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DI-, TETRA- ES HEXAPLOID TRITICUM FAJOK GENOMJAINAK
ELEMZESE ES AZOK OSSZEHASONLITASA FLUORESZCENS IN
SITU HIBRIDIZACIOVAL

VARGA MONIKA, MOLNAR ISTVAN ES KOVACS GEZA

MTA Mezogazdasagi Kutatointézete, Martonvasar

A T. monococcum hasznos agrondémiai tulajdonsagainak termesztett buzaba toérténd
beépitése céljabol a T. turgidum ssp. durum (A"A"BB, 2n=4x=28) x T. monococcum ssp.
monococcum  vulgare keresztezésével szintetikus hexaploidokat (A"A"BBA™A™
2n=6x=42) allitottunk elé. A kromoszomaatrendezddések kovetése céljabol sziikséges az
A" és A™ genomok megkiilonboztetése egymastdl, mely probléma megoldasara
fluoreszcens in situ hibridizaciot végeztiink repetitiv DNS probak (Afa family, pSc119.2,
pTa7l) segitségével T. monococcum-on, T. turgidum ssp. durum-on és T. aestivum-on.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a pSc119.2 préba nem alkalmas a kiilonbdz6 eredetii *A’
kromoszomak elkiilonitésére, az ugyanis nem adott hibridizacios jelet a T. monococcum
kromoszomain, mig a pTa71 és az Afa family probak hibridizaciés mintazata alapjan az 1-
es, 4-es és 5-0s homeoldg csoportok egymastdl egyértelmiien elkiilonithetdek. A tobbi
homeoldg csoporton beliili megkiilonboztethetdség érdekében, a jovoben tovabbi repetitiv
probak alkalmazasat tervezziik.

Kulcesszavak: 7. monococcum, T. turgidum ssp. durum, T. aestivum, A genom, FISH

GENOME ANALYSIS OF DI-, TETRA- AND HEXAPLOID TRITICUM
SPECIES AND THEIR COMPARISON BY FLUORESCENT IN SITU
HYBRIDIZATION

M. VARGA, I. MOLNAR AND G. KOVACS

Agricultural Research Institute of the Hungarian Academy of Sciences, Martonvasar

T. turgidum ssp. durum (A"A"BB, 2n=4x=28) x T. monococcum ssp. monococcum
vulgare synthetic hexaploids were developed in order to transfer favourable agronomic
traits from 7. monococcum into cultivated wheat. The differentiation of the A" and A™
chromosomes is essential for the identification of homeologous recombinations between
them. Fluorescent in situ hybridisation (FISH) was carried out with repetitive DNA probes
(Afa family, pSc119.2, pTa71) on the somatic chromosomes of 7. monococcum, T.
turgidum ssp. durum and T. aestivum. The results show that the pSc119.2 probe is not
suitable for the discrimination of different A chromosomes because it does not produce
hybridization signals on 7. monococcum chromosomes. In contrast, the A™ and A"
chromosomes within the homologous groups 1, 4 and 5 could be clearly differentiated
from the hybridization patterns of the pTa71 and Afa family probes. Further repetitive
DNA probes will be needed for the discrimination of A chromosomes within the
homologous groups 2, 3, 6 and 7.
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Triticum fajok genomelemzése FISH-sel

Bevezetés

Az alakor (Triticum monococcum) az egyik leg6sibb, a T. aestivum-mal
igen kozeli rokonsagban levd, termesztett gabonank, mely 7 par kromoszomat
(A"A", 2n=2x=14) tartalmaz. Szamos értékes agronémiai tulajdonsaggal
rendelkezik, melyek koziil kiemelheté fagyallosaga, gombabetegségekkel
szembeni ellenallésaga, nagy szarszilardsdga és gyomelnyomo képessége.
Igénytelen gabonafajta, vegyszermentes koriilmények kozott is termesztheto.
Lizin-, mikroelem- €s esszencialis aminosav-tartalma igen magas, szénhidrat-
tartalma alacsony, az élettani szempontbol rendkiviil fontos tokol- és karotinoid
tartalma kiemelkedd. Utobbi tulajdonsiaga miatt egészségveédd élelmiszerek
eloallitasara is alkalmas lehet. A nemesités szamara nagy jelentdséggel birhat
olyan genotipusok létrehozasa, melyek révén az alakor hasznos tulajdonsagait
hordoz6 kromoszéma szegmentumok atvihetok a bliza genomjaba.

Ennek érdekében a T. monococcum és T. turgidum ssp. durum (AABB,
2n=4x=28) keresztezésével szintetikus hexaploid genotipusokat (A"A"BBAA,
2n=6x=42) allitottunk el6, melynek utédnemzedékeiben homeolog
rekombinacio fellépését varjuk. A szintetikus hexaploid vonalak genom
analiziséhez sziikséges a T. monococcum A™ genomjanak megkiilonboztetése a
durum buzaban talalhatd 7. urartu eredeti A genomtdl. A fluoreszcens in situ
hibridizacio (FISH) kivaloan alkalmas az egyes repetitiv . DNS szekvenciak
repetitiv  szekvencidkat probaként alkalmazva a FISH soran a kapott
hibridizacios mintazat alapjan az egyes kromoszomak megkiilonboztethetdek
egymastol (Molnar et al. 2009).

Az A" és A" genom megkiilonboztetése céljabol magas kopiaszamu
repetitiv DNS szekvenciakkal (Afa family, pTa71 és pSc119) fluoreszcens in
situ hibridizaciot (FISH) végeztiink a T. monococcum, T. turgidum ssp. durum és
T. aestivum ) fajok szomatikus kromoszéma preparatumain. A citologiai elemzés
soran a kapott mintazat alapjan azonositottuk az egyes kiilonbozo eredeti A
kromoszomakat, majd elkészitettiik a harom faj A genomjanak kariotipusat.

Anyag és mddszer

Vizsgélatainkhoz a T. monococcum ssp. monococcum vulgare MvGBO089, T. turgidum ssp.
durum és T. aestivum cv. Chinese Spring genotipusokat hasznaltuk. A kisérleti novények
gyokércsticsabol mitotikus kromoszéma preparatumokat készitettiink a Schneider et al. (2003)
altal leirt modszer szerint.

A FISH soran a kovetkez6 repetitiv DNS probakat alkalmaztuk: az Ae. tauschii-bol izolalt
Afa family (Nagaki et al. 1995), a rozsbdl szarmazé pSc119.2 (Bedbrook et al. 1980), valamint a
18S-5.85-26S riboszomalis DNS szekvenciakat tartalmazé pTa71 klont (Gerlach and Bedbrook
1979). A pSc119.2 probat biotinnal, az Afa-family probat digoxigeninnel a pTa71 probat 50-50%
biotinnal és digoxigeninnel jeldltik. A mitotikus kromoszomapreparatumok elokezelései, a
digoxigeninnel illetve biotinnal jeldlt repetitiv DNS probak hibridizacios jeleit anti-digoxigenin-
Rhodamin ¢és streptavidin-FITC alkalmazasaval tettikk lathatova vords ill. zold szinekkel. A
repetitiv probak hibridizacios jelének rogzitése Zeiss Axioskop-2 fluoreszcens mikroszkophoz
csatlakoztatott Spot CCD kameraval tortént. A fotok kiértékelése Image Pro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD) software alkalmazasaval tortént.
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Eredmények és kovetkeztetések

Az FISH eredményeként a 7. monococcum kromoszoémain egyértelmii
hibridizacios mintazat volt megfigyelhetd az Afa family probaval (la abra). A
hibridizacios savok tobbsége a kromoszoma karok végén interkalaris vagy
disztalis pozicioban volt megfigyelheté. A legkomplexebb mintazat a 7A™
kromoszoman, a legkevesebb sav a 6A™ kromoszoman volt detektalhato. A 18S-
5.8S-26S rDNS szekvencidkat tartalmaz6 pTa7l proba intenziv fluoreszcens
Hibridizacios savok kialakuldsa a pSc119.2 probaval nem volt megfigyelheto.

A T. turgidum ssp. durum szomatikus kromoszoémain mindharom repetitv
DNS proba egyértelmi hibridizaciés mintazatot mutatott (1b abra). Az Afa
family proba savjai nagyrészt az A genom kromoszomain, mig a pSc119.2 proba
a B kromoszomakon volt lokalizalhat6. A pTa7l riboszomalis DNS proba erds
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1. abra A T. monococcum (a) és a T. turgidum ssp. durum (b) szomatikus kromoszémai a
fluoreszcensz in situ hibridizacié utan. A FISH képeken a pTa71 probakat sotétebb, mig az Afa
family probakat vilagosabb hibridizacios savok jeldlik. Skala: 10 pm.

kromoszémaja azonosithaté volt. Az emlitett repetitiv. DNS probakkal
(pSc119.2, Afa family, pTa71) végzett FISH eredményeként a 7. aestivum (cv.
Chinese Spring) kromoszomait is azonositottuk. A harom fajon végzett
hibridizacios kisérletek eredményeként elkészitettik a 7. monococcum A™
valamint a 7. turgidum ssp durum és a T. aestivum A genomjanak kariotipusat
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(2. abra). Ismeretes, hogy a T. turgidum és a T. aestivum A genomjanak diploid
6se a T. wrartu volt. A T. monococcum A™ és az allotetraploid valamint
allohexaploid buzak A" genomjai kozott szamos hasonlosag fedezhet6 fel, mely
megnyilvanul az alkalmazott probak hibridizaciés mintazataban is. A
legnagyobb hasonlosag a 3-as, 6-0s és 7-es homeoldg csoport tagjai kozt volt
megfigyelhet. A harom faj kariotipusat Osszehasonlitva csak kismértéki
kiilonbséget figyeltiink meg a T. turgidum és a T. aestivum kozott. A két
kariotipus kozti hasonldsag Gsszefiiggésben all azzal, hogy az evollcio soran a
T. aestivum a T. turgidum és az Ae. tauschii természetes hibridizacidjanak
eredményeként jott 1étre. Valosziniileg a poliploidizacidval magyarazhato az is,
hogy az egyes kromoszomak hibridizacios mintdzata a 7. monococcum-ban
mutatta a legnagyobb kompelxitast. Az alakorhoz képest a durum és kenyérbiiza
A kromoszomdin a hibridizaciés savok szamanak fokozatos csokkenését
tapasztaltuk. J6 példa erre az 1A™ és SA™ rovid karjan megfigyelhet6 ers pTa71l
szignal eltiinése a poliploid buzdkban. Hasonl6é tendencia figyelheté meg az
egyes karok (pl. 1, 2, 3 7 homeoldg csoportok) disztalis és szubterminalis
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2.abra A T. monococcum (a), a T. turgidum ssp. durum (b) és a T. aestivum (c¢) A genomjanak
kariotipusa az Afa family, pSc119.2 és pTa71 probak hibridizaciés mintazata alapjan. A pSc119.2

Hasonl6 megfigyelésekrol szamoltak be a pGclR-1  repetitiv
szekvenciaval kapcsolatban is, melyek jelen vannak a hexaploid biza B és G
genommal rendelkezd diploi Oseiben, de hianyoznak a tetra és hexaploid

buzakban (Han et al. 2005). A repetitiv  DNS szekvencidk eliminalodasa
Osszefiiggésben allhat az allopoliploid faképzddéssel. Ennek soran a nagyon
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kiilonb6z6 genomok a magas kopia szamu repetitiv szekvencidk elvesztésével
igyekeznek a genomi inkompatibilitast megsziintetni, mely hozzajarulhat a
diploid-szer(i meiozis jelleg és ezen keresztiil a stabil 6rokldédés kialakulasahoz.
(Han et al. 2005).

Eredeti célunk volt, hogy repetitiv DNS probak hibridizaciéos mintazata
alapjan probaljunk meg olyan karakterisztikus savokat talalni, melyek révén a T.
monococcum X T.turgidum ssp. durum keresztezésekkel 1étrehozott szintetikus
hexaploidokban meg tudjuk kiilonboztetni az A™ és A" genomok kromoszomait.
A pTa71 és az Afa family proba hibridizacios mintazata alapjan az 1-es, 4-es és
5-0s homeoldg csoport esetében lehetséges a kiilonbozo eredetli A kromoszoémak
megkiilonboztetése. A tobbi homeoldg csoport elkiilonitése érdekében a jovoben
sziikséges tovabbi repetitiv probak alkalmazasa is.

Koszonetnyilvanitas

A dolgozat a GAK Alakor 5, a K 67808 sz. OTKA ¢s az AGRISAFE 203288, EU-FP7-
REGPOT 2007-1 palyazatok tamogatasaval késziilt.
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