
 

A N N A L E S
*

 
UNIVERSITATIS MARIAE CUR I E - S K Ł O D O W S K A  

L U B L I N  –  POLONIA 

 VOL. LIX, Nr 1 SECTIO E 2004 

Instytut Genetyki i Hodowli Roślin, Akademia Rolnicza w Lublinie,  

ul. Akademicka 15, 20-033 Lublin, Poland 

 
 

Maria Chrząstek 
 
 

Wykorzystanie markerów biochemicznych i molekularnych  
do lokalizacji genów Sec na chromosomach żyta (Secale cereale L .) 

cv. Dańkowskie Złote  
 

Using biochemical and molecular markers for localization of Sec genes on chromosomes of rye 
(Secale cereale  L.) cv. Dankowskie Zlote 

ABSTRACT. The series of lines of hexaploid wheat (Triticum aestivum L.) cv. Grana with added 

pairs of complete or telocentric chromosomes of rye (Secale cereale L.) cv. Dańkowskie Złote 

(1R, 2R, 3R, 3RS, 4R, 5R, 6R, 6RL, 7R) and 1B/1R substitution line were used for identification 

of glutenin and secalin subunits and localization of Sec genes on rye chromosomes. The separation 

of high molecular glutenin and secalin subunits was determined using electrophoresis technique on 

polyacrylamide gel in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE). In all tested lines and 

wheat, Glu A1 locus determined block N (Null), therefore the lack of high-molecular weight sub-

units of glutenin. Glu B1 locus encoded subunits 6+8, and Glu D1 locus  subunits 2+12. The pres-

ence of bands characteristic of rye storage proteins (secalins) was found in addition lines 1R and 

2R as well as in substitution line 1B/1R.Chain reaction of polymerase (STS-PCR) was applied to 

identify Sec genes. The two specific primers: SECA2 (5’ – GTTTGCTGGGAATTATTTG – 3’) 

and SECA3 (5’ – TCCTCATCTTTGTATTTG – 3’) were used for localization of Sec 1  gene. Sec 

2 gene was determined using R1 (5’ – CCCAGCAACAACAACCGTCGATTC – 3’) and R2 (5’ – 

GTGGCCACATACCAGTGAC – 3’) primers. Analysis of storage protein subunits and PCR 

products revealed that genes responsible for secalin biosynthesis in rye cv. Dańkowskie Złote were 

located on the short arms of 1R and 2R chromosomes. 
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Wartość wypiekowa mąki pszennej  jest determinowana głównie przez glute-

niny [Payne i in. 1987]. W programach hodowlanych pszenicy na świecie często 

wykorzystuje się obcą zmienność, głównie poprzez wprowadzenie translokacji 

                                                 
Annales UMCS, Sec. E, 2004, 59, 1, 285–292. 
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1BL.1RS i 1AL.1RS. Większość odmian pszenic z chromatyną żytnią  odznacza 

się wysokim potencjałem plonowania i dobrą adaptacją środowiskową [Kumlay 
i in. 2003]. Niestety, wprowadzenie do genotypu pszenicy chromatyny żyta po-

woduje również pogorszenie fizykochemicznych właściwości mąki i ciasta 

[Graybosch 2001]. Identyfikacja genów odpowiedzialnych za biosyntezę białek 
zapasowych u zbóż ma duże znaczenie w hodowli nowych odmian. Według de 

Bustos i in. [2001] geny kodujące homologiczne białka zapasowe w pszenicy, 

życie i jęczmieniu są ortologami i są zlokalizowane na chromosomach należących 
do jednej grupy homeologicznej. Robin i in. [1998] ustalili związki filogenetyczne 

pomiędzy Triticum aestivum , Triticum monococcum , Triticum timopheevi , Triti-

cum turgidum , Triticum urartu , Aegilops squarrosa  oraz przypuszczalny czas for-
mowania się poszczególnych genomów A, B, D i G i loci kodujących gluteniny. 

Zastosowanie markerów molekularnych DNA umożliwiło poznanie nowych 

loci odpowiedzialnych za syntezę  białek zapasowych u zbóż. W ostatnich latach 
mapy genetyczne pszenicy i żyta zostały uzupełnione  wieloma genami [Korzun 

i in. 1998; Ma i in. 2001]. Wykorzystanie nowych materiałów badawczych 

umożliwia lokalizację kolejnych genów i pozwala na określenie ich ekspresji 
w obcym tle genetycznym. 

Celem pracy była lokalizacja genów kodujących sekaliny na chromosomach 

żyta przy pomocy markerów biochemicznych i molekularnych. Wykorzystano 
w tym celu niebadaną pod tym względem serię linii addycyjnych, wyprowadzo-

nych po raz pierwszy w kraju w oparciu o polskie odmiany oraz linię substytu-

cyjną 1B/1R i formy wyjściowe.  

METODY 

Przedmiotem pracy była uzyskana w Instytucie Genetyki i Hodowli Roślin 

Akademii Rolniczej w Lublinie seria linii pszenicy cv. Grana z dodanymi kom-
pletnymi i telocentrycznymi chromosomami żyta cv. Dańkowskie Złote: 1R, 2R, 

3R, 3RS, 4R, 5R, 6R, 6RL, 7R oraz linia substytucyjna 1B/1R. Ponadto anali-

zowano formy wyjściowe, tj. cv. Grana, cv. Dańkowskie Złote oraz powstałe 
w wyniku ich krzyżowania oktoploidalne pszenżyto. 

Skład jakościowy wysokocząsteczkowych podjednostek gluteninowych oraz 

obecność sekalin oznaczono w Laboratorium Elektroforetycznym WIBEX 
w Poznaniu. Analizy zostały przeprowadzone na 10 ziarniakach z każdej formy. 

Wzorcem były odmiany heksaploidalnej pszenicy Jubilatka i Begra. Przeprowa-

dzono elektroforezę w obecności sodowego siarczanu dodecylowego (SDS- 
-PAGE), zgodnie z metodą Laemmli [1970]. Przy określaniu składu glutenin po-

sługiwano się nomenklaturą według Payne i Lawrence [1983]. 
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Do identyfikacji genów kodujących sekaliny wykorzystano reakcję łańcu-

chową polimerazy (STS-PCR). DNA wszystkich testowanych form izolowano 
z dwutygodniowych siewek zgodnie z metodą Milligana [1992]. 

Locus Sec 1 wykryto przy pomocy zmodyfikowanej metody de Froidmont 

[1998]. Reakcje wykonywano w  20 µl mieszaniny o następującym składzie: 1 x 
PCR bufor [75 mmol HCl, pH 8,8 w temperaturze 25°C, 20 mmol (NH4)2SO4, 

0,01% Tween 20], 2,5 mmol MgCl2 , 200 µmol każdego dNTP, po 250 nmol 

startera SECA2 i SECA3, 0,4 U Taq DNA polimerazy, 150 ng DNA. Matrycą 
było DNA uzyskane z pojedynczych roślin lub z pięciu roślin połączonych 

w jedną próbę. Zastosowano dwa startery specyficzne dla wzmocnienia sekwen-

cji genu kodującego ω -sekaliny: SECA2 (5’ – GTTTGCTGGGAATTATTTG – 3’) 
i SECA3 (5’ – TCCTCATCTTTGTATTTG – 3’). 

Do wykrycia locus Sec 2 zastosowano procedurę opisaną przez Lee i in. [1994]. 

W reakcji wykorzystano 2 startery, specyficzne dla sekwencji genu odpowiedzial-
nego za syntezę γ-sekalin: R1 (5' – CCCAGCAACAACAACCGTCGATTC – 3') 

i R2 (5' – GTGGCCACATACCA – 3'). 

Wielkość amplifikowanych fragmentów określono przy pomocy dwu marke-
rów: pUC Mix Marker (Fermentas, Litwa) i Low DNA Mass Ladder (Gibco-

BRL, Niemcy). 

WYNIKI  

W wyniku licznych badań ustalono, że za biosyntezę glutenin wysokoczą-

steczkowych w pszenicy odpowiadają loci kompleksowe Glu A1, Glu B1,  Glu 

D1 znajdujące się na długich ramionach chromosomów odpowiednio 1A, 1B, 
1D [Lawrence, Shepherd 1981]. Na jakość ziarna pszenic chlebowych najwięk-

szy wpływ mają gluteniny wysokocząsteczkowe kodowane przez loci Glu D1 , 

a szczególnie podjednostka 5+10 [Lafferty,  Lelley 2001].  
W obrębie badanych linii addycyjnych 'Grana' – 'Dańkowskie Złote' i sub-

stytucyjnej 1B/1R nie obserwowano polimorfizmu w składzie wysokocząstecz-

kowych podjednostek gluteninowych. We wszystkich testowanych liniach oraz 
w pszenicy ‘Grana’ locus Glu A1  determinował blok N (Null), co oznacza brak 

podjednostek gluteninowych (tab. 1). Locus Glu D1  był odpowiedzialny za bio-

syntezę podjednostek 2+12, a locus Glu B1  kodował podjednostki 6+8. W linii 
substytucyjnej 1B/1R nie obserwowano podjednostek kodowanych przez loci 

Glu B1 , natomiast na elektroforegramie wyraźnie widoczny był prążek charakte-

rystyczny dla białek żytnich, czyli sekalin. W linii addycyjnej 1R obecne były 
wszystkie podjednostki występujące w pszenicy 'Grana', tj. N-6+8-2+12 oraz je-

den  prążek  sekalinowy.  Również  na  elektroforegramie  linii  addycyjnej  2R 
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Tabela 1. Skład glutenin wysokocząsteczkowych oraz obecność sekalin w liniach addycyjnych, 

linii substytucyjnej, pszenicy 'Grana' oraz odmianach standardowych 

Table 1. Composition of high molecular weight glutenins and presence of secalins in addition 

lines, substitution line, ‘Grana’ wheat and standard varieties 

 
Skład podjednostek kontrolowanych przez loci 

Composition of subunits controlled by loci 
Forma 
Form 

Glu-A1 Glu-B1 Glu-D1 

Obecność sekalin 
Presence of secalins 

Linie addycyjne 
Addition lines 

1R N 6+8 2+12 + 
2R N 6+8 2+12 + 
3R N 6+8 2+12  

3RS N 6+8 2+12  
4R N 6+8 2+12  
5R N 6+8 2+12  
6R N 6+8 2+12  

6RL N 6+8 2+12  
7R N 6+8 2+12  

Linia substytucyjna 
Substitution line 

1B/1R N - 2+12 + 
Formy wyjściowe 

Initial forms 
Grana N 6+8 2+12  

Odmiany standardowe 
Standard varieties 

Jubilatka 2* 6+8 2+12  
Begra N 7+9 5+10  

 
 

obserwowano dwa prążki, świadczące o obecności białek żytnich (ryc. 1). 

W pozostałych liniach widoczne były tylko prążki odpowiadające podjednost-
kom gluteninowym. 

Z przeprowadzonych analiz wynika, że na chromosomach 1R i 2R w życie 

'Dańkowskie Złote' znajdują się geny kontrolujące syntezę sekalin. Wyniki te są 
zgodne z prezentowanymi przez innych autorów. Stwierdzili oni, że chromosom 

1R ma trzy loci kodujące białka zapasowe u żyta. Locus Sec 3 , znajdujący się na 

długim ramieniu tego chromosomu, odpowiada za biosyntezę sekalin wysoko-
cząsteczkowych homologicznych z wysokocząsteczkowymi gluteninami psze-

nicy [Orellana i in. 1993]. Locus kompleksowy Sec 1 , warunkujący syntezę se-

kalin typu ω i 40Kγ, znajduje się na krótkim ramieniu chromosomu 1R w rejonie 
satelity [Busch i in. 1995]. Białka kodowane przez Sec 1  są homologiczne do 

gliadyn pszenicy. Sprzężenia pomiędzy loci Sec 3  i Sec 1  są dobrze poznane 

[Carrillo i in. 1990]. Trzeci locus Sec 4  mieści się w pobliżu Sec 1  i odpowiada 
za syntezę ω-secalin [Benito i in. 1990]. Na chromosomie 2R zidentyfikowano 

gen Sec 2, który odpowiada za syntezę sekalin typu 75Kγ, niemających analo-



 Wykorzystanie markerów biochemicznych i molekularnych do lokalizacji genów Sec ... 289 

gów w innych zbożach (Sybenga i in. 1991). Badania Malysheva i in. [1998] 

dowodzą istnienia kolejnego genu Sec 5 na krótkim ramieniu chromosomu 2R. 
Geny odpowiadające za syntezę sekalin 75Kγ znajdowano także na chromoso-

mie 6R żyta Secale montanum  [Shewry i in. 1985]. Prawdopodobnie w procesie 

ewolucji Secale cereale , w wyniku translokacji, geny kodujące sekaliny zostały 
przeniesione z chromosomu 6R Secale montanum  do chromosomu 2R Secale 

cereale . 

 
 

   1     2        3         4        5        6        7         8        9      10      11      12 

   

 

Rycina 1. Rozdział elektroforetyczny glutenin wysokocząsteczkowych i sekalin w pszenicy 

i liniach addycyjnych. Ścieżki: 1 – standard, 2 – pszenica ‘Grana’, 3 – 1R, 4 – 2R, 5 – 3R,  

6 – 3RS, 7 – 4R, 8 – 5R, 9 – 6R, 10 – 6RL, 11 – 7R, 12 – standard 

Figure 1. Electrophoretic separation of high molecular weight glutenins and secalins in wheat 

and addition lines. Lanes: 1 – standard, 2 – ‘Grana’ wheat, 3 -1R, 4 – 2R, 5 – 3R, 6 – 3RS, 7 – 4R, 

8 – 5R, 9 – 6R, 10 – 6RL, 11 – 7R, 12 – standard 

 
 

Markery molekularne DNA okazały się niezwykle przydatne do wykrywania 

chromatyny żytniej i lokalizacji genów odpowiedzialnych za biosyntezę sekalin. 
Włączenie do łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) równocześnie dwóch par 

starterów specyficznych dla ramion chromosomowych 1BS (O11B3, O11B5) 

i 1RS (SECA2, SECA3) umożliwia bardzo szybką identyfikację translokacji 
1BL.1RS w liniach hodowlanych pszenicy [De Froidmont 1998]. 
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    1       2       3       4      5       6       7       8        9    10     11     12     13     14     15    16 

 
 

Rycina 2. Produkty PCR uzyskane przy pomocy starterów SECA2 i SECA3. Ścieżki: 1 – pUC 

Mix Marker, 2 – ‘Grana’, 3 – ‘Dańkowskie Złote’, 4 – ‘Grana’ x ‘Dańkowskie Złote’, 5 – 1R,  

6 – 2R, 7 – 3R, 8 – 4R, 9 – 5R, 10 – 6R, 11 – 7R, 12 – 3RS, 13 – 6RL, 14-  1B/1R, 15 – kontrola 

bez DNA, 16 – Low DNA Mass Ladder 

Figure 2. PCR products achieved using SECA2 and SECA3 primers. Lanes: 1 – pUC Mix Marker 

(Fermentas), 2 – ‘Grana’, 3 – ‘Dankowskie Zlote’, 4 – ‘Grana’ x ‘Dankowskie Zlote’, 5 – 1R,  

6 – 2R, 7 – 3R, 8 – 4R, 9 – 5R, 10 – 6R, 11 – 7R, 12 – 3RS, 13 – 6RL, 14 – 1B/1R, 15 – without 

DNA, 16 – Low DNA Mass Ladder. 

 
 

 
 

Rycina 3. Produkty PCR uzyskane przy pomocy starterów R1 i R2. Ścieżki: 1 – ‘Grana’,  

2 – ‘Dańkowskie Złote’, 3 – ‘Grana’ x ‘Dańkowskie Złote’, 4 – 1R, 5 – 2R, 6 – 3R, 7 – 4R,  

8 – 5R, 9 – 6R, 10 – 7R, 11 – 3RS, 12 – 6RL, 13 – 1B/1R 

Figure 3. PCR products obtained using R1 and R2 primers. Lanes: 1 – ‘Grana’, 2 – ‘Dankowskie 

Zlote’, 3 – ‘Grana’x‘Dankowskie Zlote’, 4 – 1R, 5 – 2R, 6 – 3R, 7 – 4R, 8 – 5R, 9 – 6R, 10 – 7R, 

11 – 3RS, 12 – 6RL, 13 – 1B/1R 

412 pz 

473 pz 
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Do lokalizacji genów odpowiedzialnych za syntezę sekalin na chromosomach 

żyta 'Dańkowskie Złote' zastosowano metodę łańcuchowej reakcji polimerazy 
(STS-PCR). Technika STS-PCR umożliwia identyfikację poszczególnych loci 

dzięki amplifikacji fragmentu DNA pomiędzy parą starterów o znanej sekwencji 

[Talbert i in. 1994]. W obecności starterów SECA2 i SECA3 nastąpiła amplifi-
kacja DNA w każdej z pięciu analizowanych roślin disomicznej linii addycyjnej 

1R, linii substytucyjnej 1B/1R oraz w życie i oktoploidalnym pszenżycie 'Grana' 

x 'Dańkowskie Złote'. W formach tych stwierdzono obecność produktu PCR 
o wielkości 412 par zasad, odpowiadającego wielkością sekwencji genu kodują-

cego ω-sekaliny pomiędzy starterami SECA2 i SECA3 (ryc. 2).  

Lee i in. [1994] analizowali przy pomocy PCR z udziałem starterów R1 i R2 po 
kilka odmian pszenicy, żyta, pszenżyta, linii addycyjnych, substytucyjnych 

i translokacyjnych. Autorzy stwierdzili obecność produktu 473 par zasad tylko 

w liniach zawierających chromosom 2R lub jego ramię 2RS. Z uwagi na to, że star-
tery R1 i R2 pochodziły z locus Sec 2, według autorów obecność produktu 473 par 

zasad powinna wiązać się z genem kodującym syntezę γ-sekalin typu 75K. Startery 

R1 i R2 włączono do PCR w celu przetestowania linii addycyjnych 'Grana' - ‘Dań-
kowskie Złote'. Uzyskano amplifikacje DNA tylko w disomicznej linii addycyjnej 

2R, życie 'Dańkowskie Złote' i oktoploidalnym pszenżycie 'Grana' x 'Dańkowskie 

Złote' (ryc. 3). W powyższych formach w każdej z pięciu losowo wybranych roślin 
amplifikacji uległ fragment DNA o długości 473 par zasad. Produkt ten odpowiada 

wielkością sekwencji genu kodującego γ-sekaliny pomiędzy starterami R1 i R2.  

PODSUMOWANIE 

Analiza rozdziału elektroforetycznego podjednostek glutenin wysokoczą-

steczkowych i sekalin oraz wyniki reakcji łańcuchowej polimerazy (STS-PCR) 

przeprowadzone w pełnym zestawie linii addycyjnych, linii substytucyjnej 
1B/1R i formach wyjściowych świadczą o tym, że geny Sec 1 i Sec 2 odpowie-

dzialne za biosyntezę sekalin w życie ‘Dańkowskie Złote' są zlokalizowane na 

krótkich ramionach chromosomów 1R i 2R. 
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