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Wstęp 

Metoda dwukierunkowej elektroforezy (2-DE) na żelu poliakryloamidowym 
umożliwia rozdzielenie na jednym żelu do kilkuset peptydów, dzięki czemu zjed­
nego doświadczenia można uzyskać wiele informacji na temat stopnia pokre­
wieństwa i zróżnicowania genetycznego organizmów [KALINOWSKI i in. 1993; THIEL­

LEMENT i in. 1999]. Celem niniejszej pracy było porównanie obrazów białek od­
mian Festulolium , pochodzących z mieszańca mit,dzyrodzajowego Festuca praten­
sis Huos. (2n = 4x = 28) X Lolium multiflorwn LAM. (2n = 4x = 28) [ZWIERZY­

KOWSKI i in. 1993] z odmianami gatunków rodzicielskich poprzez wykorzystanie 
metody 2-DE. Białka były analizowane zarówno na poziomie diploidalnym (siew­
ki), jak i haploidalnym (ziarna pyłku). W rozwoju zieren pyłku biorą udział geny 
sporofitu i gametofitu. Poza tym dojrzały pyłek jest dobrym obiektem badaw­
czym, ponieważ ma ściśle określone stadium fizjologiczne , co ma istotne znacze­
nie w analizach porównawczych. 

Materał i metody 

Materiał do badań stanowiły dwie odmiany Festulolium - Felopa i Sulino 
oraz odmiany gatunków rodzicielskich: F pratensis Huos. Westa i L. multiflorum 
LAM. Mitos. Białka izolowano z 6-dniowych siewek oraz dojrzałych ziaren pyłku . 

Ze wzglt,du na brak dostatecznej ilości pyłku nie analizowano białek pyłku od­
miany Felopa. Ekstrakcje przeprowadzono wg metody HURKMANA i TANAK! [1986] 
z fazą fenolową, przy czym białka mikrogametofitu dzielono dodatkowo na dwie 
frakcje . Pierwszą stanowiły białka eluowane z płaszcza pyłkowego (ang. pollen 
coat, pollen kit or tryphine; pod pojt,ciem płaszcza pyłkowego rozumie się związ­
ki zdeponowane na powierzchni i w zagłębieniach egzyny), a drugą peptydy izolo­
wane z przemytych ziaren pyłku. W ten sposób w drugiej frakcji otrzymano biał­
ka powstałe głównie w wyniku ekspresji genów gametofitu. Wypłukiwanie białek 
z egzyny i tryfiny przeprowadzono za pomocą buforu Hurkmana. 

Białka były rozdzielane metodą dwukierunkowej elektroforezy (2-DE) we­
dług procedury HOCHSTRASSERA i in. [1988]. Pierwszym kierunkiem elektroforezy 
było izoelektroogniskowanie (IEF), drugim - elektroforeza w żelu denaturującym 
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zawierającym detergent (1 % siarczan dodec-ylosodowy - SDS). W pierwszym kie­
runku (IEF) stosowano kolumienki żelu poliakryloamidowego (1 x 120 mm) za­
wierającego servalit o pH 3-10. Białko ogniskowano w temperaturze pokojowej 
przez 18 godzin przy wzrastającym napięciu od 50-1000 V. Drugi kierunek pro­
wadzono w 12% żelach poliakryloamidowych (1 X 120 X 100 mm) przy stałym 
natężeniu prądu 1 mA-mm-2 żelu przez 4 godziny w temp. pokojowej. Rozdzielo­
ne peptydy wybarwiano metodą srebrową. Otrzymane obrazy proteomiczne anali­
zowano przy pomocy programu Lab Sean i Image Master 2-D Elite. 

Wyniki i dyskusja 

Peptydy obecne u odmian gatunków rodzicielskich były w większości obser­
wowane także u odmian Festulolium, wykryto też białka charakterystyczne tylko 
dla Festulolium i gatunków rodzicielskich zarówno na poziomie diploidalnym w 
siewkach, jak i haploidalnym - pyłku. Ponadto w siewkach obu odmian Festulo­
lium stwierdzono występowanie grup białek, których nie wykryto u form rodzi­
cielskich. Było to 7 białek o punktach izoelektrycznych (pl) w zakresie pH 
8,4-9,4 i masach cząsteczkowych od 40 do 50 kDa i 2 białka o pl w zakresie pH 
4,7-5,0 i masie poniżej 14,2 kDa (rys. 1). Podobnie analiza obrazów białek z 
dojrzałego pyłku ujawniła obecność peptydów niezidentyfikowanych u gatunków 
rodzicielskich. Charakterystyczne dla Festulolium odm. Sulino były białka o nis­
kiej masie cząsteczkowej (poniżej 14 kDa), których punkty izoelektryczne znajdu­
ją się w pH 8,0-8,4 (2 białka), 8,7-9,3 (4 białka) i 3,8 (2 białka); 4 białka o pl w 
pH 8,0-8,7 i masach powyżej 66 kDa; 3 białka o pl w pH 8,7-9,0 i masach 24-26 
kDa. W obrazach 2-DE białek płaszcza i ścian pyłkowych (tryfiny i egzyny) także 
zaobserwowano występowanie peptydów nieobecnych u form rodzicielskich. 
Wśród tych nowych białek charakterystyczne były dwie grupy: pierwsza to 5 bia­
łek, których punkty izoelektryczne odpowiadały pH 7,5-8,5, a ich masy cząstecz­
kowe wynosiły od 33 do 39 kDa, druga to 2 białka o pl 7,2-8,7 i masach poniżej 
14,2 kDa. 

Tabela 1; Table 1 

Liczba plam polipeptydów wykrytych w różnych tkankach Festulolium odmiany Sulino 
i gatunków rodzicielskich 

Number of polypeptide spots in different tissues of Festulolium cv. Sulino 
and parental species 

Materiał 
F. pratensis L. multifio,um Festu/olium 

Materia! 
odmiana; cultivar odmiana; cultivar odmiana; cultivar 

Westa Mitos Sulino 

6-dniowe siewki 
361 406 226 

6-day old seedlings 

Dojrzały pyłek 
312 365 298 

Mature pollen grains 

Płaszcz pyłkowy 
311 212 164 

Pollen coat 

Intyna i cytoplazma pyłku 
250 130 267 

Pollen intine and cytoplasm 
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SDS - siarczan dodecylosodowy; dodecyl sodium sulfate 

Rys. l. Obrazy białek ogólnych z siewek po rozdziale metodą dwukierunkowej elek­
troforezy. Linią zaznaczono peptydy charakterystyczne dla odmian Festulolium 
i gatunków rodzicielskich. Strzałkami zaznaczono pochodzenie wybranych bia­
łek: • mateczne, > ojcowskie 

Fig. 1. Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) of proteins 
from seedlings. The line marked the peptides characteristic for cultivars of 
Festuloliwn and parental species. Origin of same parental proteins was mar­
ked with arrows: • matema!, > paternal 
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Specyficzne peptydy wykryto także na obrazach elektroforetycznych białek 
pochodzących z głębszych, nieodmywalnych warstw pyłku (intyna i cytoplazma). 
Należą do nich między innymi 4 peptydy posiadające punkt izoelektryczny w pH 
7,1-8,0 o masie 65 kDa, 2 peptydy o pl w zakresie pH 4,2 o masie poniżej 14,2 
kDa, 2 peptydy o pl 4,4 i masie 23 i 26,4 kDa oraz 4 peptydy o pl w pH 4,6-5,0 i 
masach od 27 do 34 kDa. W gatunkach rodzicielskich wykryto również grupy bia­
łek specyficznych, które nie występowały u odmian Festulolium. W większości 
przypadków u odmian Festulolium stwierdzano przewagę białek F. pratensis oraz 
spadek ogólnej liczby peptydów w stosunku do obu gatunków rodzicielskich . 
Tylko w przypadku obrazów proteomicznych białek wewn<;trznych pyłku zaobser­
wowano wzrost liczby białek u Festulolium odm. Sulino w stosunku do gatunków 
rodzicielskich (tab. 1). Porównując liczbę plam uzyskanych na obrazach białek 
pyłku nieodmytego do tych, które wykryto na żelach po odmyciu zewnętrznych 
partii pyłku można przypuszczać, iż tylko niewielka część białek izolowanych z 
pyłku nieodmytego jest pochodzenia sporofitowego. 

Analizy porównawcze organizmów mogą być prowadzone na różnych po­
ziomach organizacji. Rośliny mogą być porównywane na podstawie cech morfolo­
gicznych, anatomicznych, cytologicznych i biochemicznych. Porównania na pozio­
mic molekularnym powszechnie wykonuje się za pomocą elektroforezy białek. 
Jedną z najczulszych i wysokorozdzielczych technik elektroforetycznych jest elek­
troforeza dwukierunkowa na żelu poliakryloamidowym. Obecnie jest to podsta­
wowa metoda w proteomice, jednej z najintensywniej rozwijających się dziedzin 
biologii molekularnej [THIELLEMENT i in. 1999). 

Wnioski 

1. Analiza obrazów zmienności białek odmian Festulolium i gatunków rodzi­
cielskich wykazała istnienie wysokiego polimorfizmu białek (na żelach po 
rozdziałach 2-DE wykrywano po kilkaset peptydów). 

2. Specyficzne grupy białek wykryte u mieszańców Festulolium i ich gatunków 
rodzicielskich mogą być wykorzystane jako markery molekularne. 

3. Dojrzały pyłek okazał się dobrym materiałem do analizy polimorfizmu biał­
kowego traw kompleksu Lolium-Festuca. 

4. Otrzymane wyniki potwierdzają celowość wybrania metody 2-DE do anali­
zowania polimorfizmu białek u traw kompleksu Lolium-Festuca. 
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Streszczenie 

W pracy analizowano obrazy białka ogólnego siewek i pyłku poprzez zasto­
sowanie metody dwukierunkowej elektroforezy na żelu poliakryloamidowym. 
Obiektem badań były dwie odmiany Festulolium - Felopa i Sulino oraz odmiany 
gatunków rodzicielskich: Festuca pratensis Huos. Westa i Lolium multiflorum 
LAM. Mitos. Na otrzymanych obrazach zmienności białek wykryto po kilkaset 
peptydów, co świadczy o istnieniu wysokiego polimorfizmu białek u badanych 
traw. W siewkach Festulolium wykrywano mniej białek niż u gatunków wych. Spe­
cyficzne grupy białek mogą być wykorzystane jako markery molekularne. Dojrzały 
pyłek okazał się dobrym materiałem badawczym do analizy polimorfizmu białko­
wego. 
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Summary 

Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresjs (2-D PAGE) was con­
ducted on etiolated seedlings and mature pollen grains proteins from two Festu­
lolium cultivars - Felopa and Sulino and its parental species: Festuca pratensis 
Huos. cv. Westa and Lolium multiflorum LAM. cv. Mitos. In each case 2-D 
PAGE proteomic pictures of soluble proteins showed severa] hundred of poły-
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peptide spots. Generally, less number of spots were found in seedlings of Festulo­
lium cultivars than in the cultivars of parental species. Specific sets of proteins 
can be useful as the molecular markers. Mature pollen grains proved to be a 
convenient materiał for determination of protein polymorphism. 
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