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Ocena trwatosci cech pszenzyta metodg analizy
elektroforetycznej biatek nasion™

Evaluation of stabillity of triticale traits using electrophoretical analysis of seed
proteins

W latach 1998-2000 z nasion przedbazowych pszenzyta ozimego Bogo i Presto (zebranych w 1996
roku, wysianych jesienia 1997 roku) prowadzono reprodukcj¢ pszenzyta w trzech punktach
do$wiadczalnych (AR Lublin, UWM Olsztyn i LT IHAR Sandomierz). Badano elektroforetycznie
biatka zapasowe w materiale wyjSciowym obu odmian (przechowywanym w Banku Gendw)
i w nasionach trzeciej generacji zebranych w 2000 roku. Gliadyny ekstrahowano z pojedynczych
ziarniakéw i préb zbiorczych (50 ziarniakow zmielonych razem), a gluteniny tylko z pojedynczych
ziarniakow. Potwierdzono heterogennos¢ biatek zapasowych badanych nasion. Presto bylo jednolite
pod wzgledem obrazu prolamin i glutenin, natomiast Bogo tylko obrazu glutenin. Obydwie odmiany
charakteryzowaly si¢ stabilno$cig obrazu prolamin i glutenin, niezaleznie od miejsca reprodukc;i.
Po trzech latach reprodukcji obrazy biatek nasion byly identyczne z materiatem wyjsciowym.

Stowa kluczowe: biatka zapasowe, elektroforeza, pszenzyto, reprodukcja, trwato§¢ odmiany

The 3 generation of pre-basic seed of winter triticale varieties Bogo and Presto was obtained in
three locations (Lublin, Olsztyn and Sandomierz). Seeds of initial material stored in Gene Bank were
sown as a control. The third generation of seeds and samples from Gene Bank were examined. The
electrophoresis of prolamins and glutenins was performed for seeds collected in each location. The
prolamins were extracted from singular seeds and from bulk samples (50 grains milled together). The
glutenins were extracted only form singular seeds. It was confirmed that triticale seed storage proteins
are heterogenous. Presto was uniform in its electrophoretic patterns of both gliadins and glutenins. Bogo
was uniform only in its electrophoretic pattern of glutenin. The both varieties were stable in their
electrophoretic patterns, independently on location of reproduction. After three years of reproduction
the both examined varieties were identical by gliadin and glutenin patterns to the initial material.

Key words: electrophoresis, reproduction, seed proteins, stability of variety, triticale

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego nr 5 O6B 049 15 finansowanego przez KBN
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WSTEP

Kazda odmiana roslin uprawnych, aby mogta by¢ wpisana do Rejestru Odmian musi
by¢ odrebna, wyréwnana i trwata (Dziennik Ustaw RP nr 149, 1995). Weryfikacja tozsa-
mosci 1ocena czystosci genetycznej roslin na plantacjach nasiennych jest prowadzona
w oparciu o cechy morfologiczne ro$lin. Staty wzrost liczby nowych odmian pszenzyta
pochodzacych czesto z krzyzowan materialow genetycznie spokrewnionych utrudnia
rozroznianie odmian na podstawie morfologii roslin. Ponadto, wyglad ro$liny moze si¢
zmienia¢ pod wptywem agrotechniki i warunkow srodowiska.

W celu weryfikacji tozsamosci 1oceny czystoSci genetycznej nasion opracowano
bardziej niezawodne i powtarzalne metody laboratoryjne. Najczesciej jest uzywana
elektroforeza bialek nasion, a zwlaszcza biatek zapasowych. Biatka wyzszych organizmow
ros$linnych sg kodowane przez niewielka (okoto 10%), ale najistotniejszg pod wzgledem
genetycznym czg¢$¢ genomu. Loci kodujace biatka zawieraja praktycznie cala podstawowa
informacj¢ genetyczng o procesach morfogenetycznych i metabolicznych organizmu.
Obraz biatek zapasowych nasion jest niezalezng od s$rodowiska cechg genotypowa
odmiany. Biatka zapasowe zostaty uznane za biochemiczne markery genetyczne (Wrigley,
1970; Cooke, 1984; Konarev, 2002). Opracowano szereg metod elektroforezy biatek
zapasowych nasion do oceny tozsamosci i czystosci genetycznej nasion zboz i innych grup
ros$lin (ISTA Electrophoresis Handbook, 1992). W celu weryfikacji tozsamosci nasion
pszenicy i jeczmienia Miedzynarodowe Stowarzyszenie Oceny Nasion ISTA wprowadzito
metode rozdziatu prolamin na zelu poliakrylamidowym (A-PAGE), w srodowisku
kwasnym, pH 3,1 (Draper, 1987). Jak dotychczas analiza elektroforetyczna prolamin
pszenzyta wzbudzata mniejsze zainteresowanie badaczy i firm nasiennych. U pszenzyta
Makarska (2001) rozréznita 7 odmian przy pomocy stosowanej dla pszenicy metody A-
PAGE w buforze mleczanu glinu z kwasem mlekowym.

W praktyce nie bada si¢ rutynowo prob pobranych z plantacji nasiennych, w celu oceny
czystosci genetycznej za pomoca metod elektroforetycznych. Nie jest to konieczne,
a bytoby zbyt kosztowne (Pickett, 1988). Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin i Nasien-
nictwa przeprowadza badania nasion metodami elektroforezy tylko w przypadku watpli-
wosci co do tozsamosci nasion i ich czysto$ci genetycznej, albo na Zyczenie importera.

O tym, ze struktura genetyczna odmian moze si¢ jednak zmienia¢ (tzw. dryf
genetyczny) komunikuja badacze zajmujacy si¢ problemem zachowania zywotnosci
i integralnos$ci genetycznej nasion z kolekcji bankow genow (Breese, 1989; Roberts, 1991).
Stoyanova (1996) wykazata zmiany proporcji biotypow gliadyn u polimorficznych pszenic
z kolekcji banku gendw — dwach starych, kolekcyjnych i dwéch miejscowych. Alpateva
i Gubareva (2002) zbadaly stara, populacyjna, polimorficzng pszenice Banatok z kolekcji
VIR-u w St. Petersburgu. W obu przypadkach proby pszenic wysiewano przez trzy kolejne
lata i badano dynamik¢ zmian czgstotliwosci wystepowania genotypow wedtug biotypow
gliadynowych. Nastapily istotne zmiany genetycznej struktury odmian. Przy pomocy testu
przyspieszonego starzenia wykazano ponadto, ze rdzne biotypy tracity zdolnosé
kietkowania z niejednakowa szybkoscia (Stoyanova, 1996; Konarev, 1998).
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Podstawowym problemem nasiennictwa pszenzyta jest pogarszanie si¢ stopnia
czystosci nasion w kolejnych reprodukcjach na skutek zwigkszenia udzialu domieszek
pszenicy i zyta (Grzelak i in., 1990; Kwiatkowski, 2000). Rozrdznianie ziarniakéw pszen-
zyta 1innych zbo6z z reguly nie stwarza problemoéw, chociaz u odmian pszenzyta o ziar-
niakach bardzo podobnych wygladem do pszenicy zaleca si¢ stosowaé elektroforeze
(Cooke i in., 1986).

Wiewidra i Matuszynska (2002) nie stwierdzily pogorszenia si¢ wartosci siewnej nasion
pszenzyta ozimego odmian Bogo i Presto reprodukowanego w latach 1997-2000, w trzech
réznych warunkach $rodowiska, ktory jest materiatem badawczym w niniejszej pracy.
Zaobserwowano jedynie wicksze porazenie nasion grzybami saprofitycznymi
i patogenicznymi, szczeg6lnie z rodzaju Fusarium. Ponadto, podczas wegetacji znajdo-
wano nielicznie ro$liny nietypowe. Badania cytogenetyczne i elektroforetyczne ich
ziarniakOw nie potwierdzily przypuszczenia, ze aneuploidalno$é jest przyczyng pojawiania
si¢ roslin nietypowych (Matuszynska i in., 2001).

Celem pracy bylto okreslenie trwalosci cech dwoch odmian pszenzyta ozimego na
podstawie badan elektroforetycznych nasion. Dokonano poréwnania obrazu gliadyn
i glutenin nasion po trzyletnim okresie reprodukcji z obrazem gliadyn i glutenin materiatu
wyj$ciowedo.

MATERIAL I METODY

W latach 1997-2000 prowadzono reprodukcje¢ odmian Bogo i Presto w trzech punktach
badawczych na polach doswiadczalnych: Akademii Rolniczej w Lublinie, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie i Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
w Sandomierzu. Analizowano material trzeciego pokolenia materialu wyj$ciowego,
ktérym byly nasiona przedbazowe (dawniej superelita) zebrane w 1996 roku i wysiane
jesienig 1997 roku. Co roku, przed wysiewem nasiona wzorca obu odmian przechowywane
w Banku Gendéw poddawano elektroforezie gliadyn i glutenin. ROwnoczesnie, czesé
materiatu wyjsciowego wysiewano w kazdym punkcie badawczym jako kontrole.

Obie odmiany w dwdch wariantach (reprodukcja i kontrola) wysiewano w izolacji
przestrzennej na minipoletkach o wielkosci 1 m? (4 dla kazdego wariantu). Nasiona
zbierano w 1998, 1999 i 2000 roku. Nasiona z wariantu reprodukcji, ze zbioru 2000 roku
(trzecie pokolenie) poddano elektroforezie gliadyn i glutenin dla oceny trwalosci
genetycznej odmian.

Ekstrakcja bialek i elektroforeza

Prolaminy ekstrahowano w 100 ul 70% etanolu, w dwoch kombinacjach: z pojedyn-
czych ziarniakéw (w liczbie 200 dla wzorca ipo 50 ziarniakow z kazdego z poletek
reprodukcji, z trzech miejsc do$wiadczalnych) i z nawazek 40 mg tzw. prob zbiorczych
otrzymanych z wymieszania i zmielenia losowo wybranych 50 ziarniakow (w wariantach
wzorca i reprodukeji). Rozdziat biatek wykonano metoda "kwasnej" elektroforezy (A-
PAGE) w 7% zelu poliakrylamidowym, z uzyciem barwnikow — fioletu metylenowego
i zieleni metylowej do wyznaczania przebiegu elektroforezy (Brzezinski, 1993). Gluteniny
ekstrahowano 400 ul buforu Tris-HCI pH 7.85 z dodatkiem 2-merkaptoetanolu, w dwdch
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kombinacjach: z pojedynczych ziarniakow (w liczbie 200 dla wzorca i po 50 ziarniakdw
z kazdego z poletek reprodukcji, ztrzech miejsc do$wiadczalnych). Rozdziat biatek
wykonano metodg elektroforezy SDS-PAGE w 10% Zelu poliakrylamidowym,
z zastosowaniem dwoch zeli zageszczajacych, tzw. multistacking gels o st¢zeniach
poliakrylamidu 4% i 6% (Brzezinski, 1993). Zele utrwalano i barwiono roztworem 0,002%
Coomassie Blue R-250 z dodatkiem 5% TCA, odbarwiano 1% roztworem detergentu
i suszono w folii polietylenowej nasaczonej roztworem 10% glikolu etylenu.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza obrazéw elektroforetycznych uzyskanych dwiema metodami elektroforezy
potwierdza heterogenny, polimorficzny charakter zapasowych biatek nasion pszenzyta.
Obraz gliadyn pojedynczych ziarniakow wzorca odmiany Presto byl monomorficzny
(jednoliniowy) i sktadat si¢ z 37 prazkow (spektra wszystkich ziarniakow identyczne,
moga wystapic jedynie rdéznice intensywnosci zabarwienia prazkéw pomiedzy nasionami,
rys. 1).

W2zorzec I reprodukcja

Rys. 1. Elektroforegram gliadyn pojedynczych ziarniakoéw wzorca pszenzyta Presto i zebranych
z ro§lin trzeciego pokolenia reprodukcji w Olsztynie (zbiér 2000)
Fig. 1. The electrophoregram of gliadins of singular triticale grains (cv. Presto) of standard
and collected from 3" generation plants in Olsztyn (yield 2000)

Analiza elektroforegraméw prolamin pojedynczych ziarniakdw wzorca odmiany Bogo
wykazata zroznicowanie fenotypu biatkowego odmiany w postaci polimorfizmu (tj:
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dwuliniowosci) w stosunku do gliadyn, ziarniaki linii pierwszej (oznaczonej "I") majg 44,
a drugiej (oznaczonej "lI"") — 45 prazkéw (rys. 2). Okreslono czestotliwosé wystepowania
linii: I — 60%, 11 — 40%.

WZOTZEC | reprodukcja 5

Rys. 2. Elektroforegram gliadyn pojedynczych ziarniakéw wzorca pszenzyta Bogo i zebranych z roslin
trzeciego pokolenia reprodukcji w Olsztynie (zbi6ér 2000). a — linia I, b — linia II. Strzalki pokazuja
prazki réznicujace linie
Fig. 2. The electrophoregram of gliadins of singular triticale grains (cv. Bogo) collected from control
and 3" generation plants in Olsztyn (yield 2000). | — biotype I, Il — biotype I1. The arrows show the
differentiating bands

Po trzech latach reprodukcji obrazy biatek obydwu odmian nie zmienity si¢ w porow-
naniu z wzorcem. Pozostat ten sam uktad prazkéw iich liczba. Nie znaleziono réznic
W obrazie ziaren pomi¢dzy poletkami. U odmiany Bogo nie ulegta zmianie czgstotliwosé
wystepowania linii 11 1l (rys. 2). Metoda ekstrakcji gliadyn z prob zbiorczych pszenzyta
nie poprawia efektywnos$ci oceny struktury genetycznej. Niemniej tatwiejsza staje si¢
analiza elektroforetyczna takich prob. Obrazy sa bardziej wyrownane, zanikaja czasami
wystepujace roznice intensywnosci analogicznych prazkéw pomigdzy nasionami,
wynikajace z naturalnej zmiennosci nasion. Powtorzenia prob zbiorczych (kazde po 50
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ziarniakow) dajg identyczne obrazy. W elektroforegramie odmiany Bogo nie mozna
rozr6zni¢ dwoch linii, ,,zanika” polimorfizm gliadyn (rys. 3). Utatwia to poréwnywanie na
jednym zelu kilku proéb (po 50 ziaren zmielonych razem) reprezentujacych zbiory
z r6znych miejsc reprodukcji (rys. 3).

wzorzeel reprodukcja I wzorzec |reprodukcja
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Rys. 3. Elektroforegram gliadyn ekstrahowanych z ziarniakéw proéb zbiorczych pszenzyta Presto
i Bogo wzorca (5 powtorzen dla kazdej odmiany) i trzeciego pokolenia reprodukcji w Olsztynie (Ol.),
Sandomierzu (Sa.) i Lublinie (Lu.), zbiér 2000 r. Kropki pokazuja lokalizacj¢ prazkéw réznicujacych
odmiany
Fig. 3. The electrophoregram of gliadins extracted from grain bulk samples of triticale cv. Presto

and Bogo for standard (5 replicates for each variety) and 3 " generation plants, in Olsztyn (Ol.),
Sandomierz (Sa.) and Lublin (Lu.), yield 2000. The dots show bands which differ varieties

Elektroforetyczna analizg biatek prob zbiorczych zaleca si¢ przede wszystkim do badan
tozsamosci 1 identyfikacji roslin obcopylnych, charakteryzujacych si¢ duza, naturalng
zmienno$cig genetyczng nasion, jak: zyto, zycica, kostrzewa, koniczyna biata (Gardiner
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i in., 1986; Handbook of Variety Testing ISTA, 1992). Zaleta tej metody jest ,,usrednienie”
zmienno$ci genetycznej odmian. Uzyskane elektroforegramy biatek mogg by¢ markerem
odmiany i jej cechg tozsamosciows.

Obydwie odmiany byly pod wzglgdem glutenin monomorficzne (tj. jednoliniowe, rys.
4, 5). Elektroforegramy sktadaja si¢ z 42 prazkow (u Presto) i 38 prazkow (u Bogo).

Nie stwierdzono zmian we frakcjach glutenin obydwu odmian po trzech latach
reprodukcji, ani wptywu miejsca reprodukcji na obraz biatek (rys. 4, 5). U obydwu odmian
nie r6znily si¢ obrazy glutenin nasion zebranych z réznych poletek.
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Rys. 4. Elektroforegram glutenin pojedynczych ziarniakéw pszenzyta Presto wzorca i zebranych
z roslin trzeciego pokolenia reprodukcji w Olsztynie(zbiér 2000). Kda — marker masy czasteczkowej
w kilodaltonach
Fig. 4. The electrophoregram of glutenins of singular triticale grains (cv. Presto) for standard and 3™
generation plants in Olsztyn (yield 2000). Kda — molecular weights (in kilodaltons) of reference
marker proteins

Rezultaty niniejszych badan pozwalajg na sformulowanie twierdzenia, ze w analizo-
wanym okresie reprodukcji, stosunkowo krotkim (trzy lata), nie zaszty zmiany w struktu-
rze genetycznej u badanych odmian pszenzyta. Odmiany te okazaty si¢ stabilne. Stabilnosé¢
genetyczna zostala zachowana zarowno uodmiany monomorficznej (Presto), jak
i polimorficznej (Bogo). Nie zmienily si¢ nasiona wzorca z przechowalni, a przede
wszystkim nasiona otrzymane z reprodukowanych roslin trzeciego pokolenia.

203



Jerzy Drzewiecki ...

Nie sg znane z literatury prace o trwatoéci genetycznej pszenzyta ocenianej metodami
markerow elektroforetycznych, czy to pochodzacego wprost z produkcji nasiennej, czy tez
reprodukowanego z przechowalni bankéw genéw. W przypadku pszenicy zaobserwowano
niepokojace zjawisko zmian genetycznych w nasionach przechowywanych w bankach
genéw, mimo zachowywania optymalnych warunkéw przechowywania (Paneva i in.,
2002).

kDa WEDTZEC ' I . reprodukeja
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Rys. 5. Elektroforegram glutenin pojedynczych ziarniakéw pszenzyta Bogo wzorca i zebranych z roslin
trzeciego pokolenia reprodukcji w Sandomierzu (zbiér 2000). Kda — marker masy czasteczkowej
w kilodaltonach
Fig. 5. The electrophoregram of glutenins of singular triticale grains (cv. Bogo) collected from control
and 3" generation plants in Sandomierz (yield 2000). Kda — molecular weights (in kilodaltons)
of reference marker proteins

Swiadczyloby to o znaczacym, réznicujacym wplywie starzenia si¢ nasion na ich
zywotnos$¢. Zjawisko takie zaobserwowano u odmian populacyjnych, polimorficznych,
wieloliniowych (ziarniaki ,,wypadaja” w réznym stopniu, w zaleznosci od linii, zatem
moze zmienia¢ si¢ proporcja linii), anawet umonomorficznych, jednoliniowych,
z chromatyng 1R, co wykazata Peneva i wsp. (2002). Autorki wykazaty, ze tylko u trzech
(z badanych 19) odmian pszenicy ze zamienionym chromosomem 1B na 1R lub
translokacja T1BL-1RS, 0 zr6znicowanym pochodzeniu geograficznym, reprodukowanych
przez 1-2 lata nie nastapity zmiany genotypowe w postaci zmian fenotypu biatkowego.
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U pozostatych, w zalezno$ci od odmiany, od 14 do 90% ziarniakoéw zachowywalo
oryginalny, zgodny z wzorcem z kolekcji obraz gliadyn i glutenin. Autorki uwazaja, ze
najczestsza przyczyng zmian jest eliminacja materialu genetycznego chromosomu 1RS: na
elektroforegramach nie wida¢ charakterystycznego dla krotkiego ramienia chromosomu
zyta 1RS uktadu prazkow gliadynowych okreslanych jako blok markerowy ®234 y5 (lub
GLD 1B3). Istnieje zatem niebezpieczenstwo zmian struktury genetycznej, zawezenie
zmienno$ci odmian i utraty cennych dla hodowli i nauki cech biologicznych.

Badane odmiany pszenzyta okazaty si¢ stabilne. Nie stwierdzono obnizenia zdolno$ci
kietkowania nasion w wyniku reprodukcji (Matuszynska, 2002). Nie nastapito mozliwe
zjawisko dryftu genetycznego. Badano tylko dwie odmiany pszenzyta, przechowywane
przez krotki okres inie mozna kategorycznie twierdzi¢, ze pszenzyto zachowuje si¢
inaczej, jest bardziej trwale. By¢ moze zmiany genetyczne pszenicy byly spowodowane
dhuzszym okresem przechowywania. O ile zmiany struktury genetycznej starych odmian
pszenic polimorficznych po przechowywaniu sg zrozumiate i mozliwe (nierdownomierny
spadek kielkowania), o tyle zastanawiajace jest, ze odmiany pszenic z chromatyng R
reprodukowane, ulegaty wiekszym lub mniejszym zmianom. By¢ moze w przypadku
niektorych odmian zbierano material zanieczyszczony, tym bardziej, ze Peneva i wsp.
(2002) przyznaje mozliwos¢ zanieczyszczenia mechanicznego. Pod wzgledem czystosci
genetycznej odmiana Beno reprodukowana w dwdch miejscach, w pierwszym okazata si¢
catkowicie zgodna z oryginalem, a w drugim jej czysto$¢ obnizyta si¢ do 58%. Na btad
oceny w niektorych przypadkach mogta sktada¢ sie takze niedostateczna liczba analizo-
wanych nasion (10 ziaren oryginalu i 20-25 z reprodukcji), gdy do analizy czystosci
genetycznej (odmianowej) zaleca si¢ rozdzial dla minimum 50 ziarniakéw (ISTA
Electrophoresis Handbook, 1992).

W literaturze brak doniesien o zmianach struktury genetycznej zbdz podczas produkcji
nasiennej. Jedynie Konovalov i wsp. (1992) stwierdzit zmiany w proporcji biotypow
glaidynowych u pszenicy jarej Akademitskaja. Cooke (inf. ustna, 2001) twierdzi na
podstawie wieloletniego do§wiadczenia z monitorowaniem produkcji nasiennej metoda
markeréw biatkowych, Ze pszenica nie wyradza si¢, nawet u odmian wieloliniowych.
Jedynie udwoch préb jeczmienia znaleziono w NIAB Cambridge zmiany, przypisane
raczej zanieczyszczeniom w trakcie reprodukcji.

Zagadnienie wyradzania odmian jest zjawiskiem ztozonym. Wedlug Krzymuskiego
(1994) przyczyny genetyczne wyradzania si¢ odmian dziatajg stabiej niz pogarszanie sig¢
warto$ci siewnej nasion spowodowane warunkami srodowiskowymi i agrotechnicznymi.
W produkcji nasiennej pszenzyta gldwna przyczyna obnizania jako$ci nasion, a w kon-
sekwencji i wyradzania si¢ sg zamieszania mechaniczne nasionami innych odmian
pszenzyta i zboz (Kwiatkowski, 2000).

Celowa jest kontynuacja badan na nastgpnych generacjach pszenzyta.
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WNIOSKI

1. Nie stwierdzono roznicy obrazu elektroforetycznego bialek zapasowych pomiedzy
wzorcem a trzecig generacjg pszenzyta odmian Bogo i Presto.

2. Odmiany Bogo i Presto byly stabilne pod wzglgdem obrazu gliadyn i glutenin po
trzyletniej reprodukcji.

3. W obrazie elektroforetycznym gliadyn préb zbiorczych ziarniakéw odmiany Bogo nie
wida¢ polimorficznej zmienno$ci nasion.

4. Elektroforegram gliadyn odmiany Bogo, uzyskany z prob zbiorczych nie moze by¢
wykorzystany do oceny czystoSci genetycznej prob ani struktury genetycznej odmian,
ale moze utatwi¢ weryfikacj¢ tozsamosci i trwatosci.
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