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A sarga pigment tartalommal 6sszefiiggé molekularis markerek azonositasa 6szi durum
bazéban (Triticum durum, Desf.)

T038044 sz. Tematikus OTKA palyazat zardjelentése
Futamidé: 2002-2005

Bevezetés

A durum buza a vildg masodik legnagyobb terlileten termesztett Triticum faja (Bozzini 1988),
vilagszerte a széraztésztagyartas legfontosabb alapanyaga. A durum dara, az Un. szemolina
jellegzetessége, hogy nagy mennyiségti sarga pigmentet (karotinoidokat) tartalmaz, ami a
tésztakészitési- és fozési tulajdonsagokat nem, vagy csak igen kis mértékben befolyasolja,
ugyanakkor a tojas felhasznalasa nélkil készitett tészta esztétikai értékét, szalmonella
mentességét, tarolhatosagat és ezen keresztll értékesithetéségét, exportalhatosagat alapvetéen
meghatarozza. A palydzat idétartama alatt célunk az 6szi durum blza sarga pigment
tartalmaval 6sszefuiggé molekularis markerek azonositasa volt. Kutatasaink elsésorban olyan
PCR alapu markerek felderitésére irdnyultak, melyek lehetévé teszik nagy mennyiségii torzs
rovid id6 alatt torténo vizsgalatat.

Az 4szi durum buzafajtak

A jelenleg Magyarorszéagon is termesztett, a hazai nemesitésti kenyérblza fajtadkéhoz hasonlo
hidegtiirésti, valddi 6szi durum buzafajtak kialakulasa interspecifikus hibridizaciora vezethet6
vissza. Az 1930-as években a volt Szovjetunidban elinditott programban Triticum aestivum
fajtdkkal létrehozott kombinacidkbdl botermo, télalld fajtdkat nemesitettek. E program
eredmeényeként szlletett meg a megdélés-ellenallo, bétermd Parusz fajta (Dorofejev, 1987),
amelyet a legtobb 6szi durum bldzanemesitési programban forrasként hasznéltak. A jelenleg
elismert hazai, valddi 6szi tipust fajtak egy része az ebbe a fajtakdrbe sorolhatd forrasok
génjeit hordozza (Beke és Matuz 1996, Szunics et al. 1998). Emlitésre méltd, hogy a szovjet
kutatokkal egyidében, az 1930-as években a magyar Veneny Lajos is végzett hasonld
keresztezéseket (Szunics, 1986) azonban e programbol termesztett fajta nem szlletett. A
szdmos kedvezé irdnyu valtozas mellett kedvezotlen mellékhatasként jelentkezett a durum
buzéara eredetileg jellemzé technoldgiai mindség megvéaltozasa, ami elsésorban a séarga
pigment tartalom csokkenését jelentette.

A sérga pigment

A durum b0zabdl készitett szaraztészta sarga szinének Kkialakulasat két f6 tényezo
befolyasolja: a szemolina genetikailag determinélt minésege és a tésztagyartas technologiaja.
A genetikailag meghatérozott tulajdonsagok kozott elsé helyen taldlhatd a sarga pigment
tartalom (Borrelli et al. 1999), amely kilénleges szerepet tolt be a durum buza technolégiali
minésitésében. Dexter és munkatarsai (1981) vizsgalatai alapjan kdzvetlen dsszefliggés sem a
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tésztakészitesi,
felhasznaléasra termesztett durum buza legfontosabb értékmérgje.

sem a f6zési tulajdonsdgokkal nem mutathatd ki mégis a tésztaipari

A novényekben talalhatd pigmentek egyik legfontosabb és legnagyobb szamu csoportjat
alkotjdk a karotinoidok. Az e csoportba tartozd vegyuletek élettani funkcidja kettds: 1.
fotoszintézis folyamataban a napfény hasznositdsdnak kiegészit6 molekuldi és 2. a
fotooxidativ kéarositast gatoljak (Demming-Adams et al. 1996). A karotinoidok masik
lényeges feladata az idegentermékenyilé novényfajokban a virag szinének élénkebbg,
attraktivva tétele a beporzést végzé allatok figyelmének felkeltésére. A legtobb virag és
termés narancsszint, sarga és voros szinezédese a kromoplasztban raktarozott karotinoidok
miatt alakul ki. A novényi zo6ld szinti szovetek jelentés mennyiségi [B-karotint és
xanthofilleket (lutein, violaxanthin, neoxanthin) tartalmaznak (Gross 1987 és 1991). Bar a
karotinoidok jelenléte a ndvényi szovetekben mar kdzel egy évszézada ismert (Tswett 1911),
minddssze az elmuilt masfél évtized hozott igazi tudomanyos Aattorést a szinanyagok
bioszintézisének pontos meghatarozasaban (1. abra). (Sandman 1994, Armstrong és Hearst
1996).
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1. dbra A karotinoid szintézis lépései névényekben (Hirschberg et al.

1997)



A blzaban talalhatd sarga szinanyag kutatdsa a mult szazad elsé felére nydlik vissza. Markley
és Bailey (1935) a sarga szinért felelés molekuldk kozil legnagyobb jelentéséget a
xanthofillnek és észtereinek tulajdonitotta. Zechmeister és Cholnoky (1940), magyar
blzalisztet vizsgalva kizarolag a lutein (xanthofill tipusd molekula) jelenlétét mutatta Ki.
Lepage és Sims (1968) a Mindum kanadai tavaszi durum pigment tartalmat elemezve
megallapitotta, hogy a sarga szinanyag 84,8%-at szabad lutein, fennmaradd reészét pedig e
vegyllet észterei alkottak.

Az 1. tdblazatban van den Berg és munkatarsai (2000) kozlése, valamint sajat méréseink
alapjan dsszehasonlitasul ismertetjiik néhany névényfajban és a durum blza szemtermésében
kimutathat6 lutein mennyiséget.

1. tablazat Kilénbdz6 ndvényfajok lutein tartalma

NOvényfaj Lutein, mg/kg
Séargarépa 0-20,97
Paradicsom 0,44-7,40
Spenot 20,47-203,00
Brokkoli 8,30-43,00
Salata 0,73-45,37
Oszibarack 0,09-1,20
Durum buza 3,84-10,25

A lutein humén vonatkozéshan is jelentés karotinoid szarmazék, melynek az utdbbi idében
kiemelked6 jelentéséget tulajdonitanak a taplalkozaskutatdk. Alves-Rodrigues és Shao (2004)
a 173 luteinnel kapcsolatos kdzlemény alapjan elkészitett dsszefoglaldja szerint e molekula
tobb ponton fejti ki jotékony hatdsat az emberi szervezetben. A lutein alapvet6 dsszetevéje a
retina kozéps6 teruletén elhelyezked6 szem sargafoltjanak (macula lutea), ahol a
zeaxanthinnal egyutt elnyeli a szem ideghartyajat karosito kék fényt, és ezzel megakadalyozza
a szovetek elfajulasat, valamint lassitja a szem Oregedésével kapcsolatos betegségek (age-
related macular degeneration=AMD, sziurkehalyog) kialakuldsat. Az érelmeszesedés
folyamatanak lassitasaval hozzajarul a sziv egészséges allapotanak megérzéséhez. A bérben
csokkenti az UV sugarzas karos hatasat.

A sarga pigment tartalom genetikailag jol determinalt tulajdonsdg. Braaten et al. (1962) a
heritabilitasi értékszamat 72-96% kozott, Lee et al. (1976) 79%-ban hatarozta meg. Johnston
et al. (1983) altal vizsgalt populécidk esetén a ugyanez az érték 31 és 69% kozotti, azonban a
pigment tartalom alapjan jobban eltér6 szilokkel létrehozott kombinécidknal 66 és 69% volt.
Valamennyi fent emlitett szerzé egyetért abban, hogy a sdrga pigment tartalmat additiv
génhatasok befolyasoljak és mar a korai utddgeneracidkban sikeresen elvégezheté a



transzgressziv egyedek szelekcidja. A nagy heritabilitasi értékszam egyben azt is mutatja,
hogy a tulajdonsag oligogénesen és minddssze néhany allél altal determinalt. A kezdeti
genetikai kutatasok eredményei a sargapigment-tartalmat meghatarozd géneket a 2A és a 2B
kromoszéman lokalizaltak (Joppa és Williams, 1988). Késobbiekben Cenci et al. (2004) e
kromoszomakon térképezték a karotinoid bioszintézis korai szakaszdban mikddo C-karotin-
deszaturaz enzim termelését kddolé szekvenciat. Elouafi et al. (2001) DNS szintti vizsgalata
azonban a 7BL és 7AL kromoszomakaron mutatott ki a sargapigment-tartalmat meghatarozé
régiokat. Kenyérbuzaban a 3A és 7A (Parker et al. 1998), illetve a 3B és 7A (Mares és
Campbell 2001) kromoszéman azonositottak a karotinoid-tartalmat befolyasolé QTL-eket
(Quantitative trait loci = mennyiségi tulajdonsagokat meghatarozé lokuszok). A felsoroltakon
kivil a karotinoid bioszintézisben szerepet jatsz6 enzimeket kodolé6 BAC (bacterial artificial
chromosome=mesterséges baktéridlis kromoszoma) olyan kldnokat azonositottak, melyek a
4A, 4B, 5A és 5B kromoszomékrdl szarmaz6 szekvencidkat tartalmazzdk. A 4-es
kromoszéma csoporton a fitoén-deszaturdz (PDS), mig az 5-6s6n a fitoén szintdz (PSY)
termelését szabalyoz6 gének lokalizalodnak (Cenci et al 2004). Zhang et al. (2006) a korabban
felsoroltak mellett az 1B és a 6A kromoszoman is azonositott a szemolina sargapigment-
tartalmaval 0Osszefiggé QTL-t. Mint az a felsorolasbdl Kittinik, szinte valamennyi
kromoszéman talalhatd olyan DNS szekvencia, amely a karotinoid bioszintézisben mk6do
enzimeket kodol.

Az utobbi néhany évben a novényi kutatasok teruletén is teret nyertek az 0j DNS-szinti
molekularis vizsgalati modszerek. A palyazat elkészitésekor még ismeretlen, vagy csak igen
szilk korben hasznalt eljardsok napjainkra mar a mindennapi munka részévé valtak. A
mikroszatellit markerek mar lehet6séget biztositanak a keresett tulajdonsaggal kapcsoltan
0roklédo szekvencidk kromoszéméhoz kotheté azonositasdra. Az AFLP markerekkel
kordbban nem tapasztalt mennyiségi polimorfizmus detektélasa lehetséges. A kulonbdzo
kutatohelyeken létrehozott BAC kldnkdnyvtarak széleskoriien felhasznédlhatok a genetikai
tulajdonséagok vizsgalatara. A Iétrehozott hatalmas adatbazisok, melyek a vilag minden tajarol
szdrmazo informaciot szintetizaljak kivalo tarhazat jelentik az in silico kutatdsoknak. A
tématerv elkészitésekor e mddszerek szamunkra még elérhetetlenek voltak, igy realisan ezekre
nem is alapozhattuk a kutatasainkat. Ezért a durum sargapigment-tartalmaval kapcsoltan
oroklédé molekularis markerek azonositasara az egyesitett hasadd utdéd analizis (bulked
segregant analysis, tovabbiakban BSA) technikgjat vélasztottuk. Michelmore et al. (1991)
altal kifejlesztett eljaras a kvantitativ oroklédésti genetikai tulajdonsagokhoz kapcsolt
molekularis markerek azonositasanak gyors és egyszerti médszere. A metddus lényege, hogy a
vizsgélat targyat képezo tulajdonsagban egyértelmiien eltéré hasado utédokbdl két csoportot
képzlnk: egy nagy és egy kis értékkel jellemezhet6t. Az e két csoportba sorolt egyedek
genetikai anyagat elegyitjik, igy csoportonként egy-egy mintdt készitlnk. Ezutan a
kivélasztott tipusu molekularis markereket minddssze e két minta vizsgalataval keressiik



(Quarrie et al. 1999). Bulzaban elsésorban kilonb6zé korokozokkal és kartevokkel szembeni
rezisztencia (Hartl et al. 1995, William et al.1997,Chague et al. 1999, Lazar et al. 1995) és
néhany technoldgiai minésegi tulajdonsdg molekuléaris markerét azonositottdk (Prasad et al.
1999, Parker et al. 2000).

Kozonséges- és durum buzaban kordbban, vagy a palyazat idészaka alatt tobb, a
sargapigment-tartalommal kapcsolt molekularis markert azonositottak. A témavalasztasunk
id6szertiségét alatamasztja, hogy ezek tobbségének kozlésére az utdbbi 6t évben kerllt sor. A
kordbban mér emlitett munkajaban Parker et al. (1998) a kézdnseges buza lisztjének szinével
kapcsolt AFLP markereket azonositottak, melyeket késébb a markerszelekciora alkamas STS
markerré alakitottak at (Parker és Langridge 2000). Santra et al. (2000) durum buzaban az
UBC 8071000 €s az OPK 02530 marker és a -karotin tartalom kdzott mutatott ki korrelaciot.
Az altaluk vizsgalt, két tavaszi durum blza szulé keresztezésével elGallitott populaciéban a
két markerrel a teljes variancia 50,6%-at ertelmezték. Elouafi et al. (2001) 114 interspecifikus
keresztezésbol szarmazd rekombindns beltenyésztett torzs (Recombinant inbred line=RIL)
molekularis elemzésével a 7B kromoszoma hosszu karjan talalhatd Xgwm344 mikroszatellit
és a sargapigment-tartalom kozott szoros kapcsoltsagot mutattak ki, mellyel a teljes variancia
53%-at tudtak magyarazni. A 7A kromoszoman azonositott, valamint két masik, kisebb hatasu
QTL-lel tovabbi 13% és 6%-0s hatast szamitottak. Hessler et al. (2002) a Jennah Ketifa és a
Cham 1 durum buzafajtak keresztezéséb6l szarmazd utddtorzsekben a sargapigment-tartalom
teljes varianciajanak 10,4%-at magyaraztak az 5A kromoszdémara térképezett Xbcd926 RFLP
marker jelenlétével. A szemolina szinével dsszefliggé kutatasoknak kilon fejezetet szentel a
bluza markerszelekcidjaval kapcsolatos eredményeket 6sszesité honlap, a MASWheat
(http://maswheat.ucdavis.edu/protocols/Color/index.htm). Az utébbi években felgyorsult
kutatdsok ellenére, 6szi durum blza kombinaciok esetén hasonld vizsgélatot tudomasunk
szerint még nem végeztek.

Anyag és modszer

El6kisérletek eredmeénye és a kordbbi években elvégzett sargaindex mérések alapjan két, az
adott tulajdonsagban jelentés mértékben eltér6 sziulével — PWD1216 és MvTD10-98 — (2.
tablazat) utédpopuléciot hoztunk létre, melyb6l a péalydzat idotartama alatt 98 kiegyenlitett
torzset alakitottunk ki. A Kkeresztezést még a pélyazat kidolgozésdnak megkezdése elétt
elvégeztik.

2. tablazat. A sziil6fajtak sargaindexe.
Martonvasar, 1999-2005

Sargaindex

Y
SzUlé | Torzs 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | étlag

Anya PWD1216 27,41 | 30,22 | 25,98 | 28,04 | 28,01 | 29,49 | 27,40 | 28,08

Beporz6 |MvTD10-98 | 16,87 | 21,73 | 18,46 | 19,89 | 20,16 | 21,19 | 18,42 | 19,53




A kombinacid F2 generécidjdnak ndvenyeit Uveghazban felneveltiik, majd a palyazat éveiben
a kalaszutddokbdl kialakitott torzseket szantofoldi kisérletbe allitottuk. A ndvénynevelés célja
Kizar6lag a sargaindex méréshez szlikséges mennyiségii szemtermés eléallitasa volt. A
Kisérleti tabla 6sszel 60+60+60 kg/ha NPK hat6anyagu tapanyag utanpotlast kapott, amit
tavasszal tovabbi 60kg/ha N fejtragyaval egészitettiink ki. A vetés minden évben oktdber elsé
dekédjéban tortént. A parcelldkat kizarolag a rovarkartevokkel szemben védtik, fungicides
kezelést nem alkalmaztunk. A teljes érést kdvetéen a kalaszokat kézzel gyajtottik be, majd
kalaszcséplovel csépeltik.

A sarga index méréséhez sziikséges szemolina eléallitdsdhoz az MSZ-08-0700-84 szabvany
eléirasai alapjan elokészitett, 16%-0s nedvességtartalomra kondicionalt durum buza mintakat
Vasiljevic et al. kozlése (1977) nyoman atalakitott Brabender Junior labormalmon 6roltik. A
korpa elvélasztasat, valamint a szemcseméret szerinti szepardlast az M041623 sz. OTKA
Miuszerpalyazat tamogatasaval beszerzett Chopin szemolina tisztitoval végeztik. A tovabbi
vizsgalatokhoz korpaszennyezédéstl mentes frakciot hasznaltuk.

A sargaindex mérést Minolta CR-300 késziilékkel (Minolta Camera Co., Ltd, Osaka, Japan),
tristimulusos szinméréssel végeztiik. A késziilék 6 szilikon alapu fotocellat tartalmaz, amelyek
kdzil harom a kibocsatott, harom pedig a visszavert fenyt érzekeli és a voros, zold, valamint a
kék fény primér stimulusat detektalja. A statisztikai szdmitasokhoz a készllék &ltal mért b*
értéket hasznaltuk (=sargaindex). A vizsgalatot harom ismétlésben végeztik.

A molekuléris vizsgalatokhoz eredeti terviink szerint a kombinécié F, utodait (veghézban
elvetettiik és a ndvenyekb6l DNS-t izolaltunk. A tobb éves szantofoldi kisérletek eredménye
alapjan azonban a kulénb6z6 generaciok sargaindexének gyenge 0Osszefliggése miatt
szllkségessé valt a DNS ujboli izolalasa, ami Fg generacioban megtortént. A 2004. és 2005.
évi Minolta kromaméterrel elvégzett mérés eredménye alapjan kivalasztottuk azt a 10-10
legnagyobb és legkisebb sargaindexii utddot, melyek mindkét évben szélsoséges értékiiek
voltak. Ezek DNS-ét elegyitve két bulk DNS mintat alakitottunk ki és a tovabbiakban e két
minta felhasznalasaval Kkerestiik a polimorfizmust mutat6 DNS szakaszokat RAPD
technikaval. A polimorfizmust mutatd markereket el6szor a bulk mintak 0Osszetevéivel
teszteltlik, majd a sargaindexszel kapcsoltan szegregalokat a sziil6fajtakkal egyutt 6sszesen
100 genotipuson teszteltik.

A DNS izolalast az F, generacidbdl Ravenel Specialities (Seneca, SC, USA) extraktorral,
CTAB modszerrel, az F¢ generaciobél Qiagene DNEasy Plant Mini® DNS izolalé kittel
vegeztik. Az izolalt DNS-oldatok koncentraciojat Hoefer gyartmanyd TKO 100 Mini-
Fluorometerrel (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA) hataroztuk meg.

A specifikus termékek felszaporitdsa PTC-100 (MJ Research, Waltham, MS, USA) tipusl
PCR készlléken tortént. A laboratoriumi Kisérletekben 520 Operon primert hasznaltunk
(OPA-OPZ sorozat).



A reakcios elegy osszetétele egy reakciora szamolva:

Master mix:

- steril MilliQ viz ~ 13,00pl
- puffer 4,40ul
- MgCl, 2,00ul
-dNTP 0,16pl
- primer 2,50ul

- Tag-polimeraz 0,14ul

A PCR reakciohoz a kovetkez6 keveréket hasznaltuk:

Master mixbdl 19,5ul

DNS 2,5ul
A reakcios elegyet egy csepp asvanyolajjal lefedtiik és elinditottuk PCR programot (94°C 1';
36°C 1% 72°C 1' 36 cikluson keresztul; 72°C 6'). Az amplifikalt produktumokat 1,2%-0s
agardz gélen elektroforézissel valasztottuk szét és etidium-bromidos festéssel tettiik lathatdva
az egyes savokat. A mikroszatellit és AFLP markereket Li-Cor 4300 DNA Analyzer
készllékkel detektaltuk.

A sargaindex adatok statisztikai kiértékeléset kéttényezos varianciaanalizissel (Breeder
programcsomag/Statistics modul, MTA Mezégazdasagi Kutatdintézete, Martonvasar), a
technoldgiai és a markeres adatok 6sszehasonlitisat Statistica 6.0 szoftverrel (StatSoft, Tulsa,
OK, USA) végeztik. A tobbvaltozos elemzésekhez a két évben mért adatok atlagértékeit
hasznéltuk.

Eredmények

Sargaindex technolégia vizsgalata

Harom egymast kovetd évben (2003-2005) szantofoldi Kisérletbe elvetettik a
PWD1206/MvTD10-98 keresztezési kombinacidbdl létrehozott torzseket. A harom esztend6
idojarasa jelentésen kulonbozott. A 2002/2003 tenyészidészak sokaig emlékezetes marad a
gabonatermesztok szamara, hiszen a szokatlanul hideg telet kdvetéen a korai felmelegedés,
majd rendkivili aszaly sanyargatta a novényallomanyokat. A rendkivili kériilmények miatt
szerencsésnek mondhatd, hogy a kovetkezé évi kisérlet bedllitasahoz elegendé vetémagot
tudtunk felszaporitani. Az alloméany hianyosan telelt at, sok térzsbél minddssze néhany egyed
élte tul a telet. A megmaradt torzsek mindségvizsgalatat elvégeztik, de a kapott eredmények
irredlisnak bizonyultak, igy a 2003. évi eredményeket nem tudtuk felhasznalni statisztikai
elemzésre. A 2003/2004. évi tenyeszidészak gyokeres ellentéte volt az ezt megel6zének. Az
idoéjaras, mintha csak karpotolni akarna a gabonatermesztéket, a durum buza fejlodéséhez
optimalis kortilményeket biztositott. Az atlagos telet kdvetéen a vegetacios idészakban sok
csapadék hullott, de az érés soran mar kevesebb es6 esett. A 2004. év az utdbbi 15 évben
rekordnak szamitd blaza termésmennyiségérél marad emlékezetes. Kisérletiink névényei is az



optimalis koriilmények kozott, megfelel6 fejlettségliek és egészségesek voltak, igy a terméshél
elvégezhettiik a sargaindex mérést. A 2005. esztendé az el6z6hdz hasonldan indult, azonban a
kdzvetlenll aratas el6tt bekdszonto csapadékos idéjaras jelentésen rontotta a buza és a durum
blza termésével kapcsolatos varakozasokat. Kisérletlinket sikeresen learattuk, a sargaindex
mérés a torzsek termésébsl megtortént. Igy a statisztikai értékeléshez két tenyészidészak
adatat (2004. és 2005. év) hasznaltuk fel. Az adatok leird statisztikajat a 3. tablazatban
mutatjuk be.

3. tAblazat Oszi durum buzatorzsek évenkeénti leir6 statisztikaja
Martonvasar, 2004-2005

Tulajdonsag 2004 2005 2004-2005
atlagok
Varhat6 érték 25,53 22,07 23,80
Minimum 21,19 16,66 18,94
Maximum 29,88 27,74 28,63
Szoras 1,87 2,24 2,01

A torzsek sargaindexének atlaga 2004-ben kozel 3,5-del haladta meg a 2005. évit, ami foként
a betakaritast megelézéen lehullott nagy mennyiségi es6 kovetkezménye. A kedvezétlen
id6jaras kilondsen a kisebb sargaindext torzseket karositotta, hiszen a legkisebb érték 2005-
ben minddssze 78%-a volt a 2004. évinek, ugyanakkor a maximum értékeknél a csdkkenés
csak 8%-ot ért el.

Az adatok feldolgozésat kéttényezds varianciaanalizissel végeztik, melyben az ,,A” tényezét a
torzsek, a ,,B” tényezot az évek jelentették. A szamitas eredményét a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat Oszi durum blzatdrzsek sargaindexének varianciaanalizise

Martonvéasar 2004-2005

Tényez6 SQ Fg MQ F
Osszes 4397,03 599

Torzs 2397,46 99 24,22 147,11%**
Evjérat 1796,47 1 1796,47 10912,79***
TorzsxEvjarat 137,25 99 1,39 8,42%**
Hiba 65,85 400 0,16

A varianciaanalizis eredménye szerint a torzsek az évjaratok, valamint a két tényezé
kélcsonhatasa is szignifikansnak bizonyult. Azonban megallapithatd, hogy a koélcsdnhatas
teljes varianciahoz val hozzajarulasa joval gyengébb a masik két tényez6énél.

A vizsgalt 6szi durum blzatdrzsek két évben mert atlagértékeit a 2. abran szemléltetjuk. Az
abran a szulok adatait is feltuntettik.
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A 100 vizsgélt torzs atlagos sargaindex adatai megfelelnek a normal eloszléas feltételének,
amit a Kolmogorov-Szmirnov teszt eredménye is bizonyitott (d=0,076"). Mint az abrardl
leolvashatd, a két szil6 adatainak eltérése tobbszordsen meghaladja az SzDso, értékét. A
vizsgalt torzsek eloszlasuk és az adatok kozott megfigyelheté kilonbségek alapjan

2. abra Oszi durum buzatdrzsek sargaindexe

Martonvasar, 2004-2005 atlaga

alkalmasaknak bizonyultak a molekularis vizsgalatok elvégzésére.

RAPD markeres vizsgalatok

BSA modszerrel a sargaindex tartalommal 6sszefiiggé molekularis markereket azonositottunk.
A bulk mintdkhoz 10-10 nagy, illetve Kis sargaindexii torzset valasztottunk ki. A
tovabbiakban vizsgalt 6szi durum buzatorzsek sargaindex adatait az 5. tAblazat tartalmazza.

5. tdblazat Az egyesitett DNS mintakhoz kivalasztott torzsek sargaindexe

Nagy sargaindexii bulk Kis sargaindexii bulk
Séargaindex Sorszam Séargaindex
Sorszam 2004 2005 2004 2005
8 28,55 26,89 51 23,62 19,46
12 28,72 25,17 56 21,23 16,66
18 27,19 27,11 80 23,79 19,17
29 29,88 27,40 105 23,59 19,03
30 28,99 27,74 147 23,29 19,20
33 27,80 27,47 201 23,66 18,40
45 30,07 26,28 212 23,31 18,46
46 29,78 26,91 216 22,47 19,72
47 28,99 25,43 220 23,45 19,21
155 28,28 26,09 228 22,00 18,74




A molekuléris marker azonositashoz 520 RAPD primert hasznaltunk. A bulk mintdk kozott
egyértelmti  kiilonbséget egyetlen esetben sem kaptunk, minddssze intenzitasban
megfigyelhet6 eltéréseket tapasztaltunk. A bulkokat alkoto egyedi torzsek tesztelését kdvetoen
5 primerrel 9 polimorf markert azonositottunk. E markerek hasadasi aranyét a 6. tablazatban
mutatjuk be.

6. tablazat Polimorf RAPD markerek hasadasa a szélséségesen nagy, vagy kis sargaindexii
6szi durum torzsekben

Marker Nagy:Kkicsi hasadasi arany
OPA16-800 7:3
OPD18-300 késébb azonositva
OPD18-500 2:5
OPK18-320 7:2
OPK18-450 6:9
OPK18-620 4:4
OPT16-980 7:3
OPT16-920 2:6
OPZ17-1500 6:1

A bulk 6sszetevéinek vizsgalatakor a tllsdgosan hosszu futtatasi idé miatt az OPD primerrel
kimutathat6 minddssze 300 bp-nyi kis terméket nem tudtuk megfigyelni. A teljes populacid
vizsgalatakor azonban egyértelmiien kimutathato volt a jelenléte a vizsgalt genotipusokban.
Santra et al. (2000) altal kdzolt OPKO2 primer az altalunk vizsgalt sziilékben monomorfnak
bizonyult, igy a tovabbi tesztelésekbdl kizartuk.

A tovébbiakban a 98 utodtorzs és a két szilé, azaz 0Osszesen 100 tdrzs DNS-ének
felhasznalasaval vizsgaltuk a populdciéban a markerek jelenlétét. A kapott eredményt
korrel&cidanalizissel megallapitottuk a markerek és a két évben mért sérgaindex adatok
atlagértékeinek kapcsoltsagat. A korrelacios koefficiensek értékét a 7. tablazat tartalmazza.

7. tdblazat RAPD markerek dsszefliggése a két évben mért sdrgaindex adatok atlagaval
Martonvéasér, 2005

Marker r R?
OPA16-800 0,41* 0,17
OPD18-300 -0,29* 0,08
OPD18-500 0,06 0,00
OPK18-320 0,10 0,01
OPK18-450 -0,18 -0,03
OPK18-620 0,05 0,00
OPT16-980 0,12 0,01
OPT16-920 -0,21* -0,04
OPZ17-1500 0,36* 0,13

*= a korrelacios koefficiens p<0,05 szinten szignifikans
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A vizsgalt 9 marker koziil 4 szignifikansan korrelalt a sarga indexszel. A ,,r” értékek nagysaga
és eldjele a bulk Osszetevok vizsgalataval 6sszhangban a varakozasoknak megfelel6 volt. A
legszorosabb 0Osszefuiggést az OPA16-800 markerrel mutattuk ki, amellyel 6nmagaban a
sérgaindex variancidjanak 17%-at tudtuk magyarazni. A 0,36-0s korrelacios koefficienssel az
OPZ17-1500 volt a mésodik legszorosabban kapcsolt marker.

Valamennyi markert egyuttesen figyelembe véve tdbbszords regresszioval is elemeztik
adatainkat. Az e mddszerrel szamitott tobbszords korrelacids koefficiens értéke (R) 0,6485
volt, a tdbbszords determinéciés koefficiens (R%) 0,4205-re nétt, azaz a 9 markerrel a rendszer
varianciajanak jelentés hanyadat tudtuk magyarazni. A tbbszorés regresszidval az egyes
markerek kozil az OPA16-800, OPD18-300, OPK18-320 és a Z17-1500 markerek
korrelécidjat bizonyitottuk. Amennyiben csak a felsorolt 4 markert vontuk be az elemzéshe
még mindig R=0,6485 és R?=0,3773 értékeket szamitottunk.

A tovabbiakban diszkriminancia analizissel vizsgaltuk a séargaindex alapjan torténé
csoportositds helyességeét. A vizsgalt torzseket sargaindexik alapjan harom csoportba
soroltuk. Az els6 csoportba kerliltek azok a tdrzsek, melyek sargaindexe pozitiv iranyban
szignifikansan eltért a populécié atlagatol (37db), masodikba azok, melyek statisztikailag az
atlaggal megegyezé értékiiek voltak (17 db), mig a harmadikba az atlagosnal szignifikansan
kisebb sargaindexi torzseket soroltuk (46db). A szamitasokat a 9 markerrel egyuttesen, illetve
a tobbszoros regresszional azonositott szignifikdnsan korrelal6 4 markerrel kilon is
elvégeztik. A csoportositas eredményét a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat A sargaindex alapjan csoportositott térzsek besorolasanak ellenérzése a RAPD
markeres adatok diszkriminancia analizisével
Martonvasar, 2005

Csoport Feltételezett csoportositas
9 marker alapjan 4 marker alapjan
Egyez6 % 1 2 3 Egyez6 % 1 2
o 8 1 83,78 31 1 5 78,37 29 2
g 2 |eann | 1 | 1| 5 | 204 5
§ S| 3 82,61 3 5 | 38 | 9347 0 | 43
8 | Osszes 80,00 35 17 48 77,00 38 7 55

A diszkriminancia analizis eredménye alapjan a 9 markerrel a torzsek 80%-a helyesen
sorolhato be a megfelelé sargaindexti csoportba. Ha minddssze a 4 legszorosabban kapcsolt
markert hasznaljuk az elemzésnél a helyes csoportba sorolas aranya 77%-ra csokken, azonban
a kis sargaindext csoportban ez az arany 93,47%-ra n6. Ez azt jelenti, hogy e 4 RAPD
markerrel a rossz technologiai minésegi torzsek nagy valdszintiseggel azonosithatok. A
csoportokat grafikusan abrdzolva az elsé és masodik kanonikus valtozé fliggvényében a
harom csoport egymastol jol elkilonithetd
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3. abra Az 6szi durum buazatérzsek csoportositasa diszkriminancia analizissel,
9 marker alapjan

Martonvasar, 2005

Eaqyéb molekularis vizsgalatok

A palyazat elinduldsa Ota bekovetkezett valtozasok a molekularis laboratériumunkban
lehetéve tette munkank kibovitését. A Li-Cor 4300 DNA Analyzer keszulékkel vizsgaltuk a
bulk mintadkat alkotd torzsek 0Osszefuggeset az irodalomban lekdzolt, mindeddig a
legszorosabb kapcsoltsagot mutat6 Xgwm344 jelenlétére, valamint teszteltik az AFLP
modszer alkalmazhatosagat.

Az Xgwm344 marker, mint az a 4. abran lathatd, torzseink esetén nem mutatott
polimorfizmust, igy sajnos a mi kombinaciénkban nem bizonyult alkalmasnak a sargaindex
alapjan végzett markerszelekcio céljara. Mivel a 7B kromoszéma hosszUu karjan talalhato
marker nem adott kapcsoltsagot a sargaindexszel, nehany ujabb, mas kromoszéman lokalizalt
markert is bevontunk a vizsgalatokba. A 33 marker kozll ezidaig az Xgwm135 adta a
legkedvezobb hasadasi aranyt, a nagy sargaindexi torzsekben 8:2, a kicsikben 4:6 aranyt
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figyeltink meg. Irodalmi adatok szerint (Réder et al. 1998) ez a marker az 1A kromoszoman

talalhato.

Naay saraaindex

Kis sargaindex

4. dbra Az Xgwm344 marker kimutatasa 6szi durum buzat6rzsekben

Mivel az AFLP vizsgalatok csak rovid ideje indultak meg laboratériumunkban, igy csak

egyetlen szelektiv primerpar vizsgalatara volt lehetéségink. A kapott eredmény biztato,

hiszen mar az els6 futtatas sordn 15 polimorfizmust azonositottunk. Adatainkat a 9.
tablazatban 6sszegezzilk, a gél fotdja pedig az 5. abran lathatd. Az sSGAMTC-202 markerrel
7:2 hasadasi aranyt mutattunk ki, ami alapjan mar e markert a teljes populacio tesztelésére is

érdemes lenne felhasznalni.
9. tablazat DNS szinti polimorfizmusok azonositdsa AFLP modszerrel
6szi durum buzatdrzsekben

Martonvasar, 2005

Nagy bulk Kis bulk

PWD MvTD| 8 12 18 29 30 33 45 46 47 |51 56 80 105 147 201 212 216 220

1216 10-98
SGAMTC-25 1 0 1 1 1 0 0 1 0 1 O 1 0 0 1 1 1 o0 1 O
SGAmMTC-110 0 1 o 1 0 1 0 1 o0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 o0 1
SGAMTC-130 1 0 1 0 0 1 0 O 1 o0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1
SGAMTC-148 0 1 1 1 0 0 1 0 1 o0 O o 0 1 1 1 0 1 o0 1
SGAMTC-168 1 0 1 0 0 1 0 1 1 o0 O 1 0 1 1 0 1 1 1 O
SGAMTC-172 0 1 0 0 1 o0 O 0 1 o0 o 1 0 1 0o 0 1 1 O
sGAmMTC-182/180 182 180 | 180 180 180 182 182 180 180 180 180 | 182 180 182 182 180 182 180 180 18
sGAMTC-202 1 0 1 1 0 1 o0 1 1 1 o0 1 0 0 0 0 O 0 o0 1
SGAMTC-222 0 1 1 0 1 1 1 0 0 o0 1 o 0 1 0 o0 1 1 1 O
SGAMTC-240 1 0 o 1 0 1 1 1 o0 0 O o 1 1 1 0o 1 0 0 O
SGAMTC-260/266 260 266 | 266 260 260 266 260 266 266 260 260 | 260 266 260 266 260 260 260 266 260
SGAMTC-420 1 0 1 0 1 o o 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 o0 O
SGAMTC-480 0 1 o 0 o 1 1 1 1 0 1 0O 1 1 0 0 0 1 o0 1
SGAMTC-500/492 500 492 | 492 492 500 500 500 492 492 500 492 |492 492 500 500 492 500 500 500 492
SGAMTC-505 0 1 o0 0 1 1 0 1 1 0 o 0O 1 0 0 1 0 1 1 1

13




sGAMTC-202

5. abra AFLP polimorfizmus kimutatasa az SGAMTC specifikus primerparral
Martonvasar, 2005

Osszefoglalas

Az OTKA T038044 palyazat tamogatasaval az elmalt négy évben (j terlileten kezdtik meg a
kutatast. A molekularis markerszelekcio bevezetésének lehetésége a durum baza beltartalmi
tulajdonsagait javité nemesitésébe vizsgalataink nyoman kézzel foghato kdzelsegbe kerilt. Az
elért eredmények d&sszhangban allnak az elézetesen eltervezett célkitiizésekkel, a
PWD1216/MvTD1098 kombinacio utddtorzseibél az azonositott markerek egyuttes
hasznalataval nagy biztonsaggal valaszthatd ki a nagy, és még ennél is hatékonyabban a kis
sargaindext utddtorzs. Mindazonaltal a négy ev munkajat kovetéen meg kell allapitanunk,
hogy ez még csak a kezdeti, bar igen fontos Iépés e teruleten. A marker- és labortechnika
fejlédesevel 0 perspektivak nyilnak a molekularis markerszelekcio hatékonyabb
alkalmazésara és bevezetésere a mindennapi gyakorlatba. A mikroszatellit és az AFLP
technika mar elérheté és a kommunikacios forradalom réven szinte azonnal hozzaférhetok
mas kutatocsoportok eredmenyei a kozponti adatbazisokon keresztil, melyek tovabbfejlesztve
és a helyi lehet6ségekhez adaptalva szolgalhatjak a hazai kutatasokat.

A kozvetlenil a palyazat téméajahoz kotédé eredmenyeken (azonositott markerek) tal a
palyazat attételesen hozzajarult a kutatdsi hattér technoldgia szinvonalanak javitasahoz. A
jelenlegi OTKA péalyazat megjeldlésével benyujtott Muszerpalyazat keretében (M041623)
szemolina tisztitot szereztiink be, mellyel nagy tisztasagl, a technoldgia vizsgalatokra
kivaléan alkalmas durum &rlemény allithatd elé. Tébb egyeb palyazat mellett az OTKA
T038044 is szerepelt abban az OM-KMA pélyazatban, melynek elnyerése utan megvasaroltuk
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a Li-Cor 4300 DNA Analyzer készuléket, amivel a mikroszatellit és az AFLP vizsgalatok
pontosan elvégezhetok. Végul ezen OTKA palyazat biztositotta az anyagi hatteret ahhoz a
munkahoz, amit a témavezeté egy Bolyai Janos Kutatasi Osztondij keretében végzett.

E pélydzat kozvetett eredménye az is, hogy az eltelt évek alatt létrehoztunk egy olyan, 6szi
durum buza toérzsekbol allé populécidt, ami a késébbiekben més agronémia és technoldgia
minéségi tulajdonsagok tanulmanyozasara és térképezésére is hasznalhatd. A két szilb
ugyanis nemcsak a sargaindexben kilonbozik egymastdl, rendkivil eltéréek a sikérmindségi
tulajdonsagaik, hidegtiirésik, kalasztipusuk, hogy csak az eddig vizsgalt tulajdonsagokat
soroljuk.

Végezetll, bizva abban, hogy a megkezdett téma folytatasahoz a késébbiekben sikertl Gjabb
forrdsokhoz jutnunk és munkéankat tovabb folytatni, ezlton is készonjuk az OTKA anyagi
tdmogatasat.

2006. februar 27.
Vida Gyula

témavezetd
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