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Wstep

Znamig stupka dziala jak ekran akceptujacy lub odrzucajacy pylek i bierze
w tej interakcji aktywny udzial. Pierwszy kontakt w przypadku znamienia wilgot-
nego zachodzi pomig¢dzy wydzieling znamienia, a substancjami plaszcza pytko-
wego (ang pollen coat, pollen kit or tryphine). Pod pOch1em plaszcza pytkowego
rozumie Ssig zw1qzk1 zdeponowane na pow1rzchn1 1 w zagtebieniach egzyny. W
przypadku znamion typu suchego, spotykanego m.in. u traw, bezposredni kontakt
musi by¢ poprzedzony dzialaniem kutynaz i esteraz pytkowych, hydrolizujacych
obecna na powierzchni znamienia warstwe kutikuli [SHIVANA i in. 1978]. Zaréwno
w znamionach typu wilgotnego jak i suchego zaobserwowano wysoki polimorfizm
biatkowy [MIKI-HIROSHIGE i in. 1987; KALINOWSKI i in. 1996]. Duzg czg¢$¢ wysokocza-
steczkowych bialek znamion zidentyfikowano jako glikoproteiny odpowiedzialne
za zjawisko samoniezgodnoS$ci [BREDEMEUER, BLASS 1981; FERRARI i in. 1981; TAN,
JACKSON 1988; NASRALLAH, NASRALLAH 1994; HEARN i in. 1996}

Cytoplazmatyczne biatka pylku i te zdeponowane w intynie sg wynikiem
ekspresji genomu haploidalnego, natomiast biatka obecne w plaszczu pytkowym
s syntetyzowane jeszcze w tapetum, transportowane do egzyny oraz przestrzeni
migdzy egzyna a intyna, w ostatnich stadiach formowania si¢ dojrzatego pyltku
[HESLOP-HARRISON i in. 1973; VITHANAGE, KNOX 1979]. W plaszczu i §cianach pytku
znajdujg si¢ liczne enzymy hydrolityczne takie jak esterazy, kutynazy, proteazy,
amylazy, pektynazy i pektynoesterazy, ktérych izozymy réznig si¢ ruchliwoscia
elektroforetyczng i punktami izoelektrycznymi [LAVITHIS, BHALLA 1995; RADLOWSKI
i in. 1996; RapEOWSKI 1998]. Giéwnym zadaniem tych enzyméw jest dostarczanie
energii i prekursoréw budulcowych dla rosnacej tagiewki pytkowej oraz ulatwia-
nie jej wrastania w tkanke shupka.

W pierwszym etapie interakcji pylek-znami¢ biora udzial zaréwno specyfi-
czne biatka plaszcza pytkowego jak i biatka znamion. Sugeruje sig, ze niektére z
enzyméw pytkowych sa uaktywniane przez zwiazki pochodzace ze znamienia
[HESLOP-HARRISON, HESLOP-HARRISON 1975]. Asocjacje tego typu migdzy biatkami
(peptydami) znamion i pylku wydaja sig by¢ powszechne i czgsto uwazane za
jeden z elementéw mechanizmu niezgodno$ci [ROBERTS i in. 1980; DUMAS, GAUDE
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1981; RADLOWSKI i in. 1996].

W zjawisku samoniezgodnosci, w zaleznosci od obiektu badai stwierdzono
udziat kinaz serynowo-treoninowych (gen SRK), glikoprotein (gen SLG), rybo-
nukleaz (S-RNazy) i sygnatu wapniowego [HARING i in. 1990; NEWBIGIN i in. 1993;
NASRALLAH i in. 1994a; 1994b; RUDD i in. 1996; NASRALLAH 2000]. Za samoniezgod-
no$¢ w przypadku roélin dwuliSciennych odpowiedzialny jest jeden poligen S,
natomiast u traw wydaje si¢ ona by¢ pod kontrolg dwéch poligenéw - S i Z
[BAUMAN i in. 2000].

Plaszcz pytkowy wraz z zawartymi w nim biatkami mozna usunaé przez plu-
kanie pylku w izotonicznym roztworze mannitolu nic uszkadzajgc protoplastu
[HOWLETT i in. 1975). Nasze do§wiadczenia nad odmywaniem frakcji biatkowej
$cian pytkowych réznych gatunkdéw roélin wykazaly, ze réwnie skuteczne jest uzy-
cie izotonicznego roztworu sacharozy (KALINOWSKI dane niepublikowane).

Celami pracy bylo zbadanie polimorfizmu biatkowego w pojedynczych zna-
mionach E pratensis Hups., okre§lenie wplywu eluatu $cian pytku z tej samej ros-
liny na peptydy znamienia i ich udzial w samoniezgodnos$ci oraz zbadanie oddzia-
Iywan proteaza/niskoczgsteczkowy zwiazek ze znamienia i pytku w mechanizmie
niezgodnosci.

Material i metody

Do analiz biatek pojedynczych znamion zastosowano metodg mikro-izoele-
ktroogniskowania (M-IEF). Z dziesigciu odmian E pratensis wyselekcjonowano
osobniki samoniezgodne, ktére poddano powtédrnemu testowi w warunkach
samozapylenia i1 z nich do dalszych badan wybrano trzy osobniki. W poczatko-
wym okresie kwitnienia z kazdego osobnika pobierano trzysta shupkéw i przetrzy-
mywano je przez 48 godzin w wyréwnanych warunkach kultury semi vivo. Z tych
samych osobnikéw zbierano tez dojrzaly pytek. Bialtka $cian i plaszcza pytkowego
odmywano poprzez delikatne wytrzasanic mikrogametofitdw w 15% sacharozie
przez 30 min. Uzyskane eluaty z pytku wyselekcjonowanych roélin zawieraly §red-
nio 560 ug biatka na ml oznaczanego metoda BRADFOR'DA [1976]. Na znaniona
nanoszono po 1 ul odpowiedniego eluatu (0,5 ug biatka), pozwalajac na dwugo-
dzinne wzajemne oddzialywanie w temp. pokojowej. Traktowane i nictraktowane
znamiona jak i pozostalg cz¢s$¢é eluatu $cian pytku przechowywano w —70°C.

Pojedyncze znamiona homogenizowano w wodnym roztworze dithiotreitolu
(1%) z detergentem Nonidet NP-40 (0,002%). Surowym ekstraktem nasaczano
skrawki z bibuly filtracyjnej (2 X 2 mm) i nakladano na 5% zel poliakryloami-
dowy (0,4 X 26 X 70 mm), zawierajacy Servalyt o zakresie pH 3-10 [MULCAHY i
in. 1981; KALINOWSKI i in. 1998]. Rozdzielone na drodze 26 mm metoda mikro-izo-
elektroogniskowania biatka wybarwiano azotanem srebra [HEUKESHOVEN, DERNICK
1985], a otrzymane prazki odczytywano za pomocg densytometru laserowego
Ultroscan XL.. Na podstawie sporzadzonych w ten sposéb elektroforegraméw
bialek z pojedynczych znamion i eluatéw pytkowych kazdego osobnika, rysowano
elektroforegramy syntetyczne, uwzgledniajace wszystkie wykryte prazki tak dla
znamion jak i dla eluatéw $cian pylku.

Metodg zminiaturyzowanej 2-D elektroforezy (M-2-D) rozdzielano ekstrak-
ty bialkowe otrzymane metoda HURKMAN i TANAKA [1986]. Kazdorazowej ekstrak-
cji poddawano dwadzieScia traktowanych i nietraktowanych cluatem znamion,
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pochodzgcych z jednego, wyselekcjonowanego osobnika. W przypadku mikroga-
metofitu analizowano cluat otrzymany z przemycia 4 mg pytku. W pierwszym
kierunku rozdzial prowadzono w kolumienkach (0,55 X 60 mm) zelu poliakrylo-
amidowego (PAGE) z Servalytem o zakresie pH 3-10, a w drugim kierunku
(siarczan dodecylosodowy -~ PAGE) w 13% plytach poliakryloamidowych o
wymiarach 0,5 X 60 X 60 mm [HOCHSTRASSER i in. 1988; KaLINOWSK! i in. 1999]. Po
rozdziatach, podobnie jak w przypadku M-IEF, bialka wybarwiano azotanem
srebra, a do analizy obrazdw uzyto programu Image Master 2-D Elite (Amers-
ham Pharmacia Biotech.).

W dos$wiadczeniach nad proteazami uzyto znamion Festuca pratensis i Zea
mays L. oraz ich pylek, a takze pylek innych roélin z rodziny Poaceae (Lolium
multifiorum Lam., Festulolium, Dactylis glomerata L., Secale cereale 1., Triticale),
Solanaceae (Nicotiana alata TINK & OTTO), Compositae (Helianthus annuus 1.) i
Liliaceae (Hemerocalis fulva 1.). Ekstrakcje frakcji biatkowej (zrédio enzyméw
proteolitycznych) i frakcji zwiazkéw o niskiej masie czgsteczkowej, w ktorej spo-
dziewano si¢ obecnosci efektoréw aktywnosci proteaz, prowadzono podczas jed-
nej procedury. Otrzymane ekstrakty nakladano na kolumne Sephadex G-25 (1 x
12 cm) oddzielajac obie frakcje od siebie. W reakcji proteolitycznej jako substrat
stosowano kazeing¢ znakowang izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC-kazeina).
Hydrolize prowadzono 3 godz. w temp. 37°C. W eksperymentach uzyto ponadto
nastgpujacych proteaz i ich inhibitoréw: proteinaza K, pepsyna, trypsyna, chymo-
trypsyna, pronaza R, pronaza CB, leupeptyna, pepstatyna, kwas jodooctowy 1 1,10
fenantrolina. Do frakcjonowania metodg wysokoci§nieniowej chromatografii cie-
czowe] (HPLC) uzyto kolumny Econosil (C;5), wymywajac z niej naniesiong
probke gradientem acetonitrylu 0,1-30% przy szybkosci przeptywu 1ml na min.

Wyniki

Metoda mikro-izoelektroogniskowania z pojedynczych traktowanych i nie-
traktowanych eluatem $cian pytkowych znamion oraz z frakcji otrzymanej w wyni-
ku przemywania $cian pytku rozdzielono dwadzieScia siedem biatek, ktdrych
punkty izoelektryczne (pl) odpowiadaly pH od 3,2 do 9,0 (rys. 1). W obrgbie
~populacji” znamion kazdego z samoniezgodnych osobnikéw obserwowano poli-
morfizm biatkowy. Po potraktowaniu znamion eluatem $cian pytku z tego samego
osobnika zaobserwowano zmiany jakoSciowe, polegajace na zaniku niektérych i
wystapieniu nowych bialek. W traktowanych znamionach osobnika A w poréw-
naiu ze znamionami nietraktowanymi zanikly te biatka, ktére posiadaly punkty
izoelektryczne w pH 3,6 i 8,5 natomiast pojawily si¢ trzy o pI w pH 3,4; 5,21 7,2.
W traktowanych eluatem znamionach osobnika B nie wykryto trzech peptydéw,
ktérych pl odpowiadato warto$ciom pH 4,3; 6,2 i 6,9, natomiast pojawily si¢ trzy
nowe o pl w pH 3,9; 7,01 7,2. Te dwa samoniezgodne osobniki (nie uzyskano ani
jednego ziarna po samozapyleniu) zostaly wyselekcjonowane z odmiany Skra. Ze
znamion samoniezgodnego osobnika C (odmiana Limosa) zaniklo po potrakto-
waniu eluatem §cian wlasnego pytku az osiem bialek o punktach izoelektrycznych
w pH 3,6; 4,2; 5,2; 5,4; 7,5; 7,7; 8,1; 83 i §,8, natomiast pojawily si¢ dwa nowe
biatka o punktach izoelektrycznych pH 3,4 1 6,9. Tylko w traktowanych eluatem
pylkowym znamionach wszystkich trzech samoniezgodnych osobnikéw wykryto
peptyd o punkcie izoelektrycznym w pH 5,0.
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Rys. 1. Syntetyczne elektoforegramy biatek dla pojedynczych znamion trzech osobni-
kéw F pratensis po rozdzialach metoda mikroelektroogniskowania (a ~ zna-
miona, b — znamiona po potraktowaniu eluatem $cian i plaszcza pytkowego, c
- plaszcz pytkowy)

Fig. 1. 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, ¢ — pollen coat)

Metodg zminiaturyzowanej 2-D elektroforezy stwierdzono, ze w przypadku
kazdego z wyselekcjonowanych osobnikéw obrazy biatek 2-D z nietraktowanych i
traktowanych znamion réznily si¢ liczbg wybarwionych peptydéw. Obscrwowano
réwniez wyrazne rdznice jako$ciowe (rys. 2).

U osobnika A z dziewigédziesigciu czterech peptydéw obecnych w nietrak-
towanych znamionach dwadziescia jeden nie wykryto w znamionach traktowanych
eluatem Scian pytkowych tego samego osobnika, np. biatka 0 MW 42, 47 i 59 kD
i odpowiednio o punktach izoelektrycznych w pH 7,8; 6,0 1 6,0, niskoczgsteczko-
we 0 MW ponizej 14,2 kD i pI w pH 6,3, 6,4; 7,6; 7,8 1 83, a takze jedenaScie
peptydéw o MW od 15 do 27 kD (szeroki zakres pH). Po naniesieniu eluatu
Scian wiasnego pylku wykryta liczba peptydéw w znamionach wzrastala do sto
osiemdziesiat jeden, z czego czterdziesSci pig¢ byto nowymi biatkami, poczawszy
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od niskoczasteczkowych, np. trzynastu o MW ponizej 13 kD rozdzielonych
niemal w catym zakresie pH, trzech wysokoczasteczkowych o MW 52, 58 i 72 kD
(pI odpowiednio w pH 4,8; 4,9 i 5,9) i innych o $rednich masach czasteczkowych
i punktach izoelektrycznych w pH od 3,3 do 9,2. Pozostale czterdzieSci dwie
plamki zostaly réwniez wykryte we frakcji $cian pytkowych. Tylko dziewigé pepty-
doéw wystgpito zaréwno w traktowanych 1 nietraktowanych znamionach (brak ich
we frakcji $cian pylkowych).
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Rys. 2. Biatka znamion (a) i znamion po uprzednim traktowaniu eluatem plaszcza

$cian whasnego pytku (b) E pratensis — osobnik C. Zaznaczone plamki odpo-
wiadaja peptydom charakterystycznym

Fig. 2. Proteins of stigmas (a) and stigmas after trcatment with eluate of own pollen
walls (b) F. pratensis, individual C. Characteristic peptides were marked

Sposréd szesédziesigeiu dwoch peptydédw znamion osobnika B dwadzieScia
siedem nie obserwowano w traktowanych eluatem $cian pytku znamionach m.in.
dwanascie o MW od 46 do 70 kD (pl w pH 4,8-6,6), cztery o MW od 24 do 26
kD (pI w pH 6,1-6,5) oraz niskoczasteczkowec o MW ponizej 13 kD (pI w pH
4,8; 5,6 1 6,9). W potraktowanych eluatem $cian z pyltku tej samej ro§liny znamio-
nach okazato sig, ze z pigédziesigciu dziewigciu peptydéw, dwadziescia jeden bylo
charakterystyczne (pozostale wykryto takze we frakcji $cian pytku) m.in. pi¢¢ o
masach czgsteczkowych od 44 do 47 kD (pI w pH 4,9-5,2), siedem o MW od 33
do 38 kD (pI w pH 4,8-5,5) czy pi¢¢ niskoczasteczkowych o MW ponizej 13 kD i
punktach izoelcktrycznych w pH 4,3; 4,7; 4,8; 5,11 8,9.

Ze stu trzydziestu dziewigciu peptydéw znamion osobnika C sze§édziesigt
sze$¢ nie wykryto w znamionach traktowanych eluatem ze $cian pytkowych, takich
jak np. dwadziescia dziewig¢ o MW od 25 do 37 kD (pl w pH 7,0-9,2), cztery o
MW 41-48 kD (pI w pH 7,0-8,1), pigtnascie wysokoczasteczkowych o MW 56
kD (pI w pH 7,8), 58 kD (pI w pH 5,4) i 70 kD (pI w pH 6,9). Tylko w potrak-
towanych eluatem pytkowym znamionach wykryto takie biatka jak: np. dwadzies-
cia jeden o MW 42-47 kD (pI w pH3,7-5,4), siedem o MW od 52-67 kD (pl w
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pH 5,8-6,8), pig¢ 0 MW 62-66 kD (pI w pH 6,9-8,1), dziewi¢¢ 0 masach czaste-
czkowych ponizej 18 kD, rozdzielonych w pH 4,2-8.7.

We wszystkich trzech przypadkach tylko w traktowanych eluatem pylkowym
znamionach wykryto pig¢ peptydéw o nast¢pujacych parametrach: 13 kD (pI w
pH 89), 17kD (pI w pH 9,0), 13 kD (pI w pH 4,9), 125 kD (pI w pH 5,1) i
peptyd o masie 16,5 kD (pI w pH 7,1).

Rozdzielone frakcje, biatlkowa (o aktywnoSci proteolitycznej) i frakcja
zwigzkow o niskiej masie czasteczkowej (Zrédlo ewentualnych efektoréw) ze zna-
mion i pylku F pratensis testowano w reakcji protcolizy w uktadzie homo- i
heterologicznym (frakcja biatkowa ze znamion, frakcja niskoczasteczkowa z pytku
i odwrotnie) nie stwierdzajac istotnych réznic w aktywnosci enzymatycznej. Kiedy
jednak do frakcji enzymatycznej ze znamienia F prafensis dodawano frakcje
niskoczasteczkowe z pytkdéw roslin rodziny Poaceae (siedem gatunk6w) obserwo-
wano bardzo znaczacy wzrost aktywnosci proteazy znamienia (320-680%), ktory
nie zalezal od czasu preinkubacji. Podobne frakcje z pytkéw roélin nalezacych do
innych rodzin (Nicotiana alata - Solanaceae, Helianthus annuus - Compositae,
Hemerocalis fulva — Liliaceae) nie mialy podobnych wiasnoéci (tab. 1). Enzym ze
znamienia kukurydzy (roslina kontrolna) w obecnosci frakeji niskoczasteczkowej z
pylku F pratensis téwniez zwigkszal szybko$¢ hydrolizy substratu (okolo 400%).
Stosujac specyficzne inhibitory enzymoéw proteolitycznych ustalono, ze oba enzy-
my ze znamion naleza do grupy metaloproteinaz, uwazanej za najstarszg grupg
proteaz. Frakcje niskoczasteczkowe, ktére tak wydatnie wzmagaja dzialanie pro-
teaz ze znamion F pratensis i kukurydzy, nie mialy zadnego wplywu na aktywno$cé
enzyméw, w tym réwniez metaloproteinaz. Proby stwierdzenia czy efektor (-y) z
pylku rodziny Poaceae jest peptydem, nie pozwalaja w chwili obecnej na jedno-
znaczne potwierdzenie. Trawienie enzymami z innych organizmdw, a nastgpnie
rozdzielanie metodami chromatograficznymi i testowanie otrzymanej frakcji
niskoczasteczkowej w reakcji proteolizy przynioslo bardzo rozbiezne wyniki.
Dzigki zastosowaniu metody wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej
(HPLC) udalo sig wyodrebnié z ekstraktu pylkowego kukurydzy zwigzek (lub nie-
wielka grupe zwiazkéw), ktéry po zageszczeniu powodowal 10-krotny wzrost
aktywnos$ci proteazy ze znamienia Festuca pratensis (rys. 3).

Tabela 1; Table 1

Whplyw obecnosci frakeji zwiazkéw o niskiej masie czasteczkowe) z pytkéw
réznych roélin na aktywno$¢ enzyméw 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 HUDS. 0
Loliwm multiflorum LAM. 375
Festulolium 322
Dactylis glomerata 1.. 547
Secale cereale 1.. 434
Triticale 466
Zea mays L. 680
Nicotiana alata LINT & OTTO 0
Helianthus annuus L. 0
Hemerocallis fulva 1. 0
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Rys. 3. Profil elucji zwigzkéw o niskiej masie czasteczkowej z pytku kukurydzy w

kolumnie Econosil (HPLC). Strzatka wskazuje frakcje stymulujaca aktywnosé
enzyméw proteolitycznych ze znamion Festuca pratensis

Fig. 3. Elution profile of low molecular weight compounds from pollen grains of
maize in Econosil column (HPLC). Arrow shows the fraction stimulating
activity of proteolytic enzymes from Festuca pratensis stigmas

Dyskusja

Przeprowadzone analizy elektroforetyczne potwierdzaja istnienie polimor-
fizmu bialek ze znamion jednego osobnika E pratensis. Wezeéniej polimorfizm
bialek ze znamion stwierdzono u Lolium multiflorum [MIKI-HIRISHIGE 1987], w
znamionach i ich wydzielinach u Nicotiana alata [KaLINOWSKI i in. 1999] 1 réznych
gatunkéw o suchych i wilgotnych znamionach [KALINOWSKI i in. 1996]. Istnienie
polimorfizmu biatkowego wynika z heterozygotycznosci utrzymywanej u samonie-
zgodnych roslin.

W traktowanych eluatem §cian wlasnego pylku znamionach, po rozdzialach
metodg M-IEF obserwowano nowe biatka, nicobecne w nietraktowanych znamio-
nach i w eluacie §cian pytku. Ponadto w traktowanych znamionach nowe biatka
mialy czgsto te same punkty izoelektryczne co biatka Scian pylkowych, ale jak
stwierdzono w analizach poréwnawczych nie byly one peptydami frakcji $cian
pylkowych. Nie mogly by¢ one wykryte ze wzgledu na zbyt malg ilos¢ (0,5 ug)
nanoszonych na znamiona bialek $cian.

W traktowanych eluatem $cian pylkowych znamionach zaobserwowano
zmiany jakoSciowe w poréwnaniu z znamionami nietraktowanymi. Zanik grup
peptydéw w traktowanych znamionach niewatpliwie zwigzany jest z dzialaniem
pytkowych enzyméw hydrolitycznych. Po zetknigciu mikrogametofitu ze znamie-
niem ten pierwszy uwalnia z plaszcza i $cian enzymy hydrolityczne, wiréd nich
proteazy [RADLOWSKI 1998]. Zanik wielu peptyddw znamion po potraktowaniu ich
eluatem §cian pylku jednoznacznie wskazuje na intensywne dzialanie enzyméw
proteolitycznych. Jeden z nich, obecny w pytku Zea mays L., trawi biatka znamie-
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nia w sposdb wysoce wybidrczy [RADLOWSKI i in. 1996], mozna wigc przypuszczaé
ze pojawianie si¢ nowych peptydéw w traktowanych znamionach (np. o niskich
masach czasteczkowych) jest efektem specyficzne] hydrolizy wysokoczasteczko-
wych bialek przez proteazy z eluatu pylkowego F pratensis.

Obecne tylko w traktowanych eluatem §cian pytkowych znamionach biatka
(jedno po rozdziatach M-IEF, pi¢¢ po M 2-D elektroforezie) wigzaé nalezy zc
zjawiskiem samoniezgodnosci. Na tle danych literaturowych najprawdopodobnicj
sa to glikoproteiny o zblizonych masach czastecczkowych [ROBERTS i in. 1980;
Dumas, GAUDE 1981; SCHOPFER i in. 1999; NASRALLAH 2000].

Powodem badan relacji enzym proteolityczny-niskoczgsteczkowy efektor
podczas interakcji pylek-znamig u Festuca pratensis bylo: 1) regulacyjna rola tego
typu oddzialywari w wielu procesach fizjologicznych u ro$lin; 2) konserwatywnos¢
proceséw proteolitycznych w komérkach réznych organizméw; 3) brak uniwersal-
nego modelu samo- i niezgodno$ci na poziomie molekularnym; 4) wykrycie i
oczyszczenie proteaz z pyltku kilku gatunkéw rodlin; 5) rdznice w specyficznosci
dzialania enzyméw proteolitycznych z pytku w pordwnaniu z enzymami z tkanki
diploidalnej. Przypuszczano wige, ze oddzialywania proteaza-efektor ze znamienia
i pytku moze odgrywaé istotng rol¢ w mechanizmach rozpoznawania lub odrzuca-
nia mikrogametofitu przez tkankg diploidalng.

W przeprowadzonych doswiadczeniach nad proteazami znamion i pylku w
zadnym przypadku nie zaobserwowano inhibujacego wplywu frakcji zwigzkéw o
niskiej masie czgsteczkowej ekstrahowanych z tych Zrédel, co jest najczg¢sciej spo-
tykanym efektem tego rodzaju oddzialywan. Otrzymane wyniki potwierdzaja
udzial enzyméw proteolitycznych w interakeji pylek-znami¢ w rodzinic Poaceae.
Wzmaganie aktywnodci proteaz znamienia F. pratensis w obecnosci niskoczastecz-
kowej frakcji z pylkéw innych roélin tylko z rodziny traw moze stanowié jeden z
elementéw mechanizmu niezgodno$ci. OdpowiedZ na pytanie czy podobnego
typu relacje wystgpuja takze w obrgbie roslin innych rodzin wymaga dalszych
badan.

Whioski

1. Metody elektroforetyczne w polaczeniu z zamiang bialek plaszcza i1 $cian
pylku pozwalaja na identyfikacje peptydéw znamienia zaangazowanych w
procesie samoniezgodnosci u Festuca pratensis.

2. Zanikanie peptydéw znamienia jak i pojawianic si¢ ,,nowych” bialck w
nastepstwie interakcji z eluatem wlasnego pytku mozna wigza¢ z intensyfi-
kacjg dziatania proteaz pytkowych.

3. Interakcja proteaz znamienia Festuca pratensis z niskoczasteczkowq frakcja
z pytkéw roflin z rodziny Poaceae moze by¢ istotnym elementem mecha-
nizmu niezgodnosci.
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troforeza, enzymy proteolityczne

Streszczenie

Metodami elektroforetycznymi badano polimorfizm peptydéw znamienia
oraz wplyw eluatu Scian pytku na ich udzial w samoniezgodnos$ci na przykladzie
trzech, wyselekcjonowanych osobnikéw Festuca pratensis. Jednoczednie okreélano
zaangazowanie oddzialywan proteaza/niskoczasteczkowe zwigzki ze znamienia i
pytku w mechanizmach niezgodnosci.

Metoda M-IEF w pojedynczych znamionach F pratensis, znamionach trak-
towanych eluatem Scian pytku i w eluacie pytkowym wykryto 27 peptydow. Jeden
z nich o punkcie izoelektrtycznym (pI) w pH 5,0 wykryto w znamionach trakto-
wanych eluatem pytkowym. Metoda dwukierunkowej clektroforezy w traktowa-
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nych eluatem znamionach stwierdzono obecno$¢ pigciu peptydéw o MW 13 kD
(pI w pH 8,9), 17 kD (pI w pH 9,0), 13 kD (pI w pH 4,9), 12,5 kD (pI w pH 5,1)
i peptyd o MW 16,5 kD (pI w pH 7,1). Wyzej wymienione biatka nalezy wigzaé
ze zjawiskiem samoniezgodno$ci. Obiema metodami wykazano, ze w traktowa-
nych znamionach zachodzily istotne zmiany jakoSciowe polegajace na zaniku
pewnych grup i pojawianiu si¢ tzw. ,,nowych” peptydéw.

Stwierdzono, ze aktywno$é enzyméw proteolitycznych znamienia F praten-
sis wzrasta bardzo znacznie (320-680%) w obecnosci frakeji niskoczasteczkowej z
pytkéw innych roélin rodziny Poaceae. Frakcja niskoczasteczkowa z pylku E pra-
tensis, a takze z pytkéw roslin nalezacych do innych rodzin nie posiadata takich
wlasnodci. Zaobscrwowana zalezno$¢ moze odgrywaé rolg w procesie niezgodno-
Sci.

STIGMA PROTEINS OF Festuca pratensis HUDS.
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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 eluate 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 (pI at pH 8.9), 17 kD (pI at pH 8.9),
17 kD (pI at pH 9.0), 13 kD (pI at pH 4.9), 12.5 kD (pI 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 Poacege 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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