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Wstęp 

Znamię słupka działa jak ekran akceptujący lub odrzucający pyłek i bierze 
w tej interakcji aktywny udział. Pierwszy kontakt w przypadku znamienia wilgot
nego zachodzi pomiędzy wydzieliną znamienia, a substancjami płaszcza pyłko
wego (ang. pollen coat, pollen kit or tryphine). Pod pojęciem płaszcza pyłkowego 
rozumie się związki zdeponowane na powirzchni i w zagłębieniach egzyny. W 
przypadku znamion typu suchego, spotykanego m.in. u traw, bezpośredni kontakt 
musi być poprzedzony działaniem kutynaz i esteraz pyłkowych, hydrolizujących 
obecną na powierzchni znamienia warstwę kutikuli [SHIVANA i in. 1978]. Zarówno 
w znamionach typu wilgotnego jak i suchego zaobserwowano wysoki polimorfizm 
białkowy [MIKI-HIROSHIGE i in. 1987; KALINOWSKI i in. 1996]. Dużą część wysokoczą
steczkowych białek znamion zidentyfikowano jako glikoproteiny odpowiedzialne 
za zjawisko samoniezgodności [BREDEMEIJER, BLASS 1981; FERRARI i in. 1981; TAN, 
JACKSON 1988; NASRALLAH, NASRALLAH 1994; HEARN i in. 1996). 

Cytoplazmatyczne białka pyłku i te zdeponowane w intynie są wynikiem 
ekspresji genomu haploidalnego, natomiast białka obecne w płaszczu pyłkowym 
są syntetyzowane jeszcze w tapetum, transportowane do egzyny oraz przestrzeni 
między egzyną a intyną, w ostatnich stadiach formowania się dojrzałego pyłku 

[HESLOP-HARRISON i in . 1973; VITHANAGE, KNox 1979]. W płaszczu i ścianach pyłku 
znajdują się liczne enzymy hydrolityczne takie jak esterazy, kutynazy, proteazy, 
amylazy, pektynazy i pektynoesterazy, których izozymy różnią się ruchliwością 

elektroforetyczną i punktami izoelektrycznymi [LAVITHIS, BHALLA 1995; RADŁOWSKI 
i in. 1996; RADŁOWSKI 1998]. Głównym zadaniem tych enzymów jest dostarczanie 
energii i prekursorów budulcowych dla rosnącej łagiewki pyłkowej oraz ułatwia
nie jej wrastania w tkankę słupka. 

W pierwszym etapie interakcji pyłek-znamię biorą udział zarówno specyfi
czne białka płaszcza pyłkowego jak i białka znamion. Sugeruje się, że niektóre z 
enzymów pyłkowych są uaktywniane przez związki pochodzące ze znamienia 
[HESLOP-HARRISON, HESLOP-HARRISON 1975]. Asocjacje tego typu między białkami 
(peptydami) znamion i pyłku wydają się być powszechne i często uważane za 
jeden z elementów mechanizmu niezgodności [ROBERTS i in. 1980; DUMAS, GAUDE 

1 Praca wykonana w ramach projektu badawczego KBN P 06A 004 14. 
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1981; RADŁOWSKI i in. 1996). 
W zjawisku samoniezgodności, w zależności od obiektu badań stwierdzono 

udział kinaz serynowo-treoninowych (gen SRK), glikoprotein (gen SLG), rybo
nukleaz (S-RNazy) i sygnału wapniowego (HARING i in. 1990; NEWBIGIN i in. 1993; 
NASRALLAH i in . 1994a; 1994b; Runo i in . 1996; NASRALLAH 2000). Za samoniezgod
ność w przypadku roślin dwuliściennych odpowiedzialny jest jeden poligen S, 
natomiast u traw wydaje się ona być pod kontrolą dwóch poligenów - S i Z 
(BAUMAN i in. 2000). 

Płaszcz pyłkowy wraz z zawartymi w nim białkami można usunąć przez płu
kanie pyłku w izotonicznym roztworze mannitolu nic uszkadzając protoplastu 
(HOWLETI i in . 1975). Nasze doświadczenia nad odmywaniem frakcji białkowej 
ścian pyłkowych różnych gatunków roślin wykazały, że równic skuteczne jest uży
cie izotonicznego roztworu sacharozy (KALINOWSKI dane niepublikowane). 

Celami pracy było zbadanie polimorfizmu białkowego w pojedynczych zna
mionach F. pratensis Huos., określenie wpływu eluatu ścian pyłku z tej samej roś
liny na peptydy znamienia i ich udział w samoniezgodności oraz zbadanie oddzia
ływań proteaza/niskocząsteczkowy związek ze znamienia i pyłku w mechanizmie 
niezgodności. 

Materiał i metody 

Do analiz białek pojedynczych znamion zastosowano metodę mikro-izoele
ktroogniskowania (M-IEF). Z dziesięciu odmian F. pratensis wyselekcjonowano 
osobniki samoniezgodne, które poddano powtórnemu testowi w warunkach 
samozapylenia i z nich do dalszych badań wybrano trzy osobniki . W początko
wym okresie kwitnienia z każdego osobnika pobierano trzysta słupków i przetrzy
mywano je przez 48 godzin w wyrównanych warunkach kultury semi vivo. Z tych 
samych osobników zbierano też dojrzały pyłek. Białka ścian i płaszcza pyłkowego 
odmywano poprzez delikatne wytrząsanie mikrogametofitów w 15% sacharozie 
przez 30 min. Uzyskane eluaty z pyłku wyselekcjonowanych roślin zawierały śred
nio 560 µ.,g białka na ml oznaczanego metodą BRADFOR'DA [1976). Na znaniona 
nanoszono po 1 µ.,I odpowiedniego eluatu (0,5 µ.,g białka) , pozwalając na dwugo
dzinne wzajemne oddziaływanie w temp. pokojowej. Traktowane i nietraktowane 
znamiona jak i pozostałą część eluatu ścian pyłku przechowywano w - 70°C. 

Pojedyncze znamiona homogenizowano w wodnym roztworze dithiotrcitolu 
(1 % ) z detergentem Nonidet NP-40 (0,002% ). Surowym ekstraktem nasączano 
skrawki z bibuły filtracyjnej (2 X 2 mm) i nakładano na 5% żel poliakryloami
dowy (0,4 X 26 x 70 mm), zawierający Servalyt o zakresie pH 3-10 (MULCAHY i 
in. 1981; KALINOWSKI i in. 1998). Rozdzielone na drodze 26 mm metodą mikro-izo
elektroogniskowania białka wybarwiano azotanem srebra [HEUKESHOVEN, DERNICK 
1985), a otrzymane prążki odczytywano za pomocą densytometru laserowego 
Ultroscan XL. Na podstawie sporządzonych w ten sposób elektroforegramów 
białek z pojedynczych znamion i eluatów pyłkowych każdego osobnika, rysowano 
elektroforegramy syntetyczne, uwzględniające wszystkie wykryte prążki tak dla 
znamion jak i dla eluatów ścian pyłku. 

Metodą zminiaturyzowanej 2-D elektroforezy (M-2-D) rozdzielano ekstrak
ty białkowe otrzymane metodą HuRKMAN i TANAKA [1986). Każdorazowej ekstrak
cji poddawano dwadzieścia traktowanych i nietraktowanych eluatem znamion, 
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pochodzących z jednego, wyselekcjonowanego osobnika. W przypadku mikroga
metofitu analizowano eluat otrzymany z przemycia 4 mg pyłku. W pierwszym 
kierunku rozdział prowadzono w kolumienkach (0,55 x 60 mm) żelu poliakrylo
amidowego (PAGE) z Servalytem o zakresie pH 3-10, a w drugim kierunku 
(siarczan dodecylosodowy - PAGE) w 13% płytach poliakryloamidowych o 
wymiarach 0,5 x 60 x 60 mm [HOCHSTRASSER i in . 1988; KALINOWSKI i in. 1999]. Po 
rozdziałach, podobnie jak w przypadku M-IEF, białka wybarwiano azotanem 
srebra, a do analizy obrazów użyto programu Image Master 2-D Elite (Amers
ham Pharmacia Biotech.). 

W doświadczeniach nad proteazami użyto znamion Festuca pratensis i Zea 
mays L. oraz ich pyłek, a także pyłek innych roślin z rodziny Poaceae (Lolium 
multiftorum LAM ., Festulolium, Dactylis glomerata L., Secale cereale L , Triticale), 
Solanaceae (Nicotiana alata LINK & Ono), Compositae (Helianthus annuus L) i 
Liliaceae (Hemerocalis fulva L ). Ekstrakcję frakcji białkowej (żródło enzymów 
proteolitycznych) i frakcji związków o niskiej masie cząsteczkowej, w której spo
dziewano się obecności efektorów aktywności proteaz, prowadzono podczas jed
nej procedury. Otrzymane ekstrakty nakładano na kolumnę Sephadex G-25 (1 x 
12 cm) oddzielaj ąc obie frakcje od siebie. W reakcji proteolitycznej jako substrat 
stosowano kazeinę znakowaną izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC-kazeina ). 
Hydrolizę prowadzono 3 godz. w temp. 37°C. W eksperymentach użyto ponadto 
następujących proteaz i ich inhibitorów: proteinaza K, pepsyna, trypsyna, chymo
trypsyna, pronaza R, pronaza CB, Ieupeptyna, pepstatyna, kwas jodooctowy i 1,10 
fenantrolina . Do frakcjonowania metodą wysokociśnieniowej chromatografii cie
czowej (HPLC) użyto kolumny Econosil (C 18), wymywając z niej naniesioną 
próbkę gradientem acetonitrylu 0,1-30% przy szybkości przepływu 1ml na min . 

Wyniki 

Metodą mikro-izoelektroogniskowania z pojedynczych traktowanych i nie
traktowanych eluatem ścian pyłkowych znamion oraz z frakcji otrzymanej w wyni
ku przemywania ścian pyłku rozdzielono dwadzieścia siedem białek, których 
punkty izoelektryczne (pl) odpowiadały pH od 3,2 do 9,0 (rys. 1 ). W obrębie 
,,populacji" znamion każdego z samoniezgodnych osobników obserwowano poli
morfizm białkowy. Po potraktowaniu znamion eluatem ścian pyłku z tego samego 
osobnika zaobserwowano zmiany jakościowe , polegające na zaniku niektórych i 
wystąpieniu nowych białek. W traktowanych znamionach osobnika A w porów
naiu ze znamionami nietraktowanymi zanikły te białka, które posiadały punkty 
izoelektryczne w pH 3,6 i 8,5 natomiast pojawiły się trzy o pl w pH 3,4; 5,2 i 7,2. 
W traktowanych eluatem znamionach osobnika B nie wykryto trzech peptydów, 
których pl odpowiadało wartościom pH 4,3; 6,2 i 6,9, natomiast pojawiły się trzy 
nowe o pl w pH 3,9; 7,0 i 7,2. Te dwa samoniezgodne osobniki (nie uzyskano ani 
jednego ziarna po samozapyleniu) zostały wyselekcjonowane z odmiany Skra. Ze 
znamion samoniezgodnego osobnika C ( odmiana Lim osa) zanikło po potrakto
waniu eluatem ścian własnego pyłku aż osiem białek o punktach izoelektrycznych 
w pH 3,6; 4,2; 5,2; 5,4; 7,5; 7,7; 8,1; 8,3 i 8,8, natomiast pojawiły się dwa nowe 
białka o punktach izoelektrycznych pH 3,4 i 6,9. Tylko w traktowanych eluatem 
pyłkowym znamionach wszystkich trzech samoniezgodnych osobników wykryto 
peptyd o punkcie izoelektrycznym w pH 5,0. 
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Rys. 1. 

Fig. 1. 
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Syntetyczne elektoforegramy białek dla pojedynczych znamion trzech osobni
ków F. pratensis po rozdziałach metodą mikroelektroogniskowania (a - zna
miona, b - znamiona po potraktowaniu eluatem ścian i płaszcza pyłkowego, c 
- płaszcz pyłkowy) 

General electrophoregrams of proteins from single stigmas of three F. praten
sis individuals after separations by micro isoelectric focusing (a - stigma, b -
stigma after treatment with pollen coat and walls exudate, c - pollen coat) 

Metodą zminiaturyzowanej 2-D elektroforezy stwierdzono, że w przypadku 
każdego z wyselekcjonowanych osobników obrazy białek 2-D z nietraktowanych i 
traktowanych znamion różniły się liczbą wybarwionych peptydów. Obserwowano 
również wyraźne różnice jakościowe (rys. 2). 

U osobnika A z dziewięćdziesięciu czterech peptydów obecnych w nietrak
towanych znamionach dwadzieścia jeden nie wykryto w znamionach traktowanych 
eluatem ścian pyłkowych tego samego osobnika, np. białka o MW 42, 47 i 59 kD 
i odpowiednio o punktach izoelcktrycznych w pH 7,8; 6,0 i 6,0, niskocząsteczko
we o MW poniżej 14,2 kD i pl w pH 6,3, 6,4; 7,6; 7,8 i 8,3, a także jedenaście 
peptydów o MW od 15 do 27 kD (szeroki zakres pH). Po naniesieniu eluatu 
ścian własnego pyłku wykryta liczba peptydów w znamionach wzrastała do sto 
osiemdziesiąt jeden, z czego czterdzieści pięć było nowymi białkami, począwszy 
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od niskocząsteczkowych, np. trzynastu o MW poniżej 13 kD rozdzielonych 
niemal w całym zakresie pH, trzech wysokocząsteczkowych o MW 52, 58 i 72 kD 
(pl odpowiednio w pH 4,8; 4,9 i 5,9) i innych o średnich masach cząsteczkowych 
i punktach izoelektrycznych w pH od 3,3 do 9,2. Pozostałe czterdzieści dwie 
plamki zostały również wykryte we frakcji ścian pyłkowych . Tylko dziewięć pepty
dów wystąpiło zarówno w traktowanych i nietraktowanych znamionach (brak ich 
we frakcji ścian pyłkowych). 
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Białka znamion (a) i znamion po uprzednim traktowaniu eluatem płaszcza 
ścian własnego pyłku (b) F. pratensis - osobnik C. Zaznaczone plamki odpo
wiadają pe ptydom charakterystycznym 

Proteins of stigmas (a) and stigmas after treatment with eluate of own pollen 
wa lls (b) F. pratensis, individual C. Characteristic peptides were marked 

Spośród sześćdziesiGciu dwóch peptydów znamion osobnika B dwadzieścia 
siedem nie obserwowano w traktowanych eluatem ścian pyłku znamionach m.in. 
dwanaście o MW od 46 do 70 kD (pl w pH 4,8-6,6), cztery o MW od 24 do 26 
kD (pl w pH 6,1-6,5) oraz niskocząsteczkowc o MW poniżej 13 kD (pl w pH 
4,8; 5,6 i 6,9). W potraktowanych eluatem ścian z pyłku tej samej rośliny znamio
nach okazało się, że z pięćdziesięciu dziewięciu peptydów, dwadzieścia jeden było 
charakterystyczne (pozostałe wykryto także we frakcji ścian pyłku) m.in. pięć o 
masach cząsteczkowych od 44 do 47 kD (pl w pH 4,9-5,2), siedem o MW od 33 
do 38 kD (pl w pH 4,8-5,5) czy pięć niskocząsteczkowych o MW poniżej 13 kD i 
punktach izoelektrycznych w pH 4,3; 4,7; 4,8; 5,1 i 8,9. 

Ze stu trzydziestu dziewięciu peptydów znamion osobnika C sześćdziesiąt 
sześć nie wykryto w znamionach traktowanych eluatem ze ścian pyłkowych, takich 
jak np. dwadzieścia dziewięć o MW od 25 do 37 kD (pl w pH 7,0-9,2), cztery o 
MW 41-48 kD (pl w pH 7,0-8,1), piętnaście wysokocząsteczkowych o MW 56 
kD (pl w pH 7,8), 58 kD (pl w pH 5,4) i 70 kD (pl w pH 6,9) . Tylko w potrak
towanych eluatem pyłkowym znamionach wykryto takie białka jak: np. dwadzieś
cia jeden o MW 42-47 kD (pl w pH3,7-5,4), siedem o MW od 52-67 kD (pl w 
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pH 5,8-6,8), pięć o MW 62-66 kD (pl w pH 6,9-8,1), dziewięć o masach cząste
czkowych poniżej 18 kD, rozdzielonych w pH 4,2-8,7. 

We wszystkich trzech przypadkach tylko w traktowanych eluatem pyłkowym 
znamionach wykryto pięć peptydów o następujących parametrach: 13 kD (pl w 
pH 8,9), 17kD (pl w pH 9,0), 13 kD (pl w pH 4,9), 12,5 kD (pl w pH 5,1) i 
peptyd o masie 16,5 kD (pl w pH 7,1). 

Rozdzielone frakcje, białkowa ( o aktywności proteolitycznej) i frakcja 
związków o niskiej masie cząsteczkowej (źródło ewentualnych efektorów) ze zna
mion i pyłku F. pratensis testowano w reakcji proteolizy w układzie homo- i 
heterologicznym (frakcja białkowa ze znamion, frakcja niskocząsteczkowa z pyłku 
i odwrotnie) nie stwierdzając istotnych różnic w aktywności enzymatycznej. Kiedy 
jednak do frakcji enzymatycznej ze znamienia F. pratensis dodawano frakcje 
niskocząsteczkowe z pyłków roślin rodziny Poaceae (siedem gatunków) obserwo
wano bardzo znaczący wzrost aktywności proteazy znamienia (320-680% ), który 
nie zależał od czasu preinkubacji. Podobne frakcje z pyłków roślin należących do 
innych rodzin (Nicotiana alata - Solanaceae, Helianthus annuus - Compositae, 
Hemerocalis fulva - Liliaceae) nie miały podobnych własności (tab. 1 ). Enzym ze 
znamienia kukurydzy (roślina kontrolna) w obecności frakcji niskocząsteczkowej z 
pyłku F. pratensis również zwiększał szybkość hydrolizy substratu ( około 400% ). 
Stosując specyficzne inhibitory enzymów proteolitycznych ustalono, że oba enzy
my ze znamion należą do grupy metaloproteinaz, uważanej za najstarszą grupę 
proteaz. Frakcje niskocząsteczkowe, które tak wydatnie wzmagają działanie pro
teaz ze znamion F. pratensis i kukurydzy, nie miały żadnego wpływu na aktywność 
enzymów, w tym również metaloproteinaz. Próby stwierdzenia czy efektor (-y) z 
pyłku rodziny Poaceae jest peptydem, nie pozwalają w chwili obecnej na jedno
znaczne potwierdzenie. Trawienie enzymami z innych organizmów, a następnie 
rozdzielanie metodami chromatograficznymi i testowanie otrzymanej frakcji 
niskocząsteczkowej w reakcji proteolizy przyniosło bardzo rozbieżne wyniki. 
Dzięki zastosowaniu metody wysokociśnieniowej chromatografii cieczowej 
(HPLC) udało się wyodrębnić z ekstraktu pyłkowego kukurydzy związek (lub nie
wielką grupę związków), który po zagęszczeniu powodował IO-krotny wzrost 
aktywności proteazy ze znamienia Festuca pratensis (rys. 3). 

Tabela 1; Table 1 

Wpływ obecności frakcji związków o niskiej masie cząsteczkowej z pyłków 
różnych roślin na aktywność enzymów proteolitycznych 

ze znamion Festuca pratensis 

Influence of low molecular weight compounds fraction from pollen grains of 
different species on activity of proteolytic enzymes from Festuca pratensis stigmas 

Gatunek; Species Stymulacja w %; Stimulation % 

Festuca pratensis Huos. o 
Loliwn multiflorum LAM. 375 
Festulolium 322 
Dactylis glomerata L. 547 
Secale cereale L. 434 
Triticale 466 
Zea mays L. 680 
Nicotiana alata LINT & OTTO o 
Helianthus annuus L. o 
Hemerocallis fu/va L. o 



Rys. 3. 

Fig. 3. 

BIAŁKA ZNAMION Festuca pratensis Huos. 61 

30-

250 

OJ 200 u 
C: 

"' .D ... 
o 
<I> 150 .D 
~ 

"' 'G' 
C: 100 
"" .D ... 
o 
<I> 
.D 

50 ~ 

il. l t \ 

5 to IS 20 

Czas w min.; Time min. 

Profil elucji związków o niskiej masie cząsteczkowej z pyłku kukurydzy w 
kolumnie Econosil (HPLC). Strzałka wskazuje frakcję stymulującą aktywność 
enzymów proteolitycznych ze znamion Festuca pratensis 

Elution profile of low molecular weight compounds from pollen grains of 
maize in Econosil column (HPLC). Arrow shows the fraction stimulating 
activity of protcolytic enzymes from Festuca pratensis stigmas 

Dyskusja 

Przeprowadzone analizy elektroforetyczne potwierdzają istnienie polimor
fizmu białek ze znamion jednego osobnika F. pratensis. Wcześniej polimorfizm 
białek ze znamion stwierdzono u Lolium multifiorum [MIKI-HIRISHIGE 1987], w 
znamionach i ich wydzielinach u Nicotiana alata [KALINOWSKI i in. 1999] i różnych 
gatunków o suchych i wilgotnych znamionach [KALINOWSKI i in. 1996]. Istnienie 
polimorfizmu białkowego wynika z heterozygotyczności utrzymywanej u samonie
zgodnych roślin. 

W traktowanych eluatem ścian własnego pyłku znamionach, po rozdziałach 
metodą M-IEF obserwowano nowe białka, nieobecne w nietraktowanych znamio
nach i w eluacie ścian pyłku. Ponadto w traktowanych znamionach nowe białka 
miały często te same punkty izoelektryczne co białka ścian pyłkowych, ale jak 
stwierdzono w analizach porównawczych nie były one peptydami frakcji ścian 
pyłkowych. Nie mogły być one wykryte ze względu na zbyt małą ilość (0,5 µ,g) 
nanoszonych na znamiona białek ścian. 

W traktowanych eluatem ścian pyłkowych znamionach zaobserwowano 
zmiany jakościowe w porównaniu z znamionami nietraktowanymi. Zanik grup 
peptydów w traktowanych znamionach niewątpliwie związany jest z działaniem 
pyłkowych enzymów hydrolitycznych. Po zetknięciu mikrogametofitu ze znamie
niem ten pierwszy uwalnia z płaszcza i ścian enzymy hydrolityczne, wśród nich 
proteazy [RADŁOWSKI 1998]. Zanik wielu peptydów znamion po potraktowaniu ich 
eluatem ścian pyłku jednoznacznie wskazuje na intensywne działanie enzymów 
proteolitycznych. Jeden z nich, obecny w pyłku Zea mays L., trawi białka znamie-
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nia w sposób wysoce wybiórczy (RADŁOWSKI i in. 1996], można więc przypuszczać 
że pojawianie się nowych peptydów w traktowanych znamionach (np. o niskich 
masach cząsteczkowych) jest efektem specyficznej hydrolizy wysokocząsteczko
wych białek przez proteazy z eluatu pyłkowego F pratensis. 

Obecne tylko w traktowanych eluatem ścian pyłkowych znamionach białka 
(jedno po rozdziałach M-IEF, pięć po M 2-D elektroforezie) wiązać należy ze 
zjawiskiem samoniezgodności. Na tle danych literaturowych najprawdopodobniej 
są to glikoproteiny o zbliżonych masach cząsteczkowych (ROBERTS i in. 1980; 
DUMAS, GAUDE 1981; SCHOPFER i in. 1999; NASRALLAH 2000]. 

Powodem badań relacji enzym proteolityczny-niskocząsteczkowy efektor 
podczas interakcji pyłek-znamię u Festuca pratensis było: 1) regulacyjna rola tego 
typu oddziaływań w wielu procesach fizjologicznych u roślin; 2) konserwatywność 
procesów proteolitycznych w komórkach różnych organizmów; 3) brak uniwersal
nego modelu samo- i niezgodności na poziomic molekularnym; 4) wykrycie i 
oczyszczenie proteaz z pyłku kilku gatunków roślin; 5) różnice w specyficzności 
działania enzymów proteolitycznych z pyłku w porównaniu z enzymami z tkanki 
diploidalnej. Przypuszczano więc, że oddziaływania proteaza-efektor ze znamienia 
i pyłku może odgrywać istotną rolę w mechanizmach rozpoznawania lub odrzuca
nia mikrogametofitu przez tkankę diploidalną. 

W przeprowadzonych doświadczeniach nad proteazami znamion i pyłku w 
żadnym przypadku nie zaobserwowano inhibującego wpływu frakcji związków o 
niskiej masie cząsteczkowej ekstrahowanych z tych źródeł, co jest najczęściej spo
tykanym efektem tego rodzaju oddziaływań. Otrzymane wyniki potwierdzają 

udział enzymów proteolitycznych w interakcji pyłek-znamię w rodzinie Poaceae. 
Wzmaganie aktywności proteaz znamienia F. pratensis w obecności niskocząstccz
kowej frakcji z pyłków innych roślin tylko z rodziny traw może stanowić jeden z 
elementów mechanizmu niezgodności. Odpowiedź na pytanie czy podobnego 
typu relacje występują także w obrębie roślin innych rodzin wymaga dalszych 
badań. 

Wnioski 

1. Metody elektroforetyczne w połączeniu z zamianą białek płaszcza i ścian 
pyłku pozwalają na identyfikację peptydów znamienia zaangażowanych w 
procesie samoniezgodności u Festuca pratensis. 

2. Zanikanie peptydów znamienia jak i pojawianie się „nowych" białek w 
następstwie interakcji z eluatem własnego pyłku można wiązać z intensyfi
kacją działania proteaz pyłkowych. 

3. Interakcja proteaz znamienia Festuca pratensis z niskocząstcczkową frakcją 
z pyłków roślin z rodziny Poaceae może być istotnym elementem mecha
nizmu niezgodności. 
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Streszczenie 

Metodami elektroforetycznymi badano polimorfizm peptydów znamienia 
oraz wpływ eluatu ścian pyłku na ich udział w samoniezgodności na przykładzie 
trzech, wyselekcjonowanych osobników Festuca pratensis. Jednocześnie określano 
zaangażowanie oddziaływań proteaza/niskocząsteczkowc związki ze znamienia i 
pyłku w mechanizmach niezgodności. 

Metodą M-IEF w pojedynczych znamionach F pratensis, znamionach trak
towanych eluatem ścian pyłku i w eluacie pyłkowym wykryto 27 peptydów. Jeden 
z nich o punkcie izoelektrtycznym (pl) w pH 5,0 wykryto w znamionach trakto
wanych eluatem pyłkowym. Metodą dwukierunkowej elektroforezy w traktowa-
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nych eluatem znamionach stwierdzono obecność pit;ciu peptydów o MW 13 kD 
(pl w pH 8,9), 17 kD (pl w pH 9,0), 13 kD (pl w pH 4,9), 12,5 kD (pl w pH 5,1) 
i peptyd o MW 16,5 kD (pl w pH 7,1). Wyżej wymienione białka należy wiązać 
ze zjawiskiem samoniezgodności . Obiema metodami wykazano, że w traktowa
nych znamionach zachodziły istotne zmiany jakościowe polegające na zaniku 
pewnych grup i pojawianiu się tzw. ,,nowych" peptydów. 

Stwierdzono, że aktywność enzymów proteolitycznych znamienia F praten
sis wzrasta bardzo znacznie (320-680%) w obecności frakcji niskocząsteczkowej z 
pyłków innych roślin rodziny Poaceae. Frakcja niskocząsteczkowa z pyłku F pra
tensis, a także z pyłków roślin należących do innych rodzin nie posiadała takich 
własności. Zaobserwowana zależność może odgrywać rolę w procesie niezgodno
ści. 
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Summary 

The influence of pollen coat and walls fraction on stigma proteins of the 
three self-incompatible individuals of Festuca pratensis was investigated by micro
slab isoelectric focusing and miniaturised two-dimensional gel electrophoresis 
methods. The contribution of proteolytic enzyme - low molecular weight effector 
interaction from pollen and stigma to incompatibility was investigated. 

Twenty seven peptides were detected in single stigmas before, after treat
ment with pollen wall fraction and in pollen eluatc by microslab isoelectric 
focusing. One of them with isoelectric point (pl) at pH 5.0 was found only in 
treated stigmas. Five peptides: MW 13 kD (pl at pH 8.9), 17 kD (pl at pH 8.9), 
17 kD (pl at pH 9.0), 13 kD (pl at pH 4.9), 12.5 kD (pl at pH 5.1) and 16.5 kD 
(pl at pH 7.1) were detected only in treated stigmas after two-dimensional gel 
electrophoresis. Both electrophoretic method showed qualitative changes in pro
tein spectras of stigmas after treatment with pollen eluate. 

It was found that the activity of proteolytic enzymes from stigmas of Festu
ca pratensis increased by (320-680%) at presence of low molecular weight com
pound fraction from pollen of the other species of Poaceae family. The same 
fractions from pollen of Festuca pratensis and pollen of different families did not 
influence on hydrolytic properties of these proteases. The effect observed may be 
an element of incompatible response. 
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