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Evaluation of genetic variation of inbred lines and a degree of hybridity of rye
by SDS-PAGE method

Obiektem badan bylo 14 mieszancow F1 otrzymanych ze skrzyzowania 13 linii pochodzacych
z glebokiego chowu wsobnego o réznym poziomie tolerancji na niedobory pokarmowe w podlozu
w fazie siewki. Linie rodzicielskie pochodzily z kolekcji: Katedry Hodowli Roslin Akademii Rolniczej
w Szczecinie i Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Ros$lin SGGW w Warszawie, mieszance
F1 z badan wiasnych. Genotypy mieszancéw F1 iich form rodzicielskich poréwnywano w oparciu
0 analiz¢ biatek zapasowych metoda SDS-PAGE w uktadzie nieciaglym na dwoch rodzajach zeli
poliakrylamidowych (4 i12%) w aparacie Mini Protein II przy stalym nat¢Zzeniu pradu 50 mA.
Otrzymane rozdziaty elektroforetyczne analizowano pod wzglgdem liczby i masy prazkow w swietle
przechodzacym skanera Sharp JX-330 za pomoca programu komputerowego ,,Diversity one 1.3”. Na
podstawie otrzymanych wynikow badan stwierdzono, ze linie wsobne mimo réznic fenotypowych
(poziom tolerancji) nalezaty do tych samych grup podobienstwa genetycznego. Analiza zmiennosci
elektroforetycznej sekalin mieszancow Fi otrzymanych ze skrzyzowania tych linii wykazata
u wigkszosci z nich obecno$¢ markeréw biatkowych obu komponentéw rodzicielskich. Najliczniejsza
grupe stanowily mieszance, u ktorych przewazaty prazki mateczne (podobienstwo genetyczne 61—
94%). Otrzymane wyniki badan wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania testu SDS-PAGE do oceny
mieszancowosci F1 zyta.

Stowa Kkluczowe: linie wsobne, mieszance F1, SDS-PAGE, polimorfizm

The object of the studies were 14 F1 hybrids obtained by crossing 13 inbred lines of different
tolerance to nutrient deficiency in the medium at a seedling stage. Parental lines originated from the
collection of: the Department of Plant Breeding of Szczecin Agricultural University and the Department
of Plant Genetics, Breeding and Biotechnology of Warsaw Agricultural University, and F1 hybrids
originated from our earlier studies. Genotypes of F1 hybrids and their parental forms were compared
on basis of analysis of storage proteins using SDS-PAGE test (discontinuous system) performed on two
kinds of polyacrylamide gels (4 and 12.5%) in Mini Protein Il apparatus at constant voltage 50 mA.
The obtained electrophoretic patterns were analyzed by means of the computer programme Diversity
one 1.3” to evaluate the number and weight of bands in the light of a scanner Sharp JX-330. It was
found that despite phenotypic differences (tolerance level) inbred lines belonged to the same group of
genetic similarity. Analysis of electrophoretic variation of secalin in F1 hybrids obtained by crossing
inbred lines showed the presence of protein markers of both parental components the great majority of
hybrids. The hybrids, in which maternal bands dominated (genetic similarity 61-94%) were prevalent.
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The results indicate that SDS-PAGE test may be used to evaluation of a degree of rye varieties
hybridity.

Key words: inbred lines, F1 hybrids, SDS-PAGE, polymorphism
WSTEP

Zyto ozime Secale cereale L. jest jednym z najtrudniejszych obiektéw hodowli (Wolski,
1985). Sktada si¢ na to jego obcoptodnos¢, niedostateczna wcigz znajomo$¢ dziedziczenia
si¢ wielu waznych gospodarczo cech iwlasciwosci oraz male zainteresowanie nim
hodowcow wigkszosci krajow $wiata.

Uzyskanie nowej odmiany tej rosliny, lepszej od odmian juz istniejgcych jest trudne
i kosztowne. Wymaga bowiem réwnoleglego stosowania réznych materiatdw wyjscio-
wych, nowych metod, jak odmian populacyjnych, jak i mieszancowych zyta. Te ostatnie
sg coraz bardziej popularne, zarowno wsrdéd hodowcow, jak i producentow tej rosliny
(Kadtubiec, 2002).

Duze podobienstwo genetyczne odmian roslin uprawnych sprawia, ze hodowcy
odchodzg od markerow morfologicznych pomocnych przy doborze materiatow wyjscio-
wych do hodowli zastepujac je markerami biatkowymi i DNA (Rom i in., 1995; Baranski,
1997). Uzywaja ich rowniez do oceny czystoSci odmianowej nasion odmian mieszan-
cowych. W tym ostatnim przypadku wykorzystuja najczgsciej markery molekularne
RAPD, RFLP.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie w oparciu 0 elektroforeze SDS-PAGE zr6zni-
cowania genetycznego wsobnych linii zyta oraz jej przydatnosci do charakterystyki
mieszancowosci F1 zyta.

MATERIAL I METODY

Obiektem badan byto 13 linii wsobnych Zyta o réznym stopniu tolerancyjnosci na
niedobory N i K w podtozu w fazie siewki oraz 14 mieszancéw F; otrzymanych z ich
skrzyzowania (tab. 1). Linie o numerach od 1 do 7 pochodzity z kolekcji Katedry Hodowli
Roslin AR w Szczecinie, od 8 do 13 z Katedry Genetyki, Hodowli i Biotechnologii Roslin
SGGW w Warszawie, a linie 39, 42 i57 wyprowadzono z materiatdw hodowlanych
ZDHAR Smolice. Wszystkie uzyte do badan linie Zyta byly potomstwem pdznych pokolen
chowu wsobnego. Mieszance Fi otrzymano w ramach badan prowadzonych w Zaktadzie
Hodowli Roslin Ogrodniczych AR w Szczecinie. Genotypy linii rodzicielskich i potomstw
F1  porébwnywano w oparciu o0 elektroforetyczne rozdziaty biatek zapasowych
przeprowadzonych w 3 powtorzeniach, technika SDS-PAGE wedlug metody opisanej
przez Westermeiera (1997).

Bialka zapasowe wymienionych genotypoéw zyta izolowano z 5 losowo wybranych
z kazdej probki ziarniakow zyta, z kazdego oddzielnie a po sprawdzeniu ich jednorodnos$ci
genetycznej tworzono probke zbiorczg sktadajacg si¢ z 40 ul sekalin kazdego z ziarniakdw.
Elektroforez¢ prowadzono w ukladzie nieciaglym wdwoch rodzajach  Zeli
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poliakrylamidowych: zaggszczajacym (4%) irozdzielajacym (12%) w obecnosci buforu
Tris-Glycine-SDS.

Tabela 1
Pochodzenie linii rodzicielskich. Kombinacje krzyzowan
Origin of parental lines. Cross combinations

Lp. Linia wsobna Pochodzenie Zrodto pytku
No. Inbred lines Origin Source of pollen
1. 723/81k-122 S. montanum x S. kuprianovi x S. cereale Ot 0-25%; Ot 0-20?
2. 143/79-9! S. montanum x S. kuprianovi x S. cereale Ot 0-25!

3. 153/79-1-5! S. montanum x S. kuprianovi x S. cereale Ot 1-3°

4, Ot 0-25¢ Otello

5. 0Ot0-20? Otello

6. Ot1-3° Otello

7 Ot 0-6* Otello Ot 1-32

8. 622 Pancerne 392

9. 39 nieznane — unknown 602, 482

10. 48° nieznane — unknown 602, 422

11. 602 Pancerne 422,622

12. 422 nieznane — unknown

13. 57 nieznane — unknown 602, 422

1 Tolerancyjna na niedobory N i K, tolerant to N and K deficit
2 Srednio tolerancyjna, mean tolerant
3 — Nietolerancyjna, non-tolerant

Polimeryzacji zeli dokonano w obecnosci 10 ul TEMED-u i 50 ul APS (nadsiarczanu
amonu). Rozdziat bialek prowadzono przez 4 godziny na dwdch typach aparatow: Mini
Protean Il (Bio-Rad) i Multiphor II (Pharmacia LKB), przy stalym nat¢zeniu pradu 50 mA.
Wzorcem masowym byta mieszanina rekombinowanych biatek o masach od 15 do 83 kDa
(Terpol). Po przeprowadzeniu rozdziatéw zele barwiono roztworem Coomassie R-250,
a nastepnie odbarwiano w roztworze 10% etanolu i 20% kwasu octowego. Nastgpnie
moczono je w roztworze gliceryny isuszono przez 3 dni w temperaturze pokojowej.
Wysuszone zele analizowano w $wietle przechodzacym przy uzyciu skanera Sharp JX-330
(Pharmacia LKB), aotrzymane cyfrowe obrazy opracowywano w oparciu o pakiet
programu komputerowego ,,Diversity one 1.3”. Ustalono liczb¢ i mas¢ wyodrebnionych na
zelu prazkow biatkowych, prazki biatkowe pogrupowano w zaleznosci od ich masy
(dhugosci polipeptydu) do odpowiednich frakcji biatkowych, okreslono podobienstwo
genetyczne linii wsobnych zyta oraz ustalono obecnos$¢ prazkow biatkowych liniowych
komponentéw rodzicielskich w obrazach ich mieszancow.

WYNIKI

Wybrane do krzyzowan linie wsobne Zyta charakteryzowaty si¢ matg zmiennoscig pod
wzgledem liczby wyodrebnionych na elektroforegramach polipeptydow (rys. 1, 2). Ich
liczba wahata si¢ od 19 do 22 polipeptydow ogdtem. Najwigkszym polimorfizm obserwo-
wano we frakcjach yao i y7s, przy czym nie dotyczyt on raczej liczby, ale masy widocznych
na elektroforegramach polipeptydow (rys. 1, 2). Wszystkie linie r6znit specyficzny wzor
prazkowy pozwalajacy zidentyfikowa¢ kazda zbadanych linii. U wigkszosci z nich
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wystepowal we frakcji yso prazek o masie 43 kDa. Nie byl on jednak zwigzany
Z tolerancyjnoscia na niedobory N i K w podtozu (Rzepka-Plevnes, Smolik, 2001).
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prazki specyficzne dla mieszanca i matecznej linii rodzicielskiej; bands specific for hybrid and female

parental line of rye

................... prazki charakterystyczne dla mieszanca i ojcowskiej linii rodzicielskiej; bands specific for hybrid and male
parental line of rye

................... prazki nie stwierdzone u genotypow rodzicielskich, ale wykryte u mieszanca; bands not found in by parental
lines, but observed in hybrids

Rys. 1. Obrazy elektroforetyczne sekalin linii rodzicielskich zyta i ich mieszancow F1 z zaznaczeniem
specyficznych dla testowanych genotypow ukladéw prazkéw bialtkowych
Fig. 1. Electrophoretic patterns for secalins in parental lines and F1 hybrids of rye with specific protein
bands for tested genotypes

Analiza dendrogramu skonstruowanego w oparciu 0 indeksy podobienstwa pozwolita
pogrupowaé badane linie w zalezno$ci od ich pochodzenia. Na ogét linie o podobnym
rodowodzie byly laczone w obrebie tej samej grupy. Podobienstwo migdzy liniami wahato
si¢ od 74 do 95%. W grupie linii pochodzacych z kolekcji AR w Szczecinie wynosito 74,4
do 88%, kolekcji SGGW w Warszawie od 80,1 do 95%.

Otrzymane w wyniku krzyzowan linii wsobnych mieszance Fi charakteryzowatla
obecno$¢ prazkow biatkowych obu komponentéw rodzicielskich (rys. 1, 2, 3).
U wigkszo$ci z nich obserwowano jednak wigksze podobienstwo do linii matecznej, niz
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ojcowskiej. Wsrod otrzymanych mieszancow F1 byty rowniez takie, u ktérych w obrazach
elektroforetycznych identyfikowano obecnos¢ wigkszej liczby polipeptyddéw ojcowskich.
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Rys. 2. Obrazy elektroforetyczne sekalin linii rodzicielskich zyta i ich mieszancow F1 z zaznaczeniem
specyficznych dla testowanych genotypow ukladéw prazkoéw bialtkowych
Fig. 2. Electrophoretic patterns for secalins in parental lines and F1 hybrids of rye with specific protein
bands for tested genotypes

Na podstawie otrzymanych wynikow u wszystkich mieszancéw Fi stwierdzono
wystepowanie w obrebie sekalin wysokoczgsteczkowych HMW rodzicielskich polipepty-
déw o masach 101,7 i 104,8 kDa. Polimorficzng frakcja biatek okazata sie u nich frakcja
®. Obserwowane w niej réznice, dotyczyly obecnosci lub braku prazkoéw biatkowych,
typowych dla linii rodzicielskich. Byly to nastgpujace liniowe mieszance Fi: 48 x 42, 48 x
60, 39 x 48, 62 x 42, 723/81, k-12 x Ot O-20, 723/81,k-12 x Ot 0-25 oraz Ot 0-6 x Ot 1-3.
Dla mieszancow tych polimorficznymi okazaty sie biatka frakcji @ 0 masach: 75,7, 75,9,
77 kDa. Brak polipeptyddw rodzicielskich obserwowano u mieszancow Fi: 57 x 48, 62 x
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39, 39 x 60, 57 x 60, 60 x 62, 723/81, k-12 x Ot O-25 i 153/79-1-4 x Ot 1-3. Kolejna
z wyodrebnionych na elektroforegramach mieszancow Fi1 frakcje sekalin s
charakteryzowat podobny do frakcji ® polimorfizm oraz obecnos¢ wszystkich prazkow
rodzicielskich (rys. 1, 2). Roznice migdzy nimi polegaly na tym, ze mieszance F1: 57 x 48,
39 x 48, 60 x 62, 723/81, k-12 x Ot O-20, 723/81, k-12 x Ot 0-25 miaty w omawianej
frakcji sekalin prazki ojcowskie, pozostale za$ zbadanych mieszancow — prazki
mateczne.

Podobnie polimorficzng u badanych mieszancow Fi, okazata si¢ frakcja biatek naj-
1zejszych — va0. Polipeptydy tej frakcji wystepowatly na elektroforegramach w roéznych
uktadach pozwalajacych okresli¢ ich pochodzenie. Przy czym u jednych mieszancow Fi
obserwowano w tej frakcji zwiekszong liczbe prazkéw matecznych (48 x 42, 62 x 39, 62
x 42,723/81,k-12 x Ot O-20, 723/81,k-12 x Ot 0-25, 143/79-9 x Ot 0-25, 153/79-1-4 x Ot
1-31 0t 0-6 x Ot 1-3), a u innych (57 x 48, 60 x 62, 723/81,k-12 x Ot O-20) przewazaty
prazki ojcowskie. Relacje podobienstw genetycznych miedzy mieszancami F1 w tej frakcji
polegaty na tym, ze polipeptydy wystepowaty w nich w réznych uktadach, dziedziczonych
zar6wno po matce, jak i po ojcu (rys. 1, 2, 3).
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Rys. 3. Elektroforetyczny obraz sekalin wybranych linii wsobnych zZyta i ich mieszancow F1
z zaznaczeniem niektérych polipeptydow specyficznych dla mieszanca i danej linii rodzicielskiej
Fig. 3. Electrophoretic patterns for secalins in some inbred lines of rye and their F1 hybrids with
polypeptides specific for both a hybrid and a parental line

Analiza drzewa podobienstwa filogenetycznego mieszancow Fi, uwzgledniata ich
podobienstwo do linii rodzicielskich. I tak mieszance Fi: 39 x 48, 57 x 60, 60 x 42,
723/81,k-12 x Ot O-25, Ot 0-6 x Ot 1-3, 48 x 60, 153/79-1-4 x Ot 1-3 wykazywaty bardzo
bliskie podobienstwo do form matecznych odpowiednio: 94,1%, 75%, 61,5%, 73,2%,
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89,7%, 90% 1 91,9%, a do linii ojcowskich mieszance: 62 x 39 (76,9%), 60 x 62 (63,9%),
723/81,k-12 x Ot O-20 (79,1%). U pozostatych mieszancow obserwowano odmienne od
wyzej przedstawionych relacje podobienstw i polegaty one na tym, ze linie rodzicielskie
byly do siebie bardziej zblizone genetycznie, niz do mieszancow Fi (rys. 1, 2, 3).

DYSKUSJA

Rozwoj technik biologii molekularnej sprawit, ze coraz wigcej hodowcow poszukuje
tanich i szybkich metod oceny jednorodnosci mieszancow Fi. Mozna w tym celu wyko-
rzysta¢ zarowno markery biatkowe, jak i markery DNA (Dubreuil i in., 1999; Atienzai in.,
2000). Obie te metody pozwalajg porowna¢ zaré6wno genotypy rodzicielskie, jak
i otrzymane w wyniku ich krzyzowania mieszance F1 (Welsh i in., 1995). Podstawowym
warunkiem wykorzystania wymienionych metod jest znalezienie markeréw, pozwala-
jacych réznicowac badane populacje rodzicielskie migdzy sobg oraz jednorodnos¢ form
rodzicielskich uzytych do krzyzowan (Waga, 1991).

Badania Orellana iwsp. (1993) oraz Niedzielskiego iwsp. (1997) dowiodly, ze
elektroforetyczna analiza biatek zapasowych, podobnie jak i DNA, jest metoda przydatng
do oceny czysto$ci mieszancéw F1. Pierwszy z nich badal polimorfizm biatek zapasowych
dwoch linii wsobnych zyta 8t i 6Ri, drugi — serii linii S1/96. Obaj wykazali, ze linie
wsobne rdznig si¢ migdzy sobg genotypowo, a przejawia si¢ to obecnoscig lub brakiem
polipeptydow w danej frakcji sekalin i jest prawdopodobnie wynikiem réznej ekspresji
genow kodujacych biatko danej frakcji. Podobienstwo genetyczne badanych przez
Niedzielskiego i wsp. (1997) linii wsobnych serii S1/96 miescito si¢ w granicach 60-90%,
a najwieksze zréznicowanie obserwowano w przypadku sublinii wyprowadzonych z tej
samej populacji zyta. Podobne do wyzej opisanych wyniki badan nad stonecznikiem
otrzymali Varier i wsp. (1992), a nad kukurydza — Drzewiecki i wsp. (1997).

Wyniki niniejszych badan sg zgodne w wynikami zawartymi w cytowanych pracach.
Wybrane do krzyzowan linie réznity si¢ miedzy soba liczbg prazkow biatkowych, przy
czym na ogo6t zalezato to od ich pochodzenia. Ponadto r6znity si¢ one masa wyodrgbnio-
nych prazkow biatkowych. Najwickszy polimorfizm pod wzgledem ich liczby i masy
prazkow dotyczyl frakcji o, y7s, ys0. Rowniez okreslone na podstawie analizy drzewa
podobienstwa filogenetycznego podobienstwo genetyczne badanych linii zalezato od
pochodzenia danej linii wsobnej. Wyjatek stanowity linie: 39 i42, z kolekcji SGGW
w Warszawie.

Wedlug Shewry’ego i wsp. (1984), Sozinova (1987), Drzewieckiego (1997) kodomi-
nacyjny charakter dziedziczenia biatek zapasowych umozliwia obserwowanie w obrazach
elektroforetycznych mieszancow Fi polipeptydoéw charakterystycznych dla obu kompo-
nentow rodzicielskich. Stad o poprawnosci przeprowadzonych krzyzowan w przypadku
biatek zboz $wiadczy¢ moze obecno$¢ obok prazkéw matecznych takze wystgpowanie
prazkow charakterystycznych dla formy ojcowskie;.

Wyniki badan wlasnych potwierdzity kodominacyjny charakter dziedziczenia si¢ biatek
zapasowych u zyta. W obrazach elektroforetycznych 14 mieszancow Fi obserwowano
markery bialkowe obu komponentéw rodzicielskich, przy czym u wigkszo$ci z nich

315



Mitosz Smolik ...

przewazaly prazki mateczne. Czg¢$¢ jednak mieszancow F1 wykazata wigksze genotypowe
podobienstwo linii ojcowskich. Bylty wsrod mieszancow Fp takze takie, u ktérych na
elektroforegramie nie obserwowano polipeptydow rodzicielskich. Dotyczyto to
mieszancow, ktore otrzymano w wyniku skrzyzowania linii wykazujacych bardzo bliskie
podobienstwo genetyczne. Tego typu zjawisko u mieszancow Fi Payne iwsp. (1982)
thumacza duzg czestotliwoscig zmian mutacyjnych w bialkach prowadzacych do powsta-
wania tzw. null alleli. Ich efektem moze by¢ zablokowanie ekspresji genu kodujgcego
poszczegolne sktadniki biatek zapasowych.

WNIOSKI

1. Polimorfizm bialek zapasowych badanych linii wsobnych dotyczy przede wszystkim
masy czasteczkowej wyodrebnionych polipeptydow. Wahata si¢ ona od 5,0 do
104,5 kDa. Dla kazdej z badanych linii mozna byto ustali¢ specyficzny dla niej wzor
prazkow biatkowych.

2. Zgodnie z oczekiwaniem u wigkszo$ci mieszancoéw Fi dziedziczenie biatek zapaso-
wych zyta ma charakter kodominacyjny, wyrazajacy si¢ obecnoscig prazkow obu
rodzicoOw uzytych do krzyzowania. Przy czym u wigkszosSci z nich przewazaty prazki
mateczne. Podobienstwo genetyczne migdzy liniami rodzicielskimi a mieszancami F1
miescito sie w granicach od 61,5 do 94,1% i bylo na ogot skorelowane z ich pocho-
dzeniem.

3. Elektroforeza biatek zapasowych zyta PAGE w obecnosci siarczanu dodecylu sodu
(SDS) stanowi przydatne narzedzie identyfikacji linii wsobnych zyta i ich mieszancow
Fi.
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