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A BUZA CITOGENETIKAI ALAPANYAGOK FENNTARTASA
SORAN LETREJOTT KROMOSZOMA-ATRENDEZODESEK
KIMUTATASA IN SITU HIBRIDIZACIOVAL

SZAKACS EVA ES LANGNE MOLNAR MARTA
MTA Mezdgazdasagi Kutatdintézete, Martonvasar

Munkéank soran hazai és kiilfodi génbankokbol szarmazo, éveken at fenntartott
Chinese Spring/Imperial diszomas addiciés vonalak genetikai stabilitasat vizsgaltuk
fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) segitségével. Kimutattuk, hogy az addicionalédott
rozs kromoszomak eltérd stabilitdssal rendelkeznek a bliza hattérben. A legnagyobb
stabilitast a 7R addicids vonal mutatta, valamennyi vizsgalt utdédnévény diszomas volt. A
tobbi vonal utédndvényei kozott eltérd aranyban talaltunk diszomasakat, monoszomasakat
¢s teloszomasakat ill. olyanokat, melyekbdl a rozs kromoszéma teljesen eliminalédott. A
repetitiv. DNS-probak specifikus  hibridizdciés mintdzata alapjan kromoszéma-
atrendezédéseket is kimutattunk. Izokromoszomaékat figyeltink meg az 1R és a 4R
addiciés vonalban. Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a fontos genetikai
alapanyagok instabilitasuk miatt folyamatos citologiai kontrollra szorulnak. Az
ellenérzésre hasznalt FISH modszer elénye, hogy segitségével olyan kromoszoma-
atrendez6dések is lathatova valnak, melyek nem mutathatok ki sem a hagyomanyos
Feulgen festési eljarassal, sem molekularis markerekkel.

Kulesszavak: CS/Imperial addiciés vonalak, FISH

IN SITU HY BRIDISATION FOR THE DETECTION OF

CHROMOSOME REARRANGEMENTS FORMED DURING THE

MAINTENANCE OF CYTOGENETIC WHEAT MATERIALS

E. SZAKACS, M. MOLNAR-LANG

Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

The genetic stability of Chinese Spring/Imperial disomic addition lines originating
from Hungarian and foreign gene banks and maintained for long periods was checked
using fluorescence in situ hybridisation (FISH). The added rye chromosomes were found
to have diverse levels of stability in the wheat background. The greatest stability was
observed for the 7R addition line, where all the progeny plants tested were disomic.
Varying proportions of disomic, monosomic and telosomic plants were found among the
progeny of the other lines, while the rye chromosome had been completely eliminated
from some plants. Based on the specific hybridisation patterns of the repetitive DNA
probes, chromosome rearrangements were also detected. Isochromosomes were observed
in the 1R and 4R addition lines. The results draw attention to the fact that basic genetic
materials require continuous cytological checks due to their instability. The FISH method
applied here has the advantage that it reveals chromosome rearrangements that could not
be detected either with the conventional Feulgen staining technique or with molecular
markers.
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Bevezetés

A buza citogenetikai alapanyagok (idegenfaji addicidk, szubsztituciok,
transzlokaciok, delécidok, monoszomak, diteloszomak, nulliszomak) értékes
forrasok mind a ndvénynemesités, mind a genetikai és novényélettani
alapkutatas szamara. Idegenfaji addiciokat szamos rokon fajjal, tobbek kozott
rozzsal is létrehoztak a buzaban. Segitségiikkel vizsgalni lehet az egyes rozs
kromoszomaknak a minéségi paraméterekre, biotikus és abiotikus stresszekkel
szembeni ellendlosagra gyakorolt hatasat a buza genetikai hattérben, valamint
fontos szerepet jatszanak a kiilonb6z6 markerek (tartalék fehérjék, izoenzimek,
RFLP és RAPD I6kuszok) rozskromoszomakon torténd térképezésében. Az
emlitett vizsgalatokban gyakran szerepel a vilagszerte elterjedt, az 1971-ben
Driscoll és Sears altal eldallitott Chinese Spring/Imperial (CS/Imperial)
buza/rozs diszémas addicids sorozat.

Az evoluci6 folyaman az egyes fajok, igy a hexaploid buza kromoszdéma-
Osszetétele is egy adott kariotipusban rogziilt. Ha ez az egyensuly felborul (pl.
idegen fajui kromoszémak addicidja miatt), akkor a novényekben az eredeti
kariotipus visszaallitasara iranyuld folyamatok indukéalédnak. Munkank célja a
génbankokbol begyiijtott és fenntartott, genetikai ¢€s élettani kutatasokra
intézetiinkben is hasznalt CS/Imperial addicios vonalak stabilitdsanak vizsgalata
volt fluoreszcens in situ hibridizaciéval. A kiilonbdzd repetitiv. DNS-probak
specifikus  hibridizaciés  mintazatuknak  koszonhetéen — eredményesen
alkalmazhatok a molekularis citogenetikai vizsgalatokban, tobbek kozott a
kromoszémak, kromoszémakarok azonositdsara, de akar az egyes
kromoszomakarokon 1évé FISH polimorfizmus kimutatasara is (Szakdcs és
Molnar-Lang 2008).

Anyag és mddszer

A vizsgalatban hazai (Martonvasar) és kiilfodi (Kansas State University, Manhattan,
Kansas) génbankokbdl szarmazé CS/Imperial diszomas addicé vonalak szerepeltek. Vonalanként
10-10 szemet csiraztattunk ki, az osztddé gyokércsucsokbdl metafazisos kromoszoma-
preparatumokat készitettiink.

A FISH-t Linc et al. (1999) alapjan, Fluorogreennel (fluorescein-12-dUTP, Roche) jeldlt
pSc119.2 repetitiv. DNS-proba (Bedbrook et al. 1980) ¢és Fluororeddel (rhodamine-5-dUTP,
Roche) jelolt (AAC)s szintetikus oligonukleotid (Cuadrado et al. 2000) segitségével végeztikk. A
probak jelolése Vrdna et al. (2000) szerint, polimeraz lancreakcioval (PCR) tortént. A
targylemezenként 30pul mennyiségii hibridizacios keverék 2 x 30ng jellt probat, 50% formamidot,
20xSSC oldatot, 10% dextranszulfatot, 0,1% SDS-t (sodium dodecyl sulphate) és 1,4ug blokkolo
DNS-t (Salmon sperm) tartalmazott. A hibridizacidés keverék felvitele utan a preparatumokat
80°C-on denaturaltuk, majd egy éjszakan at 37°C-os hibridizaciés kamraban inkubaltuk. A nem
teljesen homoldg, ezért gyengén ko6t6dé DNS-darabokat 42°C-on végzett 25%-os formamid
kezeléssel tavolitottuk el. A kontrasztfestés 1pg/ml DAPI-val (4’,6-diamidino-2-phenylindole,
Amersham) tortént.
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A fluoreszcens jelolodést Zeiss Axioskop-2 epifluoreszcens mikroszkoppal detektaltuk. A
fényképeket Spot CCD kameraval (Diagnostic Instruments, Inc., USA) készitettiik és az Image
ProPlus 4.0 program (Media Cybernetics) segitségével elemeztiik.

Eredmények és kovetkeztetések

Megfigyeléseink szerint a legnagyobb stabilitassal a CS/Imperial 7R
addicios vonal rendelkezett, valamennyi vizsgalt novényben kimutathaté volt
mindkét 7R rozskromoszoma. A CS/Imperial 1R addiciés vonalban a novények
92%-a volt diszomas. Egy ndvény esetében az egy darab teljes 1R kromoszoma
mellett egy izokromoszéma is megfigyelhetd volt. A pSc119.2 proba jellegzetes
mintazata alapjan az izokromoszoéma két karjat az 1R kromoszoma hosszi
karjaként azonositottuk (/. dbra).

1. abra Egy teljes 1R rozskromoszoma ¢és egy, az 1R kromoszoma hosszu karjabdl allo

izokromoszoma a CS/Imperial 1R diszomas addiciés vonal egyik utddndvényében. A pScl19.2

repetitiv DNS-proba IRL karra specifikus hibriddzacidés mintazata alapjan az izokromoszoma
egyértelmiien azonosithato.

A CS/Imperial 6R addiciés vonal utodnovényeiben a diszomas allapot
mar csak 85%-ban maradt meg, a novények 15%-a monoszomas volt. Az
CS/Imperial SR addiciés vonalban ez az arany tovabb romlott, 40% volt a
diszomas és 60% a monoszomdas ndvények aranya. A CS/Imperial 3R addicids
vonal esetében az utdbdok 47%-bdl teljesen eliminalodott a rozs kromoszoma. A
novények 20%-a diszomas, 27%-a monoszomas, 6%-a pedig teloszomas
allapotban volt. A CS/Imperial 2R addiciobol az idegen kromoszoma ugyan csak
17%-ban veszett el, a novények maradék 83%-aban azonban kizardlag
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telocentrikus  kromoszomakat  sikeriilt azonositanunk. Vizsgalatunkban
legrosszabbul a CS/Imperial 4R addicios vonal szerepelt. A névények 10-10%-
aban vagy csak egy darab 4R vagy két darab 4RS telocentrikus rozskromoszoma
volt jelen, 70%-4ban az idegen kromoszéma nem volt kimutathatd. Szintén
10%-aban izokromoszomat is talaltunk. Az (AAC)s szintetikus oligonukleotid
4R kromoszdmara specifikus hibridizacios jeleinek segitségével megallapitottuk,
hogy az izokromoszéma két rovid karbol all (2. abra).

2. abra A 4RS izokromoszoma kimutatasa (AAC)s szintetikus oligonukleotid probaval. Jol
lathato, hogy a jobboldali kromoszéma mindkét karjanak FISH mintazata megegyezik a baloldalon
feltiintetett 4R kromoszoma rovid karjanak mintazataval.

A bemutatott adatok megerdsitik azokat a megfigyeléseket, melyek
szerint az idegen kromoszomak eltéré gyakorisaggal eliminalodnak a
buzagenombdl (Taketa et al. 1995, Molndr-Lang et al. 2005). Ennek pontos oka
jelenleg még nem ismert. A 2R rozskrmoszéma nagymértékii instabilitasat biiza
genetikai  hattérben mar korabban leirtak oktoploid tritikalén végzett
vizsgalatokban (Cheng and Murata 2002). A 2R kromoszémanak az a
jellegzetessége, hogy az altalunk vizsgalt novényekben kizardlag kiilonallo
karokként (telocentrikus kromoszémak) volt jelen, jol korreldl azzal a
megfigyeléssel, hogy a transzlokaciokban ez a rozskromoszoma fordul el6 a
leggyakrabban (Lukaszewski and Gustafson 1983).

Eredményeink arra hivjak fel a figyelmet, hogy a génbankokbol
beszerzett, felszaporitott ¢és évekig fenntartott genetikai alapanyagok
instabilitasuk miatt folyamatos citologiai kontrollra szorulnak. Fajidegen
kromoszomat hordozo tételek ugyan rendelkezhetnek olyan jellegzetes
morfologiai bélyegekkel, melyek alalpjan megallapithat6 az idegen kromoszoéma
jelenléte, azonban a pontos kromoszoma-osszetételre nem kovetkeztethetiink. A
modern molekuldris citogenetikai eljarasok lehetdséget adnak rendkiviil
kifinomult vizsgalatok elvégzésére is. Az ellendrzésre hasznalt FISH modszer
elénye, hogy segitségével olyan kromoszoma-atrendezddések is lathatova valnak
(pl. az izokromoszémak), melyek nem mutathatok ki sem a hagyomanyos
Feulgen festési eljarassal, sem molekularis markerekkel.
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Koészonetnyilvanitas

A vizsgalatokat a K 75381 szamu OTKA, és az AGRISAFE 203288 sz. EU-FP7-REGPOT
2007-1 palyazat tamogatta.
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