fajokat is, de ritkdn dominalnak a vegetaciokban (van Slageren
1994). Az egyéves habitus és az dnmegtermékenyiilés eldnyben részesitése elényds
stratégianak tekinthetd a szezondlis esés iddszakokban és a meleg, szaraz nyarak
esetén. Néhany faj azonban (részben) idegentermékenyiild, ilyen az Ae. mutica
Boiss. és az Ae. speltoides (Sakamoto 1982). Az Aegilops fajoknak termesztett és
elénemesitett valtozatai nem léteznek.

Ez idaig az Aegilops fajokbol jelentés szamt rozsda- (levél-, szar-,
sargarozsda), lisztharmat- (Friebe ¢s mtsai. 1996a, Schneider €s mtsai. 2008),
cisztaképzdfonalféreg- (Jahier és mtsai. 2001), gyokérgubacsfonalféreg- (Barloy és
mtsai. 2000), hesszenilégy- (Martin-Sanchez és mtsai. 2003) és zoldgabonalevéltetii-
(Zhu és mtsai. 2004) rezisztenciagént vittek at keresztezéssel a termesztett buzéba.
Szamos faj potencialis génforrasként szolgalhat a szarazsag-, so- ill. fagystresszel
szembeni védekezésben is (Damania €s Pecetti 1990, Rekika és mtsai. 1997, Molnar
¢és mtsai. 2004). Felhasznalhatdak tovabba a buza taplalkozasi értékének javitasara is
(biofortifikacié), nagy mikroelem-, vitamin- ¢és étkezésirost-tartalmuknak
koszonhetden (Calderini és Ortiz-Monasterio 2003a; Chhuneja és mtsai. 2006;
Farkas és mtsai. 2014).
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2.2.1. Az Aegilops biuncialis botanikai jellemzése és hasznos agronomiai
tulajdonsagai

Az Aegilops biuncialis Vis. (szinonima: Triticum biunciale [Vis.] Richter, nom.
illeg., Aegilops lorentii Hochst., Triticum lorentii [Hochst.] Zeven, Triticum
macrochaetum [Shuttlew. et A. Huet. ex Duval-Jouve] Richter) egy egyéves, U° és
MP genommal rendelkezd, allotetraploid faj (2n = 4x = 28). Az U° genom Gse a
diploid Aegilops umbellulata Zhuk. (2n = 2x =14, UU, szinonima: T. umbellulatum
[Zhuk.] Bowden), mig az M” genom az Ae. comosa Sibth. et Sm. (2n = 2x = 14, MM,
szinonima: T. comosum (Sibth. et Sm.) Richter fajbol ered (Resta és mtsai. 1996,
Badaeva és mtsai. 2004).

A novény magassaga 10—40 cm, egy tovon sok hajtas fejlodik, a végén szalkas,
1,5-3,5 cm hosszu kalaszokkal. A kalaszokban 2-3 fertilis és 1-2 kezdetleges

kalaszka talalhaté (1. dbra). Erés utan a kalaszok letrnek.

1. abra. Az Aegilops biuncialis MvGB642-es genotipus kalasz- (a) és

allomanyfényképe (b)

Féleg az Egei-tenger térségében talalhaté meg, de ezen kiviil Torokorszag
bels6 teriiletein, Bulgariaban, Cipruson, a Termékeny Félhold nyugati részén, a
Kaukazustol keletre, a Krim félsziget déli részén. Kiterjedt, nagy populacioi
talalhatok Dagesztanban (2. dbra). Altalaban szarazabb éléhelyeken fordul eld, utak
mentén, termoteriiletek szélein, kiilonb6z6 erddétipusokban, fiives, bozotos

tertileteken és szaraz, meredek, sziklas hegyoldalakon, féleg mészkovon, 200 méter
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tengerszint feletti magassagtol, egészen 1750 méterig (Kilian és mtsai. 2011).
Eléhelyeinek évi csapadékmennyisége altalaban 225 és 800 mm kozétt valtozik, de
eléfordul tobb mint 1250 mm évi csapadék mellett is (van Slageren 1994).

2. abra. Az Aegilops biuncialis elterjedési teriilete (Kilian és mtsai. 2011 nyoman)

Az Ae. biuncialis-nal nagyfoku rezisztenciat mutattak ki az arpa sarga torpeség
virussal szemben (Makkouk és mtsai. 1994). Az abiotikus stresszrezisztenciaval
kapcsolatban rendelkezésre allnak adatok a faj jo fagy- (Ekmekci és Terzioglu 2002),
$0- (Colmer és mtsai. 2006) és szarazsagtlirésérdl is (Molnar és mtsai. 2004, Dulai és
mtsai. 2014). Nagy mikroelem-tartalmanak koszonhetden felhasznalhaté a buza
gazdag, ezért olyan buzafajtdk nemesitésében jatszhat szerepet, melyeknek

taplalkozasi és fiziologiai szempontbol kedvezébbek a tulajdonsagaik (Rakszegi és
mtsai. 2017).

2.2.2. Spontan hibridizaciok a buza és vad rokonai kozott

A természetben a ndvények kozotti hibridizacié természetes folyamat, mely foleg a
kozeli rokonsagban allo fajok kozott mehet végbe. A termesztett ndvények —
beleértve a buizat is — természetes koriilmények kozott hibridizdlodhatnak a vadon €16
rokon fajokkal (Ellstrand és mtsai. 1999). Az els6 buza—Aegilops hibrid herbariumi
példany Requientdl szarmazik 1825-1827-bdl, de a fajt Bertoloni csak 1834-ben irta
le Aegilops triticoides néven, amely egy Ae. geniculata—buza hibrid volt (lasd van
Slageren 1994). van Slageren (1994) legkevesebb 21 természetes hibridet emlit,
melyek 12 Aegilops faj és a kenyér- ill. durumbiiza hibridizaciojaval jottek létre,
néha életképes szemeket teremve. Magyarorszagon Vojtko és munkatarsai figyeltek

meg Ae. cylindrica —butza hibridet (Pély, 2013. 05. 14, személyes kozlés).
14
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A természetes uton lejatszodo géntranszfer feltétele, hogy a két faj ugyanazon
a termoteriileten forduljon eld, a donor pollenszérasa utdn a recipiens bibéje
befogadoképes és a szemtermés csirazoképes legyen. Ezek az Aegilops és Triticum
fajok egyévesek, tulnyomorészt onbeporzok, €és jol alkalmazkodtak a szezonalis
esOzésekhez az elterjedési teriiletiikon (Kilian és mtsai. 2011). Az Aegilops-ok és a
buza rokonsagi koréhez tartozd egyéb vad fajok virdgzasi ideje aprilis—majustol
junius—juliusig tart, fajtol és az elterjedési teriilettél fiiggéen. Ez az iddszak a
Mediterraneumban egybeesik a termesztett bliza viragzasaval (van Slageren 1994). A
buza kalaszanak teljes kiviragzasa 3—5 napot vesz igénybe. Az Aegilops fajoknal ez
az iddészak hosszabb, mint a buzanal, a folyamatos bokrosodas miatt, ami a vad fajok
jobb alkalmazkodoképességét segiti el a szemtermés biztositasaval (van Slageren
1994). Elhuzodo viragzasuknak koszonhetéen nagyobb eséllyel mehet végbe a

hibridizaci6 a btza és az Aegilops fajok kozott.

2.3. Génatvitel idegenfaju keresztezésekkel

Az ember altal végzett mesterséges fajkeresztezések sikeressége fiigg a kdrnyezeti
tényezoktél (homérséklet, paratartalom, megvilagitas (Belea 1986), ezenkiviil a
partnerek keresztezhetségétol, amely nagy genetikai valtozatossagot mutat
(Mujeeb-Kazi és mtsai. 1987, Zeven 1987, Luo és mtsai. 1992).

Buzaban legalabb négy, a keresztezhetdségért felelds gént azonositottak (Kr
gének). A sok tudos és nemesitd altal a legjobban keresztezhetdnek tartott ‘Chinese
Spring’ hexaploid buza genotipus a Krl, Kr2 és Kr3 gének recessziv alléljait (krl,
kr2 és a kr3) hordozza, melyek az 6t6s homeolog csoport kromoszomain talalhatoak
(Riley és Chapman 1967a, Snape és mtsai. 1979, Falk és Kasha 1983). Legnhagyobb
hatasa a Krl génnek van, dominans alléljuk csokkenti a keresztezhetdséget (Molnar-
Lang ¢és mtsai. 2014a, Molnar-Lang és Linc 2015). Kindban, Szecsuanban
buzatajfajtak kozott olyan genotipusokat talaltak (Luo és mtsai. 1992), melyek az 1A
kromoszoman egy negyedik, a kr4 keresztezhetdségi gén recessziv alléljét is
tartalmazzadk (Zheng ¢és mtsai. 1992), igy ezek a genotipusok még konnyebben
keresztezhetéek rozzsal, mint a ‘Chinese Spring’.

A ‘Chinese Spring’-nek tobb, agrondémiailag kedvezdtlen tulajdonsdga van,
mely a blizanemesités szempontjabol elénytelen (gyenge télallosag, magassag és

gyenge szarszilardsag), ezért a krl gént Martonvasaron a Martonvasari 9 (Mv9) 6szi
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buizafajtaba vitték at (Molnar—Lang és mtsai. 1996). gy jott 1étre az ‘Mv9krl’ jol
keresztezhetd, a kozép-europai kornyezeti feltételekhez jobban adaptalodott és a
"Chinese Spring’-nél jobb agrondmiai tulajdonsagokkal rendelkezé genotipus. A
martonvasari eldnemesitési programokban a mai napig a legaltalanosabban hasznalt
buzakeresztezési partner az ‘Mv9krl’ (Molnar-Lang és mtsai. 2014b, Molnar-Lang
¢s Linc 2015). Segitségével mar szamos elénemesitési alapanyagot hoztak létre
arpaval (Molnar-Lang és mtsai. 2000b), Aegilops- (Molnar-Lang és mtsai. 2002),
valamint Agropyron fajokkal (Kruppa és Molnar-Lang 2016).

Mivel a kenyérbuza allohexaploid faj (2n=6x=42), B, A ¢és D genommal
rendelkezik, ezért minden kromoszémanak két kozeli rokon, homeoldg
kromoszémaparja van. Ezért a gének tobbségének a hexaploid buzédban hdrom par
homeoallélja van, melyek funkciondlisan kompenzalhatjdk egymast. Ennek a
genetikai tulajdonsagnak koszonhetden a bliza konnyen tolerdlja az aneuploid
kromoszdma-valtozasokat.

A vad Aegilops fajokbol torténd, potencialisan hasznos gének atvitelének elsd
1épése az F; hibridek 1étrehozasa (Belea 1986). Az F; hibridek amfihaploidok, a két
szild genomjat egy-egy kopiaszamban tartalmazzédk, ha nem megy végbe
kromoszomaeliminacié. Mivel mindkét sziild6 genomja csak  egy-egy
kromoszdmaszerelvényt tartalmaz, a meidzis I. metafazisaban univalensekként
jelennek meg, melyek a késdbbiekben egyenldtleniil oszlanak el a gamétakban (nem
teljes kromoszdémaszamt gamétak jonnek 1étre), igy az Fq hibridek éaltaldban sterilek.
A fertilitas  visszaallitaisa ~ végett ~az  amfihaploid F;  hibridek
kromoszomaszerelvényének megduplazasa sziikséges, melynek soran fertilis
amfidiploidok jonnek létre.

A kromoszoméak megduplazasara altalanosan elterjedt és a leghatékonyabb
modszer a kolchicinkezelés. Ezt a vegyiiletet az 6szi kikerics (Colchicum autumnale
L.) magjabdl és hagymdjabol izolaltak (Eigsti és Dustin 1955), er6sen mérgezd
alkaloid. El6szor az emlésgenetikaban alkalmazta Dustin és Havas (Havas 1939),
majd a moddszert Blakeslee ¢és Avery (1937) tokéletesitette. A kolchicin
poliploidizalé hatasat a mikrotubulusok €s a magorsé polimerizacidjanak gatlasaval
fejti ki, a tubulin monomerekhez kapcsolodva. Ennek eredményeként a
megkett6z0dott kromoszomak nem vandorolnak a polusokra, nem valnak el
egymastol, igy jon létre egy megduplazodott genomu sejt. Mas genomduplikaciot
indukalo szerek is ismertek, ezeket féleg herbicidként hasznalatosak (pl. oryzalin,

amiprophosz-metil (APM), trifluralin, pronamid). Fertilis amfiploid ndvények
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létrejohetnek a kromoszomak spontdn megkett6zddése révén is. Ez altalaban a
redukalatlan ivarsejtképzésnek kdszonhetd, ilyenkor a diploid ndi- és himivarsejt
fuzidja vezet az amfidiploid novény létrejottéhez. A  ndvényi genomok
poliploidizacidjaban a legnagyobb szerepe a redukalatlan gamétdknak lehetett, az
allopoliploid buza kialakuldsa is ezen a modon torténhetett (Kihara és Lilienfeld
1949, Jauhar 2007, Matsuoka 2011).

Az amfiploidoknak csekély az agronomiai értékiik, viszont részleges
fertilitasuknak koszonhetéen fenntarthatdak, €s kiindulési alapanyagként szolgalnak
az addicids, szubsztiticids és transzlokacios vonalak eléallitdsdhoz. Az amfiploidok
buzaval valé sorozatos visszakeresztezésével az idegen kromoszomdk szama
generaciorol generaciora folyamatosan csokken, végiil a BCz generacidban mar
szdmitani lehet arra, hogy a buzagenom mellett csak egy idegen kromoszoma lesz
jelen. Ebbdl a monoszémas addicids vonalbol ontermékenyitéssel diszomas addicios
vonal allithat6 elé, amely az adott idegen kromoszomat mar két példanyban
tartalmazza. Az addicios vonalak jelentdsége abban all, hogy az idegen kromoszoma
génjeinek kifejezOdése szeparaltan tanulmanyozhaté bliza genetikai hattérben
(Molnar és mtsai. 2007), masrészt az addicids vonalakbdl kiilonb6zd citogenetikai
modszerekkel elindulhat az idegen kromatinnak a blizagenomba vald beépitése
intergenomikus transzlokacios vonalak formdjaban. A buza—idegenfaji monoszomas
¢és diszomas szubsztiticiés vonalaknak euploid kromoszomaszamuk van (2n=42), de
egy vagy egy par buzakromoszoma egy (monoszOmas) vagy egy par (diszomas)
idegen fajbol szarmaz6 kromoszoémaval van helyettesitve. A szubsztitiicios vonalak
rendszerint genetikailag stabilak, ezért nagyléptékli felszaporitasuk is konyebben
megvalosithatd, mint a kisebb-nagyobb genetikai instabilitast addicids vonalaké. A
kiegyenstulyozott, teljes, euploid kromoszémaszam elénydsebb, mint az aneuploidia,
ezért az addicios vonalak fenntartasa és felszaporitasa csak folyamatos citologiai
ellendrzés mellett torténhet, mivel genotipustol és keresztezési kombinaciotol
fliggden a 7-8. nemzedék utan a diszomas addiciok gyakorisaga 20% alad csokkenhet,
ha az egyes generaciokban elmarad a szelekcid (Sutka 2004). Az idegen
kromoszomak jelenléte lehetdséget ad a kozottik ¢€és a  helyettesitett
buzakromoszémak kozotti homeologia viszonyok meghatdrozasara (Islam és
Shepherd 1992). Az addicidos és szubsztitiicios vonalak segitségével szintén
tanulmanyozhat6 az idegen kromoszémaknak a buza kiilonboz0 agrondmiai
tulajdonsagaira (biotikus €s abiotikus stressztlirOképess€g, a szemtermés beltartalmi

paraméterei stb.) valo hatasa.
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Az addicios és a szubsztiticos vonalakat elterjedten hasznaljak transzlokacios
vonalak 1étrehozasara, célzott génatvitelre, kiilondsen akkor, ha ismert, hogy a célgén
melyik kromoszoman helyezkedik el. Tovabbi elénye ennek a stratégianak, hogy a
transzlokaciok viszonylag konnyen azonosithatok, mivel csak az adott idegen
kromoszomabol szarmazhatnak.

Az Aegilops nemzetség esetében is létrehoztak addicidés és szubsztiticios
vonalakat, melyekkel lehetévé valt az egyes kromoszémak hatasdnak vizsgalata biiza
hattérben, tovabba a kiilonb6zo fajok homeoldgiaviszonyainak kromoszémaszintii
vizsgalata (Miller és Reader 1987). Ez idaig 18 Aegilops fajbdl sikeriilt teljes vagy
részleges addicids vonalat (1. tablazat), illetve 11 fajbdl teljes vagy részleges
szubsztitlicids vonalat (2. tablazat) létrehozni. Az addiciés és a szubsztitucios
vonalak kiinduldsi anyagként szolgilhatnak az elOnemesitési programokban az
idegen fajokbol torténd génatviteli munkakban (Feldman és Sears 1981), melyek
végso célja az a legkisebb kromoszomaszegmentum beépitése, amely a célgéneket,
génkomplexumokat tartalmazza.

Csoportunk ez idaig hét diszomas buza—Ae. biuncialis addicios vonalat hozott
létre (lUb, 2Ub, 3Ub, 2Mb, 3MP és 7Ub) (Schneider és mtsai. 2005). Tan és mtsai.
(2009) buza—Ae. biuncilais részleges amfiploid, majd késébb Zhou és mtsai. (2014)
egy 1UP addiciés vonal létrehozasardl szamoltak be. Ez idaig nem all rendelkezésre
tobb informacio az Ae. biuncialis-bol buzaba torténd génatviteli kisérletekre. Friebe
¢és mtsai. (1999) a ‘Chinese Spring’ bliza és a szintén U és M genommal rendelkez6
Ae. geniculata Roth keresztezésekbdl valogatott ki és azonositott 13 diszomas és egy
monoszomas kromoszomaaddicios sorozatot. Az U ¢és az M genom diploid dseivel,
az Ae. umbellulata-val és az Ae. comosa-val (2M) szintén rendelkezésre allnak

addicios vonalak (Kimber 1967, Riley és mtsai. 1968a).
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1. tablazat. A fontosabb buza—Aegilops addicidos vonalak listaja (Kilian és mtsai.

2011 nyoman)

Aegilopsfaj A Teloszomas Azonositas Referencia
buzagenomhoz  addicio modszere
hozzaadott
kromoszéma
Ae. bicornis  3S°, 7S° (Shepherd és Islam
1988)
Ae. 1U, 1U/6U, 2U, GISH, FISH (Schneider és mtsai.
biuncialis 3U, 2M,3M,7M 2005, Schneider és
Molnér-Lang 2012)
1U (Zhou ¢és mitsai.
2014)
Ae.comosa 2M (Riley ¢és mtsai.
1968b)
Ae. két vonal (az RFLP (Bai és mtsai. 1995)
cylindrica egyik a 4C)
Ae. 13 wvonal + 1 Kkilenc + két C-savozas (Friecbe ¢és mtsai.
geniculata monoszomas monoteloszémas 1999)
6U (Stoilova és Spetsov
2006)
Ae. két teljes sorozat  mind (6S'L C-savozas (Friebe és mtsai.
longissima monoszomas) 1993)
Ae. kilenc vonal (A C-savozas (Friebe és mtsai.
markgrafii hianyzik) SSR 1992, Peil és mtsai.
1998)
Ae. mutica Négy vonal (A, (Friebe ¢és mtsai.
C,EF) 1996¢)
Ae. neglecta  harom vonal (5, RFLP (Bai és mtsai. 1994)
subsp. recta 2, 7 homeoldg
csoportok)
Ae. teljes sorozat RFLP, (Friebe ¢és mtsai.
peregrina azonositatlan izoenzim 1996b, Yang és
vonalak C-savozas mtsai. 1996)
Ae. searsii teljes sorozat Teljes sorozat C-savozas (Friebe és mtsai.
1995b)
Ae. teljes sorozat (Zhang ¢és mitsai.
sharonensis 2001)
Ae. teljes sorozat (3S Hét vonal RFLP (Friebe ¢és mtsai.
speltoides és 6S 2000)
monoszomas)
Ae. tauschii 3 vonal C-savozas (Dhaliwal és mitsai.
(hexaploidok) 1990)
Ae. tauschii  teljes
monoszomas
sorozat
Ae. teljes sorozat kilenc vonal C-savozas, (Kimber 1967,
umbellulata GISH Friebe és mtsai.
1995a)
Ae. 0t vonal RFLP, (Miller ¢és mtsai.
uniaristata RAPD, SSR 1997, Igbal ¢és
mtsai. 2000)
Ae. hét vonal (Dosba és mtsai.
ventricosa 1978)
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2. tablazat. A fontosabb buza—Aegilops szubsztiticids vonalak listaja (Kilian és

mtsai. 2011 nyoman)

Aegilops faj Diszomas Teloszomas Azonositas Referencia
szubsztiticio szubsztiticio modszere
Ae. comosa 2M(2A), 2M(2B), (Riley 1966)
2M(D)
Ae. geniculata  5M(5D) (Friebe és mtsai.
1999, Dhaliwal és
mtsai. 2002)
Ae. longissima  teljes sorozat C-savozas (Netzle és Zeller
1984, Millet és
5S(5A), 5S(5B), izoenzim mtsai. 1988,
55(5D) Friebe és mitsai.
A CD 1993)
Ae. markgrafii  5C(5A), 5C(5D) (Friebe és mtsai.
1992)
Ae. peregrina azonositatlan (Shepherd és
vonalak Islam 1988,
G(2A), G(2B), Spetsov és mtsai.
E(5B) 1997)
Ae. searsii teljes sorozat 31 vonal C-savozas (Friebe és mtsai.
1995b)
Ae. sharonensis 4S(4A), 4S(4B), (Miller 1983)
4S(4D)
Ae. speltoides  teljes sorozat RFLP (Friebe és mtsai.
2000)
Ae. tauschii teljes sorozat (Joppa és
Williams 1988)
Ae. umbellulata 1U, 2U, 5U, 7U (Riley ¢és mtsai.
a megfeleld buza 1973)
homeolog
kromoszomakkal
Ae. uniaristata  3N(3A), 3N(3B), (Miller és mitsai.
3N(3D) 1995)

2.4. A transzlokacios vonalak jelentésége és eléallitaisanak lehetdségei

A betegségrezisztenciaért felelds gének gyakran génkomplexumokban vannak jelen

egy specifikus kromoszémarégion. A transzlokacioés vonalak ezért egy lehetséges

megoldast kindlnak ezeknek a génklasztereknek a recipiens ndvénybe valo atvitelére.

Az idegen transzlokacios vonalak stabilak, és a rezisztencia is tartdsabb, mint az

egyszerli génatvitel esetében. A buza-rozs 1BL/1IRS transzlokaciot vilagszerte

hasznaltdk a nemesitési programok, mivel az 1R rozskromoszoma révid karja szdmos

hasznos, foleg betegségrezisztencia-gént tartalmaz (ezek tobbsége napjainkra mar
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elvesztette hatékonysagat). A nemesitési programoknak minél tobb, kiilonbozo
fajokra kiterjedd, foként interkalaris transzlokaciokra lenne sziiksége, amelyek
tobbféle hasznos agrondmiai tulajdonsagot hordoznak.

A nemesitésben betoltott fontos szerepiik mellett a transzlokacios vonalak
kitlind genetikai alapanyagnak szdmitanak gének és molekularis markerek fizikai
térképezéséhez, melyek a kromoszoman a két toréspont kdzott (bin) helyezkednek el.
Ha a transzlokacios toréspontokat hatarjelzonek tekintjiik, akkor a gének és
molekularis markerek fizikai helyzete behatarolhatdé (Nagy és mtsai. 2002), viszont a
rekombindcids gyakorisdg alapjan hatarozzuk meg (Gustafson és mtsai. 1990,
Lukaszewski ¢és Curtis 1993). Mivel a kromoszoémak teljes hosszaban a
rekombinacids gyakorisag valtozik (a centromérdk kozelében altalaban igen
kismértekii, mig a karok génekben gazdagabb disztalis végei felé novekvd tendenciat
mutat), a genetikai térképeken feltlintetett markerpozicidk nem tiikrozik a tényleges
fizikai helyzetiiket. A génekben gazdagabb régioknal un. rekombinacids ,,hotspot”-
ok talalhatéak, amelyeknél sokkal gyakoribb a rekombinacids esemény.

Az idegenfaju génatvitel soran az egyik legnagyobb kihivés az, hogy az idegen
fajbol csak azt a legkisebb kromoszémaszegmentumot vigyék at a termesztett fajba,
amely a hasznos tulajdonsagért felelés géneket hordozza, és mellette agronomiailag
kedvezdtlen tulajdonsdgokért felelds régiok ne keriiljenek at a vad fajbol (linkage
drag). A transzlokaciok eldallitasara tobbféle modszert dolgoztak ki, melyeket
Osszefoglaldan ,,chromosome engineering”-nek nevez a nemzetkozi irodalom (Sears
1981).

A ,,chromosome engineering” U] tavlatokat nyitott a bliza genetikai hattérbe
rokon és nem rokon fajokbol torténd génatvitelben. A tradicionalis és a citogenetikai
modszerek kozé tartoznak a Ph lokusz hianyaban torténd indukalt homeolog

parosodas, a besugarzas €s a gametocid gének hasznalata.

2.4.1. Homeolog parosodas indukcidja

A kompenzald transzlokaciok létrejottének feltétele, hogy a donor és a recipiens faj
kromoszémai egymassal parosodni tudjanak. A homeoldég rekombinacié az azonos
homeoldg csoportba tartozdé kromoszomak kozott megy végbe. Az ilyen modon

létrejott  transzlokacidkat kompenzald transzlokacidknak nevezziik, mivel a
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homeolog kromoszéméak génsorrendje altalaban megegyezik, ezért az idegen
kromoszémaszegmentum kompenzalni tudja a kiesé blizagenom hatasat.

A buzanal az B, A és D homeolog kromoszomék kozotti szinténia ellenére a
bliza kromoszémai 21 bivalenst alkotnak a diakinézisnél és a meidzis elsd
metafazisaban. A buza meidzisa diploidszerli, melyet egy genetikai rendszer
szabalyoz; ez meggatolja a homeoldég kromoszémak parosodasat. A legnagyobb
hatasa a Phl (Pairing homoeologous 1) lokusznak van, amely az 5B kromoszoma
hosszu karjan helyezkedik el, és a homeolog parosodas legerdsebb szupresszora
(Riley és Chapman 1958, Riley és Kempanna 1963). A Ph2 — amely szintén
szupresszor — a 3D kromoszoma rovid karjan talalhatd, kozepes hatasu (Mello-
Sampayo 1971). A Phl és a Ph2 gének mellett egy harmadik szupresszor is talalhato
(még kisebb hatassal, mint a Ph2) a 3A kromoszoma rovid karjan (Driscoll 1972).

Ezek koziil a gének koziil a Phl gén hidnyaban a legmagasabb a homeolog
rekombinacidok szdma a buzaban. Masik két, alacsonyabb hatdst szupresszor gén
1étezését is bizonyitottak a 4D (Driscoll 1973) és a 2D kromoszoma hosszi karjan
(Ceoloni ¢és mtsai. 1986). A homeoldg rekombindciot szupresszaldo géneken kiviil
léteznek parosodast eldsegité gének is, melyek a bliza mdésodik, harmadik és az
otodik homeolog csoport kromoszémain helyezkednek el (Riley és Chapman 1967b,
Mello-Sampayo 1971).

Az els6 buza Phl lokuszt érint6 meiotikus mutansokat Wall és mtsai. (1971a,
1971Db) izolalta, etil-metan-szulfonattal kezelt SBL ditelocentrikus vonalak koziil. A
10/13 vonalat sikeriilt homozigéta formaban fixalni.. Annak ellenére, hogy a mutans
genotipus kromoszomai a meidzisban rendszeresen 21 bivalenst képeztek, rozzsal
létrehozott hibridjében nagyobb aranyban parosodtak a homeoldg kromoszomak,
mint a vad tipussal alkotott hibridekben. Sears (1977) allitott elé pollen-
rontgenbesugarzassal egy masik mutans vonalat, amely egy 70 Mb nagysagu
interkalaris deléciot tartalmazott. A mutaciéra homozigota ndvények az elsd
metafazisban multivalenseket alkottak, ami a homeoldég rekombinacidt jelzi. A
mutans vonalat phlb-nek nevezte el, mivel késébb izolalta, mint a 10/13-as vonalat
(phla). Sears egy masik mutans vonalat is izolalt, melynek kromoszomai kdzepes
szinti parosodast mutattak az Ae.kotschyi-val alkotott hibridekben. Ez a mutacio a
Ph2 lokuszt érintette a 3D kromoszdma rovid karjan (Sears 1982). Komplementacios
tesztekkel kimutattak, hogy a phlb és a 10/13 vonalak mutéciéi nem allélikusak, és
kiilon szegregalnak, mig a ph2b és a 10/13 allélikus. Késébb a 10/13-as vonalat

atnevezték ph2b-vé. A phlb és a ph2b mutaciot a 0,9 cM-ra térképezték az 5B
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kromoszoma centromerjétdl és 2,3 cM tavolsagra a 3D kromoszdéma centromer;jétol
(Sears 1984). Szintén a Phl lokuszt érintd mutaciot (Ph-,phlc) allitottak elé a T.
turgidum subsp. durum ‘’Capelli’ fajtabol a szemtermés neutronnal tdrténd
besugarzasaval. Ez a mutacidé egy interkalaris delécié az 5B kromoszéma hossza
karjanak a koézepén, €s a mutans vonallal alkotott nemzetséghibridekben gyakori
kromoszoémaparosodast figyeltek meg a homeologok kozott (Giorgi €s Cuozzo 1980,
Giorgi ¢és Barbera 1981).

A Phl lokusz felfedezése Ota szamos hipotézis latott napvilagot, melyek az
ezen a kromoszomaszakaszon elhelyezkedd gén miikddését  probaltak
megmagyarazni (Feldman 1966, Martinez-Pérez és mtsai. 1999, 2001, 2003), de
ennek molekularis szinti hatdsa a mai napig ismeretlen. A Phl lokusz molekularis
elemzése soran fény deriilt arra, hogy a régio ciklindependens kindz géneket kddol
(Cdk-k), amelyek némi szekvenciahasonlosagot mutatnak az emlds eredetic Cdk2
Ser/Thr protein kinazokkal (Griffiths és mtsai. 2006, Al-Kaff és mtsai. 2008). Ezek a
kinazok a sejtciklust szabalyozzak az eukariota sejtekben. A Cdk2 részt vesz az G1
fazisbol az S fazisba torténd atlépésben, és a DNS replikaciora is hat (Nasmyth 1996,
Thomson és mtsai. 2010). Az 5B kromoszoman talalhato Cdk-szer(i gének atirddnak
a transzkripcio soran, de mind hibas koépidknak latszanak. Greer és mtsai. (2012)
hipotézise az, hogy a Phl hatasért a csokkent Cdk-aktivitas a felelds, ami a defektiv
Cdk-szerli géneknek koszonhetd. A Cdk aktivitas szupresszidja befolyasolja a
replikdciot és a HI1 hiszton foszforilacidjat, aminek nagy szerepe lehet a
kromoszomaspecifitas meghatarozasaban. A Cdk-szeri kinazok aktivitasanak
megnovekedése modosithatja a kromatin atrendezddésének folyamatat, és a
rekombindcidt, hatasara csokken a specifitds a kromoszémaparosodaskor.

Bhullar és mtsai. (2014) egy jelolt Phl (C-Phl) génrdl szamolnak be, amely a
Phl lokuszon helyezkedik el. A C-Phl gén atmeneti és tartos csendesitése a Phl
mutans fenotipusait mutatta. Megfigyelheté volt a homeoldg kromoszémaparosodas,
multivalensek kialakuldsa és a kromoszoémdak rendellenes felsorakozéasa (disrupted
chromosome alignment) az elsé metafazisban. A C-Phl génnek harom homeoldg
kopidja van, ezek szekvenciai nagyfoku hasonlosdgot mutatnak, ennek ellenére
szerkezetiik és expresszios mintdzatuk eltér. Az els6 metafazis sordn csak az 5B
kromoszoéman 1évé gén expresszalodik. Az SA kromoszoéman elhelyezkedé C-Phl
gén hidnyos, ezért kevésbé hatdsos. Az 5D-rél szdrmazo kopia a meidzis kezdete

koriil (onset) expresszalodik, és a kromoszémak parosodasanak kordbbi szakaszaban
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lehet szerepe. Az 5B kopia prediktalt fehérje terméke egy inszercid miatt eltér a

masik két homeoldg gén altal kddolt fehérjétol.

2.4.2. Ph szupresszalé hatasu gének a biiza rokon vad fajaiban

Tobb tanulmany szamolt be arrdl, hogy az Aegilos speltoides egyes genotipusai
homeoldg rekombinaciot képesek indukalni, még a Phl lokusz jelenlétében is
(Maestra és Naranjo 1998). Mivel ezek a gének episztatikusak a biiza Ph génekkel
szemben, Ph' (Ph inhibitor) géneknek nevezték el ket (Chen és mtsai. 1994). Riley
¢s mtsai. (1968a) sargarozsda-rezisztenciat vittek at Ae. comosa-bol hexaploid
blizaba, a Phl lokuszt szupresszalni képes Ae. speltoides segitségével. gy sziiletett
meg az els buzavonal ("Compair’), amelynél az idegen fajbdl szarmazd hasznos
tulajdonsagot a homeoldg rekombindcié genetikai indukciojaval sikeriilt atvinni.

Chen és mtsai. (1994) az Ae. speltoides fajbol sikeresen vitték at ‘Chinese
Spring’-be a Ph1 lokusz szupressziojat el6idézé géneket. A Ph' vonalak segitségével
azéta szamos hasznos agrondmiai tulajdonsagot sikeriilt a bizagenomba beépiteni
(Aghaee-Sarbarzeh és mtsai. 2002, Wang és mtsai. 2003, Chhuneja és mtsai. 2008).
A Ph' buzagenotipusok elénye a Phl vagy a phlb mutansokkal szemben az, hogy a
hatasuk dominans, képesek az interspecifikus és generikus F; hibridekben, de a
késobbi visszakeresztezett generaciokban is homeoldg rekombinacidt indukdlni
(Marais ¢s mtsai. 2010, Li és mtsai. 2011). A btiza Ph-rendszerének gatlasat eddig
legjobban az Ae. speltoides-ben jellemezték, habar mas Aegilops, Secale, Agropyron
¢és Elymus nemzetségbe tartozo fajnal is megfigyelték (Mello-Sampayo 1971, Lelley
1976, Dvotak 1987, Farooq és mtsai. 1996, Motsny és Simonenko 1996).

2.4.3. Transzlokaciok létrehozasa kromoszomatorések indukalasaval

A butizaval tavolabbi rokonsagban allo fajok kromoszomai sok esetben még a Ph-
rendszer hianydban sem parosodnak a buzakromoszomdakkal. Ebben az esetben
indokolt lehet a kromoszomék random torését eldidézni. A  letort
kromoszomaszegmentumok végein tulnyul6 egyszali DNS-lancok lehetnek, igy ujra
egyesiilhetnek a hasonloan 1étrejott buza-kromoszomaszegmentumokkal, igy épiilve
be a gazda genomjaba. A kromoszomatdrések eldidézésére kiilonbozé mutagének
hasznalhatok. A fizikai mutagének, mint példaul a nem-ionizald sugarzas (UV) és az

ionizald sugarzas (rontgen-, a-, y-sugarzas, lassu és gyors neutronok) nagy léptéki
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valtozasokat idéznek elé a genomban a DNS-szal torésével (delécid, inverzio,
duplikacid, transzlokécio). Ezzel ellentétben a kémiai mutagének, melyek széles
korben hasznalatosak a ndvényi mutagenezisben — a nukleotidparokban idéznek el
valtozasokat, melyek baziscserével ¢és az olvasasi keret eltolodasaval jarhatnak.
Vannak irodalmi adatok a kémiai mutagének altal okozott transzlokacidkra is. llyen
példaul a 8-etoxi-koffein, amely kromoszomatorést és atrendezddést indukalhat
(Ehrenberg és mtsai. 1961). Az alkilalo6 szerek koziil az etil-metan-szulfonat, az etan-
szulfonat és az 1,4-dimetil-szulfoxid-butan kromoszomak torését el6idézo hatasat
irtak le (Natarajan és Upadhya 1964, Ramanna és Natarajan 1966). Friecbe és mtsai.
(1994) buza—Agropyron elongatum terminalis transzlokacié méretét csokkentették
etil-metan-szulfonat-kezeléssel, melynek eredményeképpen egy T7DS.7DL-
7TAe#1L-7DL intersticidlis transzlokaciét hoztak létre. A fizikai és a kémiai
mutagének mellett specialis DNS-szekvenciak, mobilis genetikai elemek vagy
transzpozabilis elemek (transzpozonok és retrotranszpozonok) is eldidézhetnek
genetikai variabilitdst. A deléciok, duplikacidok és transzlokaciok kialakuldsanak
hatterében az 4ll, hogy a nemhomoldg inszerciés helyeken elhelyezkedd
transzpozonok kozott megy végbe a rekombinacio (Bennetzen 2000).

Az Aegilops nemzetségbdl szamos kromoszomat vittek at a hexaploid btizaba.
A visszakeresztezések soran tobb Aegilops-kromoszoémanak a mutagénekhez hasonld
hatasat mutattak ki a recipiens névényben (Endo 1990). Ezek a kromoszomak az
interspecifikus génatviteli munkdk sordn nagyobb valdszinliséggel jutnak at a
kovetkezd generaciokba, mint masok. Ezeket a kromoszomakat és géneket
»pollengyilkos” (Cameron ¢és Moav 1956, Loegering ¢és Sears 1963),
gamétaeliminator (Rick 1966, Sano 1990) vagy gametocid kromoszomaknak (Endo
1990, 2007) hivjuk. Ezek a gametocid (Gc) kromoszomak biztositjak az Oket
tartalmazd gamétaknak a kovetkezd generacidkba vald, az Oket nem tartalmazo
gamétakkal szemben dominédns tovabbjutasat, valdszinlileg az utdbbi gamétak
»megolésével” vagy karositasaval. Mindez abban az esetben torténik, ha a Ge-
kromoszoma hetero- vagy hemizigdta allapotban van jelen. Az Aegilops
nemzetségben tobb (C, S és M genomu) fajnal taldltak gametocid hatasu
kromoszoémakat, melyek kiilonb6zé homeoldg csoportba tartozhatnak (2, 3, 4, 6)
(Endo 1990, 2007, Niranjana 2017). Ezek a gametocid (Gc) kromoszomak vagy
gének a gametogenezis soran okoznak mutdciot a kromoszomékon, azokban a
gamétakban, amelyek nem tartalmazzak dket. A Gc kromoszémak a buzakromatinon

kiviil az addicids vonalakban az idegen kromoszomak torését is eléidézhetik (Endo
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1990, 2007). Az Ae. cylindrica (2n = 4x = 28, DDCC) 2C kromoszoma segitségével
Endo ¢és Gill (1996) 350 homozigota delécids vonalat hozott 1étre a ‘Chinese Spring’
buzaval. Ezekben a vonalakban a delécios toréspont kiillonboz6 kromoszémakon és
poziciokban talalhaté, ezért alkalmasak voltak gének, de legfoképp DNS-markerek
delécios térképezésére (Werner €s mtsai. 1992, Qi és mtsai. 2004).

A Gc kromoszomak koziil az Ae. cylindrica (2n = 4x = 28, DDCC) 2C és az
Ae. triuncialis (2n = 4x = 28, UUCC) 3C kromoszomajat széles korben hasznaljak
transzlokacios ¢€s delécios vonalak létrehozasahoz a buzéban és idegen addicids

vonalakban.

2.5. Az idegen kromoszomak kimutatasa és azonositasa a hibridekben és
szarmazékaikban

2.5.1. Hagyomanyos citolégiai modszerek

crer

A hagyomanyos citolégia a kromoszomak szamat, morfologidjat (nagysag,
kararanyok, masodlagos befliz6dések) és a meidzisban torténd viselkedését
tanulmanyozza. A metafazisban levd kromoszémakat kiilonféle festékekkel lehet
megfesteni, ezaltal megkiilonbdztethetdek lesznek az egyéb sejtorganellumoktol.

A leggyakrabban hasznalt festési modszerek a karmin-ecetsavas, Feulgen-
festés, Snow-féle karminfestés (Snow 1963), orcein-ecetsavas festés (Dyer 1963). A
klasszikus citologiai modszerekkel sok faj kromoszomajat tanulmanyoztak, leirtak a
kariotipusaikat, fajhibridekben idegen kromoszomadkat is sikeriilt kimutatni, féleg
olyan esetekben, ahol a két faj tavoli rokonsagban allt egymassal. A hasonld méretli
¢s alakt kromoszomak megkiilonbdztetésére azonban ezek a festési modszerek nem
voltak alkalmasak, ezért kiilonbdzd savozasi technikdkat fejlesztettek ki. A sdvozési
technikakat profazisban levd kromoszémakon alkalmaztak, amelyeknél pontosan
elkiilonithetd az eukromatin a heterokromatintol. A sdvok kialakuldsanak
molekularis alapja a DNS bazisosszetételén és a kromatin helyi szerkezetén alapul. A
repetitiv szekvenciakat tartalmazo, adenin- és timin-gazdag heterokromatin a
sdvozasi eljardsok sordn erdsebben festddik, mint a kdédolod, guanin- és citozin-
gazdag eukromatin. Az eu- és a heterokromatin egymashoz valé helyzete alapjan a
kromoszomakat meg lehet kiilonboztetni (Gill és Kimber 1974, Nakata és mtsai.
1977, Merker 1979, Sethi ¢és Plaha 1988). Az els6 savozasi technikat Caspersson és
mtsai. (1968) irtak le. A kinakrin mustar fluoreszcens festéket hasznaltak. A
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valtakozd vilagos ¢s halvany savokat Q-savoknak nevezziik. A Q-savozas
megjelenése Ota szdmos mas savozasi modszert dolgoztak ki. Ezek kozé tartoznak a
C-, R- és az 1970-es években elterjedt G-savozasi technikdk. A G-sdvozasnak is tobb
fajtaja ismert. K6zos benniik, hogy egy eldkezelést alkalmaztak, amely a fehérjék
soval, vagy laggal (Drets és Shaw 1971, Seabright 1971, Sumner és mtsai. 1971,
Wang és Fedoroff 1972). Az el6kezelés utan a mintdkat metilénkék-eozin keverékkel
festik (pl. Giemsa-, Leishman-, Wright-festék). A R (reverz)-savozas eredményeként
a Q- és a G-savok negativ képét kapjuk meg. Az R-savozas hasznos kiegészitdje a G-
sadvozasnak, segitségével olyan savokat is lathatova lehet tenni, amelyek a G-séavozas
utan kevésbé lathatoak. A telomérak lathatova tételében is hasznos, mivel ezek a G-

sdvozas soran jeloletlenek maradnak.

2.5.2. Molekularis citogenetikai mdédszerek

A klasszikus citogenetikai modszerekkel sikeriilt a kromoszomakat morfoldgiailag
jellemezni, azonban a Kisebb méretli, idegen fajbdl szarmazd kromoszomak
kimutatasara alkalmatlanok voltak. A molekularis citogenetika in situ hibridizacios
technikdkon alapulé modszerekkel vizsgalja a genomok Osszetételét és a
genomokban végbemend kromoszomavaltozasokat. Ezek a modszerek forradalmian
Uj lehetOséget biztositottak a citogenetikai vizsgalatokhoz, szinte barmilyen fajrol
legyen sz9, illetve a kromoszoémak morfoldgidjatol fiiggetlentil.

Az in situ hibridizaciét az 1960-as években alkalmaztak el6szor (Gall és
Pardue 1969, John és mtsai. 1969, Buongiorno-Nardelli és Amaldi 1970)
citogenetikai preparatumokon gének vagy DNS-szekvenciak direkt vizualizalasara a
kromoszomakon. El6szor a hibridizalando probék jelolésére radioaktiv mddszereket
hasznaltak, majd autoradiografiaval detektaltdk a hibridizacios jeleket. Az elsé nem
izotopos jelolést az 1980-as évek elején Langer-Safer és mtsai. (1982) alkalmaztak,
mely segitségével politén kromoszomdkon biotinnal jelolt repetitiv. DNS-
szekvenciakat mutattak ki. A nem izotopos In Situ hibridizacios technikat ndvényi
fajon (blzén) elészor Rayburn és Gill (1985) alkalmazta. A préba-DNS-t biotinilalt
dUTP-vel jelolték, a detektalashoz pedig enzimatikus riporter molekulat hasznaltak,
amely avidinhez vagy streptavidinhez konjugaltatott, rendszerint tormabdl szarmazo
peroxiddz vagy alkalikus foszfataz volt. A jel detektalasa soran az izotopok helyett

hasznalt fluorokromoknak (Langer-Safer és mtsai. 1982, Pinkel és mtsai. 1986)
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szamos eldnyiik van. A kiilonb6zo probakat kiilonféle hapténekkel lehet jeldlni, majd
specifikus antitestekhez kotott, eltérd emisszids spektruma fluorokromokkal
(multikolor FISH, GISH) egyszerre lehet Oket detektdlni. Ilyen mdédon az egyes
probak fizikalis helyzete a kromoszoémakon meghatarozhatova valt (Lichter és mtsai.

1990, Leitch és mtsai. 1991).

2.5.2.1. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A gabonafélék 0szt6do gyokércstcsabol készitett metafazisos
kromoszomapreparatumokra hibridizalt probak alkalmasak a kromoszomak
azonositasara és kimutatasara. A proba-DNS jellege alapjan az in situ hibridizacios
modszereket két csoportra oszthatjuk.

A FISH (fluoreszcens in situ hibridizacid) soran repetitiv DNS-szekvenciakat
(pL. pSc 119.2, Afa family, pTa 71, mikroszatellit szekvenciak), mig a GISH (genomi
in  situ  hibridizadcio) soran teljes genomi DNS-t  hibridizalunk a
kromoszdmapreparatumokra. A repetitiv DNS-probdk hibridizacids jelei dsszetett és
specifikus  mintazatot adnak az  egyes  kromoszémikon.  Megfeleld
probakombinacidkat hasznalva a mintdzat még specifikusabba tehetd, s ez lehetdvé
teheti az egyes fajok kromoszomainak azonositasat, kariotipusaik elkészitését.

A gabonaféléknél hasznalatos probak koziil a pScl119.2 egy 120 bp hosszt,
rozsbol izolalt (Bedbrook ¢és mtsai. 1980) tandem ismétlédé szekvencia.
Hasznalataval a bluza Osszes B kromoszoméja és néhany A és D kromoszoma is
azonosithatd (Rayburn és Gill 1985). Rayburn és Gill (1986) az Ae. squarrosa-bol
(szinonima: Ae. tauschii) izolaltak egy 1 kb hosszu, erdsen ismétlodé szekvenciat,
melyet a pAsl plazmid tartalmazott. Ez a szekvencia D-genom-specifikusnak
bizonyult, segitségével a hexaploid buza mind a hét D kromoszomaja egyértelmiien
azonosithatdé volt. Mukai és mtsai. (1993) a pScl19.2 és a pAsl probat egyiitt
alkalmazva a blza 6sszes B- és D-genom-kromoszémait azonositottak, ezenkiviil az
1A, 4A és az 5A is elkiilonithet6 volt. A (GAA), mikroszatellit szekvenciat és a pAsl
probat egyiitt alkalmazva a buza teljes kromoszomakészlete azonosithatova valt
(Pedersen ¢és Langridge 1997).

A GAA mikroszatellit DNS-szekvencia elsdsorban a B genomhoz k&todik, de
jelet ad az A és a D genom kromoszoémain is (Dennis és mtsai. 1980, Pedersen és
mtsai. 1996, Pedersen ¢és Langridge 1997). A pAsl és a GAA szekvencia
kombinéladsaval mar mind a 21 par buzakromoszéma megkiilonboztethetd egymastol

(Pedersen és Langridge 1997, Molnar és mtsai. 2007). Nagaki és mtsai. (1995) a
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pAsl klont restrikcios enzimekkel emésztették. Az Afal endonukleazzal kezelt pAsl
klonbdl sikeriilt azonositaniuk egy konzervalodott, tandem ismétlédé szekvenciat,
amelyet Afa familynek nevezték el. Az eukaridta riboszomalis gének altalaban
1smétlodo egységekben vannak jelen a genomban, ezek a szekvencidk szintén
hasznalhatoak a kromoszomak azonositdsahoz. A pTa71 proba (Gerlach ¢s Bedbrook
1979) 18S-5,8S-25S rDNS, egy 9 kb hosszusagi EcoRI fragmentum, amely 18S,
5,8S és 25S rRNS géneket és intronokat tartalmaz.

A mikroszatellitek a tandem ismétlddé DNS-szekvencidk egy csoportjat
alkotjak, melyek széles kortien elterjedtek az eukaridta genomokban (Tautz és Renz
1984). Sok novényfajban, igy a Triticeae-knél is a genom legnagyobb hanyadat
képviselik (Cuadrado és mtsai. 2008). Rovid, 1-5 bp hosszl, ismétlodo
motivumokbol allnak. A gyakori eléfordulasuk mellett az ismétlddések szdma is
nagyon valtozo, akar individualis szinten is (Cuadrado és Schwarzacher 1998). A
mikroszatellitek gyakorisdga és valtozatos el6fordulasuk egy adott lokuszon a
genomban alkalmassa teszi Oket fajok, fajtak, egyedek azonositasara és genetikai
térképek szerkesztésére (Weber és May 1989, Weising és mtsai. 1989, Powell és
mtsai. 1996).

Szamos tanulméany foglalkozik a mikroszatellitek kromoszdémakon torténd
fizikai térképezésével in situ hibridizacioval. Pedersen és mtsai. (1996) voltak az
elsék, akik fluoreszcens jelolést hasznaltak mikroszatellit-probak térképezésére. A
(GAA); oligonukleotidot terminalis dezoxinukleotidil-transzferaz segitségével,
biotin-14-dATP-vel jelolték. A szekvencia el6fordulasat 27 Triticeae fajban
vizsgaltak. Pedersen ¢és Linde-Laursen (1994) szintén a GAA mikroszatellit
szekvencidkat hibridizalta arpa kromoszomakra. A proba hatirozott mintdzatot adott
a kromoszomakon, segitségével az 0sszes arpakromoszéma azonosithatd volt. Ezt
kihasznalva azonositott Molnar ¢és mtsai. (2007) egy 4H(4D) buza—arpa
szubsztiticios vonalat a GAA ¢és pAsl probak kombinacidjaval. Schmidt és Heslop-
Harrison (1996) cukorrépa- (Beta vulgaris L.) kromoszémakon vizsgalta a
mikroszatellit szekvencidk fizikai poziciojat. A vizsgdlt szintetikus probak
mindegyike jellegzetes térbeli mintazatot adott az egyes kromoszémakon, példaul az
(AC)s proba a 16 par kromoszoma centromerje kozelében adott jelet. Cuadrado és
Schwarzacher (1998) tiz SSR probat térképeztek fizikailag FISH segitségével
hexaploid buzan, rozson (Secale cereale L.) és tritikalén (xTriticosecale Wittmack).
Martonvasaron Molnar ¢és mtsai. (2005, 201la, 2016) szamos Aegilops faj
kariotipusat, mig Linc és mtsai. (2012) az Elytrigia elongata E genomjanak
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kariotipusat hataroztdk meg. Badaeva és mtsai. (2015) harom diploid A genommal
rendelkezé Triticum faj kariotipusat készitette el. Megyeri és mtsai. (2016) hat
mikroszatellit szekvenciat hasznalt FISH probaként T. monococcum genomjan. A
T.timopheevii (2n=4x=28) G és A' kromoszoémainak azonositasa végett Badaeva és
mtsai. (2016) tizenegy molekularis citogenetikai markert irtak le. A GAA, és a
pSc119.2 probakombinacioval a G genomhoz tartozd kromoszoémakat és néhany A'
kromoszomat is azonositani tudtak. A transzlokacidok azonositasat gyakran gatolja az
a tény, hogy az idegen kromoszomaszegmentumon nincs detektdlhatdo é&s
diagnosztikus fluoreszcens jel. Ezért sziikség volna minél tobbféle, a kromoszémak

interkalaris régidiban is jeleket adod probak eldallitasara.

2.5.2.2. Genomi in situ hibridizacié (GISH)

A buzaval torténd faj- és nemzetségkeresztezések sordn az utédok kromoszdéma-
Osszetételének vizsgalataban jelent6s el6relépésnek bizonyult a genomi in situ
hibridizacié kidolgozasa (Le és mtsai. 1989, Schwarzacher és mtsai. 1989). A
modszer soran egy vagy tobb (mcGISH: multikolor genomi in situ hibridizacio)
teljes genomi DNS-t jelolink és hasznalunk probaként. A hibridizacido utan
megkiilonboztethetdek a kiillonbozd fajokbol szdrmazo, alloploid fajok esetén a
kiilonbozé genomokhoz tart6zd kromoszoméak az eltéré szinti fluoreszcens jel
alapjan.

A GISH soréan a proba eléallitasa egyszeribb, mint a FISH-nél, nincs sziikség a
DNS amplifikacigjara. Az optimalis proba-DNS mérete 200-500 bp, ezért sziikség
lehet a teljes genomi DNS fragmentalasara. Az orokitdanyag restrikcios enzimekkel,
szonikalassal vagy autoklavozassal torhetd kisebb méretli fragmentumokra (Sanchez-
Moran és mtsai. 1999). A fluorokrom lehet kozvetleniil a probahoz kotve (direkt
jelolés), vagy konjugaltathaté mas, a probdhoz specifikusan kotddé molekuldkhoz
(indirekt jelolés). Az indirekt jeloléskor leggyakrabban digoxigenint és biotint
épitenek be a probaba, majd a hibridizdcié utdn fluorokromokkal jelolt
ellenanyagokkal (anti-digoxigenin; avidin vagy streptavidin) detektaljak a jelet. A
direkt jelolés alkalmazasakor az in situ hibridizacio kevesebb 1épésbdl all, azonban
az indirekt jelolés érzékenyebb. A jelolt nukleotidokat tobbféleképpen lehet a
probaba beépiteni, altalaban a nicktranszlaciot, random primingot és a PCR reakciot
hasznaljadk a DNS jelolésére. A nicktranszlacid soran a DNaz I enzim a kettds szala
DNS egyik szalan random elhasit egy foszfodiészter kotést, un. ,,nick”-eket

(nukleinsav-folytonossagi hiany) vag, szabad 3’ hidroxil véget hozva létre. Egy
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masik enzim, a DNS polimeraz I (5°—3’ exonukleaz és 5°—3’ polimeraz aktivitassal
rendelkezik) a ,,nick” szabad 3’, hidroxil csoportjat primerként hasznalva 5’—3’
iranyban a komplementaritds elvének megfeleléen szintetizdlja az 1 szalat,
mikdzben a szintézis irdnyaval megegyezdéen az exonukleaz aktivitdsanak
koszonhetden eltavolitja a nukleotidokat. A szintézis soran a reakcidelegyben levo
jelolt dezoxiribonukleozidok is beépiilnek. A random priming modszernél a DNS-t
denaturalni kell, majd random hexanukleotidokat, a DNS-polimerdz Klenow-
fragmentumat és a jelolt ANTP-ket adnak a reakcioelegyhez. A hexanukleotidok a
denaturalt DNS-hez hibridizalnak, és primerként szolgalnak a polimeraz szamaéra,
amely megszintetizalja a komplementer szalat, beépitve a jelolt ANTP-ket. A PCR
segitségével torténd probajelolés megegyezik egy hagyomanyos PCR reakcioval,
azzal a kiilonbséggel, hogy a reakcioelegy jelolt ANTP-ket is tartalmaz. Mindharom
modszer esetében elterjedt a DNS jel6106 kittek hasznalata, amelyek a jelolendd DNS-
fragmentumon kiviil a reakcidhoz sziikséges minden Osszetevét tartalmaznak, és
standardizalt osszetételilknek koszonhetéen megkonnyitik a probajelolést. A
hibridizacié soran blokkolo DNS haszndlata is nélkiilozhetetlen, féleg az olyan
esetekben, ahol a megkiilonboztetendd genomok kozott nagy a homologia. A bluza—
Aegilops fajhibridekben és szarmazékaikban a nem specifikus hibridizacio elkeriilése
miatt a jelolni nem kivant buzakromoszémakat jeldletlen biza-DNS-sel blokkoljak,
igy az Aegilops-proba kisebb valoszintiséggel hibridizal a buzakromoszomakhoz. A
homologia szintjétdl fiiggden a blokkol6 DNS mennyisége 20-Szoros
probamennyiségtol 200-szorosig valtozhat.

GISH technikéval altaldban azok a genomok kiilonboztethetéek meg, amelyek
80—-85%-ban homologok (Schwarzacher és mtsai. 1989). Martonvasaron GISH
segitségével mutattak ki arpa- (Molnar-Lang és mtsai. 2000a, 2000b), rozs- (Langné
Molnar és mtsai. 1996, Szakacs ¢és mtsai. 2016, Schneider €és mtsai. 2016),
Thinopyrum- (Kruppa és mtsai. 2016) és Aegilops- (Molnar és mtsai. 2009, Farkas és
mtsai. 2014) kromoszomakat, valamint transzlokaciokat buza genetikai hattérben.

Az egyféle probat alkalmazé GISH tovabbfejlesztett valtozata a mcGISH,
melynek soran két vagy tobb kiilonb6zd fluorokrémmal jelolt probat alkalmaznak.
fgy n6 a kimutatas érzékenysége, és egyszerre tobb genom vizsgalhato.

A hexaploid buza genomjainak szimultdn elkiilonitésérdl el6szor Mukai és
mtsai. (1993) szamoltak be. Az mcGISH soran az A genom progenitor T. urartu total
genomi DNS-t biotinnal, mig a D genom progenitor Ae. squarrosa total genomi

DNS-t digoxigeninnel jelolték. A detektalashoz fluoreszceint €s rodamint hasznaltak.
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Blokkoloként az Ae. speltoides teljes genomi DNS szolgalt. A hibridizacio
eredményeként az A genom sarga, a B jeldletlen genom barna, mig a D genom
narancsszinnel volt lathat6. A mddszert Sanchez-Moran és mtsai. (1999) fejlesztették
tovabb. Buza-rozs hibrideket és buza-rozs transzlokacids vonalakat vizsgaltak,
melyekben a bliza harom genomja mellett a rozsgenomot is ki tudtdk mutatni.

A Thinopyrum genusba tartoz6 fajok kromoszomainak detektalasat is
kidolgoztak (Han és mtsai. 2003, Jauhar és Peterson 2006). Martonvasaron Sepsi és
mtsai. (2008, 2009) alkalmazta a modszert buza—Thinopyrum ponticum részleges
amfiploid jellemzésére, ahol probaként J, A és D genomi DNS-t hasznalt. Kruppa és
Molnar-Lang (2016) a Thinopyrum intermedium ¢és a Thinopyrum ponticum
szintetikus hexaploid kromoszomait jellemezte. A Thynopyrum-kromoszémakat a
fajhibrid buzaval visszakeresztezett levél- és sargarozsdarezisztens szarmazékaiban
is ki tudtak mutatni (Kruppa és mtsai. 2016).

Az U és M genomok GISH technikédval torténd kimutatdsara is taldlunk
informaciot. Nasuda és mtsai. (1998a) az Ae. comosa M genomjat azonositottak buza
hattérben. Probaként Ae. comosa genomi DNS-t hasznaltak a 30-szoros blokkold
blza genomi DNS mellett.

Az allotetraploid Ae. geniculata (2n=4x=28, USU°M°M?®) és az Ae. triuncialis
(2n=4x=28, U'U'C'C") fajok M? és U' kromoszomait sikeresen mutattdk ki Aghaee-
Sarbarzeh és mtsai. (2002) a diploid 6sok (Ae. comosa és Ae. umbellulata) genomi
DNS-¢ét hasznalva probaként. Benavente és mtsai. (2001) mcGISH segitségével
azonositottdk az Ae. ovata L. (syn.. Ae. geniculata) U% és M? kromoszomait
durumbuza—Ae. ovata amfiploidokban. Az Ae. biuncialis U° és M® genomjainak
egymas mellett torténd kimutatdsat Molnar és mtsai. (2009) publikaltak. McGISH
segitségével y-sugarzasnak kitett biiza—Ae. biuncialis amfiploidokban vizsgaltak a
genomok kozotti kromoszoma-atrendezddések 1étrejottét és oroklédeését. A diploid
6sok (Ae. comosa és Ae. umbellulata) eltéré modon jel6lt genomi DNS-ével tortént
hibridizacidé eredményeként az U és az MP kromoszomak tisztan elkiilonithetdek
voltak a piros és a zold fluoreszcens jelek alapjan egymdstdl és a jeloletlen
buzakromoszomdaktol. Az mcGISH alapjan buza-U®, buza-M® és  UP-MP
kromoszomaatrendezddéseket figyeltek meg, amelyek dicentrikus kromoszoémak,

centrikus fiziok, terminalis és intersticialis transzlokaciok voltak.
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2.5.3. Molekularis markerek

Addicids vonalak azonositdsara és jellemzésére el6szor morfoldgiai, izoenzim és
tartalékfehérje markereket hasznaltak (Tang ¢és Hart 1975, Hart és mtsai. 1980,
Guadagnuolo ¢és mtsai. 2001). Mivel ezek a markerek korlatozott mennyiségben
allnak rendelkezésre, a kromoszomaatrendezddések azonositasaban jatszott szerepiik
csekély.

Az els6 DNS alapt markerek a restrikcidés fragmentum hosszpolimorfizmus
(Restriction Fragment Length Polymorphism:RFLP), a véletlen amplifikalt polimorf
DNS (Random Amplification of Polymorphic DNA:RAPD, Williams és mtsai. 1990)
¢s az amplifikalt fragmenthossz-polimorfizmus (Amplified Fragment Length
Polymorphism: AFLP, Vos és mtsai. 1995) voltak, melyekkel buza—idegen faj
introgresszidés vonalakat vizsgaltak (Fedak 1999). Mivel ezek a markerek nem
igényelnek semmilyen eldzetes szekvenciaismeretet, szdmos munkaban hasznaltak
Oket kromoszomak, kromoszomakarok, addicios és szubsztitucidés vonalak
azonositasara (Devos és Gale 1993, King és mtsai. 1993, Wang ¢és mtsai. 1995,
Hernandez ¢és mtsai. 1996, Francki és mtsai. 1997).

Annak ellenére, hogy a 90-es években ezek a markertipusok népszertiek voltak,
1d6-, és munkaigényességiik, valamint dragasaguk miatt nagy mennyiségli névényi
anyag jellemzésére nem voltak alkalmasak. A genomban random elhelyezkedd
transzpozabilis elemek is hasznalhatéak markerekként (Nagy és Lelley 2003, Queen
¢s mtsai. 2004). Nagy és mtsai. (2006) a ,,SINE” (Short interspersed nuclear
elements; rovid szétszortan ismétlédd elem) és az Ae. umbellulatd-ban azonositott
LAu”  rovid ismétlédésre tervezett S-SAP  (Sequence-specific amplified
polymorphism) markereket, majd azonositotta 6ket buza—Ae. biuncialis és buza—Ae.
geniculata addicios sorozatok U és az M genom kromoszomain. A molekularis
szintén felhasznaltdk az eldnemesitésben (Gupta és mtsai. 2003, Bandopadhyay és
mtsai. 2004, Yu ¢és mtsai. 2004). Az SSR markerek fejlesztéséhez genomi
szekvenciak sziikségesek, ezért ez a markertipus az EST-k (expressed sequence
tags), cDNS és BAC konyvtarakkal parhuzamosan fejlédott ki. A cDNS-konyvtarak
¢és a vazlatos- (draft-) szekvencia-adatok (arpa, buza, Ae. tauschii, T. urartu) mellett
az EST-k nyujtjak a leggazdagabb genomiszekvencia-informaciot a Triticeae torzsbe
tartozd fajokrdl. Qi és mtsai. (2004) 16000 EST lokuszt térképeztek buza-

deléciosvonalakon. Ezek az EST-k kivalo forrast nyljtanak a specifikus
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kromoszomarégiokra tervezett génspecifikus markerek eldallitasdhoz. A COS
(conserved ortholog set) markerek génalapu markerek, melyeknél az egyik primert az
exon-intron hatarra tervezik, mig a masik primer az intronban helyezkedik el (Fulton
¢s mtsai. 2002). Polimorf tulajdonsagukat a két exon koz¢é esd, az exonnal nagyobb
polimorfizmust mutatd intronszekvencianak koszonhetik. A megszekvenalt modell
fajokra tervezett COS markerek mas fajok esetében is hasznalhatok, igy a
gabonafélék genomikajaban is megjelentek (Bertin és mtsai. 2005, Quraishi és mtsai.
2009). A buzaspecifikus COS markereket Burt és Nicholson (2011), valamint
Howard és mtsai. (2011) is hasznaltak Aegilops fajokon. Molnar és mtsai. (2013)
buza COS markereket tesztelt Ae. biuncialis-on. A markerspecifikus EST-ket
Brachypodium ¢és rizs genomi szekvenciakhoz hasonlitva (BLAST) megallipithato
volt a fajok kozotti makroszinténia, azaz az egyes lokuszok genomi lokalizacidja az
Aegilops és a modell fajok kromoszomain. Molnar és mtsai. (2014, 2015) a buza
diploid 6seibdl és C genomu Aegilops fajokbol (Ae. markgrafii, Ae. triuncialis, Ae.
cylindrica) aramlasos citométerrel izolalt (flow-sorted) kromoszomakat, majd
azokon azonositott COS markereket. Molnar és mtsai. (2016) egy késébbi munkaban
az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides, Ae. markgrafii egyedi kromoszomait
izolalta kétparaméteres flow-citometriaval. Az izolalt kromoszoma-specifikus
mintdkon 100 COS markert sikeriilt azonositani. Ezeket a markereket kordbban a
buza A, B és D genomjan mar fizikailag térképezték, ezért lehetséges volt a buza és
ezen Aegilops genomok kozotti szinténia meghatarozasa, amely nagyszamu
atrendez6dést mutatott az U és a C genomoknal, mig az M és az S genomok a
bluzahoz képest hasonlo struktarat mutattak.

Az eddig emlitett markerrendszerekkel egyszerre egy marker vizsgalata volt
lehetséges, habar tobb marker egyszerre torténd detektdldsa vagy a multiplex PCR
felgyorsithatjadk a genotipizalasi munkat. A hatékonysaguk még igy is messze
elmaradt a kivanatos nagy ateresztOképességtol, ahol tobb ezer ndvény vizsgalata
lenne sziikséges néhany markerrrel, vagy egy kisebb novényi anyagon tobb millio
kiilonb6z6é markert kellene tesztelni. A 2000-es évek elején 1) markerrendszerek és
nagy ateresztoképességli genotipizald technikak jottek létre, majd robbanasszerli
fejlodésnek indultak. A Diversity Arrays Technology altal fejlesztett DArT markerek
el6szor microarray eredetii, hibridizacion alapuld, elézetes szekvenciaismeretet nem
igényld markerrendszer, amellyel tobb ezer polimorf lokuszt lehet azonositani egy
vizsgalattal (Jaccoud és mtsai. 2001). Az Ujabb valtozata a DArT-seq mar az Uj

generacios szekvenalasos modszeren alapul. Az 1Uj generacios szekvenalasnak
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koszonhetden terjedtek el az egyszerii nukleotid polimorfizmus (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) markerek. A buza genotipizalasara is szamos SNP-alapu
technologia jelent meg (Illumina iSelect, Illumina Infinium, Affymetrix Axiom),
melyek akar 1 milli6 markert is tartalmazhatnak. A kompetitiv allél specifikus PCR
(KASP) markerek (He és mtsai. 2014) allélspecifikusak, és fluoreszcens detektalassal

azonosithatok.

2.6. A buza mikroelem-tartalmanak novelése

A mikroelemek nélkiilozhetetlenek a humdan taplalkozasban, ¢és elégtelen napi
bevitelilk sulyos megbetegedésekhez, hidnybetegségekhez vezet. A cink egyike
azoknak az elemeknek, melyek létfontossagu szerepet toltenek be a szervezet
mikodésében, ennek ellenére a vilag lakossaganak kozel fele cinkhidnyban szenved
(Welch és Graham 2004, Cakmak 2008). A kenyérbuza a vilag szamos helyén a
legfontosabb élelmiszer-alapanyag, viszont mikroelem-tartalma viszonylag Kkicsi
(Cakmak ¢és mtsai. 2000), ezért fontos lenne olyan genotipusok -eldallitasa,
melyeknek nagy a mikroelem-tartalmuk. A buaza taplalkozastani értékének a
novelése, biofortifikacidja hosszu tdvon is fenntarthatd és koltséghatékony modszer
(Stein és mtsai. 2007, Cakmak 2008).

A buza vad rokon fajainal, koztiik tobb Aegilops fajnal (pl. Ae. longissima, Ae.
kotshii, Ae. cylindrica, Ae. ventricosa, lasd a 3. tablazatot) mutattak ki a bzaénal
nagyobb mikroelem-tartalmat a szemtermésben (Calderini és Ortiz-Monasterio
2003a, Chhuneja és mtsai. 2006, Rawat és mtsai. 2009b). Ezért ezek a fajok

crer
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3. tablazat. A baza, durumbuza, vad Triticum és Aegilops fajok szemtermésének

vas- és cinktartalma.

Fajnév Genotipus-  Genom- Fe Zn Hivatkozas
ok szama jelolés (mg/kg) (mg/kg)

T. aestivum 13 BAD 21,3-30,6 14,9-19,3 Rawat és mtsai.
2009b

T. turgidum subsp. 2 BA 21,9-25,6 13,7-19,6 Rawat és mtsai.

durum 2009b

T. monococcum 19 ATA™ 23,9-40,5 22,1-39,1 Rawat és mtsai.
2009b

T. turgidum subsp. 17 BA 27,7-42,7 225-66,5 Rawat és mtsai.

dicoccoides 2009b

T. araraticum 6 GA 23,1-59,1 19,3-30,5 Rawat és mtsai.
2009b

Ae. longissima 5 g 59,1-81,6 25,0-50,5 Rawat és mtsai.
2009b

Ae. kotschyi 14 us 229-91,0 22,3-58,6 Rawat és mtsai.
2009b

Ae. peregrina 10 us 34,4-82,3 33,1-49,5 Rawat és mtsai.
2009b

Ae. cylindrica 3 CD 52,2-93,3 32,4-52,2 Rawat és mtsai.
2009b

Ae. ventricosa 3 DN 55,4935 24,0-39,1 Rawat és mtsai.
2009b

Ae. geniculata 3 UM 52,3-82,0 31,9-40,8 Rawat és mtsai.
2009b

T. aestivum 5 BAD 29,0-43,3 27,0-35,2 Kumar és mtsai.
2015

T. monococcum 3 ATA™ 42,0-46,7 44,8-47,9 Kumar és mtsai.
2015

T. turgidum subsp. 2 BA 30,6-38,7 33,7-44,3 Kumar és mtsai.

dicoccoides 2015

Ae. tauschii 2 D 53,6-54,0 32,6-38,1 Kumar és mtsai.
2015

Ae. umbellulata 2 U 67,3-68,0 57,1-74,8 Kumar és mtsai.
2015

Ae. longissima 1 g 103,8 111,9 Kumar és mtsai.
2015

Ae. speltoides 1 S 61,3 99,9 Kumar és mtsai.
2015

Ae. kotschyi 2 uks* 52,1-56,8 47,7-64,0 Kumar és mtsai.
2015

Ae.peregrina 3 uPuP 54,5-77,3 48,0-58,0 Kumar és mtsai.

2015
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Az Ae. biuncialis szemtermésének mikroelem-tartalmat eddig nem vizsgaltak,
rendelkezésre allnak eredmények az U és/vagy M genomot tartalmazo fajok esetében
(Ae. geniculata, USUSMOM?; Ae. peregrina, UPUPSPSP; Ae. kotchyi; UKU*S*SY),
melyeknek 3-4-szer akkora a mikroelem-tartalmuk, mint a buzaé (Rawat és mtsai.
2009b). Létrehoztak tovabba olyan btza—Aegilops amfiploidokat, melyek
mikroelem-tartalma az Aegilops sziilére volt jellemz6, igy bizonyitva, hogy a
nagyobb mikroelem-tartalomért felelés allélek buza hattérben is kifejezOdnek

(Tiwari ¢és mtsai. 2008, Rawat és mtsai. 2009a).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényi anyag

A mikroszatellit szekvenciak FISH probaként valo alkalmazasat a 4. tablazatban

részletezett Aegilops fajok génbanki tételein vizsgaltuk.

4. tablazat. Uj FISH probak fejlesztéséhez felhasznalt novényi anyag

Fajnév Génbanki szdm Kromoszomaszam  Genomjel6lés
Ae. comosa TA2760 2n=2x=14 MM

Ae. markgrafii MvGB428 2n=2x=14 CcC

Ae. speltoides MvGB905 2n=2x=14 SS

Ae. tauschii MvGB605 2n=2x=14 DD

Ae. umbellulata AE740/03 2n=2x=14 uu

Ae. uniaristata JIC2120001 2n=2x=14 NN

A kiilonb6z6 génbanki azonositéval kezd6do tételek szarmazésa:
TA: Wheat Genetics Resource Center, Kansas State University
MvGB: Martonvasari Gabona Génbank

AE: Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research, Gatersleben
JIC: John Innes Centre, Norwich

A génbanki tételeket a Martonvasari Gabona Génbank tenyészkertjében szaporitottuk
fel.

A buza—Ae. biuncialis introgresszios vonalak eléallitasahoz a kdovetkezé ndvényi
anyagot hasznaltuk fel:

e ‘Mv9krl’: a Martonvasari 9 krl a krl recessziv keresztezhet6ségi gént
tartalmazza (Molnar-Lang ¢és mtsai. 1996). Jo agronomiai tulajdonsagai
vannak, de a rozsdabetegségekre fogékony genotipus.

e Ae. biuncialis MvGB642 (ICAG400940)

e Ae. biuncialis MvGB382 (ICAG401297)

e Ae. biuncialis MvGB1112 (ICAG400808)

Az Ae. biuncialis genotipusokat az ICARDA (International Center for Agricultural
Research in the Dry Areas = Széaraz Teriiletek Agrarkutatasi K6zpontja) génbankbol,
Sziriabol kaptuk, felszaporitasuk a Martonvasari Gabona Génbank tenyészkertjében

tortént.
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A baza-Ae. biuncialis  introgresszios  vonalak  mikroelem-tartalmanak
meghatarozasadhoz felhasznalt ndvényi anyag:
e Biiza-Ae. biuncialis 3M° addiciés vonal (‘Mv9krl’ x Ae. biuncialis
MvGB642)Mv25)’Mv9kr1’?) ®'° (Schneider és mtsai. 2005)
e Biiza—Ae. biuncialis 3SM°(4B) szubsztitiiciés vonal (‘Mv9kr1l’ x Ae. biuncialis
642)Mv25)’"Mv9kr1’?)®°)CSph mut) ®° (Molnar 2008)
e Biiza—Ae. biuncialis 3M"4BS centrikus fizio (‘Mv9krl’ x Ae. biuncialis
642)Mv25)’Mv9kr1’?)®@°)CSph mut) ®° (Molnar 2008)
e Ae. biuncialis MvGB642
e Ae. biuncialis MvGB382
e ’'Mv9krl’
Szintetikus amfiploidok eléallitasahoz felhasznalt novényi anyag:
e T.turgidum subsp. durum’GK Novodur’
e Ae. umbellulata AE740/03
e Ae. uniaristata JIC2120001

3.2. Novénynevelés szant6foldon és fitotroni névénynevelé kamrakban,
keresztezések

A szant6foldi novénynevelés Martonvasaron, a Tiikros tenyészkertben (GPS
koordinatak: E47° 18' 40" K18° 46' 56") tortént. A szemeket (10 darab) egymastol 15
centiméterre levd, 1 méter hosszlisagi sorokba vetettiik. A fitotroni kamrikban
torténd novényneveléskor a ndvényeket csirdztatds utdn tapkockéakba iiltettiik, 68
hétig 4 °C-on vernalizaltuk (200 umol-m'z-s'l). A vernalizdci6 utdn cserepekbe
iltettiik at o6ket, majd Conviron PGR-15 (Conviron, Winnipeg, Kanada) tipusu
novényneveld szekrényekben helyeztiik el. A ndvénynevelés Tischner és mtsai.
(1997) altal kidolgozott modszer szerint tortént. A novények iltetéstol bokrosodasig
12 6ra megvilagitas mellett (200 umol-m'z-s'l), valamint 15 °C nappali és 10 °C
¢jszakai homérsékleten fejlodtek, majd a hémérsékletet 2-2 °C-kal, a megvilagitast
pedig 2 oraval noveltiik szarba induldskor, viragzaskor és a szemfejlodés kezdetén.
Uveghazi ndvénynevelés esetén (Global Glasshouse Venlo) a kezdeti 11/7 °C-0s
(éjszakai/nappali) hémérséklet 23/17 °C-ra, a megvilagitds pedig 13-r6l 16 oOrdra
emelkedett a novények érettségéig (12 hét). A keresztezések szantofoldon (Tiikrds

tenyészkert, altalaban majus 5-ét6l 20-4ig), fitotroni kamrakban, illetve iveghazban
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torténtek, altalaban 20 és 25 °C kozott. Kasztralas utan az anyandvényeket izolaltuk,
majd 2—4 nap mulva porgetéses modszerrel délelott, 9 és 11 ora kdzott poroztuk be
6ket. A T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Ae. umbellulata AE740/03 és a
Triticum turgidum subsp. durum GK Novodur’ x Ae. uniaristata JIC2120001 F;
novényeket kolchicinnel kezeltiik. A kezelés elott fitotronban neveltik. A
bokrosodast kovetden a novények gyokerét visszavagtuk, és 4 oOrara 0,04%-0S
kolchicinoldatba helyeztiik, ezt kovetden 12 6ran keresztiil folyd vizes kimosést

alkalmaztunk. A novényeket ezutan Ujra eliiltettiik és felneveltiik.

3.3. Molekularis citogenetikai vizsgalatok

3.3.1. Kromoszémapreparatumok készitése

A molekularis citogenetikai vizsgalatokhoz a novények szemeit nedves sziirépapiron,
Petri-csészékben csiraztattuk. A csirazas megindulasat (a szemek megpattanasat)
kovetéen a Petri-csészéket kb. 72 6ran keresztiil 4 °C-on inkubaltuk, hogy a
gyokércsucs merisztémasejtjeinek osztddasa lealljon. Ezt kovetden a szemeket 26
oOrara 25 °C-os termosztatba helyeztiik, ahol az osztddas szinkronizaltan ujra elindult.
Huszonhat ora letelte utan (mitozis metafazisa) a kifejlédott kb. 1-1,5 cm hosszu
gyoOkereket jeges vizet tartalmazo fioldkba szedtiik, majd jégen tarolva 4 °C-ra
helyeztiik 24 orara, ami ismét leallitotta az osztodast. Ezutan a gyokereket abszolut
alkohol és jégecet 3 : 1 aranyu keverékében fixaltuk, majd 4-5 napra 37 °C-ra
helyeztiik. A fixalas utan karminecetsav 1%-os oldatdban két 6ran keresztiil aztattuk,
mely soran a gyokércsucsok megfestddtek. A gyokereket friss fixald oldatba atrakva,
felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. A preparatumkészitéskor a gyokércstucsbol 0,5-1
mm-t levagtunk (eltavolitottuk a gyoOkérsiiveget), aztan a merisztémasejteket
kinyomtuk a targylemezre. Egy-két csepp 45%-o0s ecetsavoldatot cseppentettiink ra,
majd Ovatosan szétnyomva faziskontraszt-mikroszkop alatt vizsgaltuk. A
preparatumokrol a feddlemezt folyékony nitrogénben torténd fagyasztas utan
tavolitottuk el, aztdn etanolsorozatban (70%, 90%, 100%) viztelenitettiik ezeket.
Hibridizalasig a kromoszoéma-preparatumokat —20 °C-on taroltuk.

A kicsirazott szemekbdl minden esetben felneveltiik a novényeket. A ndvények
¢€s a hozzajuk tartoz6 gyokerek nyomon kovetése vagett a csirdztatas soran minden
egyes szem egy egyedi azonositot, ugynevezett citoldogiai szdmot kapott. Az

kicsirdzott szemek és a roluk leszedett gydkerek citologiai szammal ellatott
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tapkockakba, illetve fioldkba keriiltek. A citologiai szamokat egy kozponti adatbézis,
un. ,citologiai fiizet” tartalmazza, ahol a ndvények pedigreejét is feltlintetjiik, a

citogenetikai vizsgalatok eredményeivel egyiitt.

3.3.2. Fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)

A bulza- és az Aegilops-kromoszomak azonositasahoz a Triticeae fajok esetében
leggyakrabban hasznalt harom probat hasznaltuk, ezek az Afa family, a pSc119.2 és
a pTa7l. Az Afa family proba felszaporitasat Nagaki és mtsai. (1995) altal leirt
moédon, PCR-rel (Mastercycler Nexus, Eppendorf, Németorszag) végeztik Ae.
tauschii genomi DNS-t hasznalva templatként. A munka soran el6fordulé primerek
nevét, szekvenciait, a PCR reakcio profiljat és a termékek hosszat a dolgozat végén
talalhato M2. melléklet tartalmazza. A pSc119.2 szekvencidkat rozs genomi DNS-
boél amplifikaltuk Contento €s mtsai. (2005) szerint, az F25 és az R147 primerpar
segitségével. A pTa7l (Gerlach és Bedbrook 1979) 18S alegységének felszaporitasat
rizsb6l, Chang és mtsai. (2010) alapjan, a P1 és a P2 primerpar segitségével
végeztiik. Az amplikon FISH hibridizacidés mintdzata megegyezik a kordbban pTa71-
nek elnevezett klon mintazataval (Gerlach és Bedbrook 1979), ezért valtozatlanul,
pTa71 néven szerepel a dolgozatban. A PCR reakciokhoz a templat Ae. tauschii, rozs
és rizs teljes genomi DNS-t a QuicKGene-Mini80 DNS-izolaloé késziilékkel
(FwjiFilm, Tokyo, Japan) és a hozzé tartozo kittel (QuickGene DNA tissue kit S,
Kurabo Industries Ltd., Osaka, Japan) izoldltuk. A PCR soran keletkezett
reakciotermékeket (mindharom probandl) nicktranszlicidos modszerrel, indirekt
modon jeloltiik, a gyartok altal megadott protokollt kovetve. Az Afa familyt
digoxigenin-11-dUTP-vel (DIG-Nick Translation Mix, Roche, Mannheim,
Németorszag), a pSc119.2-t biotin-14-dATP-vel (BioNick™ DNA Labeling System,
Invitrogen, Carlsbad, Egyesiilt Allamok). A pTa71-et digoxigeninnel és biotinnal is
jeloltiik, hibridizaciokor 1 : 1 aranya keverékét hasznaltuk. A (GAA), (ACG),,
(CAG),, (AAC),, (CAC),, (ACT), mikroszatellit-probak felszaporitasat PCR-rel
végeztiik, a reakcid soran templat DNS-t nem hasznaltunk. A self anealing
eredményeként létrejott reakcidtermékeket nicktranszlacioval jeldltik digoxigenin-
11-dUTP-vel és biotin-14-dATP-vel.
Az in situ hibridizaciohoz a kovetkez6 torzsoldatokat, munkaoldatokat alkalmaztuk:

e 20xSSC: 3M NaCl, 0,3M CgHsNazO7-:2H,0 (trinatrium-citrat dihidrat) (pH

7,0)
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2xSSC (1000ml): 900 ml MQviz + 100 ml 20xSSC

4xSSC-Tween (500ml): 400 ml MQviz + 100 ml 20xSSC +2,5 ml 10%
Tween20

TNB: 0,1M Tris-HCI, 150mM NacCl, 0,5% Blocking Reagent (Roche)
paraformaldehid (50 ml): 50 ml MQ viz + 2g paraformaldehid + 8 uL. 8M
NaOH (pH 7,4)

pepszin: 1 mg/ml 10 mM HCI-ben oldva (pH 7,5)

A kromoszomapreparatumok a hibridizéacio elott a kovetkezo kezeléseket kaptak:

pepszinkezelés: 35-60 masodperc, 1 mg/mL pepszin (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) 10 mM HCl-ben oldva, 37 °C

mosas: 2x-es SSC-ben 2 perc, 37 °C

utofixalas: 4%-os paraformaldehid, 10 perc, szobahdmérséklet

mosas: 2x-es SSC-ben 3 X 2 perc, szobahOmérséklet

viztelenités: jéghideg 70%-, 90%-, 100%-os alkoholsorozat, 3, 3 és 5 perc, —
20 °C-on.

Miutan a targylemezeket szobahOmérsékleten kiszaritottuk, rajuk cseppentettiik

az elézéleg PCR késziilékben denaturalt (85 °C, 10 perc), majd jégen tarolt

hibridizéacios keveréket. A hibridizacios keverék Osszetétele a kovetkezd volt: 50
v/v% formamid, 10 v/v% 20xSSC, 1 v/v% 10%-os SDS, jelolt probakbol (Afa
family pSc119.2, pTa71, SSR prébak) 10-20 ng, 7 ng lazacsperma-DNS (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Egyesiilt Allamok) és 25%-os dextran-szulfattal 30 pl-re

kiegészitve. A feddlemezzel lefedett preparatumok kromoszéma-DNS-ét PCR

késziilékkel denaturaltuk (75 °C, 6 perc). A hibridizacié hibridizacios kamraban,

100% relativ paratartalom mellett egy éjszakan keresztiil tortént, 37 °C-on. A nem

specifikusan hibridizalodott probak eltavolitasara poszthibridizaciés mosasokat

alkalmaztunk, melyek a kovetkezOk voltak:

e 2x-es SSC-ben 2 x 2 perc, 42 °C
e 0,1x SSC-ben 2 x 2 perc, 42 °C
e 2x-es SSC-ben 2 x 2 perc, 42 °C
e 4x SSC-Tween, 1 perc, 25 °C.

A mosasok utan az indirekten jeldlt (digoxigenin-, biotin-) probakat

detektaltuk, TNB-ben oldott anti-digoxigenin-rhodamine (Roche), illetve

streptavidin-Alexa Fluor® 488-cal (Molecular Probes, Thermo Fischer Scientific,
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Waltham, MA, Egyesiilt Allamok), sététben, 37 °C-on, 30 percig. A detektalas utan a

targylemezeket 5 percig 4x SSC-Tween-ben inkubaltuk szobahdémérsékleten, 5
percig. Az inkubacié utan a preparatumok kontrasztfestése 2 pg/ml DAPI-val
(Thermo Fischer Scientific) tortént, amelyet fakulast gatl6 VectaShieldben (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, Egyesiilt Allamok) oldottunk fel. A preparatumok
lefedése utan a mintékat fluoreszcens-mikroszkoppal (Zeiss Axiolmager M2, Carl
Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszag) vizsgaltuk a fluorkromokra
specifikus szirok (Zeiss filter set 38, 20, 49) segitségével. A preparatumokat
AxioCam MRm CCD (Zeiss) monokromatikus fényképezogéppel és a rendszert
vezérld AxioVision 4.8.2 szoftvert hasznalva fotoztuk le.

A referencia (pSc119.2, Afa family és pTa7l) és az SSR kariotipusok elkészitésekor

fajonként 10-15 kromoszdéma mintazatat vettiik alapul.

3.3.3.  Genomi in situ hibridizacio (GISH)

A genomi in situ hibridizaciohoz a kovetkez6 fajok jelolt genomi DNS-ét hasznaltuk:
Ae. comosa, Ae. tauschii, Ae. umbellulata, Ae. uniaristata. A DNS-izolalast a 3.3.2-
es fejezetben bemutatott modszerrel végeztiik. A total genomi DNS-t indirekten,
random priming modszerrel jeloltiik. A biotinos jeloléshez a BioPrime® DNA
Labeling System (ThermoFischer Scientific) kitet hasznaltuk, a digoxigeninnel
torténd jelolés pedig a DIG DNA Labeling Kit (Sigma-Aldrich) segitségével tortént.

A buza hattérben torténé kiilonboz6 Aegilops genomok, ill. az allopoliploid Aegilops
fajok genomjainak elkiilonitése sordn a prehibridizacios mosasok és a probak
detektalasa megegyeztek a FISH-nél leirtakkal. A hibridizacio 42 °C-on zajlott. A
kiilonb6z6 novényi anyagoknal hasznalt probakat, blokkolot és mennyiségiiket a 5.

tablazatban foglaltuk 6ssze.
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5. tablazat Az mcGISH soran a kiilonb6z6é ndvényi anyagoknal alkalmazott genomi

DNS probék és a blokkolé6 DNS mennyisége.

Novényi anyag ¢és Kimutatandd Proba Blokkolo és
genomosszetétele genom(ok) DNS mennyisége
Buza x Ae. biuncialis ~ U° Ubior buza
BC utodok (17 ng) (BBAADD)
(BBAADDUUM°M®)  MP Maig 1700 ng

(17 ng) (100x proba)
Durumbuiza x N Naig durumbuza
Ae.uniaristata (70 ng) 4,2 ng (BBAA)
amfiploidok (60x proba)
(BBAANN)

3.4. SSR markeranalizis

3.4.1. Buza—Aegilops. biuncialis 3M" szubsztiticié és centrikus fuzié jellemzése
molekularis markerekkel

A 3MP addicio, a 3M® szubsztitucio, a 3M® centrikus fizio, ‘Chinese Spring’philb
mutans és az Ae. biuncialis MvGB642 névényeken buza 4BS (Xbarc1045,
Xgwm1ll3, Xgwm368) és 4BL (Xgwm149, Xgwm251, Xgwm165) specifikus SSR
markereket vizsgéltunk (Roder és mtsai. 1998, Somers és mtsai. 2004).

A PCR reakciokhoz a templat DNS-t QuicKGene-Mini80 DNS-izolald
keésziilekkel (FujiFilm, Tokyo, Japan) a hozza tartozo kittel (QuickGene DNA tissue
kit S, Kurabo Industries Ltd., Osaka, Japan) izolaltuk, kéthetes ndvények leveleibdl.
A PCR-t Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Németorszag) késziilékben végeztiik.
A 25 pl végtérfogatt reakcidelegy a kovetkezd 0sszetevoket tartalmazta:

e 20 ng templat DNS

e 5 ul 5% Green GoTaq puffer (MgCl, koncentracidja 1,5 mM), (Promega,

Madison, Wisconsin, Egyesiilt Allamok)

e 0,2mMdATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 mM dGTP, 0,2 MM dTTP

e 0,1-0,1 uM primer

e 0.625 U of GoTag DNA polymerase (Promega, Madison, Wisconsin,

Egyesiilt Allamok)
A PCR termékeket és az etidium-bromidot tartalmazo 2,5%-os Seakem agar6z
(Cambrex Bio Science, East Rutherford, New Jersey) gélen valasztottuk el. Létraként
O’RangeRuler 50-bp DNA Laddert (Fermentas, Litvania) hasznaltunk. A gélfotok

GeneGenius (Syngene, Egyesiilt Kiralysag) géldokumentécios rendszerrel késziiltek.
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3.5. Uveghazi levélrozsda-fertézés

Vizsgaltuk a T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Ae. uniaristata JIC2120001
és a T. turgidum subsp. durum °*GK Novodur’ x Ae. umbellulata AE740/03
fertdzéssel. A vizsgalatokat a Kaldszos Gabona Nemesitési Osztaly munkatdrsainak
segitségével végeztik. A mesterséges inokulaciohoz sziikséges Puccinia triticina
Eriks. uredosporakat a fogékony ’Alcedo’ 6szi buzafajtan, liveghazban szaporitottuk
fel. A fert6z6 anyag pontos rasszosszetétele nem ismert, azonban a kozel izogén
vonalak mesterséges tenyészkerti fertézése alapjan az Lr9, Lrl9, Lr24, Lr25, Lr28,
Lr29 és Lr35 rezisztenciagének nyujtanak védelmet ellene (Vida és mtsai. 2011). A
vetést kovetd 8. napon fertdztiik az egyleveles allapotd ndvényeket, uredosporak
vizes szuszpezidjaval. Az inokulédlast kovetden a cserepeket milanyag zacskoval
takartuk be 48 6rara, majd 22 °C-os, normal paratartalmi {iveghdzi kamraban, 16
oras megvilagitas mellett neveltiik tovabb a ndvényeket. A rozsdafertézést Stakman
¢és mtsai. (1962) altal kidolgozott skala szerint a fertdzést kovetd 10. napon értékeltiik
(3. abra):

0: immunis (nincsenek uredotelepek)

;: nagyon rezisztens (hiperszenzitiv foltok megjelenése)

1: rezisztens (kis uredotelepek és nekrotikus foltok megjelenése)

2: mérsékelten rezisztens (kicsitdl a kozepesig terjedd méretli uredotelepek
megjelenése, a zold levélszigeteket nekrotikus vagy klorotikus szovetek veszik
korbe)

3: mérsékelten fogékony (kdzepes méretli uredotelepek, nincsenek klorotikus foltok)
4: fogékony (nagy uredotelepek, nincsenek Klorotikus foltok)

X: heterogén reakcid (tobb reakciotipus lathato egyszerre)
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3. abra. A levélrozsda-fert6zés osztalyozasa a Stakman-skala alapjan (MclIntosh és

mtsai. 1995 nyoman)

3.6. Agronémiai tulajdonsagok meghatarozasa

A 3MP addicio, a 3MP szubsztitucio, a 3MP centrikus fazi6, a sziilok (‘Mv9krl’, Ae.
biuncialis MvGB642) és az Ae. biuncialis MVGB382 novényeit a 2011/2012-es
évben a martonvasari tenyészkertben neveltiik fel. A szemeket 2011. oktober 15-én
vetettik el 100 x 60 cm-es parcelldkba. Az agrondémiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz genotipusonként 10-10 novényt valasztottunk ki véletlenszeriien.
Meghataroztuk a novénymagassagot (cm), a bokrosodast (novényenkénti kaldszok
szama; db), a fOkalasz hosszat (cm), fokaldszonkénti kaldszkaszamot (db), a

fokalaszonkénti szemszadmot (db) és a ndvényenkénti szemszamot (db).

3.7. Mikroelem-tartalom meghatarozasa

A 3.6 pontnal emlitett genotipusok mikroelem-tartalmanak meghatarozasahoz a
mintak ugyanazokbol a parcellakbol szarmaztak, a 2011/2012-es évbol. A méréseket
az egri Elelmiszertudomanyi és Boraszati Tudaskozpont analitikai laboratériumaban
végeztiik. A szemek Orlése egy IKA gyartmanyt, A 11 tipust analitikai malommal
tortént. A mintékat (1 g teljes drlemény/genotipus, harom ismétlésben) mikrohullamu
roncsoloval (MARS, CEM Corporation, Metthews, USA), 8 ml HNOj3 és 2 ml 30%-
0s H,0; jelenlétében tartuk fel. A feltaras koriilményei a kdvetkezdk voltak: 800 W,

220 °C, 30 bar és 45 perc. A méréseket Varian SpectrAA-50/55 atomabszorpcios
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spektrofotométerrel végeztiik. A cink (324,8 nm), vas (248,3 nm) és a mangan (279,5
nm) esetében az atomabszorbcidés, mig a kalium (766,5 nm) esetében az

atomemisszids modszert hasznaltuk a meghatarozashoz.

3.8. Statisztikai elemzés

A mikroelem-meghatarozas €s a morfologiai paraméterek statisztikai elemzését a
Student-féle kétmintas t-probaval végeztik el a Microsoft Excel program

adatelemzés-moduljaval, P=0,05, P=0,01 szignifikanciaszinten.
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4, EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. Mikroszatellit szekvenciak FISH probaként valé alkalmazasa

Az Aegilops fajok kromoszoémaszegmentumainak btizaba torténd atvitelét jelentésen
megkdnnyitené, ha a vad fajok kromoszomait minél tobb diagnosztikus savval
rendelkez0 kariotipussal tudnank azonositani. Olyan FISH prébak alkalmazasara van
sziikség, amelyek hibridizaciés jeleket adnak az eddig nem jellemzett
kromoszémarégiokban is. Kisérleteinkben a (GAA),, (ACG),, (CAG), (AAC),,
(ACT)n, és (CAC), mikroszatellit szekvencidk kromoszomalis lokalizaciojat
igyekeztiink meghatarozni a Triticeae fajokon altalanosan alkalmazott Standard
DNS-probak (pSc119.2, Afa family és pTa71) és az SSR trinukleotid ismétlddések
egymast kovetd in situ hibridizacidjaval az Ae. umbellulta (UU), Ae. comosa (MM),
Ae. uniaristata (NN), Ae. tauschii (DD), Ae. speltoides (SS) és az Ae. markgrafii
(CC) fajoknal (4. abra 5. abra).

A vad fajok populécioi kozt fennallo intraspecifikus genetikai diverzitas miatt
eltérések lehetnek az Afa family, pSc119.2 és pTa7l probakkal kordbban jellemzett
genotipusok kariotipusa (Badaeva és mtsai. 1996a, 1996b) és a jelen munkaban
vizsgalt genotipusok kariotipusa kozott. Ezért elsé 1épésben meghataroztuk az Ae.
umbellulata AE740/03, Ae. comosa TAZ2760, Ae. uniaristata JIC2120001, Ae.
tauschii MvGB605, Ae. speltoides MvGB905 és Ae. markgrafii MvGB428

genotipusok referencia-kariotipusat (4. abra: a, C, €; 5. abra: a, C, €).
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4. abra. A mikroszatellit-probak hibridizacios mintazatanak azonositasa Aegilops
fajok (a, b: Ae. umbellulata AE740/03; c, d: Ae. comosa TA2760; e, f: Ae.uniaristata
JIC2120001) szomatikus kromoszémain egymast kovetd (szekvencialis) fluoreszcens
in situ hibridizacioval (FISH). Els6 1épésben a kromoszoémakat az Afa family (piros)
pSc119.2 (z6ld) és pTa7l (narancssarga) probak alapjan azonositottuk (a, c, €).
Masodik 1épésben a (GAA), (z6ld) és az (ACG), (piros) trinukleotid hibridizacios
mintazata lathaté ugyanazokon a sejteken (b, d, f). A skalal0 um-nek felel meg.
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5. abra. A mikroszatellit-probak hibridizacios mintazatanak azonositasa Aegilops
fajok (a,b: Ae. tauschii MvGB605; c,d: Ae. speltoides MvGB905; e,f: Ae.markgrafii
MvGB428) mitotikus kromoszoémain egymast kovetd (szekvencialis) fluoreszcens in

situ hibridizacioval (FISH). Els6 1épésben a kromoszomakat az Afa family (piros)

pSc119.2 (z6ld) és pTa7l (narancssarga) probak alapjan azonositottuk (a, c, e).

Masodik 1épésben a (GAA), (z6ld) és az (ACG), (piros) trinukleotid hibridizacios

mintazata lathaté ugyanazokon a sejteken (b, d, f). A skalal0 um-nek felel meg.
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Az Ae. umbellulata és az Ae. comosa Afa family, pSc119.2 és pTa71 probaval
készilt kariotipusat Badaeva és mtsai. (1996a, 1996b) €¢s Molnar és mtsai. (2011a)
korabban mar kozolték, azonban a dolgozatban szereplé Ae. umbellulata és az Ae.
comosa genotipusai eltérnek a fentebb emlitettektdl. Az 6sszehasonlitashoz hasznalt
kariotipusok az M3. mellékletben talalhatbak meg (24-28. abrak). Tobb eltérést
figyeltiink meg a Badaeva és mtsai. (1996a, 1996b) altal kozolt kariotipushoz képest,
de ezek a kromoszomak azonositdsat nem akadalyoztak. Az Ae. umbellulata
AE740/03 3U és SU kromoszoémainak hosszt karjarél hianyzott egy-egy teloméras, a
6U kromoszéma hosszi karjar6él pedig egy interkaldris pScl19.2 jel. A 7U
kromoszoéma hosszu karjan egy extra, interkalaris Afa family savot detektaltunk. Az
Ae. comosa TA2760 genotipus 2M kromoszéma rovid karjan egy teloméras
pScl19.2 savot azonositottunk, mig a 7M kromoszéma hosszt karjdn egy
szubteloméras pSc119.2 jel nem volt kimutathat6. A Molnar és mtsai. (2011a) altal
leirt kariotipushoz képest kevesebb polimorfizmust talaltunk, melyek a kdvetkezok
voltak: az Ae. umbellulata AE740/03 1U kromoszoma hosszl karjan egy teloméras
pScl19.2 jelet, a 7U kromoszoma hosszii karjan pedig egy Afa family jelet
detektaltunk. Az Ae. comosa TA2760 genotipusnal nem taldltunk polimorfizmust a
Molnar és mtsai. (2011a) altal leirt Ae. comosa JIC211001 genotipushoz képest. Az
Ae.uniaristata JIC2120001 FISH mintazata a Badaeva és mtsai. (1996a, 1996b,
2011) altal kozolt idiogramhoz képest egyszerlibb mintazatot mutat. Afa family jelek
hianyoznak az IN rovid kar telomérarégidjardl és két interkalaris jel az SN
kromoszoma hosszi karjarol. A 2N kromoszoma rovid karjarol egy teloméras
pSc119.2 sav hianyzik. Eltéréseket talaltunk az Ae. tauschii MvGB605 és az Ae.
speltoides MvGB905 FISH mintazata és a korabban vizsgalt (Badaeva és mtsai.
1996a; 1996b) genotipusok, valamint a durum és a hexaploid buza (Kubaldkova és
mtsai. 2005, Sepsi és mtsai. 2008) FISH mintazata kozott. Az Ae. tauschii 3D és 4D
kromoszomain csak kisebb eltéréseket talaltunk a buza D kromoszomaihoz képest.
Egy-egy extra pTa7l, illetve pSc119.2 termindlis hibridiz4cids jelet mutattunk ki az
Ae. tauschii 3D, illetve 4D kromoszoémainak rovid karjan a megfeleld
buzakromoszomakhoz képest. A hexaploid buzahoz viszonyitva az Ae. speltoides
MvGB905 2S kromoszoma hosszii karja egy gyenge szubteloméras jelet
tartalmazott, amely a 2B kromoszdéman nincs jelen. A 3S kromoszoéma hosszl karjan

egy erds extra pScl19.2 szubteloméras és egy interkalaris jelet detektaltunk, a 4S

crer
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volt jelen. Ugyanakkor a buza 4B kromoszémadjan harom pSc119.2 sav talalhatd. A
7S kromoszoma hosszu karjanak telomérajan is talalhato egy gyenge pSc119.2 jel,
ami a biza 7B kromoszémajan nem jelenik meg. Az Ae. markgrafii kromoszomak
Afa family, pSc119.2 és pTa71 probak FISH mintazatit Badaeva és mtsai. (1996a;
1996b) irtak le, az altalunk hasznalt MvGB428-as genotipus FISH mintazata ettél
csak kissé tért el. Kiillonbségeket a pSc119.2 és az Afa family mintdzataban talaltunk.
Az 1C kromoszéma rovid karjan megjelent egy szubteloméras Afa family sav, a 3C
kromoszéma hosszl karjan szintén megjelent egy teloméras pSc119.2, ugyanitt nem
volt megtalalhato egy Afa family jel. A 4C kromoszéma hosszu karjarol eltiint egy
teloméras pSc119.2 jel.

Osszegzésiil megallapithatd, hogy a vizsgalt Aegilops fajok genotipusai
kromoszomainak a korabban publikalt kariotipusokéihoz hasonlé FISH mintazataik
voltak a pSc119.2, Afa family és pTa7l probakkal. E harom proba hibridizacios
mintazata alapjan a fentebb emlitett fajok Osszes kromoszomajat egyértelmiien
sikeriilt azonositani, a tapasztalt kismértéki eltérések ellenére is.

A referencia-kariotipusok elkészitése utan mikroszatellit-szekvenciakat
hibridizaltunk ugyanazokra a kromoszémapreparatumokra (4. abra: b, d, f; 5. abra: b,
d, f). Az eredmények rovid szoveges Osszefoglalasat az 6. tablazat tartalmazza, az

elkészitett kariotipusokat pedig a 6. dbra és a 7. abra.
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6. tablazat. Az egyes mikroszatellit-probak kiilonboz6 Aegilops fajok genomijain

adott hibridizacids mintazatainak rovid dsszefoglalésa.

Proba Ae. Ae. Ae. Ae. Ae. Ae.
umbellulat comosa, uniaristata, tauschii,  speltoides, markgrafii,
a,
MM NN DD SS CcC
uu

(GAA), erbs, egyedi erfs, egyedi foleg pc.-as  jelek az féleg pc.-as erds egyedi
mintazat mintazat jelek minden 1D és2D jelek minden  mintazat
minden kr.- minden kr.- kr.-an kr.-on kr.-an minden kr.-
an an an

(ACG), pc.jeleka jeleka3M, jelekaz IN, centro- pc.-as jelek erds, egyedi
3U,4U,5U 4Mésa7M 2N, 4N, 6N, mérasjela mindenkr.-an  mintazat

és 6U kr.-  kr.-kon 7N kr.-kon  4D-n minden kr.-
kon an
(CAG),, nincs jel diszperz centroméras  nincs jel  pc.-as jelek n.v.
jelek jel az 1N és minden Kkr.-an
minden kr.- 7N kr.-kon
an
(AAC), diszperz gyenge, gyenge, nincs jel  pc.-as jelek n.v.
jelek diszperz diszperz jelek minden kr.-an
jelek
(ACT), nagyon nincs jel 1 kr.-an nincs jel  nem n.v.
gyenge nagyon értékelhetd
jelek 1-2 gyenge pc.-as
kr.-an jel
(CAC), nincs jel nincs jel nincs jel nincs jel  nincs jel n.v.

Roviditések: pc.=pericentromérés, interk.=interkalaris, kr.=kromoszéma, n.v.=nem
vizsgalt

A vizsgalt mikroszatellit-probakrol altalanossdgban elmondhatd, hogy a
legtobb jelet a (GAA), és az (ACG), probak adjak a vizsgalt Aegilops fajokon. Ez
alol kivétel az Ae. tauschii, ahol a (GAA), és az (ACG), probak hibridizacios
szignaljai csak elvétve jelentek meg. A legkomplexebb (GAA), mintdzat az U, M, S
¢s a C genomok esetében volt kimutathato, ahol jellemzden a centromérak kornyékén
jelent meg a legerdsebb hibridizacios szignalok tobbsége. Ezeken a genomokon a
centroméra kornyéki jeleken kiviil a kromoszémak teljes hosszaban is eléfordulnak
(GAA), klaszterek, kiilondsen az U, M és a C genomok esetében. Diagnosztikus
savok a 3M és a 4M kromoszomakon taldlhatéak. Az S genomnal a (GAA), savok
inkabb a centroméra kornyé€kére koncentralodnak, de eléfordulnak a kromoszémak

interkalaris (2S, 6S, 7S) és a telomérarégioban is (3S, 4S).
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A (GAA), és (ACG), hibridizacios jelek megjelennek az Ae. uniaristata 6sszes

N kromoszoméjan is, bar kevésbé komplex és gyengébb intenzitdsu pericentroméras
¢s néhany esetben interkalaris sdvokkal (1N, 7N). A legkevesebb (GAA), és (ACG),
FISH jel az Ae. tauschii D genomjan volt azonosithatd. A (GAA), jel két
kromoszoman volt megtaldlhato. Az 1D kromoszoma rdévid karjan egy
szubtelomérads, a 2D kromoszéma rovid karjan pericentroméras és a hossza kar
disztalis részén egy-egy diagnosztikus (GAA), savot detektaltunk.

Az (ACG), motivum féleg centroméra kérnyéki hibridizacios mintazatot mutat
az U, M, N, S és C genomokon. Az M, N és C genomokon megjelennek még
szubteloméras (7M, 2N) és interkaldris jelek is (7N). Bizonyos genomok egyes
kromoszomain egyaltalan nem jelenik meg, példaul az Ae. umbellulata 1U, 2U, 7U
az Ae. comosa 1M, 2M, 5M, 6M, és az Ae. uniaristata 3N és SN kromoszémai nem
tartalmaznak (ACG), hibridizacios jeleket. Az Ae. speltoides minden kromoszomajan
erés centroméras €s centroméra kornyéki (ACG), klaszterek talalhatoak. Az Ae.
markgrafii-nal is minden kromoszoman megtalalhatéak a centroméras és
pericentroméras jelek, az 1C és az 5C kromoszoémakon ezek kisebbek és gyengébb
intenzitastak. Interkalaris savokat a 4C, 6C és a 7C kromoszoémak hosszll karjan
talalunk. Diagnosztikus (ACG), savokat azonositottunk a 4D, 4C, 7C, 4U, 3M, 4M,
7M, 2N és a 7N kromoszomakon.

Egyes fajok esetében hatarozott FISH hibridizacios jeleket detektaltunk a
(CAG), és az (AAC), mikroszatellit-probakkal is. A legerésebb (CAG), hibridizacios
jeleket az Ae. speltoides kromoszoémain azonositottunk, jellemzéen a centroméra és a
pericentroméra régidkban. A legerdsebb jeleket a 3S, 4S és 7S kromoszomakon, mig
a leggyengébbeket a 2S és 5S kromoszomakon figyeltilk meg (6. abra). A (CAG);
mikroszatellit-ismétlédés hibridizacios jelei szintén kimutathatéoak voltak az Ae.
uniaristata 1IN és 7N kromoszomajanak centroméra és centroméra kornyéki
van, mivel az erds savok alapjan az 1N, mig a gyenge intenzitasu jelek alapjan a 7N
kromoszoma kiilonboztetheté meg egyértelmilen. A (CAG), mikroszatellit az Ae.
umbellulata- és az Ae. tauschii-kromoszoémakon nem adott hibridizacios jelet, az Ae.
comosa esetében a kromoszomak teljes hosszaban diszperz jeleket azonositottunk.

Az (AAC), mikroszatellit-proba az Ae. speltoides kromoszomak mindegyikén
nagyon erds pericentroméras savokat adott, kivéve a 4S kromoszomat, ahol a rovid
karon egy interkalaris sav is megjelent. Az Ae. uniaristata- és az Ae. comosa-

kromoszomakon nagyon gyenge €s diszperz hibridizaciés mintdzatot kaptunk, az Ae.
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umbellulata-kromoszomakon a diszperz mintazat mellett er6sebb pericentroméras
savok is megjelentek.

Az (ACT), mikroszatellit egy kromoszoman egy gyenge pericentroméras jelet
ad, az Ae. uniaristata-n. Ugyanez a mikroszatellit az Ae. umbellulata esetében
gyenge, nem minden hibridizacid soran megjelend, pericentroméras ¢és interkalaris
savokat hoz létre két kromoszéman. Az Ae. tauschii, Ae. comosa kromoszomak nem
tartalmaztak (ACT), FISH jeleket.

(CAC), mikroszatellit egyik vizsgalt Aegilops fajon sem adott értékelhetd

hibridizacioés jelet.
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Ae. umbellulata Ae. comosa Ae. uniaristata
uu MM NN

pSc119.2 pSc119.2 GAA ACG pSc119.2 GAA ACG CAG
pTa71 pTa71 pTa71
Afa family Afa family Afa family

1% & ‘

6. abra. Az Aegilops umbellulata AE740/03, Aegilops comosa TA2760 és az
Aegilops uniaristata JIC2120001 FISH kariotipusa az Afa family (piros), pSc119.2
(zold) és a pTa7l (sarga) repetitiv DNS probakkal, tovabba a (GAA), (z61d), (ACG),
(piros) és az Aegilops uniaristata esetében a (CAG), (piros) mikroszatellit-probakkal.
A kromoszomak kék szine a DAPI-val tortént kontrasztfestésnek koszonhetd. A *

szimbolum a diagnosztikus savokkal rendelkezd kromoszomakat jeloli.
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Ae. tauschii Ae. speltoides Ae. markgrafii
DD SS CC

pSc119.2 GAA  ACG

pTa71
Afa family

pSc119.2 GAA  ACG pSc119.2 GAA ACG CAG AAC

pTa71 pTa71
Afa family Afa family

7. abra. Az Aegilops tauschii MvGB605, Aegilops speltoides MvGB905 és az
Aegilops markgrafii MvGB428 FISH kariotipusa az Afa family (piros), pSc119.2
(zold) és a pTa71 (sarga) repetitiv DNS probakkal, tovabba a (GAA), (zold), (ACG),
(piros) és az Aegilops speltoides esetében a (CAG), (piros) és az (AAC), (piros)
mikroszatellit-probakkal. A kromoszomak kék szine a DAPI-val tortént
kontrasztfestésnek koszonhetd. A * szimbolum a diagnosztikus savokkal rendelkezd

kromoszdmakat jeloli.
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4.1.1. A mikroszatellit szekvenciak FISH prébaként valé alkalmazasa soran
elért eredmények megvitatasa

Az Aegilops fajokbol torténd génatvitel soran a buza hattérben az idegen
kromoszémakat, kromoszoma-fragmentumokat azonositani kell. A fluoreszcens in
situ hibridizacio repetitiv DNS-probakkal a kromoszomakon specifikus mintazatot
eredményez, ezédltal ez a moddszer rendkiviil alkalmas a gabonafélék
kromoszémainak vizsgalatara (Mukai és mtsai. 1993, Pedersen és Langridge 1997).

A Triticeae torzsbe tartozé fajok molekularis citogenetikai analizise soran a
leggyakrabban hasznalt repetitiv prébakombinacié az Afa family, pScl119.2 és a
pTa7l (Rey és mtsai. 2015).

Mindharom proba segitségével az altalunk vizsgalt Aegilops fajok Osszes
kromoszémaja azonosithatd, azonban sok esetben, példaul az Ae. comosa szinte
minden kromoszomajan, az Ae. umbellulata 6t kromoszomajan (1U-5U), az Ae.
cylindrica kromoszomai tobbségén ezek a probak az interkalaris régidban alig adnak
diagnosztikus hibridizacios jelet, vagy nagyon keveset.

A mikroszatellit szekvenciak a Triticum- és Aegilops fajok genomjaban is nagy
mennyiségben, altalaban klaszterekben talalhatdak meg (Cuadrado és mtsai. 2008),
ezért FISH probaként alkalmasak a buza és rokon fajok kromoszomainak
azonositasara (Cuadrado és Schwarzacher 1998, Cuadrado és mtsai. 2000).

A Triticeae fajok koziil a buzat, arpat, rozsot jellemezték eddig a legtobb
mikroszatellit-probaval (Cuadrado és mtsai. 2008). Pedersen és Langridge (1997) a
bliza 6sszes kromoszdmajat azonositotta a pAsl és a GAA segitségével. Pedersen ¢és
mtsai. (1996) a blzan, arpan, rozson és rokon vad fajokon FISH-sel vizsgaltak a
GAA hibridizaciés mintazatat, és megallapitottdk, hogy a mint4dzat nagyon hasonlit
az N-savozas soran kapott mintazathoz. A GAA proba hibridizacids mintazatat arpan
részletesen, a tobbi fajon pedig csak roviden ismertették. Kovetkezd
publikacidjukban arrdl szamoltak be, hogy a GAA mikroszatellit és az Ae. tauschii-
bol izolalt pAsl klon segitségével azonositottdk az Osszes bluza-kromoszoémat
(Pedersen és Langridge 1997). A két probaval elkészitették a ‘Chinese Spring’
idiogramjat, melyen 73 GAA savot irtak le, els6sorban a B genom kromoszémain, de
egy-két jelet az 1D, 2D és a 7D kromoszémakon is taldltak. Cuadrado €s mitsai.
(2008) osszefoglald cikkben szamoltak be egy részletes Osszehasonlito munkarol,
ahol 12 mikroszatellit FISH mintazatat irtak le a buza-, arpa- és rozskromoszdémakon.

A termesztett Triticeae fajokon kiviil kevés eredmény all rendelkezésre a
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mikroszatellit szekvenciak kromoszomalis lokalizaciojardl, beleértve az Aegilops
fajokat is. Az Ae. umbellulata és az Ae. comosa fajok (GAA), és az (ACG),
mintazat kariotipusat Molnar és mtsai. (2011a) kozoltek. Ae. uniaristata mitotikus
kromoszomakon (Gong és mtsai. 2014) vizsgaltdk a (GAA)g mintazatat. Segitségével
az Osszes Ae. uniaristata kromoszoma elkiilonithetd volt egymastol, és az Ae.
uniaristata-kromoszomak buza hattérben torténd azonositasarol is beszamoltak a
FISH mintazat és a kararanyok alapjan. Bardsley és mtsai. (1999) a tetraploid Ae.
ventricosa faj D és N genom kromoszomait vizsgaltak. Az AAC mikroszatellit-proba
a D és N genomon elsdsorban diszperz, néhol terminalis és pericentroméras jeleket
adott. A mi vizsgalataink soran a diploid Ae. uniaristata N kromoszémain szort,
gyenge jelek voltak lathatok, mig a szintén diploid Ae. tauschii D genomjan az
(AAC), proba nem adott hibridizacios jelet. Mirzaghaderi és mtsai. (2014) a (CTT)1o
mikroszatellitet (GAA-nak felel meg) mintazata kariotipusat készitették el az Ae.
triuncialis (C'C'U'UY), Ae. cylindrica (D°D°C°C®) és a diploid progenitorjaik, az Ae.
umbellulata és az Ae. markgrafii fajokon.

A mikroszatellit-ismétlodések FISH probaként vald alkalmazasanak ¢és az
altalunk létrehozott mikroszatellit kariotipusoknak szintén nagy jelentéségiik lehet az
Aegilops fajok kromoszéma alapti genomikai kutatasaiban, ezeknek a fajoknak a
genomszekvenalasi projektjeiben. A nagy és komplex genomok genomikai vizsgalata
(szekvenalasa, BAC klonok segitségével torténd fizikai térképezése) egyszerlibbé
tehetd, ha a genomot egyedi kromoszémakra valasztjuk szét, majd az egyedi
kromoszomakat vizsgaljuk a teljes genom helyett. Erre alkalmas modszer az
aramlasos (flow-) citometria (Dolezel és mtsai. 2007), amely soran a DAPI-val
festett kromoszomakat a DAPI-fluoreszcenciaintenzitas alapjan frakciokra lehet
bontani. Tobb novényfa; esetében a kromoszomak megkiilonboztetése és
kivalogatasa csupan a méret alapjan (DAPI-fluoreszcencia) nem lehetséges, mivel
tobb kromoszomanak hasonl6 a mérete. A méret alapjan, aramldsos citometria
segitségével meghataroztak az Ae. umbellulata, Ae. comosa, Ae. biuncialis, Ae.
geniculata (Molnar és mtsai. 2011b) és a kenyérbtiza diploid 6sei, a T. urartu, Ae.
speltoides, Ae. tauschii (Molnar és mtsai. 2014), illetve az Ae. markgrafii, Ae.
cylindrica és az Ae. triuncialis (Molnar és mtsai. 2015) flow-kariotipusat, és
azonositottdk az izolalhatdé szubgenomi frakciok kromoszoma-Osszetételét.
Megallapitottik, hogy az Ae. umbellulata 1U, 6U, 3U, az Ae. biuncialis 1U", a T.
urartu 5A, az Ae. tauschii 5D, illetve az Ae. markgrafii 4C az Ae. cylindrica 1C°® és

az Ae. triuncialis 7C' kromoszémai izolalhatok a genombdl nagy tisztasaggal. A
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tobbi kromoszéma csak mas kromoszomakkal egyiitt, csoportokban izolalhato. A
Giorgi és mtsai. (2013) altal kifejlesztett FISHIS modszer (FISH In Suspension)
soran a fluoreszcensen (FITC) jelolt mikroszatellit-probat szuszpenzidban
hibridizaljak a kromoszémakhoz, igy a kromoszéma a DAPI mellett egy masodik
(FITC-) jelolést is kap. Ezért az izolalas nem csak méret (DAPI-fluoreszcencia),
hanem a mikroszatellit-probak altal adott fluoreszcens jelintenzitas alapjan is
torténik. Az Aegilops fajok mikroszatellit-probakkal torténd kariotipizalasa
elofeltétele volt annak a kromoszémaizolalasi munkanak, ahol Molnar és mtsai.
(2016) a (GAA), és (ACG), fluoreszcensen jelolt probakat hibridizaltak diploid
Aegilops fajok kromoszémaihoz a flow-citometriai vizsgalat elétt. Igy az Ae.
umbellulata, Ae. comosa, Ae. speltoides és az Ae. markgrafii 6sszes kromoszémaja
izolalhato volt nagy tisztasagban (8. abra). A kromoszoma alapu genomika lehetévé
tette az izolalt kromoszémakra specifikus markerek tervezését (BartoS és mitsai.
2008), fizikai térképek és BAC-konyvtarak eloallitasat (Safaf és mtsai. 2004). A
kromoszoma- és kromoszomakar-specifikus DNS-mintak kiilondsen alkalmasak a
nagyméreti genommal rendelkezd fajok (arpa, rozs, buza) 1j generacios
modszerekkel torténd szekvendlasdra. Tobb nemzetkdzi genomszekvenalasi munka
ezen a modszeren alapul, tobbek kdzott az arpaé, a rozsé és a kenyérbuzaé is (Mayer
¢s mtsai. 2011, Martis és mtsai. 2013, International Wheat Genome Sequencing
Consortium (IWGSC) ¢és mtsai. 2014). Nemzetkdzi egyiittmiikodésben a
kromoszémak izoldlasat és DNS-tartalmuk felszaporitasat kovetéen az Ae.
umbellulata-kromoszomakat is megszekvenaltak (https://www.wheatgenome.org/

Projects/Complementary-Projects/Wild-Relatives).
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FITC (GAA)
FITC (GAA + ACG)

DAPI DAPI
Relativ fluoreszcenciaintenzitis
8. abra. Az Aegilops comosa kromoszomainak aramlasos citometriaval torténd
frakciokra bontasa. FISHIS a (GAA), (a), illetve a (GAA), és (ACG), probak
egyideji hasznalataval. A két jelolt proba egyidejii hasznélataval mind a hét M-
genom-kromoszomat tartalmazd csoport elkiiloniil a flow kariotipuson (szines

téglalapok), és igy nagy tisztasdgban izolalhatdé (Molnar és mtsai. 2016 nyoman).

4.2. ‘Mv9kr1°-Aegilops biuncialis introgressziés vonalak eléallitasa

Kisérleteink olyan buza—Ae. biuncialis introgressziés vonalak eldallitasara
iranyultak, melyek potencialisan alkalmasak lehetnek az Ae. biuncialis hasznos
agronémiai  tulajdonsagainak a  buza-eldnemesitésiprogramokban valo
felhasznalasara. A buza x Ae. biuncialis keresztezések soran Fi hibrideket,
amfiploidokat, addicios vonalakat, végiil transzlokacids vonalakat allitunk eld.

Az MTA ATK Génmegorzési Osztalyan a btiza (T. aestivum)—Ae. biuncialis
keresztezések 1995-ben kezdddtek. A késObbiekben az Ae. biuncialis MvGB642,
MvGB1112 ¢és MvGB382-es génbanki szamu genotipusaval sikeresen hoztak létre
amfiploidokat, majd késdbb az MvGB642-es genotipussal addicids vonalakat (1U,
2U, 3U, 1U/6U, 2M, 3M, 7M) (Schneider és mtsai. 2005, Schneider és Molnar-Lang
2012). Az Ae. biuncialis MvGB642-es genotipusaval eldallitott addicidésvonal-
sorozat még nem teljes, ezért fontos volna a még hianyz6 addiciés vonalakat
eldallitani. Az MvGB1112 és az MvGB382-es genotipusok hasznos tulajdonsagait
(széarazsagtlirés, nagy mikroelem- és étkezésirost-tartalom) is szeretnénk a nemesitok
szamara elérhetévé tenni, ezért ezeknek a genotipusoknak az esetében is fontos volna

Uj addicios és transzlokacids vonalak létrehozasa. A keresztezési programba 2012-
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ben kapcsolédtam be. Az 10j addicidés vonalakat visszakeresztezéses modszerrel
kivanjuk létrehozni (9. abra), ezért 2012-ben szant6foldon (Martonvasar, Tiikros) a
buza (‘Mv9krl’)-Ae. biuncialis MvGB642, MvGBI1112 és MvGB382-es
amfiploidokat visszakereszteztiik az ‘Mv9krl’ kenyérbliza genotipussal. A tobbszori
visszakeresztezés eredményeként az utddokban generaciorol generaciora csokken az
idegen kromoszémdk szama. A BCj3; nemzedékben mar lehetséges monoszomas
addiciokat kivalogatni, majd ezek Ontermékenyitése utan az utdédokbol diszomas

addicios vonalak hozhatok 1étre.

l\'[ng_Il I_ _  MvOlrl x NivOkrl = MvOkrl @
Ae. biuncialis Disz6mas addiciok,

. BC3
MyGB642, 371,372,352 s BCl Smmmmmp BC2  S— mmm— +ranszlokéciok

amfiploidok l l

GISH Monoszomas addicidk,
FISH transzlokaciok kivalogatasa
GISH
FISH

9. abra. Buza—Aegilops biuncialis addicios és transzlokacios vonalak eléallitasanak

menete

Az alabbiakban az ‘Mv9krl’ és az egyes Ae. biuncialis genotipusok kozotti

keresztezés eredményeit mutatom be.

7. tablazat. Aegilops biuncialis kromoszomak jelenléte (+) vagy hianya (—) az
"Mv9kr1’—Aegilops biuncialis MvGB642 BC3, MvGB382 BC, és az MvGB1112
BC; utédokban. Zarojelben az adott kromoszomat tartalmazé genotipusok
darabszama talalhato. A zold cellak azt jelzik, hogy az adott kromoszémaval mar

rendelkezésre all diszomas addicios vonal.

Ae. biu U 2Uu 3U 4U S5U 6U 7U 1M 2M 3M 4M 5M 6M T7TM

MvGB + + + + - - - = +
642 BC; ) @ @ @ 3)
MvGB + + + + - - - - + + + - 4+ 4+
382BC, 1 @ O @ @ @O @ @ @
MvGB - - - - + - + + + + + + + +
1112 BC, &) @@ a6 0 @ @ 0 ¢ @
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Az  ‘Mv9krl’-Ae. biuncialis MvGB1112-es amfiploidot haromszor

kereszteztiik vissza az ‘Mv9krl’ buzaval, igy jelenleg a BC3 generaciondl tartunk. A
masodik visszakeresztezésbdl szarmazdé BC, generdciét multicolor genomi
(mcGISH) és fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) vizsgaltuk. Az mcGISH
eredményeként a bliza hattérben egyértelmiien megkiilonboztethetdek voltak az Ae.
biuncialis z6ld szinii U és voros szinli M kromoszoémai, valamint a DAPI-val festett
(kék szinli) buzakromoszomak. A pScl119.2, Afa family és a pTa7l probakkal
végzett FISH eredményeként a buza- és Aegilops-kromoszémak tobbségén a mar
kordbban publikalt hibridizaciés mintazatot mutattuk ki, melyek alapjan
azonositottuk 6ket. Osszesen 24 BC, genotipust csirdztattunk, ebbdl 11-r6l nem
sikertilt gyokeret szedni. A tobbi 13 ndvényben az U kromoszomak koziil az 5U és a
7U kromoszomak voltak jelen, az M kromoszoémak koziil pedig megtalalhatd volt
mind a hét (1-7M) (7. tablazat) A 144399 citologiai szami Mv9krl’ x Ae. biuncialis
MvGB1112 BC; vonalban a GISH vizsgalatok utan egy teljes, U genomhoz tartozo
kromoszomat és egy buzakromoszomara transzlokalodott U genomi fragmentumot
mutattunk ki (10. abra: a). A teljes Aegilops kromoszomat a szatellit megléte, az azon
talalhato pSc119.2 hibridizacids jel és a nukledlusz organizalo région (NOR-régio)
talalhatd pTa71 jel alapjan az 1U kromoszomaként azonositottuk. A terminalis
transzlokacional az Aegilops-fragmentumon nem detektaltunk FISH jelet, ezért
azonositdsa nem volt lehetséges. A transzlokidcié buza eredetii része a 3D
kromoszéma lehet, mivel a rovid karon egy nagyon karakterisztikus teloméras Afa
family-jel talalhato. Az Aegilops-fragmentum a hosszu karhoz kapcsolodott, ezért
3DS.3DL-U transzlokacioként azonosithatd (10. abra: b).
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3DS.3DL-U

10. abra. A 144399 citologiai szamu ‘Mv9krl’ x Aegilops biuncialis MvGB1112
BC, novény GISH ¢s FISH vizsgalata. A GISH soran a buzakromoszémak (kékek, a
DAPI kontrasztfestésnek kdszonhetden) mellett egy teljes és egy blizakromoszémara
transzlokalodott Aegilops-fragmentum lathato (zo6ld) (a). FISH ugyanazon a sejten az

Afa family (piros), a pSc119.2 (zold) és a pTa71 (sarga) repetitiv DNS-

szekvenciakkal (b). A transzlokacios kromoszomat nyilak jelzik. Skala: 10 um.
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Az ‘Mv9krl” x Ae. biuncialis MvGB382 amfiploidot visszakereszteztiik az
‘Mv9krl’ buza genotipussal, majd a mésodik visszakeresztezést az Mv Hombarral
végeztiik. Osszesen két szemet sikeriilt kicsiraztatni (144377-es és 144378-as
citologiai szamu), ezeket megvizsgaltuk GISH-sel és FISH-sel (11. abra). A
molekularis citogenetikai vizsgalatok soran ezekben a novényekben négy darab U
genomhoz és 6t darab M genomhoz tartoz6 kromoszomat sikeriilt kimutatni, melyek

az 1U, 2U, 3U, 4U, 2M, 3M, 4M, 6M ¢és 7M kromoszomak voltak.
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11. abra. A 144377 citologiai szamu ‘Mv9krl’ x Aegilops biuncialis MvGB382 BC,
novény mitotikus sejtjének multikolor GISH és FISH vizsgalata. A GISH soran az U
genomhoz tartozé kromoszomak zolden, az M genomhoz tartozok pedig pirosan
fluoreszkalnak (a). FISH repetitiv DNS-szekvenciakkal ugyanazon a sejten az Afa
family (piros), a pSc119.2 (z6ld) és a pTa71 (sarga) probakkal (b). A

buzakromoszomak kék szinét a DAPI-val tortént kontrasztfestés adja. Skala: 10 pm.
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12. abra. A 144377 citologiai szamu ‘Mv9krl’ x Aegilops biuncialis MvGB382 BC;

névény (a) és kalasza (b).

Az ‘Mv9kr1’xAe. biuncialis MvGB642 kombinaci6 BCjs; generacidjanak
molekularis citogenetikai vizsgalata soran (0sszesen 159 szemet nedvesitettiink be
csiraztatas céljabol, ebbdl 72 névény metafazisos kromoszomapreparatumat sikertilt
genomi- ¢és fluoreszcens in situ hibridizacioval megvizsgalni) az 1U, 2U, 4U, 5U,
6U, TM és 6M kromoszomakat azonositottuk. A BCz novények vizsgalatakor néhany
spontan eredetii transzlokaciot azonositottunk. Ezek az Ae. biuncialis és a buza,
valamint az Ae. biuncialis U és M kromoszomai kozott jottek 1étre. A 144343
citologiai szami ‘Mv9krl’ x Ae. biuncialis MvGB642 BC; novényben a GISH
segitségével egy U, egy M, egy buza-U transzlokaciot és egy U genomi-
kromoszomafragmentumot mutattunk ki. A FISH sordn az U kromoszomat az 1U-
nak (szatellit megléte, rajta egy pSc119.2 jel; erés pTa7l jel a NOR région), az M
kromoszéman nem detektaltunk FISH jeleket, ezért azonositasa nem volt lehetséges

(13. abra: a, b). A buza-U transzlokacios kromoszoma FISH mintazata alapjan a
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transzlokaciot 1DL.1DS-U transzlokacionak azonositottuk (az 1D kromoszéma
hosszu karjan talalhatd szubteloméras és a transzlokaciods toréspont el6tti buiza rovid
karon talalhaté teloméras-szubteloméras Afa family jel alapjan), az U kromoszdma-
fragmentumot nem tudtuk azonositani, ugyanis a rajta talalhaté teloméras pSc119.2
jel az Ae. biuncialis tobb U kromoszomajan is megtalalhat6. Az 1DL.1DS-U
transzlokaci6 stabil, diszomas allapotban torténd fixalasa végett a 144343 citologiai
szamu novényrdl szarmazd Ontermékenyitett szemeket kicsirdztattuk, majd ujra
megvizsgaltuk GISH-sel és FISH-sel. A 154107-es szama novényben a 1DL.1DS-U

transzlokaciot diszomas allapotban talaltuk meg (13. abra: c, d).
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13. abra. A 144343 és a 154107 citologiai szamu ‘MvOkrl’ x Aegilops biuncialis
MvGB642 BC; ill. BC; 6ntermékenyitett novények GISH és FISH vizsgalata. A BC3
generacioban talalt monoszoémas transzlokaciot (a, b) az dntermékenyitett utdédok
kozott sikeriilt diszomas forméaban azonositani (¢, d). A GISH soran az U genomhoz
tartoz6 kromoszomak zolden, mig az M genomhoz tartozok pirosan fluoreszkalnak
(a, ¢). FISH repetitiv DNS-szekvenciakkal ugyanazon a sejten az Afa family (piros),
apScl19.2 (zo6ld) és a pTa71 (sarga) probakkal (b, d). A transzlokacios kromoszomat
nyilak jelzik. Skéla: 10 pm.
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A 144352-es citologiai szamt ‘Mv9krl’ x Ae. biuncialis MvGB642 BC;

genotipusban a GISH utan egy terminalis transzlokacid volt kimutathatd, az egyik
bliza kromoszoéma hosszii karjara transzlokalodott egy M genomi eredetii
kromoszomaszegmentum. A FISH vizsgalatok eredményeként a buzakromoszomat
5D-ként azonositottuk (a rovid karon taldlhatd terminalis Afa family-jel alapjan),
mely hossza karjara egy eddig azonositatlan M kromoszdémaszegmentum
transzlokalodott (SDS.5DL-M; 14. abra: a, b). Ezt a transzlokaciot a 144344-es
citologiai szamu genotipusban is megtalaltuk. A 144366-os ‘Mv9krl’ x Ae.
biuncialis MvGB642 BC; vonalban a GISH vizsgalatok soran két eltérd
transzlokaciot talaltunk. Az egyik egy 4DS.4DL-M termindlis transzlokécié (a 4D
kromoszéma rovid karjan egy gyengébb interkalaris és egy erds pericentroméras, a
hosszi karon pedig egy erés interkalaris Afa family-jel talalhato), amely
monoszoémas allapotban volt jelen a ndovényben. A masik pedig egy diszomas
3DS.3DL-M (a 3D kromoszoma rovid karjanak disztalis részén, a pericentroméra
intersticialis transzlokacio (14. abra: ¢, d). Két ‘Mv9krl’ x Ae. biuncialis MvGB642
BC; novényben (144356, 144358; 14. abra: e, f) egy Ae. biuncialis M kromoszoma

hosszu karjara transzlokalodott egy buzafragmentum.
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14. abra. ‘Mv9krl’ x Aegilops biuncialis MvGB642 BC; novények (a, b: 144352, c,
d: 144366, e, f: 144358) GISH (a, c, e) és FISH (b, d, ) vizsgalata. Az GISH utan az
M genomhoz tartozé kromoszomak piros szintiek. A FISH soran az Afa family
(piros), pSc119.2 (zo61d) és a pTa7l (sarga) repetitiv DNS-szekvenciakat
hibridizaltunk ugyanazokra a sejtekre. A transzlokaciokat nyilak jelzik. Skala: 10

pm.
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15. abra. A 144352 citologiai szamu ‘Mv9krl’ x Aegilops biuncialis MvGB642 BC;

novény (a) és kalasza (b)

4.2.1. Az ‘Mv9kr1’-Aegilops biuncialis introgressziés vonalak eléallitasaval
elért eredmények megvitatasa

Buza-idegenfaju monoszomas és diszomas addicids vonalakat az O’mara (1940)
altal publikalt moddszer szerint hoztak létre tobb diploid és poliploid fajjal. A
folyamat 1épései az interspecifikus, vagy intergenerikus F; hibridek eléallitasa,
amfiploid indukcio, visszakeresztezett nemzedékek létrehozasa (BC1-BCs3). A BC; és
a BCs; generaciokban mar el6fordulhatnak monoszomas addiciok. Ezek
ontermékenyitése utan az izolalt monoszomas novények utddaiban mar lehetséges
diszomas addicios vonalak azonositasa. Martonvasaron az MTA ATK Génmeg0rzési
Osztalyan Schneider és mtsai (2005) az Ae. biuncialis MvGB642-es genotipusaval
sikeresen hoztak létre addicids vonalakat (1U, 3U, 2M, 3M, 7M).

Ez az addicids sorozat azonban nem teljes, ezért tavlati célunk a hianyzo
vonalak létrehozasa. Az Ae. biuncialis MvGB642-es genotipuson kiviil a

keresztezésekbe bevontuk még az MvGB382-es és az MvGB1112-es genotipust is,
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ugyanis ezeknek a genotipusoknak eltéré hasznos agrondémiai tulajdonsagaik vannak.
Az Ae. biuncialis MvGB642-es genotipus Sziriabol szarmazik, 1160 méteres
tengerszint feletti magassagban elhelyezkedd teriileten gyiijtotték be, ahol az évi
atlagos csapadék 1143 mm (https://www.genesys-pgr.org/acn/id/659313#metadata-
1460). A viszonylag csapadékos ¢lohelyen valo eléfordulds lehet az oka, hogy
szant6foldon természetes €s mesterséges iiveghazi levélrozsda-fert6zés soran az
MvGB642-es genotipus és a vele eldallitott“Mv9krl’x Ae. biuncialis MvGB642-es
amfiploid is immunisnak bizonyult (Farkas és mtsai. publikdlatlan eredménye) a
betegséggel szemben. A csoportunk altal korabban 1étrehozott addicids sorozat egyik
tagja sem hordozza ezt a hasznos tulajdonsagot, ezért feltételezhetd, hogy az Ae.
biuncialis MvBG642-ben a levélrozsda-rezisztenciaért felelos genomi régiok a 2U,
4U, 5U, 6U, 7U, 1M, 4M, 5M vagy a 6M kromoszomdkon lehetnek. A 1étrehozott
‘Mv9krl’x Ae. biuncialis MvGB642 BCj generacidban a 2U, 4U, 5U, 6U és a 6M
kromoszémakat sikeriilt azonositanunk. A BC3 ndvények ontermékenyitett utédaibol
uj addiciéos vonalak létrehozasa varhatd. Az 1 addiciés vonalak
betegségrezisztenciara vald tesztelése utan a levélrozsda-rezisztenciaért felelds
genomi régidé kromoszomaszintre lesziikithetd. A masik két Ae. biuncialis genotipus
(MvGB382, MvGBI1112) szaraz ¢lohelyrél szarmazik, ahol a maximalis éves
csapadék nem haladja meg az 500 mm-t. Az MvGB382 genotipus szarazsagtiirését
Molnar ¢és mtsai. (2004) vizsgaltdk, s megallapitottdk, hogy a genotipus
szarazsagtiirése jobb, mint a szarazsagtlird kontroll és a keresztezési partnerként
hasznalt buza (Mv9krl’) genotipusoké. Dulai és mtsai. (2014) vizsgaltak a
polietilén-glikol (PEG) okozta ozmotikus stresszvalaszokat az ‘Mv9krl’x Ae.
biuncialis MvGB1112-es amfiploidban. Bizonyitottak, hogy a buza—Ae. biuncialis
amfiploidok kevesebb vizet veszitettek a stressz soran, kevésbé csokkent a
sztomakonduktancia és a CO, asszimilacid, mint a ’Plainsman V’ és "Mv9krl’ buza
genotipusoknal. Az amfiploidok stressz sordn tapasztalt magasabb fotoszintetikus
aktivitdsa a nagyobb biomassza-produkcidoban is megnyilvanult. Az amfiploid
novények jobb szarazsagtlrése azt is jelzi, hogy az Ae. biuncialis-ban talalhato
szarazsagtlirésért felelds gének a buzaban is kifejezddnek. Ezért az MvGB382-es és
az MvGB1112-es genotipusbdl a késobbiekben eldallitott addicios vonalak alapjat
képezhetik olyan introgressziés vonalak eldallitasanak, melyek felhaszndlaséval
javitani lehet a buza szarazsagtlirését.

Az ‘Mv9krl’x Ae.biuncialis MvGB642 BC; generacioban tobb transzlokaciot

sikertiilt azonositanunk. Ezek megjelenése magyarazhatdo gametocid gének hatasaval.
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Az Aegilops genuson beliil szamos fajban irtak le olyan kromoszémakat, 6nzd
genetikai  elemeket, amelyek 10gy biztositjak sajat Oroklodésiiket, hogy
kromoszdmatdréseket indukalnak azokban a gamétadkban, amelyek nem tartalmazzak
ezeket (Nasuda és mtsai. 1998b). Az Ae. biuncialis-ban eddig még nem irtak le
gametocid géneket hordozd kromoszomakat. Friebe és mtsai. (1999) a buza- Ae.
geniculata (szintén U és M genomu) addicidos sorozat eldallitaisa kozben azt
tapasztalta, hogy azokna a ndvényeknek az utédaiban, amelyek a 4M? kromoszomat
csak egy példanyban  tartalmaztak, nagy szamban  fordultak el6
kromoszomaabberraciok. A 4M? kromoszomat diszomés allapotban tartalmazo
novények utddai citologiailag stabilak voltak. Mindebbdl arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a 4M° kromoszoéman gametocid gén talalhato. A 4M° diszomas és
monoszomas addicids vonalak meidzisvizsgalataval ezt a feltételezést bizonyitani is
tudtdk (Kynast és mtsai. 2000). A gametocid faktor buzaba torténd atvitele sordn
mérsékelt kromoszoématdréseket indukalt, féleg azokban a gamétakban, amelyek nem
tartalmaztak azt. A kordbban leirt Gc faktorokhoz hasonléan a kromoszdématdrés
indukcioja a meiotikus osztddas utan az interfazisban torténik, kozvetleniil a
pollenmitozis elétt (Finch és mtsai. 1984, Nasuda és mtsai. 1998b). A Gc faktor
hatdsara multicentrikus ¢és gytiri alakii kromoszomak jottek 1étre, amelyek
elinditottak a ,breakage-fusion-bridge” (BFB: kromoszomatorés, -fazio és
hidformalas) ciklust. A BFB ciklus soran kromoszématranszlokaciok, deléciok és
telocentrikus kromoszomak is stabilizalodhatnak. Az U genomon eddig nem
azonositottak gametocid hatasu lokuszokat.

A buza—Ae. biuncialis teljes addicios sorozat 1étrehozasa utan lehetéség nyilna
az egyes Aegilops-kromoszomak hatasanak tanulmanyozasara (szarazsagtirés,
levélrozsda-rezisztencia, beltartalmi tulajdonsagok). A tulajdonsagok
kromoszomaszintli azonositasa utan célzottan lehet az adott addicidés vonalbol olyan
introgresszidés vonalakat eldallitani, melyek a kedvezd tulajdonsagokért felelds

géneket hordozzak.

4.3. A biza—Aegilops biuncialis 3M® szubsztiticiés vonal és a biiza—Ae.
biuncialis 3MP centrikus fuziés vonal genetikai azonositasa, agronémiai
tulajdonsagai és mikroelem-tartalma

A 3M° diszomas addicios vonalat kordbban a Génmegdrzési Osztalyon allitottak eld
(Schneider és mtsai. 2005), majd Molnar (2008) a ‘Chinese Spring’ phlb mutans
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genotipussal keresztezte. Az F; hibridek ontermékenyitésével kapott F, nemzedékbol
a sziilé1 genotipusoktol eltérd kaldszmorfologiara szelektalt. A szelektalt vonalak
ontermékenyitett Fs; nemzedékében, GISH segitségével azonositott egy 42
kromoszomat tartalmazd ndvényt, melyben két 3M" kromoszéma volt jelen.
Ugyanazon generacio egy masik novényének GISH vizsgalata soran kivalogatott egy
olyan 42 kromoszomas vonalat, melyben egy buza 3MP centrikus fizio volt jelen
diszomas formaban. E vonalak részletes molekuldris citogenetikai (FISH) jellemzését
végeztiik el, amely soran megallapithatd volt, hogy a szubsztitiucios vonalban az Ae.
biuncialis-kromoszéma mely buzakromoszomat helyettesiti, és a centrikus fizidban
mely buza kromoszémara transzlokalodott a 3MP egyik kromoszomakarja. A
citologiai eredményeket mikroszatellit markerekkel (SSR) végzett vizsgalatokkal

erdsitettiik meg.

4.3.1. A baza—Aegilops biuncialis 3M® szubsztitiiciés vonal és a biiza—Ae.
biuncialis 3MP centrikus fiziés vonal jellemzése fluoreszcens in situ
hibridizacioval és molekularis markerekkel

A korabban Molnar (2008) altal azonositott buza—Ae. biuncialis szubsztiticios és
centrikus fizids vonalak Fg utddjait FISH-sel, majd a targylemezek lemosasa utan
GISH-sel vizsgaltuk (16. abra). A pScl19.2 (zdld), Afa family (piros) ¢és a pTa7l
(sarga) probak hibridizaciés mintdzata alapjan az Osszes buzakromoszdéma
azonosithatd volt, azonban a szubsztiticids vonalban a 4B buzakromoszéma nem
volt jelen. A 4B buzakromoszémanak jellegzetes hibridizaciés mintdzata van a
pSc119.2 probaval (egy erds disztalis sav a rovid karon, a hossza karon pedig két
interkalaris és egy disztalis sav) (16. abra: b). A FISH-jelek lemosasa utan biotinnal
jelolt Ae. comosa totdl genomi DNS-t hibridizéltunk a targylemezekre, majd
streptavidin-FITC-szel detektaltuk a hibridizacios jelet. A GISH eredményeként
sikeriilt az Ae. biuncialis 3M° kromoszémat kimutatni, ezek az abran zolden
vilagitanak, mig a jeloletlen blizakromoszémak barnas szintiek (16. abra: a, ). A 4B
kromoszoma hianya €s a két darab Ae. biuncialis 3M® kromoszoma jelenléte miatt
ezt a vonalat 3M°(4B) szubsztitciés vonalként azonositottuk (16. 4bra: b). A
centrikus fizid vizsgalatakor GISH-sel sikeriilt kimutatni a 3M" Ae. biuncialis
kromoszémakart diszomas formaban, amely egy buzakromoszdémara transzlokalddott
(16. abra: c). A centrikus fizio buza eredetli kromoszoémakarjan egy erds disztalis

pScl119.2 jel lathato (16. abra: d), amely a 4B btuzakromoszéma rovid karjara
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jellemz6. Ezek alapjan a vonalat 3MP.4BS centrikus fiziot tartalmazé vonalnak

azonositottuk.

‘ ‘
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16. abra. A 3M(4B) szubsztittcioés vonal (a, b) és a 3M.4BS centrikus faziot
tartalmazd vonal (c,d) molekuldris citogenetikai azonositdsa. A GISH soran az
Aegilops comosa biotinnal jelolt teljes genomi DNS-ét hasznaltuk probaként.
Detektalas utan a 3M kromoszoma (nyilak) zolden fluoreszkal, a jeloletlen
btizakromoszomak barnék (a, c¢). A kromoszomakat az Afa family (piros), pSc119.2

(zold) és a pTa71 (narancssarga) probak alapjan azonositottuk (b, d). Skéla: 10 um.

A citologiai eredményeket a 4BS és a 4BL kromoszomakra specifikus
mikroszatellit markerekkel is megerésitettiik. A *Chinese Spring’ phlb és a 3MP
addicids vonalban a 4B kromoszoma jelenlétét a rovid karra specifikus Xbarc1045 és
a hosszl karra specifikus Xgwm251 markerekkel igazoltuk (17. abra). A 3M°(4B)
szubsztiticidos vonalban e két marker nem volt detektdlhatd, ez bizonyitja a 4B
kromoszéma hianyat. A 3M".4BS centrikus fiiziot tartalmazé vonalban a 4BS

specifikus Xbarc1045 marker jelen volt, mig a Xgwm251 nem volt detektalhato.
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Ezeket az eredményeket kaptuk tovabbi 4BS (Xgwmll13, Xgwm368) ¢s 4BL
(Xgwm149, Xgwm165) specifikus markerekkel is. Az Ae. biuncialis-on a buza 4B

kromoszdmajara specifikus markerek nem adtak jelet.

Ae. biuncialis
3mM°.4BS_1
3M".4BS_2
3M°4BS_3
3M".4BS_4
3M°.4BS_5
3M"° (4B)_1
3MP° (4B)_2
3m"° (4B)_3
3m° (4B)_4

Marker
CSph1b
3m°

200 bp -
200 bp -
150 bp — Xgwm251

17. abra. A 4B kromoszomara specifikus molekularis markerek agar6z
gélelektroforetikus mintazata a keresztezési partnerként hasznalt buzan (CSphlb), a
3M addicios vonalon (3MP), az Aegilops biuncialis MvGB642 genotipuson (Ae.
biuncialis), a 3M.4BS centrikus fuziot hordozé vonalon (3Mb.4BS_1—3Mb.4BS_5) €s
a 3M°(4B) szubsztitcios vonalon (3M°(4B)_1-3MP°(4B) 4). A vizsgalt markerek a
btiza 4B kromoszomajanak révid (Xbarc1045), illetve a 4B kromoszéma hosszu

karjara (Xgwm?251) specifikusak.

4.3.2. 3I\/Ib(4B) szubsztiticiés vonal és a 3M".4BS centrikus fiziot tartalmazé
vonal agronomiai tulajdonsagai

Az ‘Mv9krl’, ‘Chinese Spring’, buza—Ae. biuncialis 3M" addicios-, 3M°(4B)
szubsztiticios vonal és a 3MP.4BS centrikus fuziot tartalmazé vonal morfologiai és
agronémiai tulajdonsdgait szant6foldon elvetett novényeken vizsgaltuk, az
eredményeket a 8. tdblazat foglalja Gssze, a vonalak kalaszairol késziilt felvételek a
18. abra. A 3MP° addiciés és a 3Mb(4B) szubsztitiicids vonal szignifikdnsan
alacsonyabb volt az ‘Mv9kr1’-nél, mig a 3M".4BS magasabb, ami ‘Chinese Spring’-
jelleg. A 3MP(4B) szubsztituciés vonal bokrosodési képessége elmarad az ‘Mv9kr1’-
étél, viszont a 3M".4BS centrikus fizio és az ‘Mv9krl® kozott nincs szignifikans
kiilonbség e tulajdonsag tekintetében. A kaldszok hossza és a fokaldszonkénti
kalaszkaszam az addicios és a szubsztiticids vonalaknal elmarad a buza sziil6étol,

viszont a centrikus fuziot hordozd vonal nem kiilonbozott téle. Az introgresszios
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vonalak termése szignifikansan elmarad a buza sziil6étol, azonban a névényenkénti

szemszam a centrikus fuziot tartalmazé vonal esetében volt a legtobb.

Mv9kr1 Csph1b 3M addicio 3M(4B) szubszt. 3M.4BS c.f.

18. abra. Az ‘Mv9krl’, ‘Chinese Spring’ phlb mutans (CSphilb), 3MP biiza—
Aegilops biuncialis addicios vonal (3M addicio), 3M°(4B) buza—Ae. biuncialis
szubsztitacios vonal (3M"[4B]) és a 3MP.4BS buza—Aegilops biuncialis centrikus
faziot hordozd vonal (3Mb.4BS c.f.) kalaszmorfologiaja.

8. tablazat. Az ‘Mv9krl’, ‘Chinese Spring’ phlb, buza—Aegilops biuncialis 3M"
addicio, 3M°(4B) szubsztitcio és a 3MP.4BS centrikus fizié morfologiai
tulajdonsagai (Martonvasar, 2011/12)

Genotipus Novény- Bokrosodas Fékalasz Kalaszka/  Szem/ Szem/
magassag  (kalasz/novény) hossza fokalasz  fokaldsz ~ ndvény

(cm) (db) (cm) (db) (db) (db)

Mv9krl 69,8 6,1 10,5 20,4 55,6 267,5

CSphlb 83,1 6,6 8,0 19,5 59,0 270,3
3mP 57,5** 6,6 6,6** 15,8** 38,5**  164,9**
3Mb(4B) 55,6** 4,1** 6,5** 16,8** 43,4**  140,8**
3MP".4BS 84,0*%* 6,4 10,4 19,9 42 5**  213,3**

**: szignifikansan kiilonbozik az ‘Mv9kr1’ sziil6i genotipustdl a p<0,01
valoszinliségi szinten
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4.3.3. A 3MP(4B) szubsztiticiés vonal és a 3M".4BS centrikus fiziot
tartalmazo6 vonal mikroelem-tartalma

Vizsgaltuk a szemtermés teljes Orleményének kalium-, cink-, vas- ¢és
mangéntartalmat a 3M” addicios, a 3M"(4B) szubsztitiicids, a 3M".4BS centrikus
fazidés vonalakban, valamint a sziil6knél (‘Mv9kr1’, Ae. biuncialis MvGB642) és az
Ae. biuncialis MvGB382 vonalban.

A mikroelem-tartalom vizsgalatanak eredményeit a 9. tablazat foglalja Ossze.
Mindkét Ae. biuncialis genotipusnak (MvGB642, MvGB382) szignifikansan
nagyobb volt a kalium-, cink-, vas- és mangantartalma, mint az ‘Mv9krl’ buzaé. Az
Ae. biuncialis MvGB642 keresztezési partner mindegyik mikroelemre nézve
szignifikansan meghaladta az ‘Mv9krl’-ét, 36,8% (K), 35,1% (Zn), 71,1% (Fe) ¢és
47,3%-kal (Mn). A buza—Ae. biuncialis introgresszidos vonalak kozil az addicios
vonalnak szignifikdnsan nagyobb volt a kalium- (26,3%-kal) és a cinktartalma
(13,8%-kal), mint az ‘Mv9krl’ buza sziilének. A 3MP(4B) szubsztittcids vonalnak a
cink- és a vastartalma 15,4%, ill. 11,5%-kal volt nagyobb, a 3M°.4BS centrikus
fziot tartalmazo vonal esetében a szemtermés cink- és mangantartalma haladta meg
az "Mv9krl’-ben mért értéket (23,4 és 38,2%-kal). Mangankoncentracidja majdnem
elérte az Ae. biuncialis MvGB642 sziil6ét, amely 47,3%-kal volt nagyobb, mint az
‘Mv9krl’-é. Az ‘Mv9krl’ szemmérete (g/10 szem) és szemtermése (g/ndvény)
szignifikdnsan meghaladta az Ae. biuncialis és az introgresszios vonalak esetében
mért értékeket. Az introgresszids vonalak koziil a 3MP 4BS centrikus fuzi6t hordozo
vonalnak volt a legtobb szemtermése (g/ndvény), s ehhez nagyobb cink- és
mangantartalom is parosul a 3MP addicios- és a 3I\/Ib(4B) szubsztitucios vonalhoz

képest.
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9. tablazat. Az ‘Mv9krl’, Aegilops biuncialis MvGB642, Aegilops biuncialis
MvGB382, valamint a 3MP addiciot, 3MP(4B) szubsztitaciot és a 3MP.4BS centrikus

faziot hordozo genotipusok szaraz szemtermésének kalium-, cink-, vas- és

mangantartalma (Martonvasar, 2011/12)

Genotipus K Zn Fe Mn Szemméret Szemtermés
(9/kg) (mg/kqg) (mg/kqg) (mg/kqg) (9/10 szem)  (g/n6vény)
‘Mv9krl’ 3,8+0,1 18,8+1,2 20,8+1,2 29,6+2.8 0,40+0,01 10,70+0,21
Ae. biu 642 5240,2%*  254+0,2%** 35,64£3,0%*  43,6+0,7**  0,2240,01**  2,60+0,11**
Ae. biu 382  6,6+£0,2%*%  27,542,0%%* 41,8+4,4%*  373+1.4*  0,29+0,01*%*  2,70+0,10%*
3MP 4,8+0,1**  21,4+0,9* 15,5+£0,5%*  28,6+0,7 0,30+0,01%*  4,90+0,12**
3M°(4B) 3,3+0,1*  21,7+0,3* 232+1,0%  31,1+1,5  0,32+0,00%%  4,50+0,13%*
3M".4BS 3,440,1%* 23,240,5%* 18,4+2,0 40,9+0,5*  0,32+0,01**  6,80+0,11*

*, **: gzignifikdnsan kiillonbség az ‘Mv9krl’ sziildi genotipushoz képest a p = 0,05 és
ap = 0,01 valészinliségi szint mellett; + szoras

4.3.4. A3MP.4BS centrikus fizio agronomiai tulajdonsagaival és mikroelem-
tartalmaval kapcsolatos eredmények megvitatasa

A legtobb modern tetra- és hexaploid buzafajta szemtermésének alacsony a
mikroelem-tartalma (Cakmak és mtsai. 2000), viszont a buzaval rokon vad fajokban
jelentds genetikai variabilitas taldlhato e téren, igy ezek a fajok felhasznéalhatoak a
bltiza mikroelem-tartalmanak novelésére (Monasterio és Graham 2000). Korabbi
tanulmanyok kimutattdk, hogy egyes kiilonféle genomu diploid és allotetraploid
Aegilops fajok (pl.: Ae. speltoides (SS), Ae. longissima (S'S"), Ae. tauschii (DD), Ae.
kotschyi (UUSS), Ae. peregrina (UPUPSPSP), Ae. cylindrica (C°C°DD®), Ae.
ventricosa (D'D'NYNY), Ae. geniculata (U°U°M®M?)) fontos
szolgalhatnak a buza cink- és vastartalmanak noveléséhez (Cakmak és mtsai. 1999a,
1999b, Chhuneja és mtsai. 2006, Tiwari és mtsai. 2008, Rawat €s mtsai. 2009a).
Vizsgalataink soran az Ae. biuncialis (MvGB642 és MvGB382) genotipusoknal is

génforrasként

szignifikdnsan nagyobb kalium-, cink-, vas- és mangantartalmat mértiink, mint az
‘MvOkrl’ buza mintdjadban, ezért e faj is alkalmasnak tlinik a buza mikroelem-

tartalmanak novelésére.
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A szemtermés mikroelem-tartalma multigénes tulajdonsag. Buza—Aegilops
addicios és szubsztitucids vonalakat vizsgalva megallapitottak, hogy a f6 QTL-ek az
1-es, 2-es és a 7-es homeolog csoport kromoszomain talalhatéak az Ae. kotschyi-ban
(Tiwari és mtsai. 2010, Rawat és mtsai. 2011, Kumar és mtsai. 2015) és az Ae.
longissimd-ban (Neelam és mtsai. 2013). Neelam és mtsai. (2011) a 4-¢s és a 7-es
homeoldg csoport kromoszomait talaltak feleldsnek a nagy cink- és vastartalomért
Ae. peregrind-ban. A 3-as homeolog csoport mikroelem-noveld hatasarél Wang és
mtsai. (2011) szamoltak be. Buza—Ae. peregrina addicidés sorozatot vizsgalva
megallapitottak, hogy a 3S’ kromoszomat tartalmazé addicios vonalnak a mangan-, a
3U" addiciés vonalnak pedig a kaliumtartalma volt szignifikdinsan magasabb, mint a
‘Chinese Spring” buzaé. A Triticeae fajok csoportjaban a vas- ¢és a
mangantartalomért felelds f6 QTL-eket a 2-es és a 7-es, néhany esetben a 4-es és az
5-0s kromoszomara térképezték (Ozkan és mtsai. 2007, Shi és mtsai. 2008, Tiwari és
mtsai. 2008, Genc és mtsai. 2009, Peleg és mtsai. 2009). Az eredményeink alapjan az
a kovetkeztetés vonhato le, hogy az Ae. biuncialis 3M® kromoszomén a szemtermés
nagyobb kalium-, cink- ¢és mangantartalmaért felelés gének talalhatoak. A
kaliumkoncentracio a 3MP addicids vonalban megnodvekedett, mig a szubsztiticiot és
a centrikus f0zidt tartalmazd vonalban csokkent. Ez a 4B hossza kar
kaliumakkumulalo szerepére utalhat.

Tobb tanulményban kimutattdk, hogy a ndvénynemesités soran elért
termésnovekedés mellett a szemtermés nitrogén- és foszfortartalma Kisebb lett a
termést nem limitald tapanyag-ellatottsag mellett is (Slafer és mtsai. 1990, Calderini
és mtsai. 1995, Ortiz-Monasterio és mtsai. 1997). Ezek az adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a termésmennyiség ndvekedése sordn a szemben taldlhatod
tapanyagok felhigulnak. A nitrogén- ¢és foszfortartalom csokkenésén kiviil a
Monasterio 2003a, Distelfeld és mtsai. 2007). Gyakran a kiilonb6zé genotipusok
szemtermésének mérete is szignifikdnsan eltérd. Ez szintén szerepet jatszhat a
szemtermés cinktartalmanak alakuldsdban. A szemtermés tdpanyagtartalma
leginkabb a kalaszban elfoglalt helyétdl fiigg, nem pedig attol, hogy a f6- vagy a
mellékkalaszban talalhato-e. A kaldsz bazalis részétdl disztalisan talalhatd szemek
mérete és a tapanyagtartalmuk is kisebb (Calderini és Ortiz-Monasterio 2003b).
Ahhoz, hogy reélis képet kapjunk a mikroelem-tartalom genetikai variabilitasarol,
figyelembe kell venni a termés higitd és koncentracios effektusat (McDonald és

mtsai. 2008). A szemtermés kiillonbozo részei eltérd mennyiségben tartalmazzak a
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mikroelemeket. A legnagyobb koncentracidban a korpaban talalhatok meg, mig az
endospermiumnak ennél joval kisebb a mikroelem-koncentracioja (Ozturk és mtsai.
2006). Arr6l nincs informacionk, hogy mekkora az endospermium aranya a korpahoz
képest az Ae. biuncialis-ban, de a szemméret (g/10 szem) alapjan arra lehet
kovetkeztetni, hogy kisebb, mint a kenyérbtizaban. Mivel a mikroelem-tartalom
meghatarozasa teljes 6rleménybdl tortént, nem ismert, hogy a mikrolem-tartalom
hogyan oszlik meg az endospermium ¢€s a korpa kozott. A buzabdl elsdsorban liszt
késziil (amely az endospermiumnak felel meg), ezért tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak ecldontésére, hogy a magasabb mikroelem-tartalom az
endospermiumban is megjelenik-e. Ha 6sszehasonlitjuk az ‘Mv9krl’ buza sziil és
az introgresszids vonalak szemtermését €s mikroelem-tartalmat, akkor az ‘Mv9kr1’
nagyobb szemtermése felelds lehet a kisebb mangan- és cinkkoncentracidért, a
higitasi effektus miatt. Masrészt az idegen faj atvitt hasznos tulajdonsaga mellett az
introgresszids vonalaknak kedvezotlen tulajdonsagaik is lehetnek. Ezek a vonalak
altalaban kevesebbet teremnek, mint az euploid buza genotipusok, féleg akkor, ha
nem homeoldg allapotban vannak jelen, mint a 3Mb(4B) szubsztiticios és a 3MP.4BS
centrikus fuzidés vonalak esetében. Ezért észszerlibb a hdrom introgresszidés vonal
mikroelem-tartalmat egymashoz viszonyitani. Az introgresszidés vonalak koziil a
3MP.4BS-nek volt a legnagyobb cinktartalma és termése. A bokrosodasi képessége,
kalaszhossza és a kalaszonkénti kalaszkaszama megkozelitette a bliza sziil6ét. Ezek
az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az Ae. biuncialis
kromatinméretének csokkentése a buza hattérben pozitiv hatassal van ezekre a
tulajdonsagokra. Hasonlo6 hatas volt megfigyelhetd a mangantartalomnal is, ahol nem
volt szignifikdns kiilonbség az ‘Mv9krl’, az addicios és a szubsztitiiciés vonalak
kozott, mig a 3MP.4BS-nek szignifikansan nagyobb volt a mangantartalma. Ezek a
tulajdonsagok azt sugalljak, hogy a 3MP.4BS centrikus fuziét tartalmazé vonal
felhasznalhato lehet a modern buzafajtak mikroelem-tartalmanak novelésére. A
3MP.4BS centrikus fizi6 nemesitésben valé felhasznaldsa elétt azonban igazolni kell,
hogy a megnovekedett mikroelem-tartalom a lisztfrakcioban is megnyilvanul-e, ami
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A szemtermés mikroelem-tartalmat az is meghatdrozza, hogy a vegetativ
periodus alatt a ndvény mennyit tud beldliik abszorbedlni a gyokéren keresztiil, majd
késébb attdl, hogy ennek mekkora hanyadat képes remobilizalni a vegetativ
szervekbdl a szemtermésbe a szemtelitddési iddszakban. Az utobbi évtizedben tobb

olyan gént azonositottak, melyek a fémionok transzportjaért felelések. Néhanyat
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mutans ¢lesztOben torténd komplementacioval, méasokat pedig szekvenciahasonldsag
alapjan (adatbazisokban torténd keresés, degeneralt primerek haszndlataval,
heterolog hibridizacioval). E gének koziil tobb a P tipusu ATPdzok-hoz (Axelsen és
Palmgren 1998) és a Nramp fehérjék (Cellier és mtsai. 1995) csoportjaba tartozik. A
T. turgidum subsp. dicoccoides-ben azonositott GPC-B1 (Grain Protein Content-B1)
lokuszrol bizonyitottak be, hogy egy NAC transzkripcios faktort kodol (NAM-B1),
ami gyorsitja az 0regedést, és a tdpanyagokat a levelekbdl a fejlddé szemtermésbe
juttatja (Uauy és mtsai. 2006, Distelfeld és mtsai. 2007). A modern buzafajtak
talnyomo6 tobbsége a GPC-B1 nem mukodo alléljat hordozza, ezért tobb nemesitd
program elkezdte a vad tipust gént beépiteni a nemesitési anyagaikba (Tabbita és
mtsai. 2017). A ZIP transzportercsalad tagjai felelések a cinknek a talajbol vald
felvételéért, valamint a citoplazmaba és a sejtszervekbe torténd bejuttatasaért
(Guerinot 2000, Gaither és Eide 2001). Az Aegilops-kromoszomak aramlasos
citometridval torténd szétvalasztasa (Molnar és mtsai. 2011b, 2014, 2015, 2016) és
szekvenalasuk a kozeljovoben lehetdové teszi a mikroelem-akkumulacidoban részt
vevO génvaltozatok azonositasat és génalapu markerek tervezését (COS, SNP). Az
Aegilops-specifikus génalapi markerek hasznalataval az elénemesités soran
eléallitott introgresszids vonalakban lehetdéség nyilna a hasznos tulajdonsagot
hordozé kromoszomaszegmentum(ok) azonositasara és a szelekcié hatékonysaganak

javitasara (Molnar és mtsai. 2013).

4.4. Szintetikus amfiploidok eléallitasa

4.4.1. Durumbuza x Aegilops sp. amfiploidok eléallitasa és jellemzése in situ
hibridizacioval

2012 nyaran a martonvasari tenyészkertben a T. turgidum subsp. durum *GK
Novodur’ durumbuzat megporoztuk az Ae. uniaristata JIC2120001 és az Ae.
umbellulata AE740/03 génbanki szamu genotipusaval. Az F; hibridekbdl
amfiploidokat hoztunk Ilétre, melyeknek megvizsgaltuk a genomdsszetételét
molekularis citogenetikai modszerekkel.

A GISH eredményeképpen a kromoszomapreparatumokon az Ae. uniaristata
kromoszémak pirosas szinliek, mig a durumbtiza-kromoszémak kékre szinezddtek
(19. abra: b). A vizsgalt novénynek 42 kromoszomaja volt; ez a sikeres
kolchicinkezelést bizonyitja. A GISH soran 14 darab Ae. uniaristata és 28 darab A és
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B genomokhoz tartozé kromoszoma volt megszamlalhato. A FISH eredményeképpen
a harom proba hasznalataval (pSc119.2, Afa family, pTa71) azonosithatd volt az
Osszes blza- €és az Osszes Ae. uniaristata-kromoszoma. A létrehozott szintetikus
amfiploid genomdsszetétele 2n=6x=42, BBAANN, és megtalalhato volt benne az
0sszes durumbuzabol szarmazo A ¢és B (1-t6l 7-ig), valamint az Osszes Ae.

uniaristata N kromoszoma (1-t61 7-ig).
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19. abra. A T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Aegilops uniaristata
JIC2120001 amfiploid szomatikus kromoszomai metafazisban fluoreszcens in situ
hibridizaci6 (FISH) és genomi in situ hibridizacié (GISH) utan. A FISH-képen (a) a
pScl19.2-jelek zoldek, az Afa family-jelek pirosak, a pTa71 pedig sarga. A GISH
soran az Aegilops uniaristata-kromoszomak piros szinnel fluoreszkalnak, mig a
jeloletlen durumbuza eredetii A és B kromoszoémak kékek, ami DAPI-val késziilt

kontrasztfestés eredménye.
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Az iveghazban felnevelt novénynek, kalaszanak ¢és tenyészkerti
allomanyédnak fényképe a 20. abran lathat6. A kaldszok hossza a durumbiiza
sziilééihez hasonlo, a pelyvalevelek keménysége viszont Aegilops-szerii. Erés utén a

kalaszok letornek.

20. abra. T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’x Aegilops uniaristata

JIC2120001 tiveghédzban felnevelt novény (a) és kalasza (b), illetve tenyészkerti

(Martonvasar, Tiikros) allomanya (c).

A T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Ae. umbellulata AE740/03
keresztezésbol szarmaz6 kolchicinkezelt novények szemeinek metafazisos
kromoszémapreparatumain FISH-t végeztiink, az Afa family, pSc119.2 és a pTa71
probakkal (21. abra). Az amfiploid Osszes kromoszomdja azonosithaté volt.
Megtalalhato volt benne az Ae. umbellulata mind a hét (1U-7U) kromoszomaja,
azonban a buzakromoszomak koziil az 5B-nek csak a hosszi karja volt jelen (5BL),

egy példanyban. Az amfiploid névénynek és kalaszanak fotdja a 22. abran lathato.
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21. abra. A T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Aegilops umbellulata
AE740/03 amfiploid metafazisos kromoszomainak FISH mintazata (a pSc119.2-jelek
z6ldek, az Afa family-jelek pirosak, a pTa7l pedig sarga) DAPI-val tortént

kontrasztfestés utan.

22. abra. T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Aegilops umbellulata
AE740/03 amfiploid novény (a) és kalasza (b)
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4.4.2. Durumbiza x Aegilops sp. amfiploidok mesterséges levélrozsda-fert6zés
utani fenotipusos vizsgalata

A sziil6i vonalak és a ’GK Novodur’ x Ae. uniaristata JIC2120001 és az Ae.
umbellulata AE740/03 amfiploidok C, nemzedékét csirandvénykorban iiveghazi
koriilmények kozott levélrozsdaval fertdztiik.

A ’GK Novodur’ durumbuza sziil6 fogékonynak bizonyult, a Stakman-skalan
4-es értéket kapott. Az Aegilops sziilok koziil az Ae. umbellulata AE740/03 immunis
volt a korokozoval szemben, a leveleken a fertézésnek semmilyen nyoma nem volt
lathat6. A ’GK Novodur’ x Ae. umbellulata AE740/03 amfiploidok szintén
immunisnak bizonyultak, a leveleken nem voltak megfigyelhetok uredotelepek. Az
Ae. uniaristata JIC2120001 mérsékelten fogékony volt a kérokozoval szemben, a
leveleken kozepes méretli uredotelepek jelentek meg. Klorotikus foltok szintén
megfigyelhetéek voltak, ezért 3-as értékelést kapott (23. abra). A ’GK Novodur’ x
Ae. uniaristata amfiploidok mindegyike mérsékelten fogékony volt, 3-as értékeket

kaptak a levélrozsda-fogékonysag értékelése soran.

'GK Novodur'  Ae. umbellulata  Ae. uniaristata 'GK Novodur' x  'GK Novodur' x 'GK Novodur' x
AE740/03 JIC2120001 Ae. umb. Ae. umb. Ae. umb.
amfiploid/1 amfiploid/2 amfiploid/3

23. abra. Csiranovénykorban mesterségesen megfert6zott novények leveleinek
fényképei. A ’GK Novodur’ és az Aegilops uniaristata JIC2120001 sziilok
fogékonyak, mig az Aegilops umbellulata AE740/03 és a vele 1étrehozott

amfiploidok rezisztensek.
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4.4.3. A Durumbuza x Aegilops sp. amfiploidok eléallitasa és jellemzése in situ
hibridizacioval cimii fejezet eredményeinek megvitatasa

A szintetikus amfiploidok hidnak tekinthetdk a vad fajokbol a hexaploid buzaba
torténd génatviteli munkaban (Jiang ¢és mtsai. 1994). Mivel mindkét sziild
kromoszomaszerelvényét diploid formaban tartalmazzak, fertilisek,
ontermékenyitéssel is fenntarthatok. A hexaploid buza genetikai variabilitasanak
novelésére az egyik lehetséges modszer a szintetikus hexaploid buzaknak a
nemesités soran vao felhasznalasa (Mujeeb-Kazi és mtsai. 1996). Az 1980-as évektol
kezdéddéen a CIMMY T-nél (Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
= Nemzetkozi Buza- és Kukoricanemesitd Kézpont) koriilbeliil 1200 tavaszi és 0szi
szintetikus hexaploid buzat hoztak 1étre. Az BBAA genomt modern durumbuzat és a
tonkebuzat (T. turgidum subsp. dicoccum) keresztezték az Ae. tauschii kiilonb6z6
genotipusaival. A szintetikus hexaploidok ¢és a kenyérbuzaval keresztezett
szarmazékaik kozott szamos olyan genotipust azonositottak, amelyeknek hasznos
agronomiai tulajdonsagaik vannak, a buzabetegségekkel szemben rezisztensek
voltak, és toleransnak bizonyultak a kiilonb6z6 abiotikus stresszfaktorok ellen (van
Ginkel és Ogbonnaya 2007).

A BBAADD genomu szintetikus buzdk mellett szdmos més kombinécioban is
hoztak Iétre szintetikus amfiploidokat. T. turgidum x T. monococcum
(BBA"A"A™A™, 2n = 6x = 42) amfiploidokat az alakor kival6 betegségrezisztencidja
miatt vontdk be a keresztezésekbe (Gill és mtsai. 1988, Plamenov és mtsai. 2009).
Martonvasaron Megyeri ¢és mtsai. (2011) hoztak létre levélrozsda- ¢és
lisztharmatrezisztens, A"BA™ genomdsszetételli amfiploidokat. Miké és mitsai.
(2015) GGA'A'A™AMgenomszerkezetli amfiploidot hoztak létre, keresztezési
partnerek a T. timopheevii MvGB845 és a T. monococcum L. subsp. monococcum
"1T-1 voltak. Jellemezték a T. timococcum Kost.,, nom. nud. (2n = 6x = 42,
GGA'A'A"A™) amfiploidot molekularis citogenetikai modszerekkel és fenotipusosan
1s. Az amfiploid nagyfoku levél- ¢és sargarozsda-rezisztenciat mutatott, s
lisztharmattal szemben is ellendlld volt. A részletesen jellemzett genotipuson kiviil
még 10 kiilonb6zo T. timopheevii genotipusbdl szarmazo T. timococcum-ot allitottak
eld.

A termesztett buza harmadlagos génforrasai kozé tartozo diploid Ae.
uniaristata (NN) és az Ae. umbellulata (UU) is sok hasznos agrondmiai

tulajdonsagért felelés gént hordoz. Az Ae. uniaristata egyes genotipusai rezisztensek
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a levél- és a szarrozsda (Valkoun ¢és mtsai. 1985), a pirenoforas levélfoltossag
(Zhang és Jin 1998) és az indiai k6iliszog (Warham és mtsai. 1986) ellen. A fajnak
ezenkiviil kivaldé az aluminiumtoleranciaja (Miller és mtsai. 1997), és a blizaszem
fehérjetartalméanak javitasara is felhasznalhato (Dai ¢és mtsai. 2015). Az Ae.
umbellulata szintén kivald génforrasa lehet a szarrozsda- (Ozgen és mtsai. 2004),
lisztharmat-, hesszenilégy- és a zoldgabonalevéltetii-rezisztencianak (Gill és mtsai.
1985). Ebbdl a fajbol vitték at az Lr9 levélrozsda-rezisztencidért felelés gént a
hexaploid buzaba (Sears 1956). Chhuneja és mtsai. (2008) az Ae. umbellulata 3732
genotipusabdl vittek at levél- és sargarozsda-rezisztenciaért felelds géneket a
kenyérbuzaba. Az Ae. umbellulatd-t eldszor durumbuzaval keresztezték, majd az Fy
hibrid kromoszémait megkétszerezték. A szintetikus amfiploidot *Chinese Spring’
Ph' (a Phl gén episztatikus inhibitora) genotipussal keresztezték a homeoldg
kromoszdmaparosodas eldsegitése céljabol. Ezzel a stratégiadval feltehetdleg két 1j
levélrozsda- ¢és egy sargarozsda-rezisztenciaért felelés gént sikeriilt atvinni a
termesztett buzaba az Ae. umbellulata-bol. Dai és mtsai. (2015) a T. turgidum subsp.
durum cultivar ’Langdon’ durumbtzat, a T. turgidum subsp. dicoccum-ot (P194668,
PI349045) keresztezték az Ae. umbellulatd-val (Clae29, PI226500) és az Ae.
uniaristaté-val  (PI ~ 554419). Ot amfiploidot hoztak 1létre  spontdn
kromoszémaduplikacioval. Vizsgaltdk az amfiploidok ¢és a sziil6i genotipusok
tartalékfehérjéit, ezen belil a nagy molekulatomegli glutenin (HMW, High
Molecular  Weight) alegységeket poliakrilamid  gélelektroforézissel. Az
amfiploidokban megjelentek az Aegilops-okra jellemzé HMW-glutenin alegységek,
igy 1) genetikai forrasként szolgalhatnak a hexaploid buza mindségének javitasara.

A ’GK Novodur’ x Ae. uniaristata JIC2120001 és a ’GK Novodur’ x Ae.
umbellulata AE740/03 szintetikus amfiploidok eldallitasa soran a munkank célja e
vad fajok hasznos tulajdonsagainaknak a buzaba valo atvitele. Az Ae. umbellulata és
a vele Ilétrehozott amfiploid mesterséges levélrozsdafertézéskor immunisnak

bizonyult, ezért felhasznalhat6 a buza rezisztencianemesitésében.
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45. Ujtudomanyos eredmények

1. Elkészitettiik az Ae. umbellulata AE740/03, Ae. comosa TA2760, Ae. uniaristata
JIC2120001, Ae. tauschii MvGB605, Ae. speltoides MvGB905 és az Ae. markgrafii
MvGB428 fluoreszcens in situ hibridizacios kariotipusat az Afa family, pSc119.2 és
a pTa7l repetitiv DNS-prébakkal, ami alapjan a fajok vizsgalt genotipusainak 0sszes

kromoszémaja nyomon kovethetd az elénemesitési folyamatok soran.

2. Meghataroztuk a (GAA),, (ACG), (CAG), (AAC),, (ACT),, és (CAQC),
mikroszatellit-probak kromoszomalis lokalizacidjat az Ae. umbellulata AE740/03,
Ae. comosa TA2760, Ae. uniaristata JIC2120001, Ae. tauschii MvGB605, Ae.
speltoides MvGB905 és az Ae. markgrafii MvGB428 fajoknal. Kimutattuk, hogy a
legtobb diagnosztikus savot a (GAA), és az (ACG), probak adtak, ezek potencialisan
az Ae. comosa, Ae. tauschii, Ae. markgrafii és az Ae. uniaristata kromoszomainak

azonositasara hasznalhatok.

3. "Mv9krl” x Ae. biuncialis (MvGB642, MvGB382, MvGB1112) BC, és BC3
utodokat allitottunk el6. Az "Mv9krl’ x Ae. biuncialis MvGB642 BC; novények
ko6zott a 2U, 4U, 5U, 6U és 6M kromoszoémakat, illetve 1DL.1DS-U, 5DS.5DL-M,
4DS.4DL-M, 3DS.3DL-M, ML.MS-buza transzlokaciokat, az MvGB1112-es BC,
novények kozott az SU, 7U, IM—TM és egy 3DS.3DL-U transzlokécios vonalat, az
MvGB382-es BC, generacidoban pedig az 1U, 2U, 4U, 5U, 6U, 6M ¢és a TM

kromoszomakat azonositottuk.

4. Ae. biuncialis 3MP diszomas szubsztitiiciot és centrikus fiziét tartalmazé vonalat
3MP(4B) szubsztitucios és 3MP.4BS centrikus flzidt tartalmazé vonalnak

azonositottuk in situ hibridizacié és mikroszatellit markerek segitségével.

5. Kimutattuk, hogy az Ae. biuncialis MvGB642-¢es és az MvGB382-es genotipusok
szemtermésének teljes orleményében szignifikansan nagyobb volt a kalium-, vas-,

cink- és mangantartalom, mint az "Mv9kr1’ buzaéban.
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6. Kimutattuk, hogy a 3M".4BS centrikus f{izi¢ szemtermésének teljes Srleményében
szignifikdnsan nagyobb volt a cink- és mangantartalom, mint az "Mv9krl’ blza

szuldében.

7. T. turgidum subsp. durum *GK Novodur’ x Ae. uniaristata és T. turgidum subsp.
durum *GK Novodur’ x Ae. umbellulata szintetikus amfiploidokat hoztunk 1étre. Az
amfiploidok genomdsszetételét genomi ¢és fluoreszcens in situ hibridizacioval
hataroztuk meg. A durum x Ae. umbellulata amfiploidok mesterséges,

csirandvénykori levélrozsda-fertézés soran immunisnak bizonyultak.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Mikroszatellit szekvenciak FISH probaként valé alkalmazasa

A mikroszatellit szekvenciak FISH probaként vald alkalmazasa tovabb novelte az
Aegilops kromoszomakon talalhaté potencialisan diagnosztikus savok szamat,
melyek nélkiilozhetetlenek a kromoszomak azonositdsakor. A gabonafélék
kromoszomainak FISH analiziséhez leggyakrabban hasznalt probakkal (Afa family,
pScl19.2, pTa7l) az Osszes altalunk vizsgalt Aegilops faj kromoszomaja
A buza x Ae. biuncalis keresztezésekbdl szarmazo transzlokacios vonalakban az
Aegilops eredetii kromoszoémaszegmentumot tobb esetben nem sikeriilt azonositani.
Az idegen kromoszdémaszegmentumok pontosabb azonositisara a mikroszatellit-
FISH-probak koziil a (GAA), és az (ACG), potencialisan alkalmasak lehetnek.

Az altalunk Kkariotipizalt Aegilops fajok 0Osszes kromoszomajat elézéleg
sikerilt aramldsos citometridval izolalni, az Ae. uniaristata kivételével. A
kromoszomaméret, illetve a (GAA), és az (ACG), SSR probak fluoreszcens
jelintenzitasa alapjan (FISHIS) a jovében megvaldsulhat az Ae. uniaristata egyedi

kromoszOomainak szétvalasztasa is.

5.2. ‘Mv9kr1’-Aegilops biuncialis introgresszios vonalak eldallitasa

Az utobbi évtizedekben tobb Aegilops fajjal hoztak 1étre addicids, szubsztitlicios és
transzlokacios vonalakat. Az Aegilops fajok genetikai valtozatossagat tekintve eddig
létrehozott introgresszids vonalak alulképviseltek. Az introgresszidés vonalak
szelekciojara foként citogenetikai modszereket hasznaltak (C-savozas, FISH, GISH),
melyek kis ateresztOkeépességiliek, nagyobb névényi anyag vizsgalata rendkiviil 1d6-
¢és pénzigényes. A probak limitalt mennyisége sok esetben lehetetlenné teszi az egyes
transzlokaciok azonositasat. A genomi in situ hibridizacid felbontasi képessége
korlatozott, ezért sok esetben a nagyon kis méretli transzlokaciok lathatatlanok
maradnak. Az introgresszids vonalak hatékonyabb kivalogatdsara a megoldas a PCR
alapii molekularis markerek hasznalata lehet. Az utobbi években megkezd6dott az
Ae. umbellulata (U genommal rendelkezik) aramlasos citometriaval izolalt

kromoszoémainak shot-gun szekvenaldsa (Illumina HiSeq2000), mely javaslatunk
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szerint alapul szolgalhatna Aegilops-kromoszoma-specifikus, génalapi INDEL
markerek létrehozasdhoz. E markerek fejlesztése végett a buzakromoszomak
génspecifikus szekvenciait (EST-k) illesztjiik az Aegilops 1U, 2US, 2UL, 3U, 4U,
5U, 6U, 7U ¢és 7UL kromoszomainak szekvenciaihoz (multiBLAST), majd
kivalasztjuk azokat az Aegilops-szekvencia-téredékeket (kontigokat), amelyek a
buzdhoz képest eltérdek, inszercids vagy delécios régidkat tartalmaznak. Ezekre a
régiokra primereket tervezve eldallithatok Aegilops-specifikus, illetve a buza és az
Aegilops kozott hosszpolimorfizmust mutaté markerek.

Az Ae. biuncialis MvGB642-es ¢és az MvGB382-es genotipusaival
eléallitottunk egy kétsziilds térképezési populacidt, majd az F, ndvények
allélosszetételét DArTseq technologiaval hataroztuk meg. A sziiléi allélek
gyakorisaga alapjan elkészithetd az Ae. biuncialis genetikai térképe. A térképen
kitlintetett pozicioban (a kromoszomakarok teloméra és centroméra kozeli régioi)
elhelyezked6 DArT markerek PCR alapti markerekké alakithatok at, s ezek szintén
felhasznalhatoak lesznek az adott Aegilops-kromoszomak nyomon kovetésére az
elénemesitési programok sordn.

Az ‘Mv9krl’-Ae. biuncialis introgressziés vonalak el6allitasa soran tobb
olyan Aegilops-kromoszomat azonositottunk, amelyekb6l eddig nem sikeriilt
addiciés vonalat 1étrehozni az Ae. biuncilais MvGB642, az MVGB382 és az
MvGBI1112 genotipussal. Ezeknek a vonalaknak a tovabbi visszakeresztezésével,
majd Ontermékenyitésével létrehozhatok 1) diszomas addicids vonalak. Ugyanez
vonatkozik az eddig csak monoszomas allapotban azonositott transzlokaciokra is,
ahol a cél a stabil diszémas allapot 1étrehozésa.

Az Ae. biuncialis MvG642 genotipus egyik kiemelten fontos tulajdonsaga a
levélrozsda-rezisztencia. A tulajdonsagért felelds genomi régié kromoszomalis
lokalizaci6ja még nem ismert, ezért a jJovoben tervezziik az eddig 1étrehozott és az ;)
keresztezésekbdl szdrmazo novények mesterséges levélrozsda-fertdzését. A korai BC
generaciokban erre a tulajdonsagra kivanunk szelektalni, majd a BCs3-BCy-ben,
illetve ezek ontermékenyitett generacidiban molekularis markerekkel és citogenetikai

modszerekkel vizsgaljuk a novényeket.
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5.3. 3Mb(4B) szubsztiticié és a 3M".4BS centrikus fuzié azonositasa,
agronomiai tulajdonsagai és mikroelem-tartalma

A 3MP.4BS centrikus fizi6 buza genetikai hattere nem tul elényds, mivel jelentds
mértékben tartalmaz ’Chinese Spring’ eredetli allé¢leket. Indokolt lenne ezért a
3MP.4BS centrikus fuziot egy jo agrondmiai tulajdonsagokkal rendelkezd elit
buzafajta genetikai hatterébe atvinni, és kedvezd tulajdonsagok esetén integralni a
bluzanemesitési programokba. Ezt a célt szolgalja az a nemrég inditott keresztezési
program, melynek célja a 3M"4BS centrikus fizionak a *Mv Ménrot® 8szi
buzafajtaba — amely modern, koztermesztésben levoé buzafajta, 2014-ben allami
elismerést kapott — vald atvitele. Ennek a programnak a keretében a jelenleg
termeszett buzafajtaknal nagyobb mikroelem-tartalmu €s j6 agrondmiai tulajdonsagu
genotipus létrehozasa a cél.

A 3MP.4BS centrikus fliziot tartalmazo vonalnal az Aegilops eredetii 3MP
szegmentumot nem sikeriilt teljes mértékben azonositani, nem tudni, hogy a 3MmP
rovid vagy a hosszu karja vesz-e részt a centrikus fizi6 1étrehozasaban. A kordbban
emlitett, az Ae. biuncialis genetikai térképén talalhaté markerek segitségével a 3M”
kromoszoémakar pontosan azonosithato lesz.

DArTseq technikdval szintén genotipizaltunk egy diverz, kiilonbozd foldrajzi
¢lohelyekr6l szarmazo Ae. biuncialis populaciot. Ez a populacié, valamint az F;
kétsziilos térképezési populacio késdbbi generacioi alkalmasak lehetnek a nagyobb
mikroelem-tartalomért felelds QTL-ek azonositisara. Igy a nagyobb mikroelem-
tartalomeért felelds génekkel szorosan kapcsolt markerek reményeink szerint
felhasznalhatoak lesznek a célzott géneknek a buzaba, markerszelekcioval vald

atvitelére.

5.4. Szintetikus amfiploidok eldallitasa

T. turgidum subsp. durum GK Novodur’ x Ae. uniaristata és T. turgidum subsp.
durum *GK Novodur’ x Ae. umbellulata szintetikus amfiploidok olyan ndvényi
anyagot képviselnek, melyek keresztezési hidként alkalmasak e két vad faj hasznos
tulajdonsagainak mind a hexaploid, mind a tetraploid buzaba valo atvitelére.
Fertilitasuknak koszonhetéen fenntarthatoak, és feltételezhetden jol keresztezhetok a

buzaval. A szintetikus amfiploidokkal tovabbi célunk a ’Chinese Spring’ phlb
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mutans genotipussal torténé keresztezésiik, a buza- és az Aegilops-kromoszoémak

kozotti homeolog rekombinéaciok indukalasa céljabol.
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6. OSSZEFOGLALAS

A buza Foldiink legelterjedtebb gabonaféléje, kitlintetett szerepet jatszik a vilag
népességénck élelmezésében. Termésmennyiségét az abiotikus stresszfaktorok,
valamint a kiilonb6z6 névénybetegségek jelentdsen csokkentik. A termesztett buza
abiotikus ¢és biotikus stresszekkel szembeni ellenalloképességének fokozasara az
egyik lehetséges modszer a buzaval rokon vad fajok hasznos agronémiai
tulajdonsagainak faj- es nemzetségkeresztezés révén vald atvitele. Ez a moddszer
alternativaként szolgdl a genetikai transzformacidval torténé génatvitel mellett. A
Triticum nemzetséggel legkdzelebbi rokonsagban a kecskebiza (Aegilops)
nemzetség all. Széles korli elterjedési teriilete a nemzetség j6 adaptacios képességét
jelzi. Nagyfoku a genetikai variabilitdsa, ezért kivalé biotikus ¢és abiotikus
keresztezésekkel mar eddig is szamos hasznos tulajdonsagot vittek at az Aegilops
fajokbol a kenyérbuzaba, azonban a benniik rejlé genetikai diverzitas nagyrészt
kiaknazatlan.

Kisérleteinkben célul tiztiik ki az Aegilops fajok, elsdsorban az Ae. biuncialis
kedvezé tulajdonsagainak a hexaploid blzaba vald atvitelét, btza—Aegilops
introgresszidés vonalak eldéallitdsaval, illetve a génatviteli munka sordn hasznalt
molekularis citogenetikai modszerek fejlesztését.

Elkészitettik a (GAA)n, (ACG)n, (CAG),, (AAC),, (ACT),, és a (CAC),
mikroszatellit szekvenciak fluoreszcens in situ hibridizacios kariotipusat az Ae.
umbellulata, Ae. comosa, Ae. uniaristata, Ae. tauschii, Ae. speltoides és az Ae.
markgrafii fajoknal. A kisérletek eredményeként rendelkezésre allnak olyan
fluoreszcens in situ hibridizacids probak, amelyek diagnosztikus savokat adnak az
eddig nem jellemzett kromoszomarégidkon is.

Az Ae. biuncialis fajjal ez idaig nem allitottak eld hasznos agrondmiai
tulajdonsagokat mutatdé buza—Aegilops transzlokaciokat. Martonvasaron a korabbi
években létrehoztak addicids vonalakat az MvGB642 genotipussal, azonban ez a
sorozat még nem teljes. A teljes addicids sorozat létrehozdsa ¢€s tovabbi
tulajdonsagok atvitele végett az Ae. biuncialis két masik genotipusat (MvGB382,
MvGB1112) is bevontuk a keresztezésekbe. A T. aestivum *Mv9kr1’ x Ae. biuncialis
(MvGB642, MvGB382, MvGB1112) amfiploidokbdl visszakeresztezéses modszerrel
BC, és BC3 utddokat allitottunk eld. Az utdodokat fluoreszcens in situ hibridizacioval

(FISH, GISH) vizsgaltuk. Mindharom genotipussal létrehozott BC utdédokban
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azonositottunk olyan Aegilops-kromoszoémakat, melyek korabban nem voltak jelen
addicios vonal formajaban. E genotipusok visszakeresztezésével, illetve
ontermékenyitésével ) buiza—Ae. biuncialis addicios vonalak 1étrehozasa varhatd. Az
MvGB642 ¢és az MvGBI1112 genotipussal létrehozott visszakeresztezett utdodok
kozott 6t, illetve egy transzlokacids vonalat azonositottunk.

Molekularis citogenetikai moddszerekkel (GISH, FISH) és molekularis
markerekkel azonositottuk a korabban Iétrehozott ‘Mv9krl’—Ae. biuncialis
MvGB642 3MP diszomés addicids vonal és a *Chinese Spring’ phlb keresztezésébdl
szarmaz6 buza—Ae. biuncialis diszomas szubsztituciot és centrikus faziot hordozo
vonalat. A vonalakat 3M°(4B) szubsztitticios és 3M".4BS centrikus fiziot tartalmazé
vonalnak azonositottuk. Megvizsgaltuk a sziiléi genotipusok (‘Mv9krl’, Ae.
biuncialis MvGB642) és a vele 1étrehozott introgresszids vonalak (3MP addicids,
3Mb[4B] szubsztitucios és 3MP.4BS centrikus fuziét hordozo vonalak) széaraz
szemtermésének vas-, cink- ¢és mangantartalmat atomabszorbciés, kaliumtartalmat
pedig atomemisszios spektrofotometrias modszerrel. Az Ae. biuncialis MvGB642
sziil6 mikroelem-, és kaliumtartalma szignifikdnsan nagyobb volt, mint az ‘Mv9kr1’
blza sziiléi genotipusé. A 3MP4BS centrikus fiizié szignifikdnsan tobb cinket és
mangant tartalmazott, mint a buza sziil6, ezenkiviil az introgresszids vonalak koziil a
legjobb agronomiai tulajdonsagai voltak. Az eredmények alapjan feltételezhetd, hogy
a centrikus fzioban talalhatd 3M° kromoszémakaron a szemtermés Zn- és Mn-
tartalmat befolyasolo régiok talalhatok. A teljes szemtermés magasabb mikroelem-
tartalma azonban csak akkor lehet elényds a blizanemesités szempontjabol, ha az
megjelenik az endospermiumban, illetve ehez kdtddden a liszt frakcioban is.

A szintetikus amfiploidok fertilitdsuknak koszonhetden értékes elénemesitési
ndvényi anyagnak szamitanak. Napjainkig szamos betegségrezisztencia-gént vittek at
segitségiikkel a buza vad rokon fajaibol a durum-, illetve a hexaploid buzéba.
Durumbuza x Ae. umbellulata és durumbtiza x Ae. uniaristata F; hibridet, majd a
hibrid kolchicinkezelésével (BBAAUU, illetve BBAANN genomosszetételit)
amfiploidot allitottunk el6 mindkét Aegilops fajjal. Az amfiploidok
genomosszetételét genomi és fluoreszcens in situ hibridizacidéval hataroztuk meg. A
durumbiza x Ae. umbellulata amfiploidok mesterséges, csiranévénykori
levélrozsdafertézéssel szemben immunisnak  bizonyultak. A létrehozott

amfiploidokra génatviteli hidként tekinthetiink.
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6.1. Summary

The wheat is the most widespread cereals in the World which plays prominent role in
the human diet. The annual yield of wheat can be significantly reduced by abiotic
stressfactors and plant diseases. One of the possible method for improving the stress
resistance is the transfer of useful agronomic traits from wild relatives into wheat by
interspecific or intergeneric hybridisation. This method serve as an alternative for the
genetic transformation for improving the genetic diversity of wheat.

Goatgrasses (Aegilops) are the closest relatives of Triticum. The wide
distribution area indicates the good adaptation ability of the genus. Aegilops species
have considerable genetic variability, therefore they are excelent sources for stress
resistance and biofortification of wheat. Beside the fact that several useful traits have
been transfered from Aegilops species to wheat by interspecific hybridisation, their
genetic diversity is largely underutilised.

The goal of our study were the transfer of useful traits from Aegilops species,
especially from Ae. biuncialis, into hexaploid wheat by development of wheat—
Aegilops introgression lines and the improvement of molecular cytogenetic methods
used during the chromosome-mediated genetransfer.

We developed the fluorescent in situ hybridisation karyotype of Ae.
umbellulata, Ae. comosa, Ae. uniaristata, Ae. tauschii, Ae. speltoides and Ae.
markgrafii with the microsatellite repeat probes (GAA),, (ACG),, (CAG),, (AAC),,
(ACT), and (CAC),. Our experiments resulted in FISH probes with new diagnostic
bands in the non-characterised chromosome regions.

No wheat—Ae. biuncialis translocations with useful agronomic traits has been
produced until now.

In the last decade some wheat—Aegilops addition lines were produced using
the Ae. biuncialis accession MvGB642 in Martonvasar, but this set is still
incomplete. In order to produce complete set of addition lines and to transfer of
additional traits, two other Ae. biuncialis accessions (MvGB382, MvGB1112) have
been involved in the crossing programmes. We developed BC, and BC3 progenies
from the T. aestivum *Mv9kr1’ x Ae. biuncialis (MvGB642, MvGB382, MvGB1112)
amphyploids by backcross method. These progenies were investigated by fluorescent
in situ hybridisation (FISH, GISH) and many chromosomes which didn’t represented
in the addition lines were identified. These genotypes are potential sources for the
production of new wheat—Ae. biuncialis addition lines. We also identified five and
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one wheat-Ae. biuncialis translocation lines within the backcross progenies of
accessions MvGB642 and MvGB1112, respectively. We identified the wheat—Ae.
biuncialis disomic substitution and centric fusion lines originated from the crossing
of ‘Mv9krl’—Ae. biuncialis MvGB642 3MP disomic addition line and ’Chinese
Spring’ phlb mutant by molecular cytogenetic methods (FISH, GISH). These lines
were identified as genotypes carrying 3M°(4B) substitution or 3M".4BS centric
fusion.

The iron, zinc, and manganese content of dry seeds were investigated by
atomic absorption and potassium content by atomic emission spectrophotometric
methods in the introgression lines 3M" addition, 3M°(4B) substitution and 3M".4BS
centric fusion together with their parental lines ‘Mv9krl’ and Ae. biuncialis
MvGB642. The micronutrient and potassium content of Ae. biuncialis MvGB642
parent were significantly higher than the wheat parental genotype ‘Mv9krl’. The
3MP.4BS centric fusion exhibited significantly higher zinc and manganese content
than the wheat parental line and it has the best agronomical traits among the
investigated introgression lines. These results suggest that the 3M° chromosome arm
contains genomic regions affecting the yield and the grain zinc and manganese
content. If this higher micronutrient content is also present in the endospermium than
this genotype could be used for the biofortification of wheat in the future.

Thanks to their fertility, the synthetic amphyploids are considered as valuable
prebreeding material. With their help, several pest resistance genes have been
transfered from the wild relatives into the bread and durum wheat.

Durum wheat x Ae. umbellulata and durum wheat x Ae. uniaristata F; hybrids
and amphiploids (BBAAUU and BBAANN) were developed. The genome
constitution of the amphiploids were characterised by genomic- and fluorescence in
situ hybridisation. The durum wheat x Ae. umbellulata amphiploid was immune for
leaf rust infection at the seedling stage. The newly developed amphiploids can be
considered as bridge materials for the chromosome mediated gene transfer into

wheat.
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M2. A munka soran felhasznalt primerek neve, szekvenciai, olvadaspontjuk és a felszaporitott termékek mérete

Oligonukleotid  Forward primer Reverz primer Olvadasi PCR profil Termék
neve hémérséklet hossza
(Tm:°C) (bp)
Afa family GATGATGTGGCTTTGAAT GCATTTCAAATGAACTCTG 55 94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 340
GG A 72 °C 2 min; és 72 °C 10 min
pScl19.2 GTGCTGATGACCGAAACG GCACTCGCAGTTTTGGCCG 60 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 30 sec, 60 °C 30 120
sec, 72 °C 1 min 30 sec; és 72 °C 5 min
pTa7l18S CGAACTGTGAAACTGCGA TAGGAGCGACGGGCGGTG 68 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 68 °C 50 1600
ATGGC TG sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
AAC AACAACAACAACAACAA TTGTTGTTGTTGTTGTTGTT 62 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 62 °C 50 (AAQ),
CAACAAC GTT sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
ACG ACGACGACGACGACGA CGTCGTCGTCGTCGTC 64 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 64 °C 50 (ACG),
sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
ACT ACTACTACTACTACTACT AGTAGTAGTAGTAGTAGTA 50 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 50 °C 50 (ACT),
ACTACTACTACTACT GTAGTAGTAGTAGT sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
CAC CACCACCACCACCACC GTGGTGGTGGTGGTGG 63 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 63 °C 50 (CAC),
sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min
CAG CAGCAGCAGCAGCAGC GTCGTCGTCGTCGTCG 64 94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 64 °C 50 (CAG),
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GAA

Xbarc1045

Xgwm113

Xgwma368

Xgwm149

Xgwm251

Xgwm165

GAAGAAGAAGAAGAAGA
AGAA
GCG TGT AAT AAA ACT

GGT TGG ATA

ATT CGA GGT TAG GAG GAA
GAG G

CCATTTCACCTAATGCCTGC

CATTGTTTT CTG CCT CTA GCC

CAACTG GTT GCT ACA CAA

GCA

TGC AGT GGT CAGATGTTT CC

CTTCTTCTTCTTCTTCTTCT
T
GCG AGT ATGGTAATT

TCT AGG GAGTC
GAG GGT CGG CCT ATAAGACC

AAT AAA ACC ATGAGC TCACTT

GC

CTA GCATCG AAC CTG AAC AAG

GGG ATG TCT GTT CCATCT TAG

CTTTTCTTT CAG ATT GCG CC
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sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

94 °C 5 min; 35 ciklus: 94 °C 35 sec, 54 °C 50 (GAA),
sec, 72 °C 1 min 40 sec; és 72 °C 5 min

94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 170
72 °C 2 min; és 72 °C 10 min

94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 148
72 °C 2 min; és 72 °C 10 min

94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 60 °C 1 min, 259
72 °C 2 min; és 72 °C 10 min

94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 161
72 °C 2 min; és 72 °C 10 min

94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 55 °C 1 min, 110
72 °C 2 min; és 72 °C 10 min

94 °C 3 min; 29 ciklus: 94 °C 1 min, 60 °C 1 min, 188
72 °C 2 min; és 72 °C 10 min
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25. abra. Az Aegilops speltoides (S) idiogramja C-savozas (balra) és a pSc119.2

1
| |
A

wn
L, |
M

repetitiv DNS-proba (jobbra) hasznalata utan (Badaeva és mtsai. 1996a nyoman).
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26. abra. Az 5S (korok) és a 18S-26S (négyzetek) probak idiogramja az Aegilops
umbellulata (U), Aegilops caudata (C), Aegilops uniaristata (N), Aegilops comosa
(M), Aegilops tauschii (D) és az Ae. speltoides (S) kromoszémain (Badaeva és mtsai.
1996b nyoman)

U = n _
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27. abra. Kozépen az Aegilops umbellulata (MvGB420), Ae. comosa (JIC211001),
Ae. biuncialis (AE354/78) és az Aegilops geniculata (AE393/78) kariotipusa a pTa71
(sarga), Afa family (piros) és pSc119.2 (z6ld) probakkal. A piros (ACG)n és a zold
(GAA)n probak FISH mint4zata jobbra, ill. balra 1athaté (Molnar és mtsai. 2011a).
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28. abra.A ’Langdon’ durumbuza FISH idiogramja a GAA (sarga), Afa family
(piros), pSc119.2 (z6ld) és a 5S rDNS probakkal (Kubaldkové és mtsai. 2005

nyoman).
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