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ARPA KROMOSZOMAK AZONOSITASA UJ BUZA X ARPA
HIBRIDEK UTODVONALAIBAN IN SITU HIBRIDIZACIO ES SSR-
MARKEREK SEGITSEGEVEL

KRUPPA KLAUDIA, CSEH ANDRAS ES LANGNE MOLNAR MARTA

MTA Mezogazdasagi Kutatointézete, Martonvasar

Az ’Asakaze komugi’ buzafajta és ’Manasz’ arpafajta keresztezésébdl létrehozott
hibridb8l szarmazé diszomas addicids vonalakban azonositottuk az arpa kromoszomakat
fluoreszcens in situ hibridizacioval (FISH) és molekularis markerekkel. A buza genomban
az arpa kromoszomak jelenlétét genomi in situ hibridizacioval (GISH) mutattuk ki,
melyhez teljes arpa genomi DNS-t jeloltink. A 2H, 4H, 6H ¢és 7H diszomés addicios
vonalakban az arpa kromoszoémakat négy repetitiv DNS proba kombinalasaval (HvTO1-
GAA, Afa family-HvTO01-pTa71) kidolgozott FISH mintdzat alapjan azonositottuk. A
citologiai meghatarozast mikroszatellit markerekkel is megerdsitettilk, melynek soran
tizennégy simple sequence repeat (SSR)-markert teszteltiik. Az in situ hibridizacio6 és a
molekularis markerek kombinalasa lehetévé tette a kiilonb6zé vonalak egyértelmii
azonositasat.

Kulesszavak: bliza-arpa addicios vonalak, genomi in situ hibridizacio, fluoreszcens
in situ hibridizaci6, SSR markerek

IDENTIFICATION OF BARLEY CHROMOSOMES IN DERIVATIVES
OF NEW WHEAT/BARLEY HYBRIDS USING /N SITU
HYBRIDIZATION AND SSR MARKERS

K. KRUPPA, A. CSEH, M. MOLNAR-LANG

Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

The aim of this study was to identify the barley chromosomes in new wheat-barley
disomic addition lines produced in Martonvasar and developed from hybrids between
facultative wheat (‘Asakaze komugi’) and a Ukrainian six-rowed winter barley cultivar
(‘Manas’). The barley chromosomes were detected by genomic in sifu hybridization
(GISH) using labelled genomic barley DNA. The disomic addition lines 2H, 4H, 6H and
7H were identified by FISH using different combinations of repetitive DNA probes:
HvTO01-GAA and HvTO1-pTa71-Afa family. Fourteen SSR markers were used to confirm
the results of the cytological identification. The combination of in situ hybridization and
the use of molecular markers made it possible to identify the different lines unequivocally.

Key words: wheat-barley addition lines, genomic in sifu hybridization, fluorescent
in situ hybridization, SSR markers
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Bevezetés

A buza x arpa hibridek létrehozasa lehetéséget nyujt arra, hogy a két faj
kedvez6 tulajdonsagait az utédokban egyesitsiik.

Az els6 buza x arpa hibridet Daniaban Kruse (1973) hozta Iétre. Néhany
évvel késObb a genetikai modellnek szamitd tavaszi buza (’Chinese Spring’) €s
tavaszi arpa (’Betzes’) keresztezésébdl eldallitott addicios sorozatrol szamoltak
be Ausztraliaban (Islam et al. 1978).

A két genom kozti nagymértékii inkompatibilitds miatt nagyon nehéz
feladat a termesztett arpafajtakkal az j buza x arpa hibridek létrehozasa, amely
viszont lehetévé tenné az agronomiai szempontbol fontos gének atvitelét.
Martonvasaron eddig négy arpafajtaval sikeresen allitottunk eld buza x arpa
hibrideket, melyek koziil a Betzes és az Igri arpafajtakkal 1étrehozott hibridek
utédaiban az arpa kromoszomdak kimutatasar6l mar korabban beszamoltunk
(Szakacs and Molnar-Lang, 2007). Gyakorlati szempontb6l nagyon jelentds
eredmény a Manasz ukran hatsoros Oszi arpafajta bevondsa a hibridek
eloallitasaba, miutan az a magyarorszagi éghajlati viszonyokhoz jobban
adaptalodott, mint az Igri és a Betzes német arpafajtak.

Anyag és médszer

A japan ’Asakaze komugi’ fakultativ buzafajta (Triticum aestivum L.; 2n=6x=42;
AABBDD) ¢és az ukran ’Manasz’ hatsoros termesztett 6szi arpafajta (Hordeum vulgare L.;
2n=2x=14; HH) keresztezésébdl eldallitott hibridb6l (Molnar-Lang et al., 2000) szarmazo
buza/arpa diszomas addiciés vonalakat (Molnar-Lang et al., 2005) elemeztiik FISH-sel és
molekularis markerekkel.

Az in situ hibridizaciohoz a kromoszomapreparatumokat a gydkércsticsbol a Jiang et al.
(1994) altal leirt modszer alapjan készitettiik. A FISH soran alkalmazott repetitiv DNS probak
(Afa- family, Nagaki et al. 1995; GAA, Pedersen és Langridge 1997; HvT01, Schubert et al. 1998;
pTa71, Gerlach és Bedbrook 1979) eldallitasat Sepsi et al. (2008) mddszere szerint végeztiik. A
proba jeloléshez digoxigenin-11-dUTP-t (Roche) és biotin-16-dUTP-t (Roche) hasznaltunk. A
hibridizacios jeleket anti-digoxigenin-Rhodamine (Roche) ¢és streptavidin-FITC (Roche)
felhasznalasaval tettiik lathatova. A FISH preparatumok elokezelési és mosasi 1épéseit Molnar-
Lang et al. (2000) szerint hajtottuk végre, majd az in situ hibridizaciét Molnar et al. (2009) leirasa
alapjan végeztik. A FISH jeleinek lemosasa utin a GISH-t ugyanazon a targylemezen
alkalmaztuk. Probaként fluorogreennel (Fluorescein-11-dUTP, Amersham Biosciences Europe
GmbH, Germany) jelolt arpa genomi DNS-t hasznaltunk, mig blokkoloként jeldletlen biiza genomi
DNS-t alkalmaztunk 1:35 aranyban. A hibridizacié Iépései megegyeztek a FISH soran
alkalmazottakkal.

Az SSR-markerrel torténd vizsgalatokhoz genomi DNS-t izolaltunk az addicios vonalakbol
valamint a sziil6i partnerekbdl ChargeSwitch gDNA Plant Kit (Invitrogen, USA) alkalmazasaval.
Az alkalmazott Bmac0134, Bmag0125, Ebmac0415, Bmag0009, Bmac0040, HvLTPPB,
Bmag0021, Bmac0156, HvID, Bmag0120 (Ramsay et al., 2000), HvM36, HvM40, HvM67, HvM4
(Liu et al., 1996) markerek analizise Cseh et al. (2009) mddszere alapjan tortént.
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Eredmények és kovetkeztetések

Buza/arpa addiciés vonalakban az arpa kromoszéomak kimutatasa GISH-
sel tortént. A jelolt arpa DNS az arpa kromoszoémakhoz hibridizalt, igy az
arpakromoszomak fluoreszcensen jelolddtek, a buza kromoszomak jeldletlenek
maradtak. (1. abra.)

A kromoszomak azonositasat a FISH soran alkalmazott jeldlt repetitiv
DNS szekvenciak mintazata alapjan végeztik. A HvTOl proba a buza 4B
kromoszomajanak kivételével csak az arpa kromoszomak teloméraihoz
hibridizal de a 2H és az 5SH kromoszoéman csak a rovid karon ad jelet. A GAA
proba a centromérahoz kozeli régiokban mutat kromoszéoma- specifikus
mintazatot.

A GAA és HvTO1 probak kombinacidjaval a 2H kromoszoma jelenlétét
igazoltuk. A GAA probaval a 2H kromoszoéma mindkét karjan két intersticialis
sav jelenik meg, mig a HvTO1 proba a rovid kar disztalis részéhez hibridizal. A
Bmag0125 és az Ebmac0415 SSR marker segitségével sikeriilt a hosszi kar
jelenlétét igazolni, de a rovid kar altalunk vizsgalt (Bmac0134, HvM36)
markerei nem bizonyultak alkalmasnak a Manasz 2HS kromoszémakar
vizsgalatara.

A GAA proba hibridizacidja soran az arpa kromoszémak kozil a 4H
kromoszoma jelolodik a legintenzivebben. A centroméra kozeli régidokban erds
hibridizacios jelet mutat mindkét kromoszéma karon. HvTOl probaval
kombindlva mutattuk ki a 4H diszomas addicids vonalakat. A 4H kromoszoéma
rovid karjara térképezett HvM40- és a hosszl karon lokalizalt HvM67 markerek
megbizhatéan mutattak az arpa kromoszoma jelenlétét.

A pTa7l proba els6sorban a szatellittel rendelkez6 kromoszoémak NOR-
HvTO1 egyidejii hasznalataval egyes vonalakban egy par 6H kromoszomat
azonositottunk (1.abra), majd Bmac0040 (6HL) valamint Bmag0009 (6HS)
SSR-markerekkel megerdsitettiik a kromoszoma jelenlétét (2. abra.).

A 7H kromoszémak kimutatasdhoz Afa-family-HvTO1-pTa71 probak
kombinacidjat alkalmaztuk a multicolour FISH soran. Afa mintazata a centromer
régioban mas arpa kromoszomakétol jol elkiilonitheté volt, a pTa71 a rovid
karon halvany jelet adott, a HvTO1 proba minkét karon teloméras jelet adott. Az
Ot alkalmazott mikroszatellit marker (HvM4, Bmag0021, Bmac0156, HvID,
Bmag0120) koziil a Bmag0120 és a Bmac0156 markerrel végzett vizsgalat soran
nem teljesen azonos méretli termék keletkezett a "Manasz’ sziildpartnerben, mint
az addiciés vonalakban, melynek okat egyelére nem ismerjiik. A HvID marker a
hosszu kar-, a Bmag0021 a rovid kar jelenlétét egyértelmiien bizonyitotta.

A vizsgalt SSR markerek alkalmazasaval gyorsan és pontosan
kimutathatoak a Manasz kromoszoéméak az addiciés vonalainkban. A vonalak
diszomas jellegének kimutatasahoz tovabbra is nélkiilozhetetlen az in situ
hibridizacio. FISH-sel, négy kiilonb6zo repetitiv proba felhasznalasaval és SSR
markerek segitségével egyértelmiien azonosithatok a kromoszoémak.
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1. dbra. a, Arpa kromoszoémék kimutatdsa GISH-sel. A két jel616dott (vildgos) kromoszoma
az arpa kromoszémapar (nyilak). b, A 6H arpakromoszéma FISH mintazata HvTO1 és pTa71
repetitiv probakkal.

M Alom Mamsz 1 2 3 4 M Akom Manasz 1 2 k) 4

200 bp

RN RN
Bmac 0040 Bmag002

2. abra. 6H éarpakromoszdma hosszi- és rovid karjanak kimutatasa Asakaze komugi x
Manasz hibrid utddjainak addiciés vonalaiban (1-4) Bmac0040 és Bmag009 SSR
markerekkel.
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