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　　　The　DNA　libraries　derived　from　the　entire　chromosomes　1，　4，　7　and　9，　and　the　extra

chromosomes　of　acrotrisomics　（Acrosa）　were　con＄tructed　using　the　chromosome　microdis－

secも圭◎就ech轟購e．　Flu◎rescence　in　sitze　hybr隻dizatioR（FIS薮）was継sed　t◎1deRt靭the面9通s

◎f　the　cGRstracted　DNA至童brar圭es．　DNA．§bra艶s費◎獄門e　e嚢捻e　c蓑r◎獄◎s◎ixes　1，4・and　9　w◎9｝d

be　available　f◎r　the　ideRt重flcaも沁難◎f　chr◎m◎so搬e◎飛FIS頁。類add呈も沁難，癒e　or圭9重n　of　D餐A

libraries　from　the　entwe　chromesome　7　aRd　the　extra　chromesomes　of　Acrosa　were　identified　by

dot　blot　hybridization．　One　hundred　sixty　and　587clones　were　obtained　from　DNA　libraries　of

the　entire　chromosomes　1　and　4，　respectively．　Sixty－three　of　these　clones　were　surveyed　for

polymorphism　among　slx　varieties．　Forty－three　tmque　clones，　35　clones　for　polymorphism　and

20multicopy　clones　were　obtained．　Two　of　160　clones　and　three　of　587　clones　were　mapped　on

RFLP　linkage　map　using　recombinant　inbred　hnes．

INTRODUCTION

　　　Chromosome　microdissection　technique　has　been　developed　for　genoine　DNA

analysis　gf　specifT1c　ehromosome　regioRs．　This　teclmique　is　used　for　cemstructioR　of　DNA

hbraries　derived　fro獄もaぞgeもregi（）Rs　oR　chr◎獄os（）獄e　preparatioR．　The£建就chr◎搬◎so瓢e

miergdis＄ectioR　technique　was　llsed　iri　Drosophita　（ScaleRghe　et　ag．，　1981），　theR　mouse

（R6tme　et　ag．，　1984）　and　human　（LUdecke　et　al．，　1989；　LUdecke　et　ag．，　199e；　Kao　and　Yu，

1991；　Hadano　et　al．，　1991；　Hirota　et　al．，　1992）．　DNA　libraries　obtained　using　this　tech－

Rique　caR　be　uti｝ized　as　probes　for　chroraosorae　paiRting　iR　fluoresceRce　i7z　sitzs

hybridizaもio貧（FISH）（Ohもa　e6　es9．，1993）．

　　　IR　cemparison　to　geRemic　DNA　arialysis，　chremosome　microdissectioll　tec｝mique　is

better　because　it　is　possible　to　obtain　DNA　from　special　regions　oR　chromoseme

preparation．　Sinee　a　number　of　clones　could　be　derived　from　special　chromosome

regions，　DNA　relative　to　target　genes　is　selected　in　high　frequency．　DNA　fragments　could

be　obtained　from　the　centromere，　telomere，　interchanged　point　and　breakpoints　directly，

he鍛ce，　ut拠z溢9もhe捻DNA鉦agments　w泌1ea．dも◎c◎R願b疑te　ana蔓ysまs◎f　mechanism　aRd

c◎難sもructio鍛fbr　ceRt！・◎mere　もe玉◎搬ere　aRd　chどom◎s◎艶e　aberraもi◎n．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　Fukui　et　ai．　（1992）　reported　that　chromosorae　micredissectioR　technique　might　be

used　in　rice　and　barley．　Construction　of　chromosome　region　specifTic　DNA　libraries　was
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made　in　rice　（Nemomura　et　ag．，　1994），　wheat　（Vega　et　al．，　1994）　aRd　barley　（Busch　et　6g．，

1995，　1996）．

　　　Here，　we　co憾ructed　chr◎m◎s嚥e　regi◎ns　spec並ic　DNA玉ibraries　from嶽e　eAtire

chroiRosomes　and　an　acrocentric　chromosorae　using　microdissectioR　technique　to　｝ocate

their　DNA　cloRes　eR　RFLP　hokage　maps．

MATERIALS　AND　METHODS

Chromesome　prepatration　fer　micredissection
　　　Seeds　of　Japonica　variety　“Nippenbare”　and　acrotrisomics　（Acrosa；　lkeda　et　al．，　1999）

having　an　extra　acroeentric　chromosome　for　chremesome　5　were　used　for　ehromosome

preparation．　The　acrocentric　chromosomes　for　chromosome　5　in　ad砒ion　to　the　entire

chremosomes　1，　4，　7　aRd　9　were　targeted　for　microdissectiort．　Excised　roots　frem

germinating　seeds　at　30eC　were　pre一一treated　with　1．5mM　8－oxyquinoline　for　1．5－2　h　at

2e“C，　akd　were　fixed　wtth　a　fixative　（3　methanol　：1　aeetic　acid）　for　2　h　at　reom

temperature．　Their　roots　were　stocked　in　700／o　ethanol　at　40C．　Chromosome　preparation

wa＄　based　oR　the　medified　method　of　Kurata　aRd　Omura　（1978）．　Stecked　rcets　were

tmersed　in　distil｝ed　water　fer　30－60　ma　at　roem　terRperature．　Roottips　were　treated

with　the　eRzyme　selutioR　which　contakried　3“／e　cellniase　（ORozuka　RS），　1．5g／e　pectolyase

Y23，　7．5mhE　KCI　and　7．5mM　EDTA　adjusted　to　pH　4．0　for　31－33　rm　at　37℃．　Treated

root　tips　were　imrftersed　in　distMed　water　for　30－60　min．　Prometaphase　chremosomes

were　air　dried　then　fured　in　9　methanol　：　1　acetic　acid　and　steamed　using　water　bath　at

65℃　for　20－30　，secoRds．　Well　spread　chromosemes　were　washed　using　I　OOe／o　methaftol

and　stained　with　100／o　Giemsa　solution　for　2　h．

Mi¢rodissection　and　PCR，　amp雌cation　of　chmmosome　DNA
　　　Procedures　followed　those　described　previous｝y　in　humaR　（Hirota　et　ag．，　1992；　Ohta　et

ag．，　1993）．　A　fragment　of　chromosorne　was　microdissected　under　an　inverted　microscope

with　the　use　ef　a　fine　glass　needle，　guided　by　micremanipniator．　Collected　chromosevae

pieces　were　treated　With　2－3　nl　of　prote童nase　K　solution（0．5mg加1　proteinase　K：，0．1％SDS，

IOmM　’］1　is－HCI　（pH　7．5），　l　e　mM　NaCl）　at　370C　for　3　h．　The　extracted　DNA　was　digested

with　Saze　3AI　solutioR　（50　U／mi　Saz‘　3AI，　10e　mM　NaCl，　I　O　mb（［　Tris　一HC｝　（pH　7．5），　7　mM

MgC12）　at　37eC　for　4　h．　The　bNA　fragmeRt＄　were　ampuried－with　the　primer－linker　PCR

method．　Ligatien　reactloR　was　perforuted　usiRg　ligatioR　mixture　（a　IOraer　lnker　［INiiboLl；

5’一GATCCATGTC－3’］，　a　24　mer　primer　INIaM　l；　5’一CGGGAATTCTGGCTCTGCGACATG－3’］，

350　U／mi　T4　DNA　ligase　in　ligation　buffer）　at　150C　for　1　h．　PCR　was　performed　as　follows：

［1’he　first　cycle，　73℃　（2　min），　94　eC　（3　mirt），　62　eC　（2　mirt），　72　℃　（2　rtm），　Fobowed　by　30

cycles，　94”C　（2　min），　62　℃　（2　rm），　720C　（2　mn）．　Lastly　at　72　OC　（5　mn）．

Fluorescence　in　situ　hybridization　（FISH）

　　　Precedures　for　FISH　involved　a　medification　of　the　method　described　previously

（Ohta　et　ag．，　1993）．　The　second　PCR　products　were　used　for　probes　in　FISH，　a　small

volufrte　（5　mi）　of　the　first　PCR　products　was　amp｝ified　by　12cycles，　940C　（2　imbrt），　62“C

（2　min），　72　eC　（2　miR），　in　a　reaction　mixture　containing　I　OO　mM　biotiR－16－dUTP　and

leO　mbt｛　dTTP．　The　secoRd　PCR　products　with　I　O　mg　＄onicated　salmoxx　DNA　aiid　0－8　iytg
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s◎瓢cated　DNA　of　rice　cミ滋ivaピ榎R24㌻㌻were嚢sed　for　hy魏i磁zation．　The　DNA濾x．糠re　was

ethano｝一precipitatect，　resu＄pended　iR　l　O　ml　formam，id．e，　denatured　at　80　aC　for　I　O　m，in，　and

mixed　w就h　a　hybridizaもiO簑＄duもio鷺cons重sも圭登g　of　4◎獄£b◎v盈e　serum　album沁（BSA），4×

SSC　and　20％dexもra嚢sω撫驚The　hybridizaもめ叢w哉＄ρe罫formed就37℃for王2一三8h．　The

＄lides　were　washed　in　5　e％　formamide　aRd　2×SSC，　（15　milt），　theR　2×SSC　（10i’ni，xx），　i×

SSC　（5　min）　aRd　4　X　SS．　C　（5　miR）　each　at　370C；　incubated　with　O．5mg　fiuoraseence

i＄ot｝rtiocyaiiate　（FITO－ccmjiagated　avidiR　with　4×SSC　aAd　I　O／o　BSA　at　370C　for　45，　一60　min；

rinsed　in　4×SS傭th＄ha㎞g（5　m血），4×SSC　conta㎞h、g　O．02％Tween　20賦h＄haking

（7rnin），　4×SSC　with　shaking　（3　min）　and　2×SSC　（30一・一・60　sec）　each　at　room　temperature

ln　the　dark．　The　chromo＄olnes　were　stained輌th　O。1－0．2　mg／mi　propidium　iodj，de（PI），

and　t－hen　vs・Tere　observed　under　fluorescence　microscope．

Dot　blot　hybridization

　　　PCR　products　derived　frorn　target　chromosomes　and　genomic　DNA　of　“Nipponbare”

as　control　were　used　，for　dot　b｝otting　on　nylon　membranes．　The　RFLP　markers　labeled

with　（a－32P）　dCTP　were　i，itiMzed　fQr　Southern　hy’bridizati　on　（Tab｝e　1）．　Dot　sigxiaks　were

deもecもed　wheR　a　parもof　PC逸pr（）（沁。もs　is　h（）mdogo銭＄with撫e　RFLP澱arker。

Ta嚢｝le　L　　飛FLP　d◎鍛《｝s疑sed　f◎r　ide．R雛欝cat玉◎繋◎f　PC鷺茎）rod慧。乞s　by　SoUt，herR　aRalysi＄

Ckromo＄erae RFLP　clenes

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1

Npb302
Npb42
Npb48
Npb49
Npb25
Npb172
NpblO6
Npb278
麺P．b13

N．　pb37

Npb52

Npb346　Npb359

Npb177
Npb105
Npb342
Npbl17

Npb237　Npb247　Npb311　R288
Npb208　Npb292　Npb297　R2232

Npb338　Npb379　R1440

Npble3　Npb293

Npb181　Npb257

The　Npb　d◎嚢es　w騰勧搬Sai沁θ観奴1991）a蝿撫e　Others・were・fr◎獄Kuraも＆et・es9．（ig．　9．4）

Characterization　and　po｝ymorphism　of　clones

　　　Procedures　for　cloniiig　followed　that　describect　previously　in　hurnan　（Hirota　et　al．

，1992）．　PCR　products　w’erG　digested　with　Eco　RI　at　37“C　for　4　h．　DNA　fragrnents　we，re

ligated　to　dephosphoryiated　Eco　RI－cut　pUC19　in　reaction　mixture　at　15eC　for　8　h，　and

used　for　transformation．　Recombinant　plasmids　were　picked　out　and　stocked　a’t　…一80“C．

DNA　clones　were　used　for　characterization　and　po！ymorphism　using　four　Japonica

varieties；　“Nipponbare．”，　“Taichung　65”，　“Asominori”　and　“Kinmaze”，　and　two　lndica

varieties；　“IR24”　and　“DV85”．　The　genomic　DNA　of　six　varieties　extracted　by　CTAB

method　（Rogers　and　Bendich　1988）　were　digested　with　six　enzymes　（Bam　HI，　Bpt　’ff，　Dra

三，Eco　R至，　Eco　RV，醜？3　d獲）．　The　d重gested　DNA照＄transferredも◎anyめn　m磁油rane
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after　electrophoresis．　DNA　clones　labeled　with　（a－32P）　dCTP　were　utilized　for　probes　in

SQuthern　hybridization，　as　described　by　McCouch　et　al．　（1988）．

Mapping　of　clones

　　　Five　DNA　clones　detected　as　polymorphism　between　Asominori　and　IR24　were

utilized　for　mapping　using　71　recombinant　inbred　lmes　（RILs）　derived　from　their　crosses．

Five　clones，　IW26　and　IW49　from　the　entire　chromosome　1，　4W203，　4W206　a　nd　4W221

from　the　entire　chromosome　4　were　mapped　based　on　RFLP　linkage　map　established　by

Tsunematsu　et　al．　（1996）　using　RILs．　Linkage　analysis　was　performed　using　MAPMAKER

（Lander　et　al．　1987）　and　Map　Manager　（Manly　1993）　as　described　by　Tsunematsu　et　al．

（1996）．

RESULTS　AND　DISCUSSION

PCR　products　and　FISH

　　　The　results　showed　that　chromosome　region　specific　DNA　libraries　couid　be

constructed　within　the　200　to　500bp　DNA　fragments　（Fig．　1）．　Using　FISH　with　sup－

pression　to　non－specific　regions，　chromosomes　1，　4　and　9　are　shown　（Fig．　2b－d）．

Chroraosome　1　is　the　longest　chromosome，　chromosome　4　is　a　subtelocentric　chrorno－

some　and　chromosome　9　is　a　nucleolar　chromosome．　Using　FISH　with　non－suppression，

specific　chromosome　regions　plus　other　chromosome　regions　were　painted．　These　results

suggest　that　non－specific　DNA　regions　share　to　each　chromosome　in　rice．　Non－specific

DNA　regions　were　believed　to　exist　in　heterochromatin　regions　because　the　painted

bp

0
ノ
｛
■

1
0
5
257

136
Fig．　1．　PCR　product　dissected　from　the

　　　　　　entire　chromosome　4　on　poly－

　　　　　　acrylamide　gel．　M　is　pUC　19／Alu　I

　　　　　　size　marker．　N　is　PCR　product

　　　　　　without　DNA　fragment．　S　is　PCR

　　　　　　product　with　sample　DNA　frag－

　　　　　　met．　P　is　PCR　product　with　rice

　　　　　　DNA　fragment．
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Fig．　2．　a－d．　Fluorescence　in　sitze　hybridization　（FISH）　analysis　using　DNA　fragment

　　　　　　　　　　dissected　from　the　entire　chromosome　1　（b），　4　（a　and　c）　and　9　（d）．　（a）：

　　　　　　　　　　FISH　without　suppression．　（b，　c　and　d）：　FISH　with　sonieated　rice　total

　　　　　　　　　　DNA　as　competitor．　Arrowheads　represent　chromosome　specific　signals．

regions　correspond　to　heterochromatin　region　stained　by　Giemsa．　ln　human，　it　has　been

reported　that　suppression　to　non－specific　DNA　regions　is　indispensable　for　painting

specific　regions　（Lengauer　et　ag．　1990）．　Suppression　to　non－specific　DNA　regions　is　also

indispensable　for　painting　spec泌。　regions　in　rice．：However，　painting　for　spec血。　regions

was　not　detected　on　the．entire　chromosome　7　and　the　acrocentric　chromosome　for
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chromosome　5　using　FISH．　This　may　be　attributed　to　the　amplif7ied　DNA　fragments　which

were　almost　non－specific　DNA　consisting　of　heterochromatin．

Dot　blot　hybridization

　　　The　construction　of　chromosome　region　specific　DNA　libraries　was　confirrned　using

dot　blot　hybridization　（Fig．　3）．　Signals　were　detected　on　XNpb　302　but　not　on　XNpb　346

and　359，　when　RFLP　markers　XNpb　，eSO2，　346　and　359　located　on　chromosome　1　were

used　for　dot　blot　hybridization．　For　entire　chromosomes　4　and　9，　signals　were　detected　at

X惣）と）49，177and　247　and　at　X：NZ）～）13，103　and　293，　respectively．　For　entire　chro－

mosome　7，　signals　were　detected　on　XNpb　117　but　not　on　XIVpb　106　and　379．　For　the

extra　chromosome　of　Acrosa，　signals　were　detected　on　XNpb　208，　292　and　R2232　but

not　on　XNpb　25　and　297．　These　results　agreed　with　our　previous　observations　（Ikeda　et

α1．，ユ999）．Therefore，　FISH　as　well　as　dot　blot　hybridization　may　be　utilized　for

identification　of　DNA　libraries．　The　results　suggested　that　the　chromosome　region

specific　DNA　libraries　for　the　acrocentric　chromosome　could　be　constructed．

　　　Using　RFLP　markers　not　located　on　target　chromosomes，　signals　were　detected　on

several　loci．　This　suggests　that　the　homology　was　high　between　DNA　fragments　and

RFLP　markers　located　on　chromosomes　except　the　target　chromosome．

Characterizatio皿and　polymorphism　of　clones
　　　One　hundred　sixty　and　587　DNA　clones　from　entire　chromosomes　1　and　4　were

obtained，　respectively．　Twenty－eight　DNA　clones　in　160　clones　a皿d　35　clones　i㎞　587　clones

　　Control　P　ositive　Negative
　　　　　　　　　　　　　　　　　signal　signal

Fig．　3．　Southern　analysis　of　rice　RFLP　clones　to　PCR

　　　　　product，s　obtained　by　microdissection．　ln　each

　　　　　autoradiogram，　and　the　upper　dot　is　total　Nipponbare

　　　　　DNA　as　a　control，　and　the　lower　is　PCR　products　of

　　　　　chromosome　7．　Positive　signal　is　shown　on　the　left　as

　　　　　a　control，　positive　signal　using　Npb379　on

　　　　　chromosome　7　on　the　center，　negative　signal　using

　　　　　Npb342　on　chromosome　6　on　the　right．
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were　characterized　（Fig，　4）．　Twenty－eight　clones　from　entire　chromosome　1　have　single

and　multi－copy　sequence，　respectively　（Table　2）．　Nineteen　out　of　20　clones　showed

polymorphism　among　six　varieties．　ln　chromosome　4，　23　clones　were　single－copy，　16　of

these　clones　showed　polymorphism　among　six　varieties　（Table　2）．　Twelve　clones　were

multi－copy　sequence．　ln　total，　43　clones　（68．30／o）　were　single－copy　sequence　and　20

c1ones　（31．70／o）　were　mult，i－copy　sequence．　Thirty－five　clones　（55．60／o）　showed　polymor－

phism　among　six　varieties　mamly　between　Japonica　and　lndica．

　　　In　Japonica　variety　“Nipponbare”，　37．90／o　of　974　DNA　clones　indicate　inulti－copy

sequence，　28．80／o　of　974　clones　show　polyrnorphism　between　lndica　Kasalath　and　Japonica

　　　　　　　　．，嵯惣

欝　ド選
　　　　　　　磁
秘

ザ

禄
》一

子
㌦

紳欝灘懸

a

Fig．4．　at．　Autoradiograms　showing　characterization　of

　　　　　　　　　microclones　obtained　using　microdissection　in

　　　　　　　　　Japonica　rice　and　lndica　rice．　（a）：　RFLP

　　　　　　　　　　（single－copy）　using　4W225．　DNA　was　digested

　　　　　　　　　with　Bgl　ll．　Lane　1：　Japonica　“Nipponbare”，　lane　2：

　　　　　　　　　Japonica　“Taichung　65”，　lane　3：　Japonica

　　　　　　　　　“Asominori”，　lane　4：　lndica　“IR24”，　lane　5：　Japonica

　　　　　　　　　“Ki皿maze”，　lane　6：Indica“DV85”．

Table　2．　Characterization　of　microclones　by　Sout．hern　analysis

Hybriclization

　　signal

Microclones　obtained　froin　chromosome

specific　library　of　the　entire　chroinosornes

Chromosome　1 Chromosome　4

Single－copy

　　　RFLP

　　　No　RFIjP

Multi－copy

20

8

Q
ソ
ー

1

（71）

（29）

23

12

ρ
0
ワ
ー

1

（66）

（34）

rrota1 28 （100） 35 （100）

（　）：　Percentages　relative　to　total．
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Fl　！34　（Saito　et　al．　1991）．　ln　lndica　variety　“IR36”，　580／o　and　420／o　of　210　clones　indicate

single－copy　and　multi－copy　sequence，　respectively　（McCouch　et　al．　1988）．　The　frequen－

cy　for　mu｝ti－eopy　in　this　study　is　comparable　to　the　result　obtained　by　Saito　et　（xg．　（1991）

althoggh　the　frequeiicy　of　po｝yraerphisra　we　obtained　（55．6“／c）　was　higher　thaR　their＄．

Such　differences　could　be　attributed　to　the　type　of　varieties　used　in　polymorphism　survey．

Chromosome　1 Chromosome　4

C1211

R886

M159

R1928
Y2820R

M502

C891

C335 】【ハ励335－2

4㍗訴2ぴひ）

Kys

M737
4鮒221

Ky4

C1370

t　1cM

C86

Fig．　5．

Cl　12

Locatlon　of　microcloRes　to　RFLP　llnkage　maps　（Tsunematsu　et　al．　！996）　oA

chromosomes　1　and　4．　Microclones　indicated　by　red　numbers　were　mapped

using　recombinant　inbred　lmes．
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Mapping　of　clones
　　　　O“　ehroraesome　1，　I　W26　and　I　W49　were　mapped　at　the　distance　ef　O　cM　frorR　RI．928

and　atthe　distance　of　O．8　cM　from　both　R！944　and　R16．13，　respectively　（Fig．　5）．　Our

res嘘s　suggesももhat　l　W26　was　1oca£ed　aも撫e　reg韮on　Rear　cent，r◎mere　of犠e　lo嚢g　ar獄◎f

chromosome　1　whereas　IW49　was　located　at　the　short　arm　of　chromosome　1．　This

s嚢P峯）◎rもedもhe　previo穀s◎bservatめ鷺s澱ade　by　Har殺sh㎞a磁《誕．（1998）．

　　　　On　chrorqosome　4，　4W203　was　mapped　at　the　distanee　of　O．8cM　from　XNpb335－2

aRd　2．4　cM　from　Ky5．　The　4W20610c“s　was　mapped　at　the　distaRce　O　cM　freKt　R288，

whereas　4W221　was　mapped　at　the　distance　of　O．8　cM　from　R2737．　The　4W20610cus　was

1◎ca愈ed　aももhe　re蜘獄◎f　ce瞭◎撚ere；4W2◎3謎d　4W221　w㊧re　boもm◎ca艶d　at　the】㎏ht

stained　region　on　the　long　arm　ot’　chromosorne　4　（Ikeda　et　al．　1999）．
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