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Identyfikacja puroindolinowych alleli
w krajowych odmianach pszenicy
przy zastosowaniu markeréw molekularnych

Identification of puroindoline alleles in Polish wheat cultivars by molecular markers

Twardos¢ endospermu odgrywa wazng role w charakterystyce jakoSciowej ziarna pszenicy
uprawnej (Triticum aestivum L.) i ma znaczacy wplyw na mielenie, wypiek i jakos¢ koncowa produktu.
Zmienno$¢ genowej sekwencji oraz mutacje dwoch puroindolinowych gendw (Pina-D1 i Pinb-D1I),
zlokalizowanych w lokus Ha na chromosomie 5D, w wickszo$ci wyjasniaja zakres zmiennosci tekstury
pszenicznych ziarniakoéw. Celem przedstawionych badan byto charakteryzowanie form allelicznych
puroindolinowych gendw w odmianach pszenicy zarejestrowanych w Polsce. Lacznie dla 69 odmian
przeprowadzono pomiary SKCS twardosci ziarna oraz zidentyfikowano obecno$¢ puroindolinowych
alleli stosujac markery molekularne. Na podstawie $rednich wartosci SKCS twardosci, 8 odmian
zakwalifikowano do twardego typu pszenic, 60 odmian do posredniego oraz 1 odmian¢ do migkkiego.
Wszystkie krajowe odmiany posiadaty allel Pina-D1a. Do rozrdznienia alleli genu Pinb-D1, produkty
PCR tego genu rozkladano na mniejsze fragmenty stosujac enzym restrykcyjny BsrBl. Wsro6d badanych
prob, 35 odmian posiadalo allel dzikiego-typu Pinb-Dla.

Stowa kluczowe: enzym restrykcyjny, PCR, pszenica, puroindoliny, twardo$¢ ziarna, zmienno$¢
alleliczna

Endosperm hardness plays an important role in quality characteristics of cultivated wheat (7riticum
aestivum L.) and has a significant effect on milling and baking processes and on the quality of the final
product. Gene sequence variation and mutations to the two puroindoline genes (Pina-D1 and Pinb-D1),
located at the Ha locus on the chromosome 5D, account for the majority of variation in wheat kernel
texture. The objective of the presented study was to characterize the allelic forms of puroindoline genes
in Polish wheat cultivars. For a total of 69 wheat cultivars the measurement of SKCS grain hardness
was performed, and puroindoline alleles were identified by molecular markers. On the basis of mean
SKCS hardness eight cultivars were classified as a hard type, 60 cultivars as a mixed one and one as a
soft type. In all the cultivars the Pina-Dla allele was identified. To identify alleles of Pinb-DI gene,
PCR product of this gene was digested to small fragments by BsrBI restriction enzyme. Among the
grain samples, 35 cultivars were found to possess the wild-type Pinb-D1a allele.

Key words: allelic variation, kernel hardness, PCR, puroindolines, restriction enzyme, wheat
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WSTEP

Tekstura endospermu tj. twardo$¢ lub migkko$¢ ziarna jest wazng cecha determinujgca
szereg wlasnos$ci technologicznych, majaca bezposredni wptyw na warto$¢ przemiatowa,
warto$¢ wypiekowa (wodochlonno$¢, test sedymentacyjny, objetos¢ chleba w probnym
wypieku) oraz koncowa jakos¢ produktu. Maka z twardego ziarna pszenicy nadaje si¢ do
wypieku chleba, natomiast ziarna migkkie bardziej do wypieku ciast i ciastek (Morris 1
Rose, 1996).

Twardo$¢ ziarna pszenicy w znacznym stopniu determinowana jest kompleksem biatek
friablinowych. W sktad frakcji friablinowej wchodza glownie puroindoliny oraz biatka
GSP-1. Geny kodujace t¢ klase bialek sg silnie sprzezone i wystepuja w genomie D
pszenicy. Twardos¢ ziarna jest w znacznym stopniu kontrolowana przez gen Ha (Hardness)
zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 5D (gen dominujgcy Ha determinuje
ziarno migkkie, a allel recesywny ziarno twarde) (Law 1 in., 1978; Giroux i Morris, 1997,
1998). Obecno$¢ tego genu nie tlumaczy jednak calego spektrum zmiennos$ci
obserwowanej w twardos$ci ziarna (Sourdille i in., 1996; Perretant i in., 2000). Geny trzech
polipeptydéw (puroindoliny-a, puroindoliny-b i biatka GSP-1) zostaly zidentyfikowane
jako S$cisle zwigzane z genem Ha (Gazza i1 in., 2005). Geny zlokalizowane na
chromosomach 5DS (Pina-D1 i Pinb-DI) kodujace bialka puroindolinowe sa ogélnie
uznawane jako markery genetyczne tekstury endospermu ziarna pszenicy (Swan i in.,
2006). Dotychczas zidentyfikowano dziewie¢ alleli genu Pina-D1: Pina-Dla — kodujacy
dziki-typ, Pina-D1b — nullowa forma (twarde ziarno) i Pina-DIc-h, o (Giroux i Morris,
1997; Massa i in., 2004; Chen i in., 2006). W locus Pinb-D1 wyrdznia si¢ obecnie 17 alleli
ro6znigcych si¢ miedzy soba pojedynczymi nukleotydowymi mutacjami (Lillemo i Morris,
2000; Morris i in., 2001; Chang i in., 2006; Chen i in., 2007; Li i in., 2007; Wang i in.,
2008). Bielmo migkkie wystgpuje wtedy kiedy w obydwu genach znajduja si¢ allele
dominujace (Pina-D1a, Pinb-D1a), natomiast bielmo twarde jest efektem mutacji jednego
lub obydwu genow.

Glownym celem pracy byta identyfikacja form allelicznych gendéw Pina i Pinb
kodujacych biatka puroindolinowe odpowiedzialne za twardo$¢ ziarna w krajowych
odmianach pszenicy przy zastosowaniu markeréw molekularnych. Uzyskane dane
porownano z wynikami oznaczonymi na podstawie pomiaru twardo$ci ziarna technika
SKCS, celem oceny przydatnosci zastosowanych markerow molekularnych dla praktyki.

MATERIAL I METODY

Material roslinny

Badania objely 69 odmian pszenicy zwyczajnej ozimej i jarej znajdujace si¢ w
Krajowym Rejestrze Odmian Roslin Uprawnych w roku 2007/2008 wyhodowanych w
Hodowli Roslin Strzelce oraz 14 wzorcowych odmian pochodzgcych z Kanady, USA i
Australii (AC Corine, Amazon, Bellevue, Benhur, Chinese Spring, Fortuna, Franklin,
Galaxie, Glenavon, Glenlea, Norvin, Super X, Wildcat oraz Yecora Royo).
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Pomiar twardo$ci ziarna

Do pomiaru twardo$ci ziarna zastosowano Perten Single Kernel Characterization
System (SKCS) 4100 (firmy Perten Instruments AB, Huddinge, Sweden), postepujac
zgodnie z normag AACC Metod 55-31. Wskazniki SKCS twardosci uzyskiwano kruszac
300 oczyszczonych, niepolamanych ziarniakéw dla kazdej z badanych odmian. Na pod-
stawie wyznaczonych warto$ci $rednich dla 300 pomiaréw (SKCS indeks) oraz wielko$ci
odchylen standardowych przeprowadzono klasyfikacje twardo$ci ziarniakow poszcze-
gblnych odmian pszenicy do trzech klas: pszenic migkkich (srednia wartos¢ SKCS <40),
posrednich ($rednia warto§¢ SKCS od 40 do 60) oraz twardych (SKCS >60). Dodatkowo
na podstawie rozkladu danych dla pojedynczych ziarniakow wyrdzniono cztery klasy
twardo$ci ziarniakow w nastepujacych przedziatach <33, 34-46, 47-59, >60 jednostek
pomiarowych.

Ekstrakcja DNA i analizy PCR

Izolacje genomowego DNA z tygodniowych siewek przeprowadzono wg
zmodyfikowanej procedury Horn i Rafalski (1992). Na kazdg probe sktadato si¢ piec roslin.
Ekstrakty byly doprowadzane do stezenia 100 ng/ul 1 przechowywane w -20°C.

Amplifikacja DNA przebiegata w roztworze reakcyjnym (25ul) zawierajgcym: 1x bufor
(Qiagen), 2mM MgCl,, 200mM kazdego z ANTP, 0,2mM kazdego ze starteréow, 50 ng
genomowego DNA oraz 0,5U HotStar Taq Polimerazy (Qiagen). Reakcje przeprowadzono
w termocyklerze PTC200 (MJ Research, USA) w warunkach: 95°C 15 min; 35 cykli: 94°C
1 min, 48-58°C 1 min (zgodnie z Tm starteréw), 72°C 2,30 min; 72°C 10 min. Produkty
PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny przy napieciu 80
V w buforze TBE i wizualizowano na transiluminatorze w $wietle UV.

Produkty PCR wielkosci 469 bp uzyskane w wyniku amplifikacji przy zastosowaniu
pary starterow HD3 trawiono enzymem restrykcyjnym BsrBI (Dubcovsky i in., 1999).
Inkubacja 30 ul mieszaniny reakcyjnej zawierajacej enzym restrykcyjny BsrBI, 10x bufor
Tango oraz mieszaning PCR, przebiegala 3 godziny w temperaturze 37°C. Denaturacje
prowadzono w temperaturze 65°C przez 20 min. Strawione produkty frakcjonowano w 2%
zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny przy napigciu 80 V w buforze TBE i
wizualizowano na transiluminatorze w $wietle UV.

WYNIKI I DYSKUSJA

Rozklad SKCS twardosci ziarna krajowych odmian pszenicy

Na podstawie SKCS indeksu twardosci ziarna (wartos¢ $rednia dla 300 ziarniakow) 8
odmian pszenicy zostalo zakwalifikowanych jako twarde, 60 jako posrednie oraz jedna
jako migkka (odmiana Rapsodia). Dla poszczegolnych odmian SKCS indeks twardosci
wahat si¢ od 14,34 (odm. Rapsodia) do 68,86 (odm. Brillant), przy czym dla wigkszosci
krajowych odmian SKCS indeks wynosit od 40 do 50 jednostek. Kwalifikujac odmiany w
oparciu o rozklad danych dla poszczegoélnych ziarniakéw do klasy pszenic twardych
zaliczono 8 odmian, $rednio-twardych 28 odmian, $rednio-mickkich 30 odmian oraz
migkkich — 3 odmiany (tab. 1). Lillemo i Morris (2000) badajac m.in. 179 europejskich
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odmian pszenic rowniez wskazywali na niski udzial odmian o typowo mickkich
ziarniakach.

Tabela 1
Czestotliwo$¢ wystepowania klas SKCS twardoSci ziarna w krajowych odmianach pszenicy
Frequency distribution for SKCS grain hardness of Polish wheat cultivars

A
SKCS klasy twardo$ci ziarna (warto$¢ srednia)
Mean SKCS grain hardness classes
Miekkie Posrednie Twarde
(Soft) (Mixed) (Hard)
<40 40-60 > 60
1 (1,5 %) 60 (86,9 %) 8 (11,6 %)
B

Klasy twardosci wg rozktadu twardosci pojedynczych ziarniakow
Hardness classes according to distribution of individual grain hardness data

Miekkie Srednio-migkkie Srednio-twarde Twarde
(Soft) (Mixed-soft) (Mixed-hard) (Hard)
<33 34-46 47-59 >60

3(4,3 %) 30 (43,5 %) 28 (40,6 %) 8 (11,6 %)

Zmienno$¢ alleliczna genéw Pina-D1 i Pinb-D1 w krajowych odmianach pszenicy

W prezentowanych badaniach zastosowano 9 zestawow starterOw opracowanych na
podstawie znajomosci pojedynczych nukleotydowych mutacji sekwencji DNA kodujacych
biatka puroindolinowe pszenicy (tab. 2) (Caparelli i in., 2003; Chang i in., 2006; Chen i in.,
2006, 2007; Li i in., 2007).

Tabela 2
Zestawienie markeréw molekularnych do identyfikacji puroindolinowych alleli pszenicy
List of markers for identification of puroindoline alleles in wheat cultivars

Nazwy starterow: Sekwencje starterow (5°-3°): Allele/geny | Wielko$¢ produktéw
Names of primers: Forward and reverse primer sequences (5°- 3°): Alleles/genes Product size of
HD1 5’- ATG AAG GCCCTCTTCCTCA-3 Pina-Dla 447 bp

5°- TCA CCA GTA ATA GCCAATAGTG-3

5_CAT CTA TTC ATC TCC ACC TGC - 3’ A
HD2 5’- GTG ACA GTT TAT TAG CTA GTC -3’ Pina-Dla 324 bp

5-ATG AAG ACC TTA TTC CTC CTA - 3° )
HD3 5’- GGC ACG AAT AGA GGC TAT ATC A - 3° Pinb-D1 469 bp

5 TTG AAA ACA TGA AGA CCTTAT T -3 .
HD4 5~ GAG GAG GCT ATA TCA TCA CCA GTA A -3’ Pinb-DI 524 bp

5_GAG CCT CAA CCC ATC TAT TCA TC - 3° .
HD3 5. CAA GGG TGA TTT TAT TCA TAG - 3’ Pinb-DI 397 bp

5 ATG AAG ACC TTA TTC CTC CTA - 3’ )
HD6 5°- CCT CAT GCT CAC AGC CGC C - 3° Pinb-Dla 250 bp

5_ATG AAG ACC TTA TTC CTC CTA -3 A
HD7 5’- CCT CAT GCT CAC AGC CGC T - 3’ Pinb-D1b 250 bp

5 ATG AAG ACC TTA TTC CTC CTA - 3 A
HD8 5’- CTC ATG CTC ACA GCC GCT - 3’ Pinb-Dla 223 bp

5_ ATG AAG ACC TTA TTC CTC CTA - 3° .
HD9 5’- CTC ATG CTC ACA GCC GCC - 3° Pinb-D1b 223 bp
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Markery weryfikowano stosujac wzorcowe odmiany zawierajagce poszczegdlne warianty
gendw Pina-DI1 i Pinb-D1. Dwa zestawy starterow HD1 1 HD2 (tab. 2) postuzyly do
identyfikacji edmien posiadajgcych allel Pina-Die, dajac odpowiednio produkty
amplifikacji o wielkosci 447 bp i 524 bp (rys. 1).

7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 1920 21 22 23 24 M

Rys. 1. PCR produkt uzyskany przy zastosowaniu zestawu starteréw HD1 charakterystyczny dla allela
Pina-Dla. Linie: M-100 bp DNA Ladder (Promega); 1- Alcazar, 2- Cytra, 3- Stawa, 4- Sukces, 5-
Figura, 6- Franklin, 7- Amazon, 8- Fortuna, 9- Yecora Royo, 10- Mewa, 11- Kobiera, 12- Henika, 13-
Slade, 14- Wildcat, 15- Glenlea, 16- Sakwa, 17- Chinese Spring, 18- Rubens, 19- Radunia, 20- Tonacja,
21- Super X, 22- AC Corine, 23- Hewilla, 24- Koksa. Odmiany pszenicy zawierajace allel Pina-D1a
ujawnialy fragment wielkosci 447 bp
Fig. 1. PCR product of primer set HD1 specific for Pina-D1a. Lanes: M-100 bp DNA Ladder
(Promega); 1- Alcazar, 2- Cytra, 3- Stawa, 4- Sukces, 5- Figura, 6- Franklin, 7- Amazon, 8- Fortuna, 9-
Yecora Royo, 10- Mewa, 11- Kobiera, 12- Henika, 13- Slade, 14- Wildcat, 15- Glenlea, 16- Sakwa, 17-
Chinese Spring, 18- Rubens, 19- Radunia, 20- Tonacja, 21- Super X, 22- AC Corine, 23- Hewilla, 24-
Koksa. Wheat cultivars containing Pina-DI1a show a DNA

3d4iibp —

245bp

129bp
O5hp -

Rys. 2. Identyfikacja alleli Pinb-D1a i Pinb-D1b przy uzyciu enzymu restrykcyjnego BsrBI. Linie: M-
100 bp DNA Ladder (Promega); 1- Nutka, 2- Broma, 3- Hewilla, 4- Milvus, 5- Pasteur, 6- Muza, 7-
Nawra, 8- Chinese Spring, 9- Franklin, 10- Jubilatka, 11- Batuta, 12- Brillant, 13- Bombona, 14-
Rapsodia, 15- Zadra, 16- Galaxie, 17- Trend, 18- Dorota, 19- Bogatka, 20- Zura, 21- Tybalt, 22-
Finezja, 23- Benhur, 24- Ludwig. BsrBI rozklada produkt PCR (469 bp) na dwa fragmenty (340 bp,
129 bp) dla Pinb-D1a lub trzy fragmenty (245 bp, 129 bp i 95 bp) dla Pinb-D1b
Fig. 2. Identification of Pinb-D1a or Pinb-D1b using restriction enzyme BsrBI. Lanes: M-100 bp DNA
Ladder (Promega); 1- Nutka, 2- Broma, 3- Hewilla, 4- Milvus, 5- Pasteur, 6- Muza, 7- Nawra, 8-
Chinese Spring, 9- Franklin, 10- Jubilatka, 11- Batuta, 12- Brillant, 13- Bombona, 14- Rapsodia, 15-
Zadra, 16- Galaxie, 17- Trend, 18- Dorota, 19- Bogatka, 20- Zura, 21- Tybalt, 22- Finezja, 23- Benhur,
24- Ludwig. BsrBI digests the PCR product (469 bp) to two fragments (340- and 129 bp) for Pinb-Dla
or three fragments (245-, 129- and 95 bp products) for Pinb-D1b allele
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Produktow PCR nie otrzymywano u odmian z forma nullowa tego genu (allel Pina-
D1b). Uzyskane dane potwierdzajg informacje wczesniej przedstawione przez Lillemo i
Morrisa (2000), ktorzy wsrod 179 europejskich pszenic tylko u jednej odmiany stwierdzili
obecno$¢ allelu Pina-D1b. Allel Pina-D1b zidentyfikowano natomiast u 8 odmian
wzorcowych pochodzacych z USA, Kanady i Australii (tab. 3). Warianty alleliczne genu
Pinb-D1 wykrywano stosujac siedem par starterow (HD3-HD9) (tab. 2). Zestawy HD3-
HDS5 dawaty kolejno produkty PCR wielko$ci 469 bp, 524 bp i 597 bp u wszystkich
badanych odmian, potwierdzajac obecnos¢ genu Pinb-D1, lecz nie rozrdzniaty jego form
allelicznych. Do identyfikacji alleli tego genu zastosowano enzym restrykcyjny BsrBl. W
wyniku analizy restrykcyjnej produktu PCR wielkosci 469 bp otrzymano dwa profile
prazkowe (rys. 2). Produkty wielkosci 340 bp i 129 bp wyr6znialty odmiany posiadajace
allel Pinb-Dla. Profil trzech prazkow wielkosci 245 bp, 129 bp oraz 95 bp wyrdzniat
odmiany z mutacjg tego genu i charakteryzowal pszenice z allelem Pinb-D1b, ktory
wystgpowat u 31 badanych form (tab. 3). Wyniki analizy restrykcyjnej potwierdzity reakcje
PCR z zastosowaniem kolejnych par starterow. Zestawy HD6 1 HD7 roznicowaty odmiany
z allelami Pinb-Dl1a i Pinb-D1b amplifikujac produkty wielkosci 250 bp (rys. 3).

M 1,234 567800123 45 67891011

2

M

Rys. 3. Pary starterow HD6 i HD7 amplifikuja charakterystyczny fragment PCR wielkos$ci 250 bp
odpowiednio dla alleli Pinb-D1a (A) i Pinb-D1b (B). Linie: M-100 bp DNA Ladder (Promega); 1-
Parabola, 2- Franklin, 3- Nutka, 4- Zyta, 5- Mikula, 6- Clever, 7- Bryza, 8- Yecora Royo, 9- Almari, 10-
Boomer, 11- Chinese Spring, 12- Ostka Strzelecka
Fig. 3. HD6 and HD7 primer pairs produce a characteristic PCR fragment of 250 bp for the alleles
Pinb-D1a (A) and Pinb-D1b (B), respectively. Lanes: M-100 bp DNA Ladder (Promega); 1- Parabola,
2- Franklin, 3- Nutka, 4- Zyta, 5- Mikula, 6- Clever, 7- Bryza, 8- Yecora Royo, 9- Almari, 10- Boomer,
11- Chinese Spring, 12- Ostka Strzelecka

Podobnie pary starterow HD8 i HD9 jednoznacznie identyfikowaty te allele dajac prazki
wielkosci 223 bp (tab. 1). Reasumujgc, frekwencja poszczegdlnych alleli
puroindolinowych w badanym materiale ksztaltowata si¢ nastepujaco: u wszystkich 69
odmian pszenicy zarejestrowanych w Polsce wystgpowat allel Pina-Dla, 35 odmian
posiadato allel Pinb-D1a, natomiast allel Pinb-D1b zidentyfikowano u 34 badanych form
(tab. 3).

98



Monika Langner ...

Tabela 3

Sklad puroindolinowych alleli loci Pina-D1 and Pinb-D1 zidentyfikowanych w badanych odmianach

pszenicy

Allele compositions at the puroindoline loci Pina-D1 and Pinb-D1 in investigated wheat cultivars

Odmiany pszenicy zwyczajnej z allelami Pina-Dl1a i Pinb-Dla
Common wheat cultivars with alleles Pina-D1a and Pinb-Dla

Alkazar (M/S) Clever (M/S) Korweta (M/S) Stawa (M/S)
Biscay(M/S) Cytra (M/S) Milvus (M/S) Sukces (M/S)
Bellevue (S) Galaxie (S) Monsun (M/S) Tonacja (M/H)
Benhur (S) Garantus (M/S) Naridiana (M/S) Trend (M/S)
Bogatka (M/S) Hewilla (M/H) Nutka (M/H) Tybalt (M/S)
Bombona (M/H) Izyda (M/S) Olcha (S) Zadra (M/S)
Boomer (M/S) Jawa (M/S) Parabola (M/H) Zorza (S)
Broma (M/S) Jubilatka (M/S) Pasteur (M/S) Zura (M/S)
Bryza (M/S) Kaja (M/S) Radunia (M/S) Zyta (M/S)
Chinese Spring (S) Koksa (M/S) Rapsodia (S)

Odmiany pszenicy zwyczajnej z allelami Pina-Dl1a i Pinb-D1b

Common wheat cultivars with alleles Pina-D1a and Pinb-D1b
Almari (M/H) Franklin (H) Mikula (M/H) Partyzan (H)
Anthus (M/H) Fregata (M/H) Monsun (M/H) Rubens (M/H)
Batuta (M/H) Henika (M/H) Muza (M/H) Sakwa (M/H)
Brillant (H) Kobiera (M/H) Nadobna (M/H) Slade (M/H)
Buteo (M/H) Legenda (M/H) Nateja (M/S) Tortija (M/H)
Dorota (M/H) Ludwig (M/H) Nawra (M/S) Trappe (H)
Figura (H) Markiza (H) Norvin (H) Turkis (M/H)
Finezja (M/H) Meteor (H) Oliwin (M/H) Wydma (H)
Flair (M/H) Mewa (M/S) Ostka Strzelecka (H) Zawisza (M/H)

Odmiany pszenicy zwyczajnej z allelami Pina-D1b i Pinb-Dl1a

Common wheat cultivars with alleles Pina-D1b and Pinb-Dla
AC Corine (H) Fortuna (H) Glenlea (H) Super X (H)
Amazon (H) Glenavon (H) Yecora Royo (H) Wildcat (H)

Oznaczenie twardosci (S- migkkie, M-$rednie, H- twarde) w oparciu o rozktad danych dla poszczegdlnych ziarniakow
Hardness (S - soft, M - mixed, H - hard) marked on basis of data distribution for individual grains
Kursywa oznaczono zagraniczne odmiany wzorcowe; Foreign standard cultivars are distinguished by italic characters

Poréownanie wynikow oznaczen twardosci ziarniakow wykonanych metodg SKCS z
danymi uzyskanymi przy zastosowaniu markerow molekularnych (tab. 3) wskazuje na
przydatno$¢ markeréw w praktyce hodowlanej. W zdecydowanej wigkszosci przypadkow
krajowe odmiany zawierajgce allele Pina-Dla i Pinb-Dla charakteryzuja sg bardziej
mickkim ziarnem niz odmiany posiadajace allele Pina-DlIa i Pinb-D1b. Uzyskane dane sg
zgodne z doniesieniami literaturowymi (Lillemo i Morris, 2000; Morris i in., 2001; Gazza
iin., 2005; Swan i in., 2006; Liiin., 2007; Wang i in., 2008). Z uwagi na fakt ze wickszos¢
krajowych odmian pszenicy wykazuje twardo$¢ posrednia, dla lepszego réznicowania
odmian pod wzgledem twardosci, nalezy w dalszych badaniach zastosowa¢ nowe zestawy
markeréw molekularnych uwzgledniajagce wystepowanie mutacji w obu genach
kodujacych biatka puroindolinowe.

WNIOSKI

1. Znaczng wigkszo$¢ zarejestrowanych w Polsce odmian pszenicy nalezy zaliczy¢, na
podstawie indeksu SKCS twardosci do posredniej klasy twardosci ziarna z wyjatkiem
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dwoch odmian; Rapsodia, ktéra posiada ziarniaki typowo migkkie oraz Brillant —
ziarniaki typowo twarde.

2. W badanych odmianach migkki, dziki-typ puroindolin a i b (Pina-Dla i Pinb-Dla)
stwierdzono u potowy krajowych odmian pszenic (35 odmian).

3. Przedstawione wyniki potwierdzaja, ze zastosowane dwa zestawy markerow
molekularnych umozliwiajace identyfikacje czterech form allelicznych genoéw Pina
(Pina-Dla 1 Pina-D1b) oraz Pinb (Pinb-Dla i Pinb-D1b) kodujacych bialka
puroindolinowe moga by¢ przydatne we wstepnej ocenie twardosci/mickkos$ci ziarna
pszenicy.
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