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Biatka gluteninowe o niskiej masie
czasteczkowej jako markery biochemiczne
w hodowli pszenicy

Low molecular weight glutenins as biochemical markes in wheat breeding

Opracowano nowg metode rozdziatu biatek gluteninowych o niskiej masie czasteczkowej (LMW
GS) w oparciu o zasad¢ stopniowej ekstrakcji biatek ziarniakoéw pszenicy, przy uzyciu 50%
izopropanolu. Do badan wybrano dziewigtnascie odmian i rodéw pszenicy ozimej o znanym sktadzie
podjednostek biatek gluteninowych o wysokiej masie czasteczkowej (HMW GS) i zréznicowanych
pod wzgledem wtasciwosci technologicznych maki. LMW GS ekstrahowano z maki i pojedynczych
ziarniakow wybranych genotypéw i analizowano metodg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym.
Wsréd poszezegdlnych odmian irodéw obserwowano od osmiu do dziesigciu prazkow elektro-
foretycznych roznigcych si¢ pod wzgledem masy czasteczkowej i wystepujacych w réznych
kombinacjach, specyficznych dla badanych genotypéw. Analizowano zréznicowanie podjednostek
LMW GS w grupach odmian i rodéow rézniacych si¢ pod wzgledem HMW GS (5+10 i2+12) oraz
jakoscig technologiczna. Zidentyfikowano szereg frakcji w strefie biatek o wigkszej predkosci
migracji, roéznicujacych odmiany wysoko- iniskojakosciowe. Sugeruje to istnienie zwigzku
genetycznego pomigdzy LMW GS, a cechami jako$ciowymi badanych form pszenicy.

Stowa kluczowe: biatka gluteninowe o niskiej masie czgsteczkowej (LMW GS), biatka gluteninowe
o wysokiej masie czasteczkowej (HMW GS), elektroforeza PAGE, liczba
sedymentacji

A method of low molecular weight glutenins (LMW GS) separation based on sequential extraction
of wheat kernel proteins with 50% isopropanol was worked out. Nineteen cultivars and strains of winter
wheat of known high molecular weight glutenin (HMW GS) composition and variable in flour
technological properties were investigated. LMW GS extracted from flour and single kernels of chosen
genotypes were resolved in polyacrylamide gel electrophoresis. Eight to ten protein bands differing in
molecular weight and specific for individual wheats were observed. Differences in LMW GS
composition between high and low quality cultivars in groups containing HMW GS 5+10 and 2+12
were analyzed. A number of protein bands differentiating high and low quality genotypes were
identified. A possible relationship between LMW GS polymorphism and quality was discussed.

Key words: low molecular weight glutenin subunits (LMW GS), high molecular weight glutenin
subunits (HMW GS), PAGE electrophoresis, sedimentation value
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WSTEP

Gluteniny stanowig grupe bialek zapasowych odgrywajacych kluczowsg rolg
w ksztattowaniu cech jakosciowych pszenicy. Powszechnie akceptowany jest poglad, iz
wlasciwosci reologiczne kompleksu glutenowego zwigzane sa z wystgpowaniem lub
brakiem okreslonych podjednostek tych biatek.

Przyjmujac za podstawe klasyfikacji mas¢ czasteczkowg podjednostek (a co za tym
idzie ich predkos¢ migracji w zelu poliakryloamidowym) gluteniny dzieli si¢ na frakcje
o wysokiej (HMW GS) oraz o niskiej (LMW GS) masie czasteczkowej (Payne 1 Corfield,
1979). O ile frakcje HMW GS zostaty stosunkowo doktadnie poznane i opisane zardéwno
pod wzgledem sposobu ich dziedziczenia jak tez zwiazku z jakoscig technologiczna, o tyle
frakcje LMW GS sa wciaz przedmiotem badan i dyskusji. Stanowia one specyficzng grupg
biatek glutenowych. Pod wzgledem budowy chemicznej lokuja si¢ pomigdzy -
gliadynami, a HMW GS (Beckwith, 1966). Od tych pierwszych roznig si¢ gltownie
obecno$cig reszt cysteiny, dzigki ktérym moga lgczy¢ si¢ za posrednictwem wigzan
disulfidowych (SS), atym samym tworzy¢ diuzsze tancuchy biatkowe zbudowane
z wigkszej liczby polipeptydow. Ta cecha z kolei zbliza je do HMW GS, od ktorych roznig
si¢ jednak nizsza masa czasteczkowa (Wrigley, 1996).

LMW GS wykazujg rowniez specyfike pod wzgledem genetycznych uwarunkowan
syntezy polipeptydow. Trzy grupy loci warunkujacych podjednostki LMW GS zbudowane
sa z kilku silnie sprzezonych gendéw zlokalizowanych gtéwnie na krotszych ramionach
chromosomow 1A, 1B i 1D w bliskim sgsiedztwie gldwnych loci gliadyn (Jackson i in.,
1983). Podobnie jak w przypadku innych biatek glutenowych loci LMW GS tworzg serie
alleli wielokrotnych. Konsekwencja zréznicowania genetycznego jest polimorfizm ich
budowy fizykochemicznej obserwowany u odmian i rodow pszenicy (Gupta i MacRitchie,
1994).

Wykazano, iz nicktore LMW GS sa zdolne do tworzenia dwoch migdzyczasteczkowych
wigzan SS, przez co wspomagajg proces polimeryzacji i przyczyniaja si¢ do ksztaltowania
unikalnych wiasciwosci reologicznych glutenu. Inne, zdolne to tworzenia tylko jednego
wigzania SS wykazuja przeciwstawne dzialanie petnigc funkcje przerywacza procesu
polimeryzacji (Kasarda, 1989). Zdaniem niektorych autoréw ich rola w ksztattowaniu cech
jakosciowych jest porownywalna z HMW GS (Gupta i in., 1989). Sugeruje to, iz taczne
wykorzystanie obu grup bialek zapasowych jako markerow pozwoli uzyskac¢ bardziej
obiektywny obraz zaleznosci pomig¢dzy ich budowg fizykochemiczng, a zmiennoscig tych
cech niz w przypadku, gdy kazda z nich jest rozpatrywana indywidualne.

Powszechnie uwaza si¢, iz podjednostki HMW GS 5+10 sa zwigzane z wysoka,
natomiast 2+12 z niska jako$cig technologiczng. Jednak w$réd odmian uprawnych i rodow
hodowlanych mozna niekiedy obserwowac genotypy o niskiej jakosci zawierajace Glu D1-
5+10, jak rowniez genotypy wysokojako$ciowe zawierajace Glu DI-2+12 (Bedo i in.,
1995). Prawdopodobnie wspomniane rozbiezno$ci moga wynika¢ ze specyficznych
kombinacji podjednostek LMW GS u odmian i rodéw pszenicy, jak rowniez ich interakcji
z podjednostkami cigzkimi w strukturach przestrzennych matrycy glutenowe;.

70



Jerzy Zientarski ...

Celem niniejszej pracy byta charakterystyka LMW GS wybranych odmian i rodow
pszenicy ozimej, na podstawie metody rozdzialu elektroforetycznego opracowanej
w ZOJIMHZ THAR w Krakowie oraz stwierdzenie, czy zmienno$¢ LMW GS w grupach
form zawierajacych okre§lone podjednostki HMW GS moze by¢ powigzana ze
zmienno$cig ich wlasciwosci technologicznych.

MATERIAL I METODY

Do badan wybrano dziewigtnascie odmian i rodéw pszenicy ozimej zréznicowanych
pod wzgledem wlasciwosci wypiekowych maki. Wybrany material pochodzit z kolekcji
roboczej HR Strzelce Sp. z 0.0. zebranej w 2005 roku.

Wiasciwosci technologiczne uzyskanych form pszenicy okreslono na podstawie testu
sedymentacji (Axford i in., 1979). Podjednostki HMW GS zidentyfikowano na podstawie
obrazow elektroforetycznych SDS PAGE i katalogu blokow biatek gluteninowych Payne’a
(Payne i Lawrence, 1983).

Biatka LMW GS analizowano metoda elektroforezy w zelu poliakryloamidowym
wedlug zmodyfikowanej metodyki opracowanej przez Singh i wsp. (1991). Nawazke 0,2 g
maki oczyszczano z lekkich biatek albuminowych i globulinowych 50% roztworem
izopropanolu, a nast¢pnie biatka glutenowe ekstrahowano 50% izopropanolem o pH = 7,9.
Celem uwolnienia monomerow wigzania SS oczyszczonych biatek redukowano
ditiotreitolem, a nastgpnie alkilowano dodatkiem winylopirydyny. Grupe LMW GS
wydzielono metoda frakcjonowanego stracania acetonem. Po odwirowaniu i rozpuszcze-
niu ekstrakty biatkowe wprowadzano do studzienek uformowanych w zelu poliakrylo-
amidowym. Jako roztworu elektrodowego (zarowno przy anodzie jak i katodzie) uzyto
rozcienczonego (ok. 0,15%) roztworu kwasu octowego. Rozdzialy elektroforetyczne
prowadzono w komorach firmy BioRad (Mini Protean III) przez okolo 2 godziny,
a nastepnie zele barwiono w roztworze komasyny (Coomanssie Brillant Blue R250 +
G250) 1 odbarwiano przez dob¢ w wodzie. Uzyskane obrazy elektroforetyczne fotografo-
wano technika cyfrows.

WYNIKI

Dziewigtnascie odmian i rodéw pszenicy ozimej analizowano pod katem zr6znicowania
biatek HMW GS metoda SDS-PAGE oraz pod wzglgdem wilasciwosci technologicznych,
ktore oszacowano na podstawie liczby sedymentacji. Analizowany material badawczy
podzielono na dwie grupy pod wzgledem locus Glu D1. Pierwsza obejmowata genotypy
zawierajace podjednostki 5+10, natomiast druga — 2+12. Pomimo, iz $rednia warto$¢
liczby sedymentacji form zawierajacych Glu D1-5+10 (42,67 mL) byla wyzsza niz form
zawierajacych Glu DI1-2+12 (33,31 mL) to jednak w grupach obserwowano znaczne
zroéznicowanie pod wzglgdem tej cechy (wspotczynniki zmiennosci odpowiednio: 36,26%
124,76%) (tab. 1).
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Tabela 1
Podzial badanych materialéw na klasy jakosci w grupach odmian i rodow zawierajacych podjednostki
Glu D1-5+10 oraz Glu D1-2+12
Repartition of analyzed winter wheat’s according to quality and the presence of HMW GS Glu D1-
5+10 and Glu D1-2+12

Odmiany locus Glu 4/|locus Glu Bl|locus Glu DI| ~ LS* CV(%)** Klasy jakosci
Cultivars Classes of quality
STH 146 N 7+9 5+10 26 Al
60 A N 6+8 5+10 27
Rywalka N 7+9 5+10 40
Soraja N 719 5+10 45 36,26 A2
Korweta N 7+8 5+10 51 A3
Ostka Strzelecka 1 7+9 5+10 67
Srednia — average 42,67
Elena N 719 2+12 22
STH 183 N 7+9 2+12 23
STH 5295/1 N 7+9 2+12 24 B1
STH 650 N 7+9 2+12 27
Jawa N 719 2+12 29
STH 490 N 6+8 2+12 31
Tonacja N 7+9 2+12 33 24,76 B2
Kris 1 7+9 2+12 34
STH 626 1 7+9 2+12 37
STH 764 N 17+18+9 2+12 40
Orkisz N 7+9 2+12 42 B3
Sukces N 719 2+12 45
STH 5338 N 6+8 2+12 46
$rednia — average 33,31

* LS — Liczba sedymentacji ;Sedimentation value
** CV (%) — Wspodlczynnik zmiennosci; Coefficient of variability

Dla kazdej z nich utworzono trzy podgrupy: o niskiej, Sredniej i wysokiej wartosci liczby
sedymentacji i oznaczono je symbolami: Al, A2 i A3 (dla form zawierajacych Glu DI-
5+10) oraz B1, B2 i B3 (dla form zawierajacych Glu D1-2+12).

Opracowana metoda rozdziatu elektroforetycznego LMW GS pozwala wyodrgbni¢ od
8 do 10 prazkow elektroforetycznych urdznych odmian iroddéw pszenicy ozimej.
Prawdopodobnie wszystkie stanowig biatka gluteninowe o niskiej masie czasteczkowej,
chociaz na obecnym etapie badan nie mozna jednoznacznie wykluczy¢ obecnosci gliadyn
czy tez Sladowych ilosci HMW GS wsrod rozdzielonych frakceji biatkowych. Badane formy
zawieraja kombinacje prgzkow rdéznigcych sie predkoscig migracji, a obserwowany
polimorfizm jest podobnie jak w przypadku innych biatek glutenowych — uzalezniony od
genotypu. Prazki obserwowane na obrazach elektroforetycznych podzielono na trzy strefy,
ktore oznaczono symbolami: S1, S2 1 S3 (rys. 1).

Porownywano specyfike obrazow elektroforetycznych LMW GS w grupie wybranych
odmian irodoéw zawierajacych podjednostki 5+10 HMW GS i charakteryzujacych si¢
skrajnie r6znymi warto$ciami liczby sedymentacji (podgrupy A3 i A2 oraz Al) (rys. 2).
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Rys. 1. Trzy strefy obrazu elektroforetycznego bialek gluteninowych o niskiej masie czasteczkowej
(LMW GS)
Fig. 1. Electrophoregrams of low molecular weight glutenins divided into three zones
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Rys. 2. Porownanie obrazow elektroforetycznych LMW GS w grupie form pszenicy ozimej
zawierajacych podjednostki HMW GS Glu D1-5+10
Fig. 2. Comparison of LMW GS electrophoregrams in the group of the Glu D1-5+10 containing
cultivars and strains of winter wheat

Charakterystyczng cechg odrézniajaca formy o wysokiej i niskiej liczbie sedymentacji jest
obecno$¢ frakcji LMW GS zlokalizowanej na pograniczu stref S2 i S3 (zaznaczona
strzalkg) w srodkowej i dolnej strefie obrazu elektroforetycznego. Frakcja ta pojawita si¢
u dwoch form o wysokiej jakosci (Ostka strzelecka i Soraja) natomiast nie obserwowano
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jej u zadnej sposrod dwoch form o niskiej jakosci, zawierajacych podjednostki 5+10 HMW
GS (rodu STH 146 oraz linii 60A).

Poréwnujgc LMW GS form wysoko- i niskojakosciowych w grupie odmian i rodow
zawierajacych podjednostki 2+12 HMW GS uwage zwraca (podobnie jak w przypadku
form zawierajacych Glu DI-5+10) kombinacja wolno migrujacych prazkéw w strefie S3
(rys. 3). Odmiany Sukces i Tonacja, r6d STH 764 oraz wybrany genotyp orkiszu, ktore
charakteryzowaly si¢ wysokimi wskaznikami testu sedymentacji zawieraty w tej strefie
obrazu elektroforetycznego frakcje biatkowe wolniej migrujace niz w analogicznej strefie
u odmian niskojakosciowych Jawa i Elena. Ten charakterystyczny szczegot genotypow
nalezacych do grup B3 i B1 zaznaczono strzatkami.

sukces orkisz Jawa elena sth 764 tonacja Jawa elena
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Rys. 3. Porownanie obrazow elektroforetycznych LMW GS w grupie form pszenicy ozimej
zawierajacych podjednostki HMW GS Glu D1-2+12
Fig. 3. Comparison of LMW GS electrophoregrams in the group of the Glu D1-2+12 containing
cultivars and strains of winter wheat

Porownujac genotypy w grupach Bl i B2 zaobserwowano, ze dwie formy o niskiej
liczbie sedymentacji (STH 5295 i STH 183) zawieraly charakterystyczny prazek na granicy
stref S2 1 S3, natomiast wsrod form o srednich wartosciach liczby sedymentacji jeden rod
(STH 626) zawierat t¢ frakcje, a w drugim z nich (STH 490) nie obserwowano zadnych
bialek w rozpatrywanej strefie obrazu LMW GS.
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Rys. 4. Analiza wyroéwnania genetycznego pod wzgledem LMW GS. Dwa genotypy sposrod o$miu
badanych sa heterogeniczne
Fig. 4. Analysis of genetic purity in respect of LMW GS. Two of eight analyzed genotypes are
heterogenic

Dla wybranych odmian irodéw wykonano analize elektroforetyczng pojedynczych
ziarniakow celem stwierdzenia czystosci genetycznej badanych materiatow. Sposrod
osmiu analizowanych genotypéw tylko dwa — rody STH 183 i STH 490 — wykazaly
polimorfizm wewnatrzliniowy. Pierwszy z nich zawierat dwa biotypy: jeden zawierajacy
prazek o mniejszej i jeden o wickszej predkosci migracji w strefie S3. Z kolei réd STH 490
sktadat si¢ rowniez zdwoch biotypow, zktérych jeden zawieral prazek o wigkszej
predkosci migracji w strefie S3, natomiast drugi nie wykazywat ekspresji genu biatka
zlokalizowanego w rozpatrywanej strefie obrazu elektroforetycznego.

DYSKUSJA

Opracowana metoda rozdziatu elektroforetycznego glutenin o niskiej masie
czasteczkowej okazata si¢ efektywnym narzgdziem analizy sktadu i zréznicowania
budowy fizykochemicznej podjednostek w tej grupie biatek. Obrazy elektroforetyczne
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pozwalajg zidentyfikowa¢ od o$miu do dziesig¢ciu ostrych, wyraznie widocznych prazkow.
Ich jakos¢ jest porownywalna z jako$cig obrazoéw prezentowanych w innych pracach
zwigzanych z dziedziczeniem i analizg wlasciwosci chemicznych LMW GS (Singh i in.,
1991; Melas i in. 1994; Morel, 1994).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze polimorfizm LMW GS obserwowany wsrod badanych
odmian i rodow pszenicy ozimej jest powigzany ze zmiennoscia jako$ci technologiczne;j
oszacowanej na podstawie testu sedymentacji, co oznacza, ze obrazy elektroforetyczne
LMW GS, a w szczegolnosci kombinacje prazkow w strefie Srednio 1 szybko migrujacych
frakcji oznaczonych symbolami S2 i S3, mogg by¢ efektywnie wykorzystywane jako
markery cech jakosciowych, uzyteczne w hodowli nowych odmian pszenicy. Podobne
zalezno$ci zostaly stwierdzone rowniez przez innych autoréw (Masci i in., 1991, Vaccino
iin., 2002). Analiza zwigzkéw z jakos$cia dla prazkow w strefie S1 wymaga dodatkowych
badan.

W pracach nad polimorfizmem HMW GS oraz identyfikacjg ich podjednostek u odmian
i rodow pszenicy niejednokrotnie mozna spotka¢ formy o niskiej jakosci, ktore zawieraja
korzystne (z punktu widzenia wlasciwosci technologicznych) bloki biatkowe (Glu B1-7+9
czy Glu DI-5+10). Mozna zaobserwowac tez odwrotng zalezno$¢ w przypadku form
wysokojakosciowych zawierajgcych bloki powigzane z niska jakos$cia (np. Glu BI1-6+8 czy
Glu D1-2+12) (Bedo i in., 1995). Najbardziej prawdopodobng przyczyng tego zjawiska jest
zréznicowanie innych czynnikéw majacych wpltyw na koncowag warto$¢ parametrow
technologicznych genotypu. Jednym ztakich czynnikéw moze by¢ kombinacja
podjednostek LMW GS. Obserwowana ich zmienno$¢ ubadanych odmian irodoéw
pszenicy wyjasnia do pewnego stopnia obserwowane rozbieznosci w powiazaniach HMW
GS zcechami jako$ciowymi. Uzyskany wynik sugeruje, ze analiza zmiennosci
podjednostek we wszystkich trzech grupach biatek glutenowych: HMW GS, LMW GS
oraz w gliadynach jest najbardziej racjonalng strategia wykorzystania elektroforetycznych
markeréw biatkowych w hodowli nowych odmian pszenicy. W ten sposob zwicksza si¢
prawdopodobienstwo identyfikacji genotypow wysokojakosciowych w mieszancowym
potomstwie kombinacji krzyzowan, na podstawie obrazow elektroforetycznych. Wyniki
badan innych autoréw potwierdzaja stusznosc tej hipotezy (Gupta i in., 1989).

Biorac pod uwage réznice metodyczne przedstawionej metody analizy LMW GS oraz
specyfike uzyskanych rozdziatéw, wyniki ich interpretacji zaréwno pod wzgledem
genetycznym, jak i biochemicznym moga nieznacznie odbiega¢ od schematow opisanych
w literaturze (Gupta i MacRitchie, 1994). Zagadnienia te beda przedmiotem przysztych
badan.
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