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A termesztett buza diploid 6seinek molekularis citogenetikai elemzése: pachytén- és

fiber-FISH.

A fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH) olyan technikai fejlettséget ért el napjainkra, hogy
egyes alternativ modjainak alkalmazésa lehetdséget teremt kiilonb6z6 molekularis markerek
fizikai térképezésére az adott kromoszomdkon. A modern ndvénynemesités szamara
elengedhetetlen fontossagu a FISH modszer felhasznalasa, mivel az intenziv nemesités
haté¢kony ellendrzé rendszert kivan. Az egyes nemesitési és genetikai alapanyagokban a
beépiilt DNS szegmentumok és gének preciz, gyors és megbizhatdo nyomon kdovetése
kivéanatos. Erre kivaldan alkalmas molekularis citogenetikai modszerek a pachytén- és a fiber-
FISH. A pachytén-FISH a kromoszomak kedvez6 morfologiai tulajdonsagait hasznalja ki. A
pachytén szakaszban (meiozis 1. profazisanak harmadik alfazisa) 1év6 kromoszomak kevésbé
kondenzaltak (egyes fajoknal, pl. rizs ~40-szer hosszabbak), de ISH utan még biztonsaggal
megkiilonboztethetok és azonosithatok. A fiber-FISH technika csupasz DNS szalakat hasznal
a preparatumokon. A modszer eldnye, hogy a legjobb felbontassal és a legrovidebb
kimutathatdsagi tartomannyal rendelkezik (~1-5Kb), hatrdnya azonban, hogy nincs
csak ismert kontroll DNS szakasz mellett lehetséges.

Palyazatunk soran legfontosabb célunk volt a pachytén-FISH technika adaptalasa a
martonvasari Génmeg6rzés és Organikus Nemesités Osztaly Molekularis Citogenetika
Laboratoriumaban. Munkank soran elsdként a termesztett buza (Triticum aestivum L.
AABBDD, 2n=6x=42) diploid donor genomjainak (AA genommal rendelkez6 fajok koziil a
Triticum urartu és Triticum monococcum 1-1 genotipus, a BB genommal legnagyobb
homologiat mutato SS genomot hordozo fajok koziil az Aegilops bicornis és Aegilops
speltoides 2-2 genotipus, valamint a DD genomot hordozd Aegilops tauschii 5 genotipus)
tenyészkerti felszaporitasat végeztiik el.

A pachytén preparatumok készitése a mitotikus preparatumok készitési modjatol eltér. Ennél
a technikanal portokokbol allitottuk elé az in situ hibridizaciora alkalmas targylemezeket,
amelyeket eléz6leg abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyt keverékében fixaltunk. A pachytén
fazisban 1év6 o0sztddo sejteket tartalmazo portokok kivalogatasa szinte fajonként valtozik és

gyakorlatot igényel. Kiilonb6z6 idépontokban begyiijtott kalaszok eltéré magassagban



elhelyezkedd kalaszkainak portokaibol préselt preparatumot készitettliink, majd szelektaltuk a
meidzis [. pachytén fazisdban 1év6 osztdodd sejteket. A kaldsz kozepén elhelyezkedd
kalaszkakban taldlhato a legeldrehaladottabb meiotikus fazis. Megallapitottuk, hogy a
deélelotti orak a legoptimalisabbak a kaldszok begylijtésére, hiszen az igy begyiijtott
novényekben talalhaté a legtobb sejt a szamunkra megfeleld fazisban.

Teszteltik a kilonbozo kalasz-fixalasi modszereket. Azt vizsgaltuk, hogy melyik a
legalkalmasabb a diploid Aegilops fajok kalaszainak fixalasara, valamint mely fixalasi
technika alkalmazasat kovetéen tudunk megfelel6 mindségli preparatumot késziteni az in situ
hibridizaciés kisérletekhez. A Carnoy |. (abszolut etanol: jégecet 3:1 arany keveréke) és
Carnoy Il. (abszolut etanol: kloroform: jégecet 6:3:1 aranya keveréke) fixalasi modot
Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy a Carnoy II. fixald hatasara érzékenyebbé,
sériilékenyebbé valik a kromatin strukturaja.

A fixalast kovetden a pollenanyasejtek falat 3 enzim 1%-os oldatanak - cellulaz, pektoliaz,
citohelikdz - 1:1:1 ardanya keverékével emésztettiik, 37°C-on. Kisérleteink soran
megallapitottuk, hogy a kiilonb6zé genotipusok eltéré iddtartami enzimatikus emésztést
igényelnek (pl. T. urartu 3 o6ra, Ae. speltoides 4 6ra). A hosszabb ideig -20C°-on tarolt
enzimkeverék fokozatosan veszitett aktivitasabol.

A targylemezek mindségét DAPI-val tortént festést kovetden ellendriztik (Fig la). A
kisérletekhez sziikséges megfeleld mindségli preparatumokrol kiilonbozd pufferekben tortént

mosassal eltavolitottuk a DAPI-t és szaradas utan a targylemezeket -20°C-on taroltuk.

Figl.a Fig1.b



A meiozis |. profazis pachytén fazisaban a kromoszomak parosodottak és dekondenzaltak és
kivaléan alkalmasak kiilonb6z6 DNS szekvenciak térképezésére. Kisérleteinkhez egy
LoliumxFestuca mesterséges hibrid kromoszoma készletét hasznaltuk fel. Genomikus in situ
hibridizacio segitségével a két genom kromoszomai elkiilonitheték és nagy biztonsaggal
meghatarozhato a meiotikus profazis pachytén szakasza (Fig 1b). JOI megfigyelhet6 a két faj
teljesen parosodott kromoszoma készlete (Lolium zo6ld, Festuca piros).

El6kisérleteink soran az Arabidopsis genombol izolalt teloméra specifikus klont (HT 100.3)
alkalmaztuk kiilonb6z6 repetitiv. DNS szekvencidkkal egyiitt (pl. 45S rDNA- pTa7l) az
Aegilops tauschii (DD genom) és a Triticum monococcum (AA genom) diploid fajok
kromoszomain, meiotikus profazisban 1évé sejteken. A HT100.3 DNS klon a Triticeae
nemzetségben és viragzo novényekben altalanosan jelen levé CCCTAAA szakaszt hordozza.
A felvételen megfigyelheté az egyes kromoszomak telomérdjahoz hibridizalt HT100.3 préba
(Fig 2, piros hibridizacios jel).

pTa71

Fig 2.

A hexaploid buza genomjabol izolalt, egyedi szekvenciakat térképeztiink az Ae. tauschii (DD)
¢s a T. monococcum (AA) genomok pachytén kromoszomain.

Szamos, a buiza genom DNS-en PCR-el felszaporitott trinukleotid szekvencia koziil az ACG
trinukleotid szekvencia egyedi jelet mutatott a hexaploid buza 4D kromoszoémajan. A
szekvenciat az Ae. tauschii genom pachytén kromoszomajan térképeztiik. Referencia DNS
probakként a HT100.3 (teloméra specifikus) és a ZCF1 (centroméra specifikus) klonokat
hasznaltuk fel (Fig 3, ACG piros nyil, HT100.3 és ZCF1 probak zold hibridizacios jel)).
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Fig 3.

A ZCF1 a hexaploid genom DNS-en felszaporitott, PCR alapi marker. Tesztelés utan
megallapitottuk, hogy az Aegilops bicornis (SS), Triticum monococcum(AA) és Triticum
urartu (AA) genomok kromoszémain is megtalalhat6 ez a szekvencia.

Az Ae. tauschii (DD) és a T. monococcum (AA) pachytén fazisban 1évé kromoszomain
teszteltiik a Dx5 HMW gént. A teljes konstrukcio (pHMW 1Dx5) repetitiv DNS szakaszokat
tartalmaz. Korabbi palydzatunk keretében sikeriilt olyan probakat elballitani, amely egyre
kevesebb repetitiv DNS szakaszt tartalmazott.

A Dx5 gén egyedi jelolédést mutatott mind az Ae. tauschii, mind a T. monococcum
genomban. Az AA genomban nagy valdsziniiséggel a Dx5 gén ,,A” homoldgja mutatott

egyedi hibridizacios jelet (Fig 4, Dx5 piros nyil).

HT100.3
ZCF1

Fig 4.

A hexaploid biaza genombdl nem allt rendelkezéslinkre megfelelé szama és mindségli BAC

DNS klén. A szekvencidk nagy szdmu repetitiv szakaszokat hordoztak, amely lehetetlenné



tette szamunkra a klonok térképezését a diploid genomok pachytén kromoszémain. Ezért
kisérleteinkhez a palyazat utolsé éveiben a Brachypodium distachyon genombol szarmazo
DNS plazmidokat hasznaltuk fel. Ez a faj a szalkaperje, amely a Triticeae nemzetségbe
tartozik ¢és a termesztett buza modell novénye, 2010-ben valt ismertté a teljes genom
szekvenciaja (The IBI, International Brachypodium Initiative).

A B. distachyon genombdl szarmaz6 BAC klonok begylijtése, izolalasa és felhasznalasuk
pachytén-FISH  kisérletekhez a Dr Robert Hasterok professzorral  (Sziléziai
Tudomanyegyetem, Katowice, Lengyelorszag) kialakitott egyiittmiikodés keretében tortént.
Laboratoriumukban nagy szamu Brachypodium BAC DNS szekvenciat tartalmazo konyvtarat
tartanak fenn. Martonvasaron jelenleg 13 klonnal rendelkeziink a faj mind az &t
kromoszémajara: 15-G12, 26-H1, 41-A8, 63E3, 42H8, 33F12, 54D7, 33F2, 32C1, 63E9,
58H2, 3H4, 63E4. A BAC klonok kozott szerepelnek egyedi, low-copy szekvencidk, ill.
pericentroméra koriili, ismétlédd szekvenciat hordozd plazmidok is. A FISH kisérletekben
kontroll DNS-ként rDNS vagy egyéb ismétlddé szekvenciat hordozd6 DNS probat
alkalmaztunk. Eredményeinkrél elmondhatd, hogy egyedi szekvenciat nem sikeriilt
azonositani az Ae. tauschii és a T. monococcum pachytén kromoszomakon. Kisérleteinket

tovabb folytatjuk, ij DNS klonok begytjtése és probak eldallitasa folyamatban van.
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