Kecskebuza (Aegilops) U és M genom specifikus mikroszatellit markerek kivalogatasa
buza—Aegilops biuncialis és baza—Aegilops geniculata addicios vonalak segitségével

Zaro beszamolé OTKA PD 75450

Bevezetés

Az Aegilops biuncialis (2n=4x=28, U"U"M"M") egy allotetraploid, buzaval rokon vad faj (van
Slageren 1994), amely szamos rezisztencia gént tartalmaz (s6- és szarazsagtiirés, betegség-
ellenallosag, kiilonbozo rozsdabetegségek elleni rezisztencia; Molnar mtsai, 2004; Colmer ¢és
mtsai, 2006; Osszefoglalva 1d. Schneider és mtsai, 2008). Az Ae. biuncialis jelentds szerepet
jatszik a termesztett bliza genetikai allomanyanak javitadsaban, diverzitasanak nodvelésében
(van Slageren, 1994; Zaharieva és Monneveaux, 2006). Az idegen fajokbdl torténd génatvitel
egyik lehetséges modja az addicids (Schneider-Linc és mtsai, 2005), majd transzlokacios
vonalak eldallitadsa, mig a masik lehetséges modja a kromoszéma atrendezddések indukalasa
besugarzas segitségével (Molnar és mtsai, 2009). A kromoszomakkal torténd idegen faju
génatvitel soran fontos, hogy az idegen kromoszémakat és kromoszoma szegmentumokat
nyomon kovessiik, melyre széles korben alkalmazott modszer az in situ hibridizacio (Jiang és
Gill, 1994; Markova és Vyskot, 2009). Az Ae. biuncialis nagy adaptalodd képességgel
rendelkezik, amely a diploid Ae. umbellulata (2n=2x=14, UU) és a szintén diploid Ae.
comosa (2n=2x=14, MM), természetes hibridizacidjanak kodszonhetd. Ez a nagy genetikai
variabilitds az egyes Aegilops fajokon beliil, igy az Ade. biuncialis és az Ae. geniculata
(2n=4x=28, UtUtM:ME®) kiilonbozd génbanki tételei kozott is, jelentds kiilonbségeket
(polimorfizmus) okoz az egyes kromoszémak fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH)
mintazataiban (Badaeva és mtsai, 1996 a,b; Schneider-Linc és mtsai, 2005; Molnar és mtsai,
2011). A nagyfoka FISH polimorfizmus miatt sziikséges lenne a Martonvasaron eldallitott
addicids vonalakban (1U°, 3U° 2MP, 3M® és 7M°®; Schneider-Linc és mtsai, 2005) az Ae.
biuncialis kromoszoémak FISH azonositasat molekularis markerek (mikroszatellit, SSR
markerek) segitségével megerdsiteni.

A gabonafélék genomjat napjainkig széleskortien vizsgaltdk SSR markerek segitségével
(0sszefoglalva 1d. Landjeva és mtsai, 2007). Ennek ellenére kevés SSR markert irtak le a
kiilonb6z6é Aegilops fajokon (Peil és mtsai, 1998; Lelley és mtsai, 2000; Pestsova és mitsai,
2000b; Zhang ¢és mtsai, 2001; Adonina és mtsai, 2005) és az U ill. M genomok
kromoszomaira specifikus mikroszatellit markerek szama is korlatozott (Dhaliwal és mtsai,
2002; Zaharieva és mtsai, 2003; Schneider és mtsai, 2010a). Kutatasaink célja, hogy az Ae.

biuncialis U ill. M genomjanak kromoszémaira specifikus buza mikroszatellit markereket



valogassunk ki. A buza mikroszatellit markerek nagy hanyada, a termesztett buza és az Ae.
biuncialis kozeli rokonsdganak koszonhetéen, PCR terméket ad az Ae. biuncialison is.
Kisérleteink soran az elsd feladat azoknak a buza mikroszatellit markereknek a kivalogatasa,
melyek polimorf, eltérd fragmenthosszal rendelkez6 PCR terméket adnak a buzahoz képest.
Ezt kovetden a polimorf markerek U ill. M genom kromoszoma specifitdsat vizsgaljuk a
buza—Ae. biuncialis (Logojan és Molnar-Lang, 2000; Molnar-Lang ¢€s mtsai, 2002; Schneider-
Linc és mtsai, 2005) és a buza—Ae. geniculata (Friebe as mtsai, 1999) addicios sorozatok
segitségével. Az U ill. M genom kromoszémadkra specifikus markerek felhasznalhatok lesznek
a kilonbozé Ae. biuncialis és/vagy Ae. geniculata kromoszoémak és kromoszoma

szegmentumok nyomon kovetésére a kiilonbozd genetikai anyagokban.

A palyazathoz szorosan kapcsolodo kutatasok soran elért eredmények

U ill. M genom specifikus btiza SSR markerek vizsgilata buza—Aegilops addicios
vonalak segitségével

Eddigi vizsgalataink soran 194 db buza SSR markert vizsgaltunk az Mv9krl buzatérzson és
Ae. biuncialison (1. tdblazat, 1. és 2. &bra), melyek koziil 151 db (77,83%) adott polimorf
vagy nem polimorf PCR terméket az Ae. biuncialison. Hetvendt marker (38,65%) nem
mutatott polimorfizmust az Mv9krl ¢és az Ae. biuncialis kozott. Harmincharom marker
(17,01%) esetében PCR termék keletkezését figyeltiik meg az Mv9krl-en, mig nem kaptunk
PCR terméket az Ae. biuncialison (1. tablazat). Tovabbi 76 marker (39,18%) polimorfizmust
mutatott az Mv9krl ¢és az Ae. biuncialis kozott, tehat az MvO9krl-en kapott termék
fragmenthossza kiillonbozott az Ae. biuncialison kapott termék fragmenthosszatol (1. tablazat,
1. és 2. abra). Ezeket a markereket vizsgaltuk a rendelkezésre allo buza—Ae. biuncialis és a
buza—Ae. geniculata addiciés vonalak segitségével. Eddigi vizsgalataink sordan 3 db (1,54%)
buza SSR marker volt specifikus a vizsgalt biza—Aegilops addiciéos vonalak U ill. M
genomjanak valamely kromoszomajara (Schneider és mtsai, 2010 a,b). Lehetséges, hogy a
tobbi polimorf marker, melyeket nem sikeriilt eddig lokalizalni, olyan kromoszémakon
talalhatok, melyekbdl nem rendelkeziink addicids vonallal. Az eddig vizsgélt 194 db buza
mikroszatellit markerbdl 72 db a buza A genomjara, 40 db a B genomjara, mig 82 db a D
genomjara specifikus (1. tdblazat). A 40 db B genom specifikus marker koziil 27 db (67,5%)
amplifikalt PCR terméket az Ae. biuncialison, mig a 72 db A genom specifikus és a 82 db D
genom specifikus biza SSR marker kozil 57 (79,16%) A genom specifikus, ill. 63 db
(76,82%) D genom specifikus buza SSR marker adott PCR terméket az Ae. biuncialis

genomjan. Ez az eredmény aldtdmasztja a korabbi megfigyeléseket, melyek szerint a bliza A



¢s D genomja nagyobb homeolégiat mutat az U ill. M genomokkal, mint a buza B genomja
(Fernandez-Calvin és Orellana, 1992; Cifuentes és Benavente, 2009).

A bluza SSR markerek addicidos vonalakon torténd vizsgalata eldtt sziikséges volt a
kisérletekben felhasznalt buza—Ae. biuncialis és bUza—Ae. geniculata addiciés vonalak
citologiai  kontrolljara. A  kromoszomaszdm megallapitdsa elengedhetetlen annak
megallapitasdhoz, hogy a ndvény, melyet felhasznalunk az SSR analizishez ténylegesen
tartalmazza az adott Ae. biuncialis vagy Ae. geniculata kromoszémapart. A ndvényeket a
DNS izoladlashoz fitotronban neveltiik és fluoreszcens in situ hibridizadcioval (FISH)
ellendriztiik az idegen kromoszomapar jelenlétét. Az eddig Martonvasaron eldallitott addicios
vonalak kozil mindegyik tartalmazta az Ae. biuncialis kromoszOémapart, mig az Ae.
geniculata addicios sorozat esetében a 3M# €s a 6U® addicios vonalakbol eliminalodott az Ae.
geniculata kromoszdmapar, igy az SSR analizishez ezeket az addicids vonalakat nem tudtuk
felhasznalni.

Vizsgalataink soran eddig 3 buza mikroszatellit marker (Xgwm44, Xgdm61 és Xbarcl84)
adott specifikus savot U ill. M genomok valamely kromoszomajan a vizsgalt buza—Aegilops
addicios vonalakban (3. abra, 4. abra és 2. tdblazat; Schneider és mtsai, 2010a). Az Xgwm44,
a buza 7D kromoszémajara specifikus markerrel a buzéara jellemzd PCR termék mellett
megfigyeltiink egy, a buzéra jellemzd sdvndl nagyobb fragmentumot a buza—Ae. biuncialis
2MP, 3MP és 49/00 szam azonositatlan addicids vonalain (3. 4bra, 4. abra és 2. tablazat). Az
Ae. biuncialis 2M®, 3M" és egy ismeretlen kromoszomajara specifikus marker savja kb. 150
bp hosszl (3. &bra, 4. dbra és 2. tablazat). Ez a sdv nem volt lathaté a buza—Ae. geniculata
2M? addicios vonalon. Az Xgdm61, (Pestsova et al. 2000a) a buza 4D kromoszoémajara
specifikus markerrel a buzara jellemzé DNS fragmentum mellett egy a buza PCR termékénél
nagyobb DNS fragmentumot lattunk a buza—Ae. biuncialis 2M°, 3M® és 49/00 szamh
azonositatlan addicids vonalain. Az Ae. biuncialis 2M®, 3MP és a 49/00 azonositasi szamu
ismeretlen addiciés vonal kromoszomajara specifikus marker savja kb. 150 bp hosszi (3.
abra, 4. abra ¢s 2. tablazat). Ez a sav nem volt megfigyelhetd a buza—Ae. geniculata 2M#
addicios vonalon (3. &bra, 2. tablazat), tehat polimorfizmus jelnet meg a buza—Ae. biuncialis
¢s a buza—Ae. geniculata addicids vonalak kozott. Ez az eredmény azt mutatja, hogy az
Xgwm44 és Xgdm6] marker csak a buza és az Ae. biuncialis 2M® és 3MP kromoszoémak
kozotti kromoszoma atépiilések kovetésére alkalmas. Az Xbarc184, (Somers et al. 2004) 7D
¢és 4A kromoszdma specifikus marker esetében a buzara jellemz6 sav mellett, amely kb. 200
bp hosszu, egy nagyobb kb. 400 bp hossziit DNS fragmentum jelent meg az Ae. biuncialison,

az Ae. geniculatan és a buza—Ae. geniculata 7U® addicids vonalon (3. ébra és 2. tablazat). Az



Xbarcl84 markerrel kismértékii polimorfizmust figyeltiink meg az Ae. biuncialis MvGB642
¢s az Ae. geniculata MvGB613 ¢és MvGB434 savhossza kozott (nem lathatdo a csatolt
abrakon).

Az Ae. biuncialis nagy genetikai diverzitdsa miatt az SSR markerekkel végzett vizsgalatok
eredményei eltérhetnek egymastol, attol fliggden, hogy az Ae. biuncialis mely génbanki tételét
hasznaljuk az SSR analizis sordn. Az U ill. M genom kromoszomaira specifikus buiza SSR
markerek szelekcidja soran, ezért rendkiviil fontos volt, hogy a buza—Ae. biuncialis és a
bluza—Ae. geniculata addicids vonalak eldallitdsahoz hasznalt sziildi Ae. biuncialis ill. Ae.
geniculata génbanki tételeket hasznaljuk fel. Az SSR markerek kivalogatasa soran problémat
okozhatott az is, hogy a buza—Ae. biuncialis ¢s a bUza—Ae. geniculata addicids vonalak
eldallitdsahoz kiilonbozoé buza genotipusokat hasznaltak (Mv9krl, Chinese Spring), amely
szintén befolyasolhatja az addicids sorozatokon kapott eredményeket, ezért az addicios
sorozatok SSR analizise soran mindenképpen sziikséges volt mindkét buza sziil6partner
haszndlata. Roder ¢s mtsai (1998) a Chinese Spring modell buzafajtan irtdk le a biza SSR
markerek lokalizacidjat, melyhez képest az Mv9krl buzatérzs tobb marker esetében is
polimorfizmust mutatott (1. abra), amely szintén befolyasolhatja a végeredményt. Az U ill. M
genom specifikus molekuldris markerek szelekcidja soran vildgossa valt, hogy a buza SSR
markerek nem lokalizalhatok teljes korlien az U ill. M genom kromoszémain, mert nem
rendelkeziink a teljes buza—Ae. biuncialis addicios sorozattal, ill. a buza—Ae. geniculata
addicios vonalakon kapott eredmények nem adaptalhatok a Martonvasaron eldallitott
buza—Ae. biuncialis addicids vonalakra. Ez feltételezéseink szerint azzal magyarazhato, hogy
az Ae. biuncialis és az Ae. geniculata k6zott nagy a genetikai variabilitds. Az eldbb felsorolt
okok miatt tehat hasznos lenne teljes buza—Ae. biuncialis addicids sorozat eldallitasa az U ill.
M genom specifikus markerek kivalogatisahoz ¢és teljes korli kromoszomalis
lokalizacidjahoz. Eddig Martonvasaron a 2M°, 3MP°, 7M®, 1U" és 3U" buza-Ae. biuncialis
addicios vonalakat allitottuk eld (Schneider-Linc és mtsai, 2005), melyek nem szolgaltatnak
teljes korti informéciot buza SSR markerek U ill. M genom kromoszémain torténd
elhelyezkedésérdl. Ezért kisérleteink soran célunk volt ) blUza—Ae. biuncialis addicios
vonalak eloallitasa a buza—Ae. biuncialis hibridek utédainak BC, és BC; nemzedékeibol,
melyek eldsegitik a géntranszfert az Ae. biuncialisbol a termesztett buzéaba és lehetové teszik
a buza SSR markerek teljes korti lokalizaciojat az Ae. biuncialis kromoszdémain.

Az U ill. M genom specifikus markerek szelekciojaval kapcsolatos eredményekbdl egy
nemzetkdzi publikacid megjelent az Euphytica’ c. folyodiratban (IF: 1,597) és két tovabbi

cikket kozoltiink az > Acta Agronomica Hungarica’ c. folyoiratban.



Lokusz Kromoszomadlis | Amplifikacid
lokalizaci6 a az Ae.
blizdban biuncialison

Xbarcl046 7D -

Xbarclll 7D ++

Xbarcl26 7D ++

Xbarcl72 7D ++

Xbarcl84 7D, 4A ++

Xbarcl92 7D -

Xbarc214 7D +

Xbarc29 7D ++

Xbarc53 7D -

Xbarc64 7D +

Xcfa2019 7D +

Xcfa2l23 7D +

Xcfa2257 7D -

Xcfd69 7D +

Xegdmi30 7D -

Xegdmli42 7D ++

Xgdml150 7D ++

Xgdm34 4D ++

Xedm35 2D +

Xgdm46 7D ++

Xgdmé6l1 4D ++

Xgdm67 7D -

Xedm84 7D +

Xedm86 7D ++

Xgdm98 6D ++

Xowmli( 2A +

Xgwml102 2D +

Xgwml06 1D nm

Xewmli07 4B +

Xewmli08 6D +

Xgwml 1 1B ++

Xgwmlll 7D + Xewm2 3A,3D ++
Xgwmll4 3B, 3D ++ Xgwm205 5A, 5D ++
Xowmli20 2B ++ Xowm?210 2B, 2D ++
Xgwmli2l 5D, 7D + Xegwm212 5D nm
Xgwml22 2A ++ Xegwm219 6B ++
Xgwmli24 1B ++ Xewm232 1D ++
Xgwmli26 5A + Xewm233 7A +
Xegwmli29 2B, 5A ++ Xewm234 5B +
Xegwmli30 TA + Xegwm249 2D ++
Xgwml35 1A ++ Xowm251 4B ++
Xgwmli36 1A + Xawm257 2B ++
XogwmlI46 7B nm Xgwm269 5D +
Xowml48 2B - Xgwm260 7A nm
Xewml149 4B - Xewm261 2D nm
Xewml54 S5A + Xewm271 5D +
Xgwmli55 3A ++ Xewm272 5D -
Xgwmli56 5A ++ Xewm275 2A +
Xgwmli57 2D ++ Xewm276 TA -
Xgwml6 2B, 5D, 7D + Xowm282 TA nm
Xgwml60 4A + Xewm291 5A ++
Xgwmlo6l 3D + Xgwm292 5D ++
Xegwmli62 3A + Xegwm293 S5A -
Xowml64 1A ++ Xewm294 2A ++
Xgwml65 4A, 4B, 4D + Xewm295 7D +
Xgwml69 6A + Xewm296 2D, 2A ++
Xowml74 5D ++ Xowm3 3D -
Xowml79 SA ++ Xowm3(0 2D, 3A ++
Xgwml8l 3B + Xewm301 2D +
Xgwml82 5D ++ Xewm302 7B +
Xgwmli83 3D + Xewm304 S5A -
Xgwmli86 S5A + Xewm3l1 2A, 2D ++
Xowmli90 5D ++ Xewm312 2A ++
Xewmli92 5D ++ Xegwm314 3D +
Xgwml94 4D + Xewm320 2D +




Xgwm325 6D + Xgwm435 2D ++ Xewm635 7A, 7D ++

Xgwm328 2A ++ Xgwm456 3D + Xgwm636 2A ++

Xgwm33 Al, 1B, 1D + Xowm459 6A - Xgwm637 4A +

Xgwm332 7D + Xgwm46 7B - Xgwm639 5A, 5B, 5D +

Xogwm334 6A - Xgwm469 6D + Xowm642 1D +

Xgwm337 1D + Xgwm471 7A + Xgwm645 3D -

Xgwm341 3D + Xewm473 2A ++ Xgwm654 5D

Xgwm349 2D - Xogwm480 3A - Xgwm664 3D -

Xgwm350 7D, TA ++ Xowm484 2D ++ Xgwm666 1A, 3A, 5A, ++

Xgwm356 2A ++ Xewm493 3B ++ 7A

Xgwm357 1A ++ Xgwm494 6A + Xgwm674 3A +

Xowm358 5D ++ Xowm497 1A, 2A, 3D ++ Xowm71 2A, 3D -

Xowm359 2A ++ Xowm5 3A + Xowm77 3B +

Xgwm369 3A + Xewm512 2A + Xgwmd$8 6B ++

Xgwm37 7D nm Xewm515 2A, 2D + Xewm95 2A ++

Xgwm371 5B - Xgwm518 6B ++ Xgwm99 1A +

Xgwm372 2A + Xowm)2 3D + Xwmcl04 6B -

Xgwm382 2A, 2B, 2D ++ Xgwm539 2D - Xwmcel05 6B -

Xgwm383 3D ++ Xgwm335 2B, 6D + Xwmcel52 6B nm

Xgwm391 3A + Xgwm558 2A + Xwmcl82 6B +

Xgwm397 4A - Xgwm3635 5D + Xwmc4l7 6B +

Xgwm4 4A + Xgwm566 3B - Xwmc419 6B +

Xgwm400 7B - Xowm570 6A ++ Xwmce506 7D +

Xgwm408 5B - Xgwm383 5D ++ Xwmc539 6B nm

Xgwm410 2B, 5A ++ Xgwm395 5A ++ Xwmc748 6B +

Xgwm413 1B + Xowm60 TA ++ Xwmc756 6B +

Xgwm415 SA - Xgwm601 4A + Xwmc95 6B +

Xgwmd25 2A s Xgwm608 2D, 4D + 1. tdblazat: a vizsgalatok soran felhasznalt

Xgwm427 0A - Xgwm609 4D L mikroszatellit  markerek listdja kromoszomalis

Xgwm428 7D - Xewm610 4A - lokalizacio feltiintetésével (Roder és mtsai 1998, Pestsova

Xawm437 7D ++ Xagwm614 2A ++ ¢és mtsai 2000a, Somers ¢és mtsai 2004). A kromoszoma

Xewmdd D T+ Xewm617 5A, 6A T speciﬁkus ’markerek félkoveér be'fﬁvel Vann?k jelélve.’ (-
nincs termék, + monomorf termék, ++ polimorf termék,

Xegwm445 2A ++ Xgwm624 4D tr nm nem miikoddtt a primer)

Xgwm448 2A ++ Xgwm63 7D ++




CS Mv3 biu CE Mv9 biu CS Mv3 biu

aobp
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200bp e —

100bp S
Xgwm120 Xgwm124 Xgwm135
CS Mv3 biu C5 Mv3 biu CS5 Mv3 biu

00bp

3006p

200bp

100bp e
Xgwm350 Xbarc126 Xgwm46
CS5 Mv9 biu CE Mv9 biu CE MvI biuv

wuupf

3005p

200bp —

— = -
100bp

Xgwm192 Xgwm205 Xgwm312

1. abra: A Chinese Spring (CS), az Mv9krl (Mv9) btiza genotipusok €s az Ae. biuncialis
MvGB642 szamu génbanki tételének savmintizata az Xgwmli20, Xgwml24, Xgwml35,
Xgwmli48, Xgwml57, Xgwml82, Xgwm350, Xbarci26, Xgwm46, Xgwm480 Xgwm493,
Xewm88, Xgwml92, Xgwm205, Xgwm312, Xgwm371, Xgwm400 és Xgwm413 buza SSR
markerekkel. Az elobb felsorolt markerek koziil az Xgwmi20, Xgwmli24, Xgwml35,
Xewml57, Xgwml82, Xgwm350, Xbarcl126, Xgwm493, Xgwm88, Xgwml92, Xgwm205 és
Xgwm312 markerek adtak polimorf sdvot az Mv9krl-hez képest. A polimorf markerek koziil
a késobbi vizsgalatok soran egy sem bizonyult az U ill. M genomok kromoszoémaira

specifikusnak.

CS Mva biu

Xgwm148

CS Mv3 biu

Xgwm480

CS Mva biu

Xgwm371

CS Mv3 biu Cs Mv3 biu

Xgwm157 Xgwm182

CS Mv3 biu Cs Mv3 biu

Xgwm493 Xgwm88

CS Mvd biu Cs Mv3 biu

Xgwmd400 Xgwmd413



A

= ol -— o = e
E & B S ig 1B S DARsiaE
. "5 2 SN AR T 2% SRS
i« & F '3 BRTE 5 & & & 'F
== LT =
200bp s - - b
— oy
100bp e = .
Xgwmet4 Xgwmied Xgwm271 Xgwmb595 ngmsm Xgwm6
T o L o E o T o e =
B i ¢ 2 W33 33 ¥
2T 3 £ 5 2 S 2 § 8 £ @
= &4 £ 8 2 B = & = =& =
——
o - e
p v 20
- -l - obp
100bp we e — — w1 00bp
o e— < -

Xgwm328 Xgwm341 Xgwm349 Xgwm356 Xgwm358 Xgwm359

2. abra: az Mv9krl (Mv9) buzatorzs és az Ae. biuncialis MvGB642 szamu génbanki tételének
sdvmintazata A: az Xgwm664, Xgwm164, Xgwm271, Xgwm595, Xgwm601 és Xgwmo608 buza
SSR markerekkel B: az Xgwm328, Xgwm341, Xgwm349, Xgwm356 és Xgwm397 buza SSR

markerekkel. A f6bb, hosszpolimorfizmust mutatdé markerek PCR termékeit nyilakkal
jeloltik.
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3. dbra: Az Xgwm44, Xgdm61 és Xbarcl84 buza SSR markerek vizsgalata a Chinese Spring
(CS), Mv9krl (Mv9) buza genotipusokon, az Ae. biuncialis MvGB642 szamu és az Ae.
geniculata TA2889 szamu génbanki tételén, az Mv25 bulza genotipuson, a buza—Ae.
biuncialis 2M®, 3M®, TM®, 3U° és 5U° addicids vonalakon és a buza—Ae. geniculata 1U8, 2U¢E,
3Us, 4Us, 508, 70U, 1M®, 2Ms, 4M®, 5ME, 6M® és 7M® addicidés vonalakon. A hossz-
polimorfizmust mutatd €s az Ae. biuncialis vagy Ae. geniculata kromoszoémaira specifikus
savokat nyilakkal jeloltiik.
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4. dbra: Az Xgwm44 és Xgdm61 buza SSR markerek sdvmintazata az Mv9krl és Mv25 buza
genotipusokon, az Ae. biuncialis MvGB642 (biu642) génbanki szamu tételén, és a 2M"
(biu2M), 3MP (biu3M) és 49/00 (biu49) azonositdsi szamu blUza—Ae. biuncialis addicios
vonalakon. Az Ae. biuncialis kromoszomaira specifikus savokat nyilakkal jeldltiik.

Marker (irodalom)

Kromoszomalis

U ill. M genom

Fragmenthossz a

lokaliz4ci6 a buzaban kromoszéma buza—Aegilops
specifitds addiciés vonalakban
Xgwm44 7D 2MP és 3MP Kb. 150 bp
(Rdder és mtsai 1998)
Xgdmo61 4D 2MP és 3MP Kb. 150 bp
(Pestsova és mtsai
2000a)
Xbarcl84 7D és 4A TU# Kb. 400 bp
(Somers és mtsai 2004)

2. tablazat: Az Xgwm44, Xgdm61 és Xbarc184 U ill. M genom specifikus buiza SSR markerek

fébb tulajdonsagai.




Uj bliza—Ae. biuncialis addiciés vonalak eléallitasa

Vizsgélataink soran négy buza—Ae. biuncialis addiciés vonalat és két perspektivikus
buza—Ae. biuncialis vonalat allitottunk el6, melyek 3-3 kiilonb6z0 Ae. biuncialis
kromoszomat tartalmaznak (5. és 6. abra). A 1575/08 azonositasi szamu vonal 42 db buza
kromoszomat és az Ae. biuncialis 2U° kromoszOémaparjat tartalmazta (5. A 4bra). A 2U°
kromoszéma hibridizaciés mintazata jellegzetes, pScl119.2 jelek vannak mindkét karon
terminalisan és egy szubterminalis Afa family jel talalhato a hossza karon. A 2U°
kromoszéma akrocentrikusabb a 3U° kromoszoémanal, ezért konnyen megkiilonboztethetok
egymastol annak ellenére, hogy a hibridizacios jelek hasonldk ezen a két kromoszéman. A
1564/08 szamt vonalat 6M" buza—Ae. biuncialis addicios vonalaként azonositottuk a FISH
mintazat alapjan (5. B abra). A 6M" szatellites kromoszoéman egy terminalis pSc119.2 és egy
szubtermindlis Afa family hibridizacids jel figyelheté meg a hosszl karon, mig a szatellitjén
egy gyenge ¢s nem mindig detektalhato Afa family hibridizaciés jel lathatdo. Ezen a
kromoszoman a NOR régioban egy ers pTa7l jel helyezkedik el. A 6M" kromoszoma
konnyen megkiilonboztethetd a tobbi szatellites Ae. biuncialis kromoszomatol (1U°, 5U° és
1MP) a FISH mintdzatok alapjan. A 33/01 azonositasi szdmu vonal 42 db buza kromoszomat
és egy 6U° kromoszomat tartalmazott (5. C dbra). A 6U° kromoszéma a legakrocentrikusabb
az Ae. biuncialis kromoszdmai koziil, melyen egy erds termindlis Afa family jel van a hosszi
karon, mig a rovid karon egy proximdlis Afa family hibridizacios jel helyezkedik el. Az
esetenként, a hossz karon interkalarisan megfigyelhetd pScl119.2 jel ezen a 6U°
kromoszoman nem lathato, de a kararanya megfelel a 6U kromoszomanak. A 1589/09 szamt
vonal 5U° 3U" és 7U° kromoszomékat, mig a 1581/09 szdmu vonal 5M°, 6M" és TM®
kromoszomakat tartalmaz a blza kromoszoémain kiviil (5. dbra D ¢és E). Az elébb felsorolt
kromoszomak FISH mintdzata megegyezik a korabban leirt mintazatokkal (Schneider-Linc és
mtsai, 2005; Molnar €s mtsai, 2011). A 49/00 azonositasi szamu vonal egy szubmetacentrikus
Ae. biuncialis kromoszémapart tartalmaz (5. F abra). A FISH vizsgélat soran nem volt
hibridizaciés jel lathatdé az Ae. biuncialis kromoszdémaparon a pScl19.2 ¢és Afa family
repetitiv DNS probakkal, ezért nem lehetett ezt az addicids vonalat azonositani (5. abra F). A
buza SSR markerek szelekcidja soran megfigyeltiik, hogy az Xgwm44 és Xgdm61 buza
mikroszatellit markerek specifikusak a 2M® és 3M" buza—Ae. biuncialis addicids vonalakra,
tovabba ez a kromoszoma specifikus sav megfigyelhetd volt a 49/00 szamu azonositatlan
addicids vonalban is (4. abra). Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a 49/00 szamu

buza—Ae. biuncialis addicids vonalban talalhaté Ae. biuncialis kromoszéma a 2M" és 3MP
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kromoszémakkal homeoldg szekvencidkat tartalmaz. A 49/00 vonalban taladlhaté Ae.
biuncialis kromoszéma azonositasahoz hibridizaciot végeztiink a (GAA), szatellit DNS proba
segitségével a 2M°, 3M" és a 49/00 szamu bluza—Ae. biuncialis addicios vonalakon. A (GAA),
probaval tortént hibridizacio alapjan kijelenthetjiik, hogy a 49/00 szamu vonalban talalhato
Ae. biuncialis kromoszoma kararanyai és (GAA), hibridizaciés mintazata megfelelt a 3MP
buza—Ae. biuncialis addiciés vonal 3M" kromoszomajanak (7. é4bra). Badaeva és mtsai
(1996a) megfigyelték, hogy a hibridizacids jelek mennyisége eltéré a 3M kromoszomén a
kiilonboz6 Aegilops génbanki tételek kozott, sét megfigyeltek olyan 3M kromoszomat,
melyen a hibridizacios jelek mennyisége nagyon kevés volt. Ez alapjan azt feltételezhetjiik,
hogy a 49/00 azonositasi szamu addicids vonalban az Ae. biuncialis kromoszomain a
pSc119.2 és Afa family repetitiv DNS szekvencidk mennyisége a kimutathatosdgi hatar ala
csokkent. Hasonlod repetitiv DNS szekvencia eliminaciot mar mas Triticum-Aegilops hibridek
utodaiban is megfigyeltek (Salina és mtsai, 2004; Baum ¢és Feldman, 2010).

A 49/00 szamu buza—Ae. biuncialis diszomas addicids vonal kaldsza kiilonbozott 2MP és 3MP
addiciok kalaszaitél (nem lathatdo a csatolt abrdkon). Az elébb felsorolt, Martonvasaron
eldallitott addicids vonalak kalaszai kiilonboznek egymastol attdl fliggden, hogy melyik Ae.
biuncialis kromoszOomat tartalmazzak. A 2U" addicios vonal kaldsza olyan jellegzetes
morfologiai jegyeket mutat, melyek alapjan szelektalhato és felszaporithato a tenyészkertben
és a fitotronban. A 7U° 5SU® és 3U° kromoszomdakat hordozd és a SM®, 6M° és 7TMP
kromoszdémakat tartalmazd vonalak kalaszai az Ae. biuncialishoz hasonlitanak (6. abra). Az
eldallitott addiciés vonalak utddait is megvizsgaltuk, hogy hordozzak-e az idegen
kromoszomakat (3. tablazat). Vizsgalataink soran megfigyeltik, hogy a 2U° buza—Ae.
biuncialis diszoméas addicids vonal stabil, az utddok 91%-a tartalmazza a 2U® Ae. biuncialis
kromoszomat (3. tablazat). Ezt az addiciés vonalat tenyészkertben ¢&s fitotronban is
szaporitjuk, igy a rendelkezésre all6 novények és szemek szama folyamatosan ndni fog. A
6M® diszomas addicids vonal egyetlen novényegyede sajnos steril volt, de ez a vonal még
létezik monoszémas addiciés vonalaként, melybdl kb. 80 ndvénnyel rendelkeziink. Ezek a
ndvények lehetévé teszik a 6M® diszomas addicio Gjboli szelekcidjat. A 6U° monoszomas
addicios vonal utddai nem tartalmaztdk a 6U° kromoszomat (3. tablazat). A 7U°, 5U° és 3U°
kromoszomakat hordozo és a SMP, 6M® és 7M" kromoszomakat tartalmazé vonalak nagyon
gyenge fertilitdssal rendelkeztek, mindkét névényen 1-1 szemet kaptunk, de a sziildpartnerek
lehetévé teszik, hogy Ujabb vonalakat valogassunk ki. A 7U° 5U° és 3U° kromoszomakat

hordozé vonal utdéda nagyon gyengén csirdzott, ezért nem lehetett a FISH vizsgalatot
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elvégezni ezen a novényen, mely késébb a vernalizacio soran elpusztult. A SM®, 6M" és 7TM”
kromoszomakat tartalmazd vonal utéddban a 6M° és TM® Ae. biuncialis kromoszOmakat
mutattuk ki FISH-sel (3. tablazat). A novény fitotronban torténd felnevelése jelenleg
folyamatban van. A 49/00 szam® addiciés vonal stabil, a tenyészkertben is felszaporitottuk,
ezért nagy mennyiségli novény és szem van ebbdl a vonalbol. Az elébb ismertetett
vizsgélataink is bizonyitjdk, hogy az addicids vonalak kivalogatasa hosszi folyamat, mely
soran tobb nemzedék szelekcidja és felnevelése sziikséges.

Az 11j addiciés vonalak kivalogatasaval kapcsolatos eredményekbdl a kézirat elkésziilt, melyet

a ’Journal of Genetics and Genomics’ c. folyoiratban szeretnénk publikalni (IF 2010: 1,494).

A palyazathoz kapcsolodo egyéb kutatasok soran elért eredmények

A Széfiaban eléallitott 2M*5(2A) bhaza—Ae. geniculata szubsztiticiés vonal azonositasa
FISH-sel

A Szoéfidban eldallitott buza—Ae. geniculata szubsztiticios vonal (Landjeva és mtsai, 2011)
FISH kariotipusanak elkészitését Martonvasaron Dr. Svetlana Landjeva bolgar kutatond egy
egylttmiikodési palyazat keretében végezte el. A fluoreszcens és genomi in situ hibridizacids
(FISH ¢és GISH) elemzés soran megéllapitottak, hogy a szubsztitucids vonalban valamely M#
genomhoz tartoz6 kromoszomapar a 2A blza kromoszémapart helyettesiti (Landjeva és
mtsai, 2011). A ?M#¥2A) szubsztiticios vonal eldallitdsdhoz sziildpartnerként hasznalt Ae.
geniculata vonal sajnos mar nem 4all rendelkezésre, igy a ?M#(2A) vonalban taldlhatd6 M?*
kromoszoma mintazatat nem lehetett a sziilOpartner de. geniculata vonal FISH mintazatahoz
hasonlitani. A szubsztituciés vonalban taldlhaté M?® kromoszoma FISH mintazatat
Osszehasonlitottuk a buza—Ae. geniculata addiciés sorozat M# kromoszémat tartalmazo
vonalainak FISH mintazataval. A 7M#(2A) vonalban taldlhaté M*® kromoszoma karardnya ¢€s
FISH mintdzata teljesen azonos volt a 2M® blUza—Ae. geniculata addicidos vonalban
megtalalhaté 2M® kromoszéma karardnyaval és FISH mintazatdval (8. abra). A vizsgalatok
tehat megerdsitik, hogy egy homeoldég kromoszomapart helyettesitd, kompenzalod tipusa
szubsztitaciot allitottak eld Bulgaridban. Ez a szubsztituciés vonal a jovoben hasznosnak
bizonyulhat a U ill. M genom specifikus markerek szelekcidja sordn, az egyes markerek
kromoszomalis lokalizacidjanak megallapitasakor.

A 2M#(2A) buza—Ae. geniculata szubsztiticios vonal eléallitasarol, molekularis citogenetikai
azonositasarol és fiziologiai tulajdonsagainak vizsgalatarol egy cikk megjelenés alatt van a
"Plant Breeding” c. folydiratban (IF 2010: 1,391), melyben a jelen OTKA palyazat

témavezetdje az egyik tarsszerzo.
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5. abra: A buza-Ae. biuncialis BC, és BC; generaciok fluoreszcens in situ hibridizacios (FISH) mintazata
kromoszoma preparatumokon a mitdzis metafazisaban. Az Ae. biuncialis kromoszoémakat nyilakkal jeldltik. Az
Ae. biuncialis kromoszomakat a jobb alsé vagy jobb felsé sarkokban kinagyitva lathatok. A: A 2U° buza—Ae.
biuncialis diszomas addiciés vonal FISH mintazata pSc119.2 (z6ld) és Afa family (piros) repetitiv DNS
probakkal. B, C: A 6M" diszomas és a 6U° monoszomas addiciés vonal FISH mintazata pSc119.2 (z6ld), Afa
family (piros) és pTa71 (sarga) DNS probakkal. D: Az 5U°, 3U° és 7U° kromoszomékat tartalmazo vonal FISH
mintdzata pSc119.2 (piros), Afa family (zold) and pTa7l (sarga) DNS probékkal. E: Az 5M°, 6M"° és TM®
kromoszémakat hordozé vonal FISH mintazata a pSc119.2 (piros) és Afa family (z6ld) DNS probakkal. F: A
49/00 azonositasi szamu buza—Ae. biuncialis diszémas addiciés vonal FISH mintdzata a (GAA). (piros) és
pTa71 (zold) DNS probakkal. Az Ae. biuncialis kromoszémapar egyik tagjanak FISH mintazata a pSc119.2, Afa
family (balra) és a (GAA), (piros), pTa7l (zold) (jobbra) DNS proba kombinacidkkal a jobb alsé sarokban
kinagyitva lathatok.
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N

Mv9kr1 Ae. biuncialis 2U &M 5U, 3U,7TU  5M, 6M, TM 3M mod.

6. abra: Balrol jobbra az Mv9krl buzatorzs, az Ae. biuncialis MvGB642 génbanki szamu tétel, a 2U°
és 6M" diszomas bUza—Ae. biuncialis vonal, az 5U° 3U°, 7U° kromoszomakat és az SM®, 6M°, 7TMP
kromoszomakat tartalmazo vonalak és a modosult 3M® kromoszomat hordozé 49/00 azonositasi szdmu
diszomas addicids vonal kalaszai.

1 U

biu49/00

7. dbra: A 2MP, 3M" és 49/00 azonositasi szamu bluza—Ae. biuncialis diszomas addicids vonalak 2M°,
3M® és azonositatlan Ade. biuncialis kromoszOmajanak fluoreszcens in situ hibridizacidés (FISH)
mintazata és grafikus dbrdzolasa egyedi szomatikus kromoszémakon a (GAA), mikroszatellit DNS
probaval. Az abran megfigyelhetd, hogy a 49/00 addiciés vonalban talalhatdé Ae. biuncialis
kromoszomak karardnya és FISH mintédzata a 3M® buza—Ae. biuncialis addiciés vonalban talalhato
3M" kromoszomak mintazataval egyezik meg.

Addicids Ae. biuncialis Rendelkezésre Rendelkezésre FISH-sel Ae. biuncialis
vonal kromoszoémak | allé névények allé szemek vizsgalt szemek | kromoszomak az
azonositasi az addicios szama szama szama addicios vonalak
szama vonalakban utddaiban
1575/08 2U" diszomas 25 175 34 91,17%
1564/08 6M° diszomas 1 0 0 0
33/01 6U° 1 100 39 0
monoszomas
1583/09 5U°, 3U°, 7U° 1 1 Nincs gyokér, Nincs gyokér,
nincs névény nincs novény
1581/09 5M®, 6M°, TMP 1 1 1 6M°, TMP
49/00 Modifikaldédott | Toébb, mint 300 To6bb, mint 70 99%
3M° diszomas 3000

3. tablazat: A buza—Ae. biuncialis hibridek BC, és BC; nemzedékébdl kivalogatott addicios vonalakon
veégzett FISH vizsgalatok osszefoglalasa tablazat formajaban.
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2mY(24) 2m?
szubsztitucio addicio

8. abra: A 2M® buza—Ade. geniculata diszoOmas addiciés vonal FISH mintazatanak
felhasznalasa a Szofidban, Bulgaridban eldallitott buza—Ae. geniculata 2M5(2A)
szubsztitucios vonal azonositasahoz. A hibridizacid a pSc119.2 (z6ld) és Afa family (piros)
DNS probakkal tortént. A 2M5(2A) szubsztiticiés vonal és a 2M?® addiciés vonal 2M?
kromoszomaja a jobb alsé sarokban kinagyitva lathat6, melyen megtigyelhetd a hibridizacids

jelek elhelyezkedésének azonossdga. [A jobb alsd sarokban a 2ME#(2A) szubsztiticid kinagyitott
kromoszoémajan (balra) a pSc119.2 DNS proba piros, az Afa family DNS proba zo6ld, mig a 2M® addicids vonal
kromoszomajan (jobbra) a pSc119.2 DNS proba z6ld, az Afa family DNS proba piros.]
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