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Wykorzystanie markeréw biochemicznych i molekularnych
do lokalizacji genow Sec na chromosomach zyta (Secale cereale L .)
cv. Dankowskie Ztote

Using biochemical and molecular markers for localization of Sec genes on chromosomes of rye
(Secale cereale L.) cv. Dankowskie Zlote

ABSTRACT. The series of lines of hexaploid wheat (Triticum aestivum L.) cv. Grana with added
pairs of complete or telocentric chromosomes of rye (Secale cereale L.) cv. Dankowskie Ziote
(1R, 2R, 3R, 3RS, 4R, 5R, 6R, 6RL, 7R) and 1B/1R substitution line were used for identification
of glutenin and secalin subunits and localization of Sec genes on rye chromosomes. The separation
of high molecular glutenin and secalin subunits was determined using electrophoresis technique on
polyacrylamide gel in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). In all tested lines and
wheat, Glu Al locus determined block N (Null), therefore the lack of high-molecular weight sub-
units of glutenin. Glu BI locus encoded subunits 6+8, and Glu DI locus subunits 2+12. The pres-
ence of bands characteristic of rye storage proteins (secalins) was found in addition lines 1R and
2R as well as in substitution line 1B/1R.Chain reaction of polymerase (STS-PCR) was applied to
identify Sec genes. The two specific primers: SECA2 (5’ — GTTTGCTGGGAATTATTTG —3°)
and SECA3 (5 — TCCTCATCTTTGTATTTG — 3°) were used for localization of Sec I gene. Sec
2 gene was determined using R1 (5 — CCCAGCAACAACAACCGTCGATTC —3’)and R2 (5* —
GTGGCCACATACCAGTGAC - 3°) primers. Analysis of storage protein subunits and PCR
products revealed that genes responsible for secalin biosynthesis in rye cv. Dankowskie Ztote were
located on the short arms of 1R and 2R chromosomes.
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Warto$¢ wypiekowa maki pszennej jest determinowana gltéwnie przez glute-

niny [Payne i in. 1987]. W programach hodowlanych pszenicy na §wiecie czgsto
wykorzystuje si¢ obca zmiennos¢, gtéwnie poprzez wprowadzenie translokacji
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IBL.1RS i 1AL.1RS. Wigkszo$¢ odmian pszenic z chromatyna zytnia odznacza
si¢ wysokim potencjatem plonowania i dobra adaptacja srodowiskowa [Kumlay
i1in. 2003]. Niestety, wprowadzenie do genotypu pszenicy chromatyny zyta po-
woduje réwniez pogorszenie fizykochemicznych wlasciwos$ci maki i ciasta
[Graybosch 2001]. Identyfikacja genéw odpowiedzialnych za biosynteze biatek
zapasowych u zb6z ma duze znaczenie w hodowli nowych odmian. Wedlug de
Bustos i in. [2001] geny kodujace homologiczne biatka zapasowe w pszenicy,
zycieijgczmieniu sg ortologami i sa zlokalizowane na chromosomach nalezacych
dojednej grupy homeologicznej. Robiniin. [ 1998] ustalili zwiazki filogenetyczne
pomigdzy Triticum aestivum , Triticum monococcum , Triticum timopheevi , Triti-
cum turgidum , Triticum urartu , Aegilops squarrosa oraz przypuszczalny czas for-
mowania si¢ poszczegolnych genomow A, B, D 1 G i loci kodujacych gluteniny.

Zastosowanie markeréw molekularnych DNA umozliwito poznanie nowych
loci odpowiedzialnych za syntez¢ biatek zapasowych u zb6z. W ostatnich latach
mapy genetyczne pszenicy i zZyta zostaty uzupelnione wieloma genami [Korzun
iin. 1998; Ma i in. 2001]. Wykorzystanie nowych materiatow badawczych
umozliwia lokalizacje¢ kolejnych gendéw i pozwala na okreslenie ich ekspresji
w obcym tle genetycznym.

Celem pracy byta lokalizacja genow kodujacych sekaliny na chromosomach
zyta przy pomocy markeré6w biochemicznych i molekularnych. Wykorzystano
w tym celu niebadana pod tym wzgledem serig¢ linii addycyjnych, wyprowadzo-
nych po raz pierwszy w kraju w oparciu o polskie odmiany oraz lini¢ substytu-
cyjna 1B/IR 1 formy wyjSciowe.

METODY

Przedmiotem pracy byla uzyskana w Instytucie Genetyki i Hodowli Ro$lin
Akademii Rolniczej w Lublinie seria linii pszenicy cv. Grana z dodanymi kom-
pletnymi i telocentrycznymi chromosomami zyta cv. Dankowskie Zlote: 1R, 2R,
3R, 3RS, 4R, 5R, 6R, 6RL, 7R oraz linia substytucyjna 1B/1R. Ponadto anali-
zowano formy wyjsciowe, tj. cv. Grana, cv. Dankowskie Ztote oraz powstale
w wynikuichkrzyzowania oktoploidalne pszenzyto.

Sktad jakosciowy wysokoczasteczkowych podjednostek gluteninowych oraz
obecno$¢ sekalin oznaczono w Laboratorium Elektroforetycznym WIBEX
w Poznaniu. Analizy zostaty przeprowadzone na 10 ziarniakach z kazdej formy.
Wzorcem byly odmiany heksaploidalnej pszenicy Jubilatka i Begra. Przeprowa-
dzono elektroforeze w obecnosci sodowego siarczanu dodecylowego (SDS-
-PAGE), zgodnie z metodq Laemmli [1970]. Przy okreslaniu sktadu glutenin po-
shugiwano si¢ nomenklatura wedhug Payne i Lawrence [1983].
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Do identyfikacji gendw kodujacych sekaliny wykorzystano reakcje tancu-
chowa polimerazy (STS-PCR). DNA wszystkich testowanych form izolowano
z dwutygodniowych siewek zgodnie z metoda Milligana [1992].

Locus Sec I wykryto przy pomocy zmodyfikowanej metody de Froidmont
[1998]. Reakcje wykonywano w 20 pl mieszaniny o nast¢pujacym sktadzie: 1 x
PCR bufor [75 mmol HCI, pH 8,8 w temperaturze 25°C, 20 mmol (NH4)2SOs,
0,01% Tween 20], 2,5 mmol MgClz, 200 umol kazdego dNTP, po 250 nmol
startera SECA2 i SECA3, 0,4 U Taq DNA polimerazy, 150 ng DNA. Matryca
bylo DNA uzyskane z pojedynczych roslin lub z pigciu roslin polaczonych
w jedna prébe. Zastosowano dwa startery specyficzne dla wzmocnienia sekwen-
cji genu kodujacego w-sekaliny: SECA2 (5 —GTTTGCTGGGAATTATTTG - 3’)
1 SECA3 (5 ~-TCCTCATCTTTGTATTTG - 3°).

Do wykrycia locus Sec 2 zastosowano procedurg opisana przez Lee iin. [1994].
W reakcji wykorzystano 2 startery, specyficzne dla sekwencji genu odpowiedzial-
nego za syntez¢ y-sekalin: R1 (5' —CCCAGCAACAACAACCGTCGATTC —3")
i R2 (5'- GTGGCCACATACCA - 3").

Wielkos¢ amplifikowanych fragmentow okreslono przy pomocy dwu marke-
row: pUC Mix Marker (Fermentas, Litwa) i Low DNA Mass Ladder (Gibco-
BRL, Niemcy).

WYNIKI

W wyniku licznych badan ustalono, Ze za biosyntezg glutenin wysokocza-
steczkowych w pszenicy odpowiadaja loci kompleksowe Glu A1, Glu B1, Glu
D1 znajdujace sig na dlugich ramionach chromosoméw odpowiednio 1A, 1B,
1D [Lawrence, Shepherd 1981]. Na jakos¢ ziarna pszenic chlebowych najwigk-
szy wplyw maja gluteniny wysokoczasteczkowe kodowane przez loci Glu D1,
a szczegodlnie podjednostka 5+10 [Lafferty, Lelley 2001].

W obrgbie badanych linii addycyjnych 'Grana' — 'Dankowskie Ztote' i sub-
stytucyjnej 1B/1R nie obserwowano polimorfizmu w sktadzie wysokoczastecz-
kowych podjednostek gluteninowych. We wszystkich testowanych liniach oraz
w pszenicy ‘Grana’ locus Glu Al determinowal blok N (Null), co oznacza brak
podjednostek gluteninowych (tab. 1). Locus Glu DI byt odpowiedzialny za bio-
synteze podjednostek 2+12, a locus Glu Bl kodowat podjednostki 6+8. W linii
substytucyjnej 1B/1R nie obserwowano podjednostek kodowanych przez loci
Glu B1,natomiast na elektroforegramie wyraznie widoczny byt prazek charakte-
rystyczny dla bialek zytnich, czyli sekalin. W linii addycyjnej 1R obecne byly
wszystkie podjednostki wystepujace w pszenicy 'Grana', tj. N-6+8-2+12 oraz je-
den prazek sekalinowy. Rowniez na elektroforegramie linii addycyjnej 2R
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Tabela 1. Sktad glutenin wysokoczasteczkowych oraz obecno$¢ sekalin w liniach addycyjnych,
linii substytucyjnej, pszenicy 'Grana' oraz odmianach standardowych
Table 1. Composition of high molecular weight glutenins and presence of secalins in addition
lines, substitution line, ‘Grana’ wheat and standard varieties

Sktad podjednostek kontrolowanych przez loci

Forma . . X Obecnos¢ sekalin
Form Composition of subunits controlled by loci Presence of secalins
Glu-A1l Glu-Bl1 Glu-D1
Linie addycyjne
Addition lines

1R N 6+8 2+12 +

2R N 6+8 2+12 +

3R N 6+8 2+12

3RS N 6+8 2+12

4R N 6+8 2+12

5R N 6+8 2+12

6R N 6+8 2+12

6RL N 6+8 2+12

7R N 6+8 2+12

Linia substytucyjna
Substitution line
1B/1IR N - 2+12 +
Formy wyjsciowe
Initial forms

Grana N 6+8 2+12
Odmiany standardowe
Standard varieties
Jubilatka 2% 6+8 2+12
Begra N 7+9 5+10

obserwowano dwa prazki, swiadczace o obecnosci biatek zytnich (ryc. 1).
W pozostatych liniach widoczne byly tylko prazki odpowiadajace podjednost-
kom gluteninowym.

Z przeprowadzonych analiz wynika, Zze na chromosomach 1R i 2R w zycie
'Dankowskie Ztote' znajduja si¢ geny kontrolujace syntezg sekalin. Wyniki te sa
zgodne z prezentowanymi przez innych autoréw. Stwierdzili oni, ze chromosom
1R ma trzy loci kodujace biatka zapasowe u zyta. Locus Sec 3, znajdujacy si¢ na
dlugim ramieniu tego chromosomu, odpowiada za biosyntez¢ sekalin wysoko-
czasteczkowych homologicznych z wysokoczasteczkowymi gluteninami psze-
nicy [Orellana i in. 1993]. Locus kompleksowy Sec I, warunkujacy syntezg se-
kalin typu @i 40Ky, znajduje si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 1R w rejonie
satelity [Busch i in. 1995]. Biatka kodowane przez Sec I/ sa homologiczne do
gliadyn pszenicy. Sprzgzenia pomigdzy loci Sec 3 i1 Sec 1 sa dobrze poznane
[Carrillo 1 in. 1990]. Trzeci locus Sec 4 mieSci si¢ w poblizu Sec 1 i odpowiada
za synteze m-secalin [Benito 1 in. 1990]. Na chromosomie 2R zidentyfikowano
gen Sec 2, ktory odpowiada za synteze sekalin typu 75Ky, niemajacych analo-
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goébw w innych zbozach (Sybenga i in. 1991). Badania Malysheva i in. [1998]
dowodza istnienia kolejnego genu Sec 5 na krotkim ramieniu chromosomu 2R.
Geny odpowiadajace za syntezg sekalin 75Ky znajdowano takze na chromoso-
mie 6R zyta Secale montanum [Shewry iin. 1985]. Prawdopodobnie w procesie
ewolucji Secale cereale , w wyniku translokacji, geny kodujace sekaliny zostaly
przeniesione z chromosomu 6R Secale montanum do chromosomu 2R Secale
cereale .
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Rycina 1. Rozdziat elektroforetyczny glutenin wysokoczasteczkowych i sekalin w pszenicy
i liniach addycyjnych. Sciezki: 1 — standard, 2 — pszenica ‘Grana’, 3 — IR, 4 — 2R, 5 - 3R,
6—-3RS,7-4R,8-5R,9-6R, 10—-6RL, 11 — 7R, 12 — standard
Figure 1. Electrophoretic separation of high molecular weight glutenins and secalins in wheat
and addition lines. Lanes: 1 — standard, 2 — ‘Grana’ wheat, 3 -1R, 4 — 2R, 5 - 3R, 6 — 3RS, 7 - 4R,
8 -5R,9-6R, 10-6RL, 11 — 7R, 12 — standard

Markery molekularne DNA okazaty si¢ niezwykle przydatne do wykrywania
chromatyny zytniej i lokalizacji gendw odpowiedzialnych za biosyntezg sekalin.
Wilaczenie do tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) réwnoczesnie dwoch par
starterow specyficznych dla ramion chromosomowych 1BS (O11B3, O11B5)
i 1IRS (SECA2, SECA3) umozliwia bardzo szybka identyfikacje¢ translokacji
I1BL.1RS w liniach hodowlanych pszenicy [De Froidmont 1998].
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Rycina 2. Produkty PCR uzyskane przy pomocy starteréw SECA2 i SECA3. Sciezki: 1 — pUC
Mix Marker, 2 — ‘Grana’, 3 — ‘Dankowskie Ztote’, 4 — ‘Grana’ x ‘Dankowskie Zlote’, 5 — 1R,
6-2R,7-3R,8-4R,9-5R,10-6R, 11 - 7R, 12 - 3RS, 13 - 6RL, 14- 1B/IR, 15 — kontrola
bez DNA, 16 — Low DNA Mass Ladder
Figure 2. PCR products achieved using SECA2 and SECA3 primers. Lanes: 1 — pUC Mix Marker
(Fermentas), 2 — ‘Grana’, 3 — ‘Dankowskie Zlote’, 4 — ‘Grana’ x ‘Dankowskie Zlote’, 5 — 1R,
6-2R,7-3R,8-4R,9-5R,10-6R, 11 - 7R, 12 - 3RS, 13 - 6RL, 14 — 1B/1R, 15 — without
DNA, 16 — Low DNA Mass Ladder.

Rycina 3. Produkty PCR uzyskane przy pomocy starteréw R1 i R2. Sciezki: 1 — ‘Grana’,
2 — ‘Dankowskie Zlote’, 3 — ‘Grana’ x ‘Dankowskie Ztote’, 4 — IR, 5—2R, 6 — 3R, 7 - 4R,
8-5R,9-6R,10-7R, 11 -3RS, 12-6RL, 13- IB/IR
Figure 3. PCR products obtained using R1 and R2 primers. Lanes: 1 — ‘Grana’, 2 — ‘Dankowskie
Zlote’, 3 — ‘Grana’x‘Dankowskie Zlote’, 4 — IR, 5—-2R, 6 — 3R, 7—4R, 8 = 5R, 9 - 6R, 10 — 7R,
11-3RS, 12-6RL, 13 - IB/IR
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Do lokalizacji genow odpowiedzialnych za syntez¢ sekalin na chromosomach
zyta 'Dankowskie Ztote' zastosowano metod¢ tancuchowej reakcji polimerazy
(STS-PCR). Technika STS-PCR umozliwia identyfikacj¢ poszczegdlnych loci
dzigki amplifikacji fragmentu DNA pomigdzy parg starteré6w o znanej sekwencji
[Talbert i in. 1994]. W obecnosci starterow SECA2 i SECA3 nastapita amplifi-
kacja DNA w kazdej z pigciu analizowanych roslin disomicznej linii addycyjnej
IR, linii substytucyjnej 1B/1R oraz w zycie i oktoploidalnym pszenzycie 'Grana'
x 'Dankowskie Ztote'. W formach tych stwierdzono obecno$¢ produktu PCR
o wielko$ci 412 par zasad, odpowiadajacego wielkoscia sekwencji genu koduja-
cego w-sekaliny pomigdzy starterami SECA2 i SECA3 (ryc. 2).

Lee i in. [1994] analizowali przy pomocy PCR zudziatem starterow R11R2 po
kilka odmian pszenicy, zyta, pszenzyta, linii addycyjnych, substytucyjnych
i translokacyjnych. Autorzy stwierdzili obecnos¢ produktu 473 par zasad tylko
w liniach zawierajacych chromosom 2R lub jego rami¢ 2RS. Z uwagi na to, ze star-
tery R1 1 R2 pochodzity z locus Sec 2, wedtug autorow obecnos¢ produktu 473 par
zasad powinna wigzac si¢ z genem kodujacym syntezg y-sekalin typu 75K. Startery
R11R2 wlaczono do PCR w celu przetestowania linii addycyjnych 'Grana' - ‘Dan-
kowskie Ztote'. Uzyskano amplifikacje DNA tylko w disomicznej linii addycyjne;j
2R, zycie 'Dankowskie Ztote' i oktoploidalnym pszenzycie 'Grana' x 'Dankowskie
Ztote' (ryc. 3). W powyzszych formach w kazdej z pigciu losowo wybranych roslin
amplifikacjiulegt fragment DNA o dtugos$ci 473 par zasad. Produkt ten odpowiada
wielkoscia sekwencji genu kodujacego y-sekaliny pomigdzy starterami R11R2.

PODSUMOWANIE

Analiza rozdziatu elektroforetycznego podjednostek glutenin wysokocza-
steczkowych i sekalin oraz wyniki reakcji tancuchowej polimerazy (STS-PCR)
przeprowadzone w petlnym zestawie linii addycyjnych, linii substytucyjnej
1B/1R i formach wyjsciowych §wiadcza o tym, ze geny Sec [ i Sec 2 odpowie-
dzialne za biosyntez¢ sekalin w zycie ‘Dankowskie Ztote' sa zlokalizowane na
krotkich ramionach chromosoméw 1R 1 2R.

PISMIENNICTWO

Benito C., Frade J. M., Orellana J., Carrillo J.M. 1990. Linkage and cytogenetic maps of genes
controlling endosperm storage proteins and isosymes in rye (Secale cereale ). Theor. Appl.
Genet. 79, 347-352.

Busch W., Herrmann R.G., Martin R. 1995. Refined physical mapping of the Sec-1 locus on the
satellite of chromosome 1R of rye (Secale cereale ). Genome 38, 889—-893.

Carrillo J.M., Vazquez J.F., Orellana J. 1990. Linkage relationships between the loci Sec I and Sec
3 in rye (Secale cereale L.). Heredity 64, 125-130, 54.



Wykorzystanie markeréw biochemicznych i molekularnych do lokalizacji gendéw Sec ... 292

De Bustos A., Rubio P., Jouve N. 2001. Characterisation of two gene subunits on the 1R chromo-
some of rye as orthologs of each of the Glu-1 genes of hexaploid wheat. Theor. Appl. Genet.
103, 733-742.

De Froidmont D. 1998. Research note a co-dominant marker for the 1BL/1RS wheat-rye translo-
cation via multiplex PCR. J. Cereal Sci. 27, 229-232.

Graybosch R.A. 2001. Uneasy unions: Quality effects of rye chromatin transfers to wheat. J. Ce-
real Sci. 33, 3—-16.

Korzun V., Malyshev S., Kartel N., Westermann T., Weber W.E., Borner A. 1998. A genetic
linkage map of rye (Secale cereale L.). Theor. Appl. Genet. 96, 203-208.

Kumlay A.M., BaenzigerP.S., GillK.S., Shelton D.R., GrayboschR.A., Lukaszewski A.J., Wesenberg
D.M. 2003. Understanding the effect of rye chromatin in bread wheat. Crop Sci. 43, 1643-1651.
Laemmli U.K. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacterio-

phage T,4. Nature 4, 227, 680-685.

Lafferty J., Lelley T. 2001. Introduction of high molecular weight glutenin subunits 5+10 for the
improvement of the bread-making quality of hexaploid triticale. Plant Breeding 120, 33-37.
Lawrence G.J., Shepherd K.W. 1981. Inheritance of glutenin protein subunits of wheat. Theor.

Appl. Genet. 60, 333-337.

Lee J.H., Graybosch R. A., Lee D.J. 1994. Detection of rye chromosome 2R using the ploymerase
chain reaction and sequence-specific DNA primers. Genome 37, 19-22.

Loarce Y., Hueros G., Ferrer E. 1996. A molecular linkage map of rye. Theor. Appl. Genet. 93,
1112-1118.

Ma X.F., Wanous M.K., Houchins K., Rodriguez Milla M.A., Goicoechea P.G., Wang Z., Xie M.,
Gustafson J.P. 2001. Molecular linkage mapping in rye (Secale cereale L.). Theor. Appl.
Genet. 102, 517-523.

Malyshev S.V., Khmyl T.O., Zabenkova K.I., Voylokov A.V., Korzun V.N., Kartel N.A. 1998.
RFLP-based mapping of the Sec-2 and Sec-5 loci encoding 75K y-secalins of rye. Plan Breed-
ing 117, 329-333.

Milligan B.G. 1992. Plant DNA isolation. In: Molecular genetic analysis of populations: a practi-
cal approach. IRL Press, Oxford, UK, 59—88.

Orellana J., Fernandez-Calvin B., Vazquez J. F., Carrillo J. M. 1993. Mapping of genes control-
ling seed storage-proteins and cytological markers on chromosome 1R of rye. Theor. Appl.
Genet. 85, 639-643.

Payne P.I., Lawrence G. 1983. Catalogue of alleles for the complex gene loci Glu-A1l, Glu-B1 and
Glu-D1 which code high-molecular-weight subunits of glutenins in hexaploid wheat. Cereal
Res. Comm. 11, 29-35.

Payne P.I., Nightingale M.A., Krattiger A.F., Hold L.M. 1987. The relationship between HMW
glutenin subunit composition and the bread-making quality of british-grown wheat varieties. J.
Sci. Food Agric. 40 51-65.

Robin G., Banerjee M., Brown T.A. 1998. Evolution of the height molecular weight glutenin loci
of the a A, B, D and G genomes of wheat. Genome 42, 296-307.

Shewry P.R., Parmar S., Miller T.E. 1985. Chromosomal location of the genes for the Mr 75000 y-
secalins in Secale montanum Guss: Evidence for a translocation involving chromosomes 2R
and 6R in cultivated rye (Secale c ereale L.). Heredity 54, 381-383.

Sybenga J., Parmar S., Von Eden J., Shewry P. 1991. Mapping of the seed storage protein locus
Sec-2 in rye. Genetica 84, 101-105.

Talbert I.E., Blake N.K., Chee P.W., Blake T.K., Magyar G.M. 1994. Evaluation of sequence-
tagged site PCR products as molecular markers in wheat. Theor. Appl. Genet. 87, 789-794.
Van Campenhout S., Koebner R.M.D., Volckaert G. 2000. The applicability of consensus PCR
primers across species and genera: the use of wheat Em sequences to develop markers for

orthologues in rye. Theor. Appl. Genet. 100, 328-336.



