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Polimorfizm biatek zapasowych wybranych form
zyta (Secale sp.) okreslony technikg SDS-PAGE

Polymorphism of seed protein in some rye (Secale sp.) forms determined by SDS-
PAGE electrophoresis

Badano dwie odmiany i 8 prostych i wstecznych mieszancéw migdzygatunkowych zyta (Secale
sp.) réznigcych si¢ migdzy soba odporno$cia na maczniaka, rdz¢ brunatng i porastanie. Materiat
eksperymentalny stanowity nasiona roélin tolerancyjnych i nietolerancyjnych na niedobory N i K
W podlozu wyselekcjonowane z kazdej wyzej wymienionej populacji zyta. Réznice genotypowe
migdzy nimi okre§lono w oparciu o elektroforetyczny rozdziat biatek zapasowych technika SDS-
PAGE. Otrzymane wyniki badan wykazaty wyrazne roznice w strukturze biatek badanych form zyta.
Polegaty one na obecnosci lub braku specyficznych dla nich polipeptyddw.

Stowa Kkluczowe: bialko, elektroforeza, tolerancja, niedobory pokarmowe, odporno$¢, choroby,
porastanie

The investigations included two cultivars and 8 simple and backcross interspecies rye (Secale sp.)
hybrids differing in resistance to powdery mildew, brown rust and sprouting. Experimental material
consisted of the seeds of plants tolerant and non-tolerant to N and K deficiencies, selected from above
mentioned rye populations. The usual SDS-PAGE electrophoresis of storage proteins was used for
determining genetic differences between them. The results showed genetic differences between the
tested rye genotypes. Marked differences in protein structure, shown in the presence of polypeptides
specific for each genotype, were found.

Key words: protein, electrophoresis, tolerance, nutrition, deficit, resistance, disease, sprouting
WSTEP

Zyto Secale cereale L. wyréznia si¢ wérod zboz wieloma cennymi z punktu widzenia
hodowli wlasciwosciami (Jagodzinski, Rakowska, 1996). Stad w programach hodowli tej
ro$liny dazy si¢ do ich zachowania i utrzymania wysokiego potencjatu plonowania, przy
nizszym od obecnie stosowanego poziomie nawozenia mineralnego (Ciepty iin., 1999).
Jest to mozliwe, wowczas gdy hodowca dysponuje odpowiednim materialem wyjsciowym,
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dobrze przekazujacym cechy potomstwu, a selekcje prowadzi si¢ o sprawdzone kryteria
(Wegrzyn, 1988). W przypadku zyta, podobnie jak i innych zbdz, moze nim by¢ dtugosé
korzeni zarodkowych (Gorny, 1992; Rzepka-Plevnes, 1999). Jednak szans¢ wyboru przez
hodowce wiasciwego genotypu daja dopiero techniki biologii molekularnej, a wrod nich
elektroforetyczna analiza biatek zapasowych (Drzewiecki, 1997; Waga, Wegrzyn, 2000).

Celem pracy byla ocena stopnia zréznicowania biatek zapasowych wybranych form
zyta rdznigcych si¢ tolerancja na niedobory azotu i potasu w podtozu oraz odpornoscig na
maczniaka prawdziwego i rdz¢ brunatna zyta.

MATERIAL I METODY

Badano dwie populacyjne odmiany zyta — Dankowskie Ztote i Motto oraz 8 prostych
I wstecznych mieszancow migdzygatunkowych Secale sp., roéznigcych si¢ miedzy soba
odpornos$cig na maczniaka prawdziwego (Erysiphe graminis DC. f. sp. secalis Marchal),
rdz¢ brunatna zyta (Pucinia graminis Pers. f. secalis Eriks et Henn.) i porastanie (tab. 1).

Tabela 1
Pochodzenie badanych mieszancéw miedzygatunkowych zyta
Parentage of the tested rye interspecies hybrids

Mieszance Kombinacja krzyzowan Pokolenie Cecha
Hybrids Cross combination Generation Trait
M-1/1 (Dankowskie Ztote x BFK*) x Dankowskie Ztote BCs

odporno$¢ na maczniaka

M-4/1 (Halo x BFK) x Dankowskie Ztote BCs dzi

M-7/2 (Tempo x 715/81%*) x Motto BCs fer:i"s"taﬁg’;’etgopow dery
M-8/2 (Kustro x 715/81) x Motto BCs mildew

84/18 Pastewne Pdzne x S. kuprijanovii Sie

RB-3/91 Dankowskie Selekcyjne x S. montanum BC, odporno$¢ na rdzg brunatna
RB-4/91 Dankowskie Selekcyjne x S. montanum BC, resistance to brown rust
8486/31 (Kunngs 11 x S. vavilovii) x Halo BC, 0dpornosc na porastanie

resistance to sprouting

* BFK — Bernburger Futterroggen x Secale kuprijanovii
** 715/81 — linia zyta, z udziatem S. kuprijanovii, S.cereale cv. Smolickie oraz S. cereale KaH.
** Rye line with genotypes S. kuprijanovii, S.cereale cv. Smolickie and S. cereale KaH.

Nasiona odmian pochodzity z Hodowli Ro$lin ,,Danko”, Oddziatu w Choryni, mieszancow
— 2 kolekcji wiasnej (Rzepka-Plevnes, 1990).

Przed przystapieniem do analizy polimorfizmu biatek zapasowych okre§lono tolerancje
wymienionych form zyta na niedobory azotu i potasu w podtozu testem in vitro (Rzepka-
Plevnes, 1999). Podstawa oceny tolerancji byly pomiary biometryczne 10 dniowych
siewek, przy czym za tolerancyjne uwazano siewki 0 wysokosci 5 i powyzej 5 cm, z dobrze
wyksztatconymi korzeniami zarodkowymi ili§¢émi, za nietolerancyjne — siewki
0 Wysokosci ponizej 2 cm, bez lub ze stabo wyksztalconymi korzeniami. Siewki obu grup
ros§lin wysadzono w hali wegetacyjnej i rozmnozono w chowie siostrzanym, a zebrane
z nich nasiona wykorzystano do dalszych badan.
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Polimorfizm biatek zapasowych wymienionych form zyta badano w oparciu
0 elektroforeze SDS-PAGE (Kapata i Rybinski, 1996; Westermeier, 1993). Biatko do
analiz ekstrahowano z maki otrzymanej z przemiatu 20 ziarniakéw kazdej z badanych form
zyta. Do izolacji biatka z proby uzyto 400 pl 70% etanolu i mieszano je z buforem
ekstrakcyjnym sktadajacym sie¢ z: ddH.O, 0,5 M Tris-HCI, o pH 6,8, gliceryny, 10% (w/v)
SDS, 2-mercaptoetanolu i 1% biekitu bromofenolowego w ilosci, odpowiednio: 15,2; 4,0;
3,20; 6,40; 1,601 1,60 ml.

Elektroforeze prowadzono w ukladzie niecigglym, na dwoch rodzajach zeli
akrylamidowych, zageszczajacym (4%) irozdzielajacym (12,5%), o grubosci 1 mm na
aparatach Mini Protean Il (Bio Rad) iMultiphor Il (Pharmacia LKB) w trzech
powtorzeniach. Otrzymane elektroforegramy barwiono Coomassie R — 250 i odbarwiano
w roztworze 10% etanolu i 20% kwasu octowego. Wysuszone zele analizowano w $wietle
przechodzacym skanera Sharp JX — 350 i opracowywano przy uzyciu pakietu programu
komputerowego ,,Diversity one” 1.3 (Pharmacia LKB).

WYNIKI

Elektroforetyczna analiza biatek zapasowych wybranych form zyta wykazala duze
zroznicowanie w ich budowie (rys. 1). Polimorfizm dotyczyt liczby imasy prazkow
biatkowych. Zidentyfikowano od 15 do 24 prazkéw, najwigcej — W grupie roslin
nietolerancyjnych wyselekcjonowanych z odmiany Dankowskie Ztote i tolerancyjnych
z mieszanca M-8/2, najmniej — uroslin tolerancyjnych wyselekcjonowanych
Z mieszancOw 8486/31 i RB-4/91. Obserwowane na zelach polipeptydy zaliczono do
czterech frakcji: HMW, o, y75 1 y40. U wigkszosci badanych form zyta we frakcji HMW
wyrozniono 2 prazki, we frakcji @ — od 1 do 7 prazkow, we frakcjach y75 1iy40,
odpowiednio: od 3do 8 i od 7 do 11 prazkow.

Poréwnujac polimorfizm bialek zapasowych badanych form zyta w zalezno$ci od ich
tolerancji na niedobory azotu ipotasu w podlozu stwierdzono, ze uroslin
nietolerancyjnych wyselekcjonowanych z odmiany Motto obok 19 powtarzajacych si¢
w obu grupach ro$lin polipeptydow obserwowano 5 dodatkowych prazkéw, u roslin
tolerancyjnych — jeden o masie 85,0 kDa (rys. 1). Z kolei roéliny tolerancyjne pochodzace
od odmiany Dankowskie Ztote charakteryzowat jeden polipeptyd o masie 46,5 kDa,
nietolerancyjne — dwa, o masie 87,0 i 26,4 kDa.

Podobne do odmian réznice w strukturze bialek zapasowych obu omawianych grup
ro$lin stwierdzono u mieszancow zyta odpornych na maczniaka. Itak, na obrazach
elektroforetycznych roslin tolerancyjnych mieszanca M-7/2 widoczne byly trzy
specyficzne dla nich prazki, nietolerancyjnych — jeden, o masie 85 kDa. U mieszanca M-
8/2 zidentyfikowano 5 roznicujgcych genotypy polipeptyddw. Trzy z nich, o masie 90,0,
60,0 i 45,1 kDa obserwowano u roslin tolerancyjnych, dwa o masie 57,1 i 26,4 kDa —
u roslin nietolerancyjnych. Podobne réznice stwierdzono u mieszanca M-1/1 (rys. 1).

Rozdziaty elektroforetyczne biatek izolowanych zroslin tolerancyjnych i nie-
tolerancyjnych wyselekcjonowanych z mieszancéw RB-3/91 i RB-4/91 odpornych na rdze
wykazaly obecno$¢ u nich, odpowiednio 7 i6 specyficznych polipeptydow, u roslin
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tolerancyjnych — dwa prazki, nietolerancyjnych — pig¢. U roslin tolerancyjnych drugiego
Z wymienionych mieszancow widoczne byly dwa dodatkowe prazki, o masie 96,5 i 60,0
kDa, ro$lin nietolerancyjnych — prazki o masach: 101,3, 87,0, 55,2 i46,1 kDa.
Najmnigjsze roéznice w strukturze biatek zapasowych ro§lin  tolerancyjnych
i nietolerancyjnych stwierdzono u mieszanca 8486/31 odpornego na porastanie. Roznity
si¢ one jednym charakterystycznym tylko dla danej grupy polipeptydem (rys. 1).

Odmiany. Cultivars Mieszance miedzygatunkowe Zyta. Rye interspecies hybrids
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Rys. 1. Obrazy elektroforetyczne bialek zapasowych form zyta tolerancyjnych (+) lub
nietolerancyjnych (-) na niedobory pokarmowe w podlozu
Fig. 1. Electrophoretic protein patterns of tested rye forms with tolerance (+) or no-tolerance (-) to
nutrient deficiency in medium

Obecnos¢ specyficznych pragzkow biatkowych charakterystycznych tylko dla roslin
tolerancyjnych lub nietolerancyjnych zyta pozwolita podzieli¢ je na trzy grupy. Do
pierwszej grupy zaliczono odmiany zyta oraz mieszance RB-3/91, RB-4/91 i 84/18, do
drugiej — mieszance RB-3/91 i RB-4/91, do trzeciej — cztery mieszance odporne na
maczniaka prawdziwego — M-1/1, M-4/1, M-7/2 i M-8/2 (rys. 1). W pierwszej grupie we
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frakcji bialek @ stwierdzono obecno$¢ charakterystycznego dla roslin nietolerancyjnych
specyficznego prazka o masie 87,0 kDa, w drugiej — u roslin tolerancyjnych obecnosé
prazka o masie 77,3 kDa. W trzeciej za$ grupie ro$lin we frakcjach biatek ® ivy7s roslin
tolerancyjnych na niedobory pokarmowe obserwowano dwa powtarzajace si¢ prazki
o0 masach 90,0 i 45,1 kDa.

Analiza elektroforetyczna biatek zapasowych ro$lin tolerancyjnych na niedobory
pokarmowe mieszancow M-1/1, M-4/1, M-7/2 i M-8/2 odpornych na mgczniaka
prawdziwego wykazata pewna zalezno$¢ migdzy obu tymi cechami w postaci widocznych
na obrazach elektroforetycznych dwaoch polipeptydéw o masach 90,0 i 45,1 kDa (rys. 2).
Podobng zalezno$¢ w postaci prazka o masie 87,0 stwierdzono miedzy brakiem tolerancji
na niedobory pokarmowe a odpornoscia roslin na rdz¢ brunatng zyta.

©
2 Mieszance miedzygatunkowe zyta odporne na maczniaka prawdziwego. Rye interspecies hybrids with
£ resistance to powdery mildew.
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Rys. 2. Obrazy elektroforetyczne bialek zapasowych form zyta odpornych na maczniaka
tolerancyjnych (+)lub nietolerancyjnych (-) na niedobory pokarmowe w podlozu
Fig. 2. Electrophoretic protein patterns of rye forms resistant to powdery mildew with tolerance (+) or
no-tolerance (-) to nutrient deficit in medium

DYSKUSJA

Obecny sposob klasyfikacji biatek zapasowych taczy w sobie niektore elementy dwadch
systemow ich identyfikacji — czynnikdw genetycznych i duzej precyzji okreSlania
wzglednych pozycji prazkow biatkowych na zelu (Waga 2000). Stad ocena na drodze
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rozdziatow elektroforetycznych ich polimorfizmu pozwala réznicowac i charakteryzowac
genotypy wielu gatunkéw ro$lin uprawnych (Waga i Grzywa, 1995; Drzewiecki, 1997;
Hegde i Singhal, 2000).

W niniejszej pracy dokonano oceny zmiennosci biatek zapasowych 10 form zyta Secale
sp. roznigcych si¢ tolerancjg na niedobory azotu ipotasu W podiozu oraz dodatkowo:
odpornos$cig na maczniaka prawdziwego (Erysiphe graminis DC. f. sp. secalis Marchal),
rdz¢ brunatng zyta (Puccinia dispersa Eriks. et Henn.) i porastanie. W przeprowadzonym
doswiadczeniu wykazano istotny polimorfizm badanych form Zyta. Przejawial si¢ on
odmienng liczbg i masa widocznych na elektroforegramach prazkow. Wysoki stopien
zmiennos$ci badanych sekalin umozliwit opracowanie dla nich schematycznych blokéw
biatkowych z zaznaczeniem zaréwno tych podobnych, jak i tych specyficznych tylko dla
danego genotypu. Otrzymane wyniki pozostaja w zgodnosci z wynikami badan innych
autoréw (Waga, 1997; Drzewiecki, 1997; Smolik, 2001).

Obrazy elektroforetyczne biatek zapasowych roslin tolerancyjnych i nietolerancyjnych
na niedobory pokarmowe w podtozu roznity sie liczba i masg wyodrgbnionych na nich
polipeptydow. Obok prazkéow wspdlnych, powtarzajacych si¢ u obu grup roslin obecne
byly tam rowniez prazki charakterystyczne tylko dla danej grupy. Ich liczba i masa byta
rozna i zalezata od pochodzenia badanych prob biatkowych. Najmniejszy polimorfizm
dotyczacy liczby wyodrebnionych polipeptydow  réznicujacych  grupy  ro$lin
tolerancyjnych i nietolerancyjnych na niedobory N i K w podtozu stwierdzono dla proby
biatek izolowanych z mieszanca 8486/31 odpornego na porastanie.

Waga i Grzywa, (1995) wykazali powigzanie biatek hordeinowych izolowanych
Z jeczmienia jarego z jego odporno$cia na maczniaka prawdziwego (Erysiphe graminis
f. sp. hordei). U uzytych w niniejszych badaniach wiasnych Zrodtach odpornosci na
maczniaka prawdziwego (Rzepka-Plevnes, 1990) w grupie ro$lin tolerancyjnych na
niedobory azotu i potasu zidentyfikowano dwa prazki biatkowe o masie 90,0 i 45,1 kDa,
mogace $wiadczy¢ o pewnej zalezno$ci migdzy wymienionymi cechami zyta. Podobna
zalezno$¢ w postaci prazka o masie 87,0 kDa stwierdzono migedzy brakiem tolerancji na
niedobory pokarmowe w podtozu a odporno$cig mieszancoéw na rdze brunatng zyta.

WNIOSKI

1. Uzyskane metoda SDS-PAGE obrazy elektroforetyczne sekalin pozwalaja okresli¢
zroéznicowanie genetyczne wybranych do badan form mieszancowych zyta.

2. Na podstawie oceny polimorfizmu bialek zapasowych roslin tolerancyjnych
i nietolerancyjnych na niedobory azotu i potasu w podtozu podzielono badane formy
zyta na trzy grupy podobienstwa genetycznego. Pierwsza grupe stanowily rosliny
nietolerancyjne wyselekcjonowane z odmian Dankowskie Zlote i Motto oraz mie-
szancOw migdzygatunkowych: RB-3/91, RB-4/91 1i84/18, druga — roSliny
tolerancyjne wyselekcjonowane z mieszancOw RB-3/91 i RB-4/91, trzeciag — ro$liny
tolerancyjne wyselekcjonowane z mieszancéw odpornych na maczniaka prawdziwego
(M-1/1, M-4/1, M-7/2 i M-8/2).

252



Danuta Rzepka-Plevnes ...

3. Wykazano obecnos¢ dwoch wspolnych prazkow biatkowych (90,0 1451 kDa)
U mieszancow miedzygatunkowych zyta charakteryzujgcych si¢ odpornosciag na
maczniaka prawdziwego i tolerancjg na niedobory pokarmowe w podtozu oraz jednego
0 masie 87,0 kDa — u mieszancow odpornych na rdzg brunatna i nietolerancyjnych na
niedobory pokarmowe.
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