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Identyfikacja obecnosci retrotranspozonu WIS 2-1A
w genomie wybranych odmian pszenicy zwyczajnej
(Triticum aestivum L.)

Identification of the WIS 2-1A retrotransposon presence in the genome
of common wheat cultivars (Triticum aestivum L.)

Streszczenie. WIS 2-1A byly pierwszymi retrotranspozonami zidentyfikowanymi w sekwencjach
kodujacych wysokoczasteczkowe podjednostki glutenin (HMW-GS). Elementy WIS 2-1A naleza
do rodziny Ty-1 copia. Wystepuja w genomie w roznej liczbie kopii (od kilku do kilku tysigcy
kopii na genom). U pszenicy zwyczajnej oszacowano, ze wystepuja z czegstotliwoscig 200 kopii na
haploidalny genom. Charakteryzuje je duza roznorodno$é, jednakze wiekszo$¢ z nich jest
nieaktywna genetycznie. Niniejsze badania potwierdzity obecnos¢ retrotranspozonow WIS 2-1A
w15 na 26 analizowanych odmianach pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.). Dane
literaturowe wskazuja, ze obecnos$¢ elementdéw ruchomych moze mie¢ wptyw na modyfikacje loci
gluteninowych. W zwiagzku z tym wydaje si¢, Zze analiza elementow WIS 2-1A w pszenicy
zwyczajnej moze by¢ pomocna w ocenie jakosci glutenu.

Slowa kluczowe: Triticum aestivum L., WIS 2-1A, HMW-GS, odmiany pszenicy

WSTEP

W badaniach ro$lin zbozowych istotnym wyzwaniem wspotczesnej biologii
molekularnej jest charakterystyka genomu Triticeae, plemienia, do ktorego nalezg istotne
z punktu widzenia rolniczego zboza, tj. pszenica, jeczmien czy ryz.

Czotowym zbozem, uprawianym nie tylko w Polsce, ale i na $wiecie, jest pszenica
zwyczajna (Triticum aestivum L.). To przyktad gatunku alloheksaploidalnego (2n = 6x =
42, genom AABBDD), organizmu powstalego dzigki hybrydyzacji trzech diploidalnych
przodkow z rodzajow Triticum i Aegilops [Feldman i Levy 2012]. Wynikiem
poliploidyzacji jest zwiekszenie rozmiaru genomu. Rozmiar genomu pszenicy zwyczajnej
(17 000 MB) jest nieporéwnywalnie wigkszy od rozmiaréw genoméw roslin modelowych,
tj. Arabidopsis (130 MB) czy ryzu (430 MB). Wielko$¢ ta zwigzana jest z iloécia sekwencji
powtarzalnych, ktore u pszenicy stanowia 90% jej genomu, z czego 60-80% to sekwencje
retrotranspozonéw [SanMiguel i in. 2002, Wicker i in. 2003, Gu iin. 2006].
Retrotranspozony sa powszechnie wystgpujacymi w $wiecie roslin elementami ruchomymi.
Opisano je uponad 100 roslin wyzszych nalezacych do réznych rodzajow, m.in. Avena,
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Brassica, Triticum, Vicia, Vitis, Zea. Replikacja tych elementéw ruchomych prowadzi do
gwaltowanego wzrostu liczby ich kopii a tym samym do wzrostu wielkosci genomu
ro$linnego [Muiliz i in. 2001]. Sugeruje to, Zze maja one wpltyw na organizacj¢ genomowa,
a takze na samg strukture genetyczng organizmu, w ktérym wystepuja.

W genomie pszenicy mozna wyrédzni¢ kilka odrgbnych rodzin retrotranspozonow
pochodzacych od jej diploidalnych przodkéw. Aktywacja roslinnych retrotranspozonow
zwigzana jest z odpowiedzig organizmu na czynniki stresogenne, np. infekcje wirusowe
[Matsuoka i Tsunewaki 1999]. W genomach pszenicy najczeSciej wystepujacymi
retrotranspozonami sa: WIRE1 — wystepuje w 10 000 kopiach na genom, a takze BIS1 —
obecny rowniez w genomach ryzu i jgczmienia, ilo§¢ jego kopii stanowi nawet ok. 5%
genomu tych gatunkéw. Czgsto wystepuja rowniez, analizowane w powyzszych
badaniach, retrotranspozony WIS 2-1A, ktére opisano jako insercje w niemych allelach
(ang. null alleles) loci genéw Glu-1A-1 i Glu-1A-2, kodujacych wysokoczasteczkowe

Gluteniny sa, obok gliadyn, istotnym komponentem glutenu. Wsréd glutenin to
gluteniny HMW w znacznej mierze decyduja o jakosci glutenu, a zatem réwniez o tzw.
cechach reologicznych formowanego z maki ciasta, tj. lepkosci, sprezystosci,
wytrzymato$ci, rozciagliwoscei itd. [Branlard i in. 2001, Shewry i in. 2001]. Podjednostki
glutenin wysokoczasteczkowe (HMW-GS) sa kodowane przez geny nastgpujacych loci:
Glu-Al, Glu-Bl i Glu-D1. Kazdy locus zawiera dwa geny kodujace dwa rdzne typy
HMW-GS: x i y. W analizach przeprowadzonych z zastosowaniem techniki SDS-PAGE
HMW-GS typu X charakteryzuja si¢ wolniejsza mobilnoscia 1 wickszg masa
czasteczkowa w porownaniu z HMW-GS typu y. Z uwagi na to, ze niektore geny sa
Huspione” (null alleles), w praktyce jedna odmiana pszenicy heksaploidalnej moze
posiada¢ od 3 do 5 podjednostek HMW-GS. Wykazano, ze pszenica zwyczajna powinna
zawiera¢ 6 roznych podjednostek HMW-GS kodowanych przez te geny. Jednak ze
wzgledu na wyciszenie niektdrych z nich w odmianach pszenicy najczesciej wystgpuje
3-5 podjednostek HMW-GS (T. durum zawiera 1-3 podjednostki). Z tego wzgledu
wszystkie pszenice heksaploidalne zawieraja podjednostki 1Bx, 1Dx i 1Dy, czasami sg
tez 1By i 1Ax. Podaje sie¢, ze allel kodujacy podjednostke 1Ay jest zawsze wylaczony
w genomie heksaploidalnej pszenicy, a 1Ax jest czynny bardzo rzadko [Du i in. 2006].

Teoretycznie na podstawie obecnosci korzystnych lub nie poszczegdlnych
podjednostek gluteninowych w trzech genomach pszenicy mozna z pewnym
prawdopodobienstwem przewidzie¢ jakos¢ wypiekowa ziarna danej odmiany. Dlatego
tez niezwykle istotne wydaje si¢ nie tylko analizowanie poszczegdlnych podjednostek
glutenin, ale i genow je kodujacych. Stad w niniejszej pracy analizowano wystepowanie
retrotranspozonu WIS 2-1A w wybranych odmianach pszenicy zwyczajnej.

MATERIAL I METODY

Material do badan stanowito 26 odmian pszenicy zwyczajnej zarejestrowanych
w latach 1959-1973 (Triticum aestivum L.) (tab. 1). Material pochodzit ze zbiorow
Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Radzikowie. Z kazdej odmiany pszenicy do
analiz pobierano 30 losowo wybranych ziarniakow.

Genomowe DNA izolowano z koleoptyli (0,2 g na probe) etiolowanych siewek za
pomocg zestawu Wizard® Genomic DNA (Promega). Tak wyizolowane DNA poddano



Identyfikacja obecnosci retrotranspozonu WIS 2-1A w genomie wybranych odmian pszenicy... 41

ocenie ilo$ciowej i jakoSciowej poprzez pomiar absorbancji przy dhugosci fali 230, 260
i 280 nm. Do wykonania takiego pomiaru wykorzystano system spektrofotometryczny
typu NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Madison, USA).

Tabela 1. Wykaz badanych odmian pszenicy zwyczajnej z uwzglednieniem: wynikow reakcji PCR
oraz skladem wysokoczasteczkowych podjednostek gluteninowych HMW-GS analizowanych za
pomoca SDS-PAGE [Filip 2010]

Table 1. List of the studied the wheat cultivars with regard to: the results of the PCR reaction and
high-molecular-weight glutenin subunit HMW-GS analyzed using SDS-PAGE [Filip 2010]

Produkty Sktad podjednostek HMW-GS w loci

PCR dla Glu-1/ Composition of HMW-GS
Lp. Odmiana/ Cultivar WIS 2-1A/ subunits in loci Glu-1
No. Products of

PCR for Glu-Al Glu-B1 Glu-D1

WIS 2-1A

1 Wysokolitewka Sztywnostoma - null 7+9 2+12
2 Magnatka Rogalinska — 1 6+8 2+12
3 Niewylegajaca + null 7+9 5+10
4 Squarehead Grodkowicka + 1 7+9 2+12
5 Biata Kaszubska — 1 7+9 2+12
6 Ostka Czerwona Lopuska - null 7+9 5+10
7 Ostka Mikulic Selit - null 7+8(9) 2+12
8 Ostka Gorczaniska + null 7 5+10
9 Wysokolitewka Antoninska - 1 7+9 2+12
10 | Ostka Kazimierska - 1 7+8(9) 2+12
11 | Srebrzysta + null 6+8 5+10
12 | Mudczanka Czerwona + 2* 20 2+12
13 | Sielecka Genetyczna - 1 7+9 5+10
14 | Sobieszynska — 1 7+9 5+10
15 | Balta + null 20 2+12
16 | Mydlniczanka + 1 22 5+10
17 | Eka Nowa + 1 6+8 2+12
18 | Antonifiska + 1 7+9 2+12
19 | Dankowska Biata + null 7+9 5+10
20 | Udyczanka Czerwona + 1 22 5+10
21 | Tryumf Mikulic - null 7+8 5+10
22 | Sobotka + 1 20 5+10
23 | Poznanska Biata + null 7+8 2+12
24 | Murzynka Lipinskiego + 1 20 5+10
25 | Zelazna + null 20 2+12
26 | Slazaczka - null 7+8 5+10

+ obecno$¢ produktu amplifikacji dla WIS 2-1A
— brak produktu amplifikacji dla WIS 2-1A

W badaniach amplifikowano sekwencje genu kodujacego integraze retrotranspozonu
WIS 2-1A zlokalizowanego w genomie A pszenicy zwyczajnej. Do reakcji wykorzystano
nastepujaca pare starterow: WIS-1 integrazy: S>’TATTCACTGCATGCCTCAGC3’ oraz
WIS-2 integrazy: 5° TGGACCGTTTGACTCACTTG 3’. Startery te zostaly
zaprojektowane do sekwencji z bazy danych NCBI (National Center for Biotechnology
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Information) o numerze akcesyjnym X63184.1 i zostaly zsyntezowane w Pracowni
Sekwencjonowania i Syntezy DNA IBB PAN w Warszawie. Reakcje PCR prowadzono
w termocyklerzeT 100™ Thermal Cycler (Bio-Rad).

Reakcje PCR przeprowadzano w objetosci 25 pl mieszaniny w skladzie: 1x bufor
(Novazym), 0,28 mM MgCly; 0,2 mM dNTP; 0,4 mM starter; 100 ng DNA; polimeraza 1U
Allegro Taq 2,5 U/l pl (Novazym). Reakcje prowadzono w dwodch powtdrzeniach.
Zastosowano nastgpujacy profil termiczny reakeji: wstepna denaturacja — 95°C przez 5 min,
nastgpnie 34 cykle 95°C, 30 s; 52°C; 30 s, 72°C, 1 min oraz koficowe wydtuzanie 72°C przez
5 min. Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5% zelu agarozowym (agaroza Prona) w 1x
TBE (0,89 M Tris, 0,89 M kwas borowy, 2 mM EDTA, wszystkie odczynniki — Sigma) przez
1,5 h przy napigciu 85 V. Do zelu dodany byl bromek etydyny (Sigma) w stezeniu 0,1 pg/ml.
Wiyniki elektroforezy zapisywano za pomocg GelDoc XR (Bio-Rad) w programie Quantity
One® (Bio-Rad), za pomoca ktorego dokonano analizy elektroforegraméow.

WYNIKI

W wyniku przeprowadzonej reakcji amplifikacji w 15 badanych odmianach pszenicy
zwyczajnej otrzymano produkt o oczekiwanej dlugosci 171 pz. Obecno$¢ produktu
amplifikacji genu kodujacego integraze Swiadczyta o obecnosci retrotranspozonu WIS 2-
1A w genomie A analizowanych odmian. Natomiast u pozostatych 11 nie stwierdzono
obecnosci produktu w tym genomie (rys. 1, tab. 1).

171pz - @ XY LY

MI12 34 567 8 91011121314151617181920 21 2223242526 M

Linie/ Lines: M — marker masowy/ size marker (Mass Ruler™DNA Ladder Mix), 1. Wysokolitewka
Sztywnostoma, 2. Magnatka Rogalinska, 3. Niewylegajaca, 4. Squarchead Grodkowicka, 5. Biata Kaszubska,
6. Ostka Czerwona Lopuska, 7. Ostka Mikulic Selit, 8. Ostka Gorczanska, 9. Wysokolitewka Antoninska, 10.
Ostka Kazimierska, 11. Srebrzysta, 12. Mudczanka Czerwona, 13. Sielecka Genetyczna, 14. Sobieszynska, 15.
Balta, 16. MydIniczanka, 17. Eka Nowa, 18. Antoninska, 19. Dafikowska Biata, 20. Udyczanka Czerwona,
21. Tryamf Mikulic, 22. Sobétka, 23. Poznanska Biata, 24. Murzynka Lipinskiego, 25. Zelazna,
26. Slazaczka, M — marker masowy/ size marker (Mass Ruler ™MDNA Ladder Mix)

Rys. 1. Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji fragmentu retrotranspozonu WIS 2-1A
Fig. 1. Electrophoresis image of the amplification products obtained for WIS 2-1A retrotransposon
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Ponadto w tabeli 1 zamieszczono wykaz wysokoczasteczkowych podjednostek
gluteninowych (HMW-GS) w analizowanych odmianach pszenicy zwyczajnej [Filip
2010]. Wyniki te wykorzystano w celu poréwnania i zaobserwowania ewentualnych
korelacji miedzy obecnoscia/brakiem produktu amplifikacji fragmentu genu kodujacego
integraze retrotranspozonu WIS 2-1A a podjednostkg glutenin wysokoczasteczkowych
HMW-GS w locus Glu-Al. W toku badan nie zaobserwowano jednak takich zaleznosci.

DYSKUSJA

Elementy WIS 2-1A byly pierwszymi retrotranspozonami zidentyfikowanymi
U pszenicy w podjednostkach gluteninowych o duzej masie czasteczkowej (HMW-GS)
[Harbert i in. 1987].

Retrotranspozony ze wzgledu na budowe¢ mozna podzieli€ na dwie klasy:
retrotranspozony zawierajace dlugie proste powtdrzenia na koncach (LTR)
i retrotranspozony niezawierajace tych powtdrzen (non-LTR). Z kolei wsrdd
retrotranspozonéw LTR mozna wyr6zni¢ dwie podgrupy — Tyl-copia i Ty3-gypsy. To
wladnie retrotranspozony zawierajace LTR sa najliczniej wystgpujaca grupa elementéw
ruchomych w genomach ros$linnych, u traw ich zawarto$¢ sigga 90% wielko$ci genomu
[Kraitshtein i in. 2010]. WIS 2-1A analizowane w powyzszych badaniach przynaleza do
rodziny Tyl-copia. Elementy te maja dilugie terminalne powtorki (LTR), ktore
ograniczaja obszar o dlugosci 5114 pz. Dlugos¢ LTROw wynosi 1755 pz, powodujac tym
samym, ze retrotranspozony WIS 2-1A zajmuja drugie miejsce wsrdd retrotranspozonoéw
pod wzgledem dlugosci sekwencji LTR [Murphy i in. 1992]. Sekwencje LTR
poczatkowo byly znacznie krétsze, ich dtugosé pierwotnie wynosita okoto 300-500 pz.
Podczas ewolucji ditugos¢ ta ulegata zwickszaniu, co byto wynikiem akumulujgcych sig
mutacji w tym obszarze [Lucas i in.1992]. Retrotranspozony Tyl-copia W sSwojej
strukturze maja domeny gag i pol. W obrgbie obszaru gag znajduje si¢ gen kodujacy
biatko podobne do biatka kapsydu wirusa, od ktorego pochodza te retroelementy. Z kolei
obszar kodujacy kilka biatek (pol) zawiera geny proteazy (prot), odwrotnej transkryptazy
(rt), integrazy (int) i Rnazy H (Rnase H). Elementy z grupy Tyl-copia maja nastepujaca
kolejnos¢ tych genow: LTR-gag-prot-int-rt-RnaseH-LTR [Rogalska i in. 2004].

Majac na wzgledzie strukture retrotranspozonu WIS 2-1A, w niniejszych badaniach
amplifikowano jedng z sekwencji bedacych jego integralna czegscia, dzigki czemu
mozliwe stalo si¢ zidentyfikowanie obecnosci tego elementu ruchomego w genomie A
wybranych pszenic uprawnych.

Homologiczne sekwencje do tych retrotranspozonéw znaleziono u Triticum
monococcum, Secale cereale, Triticum speltoides, Aegilops squarossa, Triticum
turgidum L., Triticum aestivum L. (odmiana Chinese Spring i Pané 247) i Triticosecale
Wittmack (odmiana Presto i Torote) [Muiiiz i in. 2001]. Fakt ten wskazuje, ze WIS 2-1A
byly prawdopodobnie obecne juz w genomie nieznanego przodka Triticeae i tylko
w rzadkich przypadkach stawaly si¢ aktywne.

Badania genéw kodujacych gluteniny w genomie A pszenic heksaploidalnych Glu-
1A-1 i Glu-1A-2 wskazuja, ze geny te oddzielone s3 od siebie obszarem o diugosci
51489 pz. Harbert i in. [1987] wykazali obecno$¢ 8kb insertu DNA w locus genu Glu-Al
zlokalizowanym na chromosomie 1A genomu pszenicy. Sekwencja insercyjna okazat si¢
retrotranspozon WIS 2-1A, ktéry spowodowal wyciszenie aktywno$ci tego genu.
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W obszarze genu Glu-1A-2 rowniez zidentyfikowano elementy ruchome WIS 2-1A
[Muiiiz i in. 2001]. WIS 2-1A sa nazywane nieaktywnymi retrotranspozonami, ktore tylko
w rzadkich przypadkach moga by¢ aktywne w ukladzie trans [Muiiiz i in. 2001, Rogalska
i in. 2004].

Dane literaturowe wskazuja, ze elementy WIS 2-1A wystepuja z duza czestotliwoscia
— 200 kopii na haploidalny genom pszenicy zwyczajnej. Jednakowoz elementy WIS 2-1A
w wyniku akumulacji mutacji stracity zdolno$¢ do autonomicznej transpozycji [Mondini
i in. 2008]. Wiele ro$linnych retrotranspozondw w swojej strukturze wykazuje
wewnetrzne insercje lub delecje najprawdopodobniej powstate na skutek transpozycji
tych elementdow. To nie jest rownoznaczne z faktem, ze takie retrotranspozony nie sg
zdolne do retrotranspozycji z jednego genomu do innego. To z kolei przyczynia si¢ do
zwickszenia ilosci ich kopii w pozostatych genomach. Retrotranspozony LTR,
analizowane w powyzszych badaniach, sa wysoce heterogeniczng grupa elementow
ruchomych. Mondini i in. [2008] analizowali za pomocg techniki real-time PCR liczbe
kopii retrotranspozonu WIS 2-1A u T. monococcum, T. dicoccum i T. spelta. Najmniejsza
liczbe kopii tego retrotranspozonu wykazano u T. monococcum, co zwigzane jest z
faktem, ze pszenica samopsza ma najmniejszy genom sposrod pszenic analizowanych
przez badaczy. U T.spelta i T. dicoccum liczba kopii WIS 2-1A byta porownywalna.
Bylo to zgodne z badaniami Moore’a i in. [1991], ktérzy z kolei wzigli pod uwage
gatunki: T. aestivum (genom A, B, D), Ae. longissisma (genom S), Ae. squarossa (genom
D) oraz T. monoccocum (genom A). Udowodnili, ze wiecej kopii retroelementu WIS 2-
1A wystepuje w genomie B niz w genomach A i D. Z kolei Bonchev i in. [2010]
wykazali, Ze liczba transkryptow WIS 2-1A jest wicksza u Triticale niz u analizowanych
przez nich heksaploidalnych form pszenic, pomimo ze wyniki amplifikacji genomowego
DNA wskazywaly odwrotnie. Badacze wykazali takze, Zze elementy ruchome BARE-
1/WIS 2-1A lokuja si¢ w obrgbie genow kodujacych gluteniny oraz y-gliadyny. Wyniki te
sugeruja, ze dynamika retrotranspozonu wptywa nie tylko na strukturg, ale i funkcje tych
loci. Dodatkowo naukowcy stwierdzili, ze aktywno$¢ transkrypcyjna elementow WIS 2-
1A nie wspolgra z ich aktywnoscig transpozycyjng. To zwigzane jest z faktem, ze
odwrotna transkryptaza w czasie swojej aktywnosci moze popetia¢ bitedy, co z kolei
skutkuje powstawaniem réznych populacji, blisko spokrewnionych, transkrypcyjnie
nieaktywnych siostrzanych kopii tego elementu ruchomego.

Uwzgledniajac dane literaturowe [Moore i in. 1991, Muiiiz i in. 2001, Mondini i in.
2008], w niniejszych badaniach zastosowano klasyczng technike PCR, ktora okazata si¢
wystarczajaca do potwierdzania badz wykluczenia obecnos$ci sekwencji genomowej genu
kodujacego integraze WIS 2-1A, bedacej integralng czescia struktury retroelementu
(rys. 1). Badania przeprowadzono u 26 wybranych odmian pszenicy zwyczajnej,
w ktorych genomie A teoretycznie powinny znalez¢ si¢ sekwencje tego retroelementu.
Natomiast wyniki analiz wykazaty, ze fragment tego retroelementu znajdowat si¢ jedynie
U niewiele ponad potowy (58%) analizowanych odmian pszenicy. Co wigcej, nie
wykazano korelacji miedzy wystepowaniem genu kodujacego integrazg WIS 2-1A
w genomie A analizowanych pszenic a opisanym dla nich sktadem podjednostek
gluteninowych HWM-GS.

Podsumowujac, mechanizm dynamiki retrotranspozonu WIS 2-1A nie jest doktadnie
znany, wiemy natomiast, ze staje si¢ bardziej aktywny w odpowiedzi na stres biotyczny
i abiotyczny, zwigkszajac tym samym ekspresje genow wysokoczasteczkowych
podjednostek gluteninowych (HMW-GS).
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WNIOSKI

1. Stwierdzono obecno$¢ genu kodujacego integrazg retrotranspozonu WIS 2-1A
u wigkszo$ci badanych odmian pszenicy zwyczajnej (58%).

2. Zarowno pszenice zwyczajne cechujace si¢ dobrym (Mudyczanka Czerwona —
2*), jak i ztym (Zelazna — null) genotypem HMW-GS — w locus Glu-Al zawierajg
sekwencje genu kodujacego integraze. Wskazuje to na obecno$¢ retrotranspozonu WIS
2-1A (albo jego fragmentu) w genomie A badanych odmian pszenicy zwyczajnej.

3. Nie wykazano korelacji pomiedzy obecnoscia genu kodujacego integraze WIS 2-1A
a obecnosciag poszczegodlnych podjednostek glutenin HMW-GS, tj. Ax1, Ax2*, null.
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Summary. WIS 2-1A elements were the first retrotransposons identified in a High Molecular
Weight glutenin subunit (HMW-GS) of wheat. WIS 2-1A belong to the Ty-1 copia family. They
occur in very different copy numbers, ranging from tens of thousands to just a few copies per
genome. The copy number of WIS 2-1A was estimated to be about 200 per haploid genome in
Triticum aestivum L. They are characterized by great diversity, while most of the sequences of
those retrotransposons are inactive. The results obtained and presented in this study confirm the
presence of WIS 2-1A retrotransposons in the genome of common wheat (Triticum aestivum L). In
this study, the integrase gene for WIS 2-1A occupying locus X63184.1 was used. This gene was
identified in 15 from among 26 cultivars of common wheat (Triticum aestivum L.). The literature
indicates that the presence of mobile elements can affect modifications of glutenins loci.
Thereupon, it seems that analyzing WIS 2-1A in common wheat may be helpful to predict gluten
quality.
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