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Charakterystyka oraz dziedziczenie biatek
gliadynowych pszenicy ozimej pochodzace;j
z Nepalu

Characteristics and inheritance of gliadin proteins in winter wheat genotype coming
from Nepal

W pracy przedstawiono charakterystyke kilku specyficznych frakcji biatek gliadynowych
obserwowanych u pszenicy ozimej pochodzacej z Nepalu. Wykonano kombinacje krzyzowan
pomigdzy linig Nepal 1 (zawierajaca nowe kombinacje gliadyn), a genotypem wzorcowym KBH 499
(zawierajacym frakcje zidentyfikowane). Na podstawie analizy rozszczepienia genéw w pokoleniu F2
opisano cztery bloki biatkowe kontrolowane chromosomami: 1B, 1D, 6B i 6D. Oznaczono je
symbolami: Gli BI-7, Gli DI-1.3, Gli B2-5, Gli D2-4 zgodnie z nomenklatura zastosowang we
wezesniejszych pracach. Nowe bloki biatek gliadynowych przedstawione w postaci graficznej zostaty
wprowadzone do katalogu opracowanego w Zaktadzie Roslin Zbozowych IHAR-PIB (ZRZb IHAR-
PIB).

Slowa kluczowe: elektroforeza A-PAGE, pszenica, bloki biatek gliadynowych, analiza
rozszczepienia genow

In the present work a set of specific proteins, observed in winter wheat genotype imported from
Nepal, was characterized. F2 generation coming from the cross combination between wheat line Nepal
1 (containing specific, investigated protein variants) and Polish winter wheat KBH 499 (containing
standards of precisely characterized proteins) was obtained. Based on segregation analysis of gliadin
genes in hybrid population some new gliadin blocks were identified. They are controlled by the
chromosomes 1B, 1D, 6B, 6D and described by the symbols: G/i BI-7, Gli DI1-1.3, Gli B2-5, Gli D2-
4. Novel proteins were plotted and introduced into the existing catalogue of gliadin protein blocks,
worked out at the Cereals Department of Plant Breeding and Acclimatization Institute.

Key words: A-PAGE, wheat, gliadin protein blocks, segregant analysis
WSTEP

Gliadyny stanowig silnie zroznicowang grup¢ bialek zapasowych pszenicy
warunkowanych przez poligeniczne /oci na chromosomach 1A, 1B, 1D, 6A, 6B i 6D (Gli-
1 oraz Gli-2). Kazdy locus zbudowany jest z kilkunastu, niekiedy kilku do kilkunastu
genow tworzacych serie alleli wielokrotnych, kontrolujacych synteze polipeptydow
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okreslanych jako bloki biatek gliadynowych (Sozinov i Poperella, 1980; Payne, 1987). W
pracach genetycznych bloki sg identyfikowane na podstawie obrazow uzyskanych metoda
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym w $rodowisku kwasnym bez form mleczanowo-
glinowego (A-PAGE: Acid Polyacrylamide Gel Electrophoresis), a nastgpnie archi wizo-
wane w postaci katalogow. Katalog opracowany przez Metakowskiego obejmuje ponad
100 wariantow biatkowych dla chromosomow pierwszej i szostej grupy homeologiczne;j
(Metakovsky, 1991 a). Biorac pod uwagge, iz allele biatek gliadynowych zlokalizowane na
r6znych chromosomach dziedziczg si¢ w sposob niezalezny, liczba wszystkich mozliwych
kombinacji szesciu blokow przekracza 300 milionéw. Oznacza to, iz na podstawie katalogu
Metakowskiego mozna opisa¢ ponad 300 miliondw genotypow pszenicy (Metakovsky i
Graybosch, 2006). Tak szeroki zakres zmiennos$ci, niezaleznej od warunkow Srodowiska,
pozwala efektywnie stosowa¢ metode elektroforezy A-PAGE w badaniach genetycznych i
hodowlanych. Udowodniony zwigzek niektorych blokow z cechami jako$ciowymi daje
mozliwos¢ wykorzystania allelicznych wariantow gliadyn w programach krzyzowan jako
markeréw wspomagajacych selekcje korzystnych mieszancow pod wzglgdem wilasciwosci
technologicznych (Sozinov i Poperella, 1980; Waga i Wegrzyn, 2000).

W ZRZb IHAR-PIB w Krakowie opracowano wlasng wersj¢ katalogu blokow biatek
gliadynowych. Jego pierwotnym zalozeniem byta charakterystyka blokow najczesciej
obserwowanych wsrod polskich odmian i rodéw pszenicy (Waga, 2007). Jednakze
genotypy wytwarzane w procesie hodowli nowych odmian zawieraja niejednokrotnie
specyficzne, nie obserwowane wczesniej kombinacje biatek. Warunkiem wprowadzenia
ich do katalogu jest $ciste zdefiniowanie, ktore sposrod szeSciu chromosomow pierwszej i
szostej grupy homeologicznej kontroluja syntezg poszczegdlnych prazkéw obrazu
elektroforetycznego, oraz ktore z obserwowanych prazkow tworza bloki biatkowe.
Uzyskanie tych informacji jest mozliwe na podstawie analizy rozszczepienia genow w
pokoleniu F> lub F3;. Komponenty rodzicielskie uzywane do krzyzowan w ramach badan
nad identyfikacja nowych blokéw powinny r6zni¢ si¢ sktadem frakcji gliadynowych w taki
sposob, aby jeden z nich zawieral prazki mozliwie jak najdoktadniej poznane,
scharakteryzowane i opisane, natomiast drugi - prazki specyficzne, bgdace przedmiotem
analizy. W podzniejszych pokoleniach analiza mieszancoéw, a w szczegolnosci blisko
spokrewnionych biotypow, roznigcych si¢ jedng parg alleli okreslonego genu, pozwala
uscisli¢ obraz bialek w obrebie zidentyfikowanych blokow (Metakovsky, 1991 b). Ocena
zrdéznicowania gliadyn na podstawie analizy porownawczej biotypdéw pozwala dodatkowo
zweryfikowa¢ poprawno$¢ identyfikacji blokéw. Taka procedura jest najbardziej
obiektywna i wiarygodna metoda klasyfikacji gliadyn (ICC Standard 143, 1995).

Aktualnie w ZRZb IHAR — PIB realizowane sg prace nad rozszerzeniem istniejacego
katalogu o frakcje specyficzne obserwowane u starych form pszenicy oraz w populacjach
lokalnych pochodzacych z innych kontynentéw. Formy takie sa waznym zrédtem
zmienno$ci genetycznej oraz majg szczeg6élne znaczenie w pracach nad oceng i Zacho-
waniem bior6znorodnosci (Metakovsky i in., 2000). Analiza lokalnej populacji pszenicy
ozimej uprawianej w Nepalu wykazala obecnos¢ nietypowych frakcji gliadynowych,
ktorych nie obserwowano dotychczas wérod materiatow hodowlanych badanych w Polsce.
Celem niniejszej pracy bylo okreslenie sposobu dziedziczenia gendéw warunkujacych
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syntezg tych specyficznych biatek, a takze identyfikacja oraz charakterystyka nowych
blokow, ktore zilustrowane w postaci graficznej moglyby zosta¢ wiaczone do katalogu
utworzonego w trakcie wczesniejszych badan.

MATERIAL I METODY

Materiat roslinny

Materiat do badan uzyskano z Krajowego Centrum Roslinnych Zasobow Genowych
IHAR — PIB w Radzikowie. Probg ziarniakdw pszenicy ozimej z Nepalu poddano
wstepnej analizie z wykorzystaniem elektroforezy A-PAGE, ktora wykazata znaczny
stopien polimorfizmu badanej formy (rys. 1 a).

1

i

I 1.

l-?" [ 1
[

L F 5 %N

p
il

Rys. 1 a. Polimorfizm bialek gliadynowych u pszenicy ozimej z Nepalu, obserwowany na podstawie
elektroforezy A-PAGE pojedynczych ziarniakéw. Linia czysta wytworzona na bazie genotypu
przedstawionego w pozycji 7 zostala uzyta w badaniach jako komponent rodzicielski do krzyzowan
Fig. 1 a. Polymorphism of gliadin proteins observed among winter wheat genotype coming from Nepal,
based on A-PAGE of individual kernels. Pure line obtained from genotype 7 was used as parental
component for cross combinations

Na podstawie uzyskanych obrazéw elektroforetycznych wykonano selekcje pojedynczych
ziarniakow, ktore w 2005 roku rozmnozono na poletkach ZRZb IHAR. Z uwagi na wciaz
obserwowane zroznicowanie obrazéw elektroforetycznych gliadyn w obrgbie wytwa-
rzanych linii, wykonano dwukrotnie reselekcje pojedynkow. W roku 2007 uzyskano
stabilny genetycznie biotyp (okreslony jako ,,Nepal 1”’) zawierajacy kombinacje prazkow
oznaczong numerem 7 (rys. 1 a), ktdry przekrzyzowano z linia KBH 499 wytworzong w
latach wcze$niejszych w ramach badan statutowych w ZRZb IHAR-PIB, i charaktery-
zowang pod katem sktadu frakcji gliadyn. Linia KBH 499, ktora jest mieszancem orkiszu
(odmiana Oberkummler Rotkorn) oraz pszenicy zwyczajnej (ré6d LAD 480), wykazuje
charakterystyczny brak kilku prazkéow w strefie B-gliadyn. W kontekscie analizy
rozszczepienia genow jest to cecha ulatwiajaca obserwacje badanego potomstwa pod

17



Jacek Waga

katem zréznicowania obrazow elektroforetycznych przez co zwigksza si¢ wiarygodnosé
uzyskiwanych wynikow. Wytworzony materiat badawczy: ziarniaki pokolenia F
przeznaczono do analiz z wykorzystaniem elektroforezy A-PAGE.

Elektroforeza

Analizy elektroforetyczne w systemie A-PAGE wykonywano zgodnie ze standardowa
procedurg opracowang przez Bushuka i Zillmana (1978). Drobne modyfikacje pozwalajace
dostosowa¢ metodyke rozdzialu do warunkéw laboratoryjnych ZRZb IHAR opisano we
wczesniejszych pracach (Waga, 2000; Waga i Wegrzyn, 2000). Analizowano potowki
ziarniakow F» uzyskane z kombinacji KBH 499 x Nepal 1. Bialka ekstrahowano z bielma
natomiast zarodki pozostawiano w rezerwie. Takie podej$cie umozliwia wykonanie analizy
elektroforetycznej bez utraty cennych genotypow zawierajacych nietypowe kombinacje
bialek, co pozwala na ich rozmnozenie z przeznaczeniem do innych badan.

Interpretacja obrazéw elektroforetycznych

Prazki elektroforetyczne charakterystyczne dla komponentéw rodzicielskich: linii
Nepal 1 oraz KBH 499 oznaczono odpowiednio skrotami ,,Nep” oraz ,,Sp”, i numerowano
cyframi arabskimi zgodnie z rosnaca predkoscia migracji biatka w zelu (warto$¢ ,,1”
przyjeto dla prazkéw migrujacych najwolniej). Analizujac czestotliwos¢ mieszancow
zawierajacych okres$lone grupy prazkow uzywano takze skrétow ,,Nep” oraz ,.Sp” w
polaczeniu z kolejnymi numerami rozpatrywanych frakcji.

Identyfikacja blokéw biatek gliadynowych

Obrazy elektroforetyczne mieszancow klasyfikowano przyjmujac jako kryterium
podzialu obecnos¢ lub brak okreslonych prazkow elektroforetycznych, dla ktorych
zatozono, iz moga stanowi¢ jeden blok biatkowy. Analizowane genotypy dzielono na grupy
osobnikéw homozygotycznych, w ktérych rozpatrywane kombinacje prazkéow byly
identyczne jak w liniach Nepal 1 lub KBH 499, oraz osobnikéw heterozygotycznych
faczacych — zgodnie z teorig dziedziczenia bialek zapasowych — prazki obu
komponentéw rodzicielskich (Sobko i in., 1986). Zgodno$¢ obserwowanych liczebno$ci w
trzech grupach mieszancow z teoretycznie zaktadanym stosunkiem rozszczepien 1:2:1 dla
dwoch alleli jednego genu oszacowano na podstawie testu y°. Analizujac dwa geny
zlokalizowane na r6znych chromosomach, reprezentowane przez cztery alleliczne warianty
bialkowe, zatozono teoretyczny stosunek rozszczepien 1:2:1:2:4:2:1:2:1 dla modelu
dziedziczenia niezaleznego.

Celem zilustrowania nowych frakcji biatkowych na tle uprzednio skatalogowanych
blokéw obliczano wspotczynniki Rm zgodnie z zasadg przedstawiong we wczesniejszej
pracy (Waga, 2000). Wzorcem dla identyfikacji nowych blokoéw byt prazek odniesienia
znajdujacy si¢ w centralnej strefie obrazu elektroforetycznego kazdego genotypu pszenicy,
z ktorym porownywano prazki bedgce przedmiotem badan, mierzac odlegtos¢ od punktu
startowego elektroforezy do miejsca ich lokalizacji. Nowe bloki zidentyfikowane na
podstawie analizy rozszczepienia gendw i opisane na podstawie wzglednej predkosci
migracji, wprowadzono do katalogu opracowanego w ZRZb IHAR (Waga, 2007).
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WYNIKI I DYSKUSJA

Komponenty rodzicielskie uzyte do krzyzowan zawieraty specyficzne frakcje biatkowe,
ktérych nie obserwowano w trakcie dotychczasowych badan nad polimorfizmem gliadyn
(rys. 1 b). Na szczegdlng uwage zashuguje prazek Nep 3 w linii Nepal 1, ktory sadzac na
podstawie jego lokalizacji w strefie ®-5 obrazu elektroforetycznego moze by¢
warunkowany chromosomem 1B. W drugiej formie rodzicielskiej linii — KBH 499 —
chromosom 1B kontroluje blok G/i Bi-1 (prazki Sp 1, 3 i 4), szeroko rozpowszechniony
wsrod polskich odmian i rodéw pszenicy. Interesujace kombinacje prazkéw obserwowano
takze w strefie B obu rodzicéw, w ktorej nakltadajg si¢ biatka réznych chromosomoéw,
gtéwnie 6B 1 6D. W tej czesci obrazu linia Nepal 1 zawiera cztery prazki: Nep 8, 9, 10 1
11, natomiast linia KBH 499 dwa prazki: Sp 5 i1 6 zajmujace identyczna pozycje z Nep 10
i 11. Prazki Nep 8 i 9 pozwalaja jednoznacznie odroznic¢ lini¢ KBH 499 od Nepal 1 — linia
KBH 499 w analogicznej strefie obrazu tworzy pustg przestrzen co znacznie utatwia
obserwacje¢ prazkéw Nep 8 1 9 w potomstwie F,. Charakterystyczna cecha linii Nepal 1 jest
takze brak kilku prazkéow w strefie -1.2, w ktorej zazwyczaj wystepuja biatka
kontrolowane chromosomem 1D. Swiadczy to 0 obecnosci null allela w locus Gli D1. Linia
KBH 499 w analogicznej strefie obrazu zawiera blok Gli DI-1.2.
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Rys. 1 b. Bialka gliadynowe form rodzicielskich. a. linia KBH 499. b. linia Nepal 1. Obraz
elektroforetyczny uzyskany metoda A-PAGE. Wybrane frakcje gliadyn, bedace przedmiotem badan,
zaznaczono i opisano symbolami: ,,Sp” (bialka linii KBH 499) oraz ,,Nep” (bialka linii Nepal 1). Podzial
na grupy: ¢, p,y, -5 i ®-1.2 rézniace si¢ predkoscia migracji w zelu zaznaczono z lewej strony
elektroforegramu
Fig. 1 b. Gliadin proteins of parental forms separated by A-PAGE. a. line KBH 499. b. line Nepal 1.
Gliadin fractions scrutinized in this work were marked and described by the symbols: ,,Sp” (proteins
of the line KBH 499) and ,,Nep” (proteins of the line Nepal 1). Distribution of gliadins differentiated in
regard of electrophoretic mobility (a, B, y, ®-5 and ®-1.2) are shown on the left hand side of the
electrophoregram
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Analizujac badang populacj¢ mieszancow F, pod wzgledem liczebnosci osobnikow
zawierajacych frakcje Nep 3 przyjeto, iz jest ona kontrolowana allelicznym wariantem
genu frakcji Sp 3 1 stanowi jeden z elementow bloku Gli BI-1. Mieszance podzielono na
trzy grupy osobnikow: zawierajacych prazek Nep 3 (homozygoty typu Nepal 1),
zawierajacych prazek Sp3 (homozygoty typu KBH 499) oraz taczacych prazki Nep 3 i Sp
3 w jednym genotypie (heterozygoty) (rys. 2).

—SD1—E — Mep1

gisr1 | P3| S | — Nep3 | GHBT

Lspd— - -2 — Nep4
- -

Rys. 2. Obrazy elektroforetyczne frakcji ®-5 bialek gliadynowych u mieszancéw F2 pochodzacych z
kombinacji krzyzowan linii Nepal 1 (Nep) i KBH 499 (Sp)

a. homozygota typu KBH 499; b. heterozygota; c. homozygota typu Nepal 1. Prazki zaznaczone po
lewej i prawej stronie elektroforegramu tworza bloki bialek gliadynowych Gli BI -1 oraz Gli B1 -7.
Fig. 2. Electrphoregrams of -5 gliadin protein fractions observed in F2 hybrid genotypes coming from
cross combination between lines Nepal 1 and KBH 499
a. homozygote of type KBH 499 (Sp 1, 2 and 3). b. heterozygote. c. homozygote of type Nepal 1(Nep 1, 2
and 3). Protein bands marked on the left and right side of the electrophoregrams are components of the
gliadin blocks Gli BI-1 and Gli B1-7, respectively

Na podstawie testu y* stwierdzono zgodno$é obserwowanych liczebnosci w utworzonych
grupach mieszancow z teoretycznie oczekiwanym stosunkiem 1:2:1 co potwierdza
hipotezg, ze frakcje Nep 3 i Sp 3 sag warunkowane dwoma allelami jednego genu w locus
Gli BI (tab. 1).

Ponadto stwierdzono, iz wszystkie osobniki zawierajace Nep 3 wystepuja w potaczeniu z
prazkiem Nep 1. Prazek Nep 1 zajmuje identyczna pozycj¢ z Sp 1 (kolejnym sktadnikiem
bloku G/i BI-1), jednak rdzni si¢ od niego znacznie stabszym wybarwieniem, co §wiadczy
0 mniejszej zawarto$ci biatka Nep 1 w linii Nepal 1. Réznice intensywnosci wybarwienia
obu prazkow umozliwiajg ich jednoznaczng identyfikacje w  genotypach
homozygotycznych typu Nepal 1 i KBH 499. W heterozygotach obserwowano natomiast
prazek o intensywnosci posredniej miedzy Nep 1 i Sp 1. Przytoczone fakty dowodza, iz
Nep 1 oraz Nep 3 stanowia (podobnie jak Sp 11 Sp 3) jeden blok biatkowy kontrolowany
chromosomem 1B, ktéremu nadano symbol G/i BI1-7. Dodatkowym elementem tego bloku
jest prazek Nep 4, jeden z dwoch centralnie zlokalizowanych prazkow, obecnych w
wigkszosci blokow z grupy chromosomu 1B. Zazwyczaj sa one mocno wybarwione,
jednakze w linii Nepal 1 intensywnos¢ prazka Nep 4 jest znacznie mniejsza niz w innych
genotypach, co stanowi kolejna, specyficzng cech¢ bloku Gli BI-7.
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Tabela 1
Test zgodnosci (x%) dla mieszancéw zréznicowanych pod wzgledem gliadyn Nep 3 i Sp 3, z teoretycznie
zakladanym stosunkiem rozszczepien jednej pary alleli gliadynowych
Conformance test (%) for hybrid genotypes, differentiated in regard of Nep 3 and Sp 3 protein
fractions, with theoretically assumed segregation for one pair of gliadin alleles

Gliadyny Rozszczepienie Liczebno$¢ oczekiwana | Liczebno$¢ obserwowana 5 P
Gliadins Segregation Expected Observed x
Nep 3 1 50 46 0,320
Nep 3 +Sp3 2 100 111 1,210 0,20-0,30
Sp3 1 50 43 0,980
200 200 2,510

W strefie @-5 pojawia si¢ takze prazek Nep 2 zlokalizowany pomigdzy Nep 1 i Nep 3.
Jego pozycja jest zblizona do frakcji Sp 2 linii KBH 499. Jednak predko$¢ migracji Sp 2
jest nieznacznie wigksza od Nep 2. Taki sposob lokalizacji prazkéw u form rodzicielskich
utrudnia ich obserwacj¢ w potomstwie mieszancowym, a tym samym analiz¢ genetyczng.
Niemniej, w badanej populacji udato si¢ zidentyfikowa¢ mieszance, w ktorych Nep 3
wystepuje tacznie z Sp 2, natomiast Nep 2 z Sp 3 (rys. 3). Obserwowane rekombinanty
dowodza, ze Nep 2 i Nep 3 nie tworza jednego bloku biatkowego, lecz sg kontrolowane
genami, ktore ulegaja rozszczepieniu si¢ w F,. Jednak specyficzna lokalizacja obu prazkow
uniemozliwia stwierdzenie niezaleznego dziedziczenia gendéw kodujacych obie frakcje
biatkowe. Potwierdzenie lub odrzucenie takiej hipotezy wymaga dodatkowych badan z
wykorzystaniem innego zestawu komponentow rodzicielskich.

Kbh 433
Mepal 1

Sp2 — S-|12 Sp2 | — MNep 2
Sp3 —

Rys. 3. Obrazy elektroforetyczne frakcji -5 bialek gliadynowych u mieszancéw F2 pochodzacych z
kombinacji krzyzowan linii Nepal 1 (Nep) i KBH 499 (Sp). Rozdzialy ,,b” i ,,c” ilustruja rekombinacje
genéw kontrolujacych frakcje Sp 2 i Sp 3 (typ KBH 499) oraz Nep 2 i Nep 3 (typ Nepal 1)

Fig. 3. Electrphoregrams of -5 gliadin protein fractions observed in F2 hybrid genotypes coming from
cross combination between lines Nepal 1 and KBH 499. Lines ,,b” and ,,c” show protein patterns of
recombinant genotypes containing genes coding for Nep2/Sp3 and Sp2/Nep3 gliadin fractions

Identyfikacja p-gliadyn stanowi bardziej ztozony problem w poréwnaniu z
identyfikacjg w pozostatych grupach bialek gliadynowych. W strefie B wystgpuje szereg
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naktadajacych si¢ prazkéw o zblizonej badz identycznej predkosci migracji, co znacznie
utrudnia analiz¢ genetyczng. Sg one kontrolowane r6znymi chromosomami, gtownie 6B i
6D. W opisywanych badaniach problem ten zostat czg$ciowo rozwigzany poprzez dobor
odpowiednio zréznicowanych komponentéw rodzicielskich, z ktorych jeden (Nepal 1)
zawiera mi¢dzy innymi prazki Nep 8 i Nep 9, natomiast drugi (linia KBH 499) tworzy
pusta przestrzeh w analogicznej pozycji na obrazie elektroforetycznym. Specyfika
zréznicowania obu rodzicéw pozwala jednoznacznie stwierdzi¢, ze Nep 8 1 9 sa
kontrolowane genami, ktore ulegaja rozszczepieniu w pokoleniu F,. Dowodzi tego
obecnos¢ mieszancow, z ktorych jedne zawieraja prazek Nep 8, a inne Nep 9 (rys. 4).

Tip Typ
KEH499 & b Mepal 1

—Mep 5
e —Nep B
T Mep ¥

— Mepd
Hep 9 * _Nepg
Sph —

- ' B | —Nep 10
e — ‘ . —Nep1

Rys. 4. Obrazy elektroforetyczne frakeji i y bialek gliadynowych u mieszancéw F2 pochodzacych z
kombinacji krzyzowan linii Nepal 1 (Nep) i KBH 499 (Sp). Rozdzialy ,,a” i ,,b” pokazuja rozszczepienie
genow kontrolujacych frakeje Nep 8 i Nep 9
Fig. 4. Electrphoregrams of p- and y-gliadin protein fractions observed in F2 hybrid genotypes coming
from cross combination between lines Nepal 1 and KBH 499. Lines ,,a” and ,,b” show segregation
of genes coding for Nep 8 and Nep 9 protein fractions

-
Hep 8

Przyjeto zatozenie, iz grupy prazkéw Nep 5,6, 7,9, 101 11 oraz Sp 51 6 sg kontrolowane
allelicznymi wariantami genu na chromosomie 6B. Zaktadajac taka hipotez¢ wzorowano
si¢ na katalogu Metakowskiego, zgodnie z ktérym prazki w strefie y-gliadyn (w tym
przypadku Nep 5, 6 i 7) sa komponentami blokéw z grupy chromosomu 6B. Wsrod
badanych mieszancow obserwowano osobniki zawierajgce kombinacje identyczne jak u
rodzicow, co pozwala uzna¢ je za homozygoty. Obserwowano tez osobniki, w ktorych
prazki Nep 5, 6, 7 1 9 byly znacznie stabiej wybarwione niz w homozygotach, i w zwigzku
z tym zostaly zakwalifikowane jako heterozygoty (rys. 5 A). Analiza liczebnoS$ci opisanych
mieszancow wykazata zgodno$¢ z teoretycznym stosunkiem 1:2:1 co potwierdza, iz grupa
prazkow Nep 5, 6, 7,9, 101 11 tworzy blok biatkowy, ktéremu nadano symbol G/i B2-5
(tab. 2).

W drugim przypadku zatozono, iz prazek Nep 8 wspdlnie z Nep 10 1 11 tworza blok
warunkowany chromosomem 6D. W pokoleniu F» obserwowano trzy grupy mieszancow
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zawierajacych: (1) intensywnie wybarwiony prazek Nep 8, (2) stabo wybarwiony prazek
Nep 8 oraz (3) pusta przestrzen w strefie zajmowanej przez Nep 8 (rys. 5 B). Wszystkie
formy mieszancowe zawierajace Nep 8 wystepowaty tacznie z Sp 5 i 6 (analogi Nep 10 i
11). Przyjeto, iz pierwsze dwie klasy odpowiadajg typowi homozygoty za$ trzecia stanowi
heterozygote. Na podstawie testu y* wykazano zgodnoéé obserwowanych liczebnosci w
trzech grupach mieszancow z teoretycznym stosunkiem 1:2:1 co dowodzi, ze prazki Nep

8, 101 11 tworzg blok biatkowy kontrolowany chromosomem 6D, ktéremu nadano symbol
Gli D2-4 (tab. 3).

A B
a b c i b ¢
S
—Mep5 ]
— MNep 6
— Nep7
Gii B2 5
 Nepd — Nep 8
Sp5— | ?—Nepm Sp5— | | — Nept0 | BiD24
Sp6— | - ep 11— B e
Sph— W | — Nep 11

Rys. 5. Obrazy elektroforetyczne frakcji p i y-gliadyn u mieszancéow F2 pochodzacych z kombinacji
krzyzowan linii Nepal 1 (Nep) i KBH 499 (Sp). a. homozygota typu KBH 499; b. heterozygota; c.
homozygota typu Nepal 1. A. Prazki zaznaczone po prawej stronie elektroforegramu tworza blok Gli
B2 -5. B. Prazki zaznaczone po prawej stronie elektroforegramu tworza blok Gli D2 -4
Fig. 5. Electrphoregrams of p- and y-gliadin protein fractions observed in F2 hybrid genotypes coming
from cross combination between lines Nepal 1 and KBH 499. a. homozygote of type KBH 499 (Sp 1, 2
and 3). b. heterozygote. c. homozygote of type Nepal 1(Nep 1, 2 and 3). A. Protein bands marked on the
right side of the electrophoregrams are components of the gliadin block G/i B2-5. B. Protein bands
marked on the right side of the electrophoregrams are components of the gliadin block G/i D2-4

Tabela 2
Test zgodnosci (x) dla mieszancéw zréznicowanych pod wzgledem gliadyn Nep 5,6,7,9,10,11 i Sp 5,6 z
teoretycznie zakladanym stosunkiem rozszczepien jednej pary alleli gliadynowych
Conformance test (3%) for hybrid genotypes, differentiated in regard of Nep 5,6,7,9,10,11 and Sp 5,6
protein fractions, with theoretically assumed segregation for one pair of gliadin alleles

Gliadyny Rozszczepienie | Liczebnos$¢ oczekiwana | Liczebno$¢ obserwowana 5 P
Gliadins Segregation Expected Observed X
Nep 5,6,7,9,10,11 1 64 59 0,391 0,5-0,9
Nep 5,6,7,9,10,11 + Sp 5,6 2 128 132 0,125
Sp 5,6 1 64 65 0,016
256 256 0,532
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Tabela 3
Test zgodnosci (x%) dla mieszancéw zréznicowanych pod wzgledem gliadyn Nep 8,10,11i Sp 5,6 z
teoretycznie zakladanym stosunkiem rozszczepien jednej pary alleli gliadynowych
Conformance test (x%) for hybrid genotypes, differentiated in regard of Nep 8,10,11 and Sp 5,6 protein
fractions, with theoretically assumed segregation for one pair of gliadin alleles

Gliadyny Rozszczepienie | Liczebnos¢ oczekiwana |Liczebno$é¢ obserwowana 5 P
Gliadins Segregation Expected Observed X
Nep 8,10,11 1 64 59 0,391
Nep 8,10,11 + Sp 5,6 2 128 139 0,945 0,3-0,5
Sp 5,6 1 64 58 0,563
256 256 0,532

Identyfikacja rekombinantéw, w ktérych prazki Nep 7 i 8 wystepuja oddzielnie, data
podstawe do wykonania analizy potwierdzajgcej, ze bloki zidentyfikowane w strefie B sa
kontrolowane genami na réznych chromosomach i dziedzicza si¢ niezaleznie. W tym celu
populacj¢ mieszancow podzielono na 9 klas oczekujac, iz liczebno$ci w tych klasach beda
zgodne z teoretycznym stosunkiem rozszczepien 1:2:1:2:4:2:1:2:1 dla dwoch loci: Gli B2
oraz Gli D2 (tab. 4). Wynik testu y* potwierdzit hipoteze o niezaleznym dziedziczeniu obu
genow.

Tabela 4
Test zgodnosci (x%) dla mieszancéw zréznicowanych pod wzgledem gliadyn Nep 5,6,7,9,10,11, Nep
8,10,11 i Sp 5,6 z teoretycznie zakladanym stosunkiem rozszczepien dla dwéch par alleli gliadynowych
Conformance test (%) for hybrid genotypes, differentiated in regard of Nep 5,6,7,9,10,11, Nep 8,10,11
and Sp 5,6 protein fractions, with theoretically assumed segregation for two pairs of gliadin alleles

_ ‘ Rozszczepienie Liczel?noéé Liczebnos¢
Locus Gli B2 Locus Gli Bl Segregation oczekiwana | obserwowana x2 P
Expected Observed
Nep 5,6,7,9,10,11 Nep 8,10,11 1 16 13 0,563
Nep 5,6,7,9,10,11 Nep 8,10,11 +Sp 5,6 2 32 34 0,125
Nep 5,6,7,9,10,11 Sp 5,6 1 16 12 1,000
Nep 5,6,7,9,10,11 +Sp 5,6 Nep 8,10,11 2 32 28 0,500
Nep 5,6,7,9,10,11 + Sp 5,6 Nep 8,10,11 + Sp 5,6 4 64 70 1,000  0,3-0,5
Nep 5,6,7,9,10,11 +Sp 5,6 Sp 5,6 2 32 34 0,125
Sp 5,6 Nep 8,10,11 1 16 18 0,250
Sp 5,6 Nep 8,10,11 +Sp 5,6 2 32 35 0,281
Sp 5,6 Sp 5,6 1 16 12 1,000
256 256 4,844

Locus na chromosomie 1D w linii Nepal 1 tworzy null allel czyli gen, ktorego ekspresja
zostata zablokowana — prawdopodobnie — w wyniku mutacji punktowej zmieniajacej
kodon glutaminy (CAA lub CAG) w stop kodon (UAA lub UAG) (Anderson i in., 2009).
Mimo fizycznej obecno$ci na chromosomie zablokowany gen nie ulega ekspresji
uniemozliwiajagc synteze bialek. Efektem fenotypowym null alleli sg puste obszary na
obrazie elektroforetycznym w strefach odpowiadajacych locus, w ktorym wystgpita
mutacja. Wsrdd badanych mieszancow obserwowano genotypy zawierajace: null allel na
chromosomie 1D, blok G/i DI-1.2 (homozygoty) oraz formy wykazujace posrednia
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intensywnos$¢ prazkow odpowiadajace genotypowi heterozygoty (Gli D1-1.2 + null) (rys.
6 A). Jednakze w wykonanym doswiadczeniu czgstotliwosci obserwowane dla
poszczegdlnych wariantow znacznie odbiegaty od stosunku 1:2:1 przy niemal dwukrotnie
wigkszej liczbie homozygot typu G/i D1-1.2 niz heterozygot i null alleli tgcznie (tab. 5).

Tabela 5
Procentowy udzial genotypéw mieszancowych zréznicowanych pod wzgledem gliadyn warunkowanych
chromosomem 1D
Contribution of genotypes differentiated in regard of gliadin proteins coded by the chromosome 1D in
analyzed hybrid population

Locus Gli D1 Procent populacji ‘
Percentage of population
GliDI-1.2 60,51
Gli DI-1.2 + Gli DI-null 16,30
Gli D1- null 15,58
GliDI-1.3 5,80
GliDI-2 1,81

100

Na podstawie uzyskanych wynikéw trudno byloby jednoznacznie stwierdzi¢, jakie sa
przyczyny tak znacznego odstepstwa od mendlowskiego stosunku rozszczepien.
Teoretycznie mozna przyja¢ hipotezg, iz w badaniach obserwowano funkcjonowanie
mechanizmu naprawczego, ktory znosi efekt mutacji i wtornie przeksztalca ,,stop kodon”
w kodon wiasciwy dla glutaminy, dzigki czemu nastepuje odblokowanie biosyntezy bialek.
Podobny przypadek zostat opisany w pracy innych autorow (Hsia i Anderson, 2001). Za
stusznoscig przedstawionej hipotezy przemawia tez znacznie podwyzszona czgstotliwose
homozygot zawierajagcych wariant kodujacy czyli blok G/i DI-1.2. Inng przyczyna
obserwowanego zjawiska moga by¢ daleko posuniete zmiany w budowie genu (by¢ moze
nawet chromosomu), ktorych efektem sg zaburzenia mejozy i — w konsekwencji —
stwierdzone odstgpstwa od teoretycznego stosunku rozszczepien.

Wsérdéd mieszancow pojawialy si¢ takze biatka niespecyficzne dla uzytych
komponentéw rodzicielskich. Byty to: blok Gli DI-2 (rys. 6 B) oraz nowa kombinacja
bialek, w ktorej frakcje m-1.2 charakterystyczne dla bloku Gli DI-1 wystgpowaty tacznie
z frakcja y typowa dla bloku Gli DI-1.2 (rys. 6 C). Obserwowane uklady biatek sa
prawdopodobnie efektem rekombinacji wewnatrzgenowej. Jej pojawienia si¢ mozna
oczekiwa¢ wsrdd materiatdw hodowlanych, dlatego nowa kombinacj¢ prazkéw w grupie
chromosomu 1D wprowadzono do katalogu i oznaczono symbolem Gli DI-1.3.
Wymienione, niespecyficzne bloki wystepowaly w pojedynczych przypadkach co mogloby
sugerowac, iz stanowig one domieszke obcych materiatow. Taka mozliwos¢ wyklucza
jednak specyfika pozostalych fragmentdéw elektroforegramu, w ktorych obserwowane
frakcje gliadyn byly typowe dla form rodzicielskich.
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Rys. 6. Obrazy elektroforetyczne bialek gliadynowych u mieszancow F2 pochodzacych z kombinacji krzyzowan linii Nepal 1 (Nep) i KBH 499
(Sp). A. Zréznicowanie bialek kontrolowanych chromosomem 1D. a. homozygota Gli DI -1.2; b. heterozygota (Gli D1 -1.2 + Gli DI —null); c.
homozygota Gli DI —null. B i C. Poréwnanie w-gliadyn. a. blok G/i DI -1.2 (linia KBH 499); b. niespecyficzne dla uzytych komponentéow
rodzicielskich bloki Gli D1 -2 (B) oraz Gli DI -1.3 (C)

Fig. 6. Electrphoregrams of gliadin proteins observed in F2 hybrid genotypes coming from cross combination between lines Nepal 1 and KBH
499. A. differentiation of proteins coded by the locus on the chromosome 1D. a. homozygote Gli DI -1.2; b. heterozygote (Gli D1 -1.2 + Gli D1
—null); c. homozygote Gli DI —null. B and C. Comparison of w-gliadins. a. gliadin block G/i D1-1.2 (line KBH 499). b. gliadin blocks Gli D1-2
(B) and Gli DI -1.3 (C) do not appear in any of the parental lines
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Wszystkie prazki w obrebie nowych blokéw scharakteryzowano na podstawie
wskaznika Rm, ktory informuje o wzglednej predkosci migracji badanych biatek w
stosunku do prazka stanowigcego punkt odniesienia (tab. 6). Znajduje si¢ on w centralne;j
strefie obrazu i jest sktadnikiem blokéw kontrolowanych chromosomem 1D. U wigkszosci
form pszenicy heksapolidalnej wystepuje w identycznej pozycji co znacznie ulatwia
okreslenie lokalizacji innych prazkow na schematach graficznych. W przyjetej metodzie
obliczania Rm frakcje znajdujace si¢ powyzej punktu odniesienia przyjmujg wartosci
mniejsze, za$ ponizej — wartosci wieksze od jednosci co oznacza, ze warto$¢ wskaznika
Rm ro$nie proporcjonalnie wraz ze wzrostem predkosci migracji biatek.

Tabela 6
Charakterystyka zidentyfikowanych blokéw bialek gliadynowych na podstawie wspélczynnika
wzglednej predkosci elektroforetycznej frakeji (Rm)
Characteristics of gliadin blocks based on relative electrophoretic mobilities of analyzed protein bands

(Rm)
Numer bloku gliadyn Symbol prazka
Locus Number of gliadin block Symbol of the band Rm
Gli Bl 7 Nep 1 0,52
Gli BI 7 Nep 3 0,72
Gli Bl 7 Nep 4 0.97
Gli B2 5 Nep 5 1,05
Gli B2 5 Nep 6 1.08
Gli B2 5 Nep 7 IRE
Gli B2 5 Nep 9 128
Gli B2 5 Nep 10 135
Gli B2 5 Nep 11 1.43
Gli D2 4 Nep 8 124
Gli D2 4 Nep 10 135
Gli D2 4 Nep 11 1.43

Nowe bloki, zidentyfikowane w trakcie opisanych badan wprowadzono do katalogu,
zwigkszajac tym samym zakres zmiennosci alleli gliadynowych w loci Gli B1, Gli D1, Gli B2
oraz Gli D2 (rys. 7). Frakcje wchodzace w sktad nowych blokow sg nietypowe dla odmian i
rodow pszenicy badanych w Polsce, a nawet w Europie. Na szczegdlng uwage zashuguje blok
Gli Bl-7, ktérego budowa znacznie odbiega od innych wariantow biatkowych w grupie
chromosomu 1B. Stanowi to ceche korzystng, ulatwiajaca jego identyfikacj¢ wsrdd materiatow
hodowlanych. Unikalny charakter G/i B1-7 dodatkowo potwierdza fakt, iz nie znalazt si¢ on w
katalogu Metakowskiego, ktory stanowi — obecnie — najliczniejszy zbior blokdéw opisanych
na podstawie analizy genetycznej (Metakovsky, 1991 a).

Charakterystyka nowych kombinacji biatek gliadynowych jest pierwszym etapem badan
nad okresleniem ich zwigzku ze zmiennoscig cech uzytkowych — glownie cech jakosci
technologicznej odmian i rodéw pszenicy. Stwierdzenie takich zalezno$ci ma kluczowe
znaczenie z punktu widzenia mozliwosci praktycznego zastosowania blokow gliadyn i
decyduje o tym czy obraz elektroforetyczny bedzie tylko miernikiem zmiennosci genetycznej
w populacjach mieszancowych, czy tez bedzie efektywnym markerem biochemicznym,
utatwiajagcym wybor korzystnych genotypow na wezesnych etapach hodowli.
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Rys. 7. Katalog blokow biatek gliadynowych. Nowe bloki opisane w pracy znajdujg si¢ w grupach chromosomoéw 1B (Gli B1 -7), 1D (Gli DI -
1.3, 6B (Gli B2 -5) oraz 6D (Gli D2 -4). Dla kazdej rodziny blokéw zaznaczono skale wartosci wskaznika Rm obok schematu odmiany
wzorcowej Begra
Fig. 7. Catalogue of gliadin protein blocks. Novel gliadin blocks described in the paper are placed in groups of chromosomes 1B (Gli B1 -7),
1D (Gli DI -1.3, 6B (Gli B2 -5) and 6D (Gli D2 -4). Scale of relative mobility values (Rm) and the patterns of electrophoretic bands for cultivar
Begra are referred to each family of the blocks
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