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Chromosomowa lokalizacja markerow
tolerancyjnosci na glin U zyta

The chromosomal location of markers of aluminium tolerance in rye

W badaniach majacych na celu lokalizacje fragmentow DNA na chromosomach zyta wykorzystuje
si¢ zwykle zestaw linii addycyjnych pszenica-zyto i bardziej stabilne zestawy linii substytucyjnych
pszenzyta. Pochodzenie fragmentu DNA z okre$lonego chromosomu zyta potwierdza jego
hybrydyzacja z DNA linii addycyjnej przy jednoczesnym obniZeniu intensywnosci sygnalu do
analogicznej linii substytucyjnej pszenzyta. Spontaniczna utrata chromosoméw zyta W liniach
addycyjnych stwarza konieczno$¢ weryfikacji posiadanego materialu. Obecno$¢ addycji
chromosomow zyta W pszenicy Chinese Spring potwierdzono metoda hybrydyzacji przy uzyciu dwoch
sond molekularnych charakterystycznych dla Zytniej sekwencji powtarzajacej si¢ typu rozproszonego.
Wyniki analiz DNA 103 pojedynczych siewek linii addycyjnych przy uzyciu obu sond byly zgodne
i wykazaty znaczne zroznicowanie obecnoéci DNA zyta. Do badan nad lokalizacja fragmentow DNA
na chromosomach zyta wybrano DNA pojedynczych siewek linii addycyjnych, ktore z sondami
charakteryzujacymi zyto dawaty silny i podobny sygnat hybrydyzacyjny. Spos$rdéd 18 fragmentow
roznicujacych tolerancyjne i wrazliwe formy zyta 4 wykazywaly wzrost intensywnos$ci hybrydyzacji
do DNA linii addycyjnej z chromosomami 4R przy jednoczesnym obnizeniu tego efektu dla substytucji
4R/4D. W pozostatych przypadkach nie obserwowano zmian intensywno$ci sygnatu
hybrydyzacyjnego lub rdznice ujawniajace si¢ w liniach addycyjnych i substytucyjnych nie byly ze
soba zgodne.

Stowa kluczowe: hybrydyzacja, lokalizacja na chromosomach, markery, tolerancyjno$¢ na glin, zyto

The hybridization to DNA of the set of wheat-rye addition lines is the technique commonly used
for chromosomal location of DNA based markers in rye. The other approach is the hybridization to the
DNA of available set of substitution lines of triticale. Because of the tendency to spontaneous loss of
alien chromosomes in wheat-rye addition lines, their presence was verified by Southern dot-blot
hybridization using two DNA probes characteristic of rye specific dispersed repetitive sequence. Both
probes revealed identical or similar hybridization signals during the analysis of DNA obtained from
103 single seedlings of wheat-rye addition lines. These results confirmed the total or partial loss of rye
DNA in some seedlings. The DNA of single seedlings which showed strong and uniform hybridization
signal was selected for chromosomal location of rye fragments. The DNA of the set of D/R substitution
lines of triticale was also included in these experiments. Four of 18 fragments used as the probes showed
increase of hybridization signal to DNA of 4R addition line of wheat with simultaneous decrease of the
signal to DNA of 4R/AD substitution line of triticale. The hybridization pattern of the remaining
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fragments was not informative because of similar intensity of signals to all additions and substitutions
or of not consistent differences in intensity of signals to some additions and substitutions.

Key words: aluminium tolerance, chromosomal location, hybridization, markers, rye
WSTEP

Gléwnym czynnikiem hamujgcym rozwoj roslin na glebach kwasnych jest toksyczne
dziatanie jonow glinu. Wptyw toksycznego dziatania jonow glinu przejawia si¢ zahamo-
waniem wzrostu wierzchotkow korzeni, co prowadzi w konsekwencji do niedoboru
sktadnikow pokarmowych i podwyzszonej wrazliwosci na warunki stresowe (Aniot,
1981). Zyto jako zboze 0 wysokiej tolerancyjnosci na toksyczne dzialanie jonow glinu jest
najlepszym dawcg tej cechy dla innych roslin, takich jak pszenzyto i pszenica. Do genomu
pszenicy cechy zyta wprowadzane moga by¢ droga introgresji fragmentéw chromosomow
zyta.

W obrgbie zyta, podobnie jak uinnych zbdz, obserwuje si¢ znaczne zrdznicowanie
reakcji genotypow zyta na dziatanie jonow. Roznice w reakcji linii i segregantow F, zyta
na dziatanie jonéw glinu w warunkach testu laboratoryjnego (Aniol, 1981) umozliwity
wytypowanie jako potencjalnych markerow tolerancyjnosci okoto 30 fragmentéw DNA
powielonych technikg PCR z zastosowaniem starteréw semi-specyficznych (Rafalski i in.,
1996). W badaniach tych stosowano zmodyfikowana procedur¢ analizy zestawow
segregantdbw F, opisang przez Michelmore iwsp. (1991). W celu zwigkszenia
prawdopodobienstwa identyfikacji fragmentow sprzezonych z cechg tolerancyjnos$ci,
powielanie przeprowadzono na DNA matrycowym otrzymanym z 3 par linii rodzicielskich
oraz segregantdw F,, pochodzacych z krzyzowan tych linii. Poréwnanie spektrum
obejmowato 4 lub 6 form wrazliwych ite samg liczbe form tolerancyjnych. Jako
potencjalne markery wybierano fragmenty takiej samej wielko$ci rdznicujace co najmniej
cztery formy tolerancyjne lub wrazliwe. Analiza wynikow powielania przy uzyciu 84
starterow semi-specyficznych o dlugosci od 10 do 18 zasad umozliwita wytypowanie
fragmentow, ktore zostaly powielone z DNA linii isegregantéw tolerancyjnych lub
ujawnialy si¢ tylko U form wrazliwych.

Celem prac prowadzonych obecnie jest lokalizacja wyizolowanych fragmentéw DNA
réznicujacych wrazliwe i tolerancyjne formy zyta na chromosomach zyta. Powszechnie
stosowang metoda umozliwiajaca przypisanie markeréw do okre$lonych chromosomow
jest ich hybrydyzacja z zestawem linii addycyjnych pszenica-zyto (Gallego i in., 1998).
Brak wyrownanej reakcji siewek linii addycyjnych na toksyczne dziatanie jonow glinu oraz
réznice W intensywnosci sygnalu  hybrydyzacyjnego z sondami molekularnymi
pochodzacymi z powielonych fragmentow zyta wskazywat na konieczno$¢ weryfikacji
obecnosci DNA zyta w pszenicy Chinese Spring. Stad, celem pierwszego etapu badan byt
wybor siewek linii addycyjnych o potwierdzonej obecnosci chromosomow zyta.
W badaniach nad lokalizacja fragmentow DNA na chromosomach zyta wykorzystano
rowniez linie substytucyjne pszenzyta, W ktoérych chromosomy Zzytnie zastgpione sa
homeologicznymi chromosomami z genomu D pszenicy. Badania te stanowig etap
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poprzedzajacy okreSlenie sprzezen markeréw z genami tolerancyjnosci na toksyczne
dziatanie jonoéw glinu.

MATERIAL | METODY

Materiat do wytworzenia sond charakterystycznych dla zyta stanowily dwie odmiany
pszenicy: Chinese Spring i Korweta oraz dwie odmiany zyta: Dankowskie Ztote i Amilo.

Sondy molekularne utworzono z ponad 30 fragmentéw DNA, ktére réznicowaty
tolerancyjne i wrazliwe na toksyczne dziatanie jonow glinu linie i segreganty F, zyta.

Do chromosomowej lokalizacji markerow uzyto DNA zestawu linii addycyjnych
pszenicy Chinese Spring z chromosomami zyta Blanco oraz pszenicy Grana z chromoso-
mami zyta Dankowskie Ztote. Do badan tych wigczono réwniez DNA otrzymane z zestawu
linii substytucyjnych pszenzyta Presto z chromosomami pszenicy Begra.

Preparatyke DNA przeprowadzono wg metodyki opisanej przez Davisa i wsp. (1986).
Ilos¢ DNA oznaczano fluorymetrycznie zgodnie z instrukcja fluorymetru TKO 100
(Hoefer Scientific Instruments).

Amplifikacje fragmentéw DNA przeprowadzano W uktadzie zawierajacym W objetosci
20 pl: 15 ng DNA roélinnego, 1 x bufor (MBI Fermentas, Wilno), 2,5 mM MgCl,, 200uM
dATP, dGTP, dCTP, dTTP, 1-1,2 uM startera i 1 jednostke termostabilnej polimerazy
(MBI Fermentas). Powielanie prowadzono w termocyklerze UNO Il (Biometra, Getynga)
w warunkach opisanych uprzednio (Rafalski iin., 2002). Produkty amplifikacji
rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym w buforze TBE i wizualizowano
przy uzyciu bromku etydyny.

Wyizolowane fragmenty DNA znakowano dUTP-digoksygening wedtug procedury
opisanej przez producenta zestawu do znakowania i detekcji (DIG DNA labeling and
detection kit: Roche, Mannheim, Niemcy). Mieszanina do znakowania zawierata w 20 pl
okoto 50 ng znakowanego fragmentu DNA. Inkubacje prowadzono przez 18 godzin.
Znakowanie DNA wyizolowanych fragmentow przy wykorzystaniu tancuchowej reakcji
polimerazy przeprowadzano wg metody opisanej przez Saiki i wsp. (1985).

Zdenaturowane probki DNA nakladano na membrany hybrydyzacyjne przy uzyciu
urzadzenia Bio-Dot (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). DNA linii addycyjnych pszenicy
i zestawu linii substytucyjnych pszenzyta naktadano w ilosci 40 i 80 ng natomiast DNA
wrazliwych i tolerancyjnych linii i segregantow F, zyta w ilo$ci 25 i 50 ng.

Hybrydyzacje, detekcje immunologiczna ireakcje wybarwiania przeprowadzano
wedtug instrukcji producenta zestawu (Roche, Mannheim). Modyfikacja procedury
polegata na zmniejszeniu ilosci odczynnika blokujacego do 0,5% i dodaniu do buforu
hybrydyzacyjnego sonikowanego DNA pszenicy Chinese Spring w stezeniu 5 pg/ml przy
hybrydyzacji do DNA linii addycyjnych pszenicy izestawu linii substytucyjnych
pszenzyta. Hybrydyzacj¢ przeprowadzano przez 18 godzin w temperaturze 68°C. Ptukania
pohybrydyzacyjne przeprowadzono wedtug metodyki opisanej przez Metzlaffa (1986).
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WYNIKI

Analiza tolerancyjnos$ci na glin pojedynczych siewek zestawu linii addycyjnych
pszenicy Chinese Spring z addycjami chromosomow zyta Blanco metoda testu
laboratoryjnego wykazata, ze reakcja siewek w obrgbie kazdej addycji jest zroznicowana,
awyniki testowania sg niejednoznaczne. Gdy sondy hybrydyzowano do DNA
otrzymanego z 12-15 siewek kazdej linii addycyjnej, interpretacje wynikéw utrudnialy
stale wystepujace roznice sygnatu hybrydyzacyjnego. Wyniki te sugerowaty, ze jakkolwiek
linie addycyjne kontrolowane byly cytologicznie na etapach poprzedzajgcych namnazanie,
to podczas namnazania materialu nastgpita czeSciowa lub calkowita eliminacja
chromosomow zytnich W niektorych ro$linach. Dlatego tez nalezalo zweryfikowac
mozliwo$¢ zastosowania tego zestawu do lokalizacji potencjalnych markerow na
okreslonych chromosomach zyta.

Powielenie DNA otrzymanego z dwdch odmian pszenicy (Chinese Spring i Korweta)
oraz dwoch odmian zyta (Dankowskie Ztote i Amilo) przy uzyciu starterow flankujacych
powtarzajaca si¢ sekwencje charakterystyczng dla zyta (Rogowsky i in., 1992) umozliwito
wytypowanie fragmentow DNA wystepujacych wylacznie w zycie (rys. 1).
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Rys. 1. Wyniki powielania DNA odmian Zyta i pszenicy przy uzyciu starteréw flankujacych sekwencje
repetytywne zyta. 1 — Dankowskie Zlote, 2 —Amilo, 3 — Chinese Spring, 4 — Korweta. M — wzorzec
wielko$ci DNA (ilo§¢ par zasad), linie 1-4: starter 1 (*AAGCTTTAGCATGATCCTTT?), linie 1’-4’:
starter 2 CGTTATTTAGAGTAAACTTAAG?), linie 17—4”: startery 1+2
Fig. 1. Amplification of DNA of varieties of rye and wheat using primers flanking disperse repetitive
sequence of rye. 1 — Dankowskie Zlote, 2— Amilo, 3 — Chinese Spring, 4 — Korweta. M-DNA size
marker, lines 1-4: primer 1 AAGCTTTAGCATGATCCTTT?), lines 1’-4’: primer 2
(GTTATTTAGAGTAAACTTAAG?®), lines 17-4”: primers 1 + 2
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Z dwoch takich fragmentéw utworzono sondy molekularne specyficzne dla tego
gatunku. Przy uzyciu obu sond przeprowadzono hybrydyzacje do DNA 141 pojedynczych
siewek obu zestawow linii addycyjnych pszenicy. Wyniki hybrydyzacji przy uzyciu obu
sond byly identyczne lub bardzo podobne (rys. 2, 3). W przypadku pszenicy Chinese
Spring z chromosomami zyta Blanco u czgsci roslin brak sygnatu hybrydyzacyjnego (jak
w probie pszenicy Chinese Spring) lub staby sygnat hybrydyzacyjny wskazywal na
catkowitg lub czesciowa utrate chromosomow zyta. Analiza ta umozliwita dobor do
badania chromosomowej lokalizacji markerow zestawu DNA z pojedynczych roslin,
u ktérych wyniki hybrydyzacji potwierdzaja obecno$¢ chromosomow zyta.

cs 1R
1R 2R
2R = 4R
4R SR
cs 5R
5R 6R
6R 7R
7R 3R

Rys. 2. Wyniki hybrydyzacji DNA pojedynczych siewek linii addycyjnych pszenicy Chinese Spring
z chromosomami zyta Blanco (CS/B) z charakterystyczna dla zyta sonda A
Fig. 2. The results of hybridization of DNA of single seedlings wheat-rye addition lines (CS/Blanco)
using rye specific probe A
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Rys. 3. Wyniki hybrydyzacji DNA pojedynczych siewek linii addycyjnych pszenicy Chinese Spring
z chromosomami zyta Blanco (CS/B) z charakterystyczna dla zZyta sonda B
Fig. 3. The results of hybridization of DNA of single seedlings wheat-rye addition lines (CS/Blanco)
using rye specific probe B

Zastosowanie w tych badaniach drugiego zestawu linii addycyjnych (pszenica Grana
z chromosomami Dankowskie Zlote) nie bylo mozliwe, gdyz W przeciwienstwie do
Chinese Spring, DNA pszenicy Grana hybrydyzuje z wiekszo$cig sond z taka sama
intensywnosciag sygnatu jak wyprowadzony z niej zestaw linii addycyjnych (dane nie
prezentowane). Stad, za celowe uznano wiaczenie do badan nad chromosomowsg
lokalizacja markerow zestawu linii substytucyjnych pszenzyta Presto, mimo ze posiadany
zestaw jest niepetny (brak substytucji 7D/7R).

Przeprowadzone dotychczas doswiadczenia z zastosowaniem 18 sond utworzonych
z fragmentéw DNA réznicujacych tolerancyjne i wrazliwe formy (linie i segreganty F,
zyta) wykazaty w czterech przypadkach wyrazny wzrost intensywnosci hybrydyzacji sond
z linig addycyjna zawierajaca chromosomy 4R przy jednoczesnym ostabieniu hybrydyzacji
do DNA linii substytucyjnej pszenzyta 4D/4R. Przyklady dzialania dwodch takich sond
przedstawia rysunek 4.
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Rys. 4. Wyniki hybrydyzacji sond utworzonych z fragmentéw DNA o ci¢zarze 627 par zasad (A) i 990

par zasad (B), wyizolowanych z tolerancyjnych form zyta

Fig. 4. The results of hybridization of DNA probes prepared from fragments 627 bp (A), 990 bp (B),

CS

specific for tolerant form of rye

1R 2R 3R 4R 5R 6R 7R

Pr 1D/1IR 2D/2R 3D/3R 4D/4R 5D/5R 6D/6R Pr

Rys. 5. Wynik hybrydyzacji sondy utworzonej z fragmentu DNA o cigzarze 686 par zasad

wyizolowanym z tolerancyjnych form zyta

80 ng

40 ng

80 ng

40 ng

Fig. 5. The result of hybridization of DNA probe prepared from fragment 686 bp specific for tolerant

form of rye
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W przypadku pozostatych sond wyniki sg niejednoznaczne, co wskazuje, ze wyizolowane
fragmenty nie sa unikalne. W wigkszosci przypadkéOw nie obserwuje si¢ roznic
W intensywnosci sygnatu hybrydyzacyjnego sond do DNA zestawu linii addycyjnych
i substytucyjnych (rys. 5). W niektorych przypadkach zréznicowanie sygnatu obserwo-
wano tylko w liniach addycyjnych lub tez réznice w intensywnosci sygnatu do DNA linii
addycyjnych i linii substytucyjnych nie byty ze sobg zgodne.

DYSKUSJA

Zastosowanie linii addycyjnych pszenicy stwarza mozliwos$¢ przypisania potencjalnych
markerdw tolerancyjnosci do okreslonych chromosomow zyta. Gtownym problemem tych
badan jest nietrwato$¢ addycji objawiajaca si¢ sktonno$cig do utraty chromosomow zyta.
Stad konieczna okazala si¢ weryfikacja posiadanych materiatow. Weryfikacje taka
przeprowadza si¢ zwykle metodami cytologicznymi (Lukaszewski, 1988). Przedstawiona
praca wskazuje, ze po namnozeniu materiatu obecno$¢ obcych chromosomow W pszenicy
mozna stosunkowo szybko potwierdzi¢ metoda hybrydyzacji przy uzyciu sond
charakterystycznych dla zyta. Wyniki hybrydyzacji przy uzyciu dwoch réoznych sond byly
bardzo zbiezne i umozliwilty wybor do doswiadczen pojedynczych roslin z potwierdzona
obecno$cig chromosomoéw zytnich. Do badan tych wybrano DNA tych ro$lin, ktore
z dwiema sondami charakteryzujacymi zyto wykazywaly silny ipodobny sygnat
hybrydyzacyjny. Badany materiat tj. linie addycyjne pszenicy jest rowniez interesujacy
z tego wzgledu, ze wyniki hybrydyzacji wykazaty calkowitg utrate chromosoméw zytnich
Unielicznych roslin. Znaczna liczba badanych ro$lin wykazywala staby sygnat
hybrydyzacyjny z sondami zytnimi, co sugeruje obecno$¢ niewielkich fragmentow
chromosomow zyta.

Metoda zastosowana do weryfikacji obecnosci chromosoméw zyta w liniach
addycyjnych zostala zastosowana do lokalizacji fragmentéw DNA powielonych technikg
PCR na chromosomach zyta.

Obecnos¢ DNA charakterystycznego dla Zyta w genomie pszenicy Grana uniemozliwit
zastosowanie tego zestawu do badan zwigzanych z chromosomowsa lokalizacja markerow
tolerancyjnosci. Przydatny wtych badaniach okazal si¢ natomiast zestaw linii
substytucyjnych pszenzyta. Brak miejsc komplementarnych do badanej sondy wynikajacy
Z zastagpienia chromosoméw zyta chromosomami genomu D pszenicy powodowal wyrazne
obnizenie intensywnos$ci sygnatu hybrydyzacyjnego.

Wszystkie sondy molekularne utworzone z wyizolowanych fragmentdw nie
hybrydyzowaty z DNA pszenicy Chinese Spring. Zastosowanie nadmiaru specyficznego
czynnika blokujacego jest niezbg¢dne w badaniach z zastosowaniem sond utworzonych
z catkowitego DNA pokrewnego gatunku (Anamthawat-Jonsson i in., 1990; Rafalski i in.,
2000). Znaczny nadmiar nieznakowanego DNA pszenicy Chinese Spring w buforze
hybrydyzacyjnym skutecznie blokowat rowniez hybrydyzacje sond otrzymanych z zyta.

Lokalizacja czterech fragmentdow DNA charakteryzujacych formy tolerancyjne na 4
chromosomie zyta jest zgodna z ostatnio uzyskanymi danymi. Badania przeprowadzone
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przy zastosowaniu techniki AFLP wskazuja, ze w zycie gtowny gen lub geny toleran-
cyjnosci zlokalizowane sg na chromosomie 4R (Miftahudin i in., 2002).

Wigkszos¢ analizowanych fragmentow nie wykazywata jednoznacznej tendencji do
hybrydyzacji z okreslonymi chromosomami, mimo ze W sposob wyrazny rdznicowaty
tolerancyjne i wrazliwe na glin linie zyta. Chromosomy Zzyta w stosowanym zestawie linii
addycyjnych pochodzg jednak z odmiany, ktéra nie byta obiektem analizy tolerancyjnosci
i identyfikacji marker6w. Odmiana ta, jak rowniez zytni genom pszenzyta Presto, moze
wykazywac znaczne réznice wewnatrzgatunkowe W stosunku do badanych przez nas linii.

Analizowane fragmenty DNA izolowane byly po rozdziale produktow PCR na zZelu
agarozowym. Jakkolwiek w warunkach takiego rozdziatu elektroforetycznego wykazujg
one jednorodnos$¢, to ograniczona rozdzielczo$¢ metody powoduje mozliwos¢ heterogen-
nosci wyizolowanych fragmentow. Mozliwos$¢ sprawdzenia jednorodno$ci analizowanego
fragmentu stwarza zastosowanie analizy restrykcyjnej metodg CAPS (cleaved amplified
polymorphic sequences; Konieczny i Ausubel, 1993).

WNIOSKI

1. Metoda hybrydyzacji DNA-DNA okazata si¢ uzyteczna zarowno do weryfikacji
obecno$ci chromosomoéw zytnich W zestawie linii addycyjnych, jak rowniez do
lokalizacji powielonych fragmentow DNA na chromosomach zyta.

2. Wstepne wyniki wskazujg, ze cztery fragmenty DNA wyizolowane z form toleran-
cyjnych zlokalizowane sg na czwartym chromosomie zyta.
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