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Identyfikacja odmian ziemniaka metoda
elektroforetyczng

Identification of potato cultivars with an electrophoretic method

Identyfikacj¢ 92 odmian ziemniaka przeprowadzono z wykorzystaniem elektroforetycznej analizy
sktadu biatkowych inhibitorow proteaz wyizolowanych z bulw ziemniaka. Inhibitory proteaz stanowia
grupe biatek o specyficznym odmianowo sktadzie i mogg stuzy¢ jako biochemiczne markery odmian
ziemniaka. Analiz¢ elektroforetyczna tych bialek wykonywano po ich oddzieleniu od pozostatych
biatek metoda chromatografii powinowactwa. W tym celu sporzadzono kolumny chromatograficzne
z trypsyna immobilizowana na nosniku Sepharose. Sok bulw nanoszono na kolumny celem zwigzania
inhibitor6w proteaz z immobilizowana trypsyna w obojetnym pH, a po wymyciu niewigzacych si¢
biatek, eluowano z kolumny biatka inhibitorowe przez przemywanie kolumny roztworem buforu o pH
1,8. Roztwory tych bialek po neutralizacji poddawano analizie elektroforetycznej w zelu
poliakrylamidowym uzyskujac rozdzial poszczegoélnych form inhibitorow na pasma zaleznie od
wielkosci, fadunku i ksztattu czastek. Uktad tych pasm pozwala na odrdznienie odmian ziemniaka od
siebie. Jako wewnetrznego markera utatwiajacego rozpoznawanie poszczegdlnych pasm i korygowania
réznic migdzy poszczegolnymi zelami uzyto inhibitoréw proteaz wyizolowanych z odmiany Baszta.

Stowa kluczowe: analiza elektroforetyczna, identyfikacja odmianowa, inhibitory trypsyny, markery
biochemiczne, ziemniak

Identification of 92 potato cultivars based on the electrophoretic pattern of protease inhibitors
isolated from potato tubers has been done. Protease inhibitors are proteins that display composition
specific for each potato cultivar and therefore can be used as biochemical markers for potato cultivars.
Electrophoretic analysis of the proteins was carried out using a fraction of inhibitors separated from
other proteins by affinity chromatography. Affinity columns based on Sepharose matrix were prepared
by immobilization of trypsin. For binding of protease inhibitors to immobilized trypsin, for samples of
potato juice were poured on the column at neutral pH. After washing out the unbound proteins, the
trypsin inhibitors were eluated from the column with buffer pH 1.8. The protein solutions were
neutralized and then resolved on polyacrylamide gel. Different electrophoretic bands of inhibitors,
depending on the size, charge and molecular properties of particular proteins were obtained.
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Electrophoretic patterns obtained in the work allow identifying all of the tested potato cultivars.
Protease inhibitors isolated from cv. Baszta were used as the internal control for easier identification of
electrophoretic bands as well as to portray gel to gel discrepancies.

Key words: biochemical markers, electrophoretic analysis, potato, trypsin inhibitors, cultivars
identification

WSTEP

Identyfikacja odmian ziemniaka jest stosunkowo trudna ze wzgledu na niewielkie
zroznicowanie cech morfologicznych bulw ziemniaka, przejawianie si¢ niektorych cech
dopiero w p6zniejszych stadiach rozwojowych (kietkowanie), stosunkowo krotki czas ich
wystepowania oraz zmienno$¢ cech morfologicznych pod wptywem czynnikow srodo-
wiskowych. Wskutek tego moze dochodzi¢ do pomytek przy skupie, transporcie, czy
sadzeniu, jak rowniez rozmy$lnego oszustwa dla osiggni¢cia wickszego zysku ze sprzedazy
bulw odmian mniej wartos$ciowych. Szczegdlnie, wiecc wazne dla nasiennictwa i obrotu
handlowego jest postugiwanie si¢ prosta i skuteczng metodg identyfikacji odmian
ziemniaka na podstawie cech biochemicznych.

Dla zwigkszenia ilosci kryteriow rozpoznawczych, skrocenia czasu analizy i1 uniknigcia
wplywu zmiennosci srodowiskowej na ekspresje cech morfologicznych, do identyfikacji
odmian ziemniaka wprowadzono stosunkowo proste, szybkie iniedrogie metody
wykorzystujace markery biochemiczne i molekularne, takie jak: powtarzalne sekwencje
DNA, izoenzymy, biatka zapasowe i bialkowe inhibitory proteaz (Pilecka i Lewosz, 1999).
Te ostatnie charakteryzuja si¢ wysokim polimorfizmem, stabilnoscig, daja si¢ tatwo
wykrywaé na podstawie swych wlasciwosci biologicznych, prezentuja odmianowo
specyficzny sktad elektroforetycznych frakcji.

Biatkowe inhibitory proteaz bulw ziemniaka wraz z grupa innych biatek zapasowych
— patatyn, stanowig duza czgs¢ rozpuszczalnych bialek obecnych w dojrzatych bulwach
(Ryan 1990; Houl i in., 2002). Mozliwo$¢ wykorzystania inhibitoréw proteaz do celow
taksonomicznych wykazali Kaiser i wsp. (1974). Podstawa identyfikacji odmian byt
specyficzny odmianowo sklad izo-inhibitorow trypsyny ichymotrypsyny po elektro-
ogniskowaniu biatek soku bulw w Zelu poliakrylamidowym. Izoformy inhibitorow loka-
lizowano w zelu poliakrylamidowym po uzyciu syntetycznych chromogennych substrat-
tow proteaz (Lam i in., 2000).

Innym sposobem wykrywania inhibitorow proteaz po elektroforetycznym rozdziale
biatek soku bulw byta technika wytrawiania zelatynowej warstwy papieru fotograficznego
1 uzyskiwanie repliki obrazu elektroforetycznego (Reda i in., 1981).

W obu przedstawionych sposobach obraz elektroforetyczny byl posrednim odbiciem
aktywnosci inhibitorow wobec poszczegolnych proteaz, a nie bezposrednim obrazem ilosci
biatek inhibitorowych w poszczegdlnych frakcjach elektroforetycznych. W pracy tej
obiektem oceny sa biatka inhibitorowe, czyli produkty gendw, a nie aktywno$¢ biologiczna
tych biatek.

Do analiz wybrano liczng i obficie wystgpujgca grupe biatek inhibitorowych nalezacych do
rodziny inhibitoréw trypsyny Kunitza. Sg to peptydy o masie od 20 do 24 kD (Macedo i in.,
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2000; Datta i in., 2001). Okolo 18 polipeptydow nalezacych do tej rodziny dzieli si¢ na trzy
grupy: A, B i C o zrdéznicowanej wzajemnej homologii i roznym powinowactwie do trypsyny,
chymotrypsyny, subtylizyny i katepsyny D (Ishikowa i in., 1994).

MATERIALY I METODY

Odczynniki

Tris (tris[hydroksymetylo]aminometan); -merkaptoetanol; amid kwasu akrylowego,
N,N’-metyleno-bis-akrylamid, TEMED otrzymano z Serva (Niemcy). Pozostale odczyn-
niki pochodzity z POCh Gliwice.

Sorbent i odczynniki do izolowania inhibitoréow

Inhibitory trypsyny izolowano metoda chromatografii powinowactwa na kolumnie
wypetnionej no$nikiem Sepharose 4B (Pharmacia) z unieruchomiong trypsyng z trzustki
wolowej (Sigma). Sorbent sporzadzono przez immobilizacj¢ enzymu na nosniku aktywo-
wanym bromocyjanem, wg metody Lewosza i wsp. (1981). Inhibitory wigzano z unieru-
chomiong trypsyna w $rodowisku neutralnym lub lekko alkalicznym, a desorbowano
w $srodowisku kwasnym. Przy izolowaniu inhibitoréw poslugiwano si¢ nast¢pujacymi
roztworami:
— bufor 1 (0.01 M cytrynian pH 3,5);
— bufor 2 (0.05 M boran + 0.01 M CaCl, pH 8,6);
— roztwor elucyjny 1: 0,3 M NaCl + 0,01 M CaCly;
— roztwor elucyjny 2: 0,05 M HCI + 0,001 M CacCl,

Odmiany

Do izolowania inhibitoréw trypsyny wzi¢to bulwy 92 odmian ziemniaka w stanie
spoczynku (tab. 1).

Tabela 1
Odmiany ziemniaka, z ktérych izolowano inhibitory trypsyny
Potato cultivars used for isolation of trypsin inhibitors
1 — Aksamitka 20 —Irys 39 — Lawina 58 — Orlik 77 — Frezja
2 — Aster 21 — Jagoda 40 — Fresco 59 — Rywal 78 — Nimfy
3 — Ania 22 — Omulew 41 — Oda 60 — Malwa 79 — Skawa
4 — Denar 23 — Sumak 42 — Kolia 61 — Gloria 80 — Salto
5 — Beata 24 — Meduza 43 — Panda 62 — Jasmin 81 — Hinga
6 — Ekra 25 — Sante 44 — Lord 63 — Fala 82 — Ikar
7 — Grot 26 — Ruta 45 — Koga 64 — Ina 83 — Felsina
8 — Drop 27 — Mila 46 — Atol 65 — Danusia 84 — Balbina
9 — Cedron 28 — Cykada 47 — Muza 66 — Ceza 85 — Vistula
10 —Irga 29 — Bekas 48 — Stobrawa 67 — Alicja 86 — Bila
11 — Triada 30 — Tokaj 49 — Accent 68 — Bard 87 — Mors
12 — Wigry 31 — Vineta 50 — Glada 69 — Fregata 88 — Signal
13 —Kos 32 — Wolfram 51 — Albina 70 — Bzura 89 — Vital
14 — Maryna 33 — Jasia 52 — Harpun 71 — Arkadia 90 — Wiking
15 — Rybitwa 34 — Koral 53 — Karlena 72 — Lena 91 — Tara
16 — Jantar 35 — Ibis 54 — Latona 73 — Orlan B — Baszta
17 — Jagna 36 — Barycz 55 —Lucja 74 — Bryza
18 — Wawrzyn 37 — Anielka 56 — Perkoz 75 — Cara
19 —Klepa 38 — Dunajec 57 — Lotos 76 — Timate
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Ekstrakcja soku z bulw

Na plastikowej tarce ucierano ok. 150 g tkanki bulw dodajac 100 pl 5% wodnego
roztworu B-merkaptoetanolu w dwu porcjach: pierwsze 50 pl mieszano z pulpa, a drugie
50 ul dodawano do soku wycisnigtego przez nylonowa tkaning. Sok dializowano przez
okoto 16 godzin w lodowce wobec kilkukrotnie zmienianego buforu 1 (pH = 3,5). Po
odwirowaniu wytrgconych przy pH 3,5 bialek, doprowadzono dializat 1M Trisem do
warto$ci pH = 8,8 i ponownie wirowano po ok. 10 minutach.

Izolowanie inhibitorow

Kolumne réwnowazono przemywajac buforem 2 az do ustalenia si¢ pH 8,6
w wyptywie. Nastgpnie wprowadzono na kolumne odwirowany dializowany sok
i wymywano frakcje nieadsorbujacych si¢ biatek buforem 2 az do spadku Azso w wyplywie
do wartosci ponizej 0,05. Przemywano kolumn¢ roztworem 1 do uzyskania w wyplywie
pH = 7,0. Frakcje inhibitorow z kolumny wymywano roztworem 2 zbierajac frakcje
objetosci 2ml o ekstynkcjach Eagonm nie nizszych niz 1,5. Zebrane frakcje natychmiast
neutralizowano 1M roztworem Tris i mierzono stgzenie biatka metoda mikrobiuretowa
(Ktyszejko-Stefanowicz, 2003). Do 0,1 ml roztworu inhibitoréow dodawano 1 ml 10% TCA
i odwirowano. Otrzymany osad rozpuszczono w2 ml 3% NaOH idodano 0,1 ml
odczynnika Benedicta i po 10 min. mierzono absorbancj¢ przy 330 nm. Zawarto$¢ biatka
obliczano stosujac jako standardy roztwory albuminy wolowej krystalicznej (POCh)
o stezeniach 100, 200, 300, 400 pg/ml.

Kolumny regenerowano do nastgpnego uzycia przez przemywanie buforem 2.

Elektroforeza bialkowych inhibitorow proteaz

Biatka inhibitorowe o stezeniu okolo 1,2 mg/ml tgczono w stosunku 1:1 z buforem
zawierajacym 20% glicerol i bigkit bromofenolowy i naktadano do kieszonek w ilo$ci po
30 ul. Elektroforeze prowadzono w komorze V20-CB firmy Consort o uktadzie pionowym
7% zelu poliakrylamidowego wymiarach 165/160 mm 1igrubosci 1 mm, stosujgc
w komorach bufor Tris-glicynowy pH 8,6. Elektroforeze przeprowadzano przy pomocy
zasilacza typu E-833 firmy Consort przy napigciu: 300V (100V do czasu wejscia prob w zel
rozdzielajacy).

Po skonczonej elektroforezie utrwalano biatka w 7,5% roztworze kwasu trojchloro-
octowego przez 20 min i barwiono 0,05% roztworem Coomassie Brilliant Blue w meta-
nolu:kwasie octowym:wodzie (50:10:40 obj/obj/obj). Nadmiar barwnika odmywano roz-
tworem metanolu — kwasu octowego — wody (5:7:88).

WYNIKI I DYSKUSJA

Obrazy elektroforetyczne inhibitoréw trypsyny wyizolowanych z bulw 92 odmian
ziemniaka przedstawiono na rysunku 1. Ogétem wyrdzniono kilkanascie pasm bialtek
inhibitorowych. Poszczegoélne pasma bialek inhibitorowych wystepuja z r6zng czestotli-
woscia 1 intensywnoscia u roznych odmian i nie stwierdzono dwodch takich samych obra-
zow elektroforetycznych inhibitorow trypsyny u réoznych odmian.
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Rys. 1. Elektroferogramy inhibitoréw trypsyny badanych odmian ziemniaka. B— wzorzec (odmiana
Baszta)
Fig. 1. Electropherograms of trypsin inhibitors for tested potato cultivars. B— standard (cv. Baszta)
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Obecnos¢ merkaptoetanolu i dializa przy niskim pH chronita ekstrakty przed ciemnieniem
powodowanym przez utlenianie zwigzkéw fenolowych, azarazem powodowala
wytracenie blisko 50% biatek, pozostawiajac jednak calos$¢ biatek inhibitorowych
w roztworze. Usprawnito to proces izolowania inhibitorow skracajac czas elucji
i przemywania kolumny. Wydzielanie inhibitorow trypsyny mozna przeprowadzi¢ w ciagu
30—40 minut biorac 2—3 ml soku i kilkumililitrowej objetosci kolumny chromatograficzne.
Ilo$¢ uzyskiwanych bialek inhibitorowych jest catkowicie wystarczajaca do analizy
elektroforetycznej. Uzycie mini-komor elektroforetycznych pozwala na wykonanie analizy
elektroforetycznej w ciggu jednego dnia roboczego. Preparaty biatek inhibitorowych
wyizolowane wyzej opisang metoda chromatografii powinowactwa mogg by¢
przechowywane przez kilka miesigcy w buforze o pH 3,0-3,5 bez zmiany ich wtasciwosci.
Mozna zatem stosowac je jako proby porownawcze przy identyfikacji nieznanej odmiany
ziemniaka bez potrzeby kazdorazowego izolowania nowych wzorcow. Korzystne jest
postlugiwanie si¢ standardem wewngtrznym (w tej pracy stosowano preparat inhibitorow
odmiany Baszta) ze wzgledu na niewielkie réznice, jakie mogg pojawic si¢ w przebiegu
elektroforezy i wygladzie obrazow elektroforetycznych. Identyfikacja odmian ziemniaka
na podstawie sktadu inhibitoréw bulw w stanie spoczynku jest szczegélnie przydatna,
poniewaz w tym okresie nie mozna wykorzystywac innych wskaznikow morfologicznych,
takich jak: pokroj krzaka, ksztatt liSci, barwa kietkow, kwiatow itp.

PODSUMOWANIE

Opracowana procedura elektroforetycznej analizy inhibitoréw proteaz izolowanych
z bulw ziemniaka metoda chromatografii powinowactwa moze znalez¢ zastosowanie jako
metoda szybkiej identyfikacji odmian ziemniaka. Sposob wydaje si¢ szczeg6lnie uzyteczny
w okresie spoczynku bulw, gdy mozna postugiwac si¢ tylko ograniczong iloscig innych
cech morfologicznych.
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