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KECSKEBUZA FAJOK (degilops biuncialis és Ae. geniculata)
KROMOSZOMAIRA SPECIFIKUS MOLEKULARIS MARKEREK
KIFEJLESZTESE

SCHNEIDER ANNAMARIA, MOLNAR ISTVAN ES LANGNE MOLNAR MARTA

MTA Mezogazdasagi Kutatointézete, Martonvasar

Kisérleteink sordn célunk volt az Aegilops fajok U és M genom
kromoszémaira specifikus buza simple sequence repeat (SSR) markerek
kivéalogatasa. Vizsgélataink soran 6sszesen 119 db btiza SSR markert teszteltiink
az Aegilops biuncialis-on, az Ae. geniculata-n, 6t buza-Ae. biuncialis addicids
vonalon és a blza-de. geniculata addicidés sorozaton. A vizsgalt buza
mikroszatellit markerek 25,21%-a (30 db) mutatott eltéré hosszusagl, polimorf
savot az Ae. biuncialis-on a buzahoz képest. Ezen polimorf markerek koziil 3db
(10%) mutatott kromoszoma specifitast a buza-Ae. biuncialis és blza- Ae.
geniculata addicids vonalakon. Az Xgwm44 és az Xgdm61 markerek az Ae.
biuncialis 2M ¢és 3M kromoszomajara specifikusak. Az Xbarc184 primer
esetében az Ae. geniculata 7U kromoszoémajara specifikus savot figyeltiink meg a
7U buza- Ae. geniculata addicidés vonalon.

Kulesszavak: Aegilops biuncialis, Aegilops geniculata, addicidés vonalak,
buza SSR markerek, polimorfizmus

PRODUCTION OF MOLECULAR MARKERS SPECIFIC TO
CHROMOSOMES OF GOATGRASS SPECIES
(Aegilops biuncialis and Ae. geniculata)

A. SCHNEIDER, I. MOLNAR, AND M. MOLNAR-LANG

Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

The aim of the experiments was to select wheat simple sequence repeat
(SSR) markers specific for the U and M genomes of Aegilops species. In the
course of the work a total of 119 wheat SSR markers were tested on Aegilops
biuncialis, on Ae. geniculata, on five wheat—-Ae. biuncialis addition lines and on
an addition series of wheat—Ae. geniculata. Compared with wheat, polymorphic
bands of various lengths were detected on Ae. biuncialis for 25.21% (30) of the
wheat microsatellite markers. Three of these (10%) exhibited chromosome
specificity on the wheat—Ae. biuncialis and wheat—Ae. geniculata addition lines.
The markers Xgwm44 and Xgdm61 were specific to Ae. biuncialis chromosomes
2M and 3M. A band specific to the 7U chromosome of Ae. geniculata was
observed for the Xbarc184 primer on the 7U wheat—Ae. geniculata addition line.

Key words: Aegilops biuncialis, Aegilops geniculata, addition lines, wheat
SSR markers, polymorphism
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Bevezetés

Az Aegilops biuncialis Vis. (2n=4x=28, U°U°M"M") az Aegilops
nemzetségbe tartozo, allo-tetraploid, a termesztett buzaval kozeli rokonsagban
allo vad faj, amely egyes vonalai so- és szarazsagtiirk (Molnar et al. 2004), mig
mas vonalai kiilonb6z6 rozsda rezisztencia géneket hordoznak (1d. Schneider et
al. 2008). Az Aegilops fajokban fellelhet6 hasznos tulajdonsagok buzaba torténd
beépitésének egyik modja az addicids, majd transzlokacios vonalak l1étrehozasa.
Ezekben a genetikai alapanyagokban fontos az idegen kromoszomak és
kromoszéma szegmentumok nyomon kdvetése, melyre alkalmas modszer az in
situ hibridizacid. Az Aegilops fajok nagy genetikai valtozatossaga, azonban az
egyes kromoszomak fluoreszcens in situ hibridizaciés (FISH) mintdzataiban
nagy variabilitast, polimorfizmust okoz (Schneider et al. 2005). A nagyfoka
FISH polimorfizmus miatt az Ae. biuncialis kromoszémainak azonositasat
célszeri lenne molekularis (mikroszatellit, SSR) markerek segitségével
alatdmasztani.

Az SSR markereket sikeresen alkalmaztdk bliza genetikai térképek
készitésére (Roder et al. 1998, Pestsova et al. 2000, Somers et al. 2004). Az SSR
markerek széleskorii alkalmazasa ellenére az Aegilops fajok U és M genomjanak
kromoszomaira specifikus mikroszatellit markereket nem irtak le, ezért
kisérleteinkben célul tiztik ki U és M genom specifikus PCR-alapi SSR
markerek kifejlesztését. Eddig a termesztett buzan (Triticum aestivum L.
2n=6x=42, AABBDD) szamos kromoszoma-specifikus SSR markert irtak le
(Roder et al. 1998, Pestsova et al. 2000, Somers et al. 2004), melyek egy része a
termesztett buza és az Ae. biuncialis kozeli rokonsagabol addédoan az Ae.
biuncialis-on is ad savot. Kisérleteink soran célunk volt el6szor azoknak a
markereknek a kivalogatasa, melyek ez Ae. biuncialis-on polimorf sdvot adnak a
btizéhoz képest. Célunk volt tovabba a polimorf terméket adé markerek koziil
kivalogatni azokat, melyek kromoszéma specifikussagot mutatnak a buza-Ae.
biuncialis (Schneider et al. 2005) és a buza-Ade. geniculata (Friebe et al. 1999)
addiciés vonalakon.

Anyag és mddszer
Novényi anyagok

Mv9kr1 blzatorzs (Molnar- Lang et al. 1996)

Mv25 blzafajta

Aegilops biuncialis MvGB642 (Martonvasari Gabona Génbank)

Ae. geniculata MvGB613 és MvGB434

Buza (Triticum aestivum L. cv. Mv9 krl) -Ade. biuncialis 2M, 3M, TM, 3U, 5U addiciés vonalak
(Schneider et al. 2005) és két azonositatlan addicios vonal (49.001102 és 33.010130, késébbiekben
49-es és 33-as vonal)

Buza (Triticum aestivum L. cv. Chinese Spring) -Ae. geniculata addiciés vonalak (1U, 2U, 3U,
4U, 5U, 70, 1M, 2M, 4M, 5M, 6M és 7M; Friebe et al. 1999)
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PCR amplifikacio

A PCR reakciokat az Eppendorf Mastercycler (Eppendorf, Németorszag) PCR késziilék
segitségével hajtottuk végre a Nagy et al. (2003) altal leirt modon. A PCR terméket 1.5% -os
agar6z gélen futtattuk, a savokat etidium-bromidos festéssel vizualizaltuk. A géleket egy Syngene
G Box géldokumentacids rendszer (Syngene, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysdg) segitségével
fotoztuk le. A PCR reakciokat és a gélfuttatast harom ismétlésben végeztiik, hogy biztosak
lehessiink a polimorf savok jelenlétében ill. az egyes markerek kromoszoma specifitdsdban.

Eredmények

Kisérleteink soran 6sszesen 119 db buza SSR markert vizsgaltunk az Mv9
krl buzatorzson és az Ae. biuncialis-on. Jelen munka soran azt tapasztaltuk,
hogy a vizsgalt buza mikroszatellit markerek 50,42%-a (polimorf vagy nem
polimorf) adott PCR terméket az Ae. biuncialis-on. A 119 db marker koziil 49 db
(41,17%) nem mutatott polimorfizmust az Mv9 krl és az Ae. biuncialis kdzott.
A tesztelt 119 db marker koziil 30 db (25,21%) az Mv9 krl buzatorzson adott
savot, mig Ae. biuncialis-on nem keletkezett PCR termék. A vizsgalt buza SSR
markerek koziil 30 db (25,21%) adott PCR terméket a bluzan és az Ae.
biuncialis-on is, azonban a fragmenthosszuk kiillonb6zott. Ezeket az Ae.
biuncialis-on is terméket add polimorf markereket teszteltiik a bliza-Ae.
biuncialis 2M, 3M, 7TM, 3U, 5U és két ismeretlen addicios vonalon (Schneider et
al. 2005) és a buza-Ae. geniculata 1U, 2U, 3U, 4U, 5U, 7U, 1M, 2M, 4M, 5M,
6M ¢és 7M addicios vonalakon (Friebe et al. 1999). A 30 db polimorf és az Ae.
biuncialis-on is terméket ado primerparok kozil 3 db (10%) bizonyult
kromoszoma specifikusnak. A tobbi 27 db polimorf marker feltehetden nem a
2M, 3M, "M, 3U és 5U Ae. biuncialis kromoszomakon lokalizalhato, hanem
olyan Ae. biuncialis kromoszémakon, melyekbdl nem rendelkeziink addicios
vonallal. A vizsgalt 119 db biiza mikroszatellit marker koziil 10 db (8,40%) nem
adott savot sem az Ae. biuncialis-on sem a buzan.

Az Xgwmd4, a buza 7D kromoszomajara specifikus markerrel a buzara
jellemz6 176 bp hosszi (Roder et al. 1998) PCR termék mellett megfigyeltiink
egy, a buzara jellemz6 savnal kisebb fragmentumot a bliza- Ae. biuncialis 2M,
3M és 49-es azonositatlan addicios vonalain. Az Ae. biuncialis 2M, 3M és egy
ismeretlen kromoszoémajara specifikus marker savja kb. 150 bp hosszu (1. abra).
Ez a sav nem volt lathat6 a biiza-Ae. geniculata 2M addicios vonalon.

Az Xgdm61, (Pestsova et al. 2000) a buza 4D kromoszomajara specifikus
markerrel a buzara jellemzo 124 bp hosszt DNS fragmentum mellett egy a buza
PCR termékénél nagyobb DNS fragmentumot lattunk a biza-Ade. biuncialis 2M,
3M és 49-es azonositatlan addicios vonalain. Az Ae. biuncialis 2M, 3M és a 49-
es azonositasi szamu ismeretlen addiciés vonal kromoszoémajara specifikus
marker savja kb. 150 bp hossza (1. abra). Ez a sav nem volt megfigyelhetd a
blza-Ae. geniculata 2M addicids vonalon (1. bra).
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Az Xbarc184, (Somers et al. 2004) 7D és 4A kromoszéma specifikus
marker esetében a buzara jellemz6é sav mellett, amely kb. 200 bp hosszl, egy
nagyobb kb. 400 bp hossza DNS fragmentum jelent meg az Ae. biuncialis-on, az
Ae. geniculata-n és a buza-Ae. geniculata 7U addicioés vonalon. Az Xbarc184
markerrel kismértékli polimorfizmust figyeltink meg az Ae. biuncialis

MvGB642 és az Ae. geniculata MvGB613 és MvGB434 savhossza kozott (1.
abra).
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1. abra: Az Xgwm44, Xgdm6l és Xbarcl84 Aegilops kromoszoma specifikus markerek
savmintazata az MvO9krl (Mv9krl), Mv25 (Mv25) buza genotipusokon, az Ae. biuncialis
MvGB642 vonalan (biu642), a 2M, 3M, 7M, 3U, 5U ¢és két azonositatlan buza-Ae. biuncialis
addicidos vonalon (biu2M, biu3dM, biu7M, biu3U, biu5U, biud9, biud3) és a buza-Ae. geniculata
1U, 2U, 3U, 4U, 5U, 7U, 1M, 2M, 4M, 5M, 6M és 7M addicioés vonalakon (genlU, gen2U,

gen3U, gendU, genSU, gen7U, genlM, gen2M, gend4M, genSM, gen6M, gen7M). Az Ae.
biuncialis és az Ae. geniculata kromoszémaira specifikus savokat nyilakkal jeloltiik.

Kovetkeztetések

Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy az Xgwm44 és az Xgdm61
markerek az Ae. biuncialis 2M és 3M kromoszdémajara specifikusak, mig az Ae.
geniculata 2M addicids vonal esetében nem keletkezett PCR termék, tehat
polimorfizmus jelent meg az buza-Ae. biuncialis és a buza Ae. geniculata
addicids vonal kozott. A polimorfizmus okozoja valdsziniileg az Ae. biuncialis
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€s az Ae. geniculata genetikai variabilitasa, de nem kizart, hogy a buza-Ae.
biuncialis és buza-Ae. geniculata addicios vonalak eldallitasahoz hasznalt biza
genotipusok kiilonbozdsége (Chinese Spring és Martonvasari9 krl) is
befolyéasolhatja az eredményt. Kisérleteink sordn az Ae. biuncialis és az Ae.
geniculata kozott polimorfizmust figyeltink meg az Xbarc 184 markerrel (1.
abra), amely alatamasztja az Aegilops fajok egyes genomjainak nagy genetikai
variabilitasat, valtozatossagat.

A fenti eredmény is mutatja az SSR markerek nagy polimorfizmusat,
amely lehet6vé teszi a kiilonboz6 fajok rokonsagi viszonyinak elemzését. Az
Aegilops fajok kromoszomaira specifikus SSR markerek kivalogatasa lehetové
teszik az ezekkel a fajokkal 1étrehozott introgresszids vonalakban az U és M
genom kromoszoma fragmentumok pontosabb nyomon kovetését.

Koszonetnyilvanitas

Kutatasainkat a PD75450 sz. OTKA palyazat és az AGRISAFE 203288 sz. EU-FP7-
REGPOT 2007-1 palyazat tamogatta.
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