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SAZETAK

U radu je dan pregled upotrebe primarnih trisomika u lokalizaciji
gena boba (Vicia faba L.). Asinapti¢ki se mutanti kod boba koriste
kao postojan izbor za dobivanje trisomika. Dane su teoretske osnove
potrebne za upotrebu primarnih trisomika u lokalizaciji gena i
raspravljeni dosad dobiveni rezultati na tom podrugju.

Klju¢ne rijeci: bob, Vicia faba L., trisomici, asinaptici, lokalizacija
gena

uvoD

Trisomija je jedan od slu¢ajeva aneuploidije pri kojem dolazi do pojave
jednog kromosoma u suvisku tako da trisomici imaju diploidni broj kromosoma
2n+1. Trisomici se obi¢no klasificiraju u primarne (kromosom u suvisku je
potpun), sekundarne (kromosom u suvisku je izokromosom tj. ima dva ista
kraka) i tercijarne (kromosom u suvisku ima krakove od dva razli¢ita
kromosoma). Takoder su zabiljeZzeni i dvostruki trisomici (2n+1+1) koji imaju
dva razlicita kromosoma u suvisku, te mono-trisomici (2n-1+1). Trisomike su
prvi zabiljeZili Blakeslee i Avery (1915. prema Borojevié, 1976) kod Dature
strarmonium, a kasnije su otkriveni i u mnogim drugim biljnim vrstama kao $to
su kukuruz, pSenica, raZ, jeGam, rajdica i dr.

Izvori trisomika mogu biti raznovrsni: (1) normalni diploidi (disomici) -
pojava u prirodnim populacijama ili nakon tretiranja mutagenim sredstvima, (2)
poliploidi (narocito triploidi), (3) haploidi, (4) tetrasomici, (5) heterozigotne
translokacije, te (6) asinaptiéni mutanti.

Trisomici su opcenito vrlo zanimljivi za citogenetska istrazivanja, a najveéu
vaznost za genetiku i oplemenjivanje bilja imaju zbog moguénosti njihove
upotrebe u lokalizaciji gena na pojedinim kromosomima.
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DOBIVANJE TRISOMIKA BOBA

Bob (Vicia faba L.) jednogodinja je mahunarka. Nije je mogude krizati niti
s najsrodnijim i morfolodki najsli¢nijim vrstama kao $to su V. narbonensis L., V.
galilea Plit. and Zoh. i V. johannis Tomamsch. (Ladizinsky, 1975; Cubero,
1982; Ramsay i Pickersgill, 1984). Klasifikaciju unutar vrste uspostavila je Mu-
ratova (1931. prema Lawes et al., 1983), Hanelt (1972) i Cubero (1974). Ima-
juéi na umu preporuke Harlana i de Weta (1971) da se sve kultivirane forme
odredene vrste klasificiraju u podvrstu A, dok je podvrsta B rezervirana za
divlje forme iste vrste, Cubero (1974) uspostavlja podvrstu Vicia faba faba u
kojoj postoji samo jedna kulturna vrsta (Vicia faba L.). Unutar navedene
podvrste moZemo razlikovati &etiri botanicka varijeteta koji se medusobno lako
krizaju i razlikuju se prvenstveno prema veli¢ini siemena, a to su faba, equina,
minor i paucijuga. Divlje forme boba koje bi bile klasificirane u podvrstu B nisu
poznate. Isto vrijedi i za divlje srodnika kultiviranog boba.

Diploidan broj kromosoma boba je 2n=12. Malen broj i veliki sadrzaj DNK
&ine kromosome boba lako uocljivima, te vrlo prikladnima u citogenetskim istra-
Zivanjima. Kariotip boba sastoji se od metacentricnog kromosoma (1), tri sub-
telocentriéna kromosoma (2, 3, i 4), te dva akrocentricna (5 i 6) (Satovié et al.,
1995). Metacentriéni kromosom je dvaput duZi od ostalih, te posjeduje sekun-
darno suZenje na kojem se nalazi nukleolarni organizator.

Prvi trisomici kod boba otkriveni su u potomstvu po-7 mutanata dobivenih
radijacijom X-zrakama. Sjédin (1970) je primijetio da se tako dobiveni mutanti
razlikuju od normalnih biljaka po obliku peludovog zrnca i imaju znatno nizu
fertilnost. U potomstvu po-7 mutanata pronadeni su tetraploidi (2n-24), heksa-
somicni tetraploidi (2n=26), te trisomici (2n=13) (Poulsen i Martin, 1977). Svi
otkriveni trisomici imali su kromosom 6 u suvisku, te nije bilo moguce dobiti
potpunu seriju trisomika (Martin i Barcelo, 1984).

Krizanja tetraploidnih biljaka s diploidima u oba pravca nisu rezultirala do-
bivanjem trisomika niti triploida (Gonzalez et al., 1981).

Sliede¢a moguénost dobivanja trisomika, koja se pokazala i najuspjes-
nijom, bila je upotreba asinapti¢nih mutanata. Asinapsis je jedna od genetski
kontroliranih mejotickih nepravilnosti. Pri tom u zigotenu prve mejoticke diobe
ne dolazi do potpunog sparivanja homolognih kromosoma (SI. 1). Kao rezultat
se uz gamete s normalnim haploidnim brojem kromosoma pojavijuju i desek-
vilibrirane gamete koje su u vedini slucajeva nefunkcionalne. Gamete s jednim
kromosomom u suviSku (n+1) mogu obaviti oplodnju i time postaju izvor
trisomije.

Asinapticki mutanti dobiveni su induciranim mutacijama i to upotrebom
razligitih mutagena kao $to su EMS, EMS™Cu”, neutroni i g-zrake (Sjodin,
1970). lako Sjédin nije otkrio aneuploide u F, generacijama nakon krizanja
asinaptickih mutanata i normalnih diploida, nakon izbora linija s najvecim
stupnjem asinapsisa i njihovim krizanjem s diploidima Gonzalez i Martin (1983)
uspjeli su dobiti trisomike i to u relativno visokom postotku.
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Na ovaj je nadin mogude dobiti trisomike za sve subtelucentriéne i
akrocentricne kromosome (Barcelo, 1987; Barceld i Martin, 1990; Cabrera,
1988; Torres et al., 1995; Satovié et al., 1996; Torres et al., 1996). Martin
(1994, neobjavijeni rezultati - osobna komunikacija) uspio je dobiti i trisomik za
metacentrini kromosom (1), no bio je potpuno sterilan tako da ga nije bilo
moguce ocuvati. Predpostavlja se da nazo&nost metacentricnog kromosoma
dovodi do prevelike genske neravnoteze uzrokovane velikom koli¢éinom DNK
koju sadrZi, te je stoga njegova Zivotna sposobnost-znatno smanjena.

Slika 1. Nepravilna melafaza | mejoze asinapticke biljke: Kromosomi se ne sparuu
Figure 1. Irregular meiotic metaphase | of an asynaptic plant: Chromosomes do not pair

TRANSMISIJA TRISOMIJE

Transmisiju trisomije moZemo prougavati na tri razine pratedi (1) postotak
n+1 gameta (posebno Zenskih odnosno muskih), (2) postotak 2n+1 F, krizana-
ca nakon krizanja asinapticke linije s normalnim diploidom, te (3) postotak 2n+1
biliaka u F, biljaka u F, generaciji nakon samooplodnje trisomi¢nih F, biljaka.

U slu¢aju boba se kromosom u suvisku nikada ne prenosi mugkim
gametama. Gonzalez (1985) je pokazao da krizanjem diploida s trisomikom
koristeci trisomik kao Zenskog roditelja uviiek dovodi do pojave trisomicnih i
diploidnih F, krizanaca dok se u protivnom slucaju (trisomik kao muski roditelj)
javljaju iskljucivo diploidni F, krizanci. Isto je dokazao koristedi asinapticke
mutante kao roditelie umjesto trisomika. Zanimljivo je istaknuti da do tvorbe
muskih n+1 gameta ipak dolazi, ali one zbog odredenih fizioloskih svojstava ne
mogu izdrzati suparni$tvo s normalnim n gametama te nikada ne uspjevaju
izvrsiti oplodnju (kasne s tvorbom, slabije su Zivotne sposobnosti, nepravilnog
su oblika, peludova cjevcica sporije raste kroz plodnicu itd.).

Usporedujuci dva moguca izvora trisomije Cabrera (1988) je dobila 8,82 %
trisomicnih krizanaca krizajuéi asinaptike s diploidima, te 27,87 % krizajuci

231



Z. Satovié i sur: upotreba trisomika u lokalizaciji gena boba (Vicia faba L.)
Siemenarstvo 13(96)3-4, str. 229-245

trisomike s diploidima. lako je potonji pokus dao znatno viSe trisomika dokazala
je upotreba asinaptika puno prikladnije iz dva razloga:

- asinaptici se lakSe odrZavaju u Cistoj liniji, povoljne su fertilnosti i lako se
krizaju,

- krizanjem asinaptika s diploidima mogu se dobiti trisomici za sve kro-
mosome osim metacentri¢nog tako da je potrebno odrzavati samo jednu asin-
aptiénu liniju (u sluéaju upotrebe trisomika kao roditelja potrebno je odrzavati
pet linija od kojih bi svaka bila trisomik za drugi kromosom), ’

- trisomici dobiveni krizanjem asinaptika s diploidima imaju veci vigor i
fertilniji su od onih dobivenih krizanjem trisomika s diploidima.

Satovié (1995) je dobio 13% F, trisomika od ukupno 178 F, krizanaca. Naj-
&esdi su bili trisomici za kromosome 6, 5, i 4. Ovo navodi na pomisao da
postoji obrnuto proporcionalan odnos izmedu velicine kromosoma i vjerojatno-
sti njegove transmisije u suvisku, no, svakako, potrebna su daljnja istrazivanja
u svrhu dokazivanja ovakove hipoteze.

Bududi da je transmisija trisomije muskim gametama jednaka nuli postotak
2n+1 biljaka u F, generaciji nakon samooplodnje F, trisomika daje nam uvid u
transmisiju trisomije Zenskim gametama. lako bi se teoretski mogao ocekivati
isti broj trisomika i diploida u F, generaciji to u praksi nikada nije tako iz vise
razloga (Gonzalez, 1985): (1) gubitak kromosoma u suviSku u mejozi, (2) sma-
njena Zivotna sposobnost n+1 gameta, (3) abnormalan razvoj 2n+1 zigote, (4)
sniZena klijavost i energija klijanja 2n+1 sjemenke, idr.

Cabrera (1988) kao srednju vrijednost transmisije trisomije tijekom trogo-
diSnjeg istrazivanja navodi f=0,22. Satovi¢ (1995) je dobio vrijednost of f=0.19
to je vrlo sliGan rezultat. Fertilnost trisomika znatno ovisila o kromosomu u
suviku. Trisomici za kromosom 4, 5, i 6 imali su slicnu fertilnost, oni za
kromosom 3 nesto nizu dok su trisomici za kromosom 2 bili znatno sniZzene
fertilnosti. Bilo kako bilo, postotak trisomika u F, generaciji nije znacajno ovisio
o tome o kojem se kromosomu u suvisku radilo.

MORFOLOSKE | CITOGENETSKE OSOBINE TRISOMIKA BOBA

F, krizanci izmedu asinaptika (majke) i normalnih diploidnih biljaka (ocevi)
mogu biti trisomici ili pak normalni diploidi.

Identifikaciju trisomika lako je sprovesti jer se trisomici jasno razlikuju po
morfoloskim svojstvima kao $to su to dokazali Barceld (1987) i Barceld i Martin
(1990) pomocdu translokacijskih linija. Pri tom su najznacajnija razlikovna
svojstva morfologija lista i opci izgled biljke:

- trisomici za kromosom 2 su slabija razvijeni od diploida, stabljika i grane
su polegle, a lidce je svijetlo zeleno i pomalo smeZurano,
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- trisomici za kromosom 3 imaju jacu stabljiku od diploida, list im je gladak,
zasilien i s manje Zila,

- trisomici za kromosom 4 imaju ravne, ovalne listove, tamnije zelene od
diploida.

- trisomici za kromosom 5 imaju nizu stabljiku od diploida, krace interno-
dije, te male i okrugle listove,

- trisomici za kromosom 6 jasno se razlikuju po tome $to su im rubovi
listova okrenuti nadolje $to listovima daje konveksan oblik.

Analizom metafaze | majcinskih stanica peluda moZe se pratiti ponasanje
krisomika u mejozi. Pri tom se jasno moZe vidjeti tvorba trivalenata (konfigu-
racija: 5l1+11l) ili pak univalenata (konfiguracija: 611+11) (Sl. 2).

SI. 2. Nepravilna metafaza | mejoze trisomicne biljke: Tvorba Sest bivalenata i jednog univalenta
(kromosom u sivusku)

Fig. 2. Irregular meiotic metaphase | of a trisomic plant: Formation of six bivalents and a univalent
(extra chromosome)

LOKALIZACIJA GENA POMOCU TRISOMIKA: TEORIJA

Lokalizacija gena pomocu trisomika moguca je stoga Sto se razdvajanje
svojstva uvjetovanog genom koji se nalazi na kromosomu u suvisku razli¢ito od
normalnog diploidnog mendelijanskog razdvajanja.

U svrhu uspostave ocekivanog modela trisomiénog razdvajanja svojstava
moramo imati na umu slijedece cCinjenice:

1. Generacija koja se ispituje

U svrhu lokalizacije gena najceSce se ispituje F, generacija dobivena
samooplodnjom F, trisomika ili pak generacija povratnog krizanja F, trisomika s
diploidnim roditellem. U generacijama povratnog krizanja razlika izmedu
ocekivanog trisomi¢nog i diploidnog razdvajanja je manja, te je potreban veci
uzorak u svrhu dokazivanja statisticke opravdanosti dobivenih razlika. Kod
boba se gotovo uvijek koristi F, generacija jer bilika, iako djelomicno
stranooplodna, dobro podnosi samooplodnju.
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2. Nacin razdvajanja svojstava

U slu¢aju mnogih morfoloskih svojstava kao i RAPD markera razdvajanje
je dominantno (heterozigoti se ne razlikuju od dominantnih homozigota), dok je
kod izoenzima i RFLP markera kao i nekih morfologkih svojstava kodominan-
tno. Isto tako, moguce je uspostaviti model za svojstva koja se ne nasljeduju
monogenski tj. koja su uvjetovana s dva ili dak i vise gena ukljucujucdi epista-
ticke, komplementarne ili inhibitorne odnose medu njima.

3. Dominantni roditelj

Ukoliko je majéinska linija nositelj dominantnog alela odredenog gena,
genotip F, trisomika bit ¢e AAa za razliku od genotipa Aaa koji se ocCekuje u
slu¢aju da je ocinska linija dominantni homozigot.

4. Transmisija trisomije

Buduci da se kod boba trisomici jasno mogu razlikovati od disomika
(odnosno diploida) razdvajanje odredenog svojstva moze se pratiti odvojeno u
grupi diploidnih i u grupi trisomi¢nih biljaka. Kao $to je to pokazao Hermsen
(1970) ovakvim se postupkom razdvajanje analizira dva puta, te je stoga
pouzdanije. Kod onih vrsta kod kojih je nemogudée lako razlikovati trisomike od
diploida u racunski model trisomiénog razdvajanja uvodimo odredeni postotak
transmisije trisomije. Navedeni je postotak poznat za mnoge biline vrste iako
moramo imati na umu njegovo variranje uslijed razli¢itih kako genetskih tako i
okolisnih ¢imbenika.

5. Model trisomicnog razdvajanja

Dosad su opisana tri teoretski moguéa modela razdvajanja kod trisomika:
(1) Model slu¢ajnog kromosomskog sparivanja (Random Chromosome Asso-
ciation Model), (2) Model slu¢ajnog kromatidnog sparivanja (Random Complete
Chromatid Association Model), te (3) Model teoretski najveéeg razdvajanja
(Equational Maximum Segregation Model).

Razliku izmedu ova tri modela pokazat ¢éemo na primjeru boba. Predposta-
vit ¢emo da se ispituje razdvajanje svojstava F, generacije nastale samooplod-
njom trisomi¢nog F, krizanca izmedu asinaptika (majka) i diploida (SI. 3).
MorfoloSka svojstva asinapticke linije moZemo smatrati uobiéajenima odnosno
standardnima kod boba, dok se kao odinske linije koriste razli¢iti zanimljivi
morfolo3ki, fizioloSki i dr. mutanti. Kao $to smo ve¢ istakli, transmisija trisomije
putem muskih gameta jednaka je nuli.
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Slika. 3. Dobivanje trisomika kod boba (Vicia faba L.)
Fig. 3. Scheme of trisomic production in faba bean (Vicia faba L.)

Q Asinapticka linija 02' Normalna diploidna linija

Asynaptic line Normal diploid line
AA aa

X

F, Trisomik F, Normalni diploid
F, Trisomic F,Normal diploid
AAa Aa

\
s>

F, Trisomici F, Normalni diploidi
F, Trisomic plants F, Normal diploid plants
AAA, Aaa, Aaa, aaa* AA, Aa, aa

* aaa genotip se ne pojavijuje ako pretpostavimo Model slucajnog kromosomskog sparivanja
* The Random Chromosome Association Model does not permit the formation of aaa individuals

1. MODEL SLUCAJNOG KROMOSOMSKOG SPARIVANJA
Predpostavijajuéi model Sluéajnog kromosomskog sparivanja (Muller,

-1914. prema Gonzalez, 1985) razdvajanje gena u F, generaciji nakon samo-
oplodnje F, biljke genotipa Aaa bit ¢e kao $to je prikazano u Tab. 1.
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Tablica 1. Model sluéajnog kromosomskog sparivanja: Samooplodnja AAa F , trisomica
Table 1. Random Chromosome Association Model- Selfing of AAa F, trisomic plant

Zenske gamete - Female gametes

Muske gamete n
Male gametes 2a 1a
n+1 1AA 2 AAA 1 Aaa
2 Aa 4 Aaa 2 Aaa
n 2A 4 aa 2 Aa
1a 2 Aa 1 aa

Stoga, u F, generaciji naic¢i ¢emo na slijedece genotipove:
- trisomici: 2/9 AAA: 5/9 AAa : 2/9 Aaa
- diploidi: 4/9 AA:4/9 Aa : 1/9 Aa

Prema ovom modelu ne nastaju gamete aa niti trisomici aaa genotipa. No,
u istraZivanjima su se takve individue ipak pojavijivale iako u vrlo niskoj frek-
venciji. Da bi se pojava aa gameta objasnila uspostavljen je Model slu¢ajnog
kromatidnog sparivanja.

2. MODEL SLUCAJNOG KROMATIDNOG SPARIVANJA

Ovaj model predpostavija da se istraZivani lokus nalazi beskona&no daleko
od centromere tako da izmedu njega i centromere moze doéi do beskonacnog
broja crossing overa (Haldane, 1930. prema Gonzalez, 1985). Tako postoji je-
dnaka vjerojatnost da se u gameti n+1 nadu bilo koja dva od $est moguéih ale-
la (dva A, dva A’ idva a; A i A’ su identiéni aleli). Razdvajanje je prikazano u
Tab. 2.

Tablica 2. Model slucajnog kromatidnog sparivanja: Samooplodnja AAa F, trisomica
Table 2. Random Complete Chromatid Association Model Selfing of AaAa F, trisomic plant

Muske gamete - Male gametes

Zenske gamete n
Female gametes 2a 1a
n+1 6 AA 12 AAA 6 AAa
8 Aa 16 AAa 8 Aaa
n 1aa 2 aaa 1 aaa
2A 4 aa 2 Aa
1a 2 Aa 1aa

Pritom ¢emo u F, generaciji naiéi na sliedeée genotipove.
- trisomici: 12/45 AAA: 22/45 Aaa : 10/45 Aaa : 1/45 aaa
- diploidi: 4/9 AA:4/9 Aa: 1/9 Aa
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3. MODEL TEORETSKI NAJVECEG RAZDVAJANJA

Burnham (1962. prema Gonzalez, 1985) je dokazao da Model sluéajnog

kromatidnog sparivanja ne daje teoretski najveéu mogudéu objasnjivu frekven-
ciju aa gameta.

Ako se tri kromosoma nosedi alele A, A’ i a sparuju u trivalente, kijazme
koje se tvore izmedu lokusa i centromere uklju€uju sva tri kromosoma odjed-
nom (Sl. 4; a i A’ su identi¢ni aleli).

Slika. 4. Tvorba kijazmi kod trivalenata tiiekom prve mejoticke diobe
Fig. 4.  Chiasmata formation in trivalents during first meiotic division

A' A
|a ;A'

3 O ] 3 O |
a a

Ako postoji slu¢ajno razdvajanje 2 : 1 (bilo koja dva kromosoma odlaze na
jedan pol, a trec¢i kromosom na suprotni), tada se nakon prve mejoticke diobe
tvore tri tipa dijada (SI. 5). Nakon druge mejoticke diobe 1/4 n+1 gameta Cine
dva kromosoma s istim alelom za doti¢ni gen (AA, A’A’ ili aa-uokvirene na Sl.
5). Razdvajanje je prikazano u Tab. 3.

Tabela 3. Model teoretski najveceg razdvajanja: Samooplodnja AAa F, trisomika
Table 3. Equational Maximum Segregation Model: Selfing of AAa F, trisomic plant

Zenske gamete - Female gametes

Muske gamete n
Male gametes 2a 1a
n+1 5 AA 10 AAA 5 AAa
6 Aa 12 AAa 6 Aaa
1aa 2 aaa 1 aaa
n 2A 4 aa 2Aa
1a 2 Aa 1 aa
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Slika 5. Tvorba tetrada nakon druge mejoticke diobe
Figure 5. Tetrade formation after second meiotic division

| Mejoticka dioba Il Mejoticka dioba

)

1‘ Aa /
~

) > |
V) 5y

2+3 AA'"  Ala
A
[acal A
- . . . AlA
| Mejoticka dioba Il Mejoticka dioba
A'a | Aa
) m /
3+1 Aa Aa \A
Ala
AA
e Ala
| Mejoticka dioba Il Mejoticka dioba
Aa | AA'
3 Aa /
1+2 Aa  AA ~

Imajudi na umu ovaj model n F, generaciji moZemo ocekivati sliedece:
- trisomici: 10/36 AAA : 17/36 AAa : 8/36 Aaa : 1/36 aaa
- diploidi: 4/9 AA : 4/9 Aa: 1/9 Aa
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Sumarni prikaz mogudih razdvajanja u F, generaciji za kodominantne i
dominantne gene koji se nalaze na kromosomu u suvisku predpostavijajuci dva
moguca genotipa F, krizanca (AAa i Aaa), te tri moguéa modela trisomiénog
razdvajanja dan je u Tab. 4. i Tab. 5.

Tabela 4. Ocekivane frekvencije genotipova u F, generaciji za kodominantne gene koji se nalaze na

kromosomu u suvisku
Table 4. Expected frequencies of F, genotypes considering codominant genes located on extra
chromosome
F,AAa F, Aaa
Model Model
() 0] d) ) ) 3
F, AA 4 4 4 1 1 1
2n Aa 4 4 4 4 4 4
aa 1 1 1 4 4 4
2n+1 AAA 2 12 10 0 1 1
Aa_ 7 32 25 7 32 25
aaa 0 1 1 2 12 10

Tabela 5. Ocekivane frekvencije genotipova u F, generaciji za kodominantne gene koji se nalaze na
kromosomu u suvisku
Table 5. Expected frequencies of F, genotypes considering dominant genes located on extra

chromosome

F,AAa F, Aaa

Model Model
() (2 3 (W) (2) 3
2n A_ 8 8 8 5 5 5
aa 1 1 1 4 4 4
2n+1 Aa_ 1 44 35 7 33 26
aaa 0 1 1 2 12 10

Lokalizacija izoenzimskih lokusa pomocu trisomika u f, generaciji

Posebna metoda lokalizacije izoenzimskih lokusa pomodu trisomika ispiti-
vanje alelnih doza u trisomi¢nom F, krizancu (Tanksley, 1983). Ova se metoda
temelji na Cinjenici da su aleli veéine izoenzimskih gena kodominantni, te da se
relativne koli¢ine enzima koje proizvodi svaki od alela mogu mijeriti kvantitativ-
no. Prednost ove metode je $to nije potrebno uzgoijiti F, generacija, tako da je i
broj biliaka na kojima se vrsi ispitivanje puno maniji. F, trisomik za kromosom
na kojem se nalazi odredeni izoenzimski lokus jasno se razlikuje po izoenzim-
skom fenotipu od diploidnog krizanca odnosno trisomika za neki drugi kromo-
som (Sl. 6). Bududi da kriticni trisomik ima dva majcinska i jedan ocinski alel
majcinska i hibridna (u sluc¢aju dimernog izoenzimskog lokusa kakav je prika-
zan na Sl. 6) traka bit ¢e deblje i vidljiviie od ocinske. Ukoliko se izoenzimski
lokus ne nalazi na kromosomu u suvisku hibridna ¢e traka biti jace izraZzena od
majcinske i o€inske.
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Slika. 6. Primjer lokalizacije izoenzimskog lokusa pomocu trisomika u F, generaciji: Razlika izmedu
disomicnog i trisomicnog zimograma

fig. 6. An example of isoenzyme locus localization using trisomic F, plants: Differences between
disomic and trisomic banding patterns

@ @) F, F,

Trisomik ili Disomicni Trisomicni
asinaptik Diploid zimogram zimogram
Trisomic or Diploid plant Disomic banding Trisomic banding
asynaptic plant pattern pafttern

LOKALIZACIJA GENA POMOCU TRISOMIKA: PRAKSA

Lokalizaciju gena na odredenom kromosomu moZemo pokazati na primje-
ru izoenzimskog markera Sod-7 (Torres et al., 1995). Asinaptcka linija (majka)
bila je homozigotna za “brzi” alel izoenzima Sod-7 (AA), dok je diploidna linija
bila homozigotna za “spori” (aa). Genotip F, triomika stoga je Aaa. F, genera-
cija sastojala se od 28 diploidnih biljaka i 10 trisomika. Biljke su razvrstane po
fenotipu (=genotip) i usporedene s teoretskim vrijednostima pretpostavijajuci
diploidno odnosno trisomiéno razdvajanje. %’ test moZemo provesti na poda-
cima o diploidnim i trisomiénim billkama odvojeno ili pak zajedno. U slucaju
diploidnog razdvajanja relevantan je podatak dobiven testiranjem svih podataka
zajedno jer ukoliko se radi o diploidnom razdvajanju (tj. gen se ne nalazi na
kromosomu u suviSku) nema razloga odvajati diploidne biljke od trisomic¢nih. U
Tab. 6. mozemo vidjeti da se dobivene vrijednosti signifikantno razlikuju od
teoretskih za diploidno razdvajanje (y° 14,421** df 2). U sluéaju trisomiénog
razdvajanja podatke o diploidnim i trisomi¢nim biljkama potrebno je testirati
odvojeno i utvrditi ima i signifikantnog otklona od teoretski ocekivanog
trisomi¢nog razdvajanja. Bududi da nije otkriven niti jedan trisomicni recesivni
homozigot (aaa) moZemo upotrijebiti Model slu¢ajnog kromosomskog spari-
vanja koji ne pretpostavlja tvorbu takvog individuuma. Kao $to se vidi iz Tab. 6.
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dobiveni su nesignifikantni y* kako u slugaju diploidne grupe biljaka (x> 1,009 df
2) tako i u slucaju trisomicne (x* 1,829 df 1). MoZemo zakljuéiti da se marker
Sod-1 nalazi na kromosomu 6 boba. »

Ukoliko se tijekom istraZivanja nekog svojstva otkrije trisomiéni homozigot
o€inskog fenotipa (aaa ako otac aaa odnosno AAA ako je otac AA) Model

slu¢ajnog kromosomskog sparivanja ne moze se koristiti veé se koriste druga
dva modela.

Omjer izmedu vjerojatnosti diploidnog i trisomicnog razdvajanja

Ukoliko dobiveno razdvajanje zbog nedovolinog broja F, individua nije si-
gnifikantno razliito niti od diploidnog niti od trisomiénog razdvajanja 7 testom
ne moZemo doci do zakljucka da li se navedeni gen nalazi na kromosomu u
suvisku ili ne.

U ovakvom se slu¢aju moZe izraunati omjer izmedu vjerojatnosti da je do

razdvajanja odredenog svojstva doslo pod pretpostavkom diploidnog odnosno
trisomi€nog razdvajanja.
P(2n + c f(2n+1
AZD_ f g 10gh2D (1
P@2n) i fi(2n)

gdje je,

P(2n+1) - vjerojatnost da je razdvajanje odredenog svojstva trisomiéno,

P(2n) - vjerojatnost da je razdvajanje odredenog svojstva diploidno,

i - genotipska klasa,

¢ - broj klasa,

a, - broj individua u klasi i,

f(2n+1) - oCekivana ucestalost klase i pod pretpostavkom trisomi¢nog razdva-
janja,

f(2n) - ogekivana ucestalost klase i pod pretpostavkom diploidnog razdvajanja.

Kriticni omjer izmedu dvije hipoteze koji dokazuje da je jedna od njih signi-
fikantno vjerojatnija od druge moze se dobiti pomocu sljedece formule (Morton,
1956):

P{p(H,) / p(Ho) > AlH } < 1A 2]

1z navedene formule proizlazi da ukoliko Zelimo s 95% sigurno$déu utvrditi
da je hipoteza o trisomi¢nom razdvajanju signifikantno vjerojatnija (P < 0,05),
omjer izmedu dvaju vjerojatnosti mora biti najmanje 20 : 1 u korist trisomi¢nog
razdvajanja (A = 1/0,05 = 20).

241



Z. Satovi¢ i sur: upotreba trisomika u lokalizaciji gena boba (Vicia faba L.)
Sjemenarstvo 13(96)3-4, str. 229-245

Tab. 6. Razdvajanja Sod-1 u F2 generaciji koja potfece od F1 trisomika za kromosom 6 boba
Tab. 6. Segregatin of Sod-1 in F2 generation derived from F1 plant trisomic for chromosome 6 of

1. DIPLOIDNO RAZDVAJANJE / DIPLOID SEGREGATION

faba bean
Zajedno/Pooled
2n, oBs EXP
2n+1
AA 19 95
Aa 16 19
aa 3 9.5
n 38 38
XZ
df

2

X

9.500
0.474
4.447
14.421

14.421
2

2n

AA
Aa
aa
n1

2n+1
AAA
Aaa ili AAa
aaa
rl2

n

2. TRISOMICNA RAZDVAJANJE /TRISOMIC SEGREGATION
A) MODEL SLUCAINOG KROMOSOMSKOG SPARIVANJA /RANDOM CHROMOSOME ASSOCIATION

MODEL
2n, 2n+1 0OBS
AA 19
Aa 16
aa 3
n 38
XZ
df

EXP
14.67
20.22

3.1
38

1.280
0.882
0.004
2.166

14.421

2n
AA
Aa
aa
ni

2n+1
AAA
AaailiAAa
nZ

n

Odvojeno/Separately
OBS EXP
15 7
10 14
3 7
28
OBS EXP
4 25
6 5
0 25
10
38

OBS

15
10
3

28

OBS

4
6

10
38

2

x

9.143
1.143
2.286

2

%
0.900
0.200
2.500

B) MODEL SLUCAJNOG KROMATIDNOG SPARIVANJA /RANDOM COMPLETE CHROMATID
ASSOCIATION MODEL

2n, 2n+1 OBS

AA 19
Aa 16
aa 3
n 38
XZ
df

EXP
15.11
19.56

3.33
38

2

P
1.001
0.646
0.033
1.681

14.421

2n
AA
Aa
aa
n1

2n+1
AAA
Aaa ili AAa
aaa
n2

n
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0OBS

15
10
3

28

EXP .
12.44 0.525
12.44 0.480
311 0.004
EXP 1
2.22 1.422
7.78 0.406
EXP 1
12.44 0.525
12.44 0.480
3.1 0.004
EXP v
267 0.667
711 0.174
0.22 0.222
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C) MODEL TEORETSKI NAJWECEG RAZDVAJANJA /EQUATIONAL MAXIMUM SEGREGATION
MODEL

2n, 2n+1 OBS EXP 2 2n OBS EXP 1
AA 19 15.22 0.938 AA 15 12.44 0.525
Aa 16 19.93 0.592 Aa 10 12.44 0.480
aa 3 3.39 0.045 aa 3 311 0.004
n 38 38 1575 n1 28
1 14.421 2n+1 OBS EXP v
df 2 AAA 4 278 0.538
Aaaili AAa 6 6.94 0.128
aaa 0 0.28 0.278
n’ 10
n 38
TIP RAZDVAJANJA Zajedno /Pooled Odvojeno/Separately
SEGREGATION TYPE 1 df b4 df 1 df
1. DIPLOIDNO/DIPLOID 14.421 2 12.571 2 3.600 2
2. TRISOMICNO/ TRISOMIC ~ A) 2155 2 1.009 2 1.829 1
B) 1.681 2 1.009 2 1.063 2
C) 1.575 2 1.009 2 0.944 2

Slicna se statisticka metoda poznata pod nazivom LOC scoring upotreb-
liava u analizi vezanosti gena (Lander i Botstein, 1986) koja se takoder temelji
na gore navedenoj formuli.

Geni boba lokalizirani upotrebom trisomika

Prvo izvjeSce o upotrebi trisomika za lokalizaciju gena boba dao je Gon-
zales (1985) koji je testirao relativno mali broj morfoloskih svojstava koristeci
trisomike za kromosome 2 i 6, te uspio lokalizirati gen koji uvjetuje pojavu
crvene mrlje na sjemenki boba na kromosomu 6.

Cabrera et al. (1989) je po prvi put kao izvor trisomije koristila asinapticku
liniju. IstraZivala je nasljedivanje devet gena za morfoloska svojstva koristedi
trisomike za kromosome 2, 3, 4 i 5. Pritom je uspjela lokalizirati gen za crvenu
boju sjemenke ®na kromosomu 4, te gen koji uvjetuje determinirani rast bilike
boba (ti) na kromosmu 5.

Satovi¢ (1995; Satovic et al., 1996) je koristeéi asinapticku liniju dobio
trisomike za kromosome 3, 4, 5 i 6 pokusao Iolalizirati sedam gena za
morfoloska svojstva, 13 izoenzimskih gena, te 282 RAPD markera. Lokalizirao
je gen za Zutu boju cvijeta (yf na kromosomu 5, dok je objedinjujuéi rezultate
Gonzaleza (1985) i Cabrere et al. (1989) dokazao da se gen za patuljasti rast
boba (dw) kao i gen za ravnomjernu raspodijelu pigmenta na cvijetu (sdp) moze
nalaziti samo na kromosomu 1 boba. Na isti su se naéin prvi put lokalizirali i
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neki izoenzimski lokusi (Satoivé, 1995: Torres et al., 1995): esteraza (Est-2) na
kromosomu 3, fruktokinaza (Fk-2) na kromosomu 4, peroksidaza (Prx-7) na
kromosomu 5, te 6-fosfoglukonat-dehidrogenaza (Pgd-p) i superoksid-dismu-
taza (Sod-7) na kromosomu 6. Torres et al. (1996) su daljnjim istraZivanjima
potvrdili lokalizaciju Pgd-p i Sod-7 na kromosomu 3. Potrebno je istaéi da u
navedenim istraZivanjima takoder negativni rezultati (tj. na kojem kromosomu
se odredeni gen ne nalazi) mogu biti od velike koristi za daljnji rad na izradi
genske mape boba.

ZAKLJUCAK

Izrada genske mape odredene biline vrste prvenstveno se sastoji od ana-
lize vezanih gena, te lokalizaciji gena odnosno grupe vezanih gena na kromo-
somima. Jedna od vrlo prakticnih metoda lokalizacije gena je upotreba triso-
mika. Kod boba (Vicia faba L.) je ta metoda narocito pogodna zbog postojanja
asinaptickih linija pomocu kojih je proizvodnja trisomi¢nih F, krizanaca dovoljne
Zivotne sposobnosti i fertilnosti laka i postojana.

Za razliku od ostalih mahunarki (prvenstveno grasak i soja, a zatim i grah,
slanutak i le¢a) kod kojih genske mape obuhvadaju veé stotine gena, bob je bio
predmetom malobrojnih istrazivanja. Navedenom é¢e metodom biti moguce u
relativno kratkom vremenu lokalizirati mnoge gene boba.

THE USE OF TRISOMICS IN GENE LOCALIZATION IN FABA BEAN
(Vicia faba L.)

SUMMARY

The paper reviews the use of primary trisomics in chromosomal
localization of genes in faba bean (Vicia faba L.). Asynaptic mutants
have been used in faba bean as a reliable source for the production
of trisomics. An attempt is made to arrange the theoretical informa-
tion needed for using primary trisomics in localizing genes and to
discuss the results of recent studies on this field.

Key words: faba bean, Vicia faba L., trisomics, asynaptics, gene
localization
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