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réznych odmian pszenzyta (X Triticosecale
Wittmack)

Electrophoretic variability of storage proteins in different triticale (X Triticosecale
Wittmack) cultivars

Obiektem badan byto 12 odmian pszenzyta ozimego, 3 pszenzyta jarego, oraz dwie odmiany
gatunkéw rodzicielskich reprezentowane przez odmiany: zyta — Dankowskie Zlote i pszenicy —
Begra. Nasiona do badan pochodzity od hodowcéw tych odmian: Hodowli Roslin ,,Danko” i Zaktadu
Doswiadczalnego Hodowli i Aklimatyzacji Ro$lin w Matyszynie. RoZnice genotypowe migdzy nimi
okreslono w oparciu o0 elektroforez¢ biatek zapasowych SDS-PAGE. Na podstawie wynikow badan
stwierdzono, ze biorace udziat w dos§wiadczeniu odmiany pszenzyta roznily si¢ pod wzgledem liczby
i masy polipeptyddéw, ich uktadow w poszczegdlnych frakcjach. Na elektroforegramach pszenzyta
obserwowano raczej zblizona do Zyta, niz do pszenicy liczbe polipeptydow. Prazki zytnie obserwowano
w trzech frakcjach biatek (HMW, vy7s5 i y40) u wszystkich lub prawie u wszystkich odmian pszenzyta.
Zalezalto to od frakcji. Polipeptyd pochodzacy od pszenicy widoczny byt u dwdch odmian pszenzyta,
0zimego Mundo i jarego — Wanad. Podobiefistwo migedzy badanymi genotypami wynosito 57,1 do
94,3%. Najbardziej zblizone do siebie genetycznie byty odmiany Gabo i Wanad. Odmiana Gabo réznita
si¢ od odmiany Wanad brakiem we frakcjach y75 iys0 charakterystycznych dla odmiany Wanad
prazkow o masie 74,7 i 31,7 kDa oraz brakiem dodatkowego prazka pszenicy Begra o masie 14,2 kDa.

Stowa kluczowe: biatko, elektroforeza, pszenica, pszenzyto, zmienno$¢, zyto

The object of the studies constituted 12 cultivars of winter triticale, 3 cultivars of spring triticale
and two cultivars of parental species: rye Dankowskie Ztote and wheat Begra. The seeds were obtained
from the breeders: Plant Breeding ,,Danko” and Plant Breeding and Acclimatization Experimental
Station in Matyszyn. Genotype differences were determined on the basis of SDS-PAGE electrophoresis
of storage proteins. The results of experiments showed that among the tested triticale cultivars there
were differences in: the number and weight of polypeptides and polypeptide patterns in particular
fractions and the origin of both parental species. The number of polypeptides on triticale
electrophoregrams was more similar to rye than to wheat. Rye bands were observed in three protein
fractions (HMW, y7s and ya0) in all or almost all cultivars of triticale depending on the fraction. The
polypeptide originating from wheat was visible in two of triticale cultivars: winter Mundo and spring
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Wanad. Similarity between the examined genotypes was 57.1-94.3%. Gabo and Wanad were found to
be the most similar genetically. Gabo differed from Wanad by the lack of the bands of 74.7 and 31.7
kDa in y7s and yao fractions and by the lack of an additional band of 14.2 kDa, typical for the Begra
wheat.

Key words: electrophoresis, protein, rye, triticale, variability, wheat
WSTEP

Uzyskanie nowej odmiany, lepszej od odmian juz istniejacych, ,,niezaleznie od gatunku
rosliny”, jest trudne i kosztowne. Wymaga bowiem rownolegltego stosowania roznych
materialdéw wyjsciowych, nowych metod, jak rowniez prowadzenia i precyzyjnego badania
licznych materiatow hodowlanych (Wolski, 1985). Hodowcy poszukuja materiatlow
wyjsciowych ~w mniejszym lub wiekszym stopniu  uszlachetnionych i dobrze
przystosowanych do miejscowych warunkéw klimatycznych. Sg wigc nimi najczesciej
dawne i aktualnie uprawiane odmiany, niekiedy niewystarczajaco zréznicowane gene-
tycznie. Mozliwos¢ wlasciwego doboru rodzicow do krzyzowan rutynowo stosowanych
w hodowli dajg obecnie techniki biologii molekularnej, umozliwiajace niezawodng i prosta
w wykonaniu identyfikacj¢ genetyczna odmiany i wyselekcjonowanego z niej materiatu
hodowlanego (Cook, 1987; 1989; Cook i Low, 1998; Sammour, 1989; Drzewiecki, 1996;
Kapata i Rybinski, 1996; Escribano i in., 1998; Igrejas i in., 1999; Hegde i Singhal, 2000).
W oparciu 0 otrzymane wyniki badan autorzy ci do technik tych zaliczyli elektroforezg
biatek zapasowych na zelu poliakrylamidowym (PAGE) z dodatkiem detergenta siarczanu
dodecylu sodu (SDS), ktéry nadajgc biatkom tadunek ujemny umozliwia ich rozdziat
w zaleznosci od masy (dtugosci fancucha polipeptydowego).

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zmienno$ci elektroforetycznej biatek
zapasowych roznych odmian pszenzyta oraz przydatnosci techniki SDS-PAGE do oceny
ich odrgbnosci genetyczne;j.

MATERIAL I METODY

Obiektem badan byto 15 odmian pszenzyta, 12 — pszenzyta ozimego i 3 — jarego,
pochodzacych z Hodowli Roslin Danko, Stacji Hodowli Roslin: w Choryni (Mundo
i Nemo), w Laskach (Piano, Eldorado, Pinokio iw Dankowie (Vero) oraz z Zaktadu
Doswiadczalnego Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Matyszynie (Bogo, Alzo, Tornado,
Malno, Marko — pszenzyto ozime i Mieszko, Gabo, Wanad, Kargo — pszenzyto jare). Do
poréwnania genotypow pszenzyta z genotypami rodzicielskimi — zytem i pszenica
wybrano odmiany: Dankowskie Ztote i Begra. Analiz¢ polimorfizmu biatek zapasowych
wymienionych form prowadzono na pojedynczych ziarniakach po 5 z kazdej odmiany,
natomiast zyta — z proby zbiorczej utworzonej z sekalin izolowanych z 30 ziarniakdéw.
wedtug metody SDS-PAGE opisanej przez Westermaiera (1993).

Elektroforeze prowadzono w uktadzie niecigglym, na dwdch rodzajach zeli poliakryla-
midowych, zaggszczajacym (4%) 1 rozdzielajacym (12,5%), o grubosci 1 mm na aparacie
Mini-Protean Il (Bio Rad) i 0,5 mm na Multiphor (Pharmacia LKB) w trzech powtdrze-
niach. Otrzymane elektroforegramy barwiono roztworem Coomassie R — 250, odbar-
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wiano — w roztworze10% etanolu i 20% kwasu octowego. Po wysuszeniu w temperaturze
pokojowej Zele analizowano w $wietle przechodzgcym przy uzyciu skanera Sharp JX —
350 (Pharmacia LKB.). Cyfrowe obrazy elektroforetyczne opracowywano przy uzyciu
pakietu programu komputerowego ,,Diversity one” 1.3 (Pharmacia LKB.). Okreslono
liczbe imas¢ prazkéw biatkowych w poszczegdlnych frakcjach bialek zapasowych
pszenzyta, odmian: zyta — Dankowskie Ztote i pszenicy — Begra oraz ich zroznicowanie
genetyczne w oparciu o analize drzewa podobienstwa filogenetycznego, wykre§lonego na
podstawie wspotczynnika Jaccarda:
S; = Nab x (Na + Nb — Nab),

gdzie Nab oznacza liczbe prazkow wspolnych dla obiektow, a i b, Na i Nb — catkowita
liczbe prazkow, odpowiednio dla obiektow aib. Podobienstwo migdzy genotypami
wyrazono w procentach.

WYNIKI

Elektroforetyczna charakterystyka bialek zapasowych badanych odmian pszenzyta
wykazata duze zroznicowanie w ich budowie. Polimorfizm dotyczyt przede wszystkim
masy wyodrebnionych prazkéw. Zaobserwowano tez rdznice wich liczbie ogotem
I W poszczegolnych frakcjach (rys. 1). Liczba prazkéw ogoétem wahata si¢ od 28 do 34.
Najwiecej stwierdzono ich u odmiany Mundo, najmniej — u odmiany Alzo. Na elektro-
foregramach zyta Dankowskiego Zlotego widocznych bylo 29 prazkéw biatkowych,
pszenicy Begra — 14.

Obserwowane na zelach polipeptydy zaliczono do czterech frakcji biatkowych: HMW,
®, y75 i ya0. U zyta i wigkszo$ci odmian pszenzyta we frakcji HMW wyodrebniono 3 prazki
0 masie 125,7, 113,2 i 106,2 kDa (rys. 1). Brak prazka o masie 113,2 kDa obserwowano
u odmian Nemo i Marko. U pszenicy Begra stwierdzono brak polipeptydéw w tej frakcji.

Frakcj¢ biatlek «® badanych odmian pszenzyta charakteryzowalo 1 do 5 prazkow
biatkowych. Ich masa wahata si¢ od 99,2 do 80,7 kDa. Polipeptydy tej frakcji tworzyty
u niektérych odmian charakterystyczne wzory biatkowe. I tak, jeden powtarzajgcy sie
polipeptyd stwierdzono u odmian: Piano, Pinokio, Eldorado i Alzo, trzy, o masie 99,2, 94,2
i1 80,7 kDa — u odmian Vero, Mundo i Tornado, a o masie 99,2, 94,2 i 88,2 kDa —
uodmian Gabo, Malmo, Wanad iKargo. Pi¢¢ polipeptydow wtej frakcji biatek
zapasowych stwierdzono tylko u odmiany Nemo. We frakcji o pszenicy Begra pojawit si¢
jeden, a uzyta Dankowskie Ztotego — trzy prazki biatkowe. Charakterystyczny dla
pszenicy prazek widoczny byt réwniez na elektoforegramach pigciu odmian pszenzyta —
Vero, Mundo, Bogo, Tornado i Nemo. Prazki charakterystyczne dla zyta obserwowano
u odmian — Gabo, Malno, Wanad, Kargo i Nemo, przy czym u odmiany Nemo na frakcje
te sktadaty si¢ jeszcze dwa dodatkowe polipeptydy.

W kolejnej frakcji gliadyn y7s wystepowato u badanych odmian pszenzyta od 2 (Gabo)
do 6 prazkéw (Eldorado, Pinokio, Bogo). Ich masa wahata si¢ od 74,7 do 40,7 kDa (rys. 1).
Uktad polipeptyddw w tej frakcji wykazywal najwiekszy polimorfizm odmianowy. Jezeli
nawet liczba prazkéw byla taka sama to ich uktad byt odmienny. Identyczne, ztozone z pigciu
polipeptydow bloki biatkowe stwierdzono u odmian Vero i Mundo, z trzech polipeptydow —
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u Wanad i Kargo. U odmiany pszenicy Begra wyr6zniono w tej frakcji 5 prazkow, o masie:
60,2,57,7,54,2,45,7141,7 kDa. Prazek o masie 54,2 kDa byt widoczny na elektroforegramach
tylko 5 odmian pszenzyta Eldorado, Bogo, Alzo, Tornado i Mieszko. U odmiany zyta
Dankowskie Zlote wyrézniono we frakcji yzs 6 prazkéw biatkowych. Polipeptyd zytni, o masie
68,7 kDa byt obecny na obrazach elektroforetycnych wszystkich badanych odmian pszenzyta,
a 0 masie 54,2 kDa — u odmian Eldorado, Bogo, Alzo, Tornado i Mieszko.

Najliczniejszg pod wzgledem liczby wyodrebnionych polipeptydéw u badanych odmian
pszenzyta byly gliadyny frakeji y4. Sktadato si¢ na nig ogdtem od 21 do 24 polipeptydow,
omasie od 39,7 do 9,2 kDa. 24 prazki biatkowe widoczne byly wtej frakcji tylko na
elektroforegramach odmiany Wanad. Odmiana ta w stosunku do innych odmian pszenzyta
posiadala dwa dodatkowe polipeptydy, jeden z nich omasie 14 kDa byl pochodzenia
pszenicznego, drugi o masie 32,7 kDa — zytniego (rys. 1). Frakcja ya okazata si¢ rowniez
U pszenzyta najbardziej konserwatywng grupa biatek zapasowych. Polipeptydy tej frakcji
uktadaty si¢ u wigkszosci odmian pszenzyta w identyczne wzory biatkowe. Odmienny wzor
prazkowy wynikajacy zbraku jednego zprazkéow pszenicznych stwierdzono u odmian
Pinokio, Vero, Alzo, Tornado i Mieszko. U odmiany pszenicy Begra wyodrebniono w tej
frakcji 8, a uodmiany zyta Dankowskie Ztote — 17 prazkow. Dwa sposrod prazkow
pszenicznych o najwyzszej masie stwierdzono u odmian: Piano, Eldorado, Mundo, Bogo,
Gabo, Malno, Wanad, Kargo, Nemo i Marko, jeden z nich, o masie 37,2 kDa byt obecny na
elektroforegramach wszystkich badanych odmian pszenzyta.

Na podstawie otrzymanych wynikéw badan stwierdzono, ze obrazy elektroforetyczne
gliadyn pszenzyta charakteryzuje zblizona do zyta, anie do pszenicy liczba charaktery-
stycznych dla tego gatunku polipeptydéw (rys. 1).

Uzyskane elektroforegramy postuzyly do opracowania drzewa podobienstwa
filogenetycznego badanych odmian pszenzyta. Miescito si¢ ono w granicach 57,1-94,3% (rys.
2). Procent podobienstwa filogenetycznego byt podstawa do podzielenia odmian na 4 grupy
filogenetyczne. Do pierwszej, grupy A zaliczono trzy odmiany hodowli ZDHAR Matyszyn,
w tym dwie pszenzyta jarego Gabo i Wanad. W grupie B znalazty si¢: zyto Dankowskie Ztote,
odmiany pszenzyta Mundo z Choryni, Vero z Dankowa oraz Piano, Eldorado i Pinokio
z Lasek. Grupe C stanowity odmiany Bogo, Alzo i Tornado z ZDHAR Matyszyn, a grupe D
— Mieszko i Marko z ZDHAR Matyszyn oraz Nemo z Choryni. Genotyp odmiany pszenicy
Begra znalazl si¢ poza wymienionymi grupami podobienstwa genetycznego. Najbardziej
zblizone do siebie genetycznie byty dwie odmiany pszenzyta jarego Gabo i Wanad (94,3%).
Roznity si¢ one jednak miedzy sobg. U odmiany Gabo brakowato bowiem w frakcjach yzs i yao
charakterystycznych dla odmiany Wanad polipeptyddw o masie 74,7 (yzs) i 31,7 kDa (yao), @ na
elektroforegramach odmiany Wanad widoczny byt dodatkowy prazek pszenicy Begra, o masie
14,2 kDa (rys. 1).
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1. Obraz elektroforetyczny bialek zapasowych odmian pszenzyta w poréwnaniu z odmiana zyta Dankowskie Zlote
i pszenicy ozimej — Begra
Electrophoretic patterns of storage proteins of triticale cultivars in comparison to the rye cultivar Dankowskie Zlote
and the winter wheat cultivar — Begra
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Fig. 2. Phylogenetic tree of the studied triticale, rye and winter wheat genotypes
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DYSKUSJA

Identyfikacja markerow genetycznych stwarza nowe mozliwosci oddziatywania
hodowcow na cechy rekombinantéw poprzez dobor do krzyzowan komponentow rodzi-
cielskich o znanym genotypie. Jedna z prostszych i dajacych powtarzalne wyniki metod
analizy genotypdw roslin uprawnych jest elektroforeza na zelach poliakrylamidowych
(PAGE) z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu (SDS). W obecnosci tego detergenta mozna
U zb6z wyrdznié cztery frakcje biatkowe HMW, ®, y7s iy iustali¢ ich homologie
(Kasarda i in., 1983; Rubio i in., 1996). Elektroforeza bialek zapasowych pozwala réwniez
okresli¢ lokalizacje¢ genow kodujacych poszczegodlne frakcje biatek icech znimi
zwigzanych (Shewry i in., 1984; Shewry i Tathan, 1990; Waga i Grzywa 1995; Rubio i in.,
1996; Gwiazdowska-Skoczek i Kapata, 1996; Waga i Wegrzyn, 2000).

Wyniki prezentowanych badan sa potwierdzeniem tych mozliwosci. W pracy przeba-
dano pod wzgledem struktury biatek zapasowych 12 polskich odmian pszenzyta ozimego
i 3— pszenzyta jarego z dwoch osrodkéw ich hodowli — Hodowli Roslin ,,Danko” (oddz.
Dankow, Choryn, Laski) i Zakladu Doswiadczalnego Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji
Roslin w Matyszynie. Dla celow porownawczych do badan wigczono dwie znane odmiany
zyta 1 pszenicy reprezentujace gatunki rodzicielskie pszenzyta - odmiane pszenicy Begra
i zyta Dankowskie Zlote. W przeprowadzonym do$wiadczeniu wykazano istotny
polimorfizm biatek zapasowych badanych odmian pszenzyta. Przejawial si¢ on rdézng
liczba i masg zidentyfikowanych na zelu prazkoéw biatkowych. Wysoki stopien zmiennos$ci
gliadyn umozliwit opracowanie dla badanych odmian pszenzyta schematycznych blokow
biatkowych z zaznaczeniem prazkow zardwno tych powtarzajacych sie, jak itych
specyficznych tylko dla danej odmiany. Otrzymane wyniki pozostaja w zgodnosci
z wynikami badan Stefanowskiej (1999), Wagi i Wegrzyna (2000) oraz Rzepki-Plevnes
i Smolika (2001). Wykazano rowniez duze podobienstwo miedzy genotypami badanych
odmian pszenzyta, przejawiajace si¢ tym, ze niektore obserwowane na elektroforegramch
prazki biatkowe pszenzyta, pszenicy i zyta byly takie same, inne byly wyraznie pogrubione
lub niewidoczne. Zjawisko to thumaczy Tarkowski (1998), uznajac pszenzyto za pewnego
rodzaju ,,hybryde genetyczna”, zawierajaca pewne cechy obu gatunkoéw rodzicielskich.
W niniejszym doswiadczeniu gatunki rodzicielskie nie byly reprezentowane przez
rodzicow kazdej z badanych odmian. Stad mogace si¢ pojawiaé nie$cistoSci w analizie
pochodzenia poszczegolnych prazkoéw biatkowych badanych odmian pszenzyta.

Podobienstwo genetyczne badanych odmian pszenzyta okreslone w oparciu o drzewo
podobienstwa filogenetycznego ksztattowato si¢ na poziomie 57,1-94,3%. Zalezato ono
w duzym stopniu od pochodzenia (miejsca hodowli) odmiany. Otrzymane wyniki badan
udowodnity oryginalno$¢ bioragcych udzial w doswiadczeniu odmian pszenzyta i nie-
powtarzalnos¢ ich genotypow bez wzgledu na stopien ich podobienstwa filogenetycznego.
Przyktadem moga by¢ odmiany pszenzyta jarego Gabo i Wanad z ZDHAR Matyszyn.
Podobienstwo filogenetyczne migdzy nimi wynosito 94,3%. Réznity si¢ one jednak
obecnoscig lub brakiem we frakcjach gliadyn y75 i ya polipeptydéw o masie 74,7 i 31,7
kDa oraz obecnos$cig lub brakiem prazka pszenicznego, charakterystycznego dla odmiany
Begra, o masie 14,2 kDa.
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Przedstawione wyniki badan dowodza, ze zgodnie z sugestig niektorych autorow (Waga
i Grzywa, 1995; Rubio iin., 1996; Gwiazdowska-Skoczek iKapata, 1996; Waga
i Wegrzyn, 2000) istniejg realne mozliwo$ci powszechnego zastosowania elektroforezy
biatek zapasowych SDS-PAGE do oceny tozsamosci genetycznej odmian pszenzyta
I zré6znicowania materiatow hodowlanych.

WNIOSKI

1. Zadna z badanych odmian pszenzyta nie ma identycznego obrazu elektroforetycznego
bialek zapasowych. Stwierdzone miedzy nimi roéznice dotyczyly liczby i masy poli-
peptydow, ich ukladu w poszczeg6lnych frakcjach i pochodzenia. U niektorych
sposrod badanych odmian pszenzyta we frakcjach gliadyn yzs i ya0 polipeptydy tworza
charakterystyczne bloki z powtarzajacymi si¢ prazkami biatkowymi.

2. Liczba obecnych na elektroforegramach prazkow biatkowych jest u badanych odmian
pszenzyta zblizona raczej do zyta Dankowskiego Ztotego, niz pszenicy — Begra.
Prazki zytnie wystepuja u nich we frakcjach: HMW, vy i y40, pszeniczne — we frakcji
v40 dwoch odmian pszenzyta — 0zimego Mundo i jarego — Wanad.

3. Analiza drzewa podobienstwa filogenetycznego pozwolita podzieli¢ badane odmiany
pszenzyta na cztery grupy. Kazda z nich stanowily na ogét odmiany z tego samego
osrodka hodowlanego. Genotypy pszenzyta Vero, Piano, Eldorado, Pinokio i Mundo
z Hodowli Ro$lin ,,Danko” byty zblizone do odmiany zyta Dankowaskiego Ztotego.
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