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Introgressione criptica di DNA parentale in
linee di frumento derivate da ibridazione intergenerica
fra Triticum aestivum e Dasypyrum villosum *

Summary — Cytogenetic and DNA molecular analyses have been carried out in three
wheat inbred lines (CS x V58, CS xV59 and CS xV60), derived from Triticum aestivum cv.
‘Chinese Spring’ (CS) x Dasypyrum villosum (Dv) intergeneric hybridization, which showed
several Dv-specific phenotypic characters. All lines were found to share with CS the number
(2n=42) and structure of the chromosomes and chromatin from Dv was apparently not
added to their complement. However, Feulgen/DNA cytophotometry showed that there was
more nuclear DNA in the lines than in the parental wheat (by 1.85%, 2.76% and 1.26% in
CSxV58, CVS xV59 and CS x V60, respectively). AFLP analysis of genomic DNA from the
lines, CS and Dv detected a total of 120 polymorphic bands, 7 of which (5.8%) were pres-
ent in both the lines and Dy but absent in CS. PCR amplification using specific primers
revealed, in the genome of the lines, Dy alleles and not CS alleles at two loci (Vr#-A1 and
Vrn-B3). These results indicate cryptic introgression of Dv DNA sequences into the genome
of the lines. Some implications of this finding are briefly discussed.
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1. INTRODUZIONE

L’ibridazione, sia interspecifica che intergenerica, ha avuto un ruolo impor-
tante nell’evoluzione delle specie vegetali e la capacita dei poliploidi che ne sono
derivati di andare incontro a rapide modificazioni del genoma spiega il loro mag-
giore successo evolutivo rispetto alle specie diploidi [8]. Tuttavia, molte domande
circa il comportamento dei genomi parentali e le loro interazioni negli ibridi, le
mutazioni genetiche ed epigenetiche che hanno luogo nel loro DNA, i meccanismi
molecolari che vi sono implicati e la struttura dei genomi ibridi che ne risulta atten-
dono ancora risposte complete [cfr. 13].

Gli ibridi intergenerici di frumento sono materiali interessanti per studiare I’e-
voluzione dei genomi ibridi, poiché questi incroci sono ottenibili con relativa faci-
lita ed il loro studio ¢ di interesse anche applicativo in considerazione del valore
agronomico che essi possono avere. Fra questi ibridi, quelli in cui Dasypyrum: villo-
sum (Dv) & Daltra specie parentale, sono particolarmente interessanti, poiché Dv ¢&
un donatore di geni che migliorano alcune caratteristiche agronomicamente impor-
tanti dei frumenti coltivati [5, 10].

Linee di frumento derivate da ibridazione intergenerica fra Triticum aesti-
vum cv. ‘Chinese Spring’ (CS) e Dv e mantenute per autofecondazione hanno
mostrato alcuni caratteri fenotipici che le diversificano da CS, quali la precocita
della fioritura, la migliore resistenza a fattori ambientali, la presenza di reste, la
migliore resa di granella per spiga, la resistenza all’oidio, un piti alto contenuto pro-
teico nei semi, dai quali si ottiene una farina con un elevato valore di indice di sedi-
mentazione in SDS [1, 4, 15]. Questi caratteri, che sono tipici di Dv, non possono
che derivare dalla espressione di suoi geni e/o da interazioni tra i due genomi
parentali e suggeriscono quindi che almeno porzioni di ambedue siano presenti
nelle linee. Al fine di chiarire la struttura genomica di questi ibridi, sono state con-
dotte analisi citogenetiche e molecolari i cui risultati, che indicano introgressione
criptica di DNA di Dy nel loro genoma, sono di seguito riportati e brevemente
discussi.

2. MATERIALI E METODI
2.1. Materiale vegetale

Il materiale sperimentale ¢ stato ottenuto da semi (cariossidi) delle specie o
linee sotto elencate.

A) Triticum aestivum L. cv. ‘Chinese Spring’.

B) Dasypyrum villosum (L.) Candargy; sin. Haynaldia villosa (L.) Schur.

C) Tre linee di frumento (CS x V58, CV xV59 e CS xV60) ottenute da ibrida-
zione intergenerica fra CS e Dy seguita da una generazione di reincrocio con CS,
tre generazioni ottenute per autofecondazione, cinque generazioni di discendenza
da singola spiga e quattro generazioni di incremento di seme (linee S;,).
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Le cariossidi sono state fatte geminare su carta bibula in piastre Petri e le plan-
tule sono state immediatamente usate come materiale sperimentale o fatte crescere
in serra.

2.2. Citofotometria del DNA

Apici di radici seminali fissate in alcool etilico-acido acetico 3:1 (v/v) sono stati
schiacciati sotto un vetrino coprioggetto in una goccia di acido acetico 45% dopo
trattamento con una soluzione acquosa di pectinasi (Sigma) per 1 ora a 37°C. 1
coprioggetti sono stai rimossi con il metodo del ghiaccio secco ed i preparati sono
stati simultaneamente colorati al Feulgen dopo idrolisi in HCl 1 N a 60°C per 8
minuti. Dopo la colorazione, i vetrini sono stati sottoposti a tre lavaggi di 10 minuti
ciascuno in acqua solforosa prima della disidratazione ed il montaggio in DPX
(BDH). Gli assorbimenti Feulgen/DNA di singoli nuclei cellulari sono stati quindi
misurati, alla lunghezza d’onda di 550 nm, utilizzando un microdensitometro inte-
gratore Barr e Stroud tipo GN5.

2.3. Estrazione e marcatura del DNA

Il DNA genomico ¢ stato estratto da foglie e puificato come indicato da Del-
laporta et al. [3]. Dopo essere stato meccanicamente ridotto in frammenti di 2-10
kb, & stato marcato con digossigenina-11-dUTP o biotina-16-dUTP con il metodo
della ‘nick translation’.

2.4. Amplificazione del DNA mediante PCR

L amplificazione mediante PCR ¢ stata condotta, secondo il metodo descritto
da Zhang et al. [19], in 20 pL di tampone PCR 1 x contenente 1,5 umol di MgCl,,
200 pmol di ciascun ANTP, 2 umol di ciacun innesco, 1 unita di Tag polimera-
si (Invitrogen) e 25 ng di DNA genomico, utilizzando un termociclatore 9600
(Applied Biosystems). E stato applicato il seguente profilo di amplificazione: 5
minuti a 95°C, 35 cicli di 45 secondi a 95°C, 30 secondi a 50°C (per Vin-Al) o
63°C (per Vrn-B3), 1 minuto a 72°C ed una estensione finale a 72°C per 5 minuti.

I prodotti della amplificazione sono stati separati mediante elettroforesi su gel
di agarosio 2% (80 V per 4-5 ore), colorati con bromuro di etidio e visualizzati
sotto luce ultravioletta. Le dimensioni dei prodotti di amplificazione sono state
determinate usando scale di 50 o 100 coppie di basi (Fermentas).

2.5. Analisi del DNA genomico mediante AFLP

Lanalisi AFLP & stata condotta come descritto da Vos ez al. [16]. Il DNA &
stato digerito con gli enzimi di restrizione EcoRI e Msel e successivamente legato
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con adattatori. I'amplificazione mediante PCR ¢ stata condotta in due fasi suc-
cessive: nella prima fase (preamplificazione selettiva) il DNA ¢ stato amplificato
usando inneschi complementari agli adattatori ed aventi un nucleotide selettivo;
nello specifico, 'innesco EcoRI (E) + A e I'innesco Msel (M) + A. Nella seconda
fase, i prodotti della preamplificazione sono stati amplificati usando combinazioni
di inneschi con le seguenti estensioni: E-ACC—M-CCA e E-ACC—M-AAG. Solo
I'innesco EcoRI & stato marcato con [P*P]JATP (GE Healthcare). I prodotti della
amplificazione sono stati quindi separati mediante elettroforesi denaturante su gel
di poliacrilammide 4,5% e visualizzati attraverso autoradiografia.

2.6. Ibridazione genomica in situ

Apici radicali sono stati trattati con una soluzione acquosa satura di alfa-bro-
monaftalina per 4 ore a temperatura ambiente e fissati in alcool etilico-acido ace-
tico. Dopo macerazione in una soluzione di pectinasi (4%; Sigma) e cellulasi (3 %;
Calbiochem) in tampone citrato, con essi sono stati allestiti preparati come gia
riportato. L'ibridazione 7z situ & stata effettuata come descritto da Schwarzacher ez
al. [12] con minime modificazioni. Il DNA dei nuclei e dei cromosomi & stato
denaturato in un termociclatore per 6 minuti a 70°C ed i preparati sono stati incu-
bati per tutta la notte a 37°C con 2 ng/pL di sonde di DNA marcato denaturato
con il calore. Frammenti di DNA genomico non marcato sono stati aggiunti nella
miscela di ibridazione (15 volte in eccesso) come DNA bloccante. I siti di ibrida-
zione sono stati evidenziati rivelando la digossigenina o la biotina rispettivamente
con antidigossigenina coniugata a fluoresceina o streptoavidina coniugata a Cy3. I
preparati sono stati quindi controcolorati con DAPI in tampone Mcllvaine a pH
7.0 e montati in soluzione antidecadimento (AFI; Citifluor). I nuclei in interfase ed
i cromosomi metafasici sono stati osservati usando un microscopio a fluorescenza
equipaggiato con un analizzatore di immagini Leica Q500MC e fotografati con pel-
licola Fuji 800.

3. RisuLTaATI

La figura 1 mostra piastre metafasiche in apici radicali di plantule appartenenti
alla generazione S,, delle linee in studio dopo colorazione DAPI (2) e GISH usando
DNA marcato di Dy (5). Tutte le linee hanno presentato cromosomi del tutto simili,
per numero (2n=42) e struttura, a quelli di CS. Né cromosomi appartenenti a Dy
né loro porzioni erano osservabili nel loro complemento. Cromatina di Dv era
invece presente nelle linee in precedenti generazioni, come & mostrato nella figu-
ra 2, in cui & osservabile un telosoma di Dv aggiunto al complemento cromosomico
di una pianta appartenente alla generazione S della linea CS x V58.

Tuttavia, i risultati della citofotometria Feulgen (Fig. 3) hanno mostrato che le
dimensioni del genoma nucleare sono significativamente maggiori nelle linee che in
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Fig. 1. Piastre metafasiche nel meristema radicale di piante appartenenti alla generazione S,, delle
linee di frumento studiate. 4, colorazione DAPI; 5, GISH con DNA di Dy marcato. Cromatina di
Dv non ¢ osservabile in alcuna linea. x 1.600.

CS. La quantita di DNA nei nuclei in profase (4C) delle linee & infatti maggiore,
rispetto a quella trovata nelle profasi del parentale CS, dell’1,85% in CS x V58, del
2,76% in CSxV59 e dell’1,26% in CS xV60.

Lanalisi AFLP del DNA nucleare delle linee, di CS e di Dv (Fig. 4) ha
mostrato un totale di 120 bande polimorfiche, 27 delle quali (22,5%) erano osser-
vabili soltanto in DV e 7 (5,8%) erano presenti sia nelle linee che in Dy, ma assenti
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Fig. 2. Piastre metafasiche e nuclei interfasici nel meristema radicale di una pianta appartenente
alla generazione Sy della linea CS xV58. 4, colorazione DAPI; b, GISH con DNA marcato di Do.

Un telosoma di Dv & presente nel complemento cromosomico. x 1.600.

in CS. Di queste ultime, due erano presenti sia in CS xV59 che in CS xV60, una
era comune a CSxV58 e CS x V59, una & stata osservata solo in CS x V58 ed un’al-
tra solo in CS xV59. Riarrangiamenti nei genomi delle linee erano indicati anche
dalla presenza di 10 frammenti di DNA non rilevabili né in CS né in Dv.

L’ amplificazione di sequenze di DNA mediante PCR usando inneschi specifici
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Fig. 3. Assorbimento Feulgen di profasi iniziali (4C) nei meristemi radicali di plantule di CS e
delle linee di frumento studiate. Sono state analizzate cinque plantule per ciascun genotipo e venti
profasi per plantula. Limiti fiduciali per P<0.01.

per le sequenze geniche Vin-A1l e Vrn-B3, due loci coinvolti nel controllo della fio-

ritura [18, 19], ha mostrato che alleli comuni alle linee e a Dy erano invece assenti
in CS (Fig. 5).

4. DISCUSSIONE

Mentre le osservazioni citogenetiche non mostrano la presenza di cromatina di
Dv nel complemento cromosomico delle linee di frumento studiate (Fig. 1), i risul-
tati delle analisi citofotometriche e molecolari indicano chiaramente introgressione
di DNA di Dv nel loro genoma, cio che puo spiegare la comparsa in esse dei carat-
teri fenotipici annotati nell’Introduzione. Una prima indicazione in questo senso
puo essere la maggiore quantita di DNA nelle linee rispetto a CS (Fig. 3), sebbene
risultati presenti nella letteratura mostrino che I'eliminazione di sequenze di DNA
dal genoma del frumento & una delle pitt frequenti risposte alla ibridazione inter-
generica [8, 13]. L'aumento delle dimensioni dei genomi potrebbe in realta essere
dovuto anche ad amplificazione di sequenze di DNA ripetute, non codificanti,
fenomeno che si sa costituire una frequente risposta delle piante a situazioni di
stress, una delle quali pud essere costituita dalla ibridazione [2]. I risultati delle
analisi AFLP del DNA nucleare (Fig. 4) mostrano perd chiaramente che nei
genomi delle linee sono introgresse sequenze di DNA di Dy, ed alla medesima
conclusione si giunge considerando la presenza in quei genomi di alleli non di CS
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(Fig. 5). Anche l'analisi della composizione delle proteine di riserva nella linea
CS xV60 ha mostrato che i loci G/-B1, G/i-B2 e Glu-B3, che codificano rispettiva-
mente per gliadine omega e alfa e per glutenine a basso peso molecolare, sono rim-
piazzati in questa linea dai corrispondenti loci di Dv, Gli-V1, Gl-V2 e Glu-V3 [15].

L’insieme dei risultati ottenuti pud essere ragionevolmente spiegato solo
ammettendo la presenza, nel genoma delle linee, di sequenze di DNA di Dv relati-
vamente corte intersperse fra le sequenze di CS. La fluorescenza che segnala I'ibri-
dazione 7n situ di sequenze di DNA intersperse con altre sequenze ¢ per regola
osservabile solo se le sonde usate superano la lunghezza di 3.000 coppie di basi
[11] ed ¢ atteso che le sequenze debbano essere ancora piti lunghe perché I'ibrida-

*

oW T ¥

CSxVs8

Fig. 4. Porzione di un gel che mostra i risultati dell’analisi AFLP del DNA genomico delle linee
di frumento studiate, di CS e di Dv. Gli asterischi indicano bande nelle linee che sono condivise
solo con Do e il doppio asterisco indica una banda che non compare né in CS né in Dy.
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Fig. 5. Amplificazione mediante PCR delle sequenze di DNA ai loci Vr#-A1 e Vrn-B3 nel genoma
delle linee di frumento studiate ed in quello di CS e Do.

zione possa essere rivelata dalla GISH. Lintrogressione di DNA di Dv nel genoma
delle linee non & percio direttamente osservabile e rimane quindi criptica. Cromo-
somi o cromatina di Dy erano inizialmente presenti nelle linee, come mostra la
figura 2, e la ricombinazione fra genomi a livello del DNA allora avvenuta puo
essere pensata come responsabile delle variazioni osservate nel loro genoma. Intro-
gressioni spontanee fra i genomi omeologhi di specie delle Triticeae sono state
osservate da Weissmann ef a/. [17] ed il ruolo di questo meccanismo nel produrre
variazioni nel DNA nucleare ¢ stato postulato anche sulla base di risultati ottenuti
studiando altri ibridi interspecifici ed intergenerici sperimentali, anche se alcune
evidenze non sembrano supportare questa conclusione [cfr. 8]. E stato anche sug-
gerito che cromosomi o geni gametocidi [6] possano avere un ruolo nei riarrangia-
menti cromosomici negli ibridi di frumento, inducendo traslocazioni fra i genomi
parentali che possono produrre introgressione nel genoma del frumento di minute
sequenze di DNA aliene con minime perdite di cromatina [7]. Evidentemente,
sequenze di DNA di Dy che non sono andate incontro a riarrangiamenti di questo
tipo sono state progressivamente eliminate dal genoma delle linee, che in questo
modo sono divenute stabili. Riarrangiamenti nel genoma di ibridi di frumento
dovuti a introgressione criptica di DNA parentale non sono limitati alle linee stu-
diate. Un altro caso pud essere la cultivar di grano ‘Roma’, ottenuta da Strampelli
[14] anch’essa attraverso incroci con Dv. Questa varieta mostra infatti alcuni carat-
teri fenotipici di Do, quali la buona resistenza alle basse temperature, all’alletta-
mento ed alle ruggini, senza che cromatina di Dv sia visibile nel suo complemento
cromosomico (nostra osservazione non pubblicata).

Si puo infine osservare che l'introgressione criptica di sequenze di Dv nel
genoma dei suoi ibridi con il frumento suggerisce che & necessaria cautela nell’as-
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segnare geni per specifici caratteri a determinati cromosomi di Dy attraverso la
comparazione dei risultati di analisi citogenetiche con il fenotipo [9], poiché la pre-
senza nel loro complemento cromosomico di visibile cromatina di Dv non significa
necessariamente che determinati caratteri del fenotipo siano sicuramente o intera-
mente dovuti alla espressione di geni portati da quella cromatina. Per converso,
I’assenza di visibile cromatina di Dv negli ibridi non significa che modificazioni
osservate nel fenotipo debbano essere necessariamente attribuite ad eventi muta-
zionali diversi dalla introgressione nei loro genomi di sequenze di DNA di Dy.
Queste cautele dovrebbero essere estese ad ogni altro ibrido se introgressione crip-
tica di DNA parentale non ¢ stata esclusa.

Riassunto — Su tre linee di frumento (CS x V58, CS xV59 e CS xV60) derivate da ibri-
dazione intergenerica fra Triticum aestivum cv. ‘Chinese Spring’ (CS) e Dasypyrum villosum
(Dv) e mantenute per autofecondazione, che mostravano alcuni caratteri fenotipici propri di
Dy, sono state condotte analisi citogenetiche e molecolari al fine di chiarire la struttura dei
loro genomi. Tutte le linee hanno mostrato di condividere con CS il numero (2n=42) e la
struttura dei cromosomi, senza che cromatina di Dy fosse visibile nel loro complemento.
Tuttavia, i risultati della citofotometria del DNA hanno rivelato che la dimensione dei loro
genomi ¢ significativamente maggiore di quella del genoma di CS (1,85%, 2,76% e 1,26%
di DNA in pit rispettivamente per CS xV58, CSxV59 e CS xV60). Lanalisi delle linee, di
CS e di Dv mediante marcatori AFLP ha evidenziato un totale di 120 bande polimorfiche,
sette delle quali (5,8%) erano presenti nelle linee e in Dy ma assenti in CS. Amplificazioni
di DNA genomico usando inneschi specifici per i due loci Vin-A1 e Vrn-B3 hanno rivelato,
nel genoma di tutte le linee, la presenza di alleli propri di Dv anziché di CS. L’insieme dei
risultati indica introgressione criptica di DNA di Dv nel genoma delle linee. Alcune implica-
zioni di quanto osservato sono brevemente discusse.
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