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Genetyczne zrdéznicowanie bialek zapasowych
kilkunastu odmian pszenzyta ozimego
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Genetic variability of storage proteins in some winter triticale (X Triticosecale
Wittmack) varieties

Celem niniejszej pracy byto okreslenie genetycznego polimorfizmu 15 odmian pszenzyta (Dagro,
Moniko, Salvo, Fidelio, Lamberto, Pronto, Kitaro, Woltario, Tevo, Disco, Moreno, Presto, Prego,
Chrono, Lasko) w oparciu technik¢ SDS-PAGE. Na otrzymanych dla wymienionych odmian pszenzyta
elektroforegramach obserwowano od 19 (Presto) do 27 (Salvo, Fidelio iLamberto) prazkow
biatkowych. Ich masa wahata si¢ od 105,8 do 18,4 kDa. W zalezno$ci od masy zaliczono je do czterech
frakeji biatkowych: HMW, o, y75, y40 0 masach odpowiednio: > 100, 100 — 75, 75 — 40 i < 40 kDa.
We frakcji biatek najcigzszych — HMW, u wigkszosci odmian stwierdzono obecno$¢ 2 polipeptydow
omasie 105,8 i101 kDa. Wyjatek stanowily odmiany: Dagro, Lamberto i Kitaro, u ktdrych
w omawianej frakcji bialek wykazano obecno$¢ 1 polipeptydu 0 masie 101 kDa. We frakcji biatek ®
wykazano obecnos¢ od 1 (Kitaro) do 6 (odmiana Lamberto) prazkow biatkowych. Polimorficznymi
okazaly sie prazki o masie: 99,2; 95,09; 87,9; 83,44 i81,6 kDa. Obserwowano je bowiem na
elektroforegramach w r6znych uktadach. Frakcja biatek yzs liczyta od 7 do 9 prazkoéw o masie od 74,9
do 41,9 kDa. Polimorficznymi okazaty si¢ polipeptydy: 72,31; 70; 68,8 i 65,11 kDa. Najlzejsza frakcja
biatek zapasowych y4o liczyta od 9 do 12 prazkow biatkowych 0 masie od 39,6 do 18,4 kDa. Analiza
drzewa podobienstwa filogenetycznego wykazata, ze badane odmiany pszenzyta byly do siebie
podobne w zakresie od 73,7 do 93,6%. Podzielono je przy tym na 5 réznych grup podobienstw
genetycznych.

Stowa kluczowe: gliadyny, odmiany, polimorfizm, pszenzyto, SDS-PAGE

The aim of this work was to determine the genetic polymorphism of 15 varieties of triticale (Dagro,
Moniko, Salvo, Fidelio, Lamberto, Pronto, Kitaro, Woltario, Tevo, Disco, Moreno, Presto, Prego,
Chrono, Lasko) on the basis of SDS-PAGE technique. From 19 (Presto) to 27 (Salvo, Fidelio and
Lambert) protein bands were observed on the electrophoregrams obtained for the abave triticale
varieties. Their weight varied from 105.8 to 18.4 kDa. According to the weight they were classified in
four protein fractions: HMW, ®, y7s and yso with weight: > 100, 100 — 75, 75 — 40, and < 40 kDa,
respectively. In the fraction including the heaviest proteins (HMW) the majority of varieties showed
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the presence of 2 polypeptides of 105.8 and 101 kDa. The exception were varieties Dagro, Lamberto
and Kitaro because they showed the presence of 1 polypeptide of 101 kDa. In fraction ® the presence
of 1 (Kitaro) to 6 (Lamberto) protein bands was observed. The bands of 99.2, 95.09, 87.9, 83.44 and
81.6 kDa appeared to be polymorphic. In this fraction, they were observed on the electrophoregrams in
different arrangements. Protein fraction yzs consisted of 7 to 9 bands of weight ranging from 74.9 to
41.9 kDa. The polypeptides 72.31, 70; 68.8; and 65.11 kDa turned out to be polymorphic. The lightest
fraction of the storage proteins (y4o0) contained 9 to 12 protein bands of weight ranging from 39.6 to
18.4 kDa. The analysis of the tree of the phylogenetic similarity showed that the examined varieties of
triticale were similar to each other in the range from 73.7 to 93.6%. They were divided into 5 different
groups of genetic similarities.

Key words: gliadins, polymorphism, SDS-PAGE, triticale, varieties
WSTEP

Dynamicznie rozwijajaca si¢ biologia molekularna stworzyla nowe metody analizo—
wania zmienno$ci genetycznej (Waga, 1987; Marczewski, 1995). Znalazty one szerokie
zastosowanie w charakterystyce materialow wyjsciowych, ocenie odrebnosci genetycznej
odmian, ich wyréwnania i trwatosci a przede wszystkim w wykrywaniu markerow cech.

U roslin zbozowych szczegoélnie interesujgca grupe markeréw stanowia prolaminy —
biatka zapasowe ziarniakow zbdz (Sozinov, 1987; Waga, 1991). Sg one bezposrednimi
produktami dziatania gendw, ana zmienno$¢ Wich obrebie nie wplywaja czynniki
srodowiskowe (Waga, 1987).

Zdaniem wigkszosci autorow charakterystyka prolamin prowadzona z zastosowaniem
elektroforezy SDS-PAGE umozliwia w sposob doktadny, szybki ipowtarzalny cha-
rakterystyke tej grupy biatek, rozszerzajac tym samym opis badanych odmian roslin zbo-
zowych.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie rdznic genotypowych mie¢dzy badanymi
odmianami pszenzyta W oparciu 0 analiz¢ sktadu frakcji biatek zapasowych przy uzyciu
elektroforezy SDS-PAGE.

MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowily ziarniaki 15 odmian pszenzyta otrzymane z Hodowli
Odmian ,,Danko” Sp. z 0.0. Oddziat Matyszyn (Chrono) Z Hodowli Roslin: Oddziat Debina
(Dagro, Moniko, Salvo, Woltario), Oddziat Dankéw (Kitaro, Tewo, Prego), Oddziat Laski
(Fidelio, Pronto, Disco, Lasko) i Oddziat Choryn (Moreno, Presto, Lamberto). Biatka
zapasowe wymienionych genotypow pszenzyta izolowano, rozdzielano elektroforetycznie
i barwiono wedlug metod opisanych przez Westermeiera (1997). Prolaminy ekstrahowano
z maki otrzymanej z przemiatu 5 pojedynczych ziarniakow kazdej z badanych odmian
pszenzyta. Do izolacji biatek z tak otrzymanej probki zastosowano 400 ul — 70% etanolu.
Po 18 godzinnej inkubacji probki zwirowano, a nastepnie suszono i mieszano je z buforem
ekstrakcyjnym sktadajacym sie¢ z: ddH.0, 0,5 M Tris-HCI, o pH 6,8, gliceryny, 10% (w/v)
SDS, 2-mercaptoetanolu i 1% bigkitu bromofenolowego w ilosciach, odpowiednio: 15,2;
4,0; 3,20; 6,40; 1,60 i 1,60 ml w przeliczeniu na 32 ml buforu ekstrakcyjnego. Rozdziaty
elektroforetyczne przeprowadzono najpierw dla prolamin izolowanych z5 losowo
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wybranych ziarniakow kazdej z odmian pszenzyta. Po sprawdzeniu ich jednorodnosci
genetycznej, dla kazdej z nich tworzono probke zbiorcza sktadajaca si¢ z 40 ul roztworu
gliadyn kazdego z przebadanych wcze$niej ziarniakéw. Na zel nanoszono po 15 ul prébki
zbiorczej. Elektroforeze¢ prowadzono W uktadzie niecigglym w dwoch rodzajach zeli
poliakrylamidowych — zaggszczajacym (4%) i rozdzielajacym (12,5%) w obecnosci
buforu Tris-glicyna z dodatkiem soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS). Zele
polimeryzowano dodajac do mieszaniny akrylamidow 15 ul TEMED-u i 150 pl 10% APS
(nadsiarczanu amonu). Rozdzial biatek prowadzono w aparacie Multiphor 1l (Pharmacia
LKB), przy stalym nate¢zeniu pradu 50 mA. Wzorcem masowym byta mieszanina biatek
rekombinowanych o masach od 14,4 do 116,0 kDa (Fermentas MBI). Po zakonczeniu
rozdziatu zele barwiono W roztworze Comassie Brillant Blue R-250, a po odbarwieniu
utrwalano w 20% roztworze glicerolu. Wysuszone zele skanowano (Sharp JX-330 —
Pharmacia LKB), aotrzymane obrazy cyfrowe opracowywano w oparciu o pakiet
programu komputerowego ,,Diversity one 1.3” (Pharmacia LKB). Ustalono liczbe i mase
wyodrgbnionych na zelu prazkéow biatkowych, klasyfikujac je w zaleznosci od masy do
odpowiednich frakcji biatkowych. Na podstawie obliczonych wspotczynnikow
podobienstwa genetycznego i analizy skupien UPGMA wykres§lono drzewo podobienistwa
filogenetycznego (Diversity one 1.3 — Pharmacia LKB).

WYNIKI

Elektroforetyczna analiza bialek zapasowych izolowanych z pojedynczych ziarniakw
kazdej z odmian pszenzyta wykazata ich jednorodnos$¢ genetyczna (rys. 1).
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Rys. 1. Elektroforegramy bialek zapasowych izolowanych z pojedynczych ziarniakéw wybranych
odmian pszenzyta
Fig. 1. Electrophoregrams for storage proteins isolated from individual grains of triticale varieties

Natomiast w obrebie omawianych bialek 15 badanych w do$wiadczeniu odmian
pszenzyta stwierdzono duzg zmienno$¢ W sktadzie polipeptydoéw. Przejawiata si¢ ona
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rozng liczba prazkow W poszczegdlnych frakcjach biatkowych. Frakcja biatek
najciezszych (HMW 0 masie powyzej 100 kDa) liczyta od 1 do 2 prazkéw 0 masie od 108,5
do 101 kDa (tab. 1). We frakcji biatek @ (100 — 75 kDa) stwierdzono obecnos$¢ od 1 do 6
polipeptydow, 0 masie od 99,2 do 76,8 kDa. Frakcje biatek y7s reprezentowato od 7 do 10
prazkow 0 masie od 74,9 do 42 kDa, za$ we frakcji biatek najlzejszych — yio widocznych
byto od 8 do 12 polipeptydow. Ich masa wynosita od 39,6 do 18,4 kDa.

Ogotem na elektroforegramach obserwowano od 19 do 26 polipeptyddéw, najwigcej —
26 u odmian: Salvo, Fidelio i Lamberto, najmniej — (19) u odmiany Presto.

Tabela 1
Liczba prazkéw bialkowych w poszczegélnych frakcjach biatek badanych odmian pszenzyta
Numbers of protein bands in separated fractions for triticale varieties

Odmiana HMW o) Y75 Ya0 Liczba prazkow ogotem
Varieties > 100 kDa 100-75 75-40 <40 Total number of bands

Dagro 1 2 9 9 21

Moniko 1 5 8 8 22

Salvo 1 4 10 11 26

Fidelio 1 6 9 10 26

Lamberto 1 6 9 10 26

Pronto 1 5 8 10 24

Kitaro 1 4 8 10 23

Woltario 2 4 7 8 21

Tewo 2 5 8 9 24

Disco 2 3 8 8 21

Moreno 2 4 8 8 22

Presto 2 1 7 9 19

Prego 2 4 8 10 24

Chrono 2 4 7 10 23

Lasko 2 3 8 9 22

max - min 1-2 1-6 7-10 8-12 19-26

Masa prazkow w kDa 1011085 76,8-99,2 74,942 39,6-18,4

Mass of bands in kDa

Polimorfizm biatek zapasowych charakteryzowanych odmian pszenzyta przejawiat si¢
przede wszystkim réznym uktadem polipeptydow, specyficznych dla danej odmiany. Ten
polimorfizm przedstawiono na rysunku 2 w formie analizy elektroforetycznej i densyto-
metrycznej. Analiza densytogramow wykreslonych dla odpowiednich profili biatkowych
potwierdzita obserwowany na elektroforegramach, duzy zakres zmienno$ci migdzy
badanymi odmianami pszenzyta. Przy czym wykorzystano jg jedynie do analizy jako$-
ciowej (obecnos¢ lub brak pikéw na densytogramie), obserwowanych w profilach biatko-
wych, polipeptyddw.

We frakcji biatek HMW stwierdzono obecno$¢ trzech polipeptydow 0 masach: 108,5;
103,42 1101 kDa widocznych na elektroforegramach w postaci jednego lub dwoch
prazkow. Charakterystycznym tylko dla odmiany Dagro, okazat si¢ prazek o masie 103,42
kDa.
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Rys. 2. Densytometryczna analiza elektroforetycznych rozdzialéw bialek zapasowych pszenzyta
Fig. 2. Densitometric analysis of electrophoretic storage protein patterns for triticale varieties

U odmian: Moniko, Salvo, Fidelio, Lamberto, Pronto i Kitaro wykazano obecnos¢

jednego prazka o masie 101 kDa. U pozostatych za§ odmian obserwowano dwa prazki
0 masach: 108,5 i 101 kDa (rys. 3).
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Rys. 3. Elektroforetyczne obrazy bialek zapasowych odmian pszenzyta
Fig. 3. Electrophoretic protein patterns for triticale varieties

W drugiej z kolei frakcji biatek ® wyrdzniono od 1 do 6 prazkow. Jeden prazek o masie
78,8 kDa byt obecny na elektroforegramie odmiany Presto, szes¢ (0 masach od 99,2 do
76,8 kDa) — u odmiany Lamberto. U pozostatych odmian wykazano obecno$¢ 3, 4 i 5
polipeptyddéw (rys. 3). Prazki tej frakcji tworzyly, podobnie jak prazki frakcji HMW,
specyficzne uklady elektroforetyczne pozwalajace zréznicowa¢ wiekszos¢ badanych
odmian pszenzyta. Wyjatek stanowity odmiany Prego i Chrono; Salvo i Woltario oraz
Moniko i Tewo 0 tym samym uktadzie prazkéw biatkowych (rys. 3).

We frakcji gliadyn — y7s badanych odmian pszenzyta stwierdzono obecnos¢ od 7 do 9
polipeptydéw tworzacych, specyficzne wzory prazkowe charakterystyczne dla
poszczego6lnych odmian pszenzyta. Identyczne uktady prazkow biatkowych stwierdzono
dla trzech grup odmian: Moniko, Pronto, Disco, Moreno i Prego, u Chrono i Woltario oraz
Kitaro i Tewo.

Najliczniejsza, pod wzgledem liczby wyodrebnionych polipeptydow, byta frakcja
gliadyn ys. Odznaczata si¢ ona niewielkim zakresem zmiennos$ci. Na elektroforegramach
wiekszos$ci odmian, W tej frakcji nie stwierdzono roznic w uktadach prazkow. Wyjatek
stanowily odmiany: Dagro, Moniko, Salvo, Tewo, Presto i Lasko w obrazach ktdrych
obecne byly specyficzne dla nich prazki biatkowe (32,6, 28,9, 28 kDa) oraz prazki (38,4,
36,8 i 35,6 kDa), pojawiajace si¢ W cz¢sci badanych odmian (rys. 3).

Analiza dendrogramu podobienstwa filogenetycznego opracowanego W oparciu
0 zidentyfikowane na zelach prazki bialkowe wykazala, ze podobienstwo migdzy
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badanymi odmianami pszenzyta wahato si¢ od 56,5 do 79,2% (rys. 4). Zaliczono je do 5
grup podobienstw. Do pierwszej grupy — A zaliczono odmiany: Disco, Moreno i Moniko
podobne do siebie w granicach 73,5 do 77,6%, do grupy B — odmiany: Salvo, Lamberto
i Kitaro (65,5 do 72,7%). Grupg C stanowity odmiany: Fidelio i Pronto, grup¢ D odmiany:
Lasko, Tewo, Prego i Chrono (69,2 do 79,2%). Do piatej grupy E — zaliczono odmiany:
Dagro i Presto (56,5%). Wyjatek stanowita odmiana Woltario wykreslona poza
omowionymi grupami podobienstw.
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Rys. 4. Dendrogram podobienstwa genetycznego wykreslony dla odmian pszenzyta w oparciu
0 elektroforetyczny uklad bialek
Fig. 4. Phylogenetic tree of genetic similarity between triticale varieties, drawn on the basis
of electrophoretic protein patterns
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DYSKUSJA

Efektem pionierskich prac zmierzajacych do opracowania logicznego systemu
identyfikacji i klasyfikacji prolamin byto polaczenie metod opartych na biochemicznej
i genetycznej ich charakterystyce (Drzewiecki, 1997; Waga, 2000). Uzyskany na drodze
rozdziatow elektroforetycznych, wtym przede wszystkim elektroforezy SDS-PAGE,
polimorfizm bialek zapasowych uprawnych roslin zbozowych umozliwil miedzy innymi
charakterystyke uprawnych odmian i linii wsobnych: pszenic (Waga, 2000; Hegde
i Singhal, 2000), zyta (Rzepka-PlevneS i Smolik, 2003; Smolik i Rzepka-Plevnes, 2003;
Rzepka-Plevnes i in., 2004) i jgczmienia (Hsam i in., 1993).

W niniejszej pracy podjeto probe scharakteryzowania genetycznej zmienno$ci pig¢tnastu
polskich odmian pszenzyta ozimego. W przeprowadzonym do$wiadczeniu wykazano
istotny polimorfizm w obrebie biatek zapasowych badanych odmian pszenzyta. Przejawiat
si¢ on rozng liczbg zidentyfikowanych na zelach prazkéw biatkowych, umozliwiajac
opracowanie dla nich schematycznych blokéw biatkowych z zaznaczeniem wspolnych
i polimorficznych prazkéw. Otrzymane wyniki badan pozostaja W zgodnosci z wynikami
badan Igrejasa iwsp. (1999). Wymienieni autorzy scharakteryzowali genetyczng
zmienno$¢ gliadyn pszenzyta, poddajac elektroforetycznej analizie frakcje biatek
kodowane genami: Glu-1, Gli-1, Glu-3, Glu-B2 i Gli-R2 oraz genami Glu-1, Sec-2 i Sec-3.
Autorzy ci wskazujagc na zréznicowanie genetyczne odmian pszenzyta W obrebie
analizowanych loci, potwierdzili przydatnos¢ elektroforezy SDS-PAGE do tego typu
analiz.

Badania wtasne wykazaly, ze najwicksza liczba polipeptydow charakteryzowaty si¢
odmiany: Salvo, Fidelio i Lamberto, najmniejszg — odmiana Presto. Masa wyodrgbnio-
nych na elektroforegramach polipeptydow wahata si¢ od 18,4 do 108,5 kDa. Najliczniejsze
pod wzgledem liczby polipeptydéw U badanych odmian pszenzyta okazaty si¢ gliadyny Yyao,
najwiekszy za$ ich polimorfizm stwierdzono we frakcji biatek y7s. Przedstawione wyniki
sa  potwierdzeniem  wynikbw otrzymanych winnej, poswigconej rowniez
elektroforetycznej charakterystyce odmian pszenzyta, pracy (Rzepka-Plevnes i in., 2003).

Rézna ruchliwo$¢ elektroforetyczna gliadyn badanych odmian pszenzyta jest
odzwierciedleniem pewnej odrebnosci genetycznej kazdej z nich. Jest ona determinowana
przez rozne uklady alleli, ktérych widocznym efektem dziatania sg wizualizowane na
zelach prazki biatkowe. Ocena ich uktadow potaczona z analizg komputerows pozwala
okresla¢ procent podobienstwa miedzy nimi, wskazujac jednoczesnie produkty polimor-
ficzne. W niniejszej pracy podobienstwo genetyczne badanych odmian pszenzyta byto
zrdéznicowane i wynosito od 56,5 do 79,2%.

WNIOSKI

1. Polimorfizm bialek zapasowych badanych odmian pszenzyta dotyczy przede
wszystkim masy czgsteczkowej wyodrebnionych w poszczegdlnych frakcjach
polipeptydéw. Wahata si¢ ona od 18,4 do 108,5 kDa. Dla kazdej z badanych odmian
mozna bylo ustali¢ specyficzny dla niej wzor prazkoéw biatkowych.
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2. Kazda z badanych odmian charakteryzuje si¢ specyficznym dla siebie sktadem biatek
zapasowych, potwierdzajacym jej odrebnos¢ genetyczng od innych odmian.

3. Podobienstwo genetyczne migdzy ozimymi odmianami pszenzyta mieScilo si¢
w granicach od 56,5 do 79,2%.

4. Elektroforeza SDS-PAGE biatek zapasowych pszenzyta stanowi przydatne narzedzie
identyfikacji odmian pszenzyta.
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