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Citogenetica di ibridi fra Triticum aestivum e
Dasypyrum villosum e di linee da essi derivate *

Summary — In the course of a research aimed at the genetic improvement of wheat
through intergeneric hybridization, 24 inbred breeding lines obtained by the hybridization
of Triticum aestivum cv. ‘Chinese Spring’ (CS) or T turgidum ssp. durum cv. ‘Modoc’ fol-
lowed by backcross to CS have been characterized cytogenetically. Some lines were found to
have the same karyotype as CS. In other lines, karyological events such as chromoso-
me addictions, chromosome substitutions, recombinations between parental genomes or
between the homoeologous genomes of wheat were observed. These findings, which were in
part unexpected and even surprising, show that a careful cytogenetic characterization of
wheat hybrids is necessary to understand factors and mechanisms that play a role in deter-
mining the structure of their karyotype, and then to choose strategies for the genetic impro-
vement of wheat by interspecific and/or intergeneric hybridization.
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Abbreviazioni: CS, Triticum aestivum L. cv. ‘Chinese Spring’; M, Triticum turgidum
spp. durum Desf., cv. ‘Modoc’; Dv, Dasypyrum villosum (L.) Candargy, DAPI, 4,6-diamidino-
2-phenylindole; GISH, genomic 7 situ hybridization; FISH, fluorescent 77 situ hybridiza-
tion.
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INTRODUZIONE

L’ibridazione interspecifica ed intergenerica ha contribuito in maniera signifi-
cativa ai progressi ottenuti nel miglioramento genetico delle piante agrarie, perché
consente il trasferimento di interi genomi o di loro parti da una specie ad un’altra,
con la conseguente possibile introgressione nelle specie coltivate di geni agronomi-
camente utili. Un aspetto chiave della selezione che viene operata successivamente
all'incrocio consiste nella caratterizzazione del complemento cromosomico che
risulti negli ibridi e nella individuazione per questa via di quelli caratterizzati da
stabilita genetica. Anomalie cromosomiche di varia natura con conseguenti pro-
blemi di sterilita totale o parziale dovuta ad anomalie cromosomiche di varia natura
quali addizioni, delezioni o sostituzioni di cromosomi [2, 13, 16, 17] e riarrangia-
menti quali traslocazioni o inversioni, sono infatti molto frequenti negli ibridi,
sopratutto quando sono coinvolte specie filogeneticamente non vicine.

Varie specie di frumento sono state incrociate tra di loro nel tentativo di tra-
sferire alle varietd coltivate caratteri utili quali I'alta capacita produttiva, la preco-
cita a stress biotici e abiotici. Allo stesso scopo sono stati effettuati incroci tra fru-
menti e specie appartenenti a generi diversi quali Aegilops, Agropyrum, Dasypyrum,
Secale [10]. D. villosum & riconosciuto essere un possibile donatore di svariati geni
utili per il miglioramento del frumento [15] fra i quali quelli che determinano la
resistenza alla ruggine del fusto e della foglia [11], e all’oidio [7, 14], la qualita e
quantita delle proteine di riserva del seme [8] e la qualita della farina [10].

Nell’ambito di un progetto per il miglioramento genetico del frumento finaliz-
zato alla costituzione di varietd con caratteristiche superiori, sono state condotte
analisi citogenetiche su una serie di linee ottenute da ibridazione di grano tenero e
duro con D. villosum.

I risultati ottenuti sono presentati in questo lavoro.

MATERIALI E METODI
Materiale vegetale

1l materiale oggetto di studio & costituito da linee derivanti dal reincrocio di
ibridi Treticum aestivum L. cv. ‘Chinese Spring’ (CS) X Dasypyrumz villosum L. Can-
dargy (Dv) o T. turgidum: ssp. durum Desf. cv. ‘Modoc’ (M) x Dy, con CS (Tabella 1).

Semi (cariossidi) sono stati fatti germinare su carta bibula imbibita con acqua
distillata in piastre Petri alla temperatura di 20°C. Le plantule sono state impiegate
per le analisi citogenetiche, o fatte crescere in serra.

Foglie di piante adulte di Do, CS, M, T. urartu, Aegilops speltoides e Ae. squar-
rosa sono state utilizzate per ’estrazione del DNA genomico.
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TaBeLLa 1 — Elenco delle linee di frumento analizzate, ottenute da ibridazione
intergenerica e mantenute per autofecondazione.

A B
Sigle originali Abbreviazione Sigle originali Abbreviazione

13. CSxV58 593 CS xV58a Mutante (41-3)-01 MV-01
23. CSxV58 93 CS xV58b Mutante (8-1)-01 MV-02
5. CSxV59 593 CS%xV59a Mutante 1-04 MV-03
10. CSxV59 1-95 CS xV59%b Mutante 3-04 MV-04
16. CS x V60 593 CS xV60a Nuovo Mut. 2-04 MV-05
21. CSxV60 s93 CS xV60b Nuovo Mut. 3-04 MV-06
4. CSxV63 95-97 CSVé63a Nuovo Mut. 5-04 MV-07
14. CSxV63 1.95 CSV63b Nuovo Mut. 13-04 MV-08
34. CSx V32 v623-3 CSV32a 3. Mut 9.99/Orig.IR MV-09
34. CSxV32 v623-3 CSV32b 5. Mut. 33-92/1-200 MV-10

Fila4 pt1 Gigas orig
33. CSxV32 v616-1 CSV32c Mut 3.99 MV-11
33. CSx V32 v616-1 CSv32d

Fila 2 pt 3
9. CS-1BL/1VS 1.98 CS1V(1B)

A, [Triticum aestivum L. cv. ‘Chinese Spring’ (CS; 2n=6x=42; genoma AABBDD) x Dasypyrum
villosum L. Candargy (Dv; 2n=2x =14 genoma VV] xCS. Le lettere al termine delle abbreviazioni
indicano progenie discendenti da singole spighe (linee sorelle).

B, [Triticum turgidum ssp. durum Desf. cv. ‘Modoc’ (2n=4x=28 genoma AABB) xDv] xCS.

Allestimento dei preparati

Apici di radici seminali sono stati trattati con alfa-bromonaftalina per 6 ore,
fissati in una miscela di etanolo-acido acetico glaciale 3:1 (v/v) e conservati a 4°C
fino alla loro utilizzazione.

Per I'allestimento dei preparati citologici, gli apici fissati sono stati lavati con
un tampone costituito da citrato di sodio 6 mM e acido citrico 4 mM, pH 4,8, per
20 minuti a temperatura ambiente in agitazione e trattati con una miscela enzima-
tica costituita da pectinasi 10% e cellulasi 6% per un tempo variabile da 60 a 90
minuti. Il materiale & stato quindi nuovamente lavato nel tampone ed i meristemi
sono stati schiacciati in una goccia di acido acetico 60% sotto un vetrino copriog-
getto fatto poi saltare dopo un rapido congelamento a -80°C. I preparati sono stati
quindi fatti essiccare a 37°C e conservati a temperatura ambiente fino al loro uso.
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Estrazione e marcatura del DNA

Il DNA genomico ¢ stato estratto da foglie e purificato come indicato da Del-
laporta ef al. [6]. La marcatura ¢ stata effettuata mediante “nick translation”, uti-
lizzando digossigenina-11-dUTP o biotina-16-dUTP.

Ibridazione in situ

Per I'ibridazione 7z situ di DNA genomico (GISH), & stato integralmente
seguito il metodo descritto da Minelli ez a/. [12]. Libridazione citologica (FISH) di
una sonda di DNA specifica isolata dal genoma di Dv e costituita da sequenze spe-
cifiche di DNA satellite [9], ¢ stata condotta secondo Schwarzacher et /. [18].

RISULTATI E DISCUSSIONE

I risultati ottenuti sono riassunti nella Tabella 2. Le linee CS xV58, CS xV59
e CS xV60 hanno mostrato 42 cromosomi del tutto simili a quelli di CS, senza che
la GISH evidenziasse nel complemento cromosomi o cromatina di Dv. Neppure
I'ibridazione (FISH) della sonda di DNA ripetuto specie-specifica per Dv ha rive-
lato introgressione di DNA di questo parentale nel genoma delle tre linee. Questo
risultato & apparso sorprendente, in relazione al fatto che le linee analizzate
mostrano alcuni caratteri fenotipici propri di Dy [3, 4, 5]. I risultati dello studio
condotto da Caceres et al. [4] hanno tuttavia mostrato che sequenze di Dv non rile-
vabili citologicamente sono presenti nel genoma di questi ibridi.

Delle linee CSV63, CS1V(1B) e CSV32, gia caratterizzate cariologicamente da
Minelli et al. [12], & stata verificata la stabilita. Le prime due linee sono risultate
stabili. La linea CSV63 si & confermata una linea di addizione (Fig. 14), in cui i cro-
mosomi di Dy introgressi costituiscono la VI coppia del complemento, che reca i
determinanti genetici della resistenza all’oidio [20]. La linea CS1V(1B) ha eviden-
ziato una traslocazione fra il braccio lungo della I coppia cromosomica di CS ed il
braccio corto della I coppia di Dv (Fig. 15). Questa linea ¢ interessante perché sulla
prima coppia cromosomica di Dv & localizzato un gene che codifica per una speci-
fica glutenina che migliora la qualita della farina [3, 10]. La linea CSV32 si & dimo-
strata invece instabile, poiché I’assetto cromosomico varia, nelle linee sorelle, fra la
sostituzione disomica o monosomica di cromosomi che recano il genoma B di fru-
mento con cromosomi appartenenti alla coppia 6V di Dv (Fig. 1c) e la completa
assenza di cromosomi o cromatina di Dy (Fig. 1d).

Sono state anche analizzate undici linee derivanti dagli incroci (T. turgi-
dum xD. villosum) x T. aestivum. La maggioranza di queste linee ¢ stata trovata
avere uno stabile complemento cromosomico 2n=42. La linea MV-03 ha presentato
invece stabilmente 28 cromosomi e la linea MV-08 42 o 28 cromosomi in piante
diverse (Tabella 2). E interessante notare che, sia nella linea MV-03 che nelle



TaBELLA 2 — Risultati delle analisi citogenetiche effettuate.
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Numero di|  Numero Evento cariologico Coppia Genoma di
Linee piante cromosomico osservato cromosomica di | frumento | Figura
analizzate Dv coinvolta coinvolto
CSxV58a 5 42 Nessun evento osservabile - - -
CS xV58b 5 42 Nessun evento osservabile - - -
CS%xV59a 5 42 Nessun evento osservabile - - -
CS x V59 3 42 Nessun evento osservabile - - -
CS xV60a 5 42 Nessun evento osservabile - - -
CS xV60b 5 42 Nessun evento osservabile - - -
CSV63a 5 44 Addizione disomica VI - la
CSV63b 5 44 Addizione disomica VI - -
CS1V(1B) 5 42 Traslocazione I B 1b
CSV32a 3 42 Sostituzione disomica - B -
CSV32b 6 42 Sostituzione disomica - B -
CSV32¢ 4 41 Sostituzione e delezione - B 1lc
monosomica

5 42 Nessun evento osservabile - - 1d

CSv32d 5 42 Nessun evento osservabile - - -
MV-01 3 42 Ricombinazione - A'B 2
MV-02 6 42 Ricombinazione - A B -
MV-03 6 28 Ricombinazione - A B -
MV-04 2 42 Nessun evento osservabile - - -
MV-05 5 42 Ricombinazione - BoD, A 3a
MV-06 4 42 Ricombinazione - A'B -
MV-07 2 42 Nessun evento osservabile - - -
MV-08 4 28 Ricombinazione - A B 4b

2 42 Nessun evento osservabile - -

MV-09 4 42 Ricombinazione - BoA D 3b
MV-10 5 42 Ricombinazione - AoD,B 3¢
MV-11 6 42 Sostituzione disomica Due cromosomi B 4a

Do




(009°T%) 2q
TP (¢) IPTWOSOWOId 9JBIQ O (2 ‘7) TWOSOWOId OUBDIPUT 9903I] T "9IULIIO[q YN(J dWOd 0esn znazsor I 1p 3 (DI OpIda) oredrew o 1p YNJ

< 13

u0d HSI ‘0sseq Ul [y U0IZEI0[0d ‘01 UT *(p-2) ZEASD @ () (AT)ATSD ‘(7) €9ASD 9UI] I[P A[PIIPEI BWLISLIOW [PU dYDISLIeIdW dser] T “S1.]

— 194 —




— 195 —

Fig. 2. Piastra metafasica nel meristema radicale della linea MV-11. In alto, colorazione DAPI; in
basso, GISH con DNA di Dy marcato (verde; FITC) e di T aestivum: usato come DNA bloccante.
Le frecce indicano cromosomi di Dv. x 1600.

piante della linea MV-08 con 28 cromosomi, non ¢ stata rilevata alcuna traccia del
genoma D di CS, che ¢ stato quindi negativamente selezionato in questi ibridi.

In dieci delle linee analizzate (MV-01 - MV-10; Tabella 2) non ¢ stata eviden-
ziata introgressione di cromosomi o cromatina di Dv, né dopo GISH né dopo ibri-
dazione con la sonda di DNA specie-specifica per Dv. La linea MV-11 ¢ stata
invece trovata essere una linea di sostituzione disomica, in cui una coppia di cro-
mosomi di Dv ha sostituito una coppia dei cromosomi del genoma B di frumento
(Fig. 2).

In due delle dieci linee che non mostrano introgressione di materiale genetico
di Dv non ¢ stato possibile osservare 'occorrenza di alcun evento cariologico; queste
due linee sembrano percid avere lo stesso corredo cromosomico di CS. Nelle altre
otto linee sono state invece osservate ricombinazioni fra i tre genomi presenti nel
frumento: fra i genomi A e B nelle linee MV-02, MV-03, MV-06, MV-08, MV-01
(Fig. 3), fra i genomi A e B 0 D nella linea MV-05 (Fig. 4a), frai genomi De A o B
nella linea MV-09 (Fig. 45), fra i genomi B e A o D nella linea MV-10 (Fig. 4¢). Come
gia osservato da Akhunov et 4. [1], queste ricombinazioni interessano preferenzial-
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Fig. 4. Piastre metafasiche nel meristema radicale delle linee MV-05 (2), MV-09 (5), e MV-10 (¢).
In alto, colorazione DAPI; in basso, GISH in cui il DNA marcato ¢ stato rilevato con Cy3 (rosso).
In (4), DNA di T wrartu marcato (genoma A) e Ae. speltoides (genoma B) ed Ae. squarrosa
(genoma D) utilizzati come DNA bloccanti; in () DNA di Ae. squarrosa marcato (genoma D) e
T durum come DNA bloccante; in (¢) DNA marcato di Ae. speltoides usato come sonda (genoma
B) e T wrartu (genoma A) ed Ae. squarrosa (genoma D) come DNA bloccanti. Le frecce indicano
ricombinazione fra i genomi A, B, D di T. aestivum. (a) x 1600; (b-c) x 1400.

mente le regioni distali dei cromosomi. Alcune di queste linee mostrano caratteristi-
che fenotipiche diverse da CS ed agronomicamente interessanti. Ad esempio, la
farina che si ottiene dalle cariossidi della linea MV-01 ed il pane che se ne ricava,
sono per alcuni aspetti migliori rispetto a CS (Vaccino et al., [19]).

Queste caratteristiche, in assenza della dimostrazione che non vi é stata intro-
duzione criptica di DNA di Do, sembrano dovute proprio alle ricombinazioni
osservate,
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Riassunto — Nell’ambito di un progetto per il miglioramento genetico del frumento
finalizzato alla costituzione di linee ibridogene con caratteristiche superiori, sono state con-
dotte analisi citogenetiche su ventiquattro linee ottenute attraverso ibridazione intergenerica
fra Triticum aestivum cv. ‘Chinese Spring’ (CS) o T. turgidum ssp. durum cv. ‘Modoc’ con
Dasypyrum villosum ed il reincrocio con CS. Mentre alcune linee hanno mostrato un cario-
tipo del tutto simile a quello di CS, in altre sono stati osservati eventi cariologici quali addi-
zioni o sostituzioni cromosomiche e ricombinazioni fra i genomi parentali o i genomi omeo-
loghi del frumento. T risultati ottenuti, in parte inattesi e perfino sorprendenti, mostrano
come una attenta caratterizzazione citogenetica degli ibridi intergenerici di frumento sia
necessaria per la comprensione dei fattori e meccanismi che determinano la costituzione del
loro genotipo e quindi per la scelta di strategie per il miglioramento genetico del frumento
attraverso 'ibridazione interspecifica e intergenerica.
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