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Efektywnos¢ wykorzystania kolumn
chromatograficznych typu ,,Poroshell”
w badaniach bialek gliadynowych
metodg RP-HPLC

Efficiency of Poroshell type chromatogrphic columns for wheat gliadin separation
using RP-HPLC

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconej fazie (RP-HPLC) jest efektywna metoda
analizy polimorficznych biatek ro$lin uprawnych, w tym réwniez biatek zapasowych zb6z. Mozliwos¢
jej powszechnego wykorzystania w hodowli roslin ogranicza jednak znaczny koszt aparatury,
wyposazenia 1 odczynnikow. W ostatnich latach opracowano nowy rodzaj kolumn
chromatograficznych o zlozach C18 osadzonych na powierzchniowo porowatej krzemionce (tzw.
Fused-Core technology). Gtowna zaleta tych kolumn jest wysoki wzrost zdolnosci rozdzielczej
(zwickszenie ilosci tzw. potek teoretycznych), co daje mozliwos$é znacznego skrocenia czasu, a tym
samym obnizenia kosztow analizy. Celem badan bylo oszacowanie doktadnosci i efektywnosci
rozdziatu polimorficznych biatek gliadynowych metoda RP-HPLC przy uzyciu kolumn typu Fused-
Core w porownaniu do kolumn C18 o klasycznych parametrach ziaren krzemionki. Material roslinny
stanowity linie mieszancowe pszenicy ozimej roznigce si¢ pod wzgledem alleli kontrolujacych syntezg
gliadyn. Analizowano pary blisko spokrewnionych linii mieszancowych, z ktérych jedna zawierata null
allel natomiast druga stanowita genotyp kontrolny. Porownywano takze rozdziaty mieszancow z ich
komponentami rodzicielskimi. Punktem odniesienia dla oceny obrazéw chromatograficznych kolumny
typu Fused-Core — 300SB-C18 Poroshell byly rozdzialy uzyskane na tradycyjnej kolumnie SB300
Zorbax C18. Wyniki badan potwierdzity, iz analiza chromatograficzna gliadyn na kolumnie Poroshell
jest metoda szybka i ekonomiczng. Wysokiej jakosci obrazy rozdzielonych biatek uzyskiwano juz w
czasie 8 minut. Jednakze krotki czas rozdziatu obnizyt ich rozdzielczos¢, jedna z najwazniejszych zalet
chromatografii RP-HPLC. Wyniki badan sugeruja, iz kolumny typu Fused-Core moga by¢ przede
wszystkim efektywnym narzgdziem selekcji masowej natomiast tradycyjne kolumny, pozwalajace
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identyfikowac¢ subtelne szczegdty obrazu chromatograficznego, moga okazacé si¢ bardziej przydatne w
badaniach genetycznych np. w analizie rozszczepienia genow kontrolujacych synteze biatek
prolaminowych.

Stowa kluczowe: biatka gliadynowe pszenicy, RP-HPLC, Poroshell, Zorbax C18

RP-HPLC is an efficient tool for wheat storage proteins separation. Its extensive utilization in plant
breeding is limited, however, by heavy expenses of apparatus, equipment and reagents. Recently a new
type of chromatographic columns was introduced where stationary phase is based on the superficially
porous silca (so called Fused-Core Particles). The main advantage of the Fused-Core stationary phase
is a high increase of separation power (theoretical plates) which enables shortening of the separation
time (up to few minutes) and consequently the reduction of the analysis costs. The aim of this study
was a comparative evaluation of the accuracy and efficacy of the Fused-Core C18 column with a classic
C18 column in the separation of wheat gliadins — one of the most complex and polymorphic plant
proteins. Closely related winter wheat hybrid lines, differentiated in respect of gliadin controlling
alleles, were analysed. Gentypes containing gliadin null alleles and corresponding control lines as well
as parental forms and their progenies were compared using Fused-Core Poroshell 300SB-C18 and
traditional Zorbax 300SB-C18 columns. The obtained results proved that RP-HPLC separation on the
Poroshell column are indeed very fast and economical as the high quality chromatograms were obtained
after 8 minutes of separation. However, their resolution was considerably lower as compared to the
traditional column. In conclusion, the rapid PR-HPLC appears to be very well suited for mass selection
of breeding materials, where large number of genotypes must be evaluated in a very short time period.
However in a genetic research, where identification of discrete details of the chromatograms could be
important for genotype classification, traditional columns seem to be more useful.

Key words: wheat gliadin proteins, RP-HPLC, Poroshell, Zorbax C18

WSTEP

Wysokosprawna chromatografia cieczowa w odwroconej fazie (RP-HPLC, ang.
Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography) jest jedng z najbardziej
efektywnych metod rozdzialu aminokwasow, peptydéw i biatek. Wysoka czutosé
oznaczenia, powtarzalno§¢ wynikOw oraz pelna automatyzacja rozdzialu pod kontrolg
komputera to najczes$ciej wymieniane zalety RP-HPLC (Lookhart i in., 2003). W ostatnich
latach podkresla si¢ takze mozliwo$¢ taczenia aparatury RP-HPLC ze spektrometrem mas,
co pozwala realizowaé badania proteomiczne rozdzielanych frakceji biatkowych (Dauly i
in., 2006).

W pracach nad zréznicowaniem biatek zapasowych zboz RP-HPLC jest metoda
alternatywng do elektroforezy A-PAGE (ang. acid polyacrylamide gel electrophoresis)
i SDS-PAGE, technik rozdziatu powszechnie stosowanych w genetyce i hodowli ro$lin.
Chromatografia jest bardziej czuta od elektroforezy, przyktadowo, metoda RP-HPLC
mozna rozdzieli¢ kompleks monomerycznych gliadyn pszenicy na okoto 90 frakcji, a wigc
niemal trzykrotnie wigcej niz metoda A-PAGE. Pozwala to zwickszy¢ doktadnosc
identyfikacji odmian i rodéw oraz precyzj¢ oceny stopnia ich pokrewienstwa na podstawie
dystansow genetycznych. Ponadto chromatografia umozliwia iloSciowe poroéwnanie
zawarto$ci biatka w rozdzielanych frakcjach co moze mie¢ istotne znaczenie np. w
badaniach zaleznosci miedzy polimorfizmem gliadyn, a cechami technologicznymi odmian
i rodow pszenicy.
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RP-HPLC jest tez uwazana za metodg komplementarng w stosunku do A-PAGE, gdyz
rozdzial czgsteczek w trakcie analizy odbywa si¢ wedlug réznych kryteriow fizyko-
chemicznych. W trakcie elektroforezy biatka sg rozdzielane zaleznie od ich predkosci
migracji w zelu, ktéra to cecha jest wypadkowa masy czasteczkowej i ladunku
elektrycznego. W metodzie RP-HPLC gléwnym kryterium rozdziatu biatek sa wiasciwosci
hydrofobowe. Oddziatywania hydrofobowe stabilizuja strukture 2.- i 3.-rzedowa gliadyn,
zwigkszajg ich podatno$¢ do agregacji oraz ksztaltuja wlasciwosci wiskoelastyczne
(Lookhart i in., 2003). Gliadyny sg silnie zréznicowanie pod wzglgdem wiasciwosci
hydrofobowych (Popineau i in., 1994). Wolno migrujace w zelu elektroforetycznym
frakcje z grupy o, zawierajace znaczne ilo$ci ujemnie natadowanych reszt glutaminy, sg
stabo hydrofobowe, natomiast frakcje y o podwyzszonej zawarto$ci aminokwasow
hydrofobowych: alaniny, waliny, a w szczegdlnosci metioniny sg silnie hydrofobowe
(Wieser, 1991). Konsekwencja jest zroznicowanie sity wigzania poszczegdlnych frakcji w
grupach o, B, v, -5 1 ®-1.2 gliadyn z powierzchnig fazy stacjonarnej kolumny
chromatograficznej. W trakcie analizy roztwor eluentu wyptukuje biatka selektywnie, w
zalezno$ci od  sity ich  zwigzania z  kolumng. Stabo  hydrofobowe
o-gliadyny wymywane sg najwczesniej (ich czas retencji [RT] jest niski) natomiast silnie
hydrofobowe y-gliadyny — najp6zniej (wysoki czas retencji) (Becker i in., 2000).
Mozliwo$¢ powszechnego wykorzystania RP-HPLC w analizie biatek zapasowych zb6z
ogranicza znaczny koszt jednostkowy oznaczenia, na ktory sktadaja si¢ koszty aparatury,
wyposazenia i odczynnikdw. W ostatnich latach opracowano nowy rodzaj wypeltniacza
kolumn chromatograficznych w technologii Fused-Core (Kirkland i in., 2000). Istota
technologii Fused-Core jest osadzenie cienkiej porowatej warstwy krzemionki (promien
0,25 pm), w ktorej zachodzi wtasciwy rozdzial, na nieporowatym, sztywnym rdzeniu
($rednica 4,5 um). Dzieki temu zwigksza si¢ pojemnos$¢ sorpcyjna zloza, a takze szybkosé
dyfuzji biomolekut do wnetrza (w czasie osadzania biatek) i na zewnatrz poréw (w czasie
wymywania bialek) przy jednoczesnym zachowaniu niskich ci$nien przeptywu
charakterystycznych dla kolumn o klasycznych wypehieniach (Sum) (Cabrera, 2004).
Przyktadem kolumy wykonanej w technologii Fused-Core i przeznaczonej do rozdziatu
biatek jest kolumna o nazwie handlowej ,,Poroshell SB300” firmy Agilent. Gtéwna zaleta
kolumn Poroshell jest mozliwos$¢ skrocenia czasu analizy, a tym samym obnizenia kosztow
i bardziej ekonomicznego wykorzystania aparatury. Wieksza moc rozdzielcza uzyskana
dzieki innowacyjnej budowie zloza nie wymaga rdwniez stosowania ultra wysokich ci$nien
jak to ma miejsce w przypadku kolumn o ztozach sub-mikronowych, co pozwala na
stosowanie tradycyjnych chromatografow HPLC. Wyniki badan dowodza, iz kolumny
Poroshell sa znakomitym narzedziem analitycznym do rozdziatu oraz identyfikacji biatek
gluteninowych o wysokiej masie czasteczkowej (HMW GS, ang. high molecular weight
glutenin subunits) (Naeem i Sapirstein, 2007). Analiza gliadyn przy uzyciu kolumn
Poroshell nie byla dotychczas przedmiotem szczegdétowych opracowan. Gliadyny, w
porownaniu z HMW GS, sa silniej polimorficzne stad tez uzyskanie doktadnego obrazu ich
zroéznicowania stanowi wigkszy problem z punktu widzenia metodyki rozdziatu. Badania
opisane w niniejszej pracy miaty na celu oszacowanie doktadnosci i efektywnosci rozdziatu
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gliadyn przy uzyciu metody RP-HPLC z wykorzystaniem kolumny Poroshell w
porownaniu z tradycyjnie stosowana w analizie chromatograficznej tej grupy biatek
kolumng typu Zorbax C18.

MATERIAL I METODY

Material roslinny
Materiat ros$linny obejmowal trzy grupy zrdéznicowanych form pszenicy ozimej,
byty to:

— odmiany uprawne i linie mieszancowe: Ostka strzelecka, Sukces, Korweta, linia 60A,
Jawa, linia Nepal 1. Dwie ostatnie formy zostaly uzyte do optymalizacji warunkow
ekstrakcji bialek natomiast pozostale do analizy obrazéw RP-HPLC, poréwnania liczby
uzyskanych pikow oraz jakosci ich wizualizacji;

— pary blisko spokrewnionych linii mieszancowych: DIN1 vs. D1K1 oraz BIN vs. B1K.
Jedna z dwoch linii w obrebie kazdej pary zawierata null allel (gen nieaktywny) w locus
Gli DI (linie DIN1) lub Gli BI (linia BIN), natomiast druga stanowita genotyp
kontrolny, w ktorym wszystkie geny warunkujgce syntezg gliadyn byty aktywne (linie
DI1K1, B1K);

— blisko spokrewnione linie mieszancowe (L20 oraz L30) oraz ich komponenty
rodzicielskie (sptv3bi 116b). Linia 116b jest jednym z biotypow rodu CHD 225. Zostata
wytworzona w Zaktadzie Roslin Zbozowych IHAR-PIB (ZRZb IHAR-PIB) droga
selekcji pod wzgledem bialek gliadynowych z wykorzystaniem elektroforezy A-PAGE.
Linia sptv3b zostala réwniez wytworzona w ZRZb IHAR-PIB i jest mieszancem
uzyskanym z kombinacji Oberkummler Rotkorn (orkisz) x LAD 480 stanowigcym lini¢
czysta pod wzgledem loci Gli 1 oraz Gli 2.

Ekstrakcja gliadyn i analiza chromatograficzna
Celem ustalenia najbardziej optymalnych warunkow przygotowania gliadyn do analizy

RP-HPLC testowano dwie metody ekstrakcji biatek: jednostopniowa przy uzyciu 50%

propanolu lub 70% etanolu oraz dwustopniowa, w ktorej biatka poczatkowo ekstrahowano

70% etanolem, a nast¢pnie rozpuszczano w mieszaninie acetonitrylu (ACN) i kwasu

trojfluorooctowego (TFA). Z uwagi na stwierdzong (na etapie optymalizacji) wysoka

skuteczno$¢ metody dwustopniowej w dalszych etapach badan wykorzystywano ja do

analizy zréznicowania gliadyn u wybranych genotypow pszenicy. Biatka ekstrahowano z

maki 70% etanolem w stosunku 1:10 (v/w) przez 12 godzin w temperaturze pokojowej

mieszajgc probowki na rotatorze firmy Grant-Bio, a nastepnie wirowano przez dwie minuty

z predkoscig 14000xg. Supernatanty przenoszono do nowych probowek i zageszczano

przez okoto 60 min. w zaggszczarce firmy Labconco celem odparowania alkoholu. Do

zageszczonych ekstraktow dodawano mieszaning ACN/TFA w takiej ilosci, aby koncowe
stezenie roztworow w ekstrakcie do analizy wynosito: 20% ACN i 0,1% TFA.

Przygotowane ekstrakty przechowywano w lodéwce, a nastepnego dnia wirowano przez 2

min. z predkosciag 14000xg i wprowadzano do automatycznego podajnika probek aparatury

chromatograficznej. Z uwagi na niejednakowa pojemno$¢ stosowanych kolumn
chromatograficznych na kolumne Poroshell nastrzykiwano 2 pl probki, a na kolumne
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Zorbax 10 ul. Probki do analizy byly termostatowane w 8°C w celu spowolnienia
degradacji biatek.

Analize¢ RP-HPLC prowadzono na chromatografie Agilent 1100 wyposazonym
w termostatowany autosampler, piec do kolumn HPLC oraz detektor DAD.
Wykorzystywano dwie kolumny firmy Agilent dedykowane do separacji biatek: Zorbax
300SB-C18 (4,5 x 150 mm, 5um) i Poroshell 300SB-C18 (2,1 x 75 mm, Sum). Rozdzialy
prowadzono w temperaturze 70°C przy predkosci przeptywu eluentu ImL/min. Jako faze
mobilng stosowano mieszaning acetonitrylu i wody z domieszkg 0,1% kwasu
trojfluorooctego. Rozdzialy wykonywano w gradiencie 25%-50% ACN/0,1%TFA
w czasie 8 1 60 min. odpowiednio dla kolumny Poroshell i Zorbax.

Frakcje biatkowe opuszczajace kolumng chromatograficzng byty rejestrowane przez
detektor UV (DAD) w pasmie ultrafioletu przy dtugosciach fali 210, 254 i 280 nm.
Uzyskane obrazy chromatograficzne porownywano pod wzgledem czasoéw retencji (RT)
pikow chromatogramu (rozdzielonych frakcji bialkowych) oraz wysokosci pikow
wyrazonych jako jednostki absorbancji (mAU).

Elektroforeza A-PAGE

Bialka gliadynowe ekstrahowane 70% etanolem z pojedynczych ziarniakow wybranych
form pszenicy ozimej rozdzielano metoda elektroforezy na zelu poliakryloamidowym w
srodowisku kwasnym pH = 3,1 (A-PAGE). W badaniach wykorzystano standardowa
metode rozdzialu Bushuka i Zillmana dostosowang do warunkow laboratoryjnych ZRZb
IHAR-PIB wg modyfikacji opisanej we wczesniejszych pracach (Bushuk i Zillman, 1978;
Waga, 2010; Waga i in., 2006).

OMOWIENIE WYNIKOW

Optymalizacja rozdzialtow RP-HPLC

Rozdzial biatek gliadynowych na kolumnie typu Poroshell nie byt dotychczas
przedmiotem szczegotowych opracowan. Z tego wzgledu wykonano podstawowe
oznaczenia majgce na celu zdefiniowanie optymalnych warunkéw analizy. Uzyto
ekstraktow gliadyn odmiany Jawa oraz linii Nepal 1. W pierwszej kolejnosci okreslono
powtarzalnos¢ rozdziatdéw chromatograficznych wykonujac po trzy nastrzyki z trzech
niezaleznych nawazek maki kazdego genotypu. Obrazy chromatograficzne uzyskane w
kolejnych powtdrzeniach dla jednej odmiany byty niemal identyczne co pozwala twierdzic,
iz wyniki analizy przy uzyciu kolumny Poroshell sg wysoce powtarzalne.

Istotnym czynnikiem majagcym wplyw na jako$¢ rozdziatlu RP-HPLC jest rodzaj
uzytego roztworu ekstrakcyjnego. W badaniach gliadyny ekstrahowano alkoholem
etylowym, propanolem oraz mieszaning roztworow etanolu, TFA i ACN. Rozdzialy
uzyskane z ekstraktow alkoholowych (etanolu i propanolu) byly zdecydowanie roézne, a
obserwowane roznice mialy glownie charakter ilo§ciowy. Poréwnanie obrazéw dowodzi,
ze ekstrakcja etanolem zwigksza ilo$¢ biatka przede wszystkim w strefie frakcji o niskiej 1
sredniej hydrofobowosci (a wigc gliadyn z grupy o i o). Efekt ten stwierdzono dla obu
badanych genotypow pszenicy. Obrazy biatek nie wykazywaty natomiast znaczacych
roznic jakosciowych. Oba roztwory ekstrakcyjne pozwolily wyodrebni¢ jednakowa liczbe
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frakcji (pikow), ktore mialy identyczny ksztatt i czas retencji. Dodatek mieszaniny
TFA/ACN do ekstraktow etanolowych spowodowat dalsze zwigkszenie wysoko$ci pikow
(a wigc ilosci biatka w poszczegdlnych frakcjach) w stosunku do ekstraktow uzyskanych
na bazie czystego etanolu i propanolu. Poréwnanie rozdziatow uzyskanych dla ekstraktow
TFA/ACN/etanol z ekstraktami etanolu i propanolu wykazato najwigksze roznice w strefie
w-gliadyn za$§ najmniejsze w strefie silnie hydrofobowych frakcji y gliadyn.

Przechowywanie ekstraktéw przez trzy dni w temperaturze 4°C mialo takze znaczacy
wplyw na jako$¢ rozdzialu chromatograficznego gliadyn. Zaréwno w przypadku odmiany
Jawa jak i linii z Nepalu obserwowano znaczacy spadek wysokosci wszystkich pikow, jak
tez niewielkie zmiany jakosciowe. Wérdd biatek odmiany Jawa stwierdzono powstanie
dodatkowego piku o czasie retencji 4,6 min oraz zanik frakcji o czasie retencji 5.9 min
Jeszcze wigksze zmiany spowodowato przechowywanie ekstraktow linii Nepal 1. Znaczne
roznice pojawily si¢ w strefie frakcji o niskiej hydrofobowosci, w przedziale RT =2,1-2,4
min oraz w przedziale RT = 3,0-3,1 min, natomiast w miejsce dwoch biatek o RT =5,2 1
5,3 min pojawita si¢ frakcja o RT = 5,3 min.

Poréwnanie obrazéw chromatograficznych wybranych form pszenicy

Obrazy RP-HPLC biatek gliadynowych czterech genotypow pszenicy ozimej uzyskane
na porownywanych kolumnach chromatograficznych roznity si¢ gtownie pod wzgledem
liczby pikow, ktora byta przeszto dwukrotnie wigksza w przypadku rozdzialéw uzyskanych
na kolumnie Zorbax C18 (okoto 90 pikoéw) niz Poroshell (okoto 40 pikow) (tab. 1). Jednak
szczegotowa analiza w trzech przedziatach wysokosci pikow (niskich, §rednich i wysokich)
wskazuje, iz stwierdzone roznice iloSciowe dotycza przede wszystkim pikow najnizszych,
ktorych bylo 34 razy wigcej dla kolumny Zorbax C18. Liczebno$¢ w $rednich
przedziatach wysokosci byta tylko nieznacznie wigksza dla kolumny Zorbax C18,
natomiast liczebno$¢ pikéw wysokich (czyli frakcji o najwiekszej zawartosci biatka) bylta
zblizona dla obu typéw kolumn. Uzyskane wyniki pozwalaja twierdzi¢, iz zdolnosé
rozdzielcza kolumny Poroshell w grupie pikow wysokich jest poréwnywalna z tradycyjna
kolumng Zorbax C18.

Tabela 1
Liczebnos¢ pikow bialek gliadynowych czterech form pszenicy ozimej rozdzielonych metoda RP-HPLC
na kolumnach Zorbax C18 i Poroshell, w trzech zakresach wysokosci (niski, Sredni i wysoki)
Number of RP-HPLC peaks isolated from gliadin extracts from flour of chosen winter wheat
genotypes, estimated in three intervals of peak height

Genotypy Poroshell i Zorbax C18 i

Genotypes | <30 mAU 3{?12%0 > 100 mAU *aﬁ;‘e <100 mAU 1(1)1?1;31(})0 > 300 mAU *aﬁ;‘e
Ostka Strzelecka 20 14 8 42 66 16 6 88
Sukces 15 17 7 39 60 20 6 86
Korweta 16 19 9 44 58 2 4 84
60A 14 13 11 38 59 16 9 84
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Poréwnanie efektow fenotypowych null alleli i genéw kodujacych bialka

gliadynowe

Obrazy elektroforetyczne A-PAGE linii mieszancowej zawierajacej null allel na
chromosomie 1D (DIN1) porownywano z linig kontrolng (D1K1) zawierajaca pelny
zestaw bialek gliadynowych specyficznych dla tego genotypu (rys. 1). Linia typu ,,null” w
porownaniu do linii kontrolnej wykazywata charakterystyczny brak grupy prazkéow w
strefie najwolniej migrujgcych frakcji -1,2.

D1k BYIEN
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o et S St |
= = bad T2 el

—— - — - -
[—
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Rys. 1. Obrazy elektroforetyczne A-PAGE bialek gliadynowych linii mieszancowej D1N1 zawierajacej
null allel na chromosomie 1D z linia kontrolna
Fig. 1. A-PAGE electrophoregrams of gliadin proteins from two hybrid genotypes: D1N1 containing a
null allele on the chromosome 1D and the D1K1 control line

Obrazy RP-HPLC linii ,,null” oraz linii kontrolnej zard6wno na kolumnie Zorbax C18,
jak i Poroshell wykazywaly znaczace roznice jak chodzi o ksztalt oraz wysokos¢ pikow w
roznych przedziatach czasow retencji (rys. 2). Obraz linii DIN1 w poréwnaniu z linig
DIKI1 uzyskany na kolumnie Zorbax C18 wykazuje znaczne obnizenie (o ponad 70%)
wysokosci piku o czasie retencji RT = 19,5 min. Jego lokalizacja w strefie bialek o niskiej
hydrofobowo$ci pozwala z duzym prawdopodobienstwem przypuszczac, iz jest to frakcja
w-gliadyn kontrolowana chromosomem 1D. Stwierdzono tez znaczacg redukcje wysokosci
dla pikéw o RT = 34,7 min (ponad 30%) oraz RT = 40,5 min (ponad 60%). Jednocze$nie
na obrazie linii DIN1 obserwowano zwigkszenie wysokos$ci piku RT = 32,9 min (o okoto
40%) oraz powstanie nowych pikow: RT = 34,1, 35,6 1 36,8, nie obserwowanych w linii
DIKI.

11
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Wykorzystanie kolumny Poroshell do rozdziatu gliadyn linii typu ,,D1 null” oraz linii
kontrolnej pozwolito w sposob jednoznaczny zidentyfikowaé charakterystyczny pik o-
gliadyn kontrolowany chromosomem 1D. Jego czas retencji wynosit 3,1 min. Podobnie jak
w przypadku kolumny Zorbax C18 stwierdzono silng (o okoto 80%) redukcje wysokosci
tego piku w linii DI1N1. Znaczng redukcj¢ wysokosci (o okoto 60%) obserwowano tez dla
pikow RT = 5,1 min oraz RT = 5,7 min linii D1K1. Stosujac kolumne¢ Poroshell nie
obserwowano natomiast ani zwigkszenia wysokosci ani tez powstania nowych pikow w

liniach typu ,,null”.
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Rys. 2 a. Porownanie obrazow RP-HPLC bialek
gliadynowych linii mieszanicowej D1N1
(zawierajacej null allel na chromosomie 1D) z
linia kontrolna D1K1 uzyskanych przy uzyciu
kolumny Zorbax C18
Fig. 2 a. RP-HPLC of gliadin proteins from two
hybrid genotypes: D1N1 containing a null allele

on the chromosome 1D and the D1K1 control line

obtained using Zorbax C18 chromatographic
column
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Rys. 2 b. Por6wnanie obrazéw RP-HPLC bialek
gliadynowych linii mieszafncowej D1N1
(zawierajacej null allel na chromosomie 1D) z
linia kontrolna D1K1 uzyskanych przy uzyciu
kolumny Poroshell
Fig. 2 b. RP-HPLC of gliadin proteins from two
hybrid genotypes: DIN1 containing a null allele
on the chromosome 1D and the D1K1 control
line obtained using Poroshell chromatographic
colum
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Na obrazie A-PAGE linii BIN, w ktorej czgsciowo zablokowane zostaly geny w locus
Gli Bl, obserwowano niewielkg lecz tatwg do jednoznacznej identyfikacji zmiang
fenotypowsa polegajaca na ostabieniu intensywnosci prazka w strefie o-5 (rys. 3). Jednak
analiza RP-HPLC linii BIN nie wykazata Zadnych zmian ani pod wzglgdem kombinacji
ani tez czasOw retencji pikow w porownaniu z linig kontrolng B1K.

BIK BIN |
HEN |2
I B Y |

Rys. 3. Obrazy elektroforetyczne A-PAGE bialek gliadynowych linii mieszancowej BIN zawierajacej
null allel na chromosomie 1B z linia kontrolna
Fig. 3. A-PAGE electrophoregrams of gliadins from two hybrid genotypes: BIN containing a null allele
on the chromosome 1B and the B1K control line

Poréwnanie linii mieszancowych i form rodzicielskich

Analiza sktadu bialek zapasowych w formach rodzicielskich oraz ich liniach
mieszancowych jest jednym z wazniejszych zastosowan metod elektroforetycznych i
chromatograficznych w genetyce i hodowli zbdz. Dwa blisko spokrewnione mieszance —
L2011 L30 - uzyskane z krzyzowania linii sptv3b i 116b r6znig si¢ trzema blokami gliadyn
kontrolowanych chromosomami 1A, 6A i1 6D (rys. 4). Na rozdzialach kolumn Zorbax C18
i Poroshell zidentyfikowano odpowiednio 31 oraz 17 pikéw linii rodzicielskich, ktorych
obecno$¢ stwierdzono takze u jednego lub obu genotypow mieszancowych (tab. 2 i 3). Ich
czasy retencji pozwalajg okresli¢, ktore z wybranych pikow sa wspolne, a ktore specyficzne
dla poszczegélnych mieszancéOw oraz pozwalaja wnioskowaé, ktory z rodzicow byt
donorem okreslonej frakcji biatkowej mieszanca. Biorac pod uwage wymienione kryteria
oceny piki chromatograficzne czterech analizowanych genotypoéw podzielono na dziewigé
klas:
— A — piki wspolne dla obu mieszancéw, pochodzace od obu rodzicow,
— A1l — piki wspdlne dla obu mieszancéw, pochodzace od sptv3b,
— A2 — piki wspolne dla obu mieszancéw, pochodzace od 116b,

13
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— B1 — piki specyficzne dla L20 pochodzace od sptv3b,

— B2 — piki specyficzne dla L20 pochodzace od 116b,

— B3 — piki specyficzne dla L20 pochodzace od obu rodzicow,
— C1 — piki specyficzne dla L30 pochodzace od sptv3b,

— C2 — piki specyficzne dla L30 pochodzace od 116b,

— C3 — piki specyficzne dla L30 pochodzace od obu rodzicow.

Gii A1-7

- : 3
P e
G2
GHAZ —» — Gli A?
- el

Rys. 4. Obrazy elektroforetyczne A-PAGE komponentéw rodzicielskich (sptv 3b i 116b) oraz ich
potomstwa Fe (linie L20 i L30). Prazki réznicujace formy rodzicielskie oraz chromosomy kontrolujace
ich synteze¢ zaznaczono z lewej i prawej strony obrazu
Fig. 4. A-PAGE electrophoregrams of gliadin proteins from parental forms (sptv3b and 116b) and
their progeny (lines L20 and L30). Protein bands differentiated parental genotypes and chromosomes
controlling their synthesis are marked on the left and right hand side of the electrophoregrams

Tabela 2
Charakterystyka wybranych pikéw obserwowanych u form rodzicielskich (sptv 3b i 116b) oraz linii
mieszancowych (L20 i L30) na podstawie czasow retencji (kolumna Zorbax C18)
Retention times of chosen RP-HPLC gliadin peaks observed in parental (sptv3b and 116b) and hybrid
(L20 and L30) winter wheat genotypes (Zorbax C18 column)

Lp. sptv 3b | 120 | L30 | 116B Klasy pikow
No Czasy retencji (min) — Retention times Classes of peaks

1 2 [ 3 [ 4 [ 5 6

1 20,1 20,1 20,1 20,2 A

2 22,8 22,9 22,7 22,8 A

3 24,4 24,5 24,5 24,6 A

4 25,7 25,9 25,9 25,9 A

5 27,9 28,0 27,9 Al

6 28,9 29,0 28,9 28,0 A

7 32,5 324 Cl

8 324 32,5 B2

9 32,9 32,9 Cl
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c. d. Tabela 2
1] 2 3 4 5 6
10 33,0 33,1 B2
11 33,2 33,1 Cl
12 33,9 33,9 Cl
13 34,0 34,1 B2
14 35,0 34,1 Cl
15 34,4 344 B2
16 35,0 35,0 B2
17 35,4 354 Cl
18 354 354 B2
19 358 35,9 B2
20 36,2 36,3 B2
21 37,3 37.4 37,3 37,4 A
22 40,6 40,7 40,6 Al
23 41,1 41,1 41,0 Al
24 42,0 42,0 42,0 Al
25 42,4 42,4 42,3 Al
26 46,8 46,6 B1
27 47,5 47,5 B1
28 47,9 47,8 Bl
29 50,3 50,5 Cc2
30 52,6 52,6 Cc2
31 52,8 52,6 52,6 B3
Tabela 3

Charakterystyka wybranych pikéw chromatograficznych gliadyn obserwowanych u form
rodzicielskich (sptv 3b i 116b) oraz linii mieszancowych (L20 i L30) pszenicy ozimej na podstawie
czasow retencji (kolumna Poroshell)

Retention times of chosen RP-HPLC gliadin peaks observed in parental (sptv3b and 116b) and hybrid
(L20 and L30) winter wheat genotypes (Poroshell column)

Lp. sptv 3b | L20 | L30 | 116B Klasy pikow
No czas retencji (min) — retention time (min) Classes of peaks
1 2 | 3 | 4 | 5 6
1 32 3,1 3,1 32 A
2 3,5 34 34 3,5 A
3 3,8 3,7 3,7 3,8 A
4 4,0 4,0 4,0 Al
5 43 42 42 43 A
6 44 44 44 44 A
7 48 4.8 48 A2
8 49 4,8 49 A2
9 49 4,9 5,0 A2
10 5,0 5,0 5,1 A2
11 53 5,1 53 A2
12 5,6 5,5 5,5 Al
13 5,8 5,7 5,7 Al
14 6,1 6,0 6,0 Al
15 6,7 6,6 B1
16 6,8 6,8 C2
17 6,9 7,0 Cc2

Sposrod 31 pikow wybranych dla kolumny Zorbax C18 jedenascie (35%) byto wspolnych,
za$ 20 (65%) specyficznych dla poszczegdlnych mieszancow (tab. 2). W grupie pikow
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wspolnych sze$¢ pochodzito od obu rodzicow natomiast pie¢ od sptv3b. Sposrod dwunastu
pikéw specyficznych dla linii L20 trzy pochodzity od sptv 3b, osiem od 116b, a jeden od obu
rodzicéw natomiast sposrod pikow specyficznych dla linii L30 szes¢ pochodzito od sptv 3b, a
dwa od 116b.

Sposrod 17 pikéw wybranych dla kolumny Poroshell czternascie (82%) byto wspodlnych dla
obu mieszancoéw natomiast trzy (18%) byty specyficzne dla poszczegdlnych mieszancow (tab.
3). W grupie pikdw wspdlnych pie¢ pochodzito od obu rodzicow, cztery od sptv3b, a pigé od
116b. Jeden pik specyficzny dla linii L20 pochodzit od sptv3b natomiast dwa piki specyficzne
dla L30 pochodzity od 116b.

Poroshell
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Rys. 5§ a. Obrazy RP-HPLC komponentéw Rys. 5 b. Obrazy RP-HPLC komponentow
rodzicielskich sptv 3b i 116b uzyskane przy uzyciu rodzicielskich sptv 3b i 116b uzyskane przy uzyciu
kolumny Zorbax C18. Czarnymi kétkami zaznaczono kolumny Poroshell. Czarnymi kétkami zaznaczono
piki charakterystyczne dla linii sptv3b natomiast piki charakterystyczne dla linii sptv3b natomiast
krzyzykami — piki linii 116b krzyzykami — piki linii 116b
Fig. 5 a. RP-HPLC of gliadin proteins from parental Fig. 5 b. RP-HPLC of gliadin proteins from
forms (sptv3b and 116b) and their progeny (lines L20  parental forms (sptv3b and 116b) and their progeny
and L30) obtained using Zorbax C18 (lines L20 and L30) obtained using Poroshell
chromatographic column. Peaks characteristic for chromatographic column. Peaks characteristic for
sptv3b and 116b are indicated with black circles and sptv3b and 116b are indicated with black circles
crossbars respectively and crossbars respectively
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Wybrane piki form rodzicielskich oraz linii mieszancowych zilustrowano na rysunkach
5a1i5hb.

Opisane wyniki przemawiaja za wigksza doktadnos$cig analizy mieszancoOw przy uzyciu
kolumny Zorbax C18 niz Poroshell. Dowodzi tego wigkszy odsetek pikow specyficznych,
a mniejszy pikow wspolnych obserwowanych na obrazach linii mieszancowych
uzyskanych z kolumny Zorbax C18.

Zorbax C18 Poroshell

Rys. 6 b. Obrazy RP-HPLC linii mieszancowych
L20 i L30 (pokolenie F6) z kombinacji sptv3b x
116b uzyskanych przy uzyciu kolumny
Poroshell. Czarnymi kétkami zaznaczono piki
charakterystyczne dla linii sptv3b natomiast
krzyzykami — piki linii 116b

Rys. 6 a. Obrazy RP-HPLC linii mieszancowych
L.20 i L30 (pokolenie F6) z kombinacji sptv3b x
116b uzyskanych przy uzyciu kolumny Zorbax

C18. Czarnymi kétkami zaznaczono piki
charakterystyczne dla linii sptv3b natomiast

krzyzykami — piki linii 116h Fig. 6 b. RP-HPLC of gliadin proteins from

Fig. 6 a. RP-HPLC of gliadin proteins from hybrid
genotypes L20 and L30 (F6 generation) from the
cross combination sptv3b x 116b obtained obtained
using Zorbax C18 chromatographic column. Peaks
characteristic for sptv3b and 116b are indicated
with black circles and crossbars respectively

hybrid genotypes L20 and L30 (F6 generation)
from the cross combination sptv3b x 116b
obtained obtained using Poroshell
chromatographic column. Peaks characteristic
for sptv3b and 116b are indicated with black
circles and crossbars respectively
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DYSKUSJA

Przedstawione badania miaty na celu okre$lenie efektywnosci i przydatnosci wykorzy-
stania kolumny chromatograficznej typu Fused-Core Poroshell C18, w analizie biatek
gliadynowych pszenicy. Punktem odniesienia dla oceny obrazéw chromatograficznych
kolumny Poroshell byty rozdziaty uzyskane na tradycyjnej kolumnie Zorbax C18, czesto
uzywanej przez autoréw prac nad zréznicowaniem bialek zapasowych zboz badanych
metoda RP-HPLC. Materiat roslinny stanowily odmiany i linie mieszancowe pszenicy
ozimej roznigce si¢ pod wzgledem alleli kontrolujacych synteze gliadyn. Uzyskane wyniki
dowodzs, iz analiza gliadyn na kolumnie Poroshell jest przede wszystkim metoda szybka i
ekonomiczng. Wysokiej jakoSci obrazy rozdzielonych biatek uzyskano w czasie 8 minut.
W poréwnaniu z rozdziatami na kolumnach tradycyjnych (takich, jak np. Zorbax C18) jest
to czas niemal o$miokrotnie krotszy (Bietz, 2002). W tak krotkim czasie biatka gliadynowe
rozdzielono na okoto 40 frakcji co stanowi liczbe poréwnywalng z liczba prazkéw
elektroforezy A-PAGE. Jednocze$nie jest to liczba o potowe¢ mniejsza w porownaniu z
liczba pikow uzyskanych na kolumnie wypetnionej tradycyjnym no$nikiem (Bietz, 1983).
Kroétki czas rozdzialu zostal wiec osiggniety kosztem obnizenia rozdzielczos$ci, ktora
stanowi jedng z najwazniejszych zalet klasycznej chromatografii RP-HPLC. Jednak
szczegOtowa analiza liczebnosci pikow w grupach zréznicowanych pod wzgledem
wysokosci (parametru powigzanego z zawartoscig biatka w rozdzielonych frakcjach)
wykazata, iz najwigksze réznice pojawialy sie wsrod pikow niskich, natomiast zréznico-
wanie liczebnosci pikow wysokich dla obu kolumn byto niewielkie. Nasuwa si¢ wniosek,
iz zdolno$¢ rozdzielcza kolumny Poroshell w grupie frakcji odgrywajacych prawdo-
podobnie istotng role z punktu widzenia funkcji gliadyn, jest porownywalna z kolumna
Zorbax C18.

Gdy jednak celem badan chromatograficznych jest ocena czystosci genetycznej, stopnia
wyrownania materiatu, identyfikacja odmian i rodow czy tez analiza rozszczepienia genow
wysoka rozdzielczo$¢ obrazu RP-HPLC moze mie¢ decydujace znaczenie dla poprawnej
klasyfikacji genotypu. W takich przypadkach zastosowanie kolumn tradycyjnych wydaje
si¢ bardziej uzasadnione. Dowodzg tego wyniki analizy blisko spokrewnionych linii
zawierajacych null allele genow biatek gliadynowych. W linii DIN1 zostat zablokowany
locus na chromosomie 1D. Charakterystycznym efektem genotypowym tej mutacji byto
drastyczne obnizenie wysokosci charakterystycznego piku o RT = 19,59 min. (kolumna
Zorbax C18) i RT = 3,16 min. (kolumna Poroshell). Poréwnanie RP-HPLC z A-PAGE
pozwala stwierdzi¢, iz oba piki odpowiadaja jednej z frakcji gliadyn w-1.2 kontrolowanych
chromosomem 1D. Rozdzialy dowodza, iz oba typy kolumn chromatograficznych
pozwalaja obserwowac silny efekt zmniejszenia zawartosci biatka w grupie gliadyn ®-1.2.
Teoretycznie efekt obnizenia wysokosci okreslonych pikéw moze by¢ jednak powigzany
ze zwigkszeniem wysokosci lub powstaniem nowych pikdéw, nie obserwowanych w liniach
kontrolnych. Jak wynika z badan innych autorow genotyp pszenicy, w ktorym locus
kontrolujacy synteze gliadyn ulega zablokowaniu, wykazuje nadekspresje pozostatych loci
biatek glutenowych (gliadyn i HMW GS) lub nie-glutenowych (albumin i globulin)
(Wieser i in., 2006). Ich zwigkszona aktywnos$¢ stanowi naturalng reakcje organizmu
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ro$liny, ktory dazy do utrzymania zawartosci biatka na wtasciwym dla danego genotypu
poziomie. Utrata jednej frakcji biatkowej jest rekompensowana wzmocnieniem ekspresji
genow kontrolujagcych synteze pozostatych frakcji (Alvarez i in., 2000). Istotne roéznice
miedzy porownywanymi kolumnami chromatograficznymi polegaty na tym, iz
nadekspresja zostala jednoznacznie stwierdzona na obrazach kolumny Zorbax C18,
natomiast efektow takich nie obserwowano w przypadku rozdzialéw kolumny Poroshell.

Za wigksza przydatno$cia kolumn tradycyjnych w badaniach genetycznych przema-
wiajg takze wyniki analizy blisko spokrewnionych linii mieszancowych (L20 i L30) oraz
ich form rodzicielskich (sptv3b i 116b). Wysoki udziat pikow wspolnych, obserwowanych
u obu form mieszancowych dla kolumny Poroshell §wiadczy o nakladaniu biatek
pochodzacych od obu rodzicow, co mozna interpretowac jako efekt stabszej zdolnosci
rozdzielczej. Procent pikow wspolnych na obrazach kolumny Poroshell byt przeszito
dwukrotnie wigkszy (82%) niz w przypadku kolumny Zorbax C18 (35%) dla ktorej, z kolei,
obserwowano wigcej pikow specyficznych (65% vs. 18%).

WNIOSKI

1. Kolumny typu Poroshell moga by¢ efektywnie wykorzystywane w selekcji znacznych
ilosci materiatow hodowlanych, co w przypadku kolumn tradycyjnych, np. typu Zorbax
C18, ograniczajg przede wszystkim dlugi czas rozdziatu, wyzszy koszt eksploatacji
aparatury i jej wyposazenia oraz wigksze zuzycie odczynnikow (gléwnie ACN).
Mozliwo$¢ analizy ponad dwustu prob na dobg, jaka daje kolumna Poroshell, pozwala
na wykonanie selekcji masowej w dowolnym pokoleniu mieszancowym i na kazdym
etapie procesu hodowlanego.

2. Rozdzialy uzyskane na kolumnie tradycyjnej typu Zorbax C18 umozliwiajg
identyfikacje waznych szczegdtow obrazu chromatograficznego majacych istotne
znaczenie np. w analizie rozszczepienia genéw kontrolujgcych synteze analizowanych
bialek.

3. Przedstawione wyniki dowodza, iz wybor rodzaju kolumny chromatograficznej do
analizy bialek gliadynowych metoda RP-HPLC zalezy od przyjetego kierunku badan.
Oba typy porownywanych kolumn wzajemnie si¢ uzupelniajg co moze przyczynic si¢
do zwigkszenia zakresu wykorzystania RP-HPLC w genetyce i hodowli ros$lin
zbozowych.
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