WIADOMOSCI BOTANICZNE
TOM XXI — ZESZYT 1
1977

ANDRZEJ ANIOL

METODY SEROLOGICZNE W FITOCHEMII

W ciagu ostatnich kilkunastu lat pojawilo si¢ szereg prac, w ktérych autorzy
przedstawili wyniki badafi nad biatkami ro§linnymi uzyskane przy pomocy metod
serologicznych. Préby zastosowania tych metod pojawily si¢ jednak wezedniej, juz
w chwili opracowania metod serologicznych, tj. w latach dwudziestych i trzydzie-
stych. Prace Mez’a i Gohlke’go z tego okresu polegaly na zastosowaniu testu
serologicznego w badaniach nad biatkami réznych gatunkéw i rodzajoéw roslin.
Na podstawie uzyskanych wynikéw autorzy ci skonstruowali ,.drzewo filogenetyczne™
$wiata ro$linnego. Niedoskonalo$¢ 6wczesnych metod serologicznych (Mez i jego
szkota postugiwali si¢ iloSciowym testem precypitacyjnym, w ktérym mierzono
stopiefi zmetnienia mieszaniny antygendéw z surowica) trudnosci interpretacyjne,
wynikajace ze slabej wowczas znajomosei proceséw immunologicznych na poziomie
molekularnym oraz zbyt duze znaczenie jakie badacze ci przypisywali cechom serolo-
gicznym w systematyce spowodowaly, ze badania te spotkaly si¢ z ostra krytyka
botanikow i na jaki$§ czas je zarzucono.

Opracowanie nowych, jakoSciowych technik analitycznych — immunodyfuzji
podwojnej, immunoelektroforezy oraz postgp w immunologii pozwalajacy na lepsze
zrozumienie mechanizmu reakgcji serologicznej spowodowaly ponowne zainteresowa-
nie si¢ tymi metodami w badaniach nad biatkami ro§linnymi. W pierwszym rzedzie
metody serologiczne stosowano w badaniach poréwnawczych nad bialkami z roz-
nych taksonéw roslinnych i ten taksonomiczny aspekt wynikéw badan przy uzyciu
metod serologicznych jest w dalszym ciagu najwazniejszy. Coraz szerzej stosuje si¢
jednak te metody w innych badaniach nad biatkami roslinnymi.

Ponizej przedstawiono skrétowo wazniejsze metody serologiczne, stosowane

w fitochemii, zasady interpretacji uzyskiwanych wynikow oraz wazniejsze zastosowa-
nia tych metod.

NajczeSciej stosowane metody fitoserologiczne i zasady interpretacji uzyskiwanych
wynikow

Reakcja serologiczna jest wysoce specyficzna i zachodzi dzigki powinowactwu
strukturalnemu miedzy grupa determinujaca — zwana determinantem danego
biatka okre$lanego jako antygen i odpowiadajaca jej grupa przeciwciala, zwana
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anty-determinantem. Organizm wyzszych kregowcow w reakcji na obce biatko,
wnikajace na innej drodze niz przez przewod pokarmowy, wytwarza w surowicy
krwi odpowiednie przeciwciata. Poznano wiele réznych przeciwcial, réznigeych sig
wlasnoéciami strukturalnymi. Najliczniejsza i najwazniejsza grupe stanowig przeciw-
ciala o charakterze gamma-globulin. Oprocz bialek szereg innych substancji, np.
oligosacharydy, wykazuje wlasciwosci antygenowe. W okreSlonych warunkach
reakcji kompleks antygen-przeciwcialo precypituje tworzac osad widoczny w odpo-
wiednim medium. W wigkszosci stosowanych testow serologicznych precypitat
barwi si¢ barwnikami bialkowymi co pozwala na doktadnicjsze prze§ledzenie uzy-
skanego obrazu. Tworzenie si¢ precypitatow i ich charakter sa istota metod serolo-
gicznych. Istnieje bogata literatura dotyczaca typow, struktury i wlasnosci roznych '
przeciwcial, charakteru reakcji ich z roéznymi antygenami, sa to specjalistyczne
zagadnienia immunologii, ktorych dokladna znajomo$¢ nie jest konieczna przy
postugiwaniu si¢ prostymi testami serologicznymi. Podstawowe wiadomosci z tej
dziedziny czytelnik znajdzie w podrgcznikach immunologii.

Ponizej przedstawiono krotkie opisy najczgciej stosowanych metod serologicz-
nych.

1. Immunodyfuzja

Najczeéciej stosuje si¢ metodg podwdjnej immunodyfuzji na zelu agarowym wedtug
Ouchterlony (1964). Polega ona na umieszczeniu antygenéw i surowicy odporno-
$ciowej w studzienkach wycigtych w warstwie zelu, rozlanego na plytce szklanej.
Antygeny i przeciwciata dyfunduja jednocze$nie do Zelu i w punkcie wyréwnanych
stezeri (tzw. punkt ekwiwalentu) tworza widoczne precypitaty. Kazdy tworzacy sie
precypitat stanowi immunospecyficzng barierg dla danej pary antygen-przeciwciato,
hamujac ich dalsza dyfuzje. Utworzony precypitat nie hamuje natomiast dyfuzji
innych par antygen-przeciwciala. W efekcie typowy obraz immunodyfuzyjny suro-
wicy zawierajacej szereg przeciwcial z mieszaning antygenéw sklada si¢ z kilku linii
precypitacyjnych (ryc. 1). Przy poréwnywaniu kilku mieszanin antygenow z dang
surowica odpornoéciowa, powstajace linie precypitacyjne moga si¢ faczy¢ ze soba,
krzyzowaé lub tylko czgSciowo taczyé. Metoda nadaje si¢ do badania sktadu antyge-
nowego ekstraktéw biatkowych z roélin i pozwala na okreslenie zaleznosci migdzy
réznymi antygenami. W badaniach nad wystgpowaniem okreSlonego biatka w roz-
nych ekstraktach uzywa si¢ surowic specyficznych zawierajacych przeciwciala tylko
w stosunku do okre$lonego biatka lub kilku bialek. Aby uzyskac/takie surowice
czesto stosuje sie metode specyficznej absorbcji przeciwcial na plytce immunody-
fuzyjnej wg Bjorklunda (Crowle 1961). Metoda polega na wykorzystaniu two-
rzenia si¢ immunospecyficznych barier przez precypitujace pary antygenow i przeciw-
ciat. Zel, w ktérym bedzie przeprowadzana podwdjna immunodyfuzja ze specyficzng
absorbcja przeciwcial nasyca si¢ wstgpnie okreslonym antygenem lub mieszaning
antygenéw. Po wniknieciu antygenéw do Zelu, do studzienek, nanosi si¢ badang
surowice i ekstrakty analogicznie jak w normalnej immunodyfuzji. Przeciwciala
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specyficzne dla antygenéw z ekstraktu uzytego do absorbcji precypituja, tworzac
charakterystyczny pierScieri wokét studzienki (ryc. 2). Pozostale przeciwciala dy-
funduja przez taki piericien i tworza precypitaty z innymi antygenami, np. jezeli
surowica odporno$ciowa zawiera trzy rodzaje przeciwcial ABC, a chcemy zbada¢
wystepowanie biatka specyficznego dla przeciwciala 4 w szeregu ekstraktach, wow-
czas absorbujemy z surowicy przeciwciala B i C odpowiednimi antygenami.

Rye. 1 Ryc. 2

Rye. 1. Przyklad immunodyfuzji: surowica odpornosciowa na bialka nasion koziefica Aegilops speltoides
(srodkowa studzienka) reaguje z wieloma antygenami z ekstraktow z nasion innych gatunkdéw koziency:
1. A. squarrosa, 2. A. speltoides (reakcja odniesienia = homologiczna), 3. A. crassa, 4. A. caudata, 5.
A. eylindrica 1 6. A. ovata
Ryc. 2. Przyklad immunodyfuzji z absorbcja przeciwcial w Zelu: do centralnej studzienki, przed nanie-
sieniem surowicy, wprowadzono antygeny z nasion pszenicy Triticum aegilopoides. Po dodaniu surowicy
odpornosciowej na biatka koziefica Aegilops speltoides, przeciwciala reagujace z odpowiednimi antygenami
tej diploidalnej pszenicy tworza w formie pierscienia precypitat wokol studzienki. Przez te barierg precypi-
tatu dyfunduja inne przeciwciala tej surowicy, tworzac precypitaty z odpowiednimi antygenami z: 1. Elymus
giganteus, 2. Secale cereale, 4. Triticum timopheevi i 5. Aegilops speltoides. W ekstrakcie z nasion Hordeum
vulgare (3) nie bylo antygendéw reagujacych z powyzsza surowicd po jej wysyceniu biatkami z Triticum
aegilopoides. W studzience H — kontrolnej, naniesiono ekstrakt z nasion Triticum aegilopoides

. Jako medium stosuje si¢ najczesciej 1% roztwoér agarowy w fizjologicznym roz-
tworze soli (0,869 NaCl) lub buforach o pH od 6,0 do 8,6 (najczgsciej bufory
weronalowe). Grubo$¢ warstwy zelu nie powinna by¢ wigksza niz 1 mm, przy tej
grubosci uzyskuje sie wiarygodne wyniki w najkrétszym czasie — 72 godz.

Stospje si¢ najrozniejsze uklady studzienek, zaleznie od typu badan; najtypowszy
jest uklad ze studzienka centralng wypelniona odpowiednig surowicg i w réwnym
g0
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promieniu (5—10 mm) rozmieszczonymi studzienkami na antygeny. Po utworzeniu
si¢ precypitatow zel nalezy kilkakrotnie wyplukaé roztworem 0,859 NaCl w celu

wymycia resztek surowicy i bialek. Po wyptukaniu plytki z Zzelem suszy si¢ i barwi,
najczeSciej roztworem azokarminu lub czerni amidowe;j.
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Ryec. 3. Zasadnicze typy reakcji migdzy precypitatami w immunodyfuzji wg Crowle, 1961 (10), a i b obraz
reakcji identycznosci (zgodnoéci) badane bialka sa identyczne serologicznie, ¢ — reakcja nieidentycznosci
(niezgodnosci), badane bialka réinia sig¢ serologicznie, d i e — reakcja czeciowej identycznodci

Na obrazach immunodyfuzyjnych oblicza si¢ ilo§¢ lukow precypitacyjnych
tworzacych w reakcji danego ekstraktu bialkowego z surowicg odpornoSciows
w pordéwnaniu z ilo$cig lukéw tworzacych si¢ w reakcji homologicznej (surowica
odpornos$ciowa -+ mieszanina antygendéw uzywanych do immunizacji). Zasadnicze
typy reakcji powstajacych migdzy precypitatami ilustruje ryc. 3.

2. Immunoelektroforeza

Najczesciej stosuje si¢ mikrometod¢ wg Scheideggera (Grabar 1964). Immuno-
elektroforeza jest polaczeniem elektroforezy z immunodyfuzja. Mieszanina bialek
jest najpierw rozdzielana elektroforetycznie a nastgpnie surowica odpornosciowa
dyfundujac do medium z rozdzielona mieszaning bialek tworzy tuki precypitacyjne
w punktach ekwiwalentu odpowiednich antygendw i przeciwcial (ryc. 4). Metoda
umozliwia jednoczesne zbadanie wlasnoéci elektroforetycznych i immunologicznych
badanych bialek. W przypadku duzej iloSci par antygen-przeciwcialo pozwala na
wyrazniejsze ich zbadanie niz w immunodyfuzji.

Modyfikacja tej metody jest tzw. podwdjna elektroforeza (Clarke 1968). Mie-
szanina bialek rozdzielona elektroforetycznie w jednym kierunku, jest nast¢pnie
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Ryc. 4. a — Przyklad immunoelektroforezy: surowica odporno$ciowa na bialka nasion perzu (Agropyron

intermedium) w reakcji z rozwinietymi w elektroforezie bialkami nasion: 1. Agropyron desertorum, 2.

A. smithii, 3. A. sibiricum, 4. A. trachycaulum, 5. A. caninum i 6. A, cristatum. b — schemat powstawania
tukow precypitacyjnych w elektroforezie

Ryc. 5. Przyklad immunoelektroforezy dwukierunkowej bialek surowicy krwi. Wysoko$é tworzacych sie
pikow jest wskaZnikiem ilosciowej zawartosci poszczegblnych antygenéw w mieszaninie

rozdzielana w drugim wnikajac jednoczesnie do warstwy zelu zawierajacego
odpowiednig surowicg¢ odpornosciowa. Poszczegdlne antygeny precypituja z odpo-
wiednimi przeciwcialami, tworzac réznej wysokosci tuki, zaleznie od ilosci danego
antygenu (ryc. 5). Metoda pozwala na dokfadne analizowanie sktadu antygenowego
badanych ekstraktéw oraz na okreSlenie pdéliloSciowe zawartoSci poszczegdlnych
antygenoéw. Jako medium najczgéciej uzywa si¢ rowniez agarozy, ostatnio szereg
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autoréw z powodzeniem uzylo jako nosnika cienkiej folii zoctanu celulozy (Kohn,
1961, Leurment 1963). Procedura plukania i barwienia jest taka sama jak w im-
munodyfuzji. W mikrometodzie uzywa si¢ szkielek mikroskopowych pokrytych
warstwa Zelu. _

Metody immunodyfuzji i immunoelektroforezy byly opracowane i sa powszechnie
stosowane w diagnostyce klinicznej i w literaturze z tej dziedziny czytelnik znajdzie
dalsze szczegély metodyczne.

3, Testy iloSciowe

Metody ilo$ciowe polegaja na pomiarze ilosci precypitatu, utworzonego w stan-
dardowych warunkach reakcji. Jedng z takich metod, stosowana w badaniach nad
biatkami roélinnymi opisal Smith i Frey (1970). Metoda polega na mieszaniu
statych iloci surowicy odporno$ciowej i serii rozciericzeri mieszaniny antygenéw. Po
okresie inkubacji (12—24 godz.) w temp. 35°C i utworzeniu si¢ precypitatow mierzy
si¢ ich ilo§¢. Przyjmujac sume zawartosci precypitatéw w serii rozcienczen antygenu
homologicznego dla danej surowicy za 100, zawarto$¢ precypitatow w pozostalych
seriach heterologicznych wyraza si¢ w procentach reakcji homologicznej. Terminy
homologiczny i heterologiczny jakkolwiek czgsto stosowane w serologii sg wielo-
znaczne, uzywane w wielu dziedzinach nauki i dlatego latwo o mylng interpretacjg.
Z tego powodu Fairbrothers (1966) zaproponowal terminy reakcja odniesienia
(reference reaction) dla reakcji homologicznej i reakcja krzyzowa (cross reaction)
dla reakcji heterologicznej. W publikacjach spotyka si¢ oba rodzaje terminologii.

Uzywanie ilo§ciowych metod serologicznych w celu okreslenia pokrewieristwa
miedzy badanymi genotypami opiera si¢ na zaloZeniu, ze kompleks biatkowy danego
osobnika determinowany jest przez zapis genetyczny w DNA, a zatem bardziej
podobne genotypy maja wigcej podobnych biatek niz genotypy mniej spokrewnione.
Odzwierciedleniem takiej sytuacji w tescie serologicznym ma miejsce wowczas, gdy
ilo§é tworzonego precypitatu zalezy od stopnia podobienstwa migdzy antygenami
i przeciwcialami, gdy warto$ci uzyskiwane w testach blizniaczych sa zgodne tzn.
wynik reakcji surowicy anty A i antygenu B jest zgodny z rezultatem reakcji surowicy
anty B z antygenem A, oraz gdy rezultat reakcji krzyzowej (heterologicznej) nie
jest wigkszy od wyniku reakcji odniesienia (homologicznej). Tego typu zalezno$¢
serologiczng ilustruje ryc. 6. Litery pod odmianami symbolizuja rézne bialtka,
odmiany 1i 2 maja trzy wspélne bialka, odmiany 11i 3 tylko dwa. Tym samym odmia-
ny te sa uszeregowane wedlug pokrewiefistwa. Biatka z tych odmian wstrzyknigte
zwierzeciu wytwarzaja przeciwcicla w stosunku do poszczegdlnych bialek. Jezeli
surowica odpornoéciowa na biatka odmiany 1 precypitowane beda ekstrakty z bada-
nych trzech odmian, wéwczas najsilniejszej reakcji mozna si¢ spodziewaé w przypadku
odmiany 1, mniejszej przy odmianie 2 i najmniejszej w przypadku odmiany 3.
Podobnie, w wypadku testowania surowica anty- odmiana 3, najsilniejszej reakcji
mozna oczekiwaé z odmiang 3 a najstabszej z 1. Przyjmujac wynik reakcji odnie-
sienia za 100, w obu wypadkach serologiczne powinowaciwo odmian 1 i3
réwna sig¢ 50. PR WA P
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W badaniach serologicznych materiatu ro§linnego, w niektérych przypadkach,
uzyskiwane wyniki nie pokrywaja si¢ z powyzszym modelem, reakcje blizniacze nie
pokrywaja si¢ ale si¢ uzupelniaja (lustrzane odbicie) oraz niekiedy wystepuje zajwisko
tzw. nadreakcji, czyli reakcja krzyzowa jest intensywniejsza od reakcji odniesienia,
Uproszczony model takiej sytuacji przedstawia ryc. 7 (Smith, Frey; 1970), Przed-

TAKSON-1 TAKSON-2 TAKSON-3
A ' A A
8 8 8
Jo% 50'.’0
c °lo/” ¢ G
0\9 —
S| ANTY -4 ANTY-2 ANTY-3 |8
2 A S
8 B
c c G
0 F H
Ryc. 6
TAX50N-1 TAKSON-2 TAKSON-3
A‘H{O(;:} A
(- (-1}
/ 182~ 50% — ¢ _
= (=]
= o
ANTY-1 ! ANTY-3 |58
A A
Ryc. 7

Ryc. 6 i 7. Schematy mechanizmu ilo$ciowej reakcji serologicznej in vitro, objasnienia w tekscie

stawione na modelu trzy odmiany zawieraja wspolne biatko 4 jednak nie w identycz-
nych ilo$ciach, najwigcej tego bialka jest w odmianie 1, najmniej w 3. Antygeny 4
z tych trzech odmian po wstrzyknigciu zwierzgtom powoduja powstawanie przeciw-
cial w stosunku do A4 we wszystkich trzech przypadkach, tym samym uzyskane suro-
wice sa rownowazne ale reaktywno$é antygenéw z poszczeg6lnych odmian z takimi
surowcami nie jest jednakowa. Gdy surowica odporno$ciowa anty 1 bedzie reagowata
z antygenem z tych trzech odmian, wynik reakcji bedzie najwyzszy w przypadku
odmiany | a najnizszy u odmiany 3, jednak w reakcji blizniaczej — surowica anty-3
precypitujaca antygeny z tych trzech odmian — nie bedzie taki sam, rowniez i tym
razem najwyzsza reakcja wystapi w przypadku odmiany 1 a najnizsza w wypadku
reakcji odniesienia z antygenami z odmiany 3. Mamy tutaj do czynienia ze zjawiskiem
nadreakcji — reakcja krzyzowa (anty 3 - antygen 1) jest intensywniejsza od reakcji
odniesienia (anty-3 + antygen 3).

Modele przedstawione na rysunkach 6 i 7 ilustruja typy roznic serologicznych
migdzy organizmami; model pierwszy obrazuje wyst¢gpowanie duzych rdéznic jakos-
ciowych migdzy biatkami silnie zréznicowanych genotypow (r6zne rodzaje i gatunki),
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model drugi obrazuje réznice iloSciowe migdzy podobnymi biaikami pochodzacymi
z blisko spokrewnionych osobnikdw, te roznice ‘lodciowe maskuja w teScie wystepo-
wanie réznic jakosciowych.

Zastosowanie metod fitoserologicznych
1. Systematyka

Ze wzgledu na udzial w mechanizmie przekazywania i odczytywania informacji
genetycznej w zywych organizmach bialka oraz kwasy nukleinowe (DNA i frakcje
RNA) zaliczane sa do tzw. biologicznych semantydéw. Badania nad poréwnywaniem
struktury homologicznych biatek z roznych organizmdéw maja bezposredni aspekt
taksonomiczny. Specyficzno$¢ reakcji serologicznej usprawiedliwia stosowanie
metod immunologicznych w systematyce (Boulter 1968). Totez poczatkowo metody
te zastosowano w badaniach taksonomicznych i do tej pory najszerzej sa stosowane
w tej dziedzinie. We wezesnych pracach nad serologia poréwnawcza biatek rodlinnych
tzw. szkoly krélewieckiej (Mez i inni) cechom serologicznym przypisywano bardzo
duze znaczenie taksonomiczne. We wspolczesnych badaniach tego typu, cechy serolo-
giczne rozpatrywane sa jako rownorzedne taksonomicznie z innymi danymi (morfo-
logicznymi, cytogenetycznymi). Metody serologiczne stosuje si¢ najczesciej jako
zrodlo dodatkowych informacji w przypadku taksonow trudnych do sklasyfikowania.

Kloz, Turkowa i Klozowa (1960) badajac pokrewienstwo serologiczne
bialek z rdéznych organdw roélin plemienia Viciaceae wykazali, ze dzigki specyficz-
noéci antygenoéw roslinnych metody serologiczne dostarczaja istotnych danych
taksonomicznych. Autorzy ci wykazali rowniez, ze metody serologiczne sa uzyteczne
przy poréwnywaniu zaréwno indywidualnych bialek jak i calych kompleksow bial-
kowych. Dane uzyskane tymi metodami sa porownywalne i opieraja si¢ na stopniu
pokrewienstwa strukturalnego antygenow. Stopieri pokrewiefistwa antygenow zalezy
od ilo$ci wspdlnych determinantéw serologicznych w badanych biatkach. Obiektem
poréwnawczych badan serologicznych moga by¢ biatka strukturalne jak rowniez
i biatka zapasowe, pod warunkiem, Ze poréwnuje si¢ ten sam rodzaj biatek pocho-
dzacych z analogicznych organdéw roélin znajdujacych si¢ w porownywalnych sta-
diach rozwojowych. Davis i Heywood (1963) omawiajac przydatno$¢ metod
serologicznych do badann taksonomicznych, potwierdzili wczesniejsze poglady
(Gell, Hawkes, Wright 1960) wedlug ktorych bardziej wartosciowych danych
taksonomicznych dostarczaja metody jakosciowe (immunodyfuzja, immunoelektro-
foreza) niz ilo§ciowe. Na poparcie tego pogladu autorzy ci omowili krytycznie
wczesne prace Meza w ktorych postugiwano si¢ prostym testem iloSciowym.
Jednak wspolczesne dane ilosciowe uzyskane przez Boydena (1958), Kloz (1961)
i Moritz (1964) wykazaly przydatno$¢ taksonomiczna metod iloSciowych. Obecnie
wigkszo§¢ badaczy uwaza, ze serologiczne metody ilodciowe i jakoSciowe dostar-
czaja roznego rodzaju informacji taksonomicznych, wzajemnie si¢ uzupetniajacych
(Fairbrothers 1966, Hawkes 1968).
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Przy uzyciu metod serologicznych badano pokrewienstwa migdzy biatkami szeregu
taksonow roélin. Dla zorientowania czytelnika przytoczymy najwazniejsze prace
z tej dziedziny.

Fairbrothers (1966) przeprowadzil serologiczne badania poréwnawcze nad
biatkami nasion taksonow z rodzajow Cornus, Davidia, Carrya i Nyssa. Dane serolo-
giczne wskazujace na pokrewienstwa migedzy gatunkami Cornus i migdzy gatunkami
z rodzaju Nyssa pokrywaja si¢ z innymi danymi taksonomicznymi dotyczacymi
tych gatunkow.

Podobne rezultaty badan serologicznych uzyskali Jensen (1966) w badaniach
nad Ranunculaceae, Kloz (1971) u Leguminoseae, Hawkes 1 Tucker (1968)
u Solanaceae. Serologiczne badania Voughan (1968) u Brassica ujawnily pewne
powigzania w tej grupie ro$lin w zaleznosci od stopnia ploidalnosci poszczegolnych
taksonow. Smith (1972) badajac pokrewienistwa filogenetyczne w rodzaju Bromus,
uzyl testow serologicznych w rekonstrukeji ewolucji tego taksonu. Badania serolo-
giczne nad formami z rodzaju Hordeum (Aniot 1973) wykazaly znaczne powino-
wactwo miedzy biatkami form czgsto bardzo roéznych morfologicznie.

Przy uzyciu metod serologicznych badano dziedziczenie si¢ indywidualnych
biatek w Tirticale (Hall 1959, i mieszaricu migdzyrodzajowym Lolio-Festuca (Prus-
Gtowacki, 1971,. Metody te okazaly si¢ przydatne w badaniach nad wystgpowaniem
specyficznych dla genomu B bialek w roznych gatunkach pszenicy (Aniot 1974
aib).

W ostatnich latach metody serologiczne stosowane 34 rowniez w innych dzie-
dzinach badan nad bialkami ro§linnymi:

1. W badaniach nad zmianami struktury i funkcji biatlek w procesach ontogenezy
u Arachis hypogea (Daussant i inni 1969 a i b), Vicia (Ghetie, 1965) i Lupinus
(Glowacki) oraz w trakcie przechowywania nasion soi (Jaffe i inni 1966).

2. w badaniach nad mechanizmem dziedziczenia si¢ i metoda identyfikacji r6znych
systemOw samoniezgodnosci u roslin z rodzaju Brassica (Wallace, 1968, Nasral-
lah, 1967).

3. w badaniach nad mechanizmem heterozji. Postugujac si¢ iloSciowym testem
precypitacji in vitro probowano okre$li¢ optymalnych partneréw do krzyzowek
w programie heterozyjnej hodowli owsa (Smith, Frey, 1970) i kukurydzy (Dimi-
trov, 1974). W pracach tych autorzy zakladaja,ze prawdopodobienstwo wystgpienia
efektu heterozji w pierwszym pokoleniu krzyzowkowym jest tym wigksze im bardziej
oddalone serologicznie sa formy rodzicielskie.

4. testy serologiczne zastosowano do badania domieszek innych gatunkoéw maki
w makach makaronowych. Z surowicy odpornosciowej na biatka maki z heksaploi-
dalnej pszenicy Triticum aestivum wytracono wszystkie przeciwciala wspolne z psze-
nicg twarda, ktorej maka stuzy do wyrobu makaronu. Taka specyficznga surowica
na biatka pszenicy zwyczajnej testowano mak¢ makaronowa z réznymi domieszkami
maki zwyklej. Przy pomocy tej metody mozna wykry¢ domieszki powyzej 109,
ktore sa niewykrywalne innymi metodami (Piazzi, Cantagalli, 1969).

5. w badaniach nad struktura i specyficzno$cia biatek roélinnych Kling (1968)
badal immunologiczng specyficzno$¢ gliadyn zbozowych oraz wplyw chemicznych
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przeksztalcen czasteczki biatka na jego wlasno$ci immunologiczne. Podobne badania
prowadzono w odniesieniu do inhibitora trypsyny z nasion soi (Catsimpoolas
i inni, 1969).

Rozwoj technik serologicznych pozwala na coraz szersze ich stosowanie w bada-
niach nad bialkami roSlinnymi. Z drugiej strony coraz dokladniejsze badania nad
strukturg i funkcja poszczegoélnych bialek rodlinnych wymagaja coraz precyzyjniej-
szych metod, a metody serologiczne nalezy do takich zaliczy¢. W zataczeniu podano
szersza niz cytowana literature aby zorientowac czytelnika w mozliwosciach stosowa-
nia metod immunologicznych w badaniach nad biatkami ro§linnymi.

Zaklad Biochemii i Fizjologii Zywienia Roslin IUNG Pulawy

LITERATURA

Aniol A., Nowacki E., 1973. Serological relationships within Hordeum genus. Genetica Polonica, 14, 3,
255 - 267.

Aniol A., 1974a., Is Triticum macha ssp. tubalicum var. subletschumicum an ancient triticale? A serological
approach. Z. Pflanzenziichtg. 72, 226—232,

Aniol A., 1974b, A serological investigation of wheat evolution. Z. Pflanzenziichtg. 73, 194—203.

Boulter D., Thurman D. A., 1968. Acrylamide gel elestrophoresis of proteins in plant systematics.,
w. J. G. Hawkes ,.Chemotaxonomy and Serotaxonomy”, Academic Press, London and New York,
39—48.

Boyden A., 1958. Comparative serology: aims, methods and results., w W. H. Cole (ed) ,,Serological and
biochemical comparison of proteins”. X1V Annual Protein Conference. Rutgers University Press.
New Brunswick, N. J.

Catsimpoolas N.,, Rogers D. A, Meyer E. W., 1969. Immunochemical and disc elekctrophoresis study
of soybean trypsin inhibitor SBTIA-2. Cereal Chemistry, 46, 136—144.

Clarke M. H. G., Freeman T., 1968. Clin. Sci., 25, 403 (cyt. za Immunoelectrophoresis: Application
Manual AM 311).

Clausen J., 1970. Immunochemical techniques for the identification and estimation of macromolecules.,
w T.S. Work and E. Work (ed.)” Laboratory techniques in biochemistry and molecular biology™.
North-Holand Publishing Company, v. 1., 397—572.

Greel G. C., Ericson J. E., Schulz-Chaeffer J., 1965. Biosystematic investigations in the genus Agro-
pyron Gaertn. 111. Serological, morphological and cytological comparison of species within the crested
wheatgrass complex (Section Agropyron). Crop Sci., 5, 316—320.

Crowle A. J., 1961. Jmmunodyffusion”, Academic Press, New York and London.

Daussant J., Neucere N. J., Yatsu L. Y. 1969. Immunochemical studies on Arachis hypogea proteins
with particular reference to the reserve proteins. I. Characterisation, distribution and properties of alpha-
arachin and alphaconarachin. Plant Physiol. 44, 4, 471—479.

Daussant J., Neucere N. J., Conkreton E. J., 1969b. Immunochemical studies on Arachis hypogea
proteins with particular reference to the reserve proteins. 11. Protein modification duing germination.
Plant Physiol. 44, 4, 480—484.

Davis P. H., Heywood V. H., 1963. ,,Principles of angiosperm taxonomy”, D. Van Nostrand Co., Inc.
Princeton, N. Y., 254—258,

Dimitrov P., i inni. 1974. Immunochemical prognosis of heterosis in Zea mays. Theoretical and Applied
Genetics, 45, 91—95.

Fairbrothers D. E., 1966a. A comparison and interpretation of serological data in plant systematics.
w Z. Landa (ed.) ,,Mechanism of mutation and inducing factors”, Academia, Praga.



27

Fairbrothers D. E., 1966b. Comparative serological studies in plant systematics. Serological Mus., 35, 2—7,

Fairbrothers D. E., Johnson M. A., 1964. Comparative serological studies within the families Cornaceae

(Dagwood) and Nyssaceae (Sour Gum.). w C. A. Leone (ed.) , Taxonomic biochemistry and serology”,
Roland Press. N. Y., 305318,

Gell P. G. Hawkes J. G., Wrigt S. T., 1960. The application of immunological methods to the taxonomy of
species within the genus Solanum. Proc. Roy. Soc. Lond., Ser. B., 151, 364—383.

Ghetie V., 1966. Evolution of protein characters in ontogenesis of higher plants., w Z. Landa (ed.) ,Me-
chanism of mutation and inducing factors”, Academia, Praga, 489—503.

Prus-Glowacki W., 1975. Changes of protein Fraction in the Ontogenesis of Four Lupin Species Studied
by immunological methods. 11. Changes of protein fractions during germination and development of
etiolated plants and grown in light. Genetica Polonica 16 (1), 47—52.

Grabar P., Escribano M. J., Benhamou N., Daussant J., 1965, Immunochemical study of wheat,
barley and malt proteins. J. agric. Food Chem. 13,5, 392—398.

Grabar P., Burtin P., 1964. ,,Immuno-electrophoretic analysis”, Elsevier Publ, Co., Amsterdam, London,
New York.

Hall O., 1959. Immuno-electrophoretic analyses of allopolyploid ryewheat and its parental species., Hereditas
45, 495504,

Hawkes J. G., Tucker W. G., 1968. Serological assesment of relationships in flowering plant family
{Solanaceae)., w J. G. Hawkes (ed.) ,,Chemotaxonomy and Serotaxonomy”, Academic Press, London,
New York, 77—88.

Jaffe W. G., Palozzo A., 1966. Stability of antigens and lectins from kindey beans. Serological Mus. 36, 7.

Jennings R. K., Kaplan M. A., 1961. Quantitative comparative serology. Serological Mus. 25, 5—8.

Jensen U., 1967. Serologische Untersuchungen zur Frage der Verwandschaft zwischen Ranunculaceen und
Papaveraceen Berlich. Deutsch. Bot. Gesellschaft, 80, 9, 621—624.

Kling H., 1968. Immunologische Spezifitiit der Getreide-prolamin- Komponenten. Naturwissenschaften,
10, 493—494.

Kloz J., Turkova V., Klozova P. 1960. Serological investigation of taxonomic specifity of proteins in
various plant organs in some taxa of the family Viciaceae. Biologia Plantarum, 2, 126—137.

Klozl., 1961. The use of quantitative ring precipitation for the determination of cross reactions with special
reference to comparative serology. Biologia Plantarum, 3, 217—227.

Kloz J. 1962, An investigation of the protein characters of the four Phaseolus species with special references
to the question of their phylogenesis. Biologia Plantarum, 4, 85—90.

Kloz J. 1971. Serology of the Leguminoseae. w J. B. Harborne, D. Boulter i B. L. Turner (ed.) ,,Chemo-
taxonomy of the Leguminoseae”, Academic Press, London, New York, 309—365.

Klozova E., 1966. Interrelations among several asiatic species of the genus Phaseolus studied by immuno-
chemical methods., w Z. Landa (ed.) ,Mechanism of mutation and inducing factors”, Academia, Praga,
485—487.

Kohn J. 1961. Immunodyfusion technique on celluloseacetate. Proteins of the biological fluids. Elsevier Publ,
Comp. Amsterdam.

Kubo K. 1964. An empirical equation for the precipitin reaction system and its dpplication to systematic
serology. Serological Mus. 31, 1—2.

Laurent B. 1963. Immunoelectrophoresis on cellulose-acetate. Scand. J. Clin. Lab. Invest. 15, 98.
Moritz O., Jensen U., 1961. An attempt at a formular description of procedures and results in comparative
serology. Serological Mus. 25, 1—S5. '
Moritz O. 1964, Some special features of serobotanical work. w C. A. Leone (ed.) ,, Taxonomic biochemistry

and serology”. Ronald Press Co., New York.

Moritz O. 1966. Revealing systematical distribution of protein characters by serological methods.,
w Z. Landa (ed.) ,Mechanism of mutation and inducing factors”, Academia, Praga, 443—456.
Nasrallah M. E., Wallace D. H. 1967. Immunogenetics of selfincompatibility in Brassica oleracea,

L. Heredity, 22, 519—5217.

Ouchterlony O., 1964. Gell-diffusion techniques., w. J. F. Acroyd (ed.) ,,fmmunological methods”.

Blackwell Sci. Publ. Oxford, England, 55—78.



28

PiazziS.E.,CantagalliP. 1969. Immunochemicai analysis on soluble proteins of wheat. Cereal Chemistr
46, 642—646.

PickeringJ. L., Fairbrothers D. E., 1966. A serological investigation of Magnolia hybrids and parental
species. Serological Mus. 36—4-—6.

Prus-Glowacki 1970. Mozliwosé zastosowania metod immunologicznych w hodowliros/in. Biul. Branz.
ZHRIN, 5/26/,9—18.

Prus-Glowacki W., Sulinowski S., Nowacki E. 1971. Immunoelectrophoretic studies of Lolio-
Festuca alloploid and its parental species. Biochem. Physiol. Pflanzen, 162, 417—426.

Smith R. L., Frey K. J., 1970. Use of quantitative serology in predicting the genotypic relaiionships of
oat cultivars. Euphitica, 19, 447—458.

Smith P. M., 1972. Serology and species relationships in annual bromes ( Bromus L. sect. Bromus). Ann.
Bot. 36/144/, 1—30.

Vaughan J. G., Gordon E. I, 1973. A taxonomic study of Brassica juncea using the techniques of electro-
phoresis, gasliquid chromatography and serology. Ann. Bot. 37, 167—184.

Vaughan J. G. 1968. Seed protein studies of Brassica and Sinapis species., w J. G. Hawkes (ed.) ,,Chemo-
taxonomy and Serotaxonomy” Academic Press, London, New York, 103—110.

Wallace D. H., Nasrallah M. E. 1968. Polination and serological procedures for isolating incompatibility
genotypes in the Crucifers. Cornell Exp. Sta. Memoir 406.

Williams C. A. 1960. Immunoelectrophoresis., Sci. Am. 202, 130—140.



		2018-02-07T15:16:24+0000




