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Wspoltdziatanie genomow pszenicy Chinese
Spring 1 linii wsobnych zyta w pszenzycie
na przyktadzie ekspresji gendw kodujacych
prolaminy ziarniakOw

Genomic interaction between Chinese Spring wheat and rye inbred lines on the
basis of expression of genes encoding grain prolamins

W pszenzycie prolaminy najczesciej dziedzicza si¢ kodominacyjnie, w obrazie biatek znalezé
mozna wszystkie prazki gliadyn i sekalin, pochodzace od obu komponentéw rodzicielskich- pszenicy
izyta. W rezultacie wspotdziatania genomoéw powstaja takze nowe jednostki polipeptydowe biatka,
moze zachodzi¢ zjawisko supresji (ttumienia) genéw kodujacych poszczegdlne polipeptydy prolamin.
Dotychczas zjawisko interakcji migdzy genomami pszenicy izyta w pszenzycie, na przykladzie
ekspresji genéw kodujacych prolaminy ziarniakow badano na bardzo ograniczonym w liczbie
materiale, od jednego do trzech genotypow pszenzyta. W niniejszej pracy badano zjawisko interakcji
miedzy genomami pszenicy izyta na przykladzie 39 mieszancow pierwotnego pszenzyta
oktoploidalnego otrzymanych przez krzyzowanie pszenicy Chinese Spring z 39 liniami wsobnymi zyta
z kolekcji Sankt-Petersburgskiego Oddzialu Instytutu Genetyki Rosyjskiej Akademii Nauk im. N.I
Wawilowa w Sankt-Petersburgu. Wykonano rozdziaty elektroforetyczne prolamin ziarniakow pszenicy
Chinese Spring, linii wsobnych Zyta i mieszancow pszenzyta w 7,5% zelu poliakrylanmidowym, w pH
3,1. Obraz elektroforetyczny prolamin badanych materiatdéw sklada si¢ z czterech frakcji (stref)
prazkow a, B, v i®. Wszystkie badane ziarniaki pszenicy Chinese Spring charakteryzowaty si¢
identycznym elektroforegramem gliadyn, natomiast w przypadku linii wsobnych zyta jednolito$¢
obrazu sekalin stwierdzono jedynie u 26 linii (z badanych 39). U 19 mieszancow pszenzyta (z badanych
39) znaleziono w obrazie prolamin nowe, nie wystepujace u form rodzicielskich prazki, pojawiajace
si¢ zwykle w bialkowej frakcji elektroforetycznej ®. U trzynastu mieszancow stwierdzono brak
w elektroforegramie prolamin od jednego do kilku prazkéw sekalin linii wsobnej uzytej do otrzymania
danego mieszanca pszenzyta.

Stowa kluczowe: eclektroforeza, interakcja genomow, linie wsobne zyta, prolaminy, pszenica,
pierwotne pszenzyto

85



Jerzy Drzewiecki ...

In triticale prolamins usually are codominantly inherited; it is possible to find in electrophoretic
protein pattern all parental bands, both gliadins and secalins. However, as a result of interaction, new
polypeptide units may occur, while other ones may disappear. Electrophoretic protein patterns were
studied in the collection of 39 primary octoploid triticales obtained by crossing the Chinese Spring
wheat with 39 rye inbred lines. The material was delivered by the Plant Genetics Institute of Russian
Academy of Sciences in Sankt-Petersburg. The protein electrophoresis was performed in 7.5%
acrylamide gels, in pH 3.1. Electrophoretic protein patterns of all examined materials consisted of four
zones of bands a, B, y and ®. All the examined Chinese Spring wheat grains showed electrophoretically
uniform gliadin pattern, whereas in case of rye inbred lines only 26 (of 39) were electrophoretically
uniform. Nearly half of the examined triticale hybrids (19 of 39) had new, singular bands, usually in
the ® zone of pattern, which did not occur in the parental forms. Thirteen triticale hybrids (of 39) has
shown absence of one or several rye bands.

Key words: electrophoresis, genome interaction, rye inbred lines, prolamins, wheat, primary triticale
WSTEP

Pszenzyto jest rosling zbozowa stworzong przez cztowieka w celu polaczenia
najlepszych cech rodzicow — pszenicy izyta. W zaleznos$ci od sposobu otrzymania
pszenzyto mozna podzieli¢ na dwie formy: pszenzyto pierwotne ipszenzyto wtdrne.
Uzyskanie ziarniakow mieszancowych z krzyzowania pszenicy z zytem nie jest tatwe. Za
zdolno$¢ krzyzowania si¢ pszenicy z zytem odpowiadaja w genomie pszenicy geny
krl (recesywny)/Krl (dominujacy) oraz kr2 (recesywny)/Kr2 (dominujacy). Do najlatwiej
krzyzujacych si¢ z zytem nalezy heksaploidalna pszenica Chinese Spring (CS) o genotypie
krlkrlkr2kr2 (podwojna homozygota recesywna).

Pierwotne pszenzyto oktoploidalne (AABBDDRR) jest najstarszg syntetyczng forma
mieszancowa, powstala w wyniku krzyzowania pszenicy heksaploidalnej (AABBDD)
z zytem diploidalnym (RR) 1 podwojenia liczby chromosoméw (metoda kolchicynowania)
w mieszancach Fi.

Uwaza sig, ze pierwotne pszenzyto oktoploidalne nie nadaje si¢ do uprawy. Powodem
jest jego niestabilno$¢ cytogenetyczna i fizjologiczna, stosunkowo wysoki udziat
aneuploidow, nawet do 40% (Cuchija, 1978). Dla poréwnania, w polskich odmianach
pszenzyta heksaploidalnego udziat aneuploidow nie przekracza dziesigciu procent
(Rogalska i in., 1991, Matuszynska i in., 2001).

Genetyka pszenzyta oktoploidalnego jest stabo poznana (Gruszecka, 2005). Badania
Schlegela (1996) wykazaly, ze chromosomy pszenicy izyta w pszenzycie koniugujg
rzadko, wystgpuja za to rozne zakldcenia prowadzace do fragmentacji i translokacji
chromosomow. Sporadycznie, w wyniku translokacji 1BL/1RS, 1AL/RS, takze 1DL/1RS
nastepuje wymiana genow pomig¢dzy chromosomami pierwszych grup homeologicznych
pszenicy i zyta (Tarkowski, 1998, Rogalska iin., 2007). Chen i Ni (2006) uwazaja, ze
w syntetycznych alloploidach obserwuje si¢ dynamiczne zmiany w ekspresji genow
i organizacji genomow, jak eliminacja poszczegélnych fragmentéw genomu, wymiany
migdzychromosomowe, metylowanie cytozyny, supresja genéw rodzicielskich i aktywacja
nowych gendéw, dominacja genetyczna i zmiany aktywnos$ci transpozonow.
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Z drugiej strony nierzadkie sg opinie o nieistotnej interakcji miedzy genomami.
Tarkowski (1998) uwaza, ze wigkszo$¢ gendw pszenicy i zyta funkcjonuje w pszenzycie
niezaleznie od siebie.

Uwaza si¢, ze gtdwnym zrodlem zmiennosci genetycznej w pszenzycie jest pszenica
(Gruszecka, 2005), a zmienno$¢ pszenzyta wynikajgca z interakcji pomigdzy genomami
stanowi zaledwie 20% (Lukaszewski i Gustafson, 1983; Oettler, 1991).

Geny kodujace gliadyny heksploidalnej pszenicy (w tym pszenicy Chinese Spring)
skupione sg w szesciu loci, na krotszych ramionach chromosoméw pierwszej i szostej
grupy homeologicznej (1A, 1B, 1D, 6A, 6B, 6D). Geny kodujace glownie a i B gliadyny
zlokalizowano na krotkich ramionach chromosoméw 6A, 6B i 6D (odpowiednio loci Gli-
A2, Gli-B2 1 Gli-D2). Geny kodujace vy i © gliadyny znajduja si¢ na krotkich ramionach
chromosomow 1A, 1B i 1D (odpowiednio loci Gli-A1, Gli-B1 i Gli-D1I).

Produktem ekspresji genow kodujacych gliadyny sa grupy polipeptydow (na
elektroforegramach — grupy prazkéw) okres$lanych jako bloki biatkowe (Metakovsky,
1991, Waga, 2000, Dragovicz iin., 2006). Kazdy z loci kodujacych gliadyny stanowi
klaster $cisle sprzezonych gendw, kontrolujagcych synteze kilku polipeptydow gliadyn,
dziedziczonych jako pojedyncza cecha mendlowska (Dragovicz iin., 2006). Skutkiem
mutacji nieletalnych w obrgbie klasterow powstaly serie alleli wielokrotnych. Na przyktad
w obrebie lokusa Gli-A1 stwierdzono wystgpowanie 23 alleli wielokrotnych, glownie
frakcji biatkowych v i ® (Sozinov, 1985).

Lokalizacja genow kodujacych sekaliny zyta Secale cereale nie jest kompletna (Shewry
1in., 1984). Sekaliny zyta Secale cereale L. kontrolowane sa przez geny Sec-1 (y i ®-
sekaliny) znajdujace si¢ na krotkim ramieniu chromosomu 1R (oznaczanym 1RS) oraz
przez geny Sec-3 — na dlugim ramieniu tego chromosomu (nazywanym takze 1RL). Geny
Sec-2 kodujace blok komponentéw y sekalin 75 kDa znajduja si¢ na krotkim ramieniu
chromosomu 2R (Konarev, 2001). Pozostate chromosomy zyta (3R, 4R, 5R, 6R i 7R)
koduja jedynie enzymy (Shewry i in., 1984, Konarev, 2001).

Uwaza si¢ (Konarev, 2001), ze polipeptydy o- sekalin nie sa kodowane przez
chromosomy 1R i 2R zyta, stad na elektroforegramach sekalin, we frakcji a prazkow nie
wida¢. We frakcjach B i y prazki sekalin sg nieliczne, natomiast w strefie @ odmiany i linie
wsobne zyta charakteryzuja si¢ wystepowaniem od 5 do 15 prazkow sekalin (Konarev,
2001).

W pierwotnym oktoploidalnym pszenzycie, w obrazie prolamin ziarniakdéw, we frakcji
o znajduja si¢ jedynie prazki gliadyn, we frakcji f iy komponentéow gliadynowych jest
wyraznie wiecej niz sekalinowych, jedynie we frakcji ® prolamin pszenzyta sekaliny sa
licznie ,,reprezentowane” (Stefanowska, 1989; Rozynek i in., 1998; Konarev, 2001).

Porownano elektroforegramy prolamin ziarniakéw pszenzyta zobrazem gliadyn
i sekalin obu komponentow rodzicielskich mieszanca i stwierdzono, ze gliadyny i sekaliny
najczesciej dziedziczg si¢ kodominacyjnie, w obrazie prolamin pszenzyta znalez¢ mozna
wszystkie prazki gliadyn i sekalin, pochodzace od pszenicy i zyta (Chen i Bushuk, 1969;
Stefanowska, 1989; Rogalska i in., 1993; Tarkowski, 1998; Konarev, 2001; Gruszecka,
2004).
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Wielu badaczy zauwazylo ponadto w pszenzycie zjawisko supresji genow kodujacych
prolaminy jednego z komponentow rodzicielskich. Zauwazono ostabienie intensywnosci
pojedynczych prazkdéw lub nawet zanik niektorych prazkow, zwykle zyta (Stefanowska,
1989; Somers i in., 1992; Tarkowski i in., 1992; Carvalho i Vegas, 1996; Rozynek i in.,
1998; Jagadev i Khanna, 2002; Gruszecka, 2004).

Jedynie Hristova i Baeva w 1972 roku doniosty o wykryciu technikg densytometrii
w obrazie pszenzyta oktoploidalnego (Bezostaja-1 x Lozen -14) kilku nowych, niewyste-
pujacych u komponentdéw rodzicielskich prazkéw biatka.

Voylokov i Tikhenko (1998, 2002, 2003) badali interakcje genomow pszenicy i zyta
iich ewolucj¢ upszenzyta. Wyniki ich badan sugeruja, ze liczne, a niejednoznaczne
rezultaty badan nad pszenzytem i interakcja genomow moga by¢ zwigzane z jego wysoka
heterogenicznosciag na poziomie genomu, chromosomu i genu, takze z zaburzeniami
roznych epigenetycznych wzoréw ekspresji gendw. Analiza wtornych form pszenzyta pod
wzgledem interakcji genomowe;j jest bardzo trudna, lepszym modelem do badan wydaja
si¢ by¢ pierwotne formy pszenzyta powstale z uzyciem linii wsobnych zyta.

Wielu autoréw (Stefanowska, 1989; Carvalho i Vegas, 1996; Jagadev i Khanna, 2002)
badato pierwotne pszenzyto oktoploidalne otrzymane ze skrzyzowania pszenicy Chinese
Spring z zytem, pod wzgledem oddziatywania migdzy genomami pszenicy izyta, na
przyktadzie ekspresji genow kodujacych prolaminy. Wnioskowano, ze gliadyny i sekaliny
dziedzicza si¢ kodominacyjnie, niemniej u czgéci otrzymanych mieszancow zauwazono
brak w elektroforegramie prolamin pojedynczych prazkéw jednego z komponentow
rodzicielskich. Badania prowadzone byty na bardzo ograniczonym liczbowo materiale, od
jednego do trzech genotypow form rodzicielskich iod jednego do trzech mieszancow
pszenzyta.

W niniejszej pracy zatozyliSmy, ze dopiero analiza biatek genotypow pszenzyta
otrzymanych na bazie jednej formy pszenicy i wielu linii wsobnych zyta moze umozliwic¢
wyjasnienie roli genotypu zyta ipoznanie specyficznego oddzialywania z genotypem
pszenicy.

Celem badan bylo wyjasnienie czy ekspresja gendéw kodujgcych prolaminy
typu I (gliadyny i sekaliny) w ziarniakach pierwotnego pszenzyta oktoploidalnego ma
charakter interakcji migdzy genomami (powstaja nowe, specyficzne dla pszenzyta prazki
lub widoczne jest ostabienie ekspresji poszczegdlnych polipeptydow biatek).

MATERIAL

Analizowany material obejmowat ziarniaki genotypow rodzicielskich pszenzyta —
heksaploidalnej pszenicy Chinese Spring i 39 linii wsobnych zyta (tab. 1) oraz mieszancoéw
pierwotnego pszenzyta oktoploidalnego w liczbie 39, z kolekcji Uniwersytetu w Sankt-
Petersburgu.

Mieszance pszenicy z zytem otrzymano w latach 1996-2002. Rosliny mieszancow F;
(2n = 28) kolchicynowano w celu podwojenia liczby chromosomow i nast¢pnie reprodu-
kowano do pokolenia C2-C3 pod $cista izolacja.
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METODA

Prolaminy pojedynczych ziarniakow (gliadyny, sekaliny i tritikosekaliny) ekstraho-
wano 70% roztworem etanolu. Ekstrakcje wykonano dla 100 pojedynczych ziarniakow
pszenicy, co najmniej 28 ziarniakow poszczegolnych linii zyta i od 30 do 50 ziarniakow
mieszancoOw pszenzyta.

Analiza jednolito$ci elektroforetycznej polegata na rozdziale biatek wyekstrahowanych
z pojedynczych ziarniakOw pszenicy, pszenzyta i zyta. Ekstrakty biatkowe umieszczano
w liczbie 28/zel, w jednym lub kilku (do trzech) powtorzen.

W drugim etapie wykonano rozdziaty elektroforetyczne ekstraktow biatkowych
pszenicy, pszenzyta i zyta, umieszczonych na zelach kolejno w nastgpujacym porzadku:
dwa pojedyncze ziarniaki pszenicy Chinese Spring (komponent mateczny), szes$¢
pojedynczych ziarniakéw mieszanca i dwadziescia pojedynczych ziarniakoéw komponenta
ojcowskiego — linii wsobnej zyta.

Elektroforez¢ bialek wykonano w 7,5% zelu poliakrylamidowym, w $rodowisku
kwasnym (A-PAGE, pH 3,1), wsystemie dwoch zeli tzw. elektroforezy nieciaglej
(discontinuous) wedlug metody Brzezifiskiego (2003). Zele z elektroforegramami
rozdziatu biatek skanowano urzadzeniem CanoScan 9950F firmy Canon, przy pomocy
programu PhotoStudio 5.5. Obrobke graficzng elektroforegraméw wykonano programem
AdobePhotoshop Elements 2.0.

Obraz spektrum prolamin wszystkich trzech badanych gatunkoéw podzielono na cztery
strefy prazkow, wedlug zmniejszajacej si¢ mobilnosci biatka w zelu, nazwanych kolejno
o, B, vy i o, wedhug systemu ISTA (Handbook ISTA, 1992).

Rozdzialy analizowano pod wzgledem jednolitosci elektroforetycznej genotypow
(wszystkie badane formy), wystepowania ojcowskich prazkéw markerowych u Mieszanca,
kodominacji (czy wszystkie prazki obu form rodzicielskich sg obecne u mieszanca),
supresji (ostabienia lub zaniku poszczegélnych prazkow) i,,pojawienia ” si¢ nowych
prazkéw w obrazie mieszanca.

WYNIKI

Elektrofregram prolamin nasion trzech badanych gatunkoéw zboz- pszenicy, pszenzyta
i zyta sktada si¢ z czterech frakcji prazkow, wedlug zmniejszajacej si¢ mobilnosci biatka
w zelu, nazwanych kolejno a, B, y1 o (rys. 1, 2, 3).

Obraz prolamin proby sktadajacej si¢ z 100 ziarniakow pszenicy Chinese Spring (CS)
jest elektroforetycznie jednolity, jednoliniowy.

Linie wsobne zyta rdznig si¢ pod wzglgdem obrazu sekalin (rys. 1, 2, 3). Wigkszosé
linii wsobnych byta homozygotyczna (jednolita) pod wzgledem obrazu sekalin (rys. 1 oraz
tab. 1). Niemniej dwanascie linii (z badanych 39) charakteryzuje si¢ niejednolitoscig
obrazu sekalin (rys. 2, 3 oraz tab. 1).
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51/2000

Y

®
Objasnienia: ch.spr- pszenica Chinese Spring, Ad 12- pszenzyto Ad 12, 51/2000- linia wsobna 51/2000. a, B, vy, ©- strefy
spektrum obrazu biatka
Strzalki uko$ne (od lewej) pokazuja prazek markerowy (m) i nowy prazek (n) u mieszanca. Strzatki poziome (od prawej)
pokazuja prazki sekalin linii wsobnej, niewidoczne u mieszanca. Triplet- triplet trzech prazkow o.

Rys. 1. Elektroforegram prolamin pszenicy CS, pszenzyta Ad 12 i linii wsobnej zyta 51/2000
Explanations: ch.spr- wheat Chinese Spring, Ad 12- triticale Ad 12, 51/2000-rye inbred line 51/2000. o,B,y, - protein
spectrum zones. Sloping arrows (from the left) show marker band (m) and new band (n). Horizontal arrows (from the right)
show secalin bands of inbred line that are not visible in hybrid. Triplet- triplet of three  bands.

Fig. 1. The electrophoregram of prolamins of CS wheat, triticale Ad 12 and rye inbred line 51/2000
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W clektroforegramie mieszancéw pszenzyta pochodzacych zpszenicy prazkow
gliadynowych jest wigcej niz pochodzacych z zyta prazkoéw sekalinowych (rys. 1, 2, 3).
U wigkszo$ci badanych mieszancow znaleziono w obrazie bialka od jednego do trzech
prazkow markerowych komponentu ojcowskiego (strzatki ukos$ne po lewej stronie
rysunku, z indeksem ,,m”, rys. 1, 2, 3). Prazki markerowe to prazki specyficzne dla danej
linii wsobnej prazki sekalin 1wystepujace u mieszanca, niewystepujace u drugiego
komponentu rodzicielskiego — pszenicy CS.

Tabela 1
Jednolito$¢ elektroforetyczna sekalin ziarniakow linii wsobnych zyta Secale cereale L.
Electrophoretical uniformity of grain secalins of rye inbred lines Secale cereale L.

Linie z niewielka liczba ziarniakow nietypowych (od dwoch Linie polimorficzne,
Linie jednolite, wyréwnane do pigciu), w probie 28 ziarniakow (dla kazdej linii) niewyréwnane
Uniform lines Lines with a number of non-typical grains, the number of | Non-uniform , polymorphic
examined grains of each line was 28 lines
6/1997 18/1997 17/1996
13/2000 50/1996 58/1996
17/1999 56/1996 60/2000
21/1996 57/1996 T4/1996
22/1996 L5/1997 T53/1996
26/1996 H9/1996 Jar. 12/1996
33/2002
35/1996
39/1996
40/1996
44/2002
45/1996
51/2000
53/2000
H6/1996
H12/1996
T1/1996
T5/1996
T21/1996
T36/1996
T39/1996
Jar.27/1996
Jar.50/1996
Jar.53/1996
F9/1996
F18/1996
F26/1996

Z badanych ogoétem 39 mieszancow prawie potowa -19 mieszancow charakteryzuje si¢
nowa cecha biochemiczng- w elektroforegramie prolamin przejawiaja si¢ nowe prazki,
w liczbie od jednego do trzech, niewystepujace w komponentach rodzicielskich (strzatki
ukosne po lewej stronie rysunku, z indeksem ,,n”, (rys. 1, 2, 3) oraz zestawienie tych
mieszancOw w tabeli 2). Charakterystyczne jest, ze ws$rdd mieszancOw pszenzyta
z nowymi, specyficznymi prazkami, trzy czwarte charakteryzuje si¢ nowymi prazkami we
frakeji o (przyktad — rys. 1, 3).

91



Jerzy Drzewiecki ...

Wigkszo$¢ nowych prazkow o zlokalizowano w poblizu” tripletu” prazkow o,
obecnego u pszenicy CS i dziedziczonego u pszenzyta (patrz zaznaczenie na rys. 1).

U trzynastu mieszancoéw zauwazono efekt supresji lub eliminacji genéw kodujacych
biatka, ktora przejawia si¢ brakiem jednego badz kilku prazkow sekalin w obrazie prolamin
(rys. 1, 2, 3, tab. 2). Zanik prazkow sekalin dotyczy wszystkich frakcji sekalin, ale
w najwickszym stopniu frakcji @ (rys. 1). U trzech mieszancow zauwazono w obrazie
prolamin pojedyncze, nowe, specyficzne prazki i jednoczesnie supresje sekalin (rys. 1, 2,

3; tab. 2).

Tabela 2

Mieszance oktoploidalnego pszenzyta, u ktérych znaleziono w obrazie prolamin nowe prazki
(niewystepujace u obu komponentéw rodzicielskich), stwierdzono zjawisko supresji bialka oraz takie
mieszance, u ktérych nie znaleziono ani nowych prazkéw ani nie stwierdzono supresji biatka
Hybrids of primary octoploid triticale where new bands in the prolamins pattern were found (that not
occur in both parents), suppression of protein was noticed or hybrids where neither new bands nor

protein suppression were noticed

Mieszance z nowymi prazkami
Hybrids with new bands

Mieszance z supresja sekalin
Hybrids in which suppresion of secalins occurs

Ad 12 (CS x 51/2000)
Ad 13 (CS x 17/1996)
Ad 17 (CS x 22/1996)
Ad 19 (CS x 6/1997)
Ad 35 (CS x 50/1996)
Ad 38 (CS x 56/1996)
Ad 39 (CS x 57/1996)
Ad 43 (CS x H6/1996)
Ad 45 (CS x 18/1997)
Ad 47 (CS x 33/2002)
Ad 61 (CS x H12/1996)
Ad 76 (CS x 40/1996)
Ad 80 (CS x T1/1996)

Ad 2 (CS x L5/1997)
Ad 7 (CS x 21/1996)

Ad 12 (CS x 51/2000)

Ad 13 (CS x 17/1996)

Ad 34 (CS x 45/1996)

Ad 38 (Cs x 56/1996)

Ad 50 (CS x 44/2002)

Ad 52 (CS x 53/2000)

Ad 54 (CS x H9/1996)
Ad 72 (CS x F26/1996)
Ad 89 (CS x T39/1996)
Ad 102(CS x 13/2000)
Ad 107(CS  Jar.50/1996)

Ad 82 (CS x T5/1996)

mieszafce, u ktorych nie znaleziono nowych prazkow biatka, ani nie zauwazono
supresji biatka
hybrids where neither new protein bands nor suppression of protein were noticed

Ad 84 (CS x T21/1996)
Ad 87 (CS x T36/1996)
Ad 89 (CS x T39/1996)
Ad 97 (CS x Jar. 27/1996)
Ad 101(CS x Jar. 53/1996)

Ad 6 (CS x 58/1996)
Ad 28 (CS x 35/1996)
Ad 30 (CS x 39/1996)
Ad 49 (CS x 17/1999)
Ad 51 (CS x 60/2000)
Ad 65 (CS x F9/1996)
Ad 68 (CS x F18/1996)
Ad 81 (CS x T4/1996)
Ad 90 (CS x T53/1996)
Ad 93 (CS x Jar.12/1996)

Objasnienie tabeli 2: Ad- pierwotne pszenzyto oktoploidalne, CS-pszenica Chinese Spring
Explanation for Table 2: Ad- primary octoploid triticale, CS- Chinese Spring wheat

U 10 mieszancow nie stwierdzono w obrazie prolamin uzyskanym technikg ,,.kwasne;j”
elektroforezy ani nowych, specyficznych dla pszenzyta pragzkéw biatek, ani zjawiska

supresji sekalin (tab. 2).
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Objasnienia: ch.spr- pszenica Chinese Spring, Ad 38- pszenzyto Ad 38, 56/1996- linia wsobna 56/1996. a, B, v, ®- strefy
spektrum obrazu biatka
Strzalki uko$ne (od lewej) pokazuja dwa prazki markerowe (m) i pojedynczy nowy prazek (n) u mieszanca. Dwie strzatki
ukos$ne (od prawej) pokazuja niewyrownanie linii pod wzglgdem sekalin. Strzatki poziome (od prawej) pokazuja prazki
sekalin linii wsobnej, niewidoczne u mieszanca
Rys. 2. Elektroforegram prolamin pszenicy CS, pszenzyta Ad 38 i linii wsobnej zZyta 56/1996

Explanations: ch.spr- wheat Chinese Spring, Ad 38- triticale Ad 38, 56/1996-rye inbred line 56/1996. o,B,y, ©- protein
spectrum zones. Sloping arrows (from the left) show two marker bands (m) and singular new band (n). Two sloping
horizontal arrows (from the right) show non-uniformity inbred line on the base of secalins. Horizontal arrows (from the
right) show secalins of rye inbred line that are not visible in the hybrid

Fig. 2. The electrophoregram of prolamins of CS wheat, triticale Ad 38 and rye inbred line 56/1996
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Objasnienia: ch.spr- pszenica Chinese Spring, Ad 13- pszenzyto Ad 17, 17/1996- linia wsobna 17/1996. a, B, v, ®- strefy
spektrum obrazu biatka.
Strzalki ukosne (od lewej) pokazuja jeden prazek markerowy (m) i trzy pojedyncze, nowe prazki (n) u mieszanca. Dwie
strzatki ukosne (od prawej) pokazuja niewyrdwnanie linii pod wzgledem sekalin. Strzatki poziome (od prawej) pokazuja
prazki sekalin linii wsobnej, niewidoczne u mieszafca

Rys. 3. Elektroforegram prolamin pszenicy CS, pszenzyta Ad 13 i linii wsobnej zyta 17/1996
Explanations: ch. spr- wheat Chinese Spring, Ad 13- triticale Ad 13, 17/1996-rye inbred line 17/1996. a,B,y, ®- protein
spectrum zones. Sloping arrows (from the left) show two marker bands (m) and three singular, new bands (n) in the hybrid.
Two sloping horizontal arrows (from the right) show non-uniformity of the inbred line on the base of secalins. Horizontal
arrows (from the right) show secalins of rye inbred line that are not visible in hybrid

Fig. 3. The electrophoregram of prolamins of CS wheat, triticale Ad 13 and rye inbred line 17/1996
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DYSKUSJA

W pracy przyjeliSmy zatozenie, ze krzyzowanie wielu linii wsobnych zyta z pojedyn-
czym genotypem pszenicy, w naszym przypadku pszenicg Chinese Spring jest najlepszym
modelem analizy genéw odpowiedzialnych za oddziatywania migdzy genomami pszenicy
1 zyta.

Uzyskane metoda elektroforezy A-PAGE spektra biatkowe prolamin ziarniakow
pszenicy, pszenzyta i zyta charakteryzuja si¢ dobra rozdzielczoscia polipeptydow biatka
w obrebie wszystkich frakcji spektrum prazkowego na elektroforegramach. W przypadku
zyta potwierdzamy wystepowanie w obrazie frakcji - sekalin kilkunastu prazkéw biatek
o duzym ci¢zarze czasteczkowym, mato mobilnych w Zelach (jest to charakterystyczna
cecha obrazu sekalin zyta), o czym doniesli juz wczesniej inni badacze (Stefanowska,
1989; Rozynek i in., 1998; Konarev, 2001). Cytowani powyzej autorzy twierdzg natomiast,
ze po rozdziale elektroforetycznym sekalin w $rodowisku kwasnym we frakcji a nie wida¢
prazkow.

Nam udato si¢ uzyskac postgp w rozdziale a -sekalin. W obrazie elektroforetycznym
sekalin linii wsobnych, we frakcji o wykryliSmy prazki, w liczbie od dwoch do czterech
(rys. 1, 2, 3).

Wysoka rozdzielczo$¢ elektroforetyczna techniki A-PAGE w obrgbie wszystkich
czterech frakcji sekalin umozliwita nam dokladniejsza analize zmienno$ci migdzy
ziarniakami w obrebie badanych linii, atym samym pozwolita okresli¢ stopien
homozygotycznosci linii. WykryliSmy w badanym materiale znaczng liczbg linii
niejednolitych elektroforetycznie pod wzgledem sekalin. Okoliczno$¢ ta nie jest bez
Znaczenia przy ocenie przydatnosci linii przy planowaniu nastgpnych krzyzowan
Z pszenica.

Zjawisko zmniejszenia intensywno$ci niektorych prazkow sekalin lub gliadyn
u mieszancéw i brak pojedynczych prazkow komponentow rodzicielskich w mieszancach
pszenzyta byto przedmiotem doniesien kilku autoréw (Somers i in, 1992, Tarkowski, 1992;
Rozynek i in., 1998; Konarev, 2002; Gruszecka, 2004). Nasze wyniki pokazuja, ze supresja
sekalin ma wigksze znaczenie niz uwazano dotychczas. Az jedna trzecia z badanych linii
,stracita” po skrzyzowaniu z pszenica Chinese Spring pojedyncze polipeptydy sekalin, a
u niektérych mieszancow zauwazyliSmy brak nawet kilku prazkow ojcowskiej linii
wsobnegj (rys. 1, 2, 3). Uwazamy, ze wykrycie zjawiska s i 1 n e j supresji genow kodujacych
sekaliny w pierwotnym pszenzycie oktoploidalnym stato si¢ mozliwe dopiero po
udoskonaleniu czulosci techniki elektroforezy i przede wszystkim po przeanalizowaniu
wigkszej liczby genotypow.

Zanik prazkow sekalin moze by¢ wynikiem ,reakcji na allopoliploidyzacje”
u pszenzyta. Reakcja ta polega na eliminacji sekwencji nukleotydowych, glownie
powtarzalnych sekwencji zytnich (Ma iin., 2004; Salina iin., 2004; Rogalska, 2005).
Eliminacja moze obejmowac az do 15% loci (Ozkan i in., 2001; Shaked i in., 2001). Biatka
wyzszych organizméw roslinnych (w tym zbdz) kodowane sa przez niewielka, (okoto
10%) ale najistotniejsza pod wzgledem genetycznym czegs$¢ genomu (Konarev, 2001). Loci
kodujace biatka zwierajg praktycznie catg podstawowa informacj¢ genetyczng o procesach
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morfogenetycznych i metabolicznych organizmu. Nie wiemy, czy u pszenzyta eliminacja
loci obejmuje geny kodujace biatka sekalinowe, ale nie mozemy wykluczy¢ istnienia
takiego mechanizmu.

Supresja sekalin jest interesujgcym przyktadem wspotdziatania genéw pszenicy i zyta
w mieszancu. Moze to by¢ interesujacy dowod specyficznego wspotdziatania gendw i/lub
aneuplodii chromosomowej. W rezultacie aneuploidii iutraty chromosomu Iub
chromosomow mogty zosta¢ wyeliminowane geny kodujace frakcje prolamin. Z literatury
wiadomo o wysokim udziale aneuploidow u tej formy pszenzyta, nawet do 40% (Cuchija,
1978).

Wplyw aneuploidii wymaga udowodnienia. Uwazamy za celowe wykonanie
powtornych krzyzowan wcelu uzyskanie bardziej stabilnych pod wzgledem
cytogenetycznym mieszancow Fi o 2n = 28. Zaktadamy, ze u mieszancow F; zjawisko
aneuploidii jest mato znaczace i wtedy zanik niektdrych prazkéw sekalin mogliby$my
wyjasnia¢ nie efektem ubytku chromosomu lub chromosomow, tylko wspoétdziataniem
gendw pszenicy 1 zyta w pszenzycie.

Z literatury znane jest tylko jedno doniesienie o pojawianiu si¢ u mieszancow pszenicy
1 zyta nowych, specyficznych prazkéw prolamin (Hristova i Baeva, 1972).

Badacze zajmujacy si¢ problemem wspotdziatania gendw pszenicy i zyta w pierwot-
nym pszenzycie oktoploidalnym nie wykryli w obrazach biatek nasion mieszanca nowych
form biatek (Stefanowska, 1989; Carvalho i Vegas, 1996; Jagadev i Khanna, 2002).
Naszym zdaniem moze to wynika¢ ze stosunkowo niewielkiej liczby (1-3) analizowanych
genotypow pszenzyta iich komponentow rodzicielskich. Nam udato si¢ znalez¢ nowe,
specyficzne dla mieszancow pszenzyta prazki prolamin, prawie u potowy (z 39 badanych).

O ile rezultaty prac Stefanowskiej (1989), Rogalskiej i wsp. (1993) i Tarkowskiego
(1998) sugeruja, ze biatko prolaminowe pszenzyta nie zawiera nowych podjednostek
gliadynowych i sekalinowych 1ijest raczej mieszaning (podkreslenie nasze) gliadyn
i sekalin, co wskazywaloby na kodominacyjny system dziedziczenia tych bialtek
W pszenzycie, to nasze badania wskazujg na istnienie takze innych mechanizmow ekspres;ji
genow kodujacych biatka prolaminowe nasion w pszenzycie. Za przyjeciem takiego
zatozenia przemawia nie tylko widoczna w obrazie prolamin pszenzyta supresja sekalin,
ale przede wszystkim zmiana ekspresji gendow kodujacych, w postaci Wystgpowania
nowych form polipeptydow prolamin, specyficznych dla pszenzyta, u prawie potowy
badanych mieszancow.

Charakterystyczne jest, ze wigkszo$¢ zmian w obrazie elektroforetycznym prolamin
(nowe prazki, supresja), sugerujacych wspotdziatanie gendow pszenicy i zyta w pszenzycie,
widoczna jest we frakcji m-prolamin.

Sekaliny o sg kodowane przez locus Sec-1 zlokalizowany na krétkim ramieniu
chromosomu 1R zyta, @ gliadyny kodowane sg przez loci znajdujace si¢ na krotkich
ramionach chromosomow pierwszej grupy homeologicznej 1A, 1B i 1D (odpowiednio /oci
Gli-Al, Gli-B1 i Gli-D1).

Chromosom 1R zyta jest homeologiczny wzgledem pierwszej grupy chromosomow
pszenicy, a mapy genetyczne chromosomow sa kolinearne (Devos iin., 1993). Na
podstawie analizy pszenicy kolekcji VIR w Sankt-Petersburgu wiadomo, ze w genomie
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pszenicy chromosom zytni 1R moze zastgpowac jeden z chromosomow pierwszej grupy
homeologicznej (zwykle 1B/1R) albo ramiona telocentryczne chromosomow pszennego
1 zytniego tacza si¢, tworzac translokacje (najczesciej spotyka si¢ translokacje TIBL-1RS,
Konarev, 2001). Nie mozna wykluczy¢ w allopoliploidzie, ktérym jest pszenzyto, zmian
epigenetycznych, nie zwigzanych ze zmianami w sekwencji nukleotydowej. Zmiany
ekspresji gendw, ich ,,wyciszanie” mogg by¢ skutkiem metylacji cytozyny, chemicznej
modyfikacji histonow i aktywacji ruchomych sekwencji DNA.

WNIOSKI

1. Na podstawie wystgpowania zmiennosci migdzy ziarniakami pod wzgledem obrazu
sekalin wnioskuje sie, ze czg$¢ linii wsobnych byta niejednolita pod wzgledem
ekspresji elektroforetycznej sekalin.

2. U wigkszosci badanych mieszancow znaleziono markerowe prazki komponenta
ojcowskiego, $§wiadczace o prawidlowosci przekrzyzowania genotypu matecznego
z ojcowskim.

3. Obraz sekalin zyta jest ubozszy w prazki od obrazu gliadyn pszenicy (zwlaszcza
w strefach a, B 1y), w formule mieszannca- AABBDDRR chromosomy zyta stanowig %4
catosci. Czynniki te determinuja dominacj¢ ilosciowa prazkow gliadyn w obrazie
mieszanca.

4. Prawie upotowy mieszancoOw znaleziono nowe, specyficzne (nie wystepujace
u komponentéw rodzicielskich) prazki prolamin. Moze to by¢ $wiadectwem wyrazne;j
interakcji miedzy genami pszenicy Chinese Spring i linii wsobnych Zyta. Wyrazem
interakcji moze by¢ takze widoczna u 1/3 badanych mieszancow supresja (zanik)
jednego-kilku prazkow sekalin.

5. Wigkszo$¢ zmian w obrazie elektroforetycznym prolamin (nowe prazki, supresja
prazkow), sugerujacych wspotdziatanie gendw pszenicy i zyta w pszenzycie widoczna
jest we frakcji m-prolamin.

6. Celowe jest uzyskanie mieszancow F; (2n = 28) ianaliz cytologicznych liczby
chromosomow dla badanych par genotypow pszenica/linia wsobna. Badania
pozwolityby okreslic role aneuploidii we wspoéldziataniu genow pszenicy i zyta
W pszenzycie 1 wptywu tego zjawiska na sktad frakcji prolamin w pszenzycie.

7. Interesujace byloby wyjasnienie roli zmian epigenetycznych, niezwigzanych ze
zmianami w sekwencji nukleotydowej, takich jak metylacja DNA, chemiczne
modyfikacje histonéw 1aktywnosci elementow ruchomych w ekspresji gendw
prolaminowych w mieszancach pszenicy i zyta.
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