A joféle safrany rokonsagi korének
molekularis biologiai megkozelitése
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OSSZEFOGLALAS

A joféle safrany (Crocus sativus L.) egy steril, triploid névény,
magot nem terem és csak emberi kulturakban létezik. A joféle
safrany eredete még mindig nem tisztdzott, feltételezhetden
autopoliploid mutans vagy hibrid. A jelenlegi rendszertani
publikaciok és a korabbiak tobbsége is a C. cartwrightianus, egy
vadon élG faj leszarmazottjanak tartjak. A safrany sterilitasa miatt
ésszertinek tint a rokonsdgi viszonyokat vizsgdlo klasszikus
taxonomiai tanulmdanyokat molekularis biologiai modszerekkel is
kiegésziteni. A DNS polimorfizmuson alapuléo AFLP mddszer
megerdsitette a feltételezett szoros kapcsolatot ezen fajok kozott.

Kulcsszavak: Crocus sativus, Iridaceae, AFLP, DNS alapu
taxonomia

SUMMARY

The hay saffron (Crocus sativus L.) is a sterile triploid plant,
known in human culture only, with no fertile seeds produced. The
origin of saffron is still a mist, however it is assumed to be an
autopoliploid mutant or a hybrid. The recent classification and
most of the former taxonomic publications define C. sativus to be
derived from C. cartwrightianus, a wild species. Because of the
sterility of hay saffron it seemed to be reasonable to apply
molecular biological methods to complete classical taxonomic
studies in examining its relations. The DNA polymorphism based
AFLP method has confirmed the close relationship between these
species.
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IRODALMI ATTEKINTES

A joféle safrany (Crocus sativus L.) szolgaltatja a
vilagon a legdragabb fliszert. A novény sterilis,
triploid €s csak emberi kultirakban talalhatd. Ezek a
tulajdonsagok teszik ezt a kisméretii geofitont a
rendszertani kutatasok kiilondsen érdekes targyava.
A leglijabb rendszertani publikacié (Mathew, 1999)
és a korabbi osztilyozé munkak (Mathew, 1980;
Mathew, 1982) a C. sativust és a C. cartwrightianust
egymads mellé soroljak. A C. sativust akar Ggy, mint a
C. cartwrightianus alfajat, akar, mint valtozatat,
esetleg mutans szarmazékat. Néhany kertészeti
kézikonyv még Ossze is keveri a kettdt (RHS, 1997).
Akéarmennyire is hasonlitanak egymasra, mégis
sziikség van bizonyitékokra ezt a szoros kapcsolatot

illetéen ¢és hogy a safrany eredetét kideritsiik.
Keresztezési kisérletekbol tudjuk azonban, hogy a C.
sativus (mely Onsteril) csak a C. thomasiival volt
képes magot produkalni, a C. cartwrightianus-szal
nem (Grilli, 2003; Chichiricco, 1989). Jelen munka a
DNS polimorfizmuson alapuld Amplified Fragment
Length Polymorphism (felerdsitett fragment hossz
polimorfizmus) (Vos et al, 1995) moddszerrel
igyekszik  hozzdjarulni a safrany eredetének
kideritésé¢hez.

A C. sativus rendszertani helyzete a Crocus
nemzetségen belill igen figyelemre méltd. Nem csak
a sajat sorozatanak tipus faja, hanem a szekcid és a
subgenus is réla kapta a nevét.

Jelen tanulmany célja, hogy a rendelkezésre allo
fajokat az  AFLP  modszer  segitségével
Osszehasonlitsa és hogy egy szdzalékos hasonlosagi
rendszert allitson fel kozottiik.

ANYAG ES MODSZER

A C. sativus és rokonsagi korének, valamint
néhany tovabbi faj Osszehasonlitasahoz az AFLP
modszer egy modositott valtozatat teljes genomialis
DNS mintakon alkalmaztuk.

A DNS mintak

A kovetkez6 DNS mintdkat a Royal Botanic
Gardens, Kew Jodrell Laboratory DNS bankjatol
vasaroltuk (London, Nagy Britannia):

C. sativus

C. cartwrightianus

C. oreocreticus

C. hadriaticus

C. pallasii ssp pallasii

C. thomasii

A kovetkez6 DNS mintdk egyéb gytijtemények
ndvényeibdl szarmaznak:

7. C. nudiflorus

SAA I

8. C. boryi
9. C. goulimyi
10. C. clusii

11. C. reticulatus

Ezekbdl a mintakbol mi végeztiik a DNS kivonast
Zenogene novényi DNS tisztitd kit segitségével
(ZenonBio Kft., Szeged). Minden DNS mintat -18°C-
on taroltuk felhasznalasig.




AFLP

A mobdszerhez EcoRI és Trull (Msel-nek
megfeleld) restrikcidos endonukledz — enzimeket,
Y*/Tango™ puffert, T4 ligazt, Ligation Buffer-t és
PCR Mastermixet (Fermentas, Litvania) hasznaltunk.
Az EcoRI és Trull primereket a Bio Science Kft-nél
(Budapest) szintetizaltattuk.

Az enzimatikus emésztést ~10 pl teljes térfogattal
végeztiik. 2 pl teljes genomidlis DNS-t, 1 ul (10U)
EcoRI enzimmel, 2 ul Y"/Tango™ pufferrel, 5 pl
vizben emésztettiink egy oran keresztiil, 37°C-on,
majd 1 pl (1U) Trull enzimet adtunk hozza és 65 °C-
on 20 percig inkubaltuk.

A ligalast 20 pl teljes térfogatban végeztiik. 5 pl
kettésen emésztett DNS-hez 1-1 pl (10 pmol) EcoRI
és 1-1 ul (100 pmol) Trull adapter alsé és felsd
szalat, 1 ul T4 ligazt, 2 pl ligacios puffert és 8 pl
vizet adtunk. Az elegyet 20°C-on 2 O6ran at
inkubaltuk.

A modszert ugy egyszertsitettiik, hogy csak két
AFLP primert hasznaltunk harom-harom bdvitett
bazissal és nem alkalmaztunk el6zetes amplifikaciot.
A PCR reakciokat 25 pl teljes térfogatban végeztiik a
kovetkezd Osszeallitasban: 2 pl ligalt DNS templat,
2,5 pul (10 pmol/ul) EcoRI, 2,5 pl (100 pmol/ul)
Trull primer, 12,5 pl PCR Mastermix ¢s 5,5 pl H,O.
A termociklusokat a kovetkez6képpen allitottuk be:
elészor egy 2 perces danaturalo 1épés 94 °C-on, majd
94 °C 30 s., 65 °C 30 s. (ciklusonként 0,7 °C-os
csokkenéssel), 72 °C 1 percig 12 cikluson keresztiil,
majd 94 °C 30 s., 56 °C 30 s., 72 °C 1 percig 23
cikluson keresztiil, végiil 72 °C 2 percig.

Gél analizis

A rendelkezésiinkre allé rovid (20 cm) gélfuttatd
berendezés miatt egy modositott, 5-18% gradiens,
akrilamid gélt haszndltunk a PCR termékek
szeparalasdhoz. Ehhez 1% TBE futtaté puffert, 20
mA éaramerdsséget alkalmaztunk koriilbeliil 3 oran
keresztiil. Molekula tomeg markerként egy 100 bp
DNA Ladder-t hasznaltunk (Fermentas Co.) 1000-80
bp tartomannyal.

Az AFLP DNS mintdzatokat Sammons-féle
eziistfestési eljarassal jelenitettiik meg (Sammons et
al., 1981). A géleket Gene Genius Bio Imaging
System és Gene Snap programok segitségével

s

programmal hataroztuk meg.
Statisztikai elemzés

Az akrilamid gélen lathatdé DNS vonal mintak
egyedi genetikai polimorfizmust, hasonlosagot,
kiilonbségeket mutat az adott mintak kdzott. Ezeket a
mintékat statisztikailag a Jaccard Index segitségével
analizaltuk, mely annak ,a becsiilt valosziudsége,
hogy két objektum megegyezik egy, legalabb az
egyikiiket jellemz6é valtozoban“ (Podani, 1997). A
Jaccard Index értékeit az SPSS programmal
allapitottuk meg és rendeztiik hasonlosagi matrixba,
egyszeru kapcsolat klaszter modszert alkalmazva.

EREDMENYEK

Két kiilon gél eredményeit ismertetjiik. Az elsot
kizarolag az RBG, Kew Jodrell laboratoriumanak
(Anglia) DNS Bankjabol szarmazo mintai alkotjak,
mivel ezeknél nem volt kétséges a fajok
meghatarozasa. A masodik gélen az el6z6 hat minta
mellett mas eredetli mintak is szerepeltek. Minden
kisérletet haromszori ismétlésben végeztiink.

Az AFLP modszerrel minden teljes genomidlis
DNS-b6l 18-26 polimorfikus DNS vonalat sikeriilt
eléallitani (/.a., 2.a. dbra). A vonalak tilnyomod
tobbsége az Osszes mintaban megtalalhato. Minden
mintaban volt egyedi, csak ra jellemz6 vonal. Voltak
kettdé vagy tobb mintara jellemzd megkiilonboztetd,
de szamukra ko6zOs vonalak is (1.b. dbra). Az els6
gélen a statisztikai elemzés eredményeként 1étrejovo,
Jaccard indexekbdl allo tablazatbol kidertilt, hogy a
C. sativushoz leginkabb a C. cartwrightianus 85%-
ban hasonlitott, mig a C. thomasii 75%-ban. Egyéb
fajok kozott a hasonlosag 52% és 68% kozott
valtozott, amely érték relative magas, mivel a fajok
kozti hasonlosag ritkan haladja meg az 50%-ot
(1. tabldzat). Ez a tény a Crocus csoportban 1évd
fajok relativ kozelségébdl adodhat. A masodik gélen
a statisztikai analizis eltéré eredményt adott. A C.
sativus hasonlosaganak lehetdsége egyarant kb. 62%
volt mind a C. cartwrightianushoz, mind a C.
thomasiihoz. Ebben az esetben a hasonlosagok
értekei 25% és 62% kozott voltak talalhatoak
(2. tablazat). Mindkét esetben a hasonlosagi értékek
a C. sativus, C. cartwrightianus és a C. thomasii
kozott voltak a legmagasabbak. Az 6sszes eredményt
egyszert kapcsoltsagon alapuldé kladogrammokon
abrazoltuk (I.c., 2.b. abra).

1.a. abra: Hat Crocus DNS minta AFLP mintazata
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Figure 1.a: AFLP pattern of six Crocus DNA samples
M: molecular size marker, 1. C. sativus, 2. C. cartwrightianus,
3. C. oreocreticus, 4. C. hadriaticus, 5. C. pallasii ssp pallasii,
6. C. thomasii




2.a. abra: Tizenegy Crocus DNS minta AFLP mintazata 1.b. abra: Hat Crocus DNS minta kinagyitott mintazata

M 1 2 3 4 5 6

(A fajok nevét lasd az 1.a. abran.) Az also6 nyil egy fajra jellemzd
vonalat jelol, a felsok az 1, 2 és 6 mintakra jellemz6é egyedi

vonalakat jel6lnek.
Figure 2.a: AFLP pattern of eleven Crocus DNA samples Figure 1.b: Enlarged AFLP pattern of six Crocus DNA samples
M: molecular size marker, 1. C. sativus, 2. C. cartwrightianus, (For samples name see Fig. 1.a.) Lower arrow indicates unique
3. C. oreocreticus, 4. C. hadriaticus, 5. C. pallasii ssp pallasii, band, specific for sample 2. Upper arrows indicate specific double
6. C. thomasii, 7. C. nudiflorus, 8. C. boryi, 9. C. goulimyi, bands for samples 1, 2 and 6.

10. C. clusii, 11. C. reticulatus

1. tablazat
Az 1 gél Jaccard indexeinek hasonlésagi matrixa

C. sativus C. cartwrightianus C. oreocreticus C. hadriaticus C. pall. ssp. Pall. C. thomasii
C. sativus 1,000 0,850 0,682 0,652 0,609 0,750
C. cartwrightianus 0,850 1,000 0,583 0,560 0,520 0,714
C. oreocreticus 0,682 0,853 1,000 0,773 0,652 0,565
C. hadriaticus 0,652 0,560 0,773 1,000 0,560 0,609
C. pall. ssp. pall. 0,609 0,520 0,652 0,560 1,000 0,565
C. th ii 0,750 0,714 0,565 0,609 0,565 1,000
Table 1: Proximity matrix of Jaccard indices of Gel I samples
2. tablazat
A II gél Jaccard indexeinek hasonlésagi matrixa
C.sativus K. | C. cartwrightianus K. | C. oreocreticus K. | C.hadriaticus K. | C.pall. ssp. pall. K. | C.thomasiiK. |C. nudiflorus| C.boryi | C.goulimyi| C.clusii |C. reticulatus

C. sativus Kew 1,000 0,619 0,611 0,591 0476 0619 0333 0455 0429 0,545 0,333
C. cartwrightianus K. 0619 1,000 0476 0423 0375 0,565 0360] 0308 0333 0500 0250
C. oreocreticus K. 0,611 0476 1,000 0,600 0,556 0,550 0,526 0381 0421 0,550 0,563
C. hadriaticus K. 0,591 0423 0,600| 1,000 0,619 0,542 0,522 0,400 0,500 0430 0409
C.pall.ssp. pall K. 0476 0375 0,556] 0,619 1,000 0435 0476 0292 0611 0375 0421
C. thomasii K. 0619 0,565 0,550 054 0435 1,000 0308] 0478 0455 0,565 0429
C. nudiflorus 0333 0,360 0,526 0,522 0476 0,308 1,000 0,280 0,250 0478 0,400
C.boryi 0455 0308] 0,381 0,400 0292 0478 0,280 1,000 0304 0478 0474
C. goulimyi 0429 0333 0421 0,500 0611 0455 0250 034 1000 0280 0.300]
C. clusii 0543 0,500] 0,550 0480 0375 0,565 0478 0478 0280 1,000 0429]
C. reticulatus 033 0250] 0563] 0409 0421 0429 04000 o4m] 03] o049 1,000]

Table 2: Proximity matrix of Jaccard indices of Gel II samples




Il.c. abra: Az 1 gél Jaccard indexeinek dendrogrammja
egyszerii kapcsolat médszer klaszterrel

2.b. abra: A 11 gél Jaccard indexeinek dendrogrammja
egyszerii kapcsolat médszer klaszterrel
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Figure 1.c: Dendrogram of Jaccard indices of Gel I samples
using single linkage clusters

OSSZEGZES

A C. sativus egy steril triploid noévény, mely a
safrany fliszert adja, eredete még mindig nem
teljesen tisztazott. A legtobb klasszikus rendszertani
tanulmany, beleértve anatomiai, florosztikai ¢és
reprodukcié bioldgiai munkakat is egyetért abban,
hogy a C. sativusra legjobban a C. cartwrightianus
hasonlit (Mathew, 1982; Mathew, 1999; Grilli,
1999). Ezen miivek mellett a DNS polimorfizmuson
alapuld AFLP modszer tovabbi eredményekkel jarult
hozza, hogy megerdsitsiik azt a tényt, miszerint a C.
sativushoz  legkdzelebb genetikailag is a C.
cartwrightianus all.

Mindazonaltal figyelembe kell vennink a C.
thomasii jelent6s hasonlésagat mind a C. sativushoz,
mind a C. cartwrightianushoz. Hasonlo eredményre
jutott Grilli és Brandizzi (1998) flow cytometry,
kvantitativ és kvalitativ DNS analizissel, valamint
statisztikai DNS bazispar becsléssel. Chichiricco
(1989) magképzddésrdl szamolt be C. sativus és C.
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Figure 2.b: Dendrogram of Jaccard indices of Gel Il samples
using single linkage clusters

thomasii keresztezésébdl, mely igen erds kapcsolatot
feltétlez a két faj kozott.

Az AFLP modszer bevezetése a C. sativus
taxonomiai  kutatdsdba szazalékos hasonlosagi
értékeket allapitott meg az egyes fajok kozott. A
Crocus sorozat rendelkezésiinkre 4ll6 hat faja koziil a
C. cartwrightianus és a C. thomasii mutatta a
legnagyobb hasonlosdgot a C. sativushoz és
egymashoz is, mintegy 70% feletti értékben. A
jovoben szeretnénk kibdviteni kutatasunkat egyéb
Crocus fajokkal is, hogy tovabbi bizonyitékokkal
jaruljunk hozzd a fliszersafrany eredetének
kutatasashoz.
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