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BUZA-Aegilops biuncialis 3M-4B CENTRIKUS FUZIO ES 3M(4B)
SZUBSZTITUCIOS VONAL ELOALLITASA ES MOLEKULARIS
CITOGENETIKAI JELLEMZESE

MOLNAR ISTVAN, CSEH ANDRAS ES LANGNE MOLNAR MARTA

'"MTA Mezbgazdasagi Kutatéintézete, Martonvéasar

2M®, 3M®, 7TM® és 3U° buza-de. biuncialis addicids vonalakat kereszteztink a
CSphlb mutanssal buza-Ae. biuncialis transzlokaciok létrehozasanak céljéval. Az F,
hibridek meidzisaban GISH segitségével kimutattuk buza-Aegilops bivalensek ¢és
trivalensek képzodését. A bluza-Aegilops kromoszdma asszociaciok gyakorisaga az egyes
Aegilops kromoszémak esetén 2M">3MP>3U*>7MP sorrendben valtozott. Az F;
nemzedékben repetitiv DNS probak (Afa family, pSc119.2, pTa71) (FISH) és M genom
specifikus probak (GISH) egyiittes alkalmazasaval 4 névényben 3Mb(4B) szubsztitlcio, 5
névényben 3MP-4B centrikus fuzid volt azonosithat6. A citologiai vizsgalatok
megallapitdsait timasztotta ald, hogy a 3M®-4BS centrikus flzidkat tartalmazé vonalak
csak a 4B kromoszoma rovid karjan lokalizalt SSR markerekkel (Xbarc1045, Xgwm113,
Xgwm368) adtak specifikus terméket, mig a 3M°(4B) szubsztitiiciés vonalak sem a 4B
rovid- sem a hosszu karjan (Xgwm149, Xgwm251, Xgwm165) lokalizalt markerekkel nem
adtak termékeket. Az eldallitott szubsztitucids €s transzlokacids vonalak felszaporitasa
folyamatban van, melyet agrondmiai értékelésiik kovethet.

Kulesszavak: Ade. biuncialis, T. aestivum, kromoszomaparosodas, szubsztiticio,
transzlokacio

DEVELOPMENT AND MOLECULAR CYTOGENETIC
CHARACTERIZATION OF WHEAT-Aegilops biuncialis 3M—4B
CENTRIC FUSION AND 3M(4B) SUBSTITUTION LINES

1. MOLNAR, A. CSEH AND M. MOLNAR-LANG
Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

The T. aestivum—-Ae. biuncialis disomic addition lines 2M°, 3M"°, 7M" and 3U° were
crossed with the CSphlb genotype in order to develop wheat—Aegilops translocations. The
presence of wheat-A4egilops chromosome pairing (bivalents and trivalents) was detected
by GISH at meiotic metaphase I in F; hybrids. The wheat—-Aegilops pairing frequency
decreased in the following order: 2M® > 3M° > 3U° > 7M". In the F; generation a 3M°(4B)
substitution was identified in four plants and 3M°—4BS centric fusions were detected in
five plants by means of fluorescence in situ hybridization (FISH) using repetitive DNA
probes (Afa family, pSc119.2, pTa71) and by genomic in situ hybridization (GISH) using
M genome-specific probes. These results were supported by SSR marker analysis, as only
the markers specific for the short arm of chromosome 4B (Xbarc1045, Xgwmll13,
Xgwm368) produced the expected PCR product in the 3MP—4BS centric fusions, while no
products were detected with markers specific for 4BS and 4BL (Xgwm149, Xgwm?251,
Xgwml65) in the 3M’(4B) substitution lines. After multiplying the seed, the agronomic
evaluation of these substitution and translocation lines is planned.

Key words: Ae. biuncialis, T. aestivum, chromosome pairing, substitution,
translocation
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Bevezetés

A kecskebuza (degilops biuncialis Vis.) (2n=4x=28; U’U"M"M") buzaval
valo keresztezhetdsége, valamint szarazsagtiirése és szamos rozsda betegséggel
szembeni ellenallo képessége (Molnar et al. 2004, Damania and Pecetti 1990)
révén a termesztett buiza egyik potencialis génforrasa. A genetikailag stabil
szubsztitcios és transzlokacids vonalak létrehozasa révén a kecskebtiza hasznos
tulajdonsagai atvihetok a buzaba. Az Aegilops kromoszoéma szegmentumok
atviteléhez alkalmazhaté modszerek egyike a homeoldg rekombinacié kivaltasa
a buza és az Aegilops kromoszomak kozott. A hexaploid buzaban a homeolog
kromoszomak kozti parosodast és ezen keresztil a koztik bekovetkezd
rekombinaciot gatolja az 5B kromoszoma hosszu karjan talalhatdé Phl gén (Riley
and Chapman 1958). A Chinese Spring phlb mutans (CSphlb) genotipusa nem
rendelkezik funkcionalis Pil génnel (Sears 1977). Buza-Ae. biuncialis diszomas
addiciés vonalakat a CSphlb mutanssal keresztezve a létrehozott F,
nemzedékben blza-Aegilops parosodas és rekombindci6 varhatdé. A homozigota
idegenfaju transzlokaciok jo eséllyel valogathatok ki az F3 nemzedékben.

A jelolt repetitiv DNS szekvencidkat probaként haszndlo fluoreszcens in
situ hibridizacio (FISH) és az Ae. biuncialis diploid Oseinek jel6lt genomi DNS-
¢t alkalmazé genomi in sifu hibridizacio (GISH) segitségével kivaldan
tanulmanyozhat6 az Ae. biuncialis kromatin jelenléte a termesztett biza genomja
mellett (Molnar et al. 2009a).

Kisérleteinkben a buza-Ae. biuncialis addicidos vonalak és a CSphlb
mutans keresztezésével eldallitott F; hibridek meidzisaban GISH segitségével
vizsgaltuk a buza-Aegilops kromoszomaparosodasok gyakorisagat, majd az F;
nemzedék genomosszetételét FISH ¢és GISH egyiittes alkalmazasaval
jellemeztiik.

Anyag és mddszer

A 2MP, 3MP, 7TM® és 3U° T aestivum (Mv9krl)-de. biuncialis diszémas addicios
vonalakat kereszteztiik a CSphlb genotipussal. Az F| nemzedékben az antérak begytijtése és a
meiotikus kromoszdma preparatumok eldallitasa Molnar et al. (2009b) &ltal leirtak szerint tortént.
A buza-Aegilops kromoszomaparosodasok gyakorisagat a meidzis elsé metafazisiban vizsgaltuk
GISH-sel. Az ontermékenyitéssel eléallitott F; nemzedék mitotikus kromoszoma preparatumain
FISH és GISH segitségével vizsgaltuk a buiza-4egilops kromoszéma atrendezédések jelenlétét.

A GISH soran hasznalt M és U genom specifikus probak, valamint a FISH soran
alkalmazott repetitiv DNS probdk (Afa family, pSc119.2, pTa71) eldallitisa a Molndr et al.
(2009a) altal leirt modon tortént. A pScll19.2 probat biotinnal, az Afa-family probat
digoxigeninnel a pTa7l probat 50-50% biotinnal és digoxigeninnel jeloltiik. A mitotikus
kromoszémapreparatumok eldkezelései, a hibridizacio €s az azt kdvetd mosasi lépések a Molnar et
al. (2009a) altal leirt modon torténtek. A digoxigeninnel illetve biotinnal jeldlt repetitiv DNS
probak hibridizacids jeleit anti-digoxigenin-Rhodamin és streptavidin-FITC alkalmazésaval tettiik
lathatova vords ill. zold szinekkel. A repetitiv probak hibridizacios jelének rogzitése (Zeiss
Axioskop-2 fluoreszcens mikroszkop, Spot CCD camera) majd lemosasa utan a preparatumokhoz
M vagy U genom specifikus probakat hibridizaltunk. A GISH egyes 1épései megegyeztek a FISH
soran alkalmazottakkal. A meiotikus preparatumok esetében csak GISH-t alkalmaztunk.
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A 4B kromoszoma rovid (Xbarc1045, Xgwml13, Xgwm368) és hossziu (Xgwml149,
Xgwm?251, Xgwm165) karjan lokalizalt SSR markerek
(http://wheat.pw.usda.gov/GG2/quickquery.shtml#microsats) analizise a Sepsi and Bucsi (2009)
altal leirt modon tortént.

Eredmények és kovetkeztetések

Az F, hibridek meidzisanak elsé metafazisaban az Ae. biuncialis
kromoszomak egyértelmiien megkiilonboztethetéek voltak a sotét hibridizacios
jel alapjan (1. abra). Minden keresztezési kombinacio esetén a leggyakoribb
meiotikus konfiguracié a 21 blza bivalens +1 Aegilops univalens volt (1a abra).
Kisebb gyakorisaggal megfigyelhetd volt a bliza-Aegilops
kromoszomaparosodasok (bivalensek és trivalensek) kialakulasa is (1b abra). Az
egyes Aegilops kromoszoémak eltéré gyakorisaggal parosodtak a bulza
kromoszomakkal (1. tablazat) (a koztik 1évé kiilonbségek p=0,05 szinten
szignifikansak voltak). A buza-Aegilops kromoszdéma asszociaciok gyakorisaga
az egyes Aegilops kromoszomak esetén a kovetkezd sorrendben valtozott:
2MP>3MP>3U>7MP. A megfigyelt kiilonbségek arra utalhatnak, hogy a buza —
Aegilops homeologia viszonyok a 2M° és 3M" kromoszomak esetén
szorosabbak, mint a 3U° vagy a 7M® esetén. Ennek hétterében az evolucid soran
bekovetkezett (intra- és intergenomikus-) strukturalis atrendezédések folytan a
buza ¢és Aegilops kromoszomak kodold és nem-kodold régidinak eltérd
sorrendisége allhat (Zhang et al. 1998).
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1.abra Az Mv9krl-Ae. biuncialis addiciés vonalak x CSphlb F; hibridjeinek meidzisa a GISH-t
kdvetden. a meiozis buza-Aegilops kromoszémapérosodas nélkiil (7M° monoszémas addicio, 21"
+1Y, b biiza-Aegilops kromoszémaparosodast mutatd meidzis (3U° monoszomas addicio, 20" +
1"™). A nyilak a s6téten jel5lddstt Ae. biuncialis kromoszémakat jelolik. Skala: 10 pm.

Az F; nemzedékben repetitiv DNS probakkal (pSc119.2, Afa family,
pTa71) végzett FISH eredményeként minden kromoszéma azonosithato volt. Az
M genom specifikus proba segitségével az M kromoszomak kimutathatdéak
voltak (2. abra). Négy novényben 42-es kromoszoémaszam mellett a 4B
kromoszoémapér kicserélddott 2 db 3M® de. biuncialis kromoszomara, igy ezek
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1. tablazat Bluza—Aegilops kromoszdmaparosodasi konfiguraciok gyakorisaga a btiza- Ae.
biuncialis addicids vonalak és a CSphlb kresztezésekkel 1étrehozott F; hibridek
(2M®, 3MP, 7M?, 3U°) meidzisaban

Sejt Buza—Ae. biuncialis parosodasi konfiguraciok

(db) Nyilt 11 Zart 11 111 Total Atlag
2M° 57 0 0 14 14 0.245
3MP 113 6 0 7 13 0.115
™M® 87 0 0 0 0 0
3U° 139 0 1 3 4 0.028

a ndvények 3M(4B) diszémas szubsztitiicios vonalaknak tekintheték. Tovabbi 5
ndvényben bliza-Ae. biuncialis centrikus fiziok kialakulasat figyeltiik meg.
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2.abra A 3M(4B) buza-Ae. biuncialis szubsztitticios (a, ¢) és 3M-4BS transzlokacios (b, d)
vonalak szomatikus kromoszomai a FISH) (a-b) és GISH (c-d) utan. Inzert: a hidnyz6 4B
kromoszoma (a) és a 3M-4BS transzlokacios kromoszoma (b). A FISH képeken a pSc119.2 és
pTa71 probakat sotétebb, mig az Afa family probat vilagosabb savok jeldlik. A GISH képeken a
nyilak a sotéten jel616dott Ae. biuncialis kromoszoémakat jelolik. Skala: 10 um.

A FISH eredményeként megallapithato volt, hogy a 4B kromoszoma rovid
karja és a 3M” kromoszoma eddig nem azonositott karja fuzionalt egymassal. A
3M’-4BS centrikus fiziok homozigéta allapotban fordultak eld a 42
kromoszéméval rendelkez6 ndvényekben. A  citologiai  vizsgalatok
megallapitasait tamasztotta ala, hogy a 3M’-4BS centrikus filziokat tartalmazo
vonalak csak a 4B kromoszoma rovid karjan lokalizalt SSR markerekkel
(Xbarc1045, Xgwm113, Xgwm368) adtak specifikus terméket, mig a 3M°(4B)
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3 dabra A 4B kromoszoma rovid (Xbarc1045) és hossza karjara (Xgwm251) specifikus SSR
markerek elektroforézis mintazata a 3M-4BS centrikus fuziok (1-5T _3M-4BS), 3M(4B)
szubsztiticids vonalak (1-4_3M(4B)) valamint a sziil6i genotipusok (3M addiciés vonal, CSphlb,
Ae. biuncialis MvGB642) esetében.

szubsztituciés vonalak sem a 4B rovid- sem a hosszu karjan (Xgwml149,
Xgwm?251, Xgwm165) lokalizalt markerekkel nem adtak termékeket (3. abra).
Az elballitott szubsztitiicios és transzlokacios vonalak genetikailag stabilak,
felszaporitasuk folyamatban van, melyet agronomiai értékelésiik kovethet.
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