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BUZA és T.TIMOPHEEVII KROMOSZOMA POLIFORMIZMUS
VIZSGALATA MOLEKULARIS MARKEREKKEL

UHRIN ANDREA, LANG LASZLO, LANGNE MOLNAR MARTA ES BEDO ZOLTAN

MTA Mezogazdasagi Kutatointézete, Martonvasar

A Dbuza fontos agronémiai tulajdonsagai, elsésorban a betegségekkel szembeni
cllenallosdga javithato a vele rokon fajokkal végzett keresztezésekbél szarmazod
kromoszoma-transzlokaciok beépitésével. A Triticum timopheevii ssp. timopheevii értékes
rezisztenciaforras tobb, a buzat gyakran megfert6z6 gombabetegség ellen. Vizsgalataink
célja, hogy polimorf markereket talaljunk a buza és a T. timopheevii B és G kromoszomai
kozott, hogy azok segitségével a T. timopheevii kromoszomak kimutathatéak legyenek
buza hattérben. Kisérleteinkben a  Martonvéasaron eldallitott buza x T. timopheevii
hibridbdl szarmazd 6G/6B szubsztitiiciés vonalat (AMP12), két sziiléi buzafajtat (Mv14,
MIRS808), illetve egy Triticum timopheevii ssp. timopheevii genotipust vizsgaltunk 40, a
blza 6B kromoszémajara térképezett SSR markerrel. 40 tesztelt SSR marker koziil 10
mutatott egyértelmil kiilonbséget a 6G és 6B kromoszoma kozott. Nyolc marker nem
mutatott polimorfizmust a 6G/6B szubsztituciés vonalak és a buzafajtak kozott, harom
marker pedig harom kiilonbdzé terméket eredményezett a buzafajtak, a 6G/6B
szubsztiticids vonal és a T. timopheevii kdzott.

Kulcsszavak: 7. timopheevii, SSR marker, 6G/6B szubsztiticid

DETECTING CHROMOSOME POLYMORPHISM BETWEEN
T. AESTIVUM AND T. TIMOPHEEVII GENOTYPES USING
MICROSATELLITE MARKERS

A.UHRIN, L. LANG, M. MOLNAR-LANG, Z. BEDO

Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

Important agronomic traits of wheat, such as disease resistance, can be enhanced by
incorporating chromosome translocations from species related to wheat via crossing.
Triticum timopheevii ssp. timopheevii is a valuable source of resistance against several
fungal diseases that regularly attack wheat. The aim of this analysis was to find markers
that exhibited polymorphism between the wheat chromosome 6B and the 7. timopheevii
chromosome 6G. In this study, a 6G/6B substitution line (AMP12), developed in
Martonvasar from the wheat x T. timopheevii hybrid, and the parental wheat cultivars
Mv14 and MIR808 were analysed together with a Triticum timopheevii ssp. timopheevii
genotype stored in the Martonvasar gene bank, using microsatellite markers mapped to the
wheat chromosome 6B. Of the 40 SSR markers tested, 10 exhibited differences between
chromosomes 6G and 6B. Eight markers did not show polymorphism between the
substitution lines and the wheat cultivars. Three markers exhibited bands with three
different sizes between the wheat cultivars, the substitution lines and the genotype T.
timopheevii.
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Bevezetés

A buzaval keresztezhetd novényfajok hasznos forrasai lehetnek olyan
tulajdonsagoknak, amelyek jelentdsen novelik a buza alkalmazkodo képességét,
vagy felhasznalhatosagat. E jellemzok kozott kiilonds figyelmet érdemel a
kartevokkel-és korokozokkal valamint abiotikus tényezdkkel szembeni
ellenalloképesség. A Triticum timopheevii (Zhuk.) ssp. timopheevii tetraploid,
A'A'GG genomképlettel rendelkezé vad Triticum-faj, melynek kiilénbozo
vonalaival mar szamos btiza-T. timopheevii fajhibridet hoztak létre (Belea, 1986,
Jarve et al.., 2002). Lisztje jo siitdipari mindséggel rendelkezik, fehérjetartalma
magas (Zhukovsky, 1971, Tavrin, 1963). Belea (1961) Martonvasaron buza x T.
timopheevii hibrideket Aallitott eld, melyekb6l késébb 6G/6B szubsztitlicios
vonalakat hoztak létre.

Badaeva et al. (1991) vizsgalatai szerint a T.timopheevii és a T. aestivum
kozotti keresztezésekben az A' kromoszomak az A kromoszomakat, a G
kromoszémak pedig B homeoldg parjukat helyettesitik. A kiillonbdzo
blizagenotipusokkal végzett T. timopheevii keresztezésekben a 2B/2G, 6B/6G és
2A/2A" szubsztituciok fordulnak eld a leggyakrabban.

A C-savozassal kapott eredmények alapjan ezekben a keresztezésekben az
egyes kromoszdémaszegmensek transzlokaciéja helyett inkabb a teljes
kromoszoma szubsztiticio a gyakoribb (Badaeva et al. 1991). Jarve et al. (2000)
RFLP és mikroszatellit analizissel kimutattak, hogy az eldzetes, Badaeva et al.
altal végzett C-sdvozas eredménye ellenére nem teljes 6B/6G szubsztitucio,
hanem 6G transzlokacié talalhaté egy olyan genotipusban, melyben késGbb
azonositottak a lisztharmat rezisztenciat okoz6 dominans Pm27 gént.

A T. timopheevii ssp. timopheevii értékes rezisztenciaforras a szarrozsda
(Puccinia graminis), levélrozsda (P. triticina), lisztharmat (Blumeria graminis)
¢és kiilonféle tiszoggombafajok ellen (Mclntosh és Gyarfas, 1971). Allard és
Shands (1954) kiemelked6 szarrozsda ellenallésaggal bird tavaszi biiza torzseket
allitott eld a T. timopheevii-vel valo keresztezésekb6l. Mclntosh és Gyarfas
(1971) harom, T. timopheevii-bdl szarmaz6 szarrozsda rezisztenciagént
azonositott (Sr36, Sr37 és egy nem megnevezett harmadikat). Az Sr36 génnel
kapcsoltan 6roklédik a Pm6 lisztharmat-rezisztenciagén. Ujabb, a baza 7A
hossza karjara transzlokalodott dominans lisztharmat rezisztenciagént (Pm37)
azonositottak a 7. timopheevii ssp. armeniacum-bol Perugini et al. (2008).

A Belea (1961) altal eldéallitott hibridek 6G/6B szubsztiticidos utddai
(martonvasari nyilvantartasunkban az AMP12 néven szerepel) rezisztensnek
bizonyultak a levélrozsda és a lisztharmat fert6zések ellen.

Munkank célja, hogy e buza x T. timopheevii hibridek utédaiban a T.
timopheevii kromoszoémakat nyomon kovethessik a 6G kromoszémara
specifikus molekularis markerek segitségével.
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Anyag és modszer

A Martonvasarott eléallitott 6G/6B szubsztiticiés vonalat (AMP12) vizsgaltuk, ami a
Fleischmann 481/Triticum timopheevii amfiploid (Belea, 1961) Mironovszkaja 808 és Mvl14
buzafajtakkal visszakeresztezett 42 kromoszomaszamu, lisztharmattal és levélrozsdaval szemben
rezisztens utdoda. Ez a vonal a biza 6B helyett a 7. timopheevii 6G kromoszoémajat hordozza
(Langné Molnar et al., 1996). Molekuléris markerekkel végzett tesztjeink tovabbi ndvényi anyagai
a Mvl14 és Mironovszkaja 808 buzafajtdk, valamint a martonvasari génbankban tarolt Triticum
timopheevii ssp. timopheevii var. timopheevi genotipus. Ezek a ndvények a sziilok genotipusat
képviselték.

A vizsgalatban hasznalt molekularis markerek Somers et al. (2004) valamint Roder et al.
(1998) altal térképezett wme, gwm, barc, cfd és gdm markerek voltak.

Osszesen 40, a buiza 6B kromoszéméjara térképezett mikroszatellit markert teszteltiink. 14
napos novénykékbol izolaltunk DNS-t a DNeasy® Plant Mini Kittel (Qiagen). Felhasznalasukig —
20°C-on taroltuk a mintdkat. A PCR reakciokat a Veriti 96 Well Thermal Cycler-ben (Applied
Biosystems) végeztiik. A PCR reakciokban hasznalt master mix végtérfogata 25 pl volt, amely 2
ul 20 ng/pl koncentracidjit DNS oldatot, 5 ul 10x Mg-nélkiili PCR puffert, 2,5 ul 25 mM MgCl,
oldatot, 0,4 pl 2,5 mM dNTP-t, 0,3 pl mindkét 0,2 pg/pl primerbél, 14,4 pl steril MilliQ viz és
0,1ul 5 U/ul Taq DNA polimerazt (GoTaq®) tartalmazott. A felszaporitott termékeket 2,2 %-os,
etidium-bromiddal festett agar6z gélen valasztottuk el. A gélen futtatott, elvalasztott termékek
mintazatat Bio-Rad Fluor — S™ Multilmager szkennerrel rogzitettiik. A PCR reakciok a kdvetkezd
ciklusokbol alltak: 94°C-3 min, 45 ciklus (94°C-1 min, 54-61.5°C-1 min, 72°C-1 min) és 72°C-10
min. A cfdl és cfdl3 marker esetében a ciklusok a kovetkezdek voltak: 94°C-5 min, 30 ciklus
(94°C-0.30 min, 60°C-0.30 min, 72°C-0.3 min) és 72°C-10 min.

Eredmények és kovetkeztetések

A buza 6B kromoszomajanak rovid karjara, hosszl karjara és centroméra
régidjara térképezett markereket teszteltiink. Vizsgalataink eredményei szerint a
MIRS808 és az Mv14 kozott egyetlen esetben sem talaltunk kiilonbozoséget.
Negyven tesztelt marker koziil tiz mutatott polimorfizmust a 6G és 6B
kromoszomak kozott. Ezek az SSR markerek a kovetkezoek: barc198, barc24,
gdml13, gwm132, gwm219, gwm508, gwm626, wmc104, wme539, wmce417.(1.
abra).

A markerek koziil nyolc (barc127, barc76, wmc756, wmc397, wmc494,
wmc726, wmc748, wmc79) nem mutatott specifikus kiilonbséget a buzafajtak és
a 6G/6B szubsztituciot hordozo vonal (AMP12) kozott, viszont eltéré méreti
terméket adtak (vagy nem volt termék) a 7. timopheevii mintakban (2. abra).
Polimorfizmust mutattak tehat a 7. timopheevii illetve a buzafajtdk és a blza
hatter(i szubsztiticids vonalak kozott.

Harom SSR marker (barc146, gwml91, gwm518) harom kiilonb6z6
méretll terméket eredményezett a két buzafajtanak, a 6G/6B szubsztituciot
hordozé vonalnak (AMP12) és a T. timopheevii-nek megfeleléen (3. abra). A
tobbi SSR marker altal felszaporitott termékek kdzott vagy nem volt kiilonbség
agar6z gélen vagy nem ment végbe a reakcio.
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1. dbra. A barc539 markerrel kapott mintazat. 1, 2, 3-T. timopheevii; 4, 5, 6, 8-
AMP12; 7-,false” AMP12; 9-Mv14; 10-MIR808. A nyil a 220bp méretii, buza
6B kromoszomara specifikus jelet jeldli.

"
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2. abra. A wmc419 markerrel kapott mintazat. 1, 2, 3-7. timopheevii, 4, S, 6-
AMP12; 7-,,false”AMP12; 8-Mv14; 9-MIR808. A nyil a 200bp méretii, buza 6B
kromoszomara specifikus jelet mutatja. A ,,false”AMP12 ¢s az AMP12 mintak
esetében a termék szintén 200bp nagysagu.
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3. abra. A gwm518 markerrel kapott mintazat. 1, 2-7. timopheevi; 3, 4-AMP12;
5-,false’AMP12; 6-Mv14; 7-MIR808. A buzafajtak és a ,false”’AMPI2
mintakban 200bp, az AMP12 mintdkban kettés jelet (180+200bp), a T.
timopheevii mintakban pedig 100bp nagysagu terméket ad.

A mintak egyike, a ,,false” AMP12 minden egyes tesztnél ugyanazt az
eredményt adta, mint az Mv14 és a MIR80S, tehat e novénybdl feltehetdleg
eliminalédott a 6G kromoszoma. A buzafajtadk és a 6G/6B szubsztitlicios
vonalak kozott kiilonbséget nem mutatd, a blza-szubsztiticiés vonal-T.
timopheevii  kozott harom  kiilonb6z6 jelet add markereket tovabbi
vizsgalatoknak vetjiik ala.
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Részletesebb kiértékelés, elvalasztds érdekében az eddig agardz gélen
szétvalasztott, polimorfizmust nem mutatd termékeket poliakril-amid gélen
vizsgaljuk tovabb.

Koszonetnyilvanitas

A kutatasokat az OMFB 00515/2007 valamint az AGRISAFE 203288 sz. EU-FP7-
REGPOT 2007-1 palyazat tamogatta.
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