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Zmiennos$¢ wybranych cech technologicznych
zlarna mieszancoOw pszenicy ozimej w zaleznosci
od sktadu podjednostek biatek gluteninowych
u form rodzicielskich

Variability of chosen technological traits of winter wheat hybrids in relation
to composition of HMW glutenin subunits in parental forms

Celem badan byla analiza zmiennos$ci wybranych cech technologicznych ziarna w populacjach
mieszancoOw pszenicy ozimej o tym samym sktadzie alleli Glu—1I przy jednoczesnym uwzglednieniu
podobienstwa genetycznego odmian rodzicielskich. Material do badan stanowito 18 odmian pszenicy
ozimej oraz 76 mieszancow pokolenia F2. Dokonano charakterystyki form wyjsciowych pod wzgledem
sktadu wysokoczasteczkowych podjednostek biatek glutenionowych (HMW). Zbadano takze
zrdznicowanie genetyczne pomiedzy parami form rodzicielskich przy uzyciu marker6w molekularnych
typu SSR. Dla mieszancow i ich form wyjsciowych okre§lono zawartos$¢ biatka w s.m. ziarna oraz
wykonano analizy farinograficzne przy uzyciu aparatu Brabendera. Mieszance (rodziny) podzielono na
grupy o tym samym sktadzie podjednostek gluteninowych, a nastgpnie grupy te poréwnano pod
wzgledem parametrow technologicznych. Okreslono zmienno$¢ fenotypowa miedzy grupami rodzin o
réznym skladzie alleli Glu-I oraz przeprowadzono wielowymiarowa oceng¢ wyrdznionych grup.
Tworzace poszczegodlne grupy rodziny, mimo takiego samego sktadu alleli Glu-I réznity sie pod
wzgledem analizowanych cech technologicznych ziarna. Nie stwierdzono zwiazku pomigdzy
odlegtosciag genetyczng par form rodzicielskich tworzacych rodziny wchodzace w skiad
poszczegblnych grup a podobienstwem fenotypowym tych grup.

Stowa kluczowe: analiza statystyczna, cechy technologiczne ziarna, odleglosci Mahalanobisa,
pszenica ozima, wysokoczasteczkowe podjednostki gluteninowe

The aim of the study was to analyze variability of selected technological properties in winter wheat
hybrids of diverse allele composition in G/u-1 loci in connections with genetic similarity of parental
cultivars evaluated by molecular markers. Material for the study included 18 winter wheat cultivars and
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their 76 F2 hybrids obtained after crossing in a line x tester scheme. Protein content and rheological
dough parameters, evaluated using the Brabender farinograph, were determined in parents and hybrids.
Additionally, parental cultivars were analyzed in regard to the composition of high molecular weight
(HMW) glutenin subunits and polymorphism of microsatellite markers (SSR), on the basis of which
genetic distances between them were evaluated. Hybrid families were divided into groups with the same
composition of HMW glutenins and afterwards these groups were compared in terms of rheological
parameters. Phenotypic variability between family groups was estimated and multivariate evaluation
of these groups was performed. It was found that hybrid families belonging to the same group, i.e. with
the same HMW composition, differed in dough properties. No relationship was ascertained between
genetic distances of parental cultivars of hybrid families belonging to groups of the same HMW
composition and phenotypic similarity of hybrids within these groups.

Key words: dough properties, protein content, Mahalanobis distances, winter wheat, HMW glutenin
subunits

WSTEP

W hodowli pszenic jakosciowych, selekcje we wczesnych etapach hodowli, prze-
prowadza si¢ najczesciej na podstawie znajomos$ci skladu wysokoczgsteczkowych
podjednostek biatek gluteninowych (HMW) oraz zawartosci biatka. Podjednostki HMW
identyfikowane sg najczesciej w nasionach za pomoca elektroforezy na zelu poliakrylo-
amidowym (SDS). Alternatywna metodg jest zastosowanie allelospecyficznych markerow
molekularnych w reakcji PCR (AS-PCR) (Anderson, 1994; D’Ovidio i in., 1995; Ahmad,
2000; De Bustos i in., 2000; Lei i in., 2006) co pozwala na identyfikacje podjednostek
HMW juz w stadium siewki. Payne (1987) przypisat poszczegolnym podjednostkom biatek
gluteninowych okre$long warto$¢, a sumujac warto$ci podjednostek wystepujacych w
danej odmianie mozna oszacowac jej potencjalng warto$¢ wypiekowa.

O wilasciwosciach wypiekowych maki pszenicznej wnioskowa¢ mozna posrednio na
podstawie sktadu podjednostek HMW, nie determinuja one jednak w sposob jednoznaczny
wlasciwosci technologicznych pszenicy. Wiele badan wskazuje bowiem, iz rowniez inne
rejony genomu s3 odpowiedzialne za cechy jakosciowe ziarna (Sourdille i in., 1996;
Galande i in., 2001). Dlatego tez okreslenie zréznicowania genetycznego krzyzowanych
odmian przy zastosowaniu markerow molekularnych zwigzanych z QTL dla cech
jakos$ciowych moze by¢ informacjg pomocng w procesie selekcji pszenic jakosciowych.
Zastosowanie w pracy markeré6w molekularnych sprzezonych z zawarto$cia biatka,
strukturg i twardoscig ziarna oraz parametrami mikrograficznymi pozwala zalozy¢, ze
znaczna czg$C obserwowanej zmienno$ci (odlegtosci genetycznej migdzy odmianami)
bedzie zwiazana z loci determinujacymi te cechy. Nalezy rowniez pamigtac, iz odmiany
pszenicy o dobrych wlasciwosciach technologicznych sg na 0g6t mniej plenne (Calderini i
Slafer, 1999; De Vita i in., 2007), dlatego tez w pracy wykorzystano réwniez markery
molekularne identyfikujace QTL zwigzane z plonowaniem.

Celem pracy byto okreslenie zmiennosci rodzin pokolenia F, pszenicy w grupach o tym
samym sktadzie biatek gluteninowych, pod wzgledem cech technologicznych ziarna, na tle
zréznicowania genetycznego form rodzicielskich.
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MATERIALY I METODY

Materiat do badan stanowito 18 odmian pszenicy ozimej: Alidos, Aristos, Aron, Batis,
Begra, Borenos, Bussard, Charger, Carolus, Dad 76, Elena, Flair, Kobra, Kornett, Kris,
Mikon, Pegassos i Rektor oraz ich mieszance pokolenia F, uzyskane w 76 kombinacjach
krzyzowan. Formy rodzicielskie oraz mieszance badano w do$wiadczeniu polowym
(Krystkowiak i in., 2009). Okres$lano zawartos$¢ biatka w s.m. ziarna oraz wykonano analizy
farinograficzne przy uzyciu aparatu Brabendera, na podstawie ktorych okreslono
wodochtonno$¢ maki, czas rozwoju i rozmigkczenie ciasta.

Zréznicowanie genetyczne form rodzicielskich badano z zastosowaniem 26 markeréw
molekularnych zwigzanych z QTL dla twardo$ci i tekstury ziarna, plonowaniem,
zawarto$cig bialka oraz niektérymi parametrami reologicznymi, ktére wybrano na
podstawie danych literaturowych (tab. 1). Sekwencje starteréw oraz temperatury i przebieg
reakcji PCR zastosowano wedtug procedury podanej w pracach Réder i in. (1998),
Pestsova i in. (2000), Gupta i in. (2002), Sommers i in. (2004) i Sourdille i in. (2004).
Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze Gene AMP PCR system 9700 (Applied
Biosystem). Produkty reakcji PCR rozdzielano na Analizatorze Genetycznym Applied
Biosystem, pracujagcym w oparciu o techniki elektroforezy kapilarnej i detekcji
fluorescencyjnej. Do obliczenia wartosci podobienstwa genetycznego pomigdzy badanymi
odmianami zastosowano formute Nei i Li (1979), ktore zostaty nastepnie przeksztatlcone w
odleglosci genetyczne.

Formy rodzicielskie zostaty scharakteryzowane pod wzgledem sktadu wysoko-
czasteczkowych podjednostek gluteninowych za pomocg markeréw allelospecyficznych
(D’Ovidio, Anderson, 1994; Lafiandra i in., 1997; Ahmad, 2000; De Bustos i in., 2000; Lei
i in., 2006). Sekwencje uzytych markerow allelospecyficznych podano w tabeli 2.
Genomowy DNA wyizolowano z dwutygodniowych siewek za pomocg zestawu Kit
Promega. Mieszanina reakcyjna zawierala 1x PCR bufor (Qiagen), 2mM MgCl,, 300 pg
kazdego dNTP, 0,2 pg kazdego primera, 50 ng DNA i 0,5 U HotStar Taq DNA polimerazy
(Qiagen). Produkty PCR rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym z wykorzystaniem bromku
etydyny.

Na podstawie wynikow analizy sktadu podjednostek HMW u form rodzicielskich
mieszance z 76 analizowanych kombinacji krzyzowkowych podzielono na 22 grupy. Do
tej samej grupy zaliczano populacje F» (zdefiniowane w pracy jako rodziny), uzyskane ze
skrzyzowania form rodzicielskich o tym samym sktadzie podjednostek bialek glutenino-
wych (w rodzinach tworzacych grupe segregowaty te same allele G/u-1). Do utworzonych
w ten sposéb grup wchodzity rodziny sktadajace si¢ z roslin zarowno homo- jak i
heterozygotycznych pod wzgledem sktadu podjednostek HMW.

Wychodzac z zatozenia jednakowego w kazdej grupie wystepowania osobnikéw homo-
jak 1 heterozygotycznych (w F2 50% homozygot), oraz znajac z literatury zaleznosci mi¢dzy
sktadem biatek gluteninowych a warto$cig wypiekowa maki (mierzonej warto$ciami
Payne’a), mozliwe okazato si¢ okreslenie teoretycznej wartosci wypiekowej kazdej z 22
utworzonych grup genotypow.
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Tabela 1

Charakterystyka zastosowanych markeréw mikrosatelitarnych

Characteristic of applied microsatellite markers

Starter SSR — SSR markers |

Sekwencja — Sequence

| Literatura — Reference

Xgwml6 F:. 5" GCT TGG ACT AGC TAG AGT ATC ATAVC 3 Réder i in. (2002)
R:5'CAA TCT TCA ATT CTG TCG CAC GG 3
R T ——
o LITCTECTAG canACC A Ty Ko 9
ey EITCORCCTGNTCGCCCTAY e a2
vomEICCAGCINCACCOOT Cos i o9
R e . o0
oL SOOCTGCTaNG A TG 610y T 000
o hroTOTI G acT T G000
vommsEIChcCaTIoReTTONe T T o9
rpmats §TCAT MG ACTaTo0Ay 7 R )
Xgwm?261 2: gig g(cn(;‘ (él,;ﬁ (é?i ggé ﬁ(";{ff} ((}: 3?" Narasimhamoorthy i in. (2006)
o JMTIAACCTICO TOTCTCT R o
oo hETHCHCGRGTCIC TS ot o
i hoAMOGCE AT K T e 10
o LSOTCMGCTITIGCICTST  angin ao
o LICTACICMGAANECTTT i
Xgwm498 F: 5" GGT GGT ATG GAC TAT GGA CACVT 3! Paillard i in. (2003)
R: 5'TTT GCA TGG AGG CAC ATA CT 3
Xgumss0 R- 5 CAT TGT GTG TGC AAG GCA Cy Pailnd i n. (2003
Xguma2 R-5'CAT GAA AGG CAA GIT CGT CA ¥ Bosufi n. (2003
Xmed] R.5' GGA GGA AGA TCT CCC GGA GCA 3 Prasad i n. (1999)
Xme152 R-5 ATG GTT GGG AGC ACT AGCTTG G ¥ Somers i n. (2004
Xme221 R-5'GCT GGG ATC AAG GGA TOA AT Y Somers . 2004)
Xurmed89 R.5'GGA CAA CAT CAT AGA GAA GGA A 3 Somers . 2004)
X303 RL5'ATC AAC TAC CTC CAG ATC CCG T 3 Gupta i n. 2002)
XVIGE0 g 3CAT ACT GAG ACA ATT 66 GGG T Somers n. (2004
XGdm33 E:: 5'GGC TCA ATT CAACCG TTC TT 3' Campbell i in. (2001)

5'TAC GTT CTG GTG GCT GCT C 3'
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Tabela 2
Charakterystyka zastosowanych markeréw allelospecyficznych dla podjednostek gluteninowych
Characteristic of applied allelospecific markers for glutenin unites

Starter Podjednostka gluteninowa Sekwencja straterow Literatura
Primer Glutenin subunit Sequence of the primers Reference
F:ACGTTCCCCTACAGGTACTA

AS1 AxNull R TATCACTGGCTAGCCGACAA Lafiandra i in. 1997
F:CCGATTTTGTTCTTCTCACAC )
*
AS2 Ax2 R-CACCAAGCGAGCTGCAGAT De Bustos i in. 2000
AX2* F:CCATCGAAATGGCTAAGCGG B
AS3 Ax1/AxNull R:GTCCAGAAGTTGGGAAGTTGC Lafiandra i in. 1997
F:ATGGCTAAGCGCCTGGTCCT
AS4 Bx7 R:TGCCTGGTCGACAATGCGTCGCTG  Ahmad, 2000
F:-TTAGCGCTAAGTGCCGTCT .
AS6 By8 TTGTCCTATTTGCTGCCCTT Lei iin. 2006
By20*
F:TTCTCTGCATCAGTCAGGA .
* *
AS8 gzg,ByS »Byl8 R:AGAGAAGCTGTGTAATGCC Lei i/in. 2006
ASO DxS F:GCCTAGCAACCTTCACAATC D’Ovidio, Anderson
R:GAAACCTGCTGCGGACAAG 1994
ASI10 Dyl0 F:GTTGGCCGGTCGGCTGCCATG D’Ovidio, Anderson
Dyl12 R:.TGGAGAAGTTGGATAGTACC 1994

Réwnoczesnie przeprowadzono analizy technologiczne wchodzacych w sktad kazdej
grupy rodzin (zdefiniowanych jako potomstwo jednej kombinacji krzyzowkowej).
Pozwolito to na okreslenie zakresu zmiennos$ci cech technologicznych migdzy rodzinami
w obrgbie kazdej z badanych grup. W dalszej kolejnosci badano, czy istnieje zwigzek
migdzy odlegloscig genetyczng par form rodzicielskich tworzacych rodziny w obrgbie
kazdej z grup a zakresem zmiennosci cech technologicznych tworzacych dana grupe
rodzin.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw wykonano za pomoca metod jedno- i
wielowymiarowych (Calinski, Kaczmarek, 1973). Przeprowadzono jednoczynnikowa
analize wariancji (ANOVA). Istotno$¢ roéznic w obrgbie poszczegdlnych grup migdzy
rodzinami (rodzina obejmuje mieszance F, z tej samej kombinacji krzyzowkowej)
okreslono na podstawie warto$ci najmniejszej istotnej roznicy (NIR). Do oceny grup rodzin
pod wzgledem wszystkich cech lgcznie zastosowano analize zmiennych kanonicznych
(Calinski, Kaczmarek, 1973; Morrison, 1976). Obliczono ponadto odlegtosci
Mahalanobisa, ktore pozwolity wnioskowaé o wiclocechowym podobienstwie grup.
Poréwnanie grup rodzin o roznym sktadzie alleli Glu-1 pod wzgl¢dem kazdej z badanych
cech przeprowadzono poprzez oceng i testowanie odpowiednich kontrastow.

WYNIKI

Zroznicowanie genetyczne badanych odmian pszenicy

Do okres$lania zréznicowania genetycznego badanych odmian pszenicy wykorzystano
26 markeréw mikrosatelitarnych. W wyniku przeprowadzonych reakcji otrzymano 140
alleli. Srednia liczba alleli uzyskanych przy uzyciu jednego startera alleli wynosita 5,4.
Najbardziej zréznicowane na poziomie molekularnym okazaty si¢ pary Elena-Alidos,
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Dad76-Borenos oraz Charger-Bussard, dla ktorych wspotczynniki odleglosci genetycznej
wynosity odpowiednio 0,89 oraz 0,88. Najwickszym podobienstwem pod wzgledem
molekularnym odznaczaty si¢ pary Begra-Aron, Charger-Aristos, Kobra-Alidos oraz
Mikon-Borenos, dla ktorych wspotczynnik odleglosci genetycznej wynosit 0,21. Pary form
rodzicielskich tworzace rodziny o tym samym skladzie podjednostek gluteninowych
roznity si¢ znacznie pod wzgledem odleglosci genetycznych. Odleglos¢ genetyczna mig-
dzy formami rodzicielskimi w grupach odznaczajacych si¢ najlepszymi pod wzgledem
technologicznym sktadem podjednostek gluteninowych wahata si¢ od 0,21 do 0,86. W
grupach linii o potencjalnie niskiej wartosci technologicznej zréznicowanie genetyczne par
form rodzicielskich mie$cito si¢ w podobnych granicach: od 0,22 do 0,89 (tab. 4).

Analiza skladu wysokoczasteczkowych podjednostek gluteninowych

Wykorzystane do krzyzowan odmiany roznily si¢ sktadem alleli w loci Glu-A41, Glu-B1
oraz Glu-D1. W przypadku locus Glu-A1 wykazano obecno$¢ allela null oraz allela
kodujacego podjednostke 1. W locus Glu-BI wystapily allele kodujace trzy typy
podjednostek gluteninowych: Bx7+By8, Bx7+By9 oraz Bx6+By8, natomiast w locus Glu-
D1 allele kodujace podjednostki Dx2+Dy12 oraz Dx5+Dy10 (tab. 3).

Tabela 3
Charakterystyka odmian rodzicielskich pod wzgledem skladu podjednostek glutenionowych i alleli
w loci Glu-1
Characteristic of parental cultivars in term of glutenin composition in Glu-1 loci

Odmiana HMW podjednostki glutenionowe Allele — Alleles

Cultivar HMW glutenin subunits Glu-A1 | Glu-B1 | Glu-D1
Alidos N/ 6+8/ 5+10 c d d
Aristos 1/7+9/ 5+10 a c d
Aron N/ 7+9/ 5+10 c c d
Batis 1/ 7+9/ 5+10 a c d
Begra N/ 7+9/ 5+10 c c d
Borenos N/ 7+9/ 5+10 c c d
Bussard N/ 7+8/ 5+10 [¢ b d
Charger N/ 6+8/2+12 c d a
Carolus 1/7+8/ 5+10 a b d
Dad76 N/ 6+8/2+12 c d a
Elena N/ 7+9/ 2+12 c c a
Flair N/ 6+8/2+12 c d a
Kobra N/ 7+8/ 5+10 c b d
Kornett N/ 7+9/ 5+10 c c d
Kris N/ 7+9/ 2+12 c c a
Mikon 1/7+9/ 5+10 a c d
Pegassos 1/7+9/ 5+10 a c d
Rektor 1/7+9/ 5+10 a c d

Badane rodziny mieszancowe podzielono na 22 grupy- w rodzinach tworzacych grupe
segregowaly takie same allele G/u-1 (tab. 4). Wartosci Payne’a dla poszczegdlnych grup
wahaty si¢ od 5,5 do 10,5. Korzystnym sktadem wysokoczasteczkowych podjednostek
bialek gluteninowych (Ax1/Bx7+By8/Dx5+Dyl0 lub Ax1/Bx7+By9/Dx5+Dyl0)
charakteryzowato si¢ sze$¢ sposrodd 22 grup rodzin, co znalazto odbicie w sumarycznej
warto$ci Payne’a wynoszacej dla tych grup od 9 do 10,5.
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Tabela 4

Charakterystyka mieszancéw F2 pod wzgledem skladu jakosciowego podjednostek bialek
gluteninowych alleli w loci Glu 1 oraz wartosci Payne’a
Characteristic of F2 hybrids in term of glutenin composition in Glu-1 loci and Payne’ value

Grupa (kombinacja
krzyzéwkowa)
Group (cross
combination)

Odleglosé¢
genetyczna par
form rodziciel-

skich
Genetic
distances of
parents

Glu- Al

Glu- Bl

Glu- D1

allel/pod-
jednostka
allel /subunit

warto$¢
Payne’a

Payne
value

allel/pod-
jednostka
allel /subunit

wartosé

Payne’a

Payne
value

allel/pod-
jednostka
allel /subunit

warto$¢

Payne’a
Payne
value

Sumaryczna
warto$¢
Payne’a

Sumary Payne
value

1

2

3

5

6

7

9

1.(Mikon % Carolus)

0,68

a(l)

c.b (719/7+8)

2,5

d (5+10)

10,5

2.(Mikon X Aristos)

0,32

a(l)

¢ (749)

2

d(5+10)

10

3.(Mikon x Alidos)

0,29

a, ¢ (1/Null)

N W WA

c.d (7+9/6+8)

1,5

d (5+10)

W [ | |oo

8,5

4. (Charger x Carolus,
Dad76 x Carolus, Flair
x Carolus)

0,53-0,87

c,a (Null/1)

d,b (6+8/7+8)

2

ad (2+12/5+10)

75

5. (Charger X Aristos,
Dad76 x Aristos, Flair
x Aristos, Charger x
Batis, Charger x
Pegassos, Charger x
Rektor, Dad76 x
Batis, Dad76 x
Pegassos, Dad76 x
Rektor, Flair x Batis,
Flair % Pegassos, Flair
x Rektor)

0,21 -0,69

c,a (Null/1)

dyc (6+8/7+9)

ad (2+12/5+10)

35

6. (Charger x Alidos,
Dad76 x Alidos, Flair
x Alidos)

0,32-0,50

¢ (Null)

d(6+8)

ad (2+12/5+10)

35

55

7. (Charger x Bussard,
Dad76 x Bussard,
Flair X Bussard)

0,27-0,88

¢ (Null)

db (6+8/7+8)

ad (2+12/5+10)

35

6,5

8. (Charger x Aron,
Charger x Borenos,
Dad76 x Aron, Dad76
x Borenos, Flair x
Aron, Flair X Borenos,
Charger x Komett,
Dad76 x Kornett, Flair
x Kornett)

0,45-0,88

¢ (Null)

dic (6+8/749)

ad (2+12/5+10)

35

9. (Kobra x Carolus)

0,83

c,a (Null/1)

b (7+8)

3

d (5+10)

10

10. (Kobra x Aristos,
Kobra x Batis, Kobra
x Pegassos, Kobra x
Rektor, Mikon x
Bussard)

0,33-0,61

c,a (Null/1)

b,c (7+8/7+9)

2,5

d (5+10)

9,5

11. (Kobra x Alidos)

0,21

¢ (Null)

—

b,d (7+8/6+8)

d(5+10)

12. (Kobra x Bussard)

0,86

¢ (Null)

b (7+8)

d(5+10)

13. (Kobra x Aron,
Kobra x Borenos,
Kobra x Komett,
Begra x Bussard)

0,22 -0,46

¢ (Null)

b, (7+8/749)

2,5

d (5+10)

8,5
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c. d. Tabela 4

1 2 3 4 5 6 77 8 9
I?ﬁs(]il?;:lucsmms’ 042-0,77  ca(Null/1) cb(749/748) 2.5 ad(2+12/5+10) 35 8
15. (Elena X Aristos,
Kris x Aristos, Elena
x Batis, Elena x
Pegassos, Elena x
Rektor
Kris x Batis, Kris %
Pegassos
Kiris x Mikon)
16. (Elena x Alidos,
Kiris X Alidos)
17. (Elena x Bussard,
Kris x Bussard)
18. (Elena x Aron,
Elena x Borenos, Kris
x Aron, Kris x
Borenos, Elena x
Kornett, Kris x
Kornett)
19. (Begra x Carolus) 0,43 c,a (Null/1) 2 cb(TH9/7+8) 25 d (5+10) 5 9,5
20. (Begra x Aristos,
Begra x Batis, Begra x
s 021032 ca®ull) 2 e(®9) 2 dGHO S 9
Aron, Mikon x
Borenos)
21. (Begra x Alidos) 0,37 ¢ (Null) 1 c,d(749/6+8) 1,5 d (5+10) 5 7,5
22.(Begra x Aron,
Begra x Borenos, 0,21 -0,46 ¢ (Null) 1 ¢ (7+9) 2 d (5+10) 5 8
Begra x Kormnett)

S

034-077 ca(Nulll) 2 ¢ (749) 2 ad(+12/5+10) 3,5 75

031-089  c(Null) 1 cd(749/6+8) 1,5 ad(2+12/5+10) 3,5 6

031-0,53 ¢ (Null) 1 cbh(H748) 25 ad(2+12/5+10) 3,5 7

022-048 ¢ (Null) 1 ¢ (749) 2 ad(2+12/5+10) 3,5 65

Srednie wartosci cech badanych grup genotypow

Wartosci $rednie badanych cech dla grup utworzonych z rodzin, jak i warto$ci skrajne
dla rodzin tworzacych grupe zamieszczono w tabeli 5. Na podstawie przeprowadzonej
analizy wariancji stwierdzono istotne zréznicowanie grup pod wzgledem badanych cech
(tab. 6). Wigkszo$¢ rodzin w obrebie kazdej grupy roznita si¢ istotnie od siebie pod
wzgledem co najmniej jednej cechy , o czym $wiadczg oszacowane wartosci NIR.

Srednia wodochtonno$é maki dla badanych grup ksztattowata si¢ w granicach od 53,7%
w grupie 11 do 58,6% w grupie 19. Warto$¢ Payne’a dla tych grup wynosily odpowiednio
819,5. Rodziny w obrebie grup odznaczaty si¢ stosunkowo wysokim wyréwnaniem pod
wzgledem tej cechy — tylko w 5 grupach (nr 4, 5, 8, 14, 15) r6éznice migdzy rodzinami
byty istotne (tab. 5).

Srednie warto$ci czasu rozwoju ciasta dla grup rodzin wahaty sie od 1,78 (grupa 20) do
2,83 min. (grupa 12). Rodziny mieszancéw w obrebie grup w wigkszosci przypadkow
roznily si¢ istotnie, o czym §wiadczg istotne roznice migdzy warto$ciami skrajnymi (tab.
5). Nie stwierdzono wyraznych zaleznosci miedzy sktadem podjednostek HMW a
warto$ciami tej cechy; grupy rodzin o najwyzszych (grupa 12) i o najnizszych (grupa 20)
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warto$ciach czasu rozwoju ciasta odznaczaly si¢ podobnie korzystnym skitadem biatek
gluteninowych — dla obu grup warto$¢ Payne’a wynosita 9,0.

Tabela 5
Srednie warto$ci badanych cech w grupach mieszancéw F2 pszenicy ozimej wyréznionych na podstawie
kompozycji alleli w loci Glu-1
Mean value of analyzed traits in groups of F2 winter wheat hybrids distinguished according to allele
compositions in Glu-1 loci

Wodochtonnos¢ maki (%) Czas rozwoju ciasta (min.) Zawartos¢ biatka (%)
Water absorption (% Dough development (min) Protein content (%)
Liczba | dni zakres ¢redni zakres redni zakres
rodzin | STCM2 | grednich STEC® 1 ¢rednich STeCid 1 4rednich
Grupa . wartosc s wartosc . wartosc¢ .
. |w grupie wartosci dla wartosci dla wartosci dla
rodzin cechy dla . cechy dla . cechy dla .
. | Number rodzin w rodzin w rodzin w
Family grupy . NIR grupy . NIR grupy . NIR
of grupie grupie grupie
group o mean LSD mean LSD mean LSD
families range of mean range of mean range of mean
. values of . values of . values of .
in group . values in . values in . values in
trait in rou trait in rou trait in rou
group group group group group group
min. | maks. min. | maks. min. | maks.
1 1 58,2 - - - 2,57 - - - 13,3 -
2 1 55,6 - - - 2,71 - - - 12,3 -
3 1 55,5 - - - 2,13 - - - 13,8 -
4 3 55,6 53,8 57,8 3,66 2,19 1,9 2,7 1,04 13,7 132 142 0,69
5 12 55,3 51,8 57,7 3,59 2,01 1,4 24 0,79 13,0 1,2 142 142
6 3 53,8 51,7 554 4,55 2,17 1.9 23 038 13,5 132 13,7 0,36
7 3 55,3 542 574 421 2,01 1,9 24 0,74 13,4 13,0 142 091
8 9 55,7 533 572 2,89 2,15 1,5 2,7 0,78 13,9 13,0 145 0,61
9 1 58,2 - - - 2,77 - - - 14,1 - - -
10 5 55,3 53,5 56,6 341 1,95 1.4 2,7 0,96 13,4 13,1 138 0,39
11 1 53,7 - - - 2,00 - - - 13,0 - - -
12 1 57,7 - - - 2,83 - - - 14,1 - - -
13 4 54,9 543 559 248 2,26 1,6 29 098 13,2 12,5 142 0,96
14 2 57,4 56,8 58,0 0,51 2,38 1,8 29 1,68 13,8 133 142 0,78
15 8 56,6 54,0 589 3,74 2,01 1.4 2,5 0,68 13,1 12,0 142 1,02
16 2 57,1 54,6 59,6 593 2,18 1.9 2,5 0,77 13,3 120 146 2,88
17 2 54,6 544 548 1,40 2,02 2,0 2,0 021 13,1 124 134 0,78
18 6 55,4 551 57,9 3,03 2,17 1,5 2,5 0,20 13,2 1,7 143 131
19 1 58,6 - - - 2,23 - - 14,4 - - -
20 6 55,2 553 57,0 3,93 1,78 1,3 22 0,65 12,8 1,9 134 084
21 1 56,8 2,03 - 13,6
3

55,9 549 573 244 2,01 1,7 22 0,71 13,8 132 145 0,89

Srednia zawarto$é biatka dla badanych grup ksztaltowata sie w granicach od 12,3%
(grupa 2) do 14,4% (grupa 19). Obie grupy odznaczaly si¢ zblizonymi i wysokimi
warto$ciami Payne’a wynoszacymi odpowiednio 10 i 9,5. Réznice migdzy rodzinami o
warto$ciach skrajnych w obrebie kazdej z grup byly na ogét wyzsze od oszacowanych
warto$ci NIR, co wskazuje na ich istotne zréznicowanie (tab. 5).
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Tabela 6
Analiza wariancji dla wodochlonnos$ci maki, rozwoju ciasta, zawarto$¢ biatka oraz rozmi¢kczenia
ciasta dla badanych grup pszenic
Analysis of variance for water absorption, dough development, protein content and degree of softening
of analyzed wheat groups

Cecha — Traits
Frodio Liczba |wodochtonnos$¢ maki rozwdj ciasta zawarto$¢ biatka rozmigkczenie ciasta
smiennogci stopni water absorption dough development protein content degree of softening
Sorce of swobody Sredni $redni $redni $redni
variation Degrees of | kwadrat | F. obl kwadrat F. obl kwadrat F. obl kwadrat F. obl
freedom mean Fea mean Fea mean Fea. mean Fea
square square square square
Grupy rodzin
E‘;g;‘ig of 21 9,723 2,584%* 0366  1,764% 1,715  4,965* 476,4 1,535
families
g?gr 206 3,763 0,208 0,364 310,6
* p<0.05
** p<0.01

Podobienstwo badanych grup pod wzgledem wszystkich cech lacznie
Podobienstwo badanych rodzin pod wzgledem wszystkich cech tacznie przedstawiono
na rysunku 1.

1,82
190 1
L]
118
L]
12 14 16 o 15
1178
20 1176
9e 18 5 .
L] 2.
, a0 . {174
8 %

o 4 10 11,72

(]

220 5. 17
* 117
11

11,68
11,66

.6
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 1,64

2,25 2,2 2,15 2,1 2,05 2 -1,95 1,9

Rys. 1. Polozenie grup pszenic w ukladzie dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych Vi1i V2
Fig. 1. Configuration of wheat groups in the space of two first canonical variables

Wyraznie odrebne potozenie w stosunku do pozostatych przyjety grupy 1, 2,9, 12, 191
20, charakteryzujgce si¢ wysokimi sumarycznymi warto$ciami Payne’a (powyzej 9).
Interesujace z hodowlanego punktu widzenia wydaja si¢ grupy 119 (o wartosciach Payne’a
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odpowiednio 10,5 i 10). Wartos¢ technologiczna ziarna okres$lona procentowg zawartoscia
biatka, czasem rozwoju ciasta i wodochtonnoscig maki traktowanych gcznie dla obu tych
grup rodzin byta wysoka. Rozpatrujac kazda ceche oddzielnie mozna zauwazyc¢, ze nie
roznity si¢ one istotnie (na poziomie P = 0,01) od najwyzszych wartosci tych cech
obserwowanych w innych grupach. Podobienstwo grupy 1 i 9 pod wzgledem wszystkich
cech lacznie znalazlo odbicie w ich potozeniu na dendrycie najkrotszych potaczen,
wykreslonym na podstawie odlegltosci Mahalanobisa (rys. 2); sposréd wszystkich
analizowanych grup 1 i 9 znalazly si¢ najblizej siebie. Widoczne jest rowniez odmienne
polozenie w ukladzie dwodch pierwszych zmiennych kanonicznych — grup
charakteryzujacych si¢ niskimi sumarycznymi warto$§ciami Payne’a (5,5 1 6), co w
szczegoblnosci widoczne jest na przyktadzie grupy 6 i 16. Pozostate grupy o $rednich wg
Payne’a warto$ciach technologicznych przyjmowaty centralne polozenie w uktadzie
dwoch pierwszych zmiennych kanonicznych (rys. 1).

14 ¢&——19

16 1

Rys. 2. Dendryt najkrétszych polaczen miedzy grupami pszenic o r6znym skladzie alleli Glu- 1
wykreslony na podstawie odleglo$ci Mahalanobisa
Fig. 2. Dendrite of the shortest connections between wheat groups of different allele composition in
Glu-1 locus based on Mahalanobis distances

DYSKUSJA

Warto$¢ technologiczna maki u pszenicy zalezy od wielu czynnikow, migdzy innymi
od sktadu wysokoczasteczkowych podjednostek bialek gluteninowych. Przyjmuje sig, ze
wysokoczasteczkowe podjednostki gluteninowe warunkuja okoto 50-70% zmienno$ci
cech technologicznych, dlatego podj¢te w pracy badania mialy na celu stwierdzenie, czy
grupy ro$lin o tym samym skladzie HMW rdznily si¢ znaczenie pod wzgledem
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analizowanych cech technologicznych. Dla szerszej oceny wykorzystano réwniez markery
mikrosatelitarne identyfikujace QTL wybranych cech technologicznych, co zwigzane jest
z faktem, ze warto$¢ technologiczna pszenicy jest cecha ztozong, na ktéra wplyw maja
zarobwno zawarto$¢ biatka, twardo$¢ ziarna jak i inne wlasciwosci oceniane za pomoca
farinografu i alweografu.

W pracy formy wyjsciowe analizowano pod katem sktadu jakosciowego podjednostek
gluteninowych kodowanych przez loci Glu-1. ldentyfikacje¢ alleli przeprowadzono za
pomoca markeréw allelospecyficznych (AS-PCR). Reakcja AS-PCR jest wydajng i
wiarygodng metodg umozliwiajgca badanie sktadu wysokoczgsteczkowych glutenin
(D’Ovidio i Anderson, 1994; D’Ovidio i in., 1995; Lafiandra i in., 1997; Ahmad, 2000; De
Bustos i in., 2000; Radovanovic i Cloutier, 2003). Istotna zaleta tej metody jest mozliwos¢
przeprowadzania oceny materialu roslinnego pod wzgledem HMW juz na etapie siwki.
Pozwala to na wybdor form homozygotycznych o pozadanym  skladzie
wysokoczasteczkowych bialek gluteninowych bez koniecznosci czekania na uzyskanie z
tych ro$lin ziarniakow (Gupta i in., 1999; Gale, 2005). Z kolei w przypadku hodowli
pszenicy z wykorzystaniem linii podwojonych haploidow (DH), dzigki analizie sktadu
podjednostek gluteninowych u haploidow mozliwe jest pominigcie kosztownego procesu
podwajania liczby chromosomoéw u form o niepozadanym skladzie HMW. W przeciwien-
stwie do metody AS-PCR analiza wysokoczasteczkowych podjednostek biatek glutenino-
wych przy uzyciu metody SDS-PAGE jest mozliwa do zastosowania jedynie, wtedy gdy
materiat do badan stanowia ziarniaki, co nie pozwala na przeprowadzenie wczesnej selekcji
linii hodowlanych przed osiggnigciem dojrzalo$ci pelnej. Formy rodzicielskie badane w
pracy posiadaty tgcznie siedem roznych alleli w locus Glu-1 (Glu- 14: a, ¢, Glu-1B: b, ¢, d,
Glu-1D: a, d). Kolejnym etapem byla ocena wptywu podjednostek gluteninowych na
warto$¢ wypiekowa pszenicy. Przyjmuje si¢, ze najwickszy wpltyw na ksztaltowanie si¢
cech jakosciowych maja podjednostki Dx5 + Dy10 oraz Ax1 1 Ax2* (Weegels i in., 1996;
Ivanov 1 in., 1998). W badaniach przeprowadzonych przez Bronneke i in. (2000)
stwierdzono, ze najlepsza jakoscia charakteryzowaly sie odmiany pszenic o skladzie
podjednostek Ax1/Bx7+By9/Dx5+Dyl10. W pracy Rodriguez-Quijano i in. (2001)
stwierdzono korzystny wptyw podjednostki Dx5 na wartos¢ testu sedymentacji SDS.
Posrod podjednostek gluteninowych kodowanych przez Glu-B1 duze znaczenie przypisuje
si¢ podjednostce Bx7, ktora zwigzana jest z jedna z dwoch podjednostek ByS8 lub By9. Obie
pary alleli wzbogacaja dodatkowo dobrg warto$¢ wypiekowa poprzez wzrost elastycznos$ci
ciasta (Ahmad, 2000). Potwierdzono réwniez niekorzystny wptyw podjednostek Bx6+By8
na ksztaltowanie si¢ parametrow technologicznych pszenic (Waga i Cygankiewicz, 1996)
oraz istnienie zwigzku pomig¢dzy biatkami gluteninowymi kodowanymi przez gen Glu-A1
a statoscig i elastycznoscia ciasta oraz liczbg sedymentacji (Waga 1996; Wegrzyn i Waga,
1999). Z tego punktu widzenia najkorzystniejszym skladem podjednostek
wysokoczasteczkowych biatek gluteninowych charakteryzowato si¢ sze$¢ form
rodzicielskich: Aristos, Batis, Mikon, Pegassos, Rektor (Ax1/Bx7+By9/Dx5+Dy10) oraz
Carolus: (Ax1/Bx7+By8/Dx5+Dyl10). Nalezy jednak zaznaczy¢é, ze wartos¢
technologiczna maki zalezy od wielu innych parametrow (min. zawartosci biatka,
twardoS$ci ziarna, wlasciwosci ocenianych za pomocg farinografu i alweografu) nie zawsze
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zwigzanych ze sktadem wysokoczasteczkowych podjednostek gluteninowych (Gross i in.,
2004; Kuchel i in., 2006; Salmanowicz i in., 2008). W pracy badano zmienno$¢ wybranych
cech technologicznych ziarna u mieszancéw (rodzin) pokolenia F» pszenicy uzyskanych ze
skrzyzowania odmian o réznym sktadzie podjednostek gluteninowych. Srednie wartosci
dla wodochtonnosci maki, czasu rozwoju ciasta i zawarto$ci biatka w grupach o
korzystnym sktadzie HMW (o wysokich wartosciach Payne’a) byly na ogot wyzsze niz u
pozostatych. Potwierdza to znaczng rolg HMW w ksztattowaniu warto$ci technologicznych
maki. Nalezy jednak zauwazy¢, ze rodziny w obrebie grupy o tym samym skladzie biatek
gluteninowych roznity si¢ istotnie pod wzgledem badanych cech jako$ciowych.

W pracy podjeto probe znalezienia zwigzku migdzy zréoznicowaniem genetycznym par
form rodzicielskich a zmiennoscig badanych cech technologicznych w obrebie grup o tym
samym sktadzie biatek gluteninowych. Badania prowadzono z wykorzystaniem markeréw
SSR zlokalizowanych w poblizu QTL zwigzanych z zawartoscig biatka, strukturg oraz
twardo$cig ziarna, parametrami mikrograficznymi oraz plonowaniem (Prasad i in., 1999;
Perretant i in., 2000; Pailard i in., 2003; Turner i in., 2004). Stwierdzono, ze tworzace
poszczegolne rodziny formy rodzicielskie odznaczaly si¢ na ogol znacznym
zréznicowaniem na poziomie molekularnym. Nie stwierdzono jednak wystapienia
zalezno$ci migdzy odlegloscia genetyczna par form rodzicielskich a zmiennos$cig badanych
cech determinujacych warto$¢ technologiczng maki. Moze by¢ to zwigzane z faktem, ze
wykorzystane w pracy markery molekularne byty sprzezone z innymi cechami, nie tylko
wplywajacymi na zawarto$¢ biatka, wodochtonno$¢ maki czy czas rozwoju ciasta cechami
technologicznymi. Nalezy rowniez zaznaczy¢, iz cechy jako$ciowe ziarna pszenicy s3
kontrolowane przez wiele QTL, ktore ze wzgledu na uzycie w pracy ograniczonej ilosci
markerow mikrosatelitarnych, nie byty analizowane.

Duza zmienno§¢ genetyczna, okreslona za pomoca markeréw molekularnych
zwigzanych z warto$cig wypiekowa pszenicy, jak rowniez identyfikacja innych QTL
majacych wplyw na ta wartos¢, a wykorzystanych w pracy, stanowig gtowny kierunek w
wczesnych etapach selekcji wygrywajac z wigkszoscia testow fenotypowych. Mimo, ze
wykorzystanie markeré6w mikrosatelitarnych identyfikujacych r6zne QTL nie pozwolito na
uzyskanie zadawalajacej odpowiedzi, daje jednak podstawy do dalszych, bardziej
poszerzonych analiz.

WNIOSKI

1. Markery allelospecyficzne jako metoda alternatywna do SDS PAGE mogag by¢
efektywnym narzedziem do selekcji pojedynczych roslin pszenicy o pozadanym
genotypie na etapie dwutygodniowych siewek. Moze to skutkowaé zawezeniem
materialow przeznaczonych do dalszych etapéw hodowli, a tym samym obnizeniem jej
kosztow.

2. Odleglosci genetyczne migdzy odmianami okreslono z wykorzystaniem markeréw
sprzgzonych z QTL warunkujagcymi warto$¢ technologiczng. Mozna wigc zalozy¢, ze
zréznicowanie genetyczne badanych odmian w znacznej mierze jest pochodng ich
polimorfizmu genetycznego pod wzgledem cech determinujacych warto$¢ wypiekowa.
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3. Nie stwierdzono zwigzku miedzy odleglo$cig genetyczng par form rodzicielskich,
tworzacych rodziny wchodzace w sktad poszczegélnych grup, a podobienstwem
fenotypowym tych grup. Analizowane rodziny mimo identycznego sktadu alleli Glu-1
roznity si¢ pod wzgledem analizowanych cech technologicznych ziarna takich jak
zawarto$¢ biatka w s.m. ziarna, wodochtonno$¢ maki, czas rozwoju i rozmickczenie
ciasta. Wskazuje na to potozenie rodzin w uktadzie dwoch zmiennych kanonicznych
lub na dendrycie najkroétszych polaczen.
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