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Genetyczne uwarunkowania twardosci ziarna
pszenicy 1 pszenzyta

Genetic background of wheat and triticale grain hardness

Twardos$¢ ziarna pszenicy heksaploidalnej 7. aestivum jest cecha determinowana miedzy innymi
przez geny puroindolinowe Pina i Pinb. Geny te koduja biatka puroindolinowe PINA i PINB, ktore
akumulowane s3 w endospermie na powierzchni ziaren skrobiowych. Geny Pina i Pinb wystgpuja w
genomie D pszenicy heksaploidalnej oraz w genomach pszenic diploidalnych, natomiast pszenica
tetraploidalna o genomie AABB nie posiada tych genow. Ortologi gendéw puroindolinowych wystepuja
réwniez u innych gatunkow zbdz i wykazujg ponad 90% podobienstwo z sekwencja kodujaca genow
Pin pszenicy. U zyta i pszenzyta heksaploidalnego sa to geny sekaloindolinowe Sina i Sinb, ktore
zlokalizowane sa w genomie zytnim R. Ze wzgledu na swoje znaczenie, cecha twardosci ziarna
pszenicy jest obiektem badan od ponad kilkudziesieciu lat. Pierwsze istotne doniesienia na temat
dziedzicznosci tej cechy pojawily si¢ juz w latach sze$édziesiatych ubieglego wieku. Natomiast od
konca lat dziewigcdziesiatych nastapit znaczny postgp w tym obszarze, gdy w badaniach wykorzystano
nowoczesne metody inzynierii genetycznej. W ramach tych badan ustalono sekwencje gendéw
puroindolinowych i ich promotoréow, scharakteryzowano ich zréznicowanie alleliczne i profile
ekspresji. W znacznym stopniu ustalono rowniez strukture biatek puroindolinowych i mechanizm ich
dziatania.

Stowa kluczowe: pszenica, pszenzyto, puroindoliny, sekaloindoliny, twardo$¢ ziarna

Grain hardness of hexaploid wheat 7. aestivum is controlled by puroindoline genes Pina and Pinb.
They encode puroindoline proteins PINA and PINB which are accumulated on starch granule surface
in the endosperm. Genes Pina and Pinb are located in genome D of hexaploid wheat and in other
genomes of diploid wheat species. Both genes are absent in tetraploid wheat with genome AABB.
Orthologs of puroindoline genes were detected in other cereal species and showed above 90%
similarity of coding sequences with Pin genes. Secaloindoline genes are orthologs of puroindolines in
rye and hexaploid triticale and are located in genome R. In regard of its importance, wheat grain
hardness has been studied from the second half of the last century. However, significant progress in
this area started at the end of the last century when the advanced genetic engineering techniques were
applied. As a result of this research the coding sequences of puroindoline genes and their promoters
were determined as well as the allelic variation and the structure of puroindoline proteins.
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WSTEP

Twardo$¢ ziarna pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) jest jedna z naj-
wazniejszych cech, decydujacych o wlasciwosciach technologicznych maki i koncowej
jakosci produktu. Cecha ta ma bezposredni wplyw na warto$¢ przemiatows, wypiekowa,
wielko$¢ czastek maki i zdolnos¢ do absorbcji wody. Maka z ziarna migkkiego zawiera
wigcej nieuszkodzonych ziaren skrobi 1 nadaje si¢ do wypieku ciast i ciastek. Z kolei ziarno
twarde daje make z wigkszg ilo$cig uszkodzonych ziaren skrobi i o wigkszej zdolnosci do
absorpcji wody, przez co nadaje si¢ ona do produkcji pieczywa (Dubreil iin., 1998a;
Igrejas iin., 2001).

Cecha ta rdznicuje odmiany pszenicy zwyczajnej na typy o twardym i migkkim ziarnie.
Ziarno pszenicy tetraploidalnej typu durum (7riticum turgidum ssp. durum L) jest twardsze
niz ziarno pszenicy zwyczajnej i wykorzystywane jest gtownie do produkcji makaronow.

Genetyczne podtoze twardos$ci ziarna pszenicy zostato dos¢ dobrze poznane i opisane
w literaturze. Symes (1965) jako jeden z pierwszych prowadzit badania nad dziedzicz-
noscig tej cechy. Porownujac wskaznik wielko$ci czastek maki PSI (particie size index)
w krzyzéwkach odmian miekkich i twardych, dowiodt on, ze twardo$¢ ziarna
determinowana jest pojedynczym locus. Law 1 in. (1978) zlokalizowali locus twardo$ci Ha
(Hardness) na krotszym ramieniu chromosomu 5D. W przetlomowej pracy, Greenwell i
Schofield (1986) zidentyfikowali biatko wielkosci 15 kDa, jako biochemiczny marker
twardo$ci. Analiza ponad 150 réznych odmian pszenicy wykazala, ze biatko to
wyizolowane z oczyszczonej frakcji skrobi wystgpuje w duzych ilosciach u odmian
migkkich, w bardzo matych ilo$ciach u odmian twardych, natomiast u pszenicy twardej
typu durum stwierdzono jego brak.

Kolejne badania dotyczace biatka 15 kDa, zwanego friabiling lub GSP (Grain Softness
Protein) potwierdzaja, ze jego akumulacja w endospermie warunkowana jest przez locus
Ha, atakze, ze jest to biatko ztozone, zbudowane z dwoch podjednostek puroindolinowych
(Jollyiin., 1993; Blochetiin., 1993; Rahman i in. ,1994; Gautier i in., 1994). W pierwszych
pracach dotyczacych zwiazku wspomnianego biatka 15 kDa z twardos$cig ziarna, autorzy
uzywaja nazwy friabilina i GSP zamiennie. Obecnie termin friabilina odnosi si¢ do biatka
kodowanego przez geny puroindolinowe, natomiast GSP do biatka kodowanego przez gen
GSP-1 (Morris, 2002).

Obecnie wiadomo, ze tekstura endospermy ziarna determinowana jest przez geny
puroindolinowe Pina i Pinb. Geny te wraz z genem Gsp-1 tworzg locus Ha i u pszenicy
zwyczajnej zlokalizowane sa na chromosomie 5DS. Geny Pina i Pinb koduja biatka
puroindolinowe — PINA i PINB, ktore sg podjednostkami friabiliny — biatka o masie 13
kDa. W ziarnach migkkich friabilina wystepuje na powierzchni ziaren skrobiowych. Allele
typu dzikiego genow Pin — Pina-Dla 1 Pinb-Dla decyduja o powstawaniu ziaren
migkkich, natomiast ziarno twarde jest efektem mutacji jednego lub obydwu genow
(Giroux 1 Morris, 1998). Geny puroindolinowe wystepuja rowniez u diploidalnych
gatunkoéw pszenicy, natomiast nieobecne sg w genomie pszenicy tetraploidalnej T.
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turgidum ssp. durum (Gautier i in., 2000). Obecnos$¢ ich ortologéw stwierdzono rowniez u
innych gatunkow zboz z plemion Avenae i Triticeae.

W niniejszej pracy przedstawiamy podsumowanie najnowszych badan dotyczacych
gendéw 1 bialek puroindolinowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich korelacji z
twardoscig ziarna i wtasciwosciami technologicznymi pszenicy i pszenzyta.

WYSTEPOWANIE GENOW PUROINDOLINOWYCH U PSZENICY

Geny puroindolinowe wystepuja u wszystkich przebadanych dotychczas diploidalnych
gatunkow pszenic z rodzaju Triticum i Aegilops w genomach A™, C, D, M, S, U. Wsrod
tych gatunkow geny puroindolinowe Ae. tauschii wykazujg najwicksze podobienstwo (do
100%) z sekwencja nukleotydowa i aminokwasowa puroindolin pszenicy zwyczajnej
(Gautier i in., 2000). U pozostalych gatunkow podobienstwo sekwencji aminokwasowych
wynosi od 95,9% do 96,6% dla PINA i od 90,5% do 93,2% dla PINB (Lillemo i in., 2002).
U pszenic tetraploidalnych obecno$¢ gendéw Pin potwierdzono u dwoch gatunkow: Ae.
ventricosa w obu genomach DY i NY (Gazza i in., 2006) oraz 7. timopheevii w genomie A
(Li 1 in., 2008), natomiast u pszenic tetraploidalnych posiadajacych genomy A i B (T.
turgidum ssp. durum, T. turgidum ssp. dicoccum, T. turgidum ssp. dicoccoides) geny Pin
nie wystepuja, a ich ziarno klasyfikowane jest jako bardzo twarde (Gautier i in., 2000).
Utrata genéw puroindolinowych u tych gatunkoéw jest najprawdopodobniej konsekwencja
poliploidyzacji, ktora wystapita w trakcie rozwoju ewolucyjnego. U T. turgidum powstalej
w wyniku hybrydyzacji pomi¢edzy 7. urartu (genom AA) i jednym z gatunkéw z sekcji
Sitopsis (prawdopodobnie Ae. speltoides — genom BB) stwierdzono delecj¢ duzych
obszarow locus Ha w genomach A i B o dtugosci odpowiednio okoto 50 kpz i 37 kpz
(Chantret i in., 2005). U pszenicy heksaploidalnej 7. aestivum locus Ha w genomie A i B
jest mniejszy o odpowiednio 75,7 i 77 kpz w poréwnaniu z locus Ha w genomie D. Analiza
zakonserwowanych sekwencji znajdujacych si¢ w obrebie miejsc delecji wykazata
obecno$¢ skroconych retroelementéw w obydwu genomach. Chantret i in. (2005) wskazuja
na udziat tych retroelementow w delecji fragmentéw Jlocus Ha na drodze nieuprawnionej
rekombinacji, przy czym proces ten wystapit w genomie A i B niezaleznie od siebie. Geny
puroindolinowe zostaly wprowadzone do 7. aestivum wraz z genomem D w trakcie
hybrydyzacji pomiedzy 7. turgidum (genom BBAA) a Ae. tauschii (genom DD).
Przemawia za tym 100% homologia sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych
puroindolin u 7. aestivum i Ae. tauschii.

CHARAKTERYSTYKA GENOW PUROINDOLINOWYCH

Analiza klonow BAC u T. aestivum, T. monococcum i Ae. tauschii pozwolila na
doktadng charakterystyke sekwencji znajdujacych si¢ w obrebie locus Ha. Region ten,
oprocz genow Pinb, Pina i Gsp-1 zawiera rowniez dwie dodatkowe, zdegenerowane kopie
genu Pinb oraz dwie sekwencje kodujace o blizej nieokreslonej funkcji (Chantret i in.,
2005). Geny puroindolinowe Pina i Pinb majg posta¢ pojedynczych egzonow o dtugosci
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447 pz. Podobienstwo sekwencji kodujacych wynosi 70,2%, a sekwencji 3’'UTR okoto
54% (Gautier i in., 1994).

Analiza sekwencji promotorowych wskazuje na obecnos¢ kluczowych elementow
regulatorowych w obszarze pomigdzy -210 a -388 powyzej kodonu start, ktore warunkuja
ekspresje genow w endospermie. Najwazniejszym z tych elementow jest zakonserwowany
motyw TGAGAAAAG obecny w obydwu promotorach (w pozycji -203 w promotorze
Pina i-223 w promotorze Pinb). Motyw ten wykazuje podobienstwo do sekwencji zwanej
endosperm box: TG(T/A/C)AAA(A/G)(G/T). Jest to jeden z dwoch elementéw motywu
prolamin box, ktory wystepuje w promotorach wigkszoséci genow biatek zapasowych zboz,
specyficznych dla endospermy (Digeon i in., 1999; Lillemo i in., 2002).

ZROZNICOWANIE ALLELICZNE GENOW PUROINDOLINOWYCH

Jak wspomniano wczesniej, fenotyp o migkkim ziarnie wymaga obecnosci w genomie
obydwu alleli genow Pin typu dzikiego. Ziarno twarde powstaje w wyniku mutacji
w jednym lub obydwu genach Pin. Odmiany pszenicy zwyczajnej okreslane jako twarde
wykazuja rdzny stopien twardosci ziarna. W zaleznosci od rodzaju mutacji przyjmuje on
warto$ci posrednie pomi¢dzy pszenicg migkka a pszenica twardg typu durum. Z kolei u
odmian z delecjg obydwu gendéw Pin poziom twardo$ci ziarna jest znacznie wWyzszy,
podobny do poziomu twardo$ci pszenicy twardej typu durum (Tranquilli i in., 2002).

Zgodnie z nomenklaturg stosowang w Catalogue of Gene Symbols for Wheat (McIntosh
iin., 2005) allele gen6w Pin oznaczane sg kolejna litera alfabetu dodawang do peinej nazwy
genu tj. Pina-D1 i Pinb-DI. Allele typu dzikiego, dla ktérych wzorcem jest odmiana
Chinese Spring oznaczone sg jako Pina-Dia i Pinb-Dla. Dotychczas u T. aestivum i Ae.
tauschii zidentyfikowano 18 zmutowanych alleli genu Pina oraz 24 allele genu Pinb.
Mutacje te obejmujg delecje gendow, polimorfizm pojedynczych nukleotydow prowadzacy
do substytucji aminokwasow oraz insercje, delecje 1 substytucje, ktorych skutkiem jest
przesunigcie ramki odezytu i przedwczesny kodon stop (przeglad w Bhave i Morris, 2008;
Nadolska-Orczyk i in., 2009). Wsrdéd dotychczas przebadanych populacji pszenic
najczesciej wystepujacymi allelami sg Pinb-D1b 1 Pina-D1b. Mutacja w pierwszym z nich
jest zwigzana z substytucja glicyny na seryne w biatku PINB w pozycji 46. Efektem mutacji
jest mniejsza zawarto$¢ friabiliny w endospermie skrobiowej i wigksza twardos$¢ ziarna,
ktoéra przyjmuje warto$ci posrednie pomigdzy twardoscia ziaren migkkich i bardzo
twardych (Giroux i Morris, 1997, 1998). Allelem Pina-D1b oznaczono mutacj¢ polegajaca
na delecji genu Pina. Jej efektem jest brak biatka PINA i niska zawarto$¢ biatka PINB w
endospermie skrobiowej. Odmiany z ta mutacja wytwarzaja ziarno twarde, o wartosci
zblizonej do twardosci pszenicy durum (Giroux i Morris 1998, Lillemo i Morris, 2000).

Przeanalizowane dotad dwie polskie odmiany, Kontesa i Torka posiadaja allel typu
dzikiego genu Pina (Pina-D1a), natomiast gen Pinb obu odmian wystepuje w postaci allelu
Pinb-DIc (Gasparis i in., 2011). Zgodnie z badaniami Lillemo i Morris (2000) mutacja w
tym allelu skutkuje zamiang aminokwasu leucyny na proling w kodowanym biatku, a
ros$liny wytwarzaly ziarno $rednio twarde lub twarde. Jak w wynika z naszych badan
(Gasparis, 2012), mimo stwierdzenia tych samych alleli genéw Pin w obu analizowanych
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odmianach, réznity si¢ one wyraznie twardoscig ziarna. Indeks twardosci u Torki jest
typowy dla odmian o $redniej twardo$ci ziarna, natomiast Kontesa wytwarza ziarno
migkkie.

EKSPRESJA GENOW PIN W TKANKACH NASION

Ekspresja gendw Pin wykazuje specyficzno$¢ tkankowg i podlega regulacji w trakcie
rozwoju nasion. Liczne obserwacje wskazujg, ze akumulacja transkryptow gendéw Pin
zachodzi juz w poczatkowym okresie rozwoju nasion, a jej intensywnos$¢ stopniowo
wzrasta 1 osigga maksimum w $rodkowym stadium rozwoju endospermy. Hybrydyzacja
northern calkowitego RNA wyizolowanego z dojrzewajacych nasion wykazata, ze
akumulacja obu transkryptow nastgpuje od 8. dnia po zapyleniu, po czym znaczgco wzrasta
pomiedzy 15-18 DPA (z ang. days post anthesis), osiggajagc maksimum mig¢dzy 26-33
DPA i zanika catkowicie po 40 DPA (Gautier i in., 1994; Hogg i in., 2004). Tendencje te,
z niewielkimi réznicami, potwierdzita réwniez bardziej czuta analiza, wykorzystujaca
ilo§ciowg reakcje RT-PCR (Amoroso i in., 2004).

Mimo podobnego profilu ekspresji, poziom transkryptu poszczegolnych genow Pin, jak
i zawarto$¢ biatek puroindolinowych byl rézny. Analiza porownawcza jednoznacznie
wskazuje, ze u odmian migkkich (Pina-Dla / Pinb-Dl1a) poziom transkryptu genu Pina i
zawarto$¢ biatka PINA jest wyzsza niz poziom odpowiednio, transkryptu Pinb i biatka
PINB (Gautier i in., 1994; Giroux i Morris, 1997; Turnbull i in., 2003; Amoroso i in., 2004;
Hogg i in., 2004; Gazza i in. 2005; Ikeda i in., 2005). Réznice w zawartosci biatek
puroindolinowych zaobserwowane u odmian twardych nie zawsze skorelowane sa
z poziomem MRNA poszczegdlnych gendow Pin. Giroux i Morris (1997) dowiedli, ze
u odmian twardych ze zmutowanym allelem Pinb-D1b (mutacja punktowa powodujaca
zamiang aminokwasu) poziom transkryptu Pina i Pinb byt taki sam jak u odmian migkkich.
Podobne wyniki uzyskali Amoroso iin. (2004). W analizie ilosciowej qRT-PCR porownali
oni dodatkowo odmiany z delecja genu Pina (Pina-D1b / Pinb-DI1a). Réwniez u tych
odmian ilo$¢ transkryptu Pinb byla na tym samym poziomie jak u odmian migkkich i
twardych z mutacja Pinb-D1b. Pszenice mickkie i twarde roznity si¢ jednak zawarto$cia
biatka PINB, ktora u odmian twardych byta nizsza. Turnbull i in. (2000) wykazali, ze
zawarto$¢ biatek PINA i PINB jest nieznacznie lub wyraznie wigksza u pszenic migkkich
niz u pszenic twardych Pina-Dla / Pinb-DI1b, natomiast zawartos¢ PINB jest
zdecydowanie mniejsza u pszenic twardych z delecja genu Pina (Pina-D1b / Pinb-Dla).
Ekspresje genow Pin i zawarto$¢ biatek puroindolinowych badano réwniez w polskich
odmianach pszenicy jarej, Kontesa i Torka (Gasparis i in., 2011). Profile ekspresji genow
Pina i Pinb wyznaczone na podstawie analizy ilosciowej qRT-PCR nie roznily si¢ znaczaco
od dotychczas opisanych w literaturze. U obu odmian maksymalny poziom ekspresji
genow Pin nastgpowal pomiedzy 20. a 26 dniu po zapyleniu. Na podstawie analizy SDS-
PAGE oszacowano réwniez zawarto$¢ bialek puroindolinowych. U odmian tych nie
stwierdzono réznic pomigdzy zawartoscig biatka PINA i PINB, mimo iz posiadajg one
zmutowany allel genu Pinb (Pina-D1a / Pinb-D1c). Moze to §wiadczy¢ o tym, ze mutacja
ta nie wptywa na poziom akumulacji biatka PINB w endospermie.
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Jak wspomniano wcze$niej, promotory obydwu gendéw Pin posiadajg specyficzne
elementy regulatorowe kontrolujgce przebieg ekspresji w tkankach nasion. Dotychczasowe
badania potwierdzaja, ze ekspresja gendéw Pin u pszenicy zachodzi wylacznie w
dojrzewajacych nasionach (Dubreil i in., 1998 b). Nie stwierdzono obecnosci transkryptow
Pin w kietkujacych siewkach (Gautier i in., 1994). Wiley i in. (2007) badali aktywnos$¢
promotorow Pin w rdéznych tkankach pszenicy wykorzystujac gen reporterowy uidA.
Analiza histochemiczna GUS wykazata ekspresje tego genu jedynie w endospermie
skrobiowej nasion. Nie stwierdzono jej w zarodku ani w organach wegetatywnych, jak
korzen, li$¢ oraz generatywnych, to jest zalazni, pylnikach czy w pylku. Gen reporterowy
uidA pod kontrolg promotora Pinb wykazywal podobny wzor ekspresji w nasionach
transgenicznych ro$lin pszenicy oraz ryzu (Digeon i in., 1999; Evrard i in., 2007). Inaczej
byto w przypadku promotora Pina w transgenicznym ryzu, ktory nie posiada ortologow
genow Pin. Jego aktywnos¢ zaobserwowano, poza nasionami, rowniez w innych organach,
to jest w korzeniach, lisciach i w r6znych elementach kwiatu. Ponadto promotor Pina u
tych roslin indukowany byl poprzez patogena i zranienie tkanki (Evrard i in., 2007).

Immunodetekcja bialek puroindolinowych w nasionach wskazuje, ze ich akumulacja
nastepuje przede wszystkim w czeséci skrobiowej bielma oraz w warstwie aleuronowe;j
(Gautier i in., 1994; Dubreil i in., 1998 b; Digeon i in., 1999; Capparelli i in., 2005; Wiley
iin., 2007; Feiz i in., 2009).

GENY SEKALOINDOLINOWE U PSZENZYTA

Pierwotne pszenzyto heksaploidalne (x Triticosecale Wittmack) jest gatunkiem
syntetycznym powstatym przez skrzyzowanie pszenicy tetraploidalnej z zytem (2n = 6x =
42, AABBRR).

Ziarno wigkszos$ci pierwotnych form pszenzyta klasyfikowane jest jako migkkie (Li 1
in. 2006), podobnie jak ziarno zyta (Williams, 1986).

Jak wspomniano wczesniej, geny sekaloindolinowe wystepuja w genomie zytnim na
chromosomie 5RS. W dotychczasowej literaturze bardzo mato jest danych dotyczacych
zroznicowania allelicznego tych gendéw. Gautier i in. (2000) wykazali obecno$¢ genu
sekaloindoliny w genomie zyta poprzez jego amplifikacje przy uzyciu starterow
specyficznych dla sekwencji kodujacej gen Pina. Gen oznaczony pdzniej jako Sina-Rla
wykazuje 100% homologii z sekwencjg allelu dzikiego Pina-DIa. Simeone i Lafiandra
(2005) zidentyfikowali u zyta dwa allele sekaloindoliny b oznaczone jako Sinb-Rla i Sinb-
R1b. Oba wykazuja podobienstwo do sekwencji kodujacej Pinb-D1a na poziomie 93,1%.
Li i in. (2006) jako pierwsi zidentyfikowali u pszenzyta allel Sina-RI1b z substytucja
tryptofanu na argining w pozycji 44 oraz allel Sinb-R1c z substytucja dwoch aminokwasow
1 insercjg cysteiny w peptydzie sygnatowym. Massa i Morris (2006) scharakteryzowali
sekwencj¢ aminokwasowg sekaloindoliny a u zyta, ktora zawierala substytucje argininy na
glutaming w pozycji 65. Zgodnie ze stosowang nomenklatura allel ten powinien by¢
oznaczony jako Sina-Rlc.

W badaniach nad funkcja gendow Sin u pszenzyta po raz pierwszy zastosowano
nowoczesng technologie wyciszania gendw, bazujaca na interferencji RNA (RNAi).
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Pozwolita ona na uzyskanie szeregu linii odmiany Wanad z wyciszong ekspresja genow
Sina i Sinb (Gasparis, 2012). Ten silny spadek ekspresji wigzat si¢ z bardzo matg ilo$cig
lub brakiem sekaloindolin. Nie stwierdzono wigkszych roznic w twardosci ziarna
pomigdzy wyciszanymi liniami i liniami kontrolnymi. Nie wykazano rowniez korelacji
pomiegdzy obnizeniem zawartosci lub brakiem sekaloindolin a wzrostem twardo$ci ziarna
badanych linii pszenzyta.

CHARAKTERYSTYKA BIALEK PUROINDOLINOWYCH I SEKALOINDOLINOWYCH

Badania nad strukturg i biologiczng funkcjg biatek puroindolinowych rozpoczely si¢
pod koniec lat osiemdziesigtych ubieglego wieku, wraz z odkryciem friabiliny jako
markera twardos$ci ziarna u pszenicy (Greenwell i Schofield, 1986). Od tamtej pory w wielu
laboratoriach podj¢to prace badawcze nad biologiczna funkcjg puroindolin (Glenn i
Saunders, 1990; Oda i in., 1992; Jolly i in., 1993; Rahman i in., 1994; Bettge i in., 1995;
Greenblatt i in., 1995), ich struktura (Blochet i in., 1993; Jolly i in., 1993; Morris i in.,
1994; Gautier i in., 1994; Le Bihan i in., 1996; Oda i Schofield, 1997) oraz wptywem
twardo$ci ziarna na wiasciwos$ci technologiczne maki i jakos¢ produktéw koncowych
(Morris, 1992; Bettge i Morris, 2000; Cambpell i in., 2007; Dubreil i in., 1998 a; Hogg i
in., 2005). Chociaz stan wiedzy na temat biatek puroindolinowych wzrést znaczaco w ciagu
ostatnich kilkunastu lat, to jednak niektdre aspekty zwigzane z ich funkcjg wcigz wymagaja
wyjasnienia.

Nazwa biatek puroindolinowych jest pofaczeniem stéw puro (z gr. puros — pszenica) i
indoline — od pierscienia indolowego w tryptofanie (Blochet i in., 1993). Naleza one do
duzej grupy bialek posiadajacych zdolno$¢ wigzania lipidow. U roslin wyroznia si¢ kilka
rodzin tych bialek m. in. tioniny, bialka transportujace lipidy (LTP) oraz indoliny (Douliez
i in., 2000). Puroindoliny sa biatkami zasadowymi (pI 10,5 dla PINA i 10,7 dla PINB),
rozpuszczalnymi w wodzie i bogatymi w reszty cysteinowe. Wystepuja w postaci dwoch
izoform — puroindoliny a i puroindoliny b, obie o masie okoto 13 kDa, zbudowane ze 148
aminokwasow o 60% podobienstwie sekwencji (Gautier i in. 1994). Cecha
charakterystyczna puroindolin (i innych bialek z tej grupy) jest tzw. szkielet cysteinowy,
ztozony z dziesigciu reszt cysteinowych oraz domena tryptofanowa zawierajaca pigé reszt
tryptofanowych u puroindoliny a (WRWWKWWK) i trzy reszty tryptofanowe u
puroindoliny b (WPTKWWK). Motywy te sa zakonserwowane w grupie biatek
indolinowych, a szkielet cysteinowy pokrywa si¢ rowniez czesciowo z podobng struktura
u biatek ns-LTP (z ang. non-specific lipid transfer proteins) (Gautier i in., 1994).
Puroindoliny syntetyzowane sa w postaci prekursoréw, ktéore moga ulegaé
przeksztatceniom potranslacyjnym. Wskazuje na to obecno$¢ N- i C- koncowych peptydow
zawierajacych miejsce rozcigcia. N-koncowy fragment o dtugosci 28-29 reszt zawiera
peptyd sygnatowy i miejsce rozciecia w pozycji 19. C-koncowy fragment ztozony z 4 reszt
aminokwasowych jest identyczny u PINA i PINB co sugeruje, ze oba biatka moga podlegac
tej samej obrobce potranslacyjnej. Le Bihan i in. (1996) analizowali struktur¢ biatek
puroindolinowych wykorzystujac spektroskopie¢ w podczerwieni i spektroskopie Ramana.
Drugorzgdowa struktura puroindolin uzalezniona jest od pH s$rodowiska, w ktérym
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znajdujg si¢ te biatka i przy pH réwnym 7,0, 30% tej struktury ma posta¢ a-helisy, 30%
posta¢ B-harmonijki, a pozostate 40% jest w postaci nieuporzadkowanej. Przewidywana
struktura trzeciorzedowa obejmuje cztery o-helisy oddzielone petlami, stabilizowane
pigcioma mostkami dwu-siarczkowymi migdzy resztami cysteiny. Domena tryptofanowa
zlokalizowana jest w petli pomigdzy helisa HI a H2 i jest czg$ciowo odslonigta.
Strukturalnie puroindoliny wykazuja pewne podobienstwa do niespecyficznych biatek
transportujacych lipidy — ns-LTP. U roslin zidentyfikowano dwie klasy tych biatek
nsLTP1 i nsLTP2 o masie odpowiednio 9 kDa i 7 kDa. Posiadaja one szkielet cysteinowy
zawierajacy osiem reszt cysteiny, a ich strukture trzeciorzgdowg tworzg cztery a-helisy
stabilizowane czterema mostkami dwu-siarczkowymi. Biatka ns-LTP nie posiadajg
domeny tryptofanowej (Douliez i in., 2000). Podobienstwo strukturalne puroindolin i ns-
LTP wigze si¢ zapewne z podobnymi wiasciwosciami tych biatek, wsrod ktorych
najwazniejszg jest zdolno$¢ wiazania lipidow, oraz pewne wiasciwosci antybiotyczne.
Mimo wielu danych na temat biochemicznych witasciwosci biatek puroindolinowych,
mechanizm ich dziatania w regulacji twardos$ci ziarna nie jest do konca wyjasniony. Ziarno
mickkie powstaje, gdy oba biatka puroindolinowe kodowane sg przez allele dzikie Pina-
D1la i Pinb-Dla. Zidentyfikowane dotychczas mutacje gendw puroindolinowych skutkuja
najczesciej zwickszeniem twardosci ziarna. ROwniez prace wykorzystujace transformacje
genetyczng z udzialem genow Pin potwierdzajg ich rolg w powstawaniu migkkiej
endospermy. Wprowadzenie dzikich alleli genow puroindolinowych do roslin ryzu
(Krishnamurthy i Giroux 2001) i do mutantéw pszenicy o twardym ziarnie (Beecher i in.,
2002; Hogg i in., 2004; Martin i in., 2006; Wanjugi i in. 2007) powodowato znaczace
obnizenie twardosci ziarna w tych roslinach. W badaniach nad funkcja genow
puroindolinowych zastosowano rowniez technike RNAi (ang. RNA interference)
pozwalajaca na wyciszenie ekspresji badanego genu. Potranskrypcyjne wyciszenie
ekspresji genéw Pin u pszenicy zwyczajnej skutkowato obnizeniem zawartosci biatek
puroindolinowych w endospermie i znacznym wzrostem twardo$ci ziarna (Gasparis i in.,
2011). Jak wspomniano wcze$niej, immunodetekcja biatek PIN wykazata ich akumulacje
glownie w endospermie na powierzchni ziaren skrobiowych oraz w warstwie aleuronowe;.
Zwiazane jest to ze zdolno$cig bialek puroindolinowych do wigzania fosfolipidow i
wnikania w btone fosfolipidowa ziaren skrobi. Wedlug niektérych badaczy obecno$é
biatek puroindolinowych na powierzchni ziaren skrobi przeciwdziala przyleganiu do nich
biatkowego matriks, co skutkuje luzniejszg strukturg endospermy i w rezultacie bardziej
migkkim ziarnem. Sugestie te wydaja si¢ potwierdzac¢ zdjecia preparatow skrobi wykonane
skaningowym mikroskopem elektronowym. U odmian o twardym ziarnie, ziarna skrobi
maja nieregularng powierzchni¢, do ktorej przylegaja skupiska biatkowej matriks i sg
scislej upakowane. Natomiast u odmian o migkkim ziarnie, ziarna skrobi sg gladkie,
wyraznie oddzielone od biatkowej matriks i1 sa luzniej upakowane (Beecher i in., 2002;
Chen i in., 2005).

W badaniach dotyczacych mechanizmu wigzania bialek puroindolinowych z blonami
lipidowymi wyrdzniono obecno$¢ reszt tryptofanowych, oddziatlywania elektrostatyczne i
zasadowy charakter puroindolin, jako gtéwne czynniki sprzyjajace wspomnianej interakcji.
Najwazniejszym z tych czynnikow jest niewatpliwie oddziatywanie hydrofobowe
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pomiedzy domeng tryptofanowg a weglowodorowymi taficuchami czasteczek lipidow
(Kooijman i in., 1997; Wall i in., 2010). Rola tryptofanu w tym oddziatlywaniu wynika z
jego wlasciwosci fizycznych (Yau i in., 1998). Zdolnos¢ wigzania lipidow jest silniejsza u
PINA niz u PINB, co prawdopodobnie zwigzane jest z mniejszg liczbg reszt
tryptofanowych (3 zamiast 5) w domenie tryptofanowej u PINB (Dubreil i in., 1997). PINB
wykazuje natomiast wigksze powinowactwo do fosfolipidow o ujemnym tadunku,
poniewaz jago tadunek dodatni jest wigkszy niz u PINA. Obydwa biatka silniej wigza si¢
z ujemnie natadowanymi btonami bakteryjnymi niz z neutralnymi blonami komorek
eukariotycznych, co potwierdza udziat oddziatywan elektrostatycznych jako dodatkowe;j
sily wzmacniajacej powinowactwo puroindolin do fosfolipidéw (Douliez i in., 2000; Jing
iin., 2003). Ponadto Charnet i in. (2003) wykazali zdolno$¢ puroindoliny a do formowania
kanatéw jonowych zarowno w sztucznych, jak i biologicznych btonach fosfolipidowych.
Ze wzgledu na zdolno$¢ biatek puroindolinowych do dekompozycji bton fosfolipidowych,
wykazujg one pewne wlasciwosci cytotoksyczne wzgledem grzybow i bakterii (Dubreil i
in., 1998 b; Krishnamurthy i in., 2001; Jing i in., 2003; Capparelli i in., 2005; Luo i in.,
2008; Palumbo i in., 2010). Stad ich pierwotng funkcja wydaje si¢ by¢ udziat w reakcjach
obronnych na infekcj¢ patogenow.

Bialka sekaloindolinowe wykazuja wysokie podobienstwo do sekwencji puroindolin
pszenicy, a charakterystyczne elementy tych biatek, jak domena tryptofanowa i motyw
zawierajacy 10 reszt cysteiny sg identyczne u obu gatunkdéw. Podobna budowa pozwala
przypuszczaé, ze biatka sekaloindolinowe moga mie¢ analogiczny wptyw na strukture
endospermy i twardo$¢ ziarna, jak puroindoliny u pszenicy. Jednak uzyskane do tej pory
wyniki badan sa niejednoznaczne, a czasami sprzeczne. Li i in. (2006) analizowali
twardo$¢ ziarna u 171 linii pszenzyta z kolekcji CIMMYT. Na podstawie indeksu
twardosci SKCS, 70,8% testowanych linii sklasyfikowano jako migkkie, 19,3% jako
posrednie 1 9,9% jako twarde. Dalsza analiza zawartosci friabiliny u wybranych 30 linii, w
tym 10 twardych, 9 posrednich i 11 mi¢kkich wykazata, ze linie migkkie charakteryzowaty
sie¢ wysoka zawartos$cia fraibiliny we frakcji skrobi, natomiast u linii twardych zawartos¢
friabiliny byta wyraznie nizsza.

Korelacji pomiedzy zawarto$cig fraibiliny a twardo$cig ziarna nie potwierdzajg z kolei
Ramirez i in. (2003) po przetestowaniu o$miu odmian pszenzyta. Réznice te moga jednak
wynika¢ z zastosowania przez obu autor6w odmiennej metodyki izolacji biatek. Budak i in.
(2004) badali linie substytucyjne pszenzyta Presto z podstawionymi chromosomami z
genomu D pszenicy heksaploidalnej. Zamiana chromosomu 5R na 5D pochodzacego
z odmiany twardej pszenicy zwyczajnej wyraznie zwigkszyla twardo$¢ ziarna, co
potwierdza udzial Jocus Ha w ksztattowaniu tej cechy u pszenzyta.

Nie ustalono dotychczas, czy mutacje genéw sekaloindolinowych mogg mie¢ wplyw na
fenotyp ziarna, poniewaz zadna z tych mutacji nie warunkuje jednoznacznie ziarna
twardego. Ponadto mutacje tych genéw nie pokrywaja si¢ z mutacjami gendow
puroindolinowych pszenicy heksaploidalnej, dlatego nie mozna poréwnaé efektu
fenotypowego. Zidentyfikowane przez Li i in. (2006) allele Sina-R1b i Sinb-R1c wystgpuja
zarowno u linii migkkich i twardych. Allel Sina-R1b kodujacy biatko SINA z substytucja
tryptofanu na argining w poz. 44 wystgpowat u linii migkkich pszenzyta. Co ciekawe,
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podobna substytucja wystepujaca w biatku PINB (kodowanym przez allel Pinb-Did) u
pszenicy, warunkuje powstawanie ziaren twardych (Lillemo i Morris 2000). Niewiele
wiadomo na temat pozostalych zmian w sekwencji biatka SINB. Czeg$¢ substytuciji
aminokwasowych jest nieistotna z punktu widzenia ich wlasciwosci fizykochemicznych,
niektére wystepuja rowniez u gatunkéw pszenic diploidalnych, jednak sg to gatunki o
migkkim ziarnie (Simeone i Lafiandra 2005). Sekwencje gendéw Sina 1 Sinb, ktore
scharakteryzowano u polskiej odmiany pszenzyta — Wanad, roznig si¢ od dotychczas
poznanych sekwencji u Zyta i pszenzyta (Gasparis, 2012).

PODSUMOWANIE

Jak wspomniano wczesniej, twardo$¢ ziarna pszenicy ma istotny wpltyw na wlasciwosci
fizyczne maki 1 jako$¢ wytwarzanych z niej produktow. Cecha ta odgrywa rowniez duze
znaczenie u innych gatunkdéw zbdz korelujac z jako$cig ziarna, wplywajac na jego
przetwarzanie, a w przypadku jeczmienia na stodowanie czy tuszczenie. Nieliczne prace
wskazuja rowniez na jej zwigzek z odpornoscia na czynniki biotyczne (grzyby, bakterie).
W krajach zachodnich twardo$¢ jest jednym z najwazniejszych wskaznikow jakosci zboz.
Stad tak duze znaczenie ma wiedza na temat genetycznych uwarunkowan ksztattujacych te
cechg. Jak wynika z badan, twardo$¢ ziarna pszenicy jest w gldwnej mierze kontrolowana
przez dwa geny Pin znajdujace si¢ w jednym locus lub przez ortologi tych genéw u innych
gatunkow. U zbdz alloheksaploidalnych jak pszenica, pszenzyto, owies locus twardosci
znajduje si¢ tylko w jednym z genomow diploidalnych. A wigc jest to cecha przekazywana
W prosty sposob, a co za tym idzie powinna by¢ w sposob prosty kontrolowana w procesie
hodowlanym. Ze wzgledu na waznos$¢ cechy oraz postep w badaniach, warto wykorzystaé
te wiedz¢ do charakterystyki polskich odmian i materiatow hodowlanych gtownie
pszenicy, ale i innych zbdz jak jeczmien, pszenzyto czy owies. Pozwoli na bardziej
precyzyjny dobor materiatbw hodowlanych i uzyskanie odmian o przewidywanych
wlasciwosciach, zgodnych z oczekiwaniami producentéw zywnosci i konsumentow.
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