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Wstep

Metoda dwukierunkowej elektroforezy (2-DE) na zelu poliakryloamidowym
umozliwia rozdzielenie na jednym zelu do kilkuset peptydéw, dzigki czemu z jed-
nego do§wiadczenia mozna uzyska¢ wiele informacji na temat stopnia pokre-
wiefistwa i zréznicowania genetycznego organizmow [KALINOWSKI i in. 1993; THIEL-
LEMENT i in. 1999]. Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie obrazéw bialek od-
mian Festulolium, pochodzacych z mieszafica migdzyrodzajowego Festuca praten-
sis HUDS. (2n = 4x = 28) X Lolium multiflorum LAM. (2n = 4x = 28) [ZWIERZY-
KOWSKI i in. 1993] z odmianami gatunkéw rodzicielskich poprzez wykorzystanic
metody 2-DE. Biatka byly analizowane zaréwno na poziomie diploidalnym (siew-
ki}, jak i haploidalnym (ziarna pytku). W rozwoju zieren pytku biora udziat geny
sporofitu i gametofitu. Poza tym dojrzaly pylek jest dobrym obicktem badaw-
czym, poniewaz ma S§ci§le okre§lone stadium fizjologiczne, co ma istotne znacze-
nie w analizach poréwnawczych.

Materat i metody

Material do badah stanowily dwie odmiany Festulolium — Felopa i Sulino
oraz odmiany gatunkéw rodzicielskich: F pratensis HUDS. Westa 1 L. multiflorum
LAM. Mitos. Bialka izolowano z 6-dniowych siewek oraz dojrzalych ziaren pylku.
Ze wzgledu na brak dostatecznej ilodci pytku nie analizowano biatek pytku od-
miany Felopa. Ekstrakcje przeprowadzono wg metody HURKMANA i TANAKI [1986]
z faza fenolowa, przy czym bialka mikrogametofitu dzielono dodatkowo na dwie
frakcje. Pierwszg stanowily biatka eluowane z plaszcza pylkowego (ang. pollen
coat, pollen kit or tryphine; pod pojeciem plaszcza pytkowego rozumie si¢ zwiaz-
ki zdeponowane na powierzchni i w zaglebieniach egzyny), a druga peptydy izolo-
wane z przemytych ziaren pytku. W ten sposéb w drugiej frakcji otrzymano bial-
ka powstate gldwnie w wyniku ekspresji genéw gamectofitu. Wyptukiwanie biatek
z egzyny i tryfiny przeprowadzono za pomoca buforu Hurkmana.

Bialka byly rozdzielane metoda dwukierunkowej elektroforezy (2-DE) we-
dhug procedury HOCHSTRASSERA i in. [1988]. Pierwszym kierunkiem elektroforezy
bylo izoelektroogniskowanie (IEF), drugim — elektroforeza w zelu denaturujgcym
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zawierajacym detergent (1% siarczan dodecylosodowy — SDS). W pierwszym kie-
runku (IEF) stosowano kolumienki Zelu poliakryloamidowego (1 X 120 mm) za-
wierajacego servalit o pH 3-10. Biatko ogniskowano w temperaturze pokojowej
przez 18 godzin przy wzrastajacym napigciu od 50-1000 V. Drugi kierunek pro-
wadzono w 12% zelach poliakryloamidowych (1 x 120 X 100 mm) przy stalym
natgzeniu pragdu 1 mA-mm-2 zelu przez 4 godziny w temp. pokojowej. Rozdzielo-
ne peptydy wybarwiano metoda srebrowa. Otrzymane obrazy proteomiczne anali-
zowano przy pomocy programu Lab Scan i Image Master 2-D Elite.

Wyniki i dyskusja

Peptydy obecne u odmian gatunkéw rodzicielskich byly w wigkszoSci obser-
wowane takze u odmian Festulolium, wykryto tez bialka charakterystyczne tylko
dla Festulolium i gatunkéw rodzicielskich zaréwno na poziomie diploidalnym w
siewkach, jak i haploidalnym - pylku. Ponadto w siewkach obu odmian Festulo-
lium stwierdzono wystegpowanie grup bialek, ktérych nie wykryto u form rodzi-
cielskich. Bylo to 7 bialek o punktach izoelektrycznych (pI) w zakresie pH
8,4-9,4 i masach czasteczkowych od 40 do 50 kDa i 2 biatka o pI w zakresie pH
4,7-5,0 i masie ponizej 14,2 kDa (rys. 1). Podobnie analiza obrazéw bialek z
dojrzatego pylku ujawnila obecno§é peptydéw niezidentyfikowanych u gatunkéw
rodzicielskich. Charakterystyczne dla Festulolium odm. Sulino byly biatka o nis-
kiej masie czasteczkowej (ponizej 14 kDa), ktérych punkty izoelektryczne znajdu-
ja si¢ w pH 8,0-8,4 (2 bialka), 8,7-9,3 (4 biatka) i 3,8 (2 bialka); 4 biatka o pIl w
pH 8,0-8,7 i masach powyzej 66 kDa; 3 bialka o pI w pH 8,7-9,0 i masach 24-26
kDa. W obrazach 2-DE bialek plaszcza i §cian pylkowych (tryfiny i egzyny) takze
zaobserwowano wystgpowanie peptydéw nieobecnych u form rodzicielskich.
Wsréd tych nowych bialek charakterystyczne byly dwie grupy: pierwsza to 5 bia-
fek, ktérych punkty izoelektryczne odpowiadaly pH 7,5-8.5, a ich masy czastecz-
kowe wynosity od 33 do 39 kDa, druga to 2 bialka o pl 7,2-8,7 i masach ponizej
14,2 kDa.

Tabela 1; Table 1

Liczba plam polipeptydéw wykrytych w réznych tkankach Festulolium odmiany Sulino
i gatunkéw rodzicielskich

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

Materiat F. pratensis L. multiflorum Festulolium
Mate;;al odmiana; cultivar | odmiana; cultivar | odmiana; cultivar
Westa Mitos Sulino
6-dniowe siewki
6-day old seedlings 361 406 226
Dojrzaly pylek
Mature pollen grains 312 365 298
Plaszcz pytkowy
Pollen coat 31 212 164
Intyna i cytoplazma pytku
Pollen intine and cytoplasm 250 130 267
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Rys. 1. Obrazy bialek ogélnych z siewek po rozdziale metoda dwukierunkowej elek-
troforezy. Linig zaznaczono peptydy charakterystyczne dla odmian Festulolium
i gatunkdédw rodzicielskich. Strzatkami zaznaczono pochodzenie wybranych bia-
tek: » 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
Festulolium and parental species. Origin of some parental proteins was mar-
ked with arrows: » maternal, > paternal
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Specyficzne peptydy wykryto takze na obrazach elektroforetycznych bialek
pochodzacych z glebszych, nicodmywalnych warstw pytku (intyna i cytoplazma).
Nalezg do nich miedzy innymi 4 peptydy posiadajace punkt izoelektryczny w pH
7,1-8,0 0 masie 65 kDa, 2 peptydy o pl w zakresiec pH 4,2 0o masie ponize] 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 réwniez grupy bia-
tek specyficznych, ktére nie wystgpowaly u odmian Festulolium. W wigkszosci
przypadkéw u odmian Festulolium stwierdzano przewage bialek F pratensis oraz
spadek ogdlnej liczby peptydéw w stosunku do obu gatunkéw rodzicielskich.
Tylko w przypadku obrazéw proteomicznych bialek wewngtrznych pylku zaobser-
wowano wzrost liczby biatek u Festwlolium odm. Sulino w stosunku do gatunkéw
rodzicielskich (tab. 1). Poréwnujac liczb¢ plam uzyskanych na obrazach biatek
pylku nieodmytego do tych, ktére wykryto na zelach po odmyciu zewngtrznych
partii pytku mozna przypuszczad, iz tylko niewiclka cz¢§é bialek izolowanych z
pytku nieodmytego jest pochodzenia sporofitowego.

Analizy poréwnawcze organizméw mogg by¢ prowadzone na réznych po-
ziomach organizacji. Roéliny moga by¢ poréwnywane na podstawie cech morfolo-
gicznych, anatomicznych, cytologicznych i biochemicznych. Poréwnania na pozio-
mie molekularnym powszechnie wykonuje si¢ za pomoca elektroforezy biatek.
Jedna z najczulszych i wysokorozdzielczych technik elektroforetycznych jest elek-
troforeza dwukierunkowa na zelu poliakryloamidowym. Obccnie jest to podsta-
wowa metoda w proteomice, jednej z najintensywniej rozwijajacych si¢ dziedzin
biologii molekularnej [THIELLEMENT i in. 1999].

Whioski

1. Analiza obrazéw zmiennoSci bialek odmian Festulolium 1 gatunkéw rodzi-
cielskich wykazala istnienie wysokiego polimorfizmu bialek (na zelach po
rozdziatach 2-DE wykrywano po kilkaset peptydéw).

2. Specyficzne grupy bialek wykryte u mieszancéw Festulolium i ich gatunkow
rodzicielskich moga byé wykorzystane jako markery molekularne.

3. Dojrzaly pylek okazat si¢ dobrym materialem do analizy polimorfizmu bial-
kowego traw kompleksu Lolium-Festuca.

4. Otrzymane wyniki potwicrdzaja celowo§é wybrania metody 2-DE do anali-
zowania polimorfizmu bialek u traw kompleksu Lolium-Festuca.
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Streszczenie

W pracy analizowano obrazy biatka ogélnego siewek i pytku poprzez zasto-
sowanie metody dwukierunkowej elektroforezy na zelu poliakryloamidowym.
Obicktem badafi byly dwie odmiany Festulolium - Felopa i Sulino oraz odmiany
gatunkéw rodzicielskich: Festuca pratensis HUDS. Westa i Lolium multiflorum
LAM. Mitos. Na otrzymanych obrazach zmiennodci bialek wykryto po kilkaset
peptydéw, co $wiadczy o istnieniu wysokiego polimorfizmu bialek u badanych
traw. W siewkach Festulolium wykrywano mniej biatek niz u gatunkéw wych. Spe-
cyficzne grupy biatek mogg byé wykorzystane jako markery molekularne. Dojrzaly
pytek okazat si¢ dobrym materialem badawczym do analizy polimorfizmu biatko-
wego.

MARKER PROTEINS OF Festulolium CULTIVARS
AND ITS PARENTAL SPECIES
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Summary

Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (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
HUDS. cv. Westa and Lolium multiffiorum LAM. cv. Mitos. In each case 2-D
PAGE proteomic pictures of soluble proteins showed several hundred of poly-
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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 material for determination of protein polymorphism.
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