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Dziedziczenie biatek gluteninowych
warunkowanych locus na chromosomie 1A
U mieszancow F2 pszenicy ozimej*

Inheritance of glutenin proteins coded by the locus on chromosome 1A in F; hybrid
genotypes of winter wheat

Badano dziedziczenie podjednostek glutenin wielkoczasteczkowych kodowanych chromosomem
1A u mieszancéw F2 uzyskanych z kombinacji krzyzowan, w ktorych formy mateczne (odmiany Begra
oraz Euris) zawieraly niekodujacy wariant biatkowy typu Glu Al-null, natomiast formy ojcowskie
zawieraly podjednostki Glu A1-1 (odmiany Mikon i Astron) oraz Glu A1-2 (odmiana Tortija i r6d MIB
496). Celem pracy bylto stwierdzenie czy geny warunkujace bialka gluteninowe rozszczepiaja si¢
zgodnie z teoretycznie zalozonym stosunkiem rozszczepien 3:1 (warianty kodujace: niekodujacych).
Na podstawie wynikéw testu y? stwierdzono, iz w niektérych kombinacjach liczebnos$é¢ klas
genotypowych jest zgodna, natomiast w innych wykazuje odchylenia od mendlowskiego stosunku
rozszczepien. W przypadku, gdy komponentem ojcowskim byta odmiana Tortija wariant Glu A1-2
zostal niemal catkowicie wyparty przez formy typu null, natomiast w kombinacjach z odmiang Mikon
wyeliminowany zostal wariant niekodujacy.

Stowa kluczowe: pszenica ozima, gluteniny wielkoczasteczkowe, analiza elektroforetyczna,
dziedziczenie mendlowskie

Inheritance of HMW glutenin subunits coded by the chromosome 1A was investigated in F2
progenies obtained from eight cross combinations. Two parental components — winter wheat cultivars
Begra and Euris — which contain “silent” gene for Glu Al locus were crossed with four winter wheat
forms with subunits Glu A1-1 (cultivars Mikon and Astron) or Glu A1-2 (cultivar Tortija and line MIB

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego wiasnego Nr 3 p06A 022 25 pt: “Zmienno$¢ podjednostek biatek
gluteninowych pod wptywem selekcji na wybrane cechy uzytkowe w populacjach mieszancowych pszenicy ozime;j
(Triticum aestivum L)” finansowanego przez Komitet Badan Naukowych PAN
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496). We have tested whether three alleles of glutenin gene on the chromosome 1A segregated
according to the theoretically assumed ratio 3:1 for presence: absence of Glu Al subunits using the 2
test. The observed segregation ratio agreed with the Mendelian 3:1 ratio in some crosses but
significantly differed in another ones. In two extreme cases of progeny coming from combinations with
cultivar Tortija gene coding for Glu A1-2 subunit was almost completely eliminated whereas in
combinations with variety Mikon the variant with “silent” gene was not observed.

Key words: winter wheat, HMW glutenin subunits, electrophoretic analysis, Mendelian inheritance
WSTEP

Synteze gliadyn i glutenin wielkoczasteczkowych warunkujg geny skupione w obrebie
dziewigciu loci na chromosomach 1.- i 6. grupy homeologicznej (Payne i in., 1984). Kazdy
locus tworzy seri¢ alleli wielokrotnych obejmujacych od kilku do kilkunastu wariantow.
Produktami ekspresji alleli sg polipeptydy badz grupy polipeptydéw okreslane jako bloki
biatkowe. Badania genetyczne z Wykorzystaniem metod rozdziatu elektroforetycznego
wykazaty, ze obraz biatek gliadynowych sktada sie z szeéciu, natomiast glutenin z trzech
blokéw biatkowych. W niektorych formach pszenicy mozna jednak stwierdzi¢ brak
ekspresji gendw w obregbie jednego, rzadziej dwoch loci (Gianibelli i in., 2001). Ich obraz
elektroforetyczny wykazuje charakterystyczny brak prazkow wchodzacych w sktad
okreslonego bloku biatkowego. Przyczyng tego sg prawdopodobnie uszkodzenia na
poziomie DNA blokujace ekspresj¢ gendw w obrebie locus, badz czesciowa lub catkowita
delecja regionow strukturalnych (Lafiandra i in., 1991). W efekcie powstaja niekodujace
warianty okreslane tez jako ,,null” allele. Naturalne czynniki, sprzyjajace powstawaniu
takich uszkodzen, nie zostalty do konca poznane. Moga to by¢ np. podwyzszone dawki
promieniowania UV, dlugotrwata ekspozycja na niskie temperatury oraz inne stresy
abiotyczne (Lafiandra iin., 1987). Szczegélnie podatne na ich dziatanie sg uprawy
zlokalizowane w rejonach wysokogorskich (powyzej 2500 m n.p.m.). Potwierdzaja to
wyniki analiz elektroforetycznych i chromatograficznych biatek zapasowych form
pszenicy pochodzacych z populacji lokalnych rosngcych w gorach Tybetu, u ktorych
stwierdzono wigksza czestotliwos¢ null alleli niz u odmian i rodow pochodzacych z innych
regiondw geograficznych (Bietz i in., 1975; Payne iin., 1984). W badaniach wiasnych
obserwowano spontaniczne powstawanie null alleli u mieszancow orkiszu i pszenicy
zwyczajnej (wyniki niepublikowane).

Warianty niekodujgce gliadyn i glutenin sg rzadko obserwowane wérdd odmian i rodow
pszenicy zwyczajnej uprawianych w Europie. Wyjatek stanowig gluteniny
wielkoczasteczkowe warunkowane genem na chromosomie 1A. Tworzy on trzy alleliczne
warianty. Dwa z nich odpowiadajg za synteze podjednostek oznaczonych symbolami Glu
Al-1iGlu Al-2, natomiast trzeci typ allela jest odpowiedzialny za wariant Glu Al-null
(Payne iLawrence, 1983). Analiza polimorfizmu biatek gluteninowych w polskich
kolekcjach roboczych i materiatach hodowlanych wykazata znaczna, liczebng przewage
wariantu null nad wariantami kodujacymi (Wegrzyn i Waga, 1999). Dotychczas nie
stwierdzono, co moze by¢ przyczyna tego zjawiska, czy jest ono efektem presji selekcyjnej
ze strony hodowli czy tez jego mechanizm ma podioze genetyczne. Rozwiazanie tego
problemu wydaje si¢ wazne z praktycznego punktu widzenia, gdyz zaobserwowano
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zwiazek Glu Al-null z pogorszeniem cech jakosciowych pszenicy (Wegrzyn i Waga, 1999;
Rogers i in., 2001).

Celem pracy byto stwierdzenie, czy w kombinacjach krzyzowan réznych form pszenicy
ozimej zawierajacych warianty kodujace w locus Glu Al z formami zawierajacymi wariant
typu null, dziedziczenie podjednostek glutenin wielkoczasteczkowych przebiega zgodnie
z mendlowskim stosunkiem rozszczepien, czy tez bedzie od niego odbiegac.

MATERIAL I METODY

Material roslinny

W roku 2001 wykonano osiem kombinacji krzyzowan w dwoch seriach. Kompo-
nentami matecznymi byly dwie odmiany pszenicy ozimej: Begra i Euris. Kazda z nich
krzyzowano z czterema formami pszenicy ozimej: odmianami Mikon, Astron, Tortija oraz
rodem MIB 496. W roku 2002 zebrano ziarniaki pokolenia F,, ktore przeznaczono do
analizy elektroforetycznej.

Analizy elektroforetyczne

Podjednostki glutenin wielkoczasteczkowych oznaczono dla pojedynczych ziarniakow
metoda elektroforezy na zelu poliakryloamidowym, w $rodowisku zasadowym
z dodatkiem soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS PAGE) wedtug standardowej metody
Laemmli optymalizowanej do warunkéw laboratoryjnych Zaktadu Oceny Jakosci i Metod
Hodowli Zboz IHAR w Krakowie (Laemmli, 1970; Waga, 1997). Biatka ekstrahowano
roztworem 6M mocznika z dodatkiem 1,5% 2-merkaptoetanolu. Rozdziaty prowadzono
w komorach elektroforetycznych Desaphor firmy Desaga na zelu rozdzielajacym
0 catkowitym stezeniu akryloamidu T = 10,12% i stezeniu monomeréw C = 0,12% przez
okoto 4 godziny. Zastosowano dwa bufory elektrodowe — anodowy tris-HCI o pH = 8,1
oraz katodowy tris-glicyna o pH = 8,9. Zele barwiono w roztworze komasyny R250
o stezeniu 0,02% oraz G250 o stgzeniu 0,006%. Dla o$miu kombinacji krzyzowan
przeanalizowano okoto 1300 ziarniakow. Sktad podjednostek glutenin wielkoczastecz-
kowych oznaczono na podstawie katalogu Payne’a (Payne i in., 1983).

Analiza genetyczna

W badanym materiale wyodrgbniono grupy genotypdw roznigcych sie migdzy sobg
podjednostkami glutenin kodowanymi chromosomem 1A. Kazda kombinacje podzielono
na dwie grupy mieszancow:
— Zawierajacych wariant kodujacy (Glu Al-1 lub 2) — pierwszy typ homozygoty oraz

heterozygoty
— Zawierajacych wariant niekodujacy (Glu Al-null) — drugi typ homozygoty

Okreslono liczebno$¢ osobnikow w poszczegoélnych grupach genotypow. Zgodnosé
liczebnosci obserwowanych z teoretycznie oczekiwanymi przy zatozonym stosunku
rozszczepien 3:1 (wynikajacym zpolaczenia grupy homozygot typu pierwszego
i heterozygot) oszacowano na podstawie testu 2.
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WYNIKI

Na podstawie analizy elektroforetycznej pojedynczych ziarniakéw okreslono sktad
podjednostek biatek gluteninowych form uzytych jako komponenty rodzicielskie (tab. 1).
Odmiany mateczne (Begra oraz Euris) zawieraly wariant niekodujacy typu Glu Al-null,
formy ojcowskie Astron oraz Mikon zawieraly podjednostke Glu Al-1, natomiast réd MIB
496 oraz Tortija— Glu Al1-2.

Tabela 1
Formuly elektroforetyczne bialek gluteninowych komponentéw rodzicielskich
Electrophoretic formulas of HMW glutenin subunits for the parental components

Odmiana Locus

Cultivar Glu Al | GluB1 | Glu D1
Begra Null 7+9 5+10
Euris Null 7+9 5+10
Astron 1 7+9 5+10
Mikon 1 7+9 5+10
MIB 496 2 7+9 5+10
Tortija 2 7 5+10

| Il
1 b 3 1 2 3
I [ e T v T

-4 s

ﬂ o h
I: 1 — Glu Al-null, 2 — Glu A1-2+null, 3 — Glu Al1-2 (mieszance z kombinacji Begra x MIB 496)
II: 1 — Glu Al-null, 2 — Glu A1-1+null, 3 — Glu A1-1 (mieszance z kombinacji Begra x Mikon)

Rys. 1. Obraz elektroforetyczny mieszancéw F2 zawierajacych wariant kodujacy, niekodujacy oraz typ
hererozygoty genu bialek gluteninowych na chromosomie 1A. Strzalkami zaznaczono miejsce ekspresji
allela Glu Al
I: 1 — Glu Al-null, 2 — Glu A1-2+null, 3 — Glu A1-2 (hybrids coming from the combination Begra x MIB 496)

II: 1 — Glu Al-null, 2 — Glu Al-1+null, 3 — Glu A1-1 (hybrids coming from the combination Begra x Mikon)
Fig. 1. Electrophoregrams of HMW glutenin subunits in the F2 hybrid genotypes. Null variant,
subunits of 1 and 2 type as well as heterozygotes coded by genes on the chromosome 1A are visualized.
Bands coded by the Glu Al locus are marked by the arrows
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Na obrazie elektroforetycznym glutenin wielkoczasteczkowych mieszancow pokolenia
F. zaznaczono strefe, w ktorej zlokalizowane sg podjednostki warunkowane przez locus
Glu Altj. Glu A1-1i Glu Al1-2 oraz wariant Glu A1-null (rys. 1).

Wyniki testu x> dla kombinacji wykonanych z odmiang Begra wykazaly zgodno$¢
obserwowanego stosunku rozszczepien z teoretycznie oczekiwanym w przypadku, gdy
komponentami ojcowskimi byta odmiana Astron oraz rod MIB 496 (tab. 2). W kombinacji
Begra x Mikon obserwowano znaczne odstepstwo od teoretycznie zatozonego stosunku,
a wynik testu y* odbiegal od warto$ci tabelarycznych. Gdy komponentem ojcowskim byta
Tortija obserwowano efekt odwrdocenia liczebnosci w rozpatrywanych klasach
genotypowych, co przejawialo si¢ niemal catkowitg eliminacjg wariantow kodujacych.

Tabela 2
Test x2 dla podjednostek Glu Al w potomstwie F2 czterech kombinacji krzyzowan z odmiang Begra
Test 2 for Glu Al subunits in F2 generation of four cross combinations with the cultivar Begra

Kombinacja )
oamnaca HMW GS SR LE Lo " P
Begra x Mikon 1"(#:““") f Zg 25 10,05 0,010,001
) T+(L+null) 3 1185 3 brak
Begra x Tortija null 1 39,5 155 15031 lacking
Begra x Astron 1+(i:“ull) i gig 12033 2,37 0,2-0,1
Begra x MIB 496 2+(§:H”") i 1;‘985 14526 1,52 0,3-0,2

Objasnienia skrotow w naglowkach tabeli; Abreviations in heads

Kombinacja; Cross combination

HMW GS — Podjednostki glutenin wielkoczasteczkowych (locus Glu Al) — klasy genotypowe
HMW GS — High molecular weight glutenin subunits (Glu Al locus) — genotypical classes
SR — Stosunek rozszczepien/ Segregation ratio

LE — Liczebno$¢ oczekiwana/ Expected numbers

LO — Liczebnos¢ obserwowana/ Observed numbers

Tabela 3
Test 42 dla podjednostek Glu A1l w potomstwie F2 czterech kombinacji krzyzowan z odmiang Euris
Test 2 for Glu Al subunits in F2 generation of four cross combinations with the cultivar Euris

gg’nr?t?im‘i’gi HMW GS SR LE LO 7 P
Euris x Mikon 1+(i:|nlull) i ;252 909 3 Ialg(ail:lg
Euris x Tortija 1+(i:|”|”") i 143;12”2755 122 357,93 |a2[<ai|;g
Euris x Astron 1+(i:|”|”") i 1318(?’7255 15014 5,16 0,05-0,02
Euris x MIB 496 2+(§:ﬂ”") i 1696%? 179: 0,24 0,7-05

Objasnienia skrotow tak jak w tabeli 2; Abbreviations in heades as in the table 2.
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W drugiej serii krzyzowan z odmiang Euris podobne zaleznosci obserwowano w dwdch
przypadkach. W kombinacji zrodem MIB 496 stwierdzono zgodno$¢ liczebnosci
zaohserwowanych z teoretycznie oczekiwanym stosunkiem rozszczepien, jednak przy
wyzszej wartosci p (0,7-0,5) niz w pierwszej serii krzyzowan (tab. 3). Podobny rozktad
czestotliwosci  genotypéw prowadzacy do niemal catkowitej eliminacji wariantow
kodujacych obserwowano w przypadku odmiany Tortija. Natomiast w kombinacjach
z odmianami Mikon i Astron wystapily znaczne odstepstwa od oczekiwanych stosunkow
rozszczepien, ktorych efektem (w pierwszym przypadku) byla catkowita eliminacja
wariantow niekodujacych.

DYSKUSJA

W niniejsze] pracy przedstawiono opis badan nad dziedziczeniem glutenin
wielkoczasteczkowych kodowanych chromosomem 1A w kombinacjach, w ktdrych jedna
z form rodzicielskich zawierata niekodujacy wariant biatkowy typu Glu Al-null. Geny
warunkujgce biatka gluteninowe dziedziczg si¢ w sposob kodominacyjny. Oznacza to, ze
obraz elektroforetyczny mieszancéw Fi uzyskanych z odmian A x B stanowi sume
prazkow charakterystycznych dla obu komponentéw rodzicielskich. W pokoleniu F;
mozna obserwowac trzy grupy osobnikoéw, zawierajacych prazki formy matecznej
(homozygota typu A), sume prazkéw form matecznej i ojcowskiej (heterozygota) oraz
prazki formy ojcowskiej (homozygota typu B), dla ktérych teoretyczny stosunek
rozszczepien wynosi 1:2:1. Kombinacje krzyzowan, w ktorych jeden z rodzicow zawiera
wariant kodujacy, sktadajacy si¢ z pojedynczej frakcji biatkowej, a drugi zawiera null allel,
stanowi — zpunktu widzenia analizy genetycznej — szczegdlny przypadek.
W potomstwie homozygoty zawierajace wariant kodujacy roznig si¢ od heterozygot
bardziej intensywnym wybarwieniem tylko jednej frakcji biatkowej, co wynika z roznej
liczby gendéw kodujacych. Jednakze intensywnos$¢ wybarwienia moze by¢ efektem
dziatania roznych czynnikéw, np. zréznicowania zawarto$ci biatka w pojedynczych
ziarniakach. Analiza elektroforetyczna jest typowa analiza jako$ciows, a nie ilosciowa,
i wnioskowanie 0 zawartosci biatka w danej frakcji — niezbedne dla prawidlowego
odréznienia homozygoty od heterozygoty — byloby subiektywne i obcigzone znacznym
bledem. Dlatego analizujac rozszczepienia podjednostek Glu Al-1 iGlu Al-2
w mieszancach, w ktorych allelicznym w stosunku do nich wariantem jest typ null,
polaczono grupy homozygot zawierajgcych wariant kodujacy z heterozygotami. W ten
sposob dla kazdej kombinacji utworzono dwie grupy genotypow (zawierajacych prazek
i niezawierajacych prazka), i przyjeto teoretyczny stosunek rozszczepien 3:1.

Uzyskano zastanawiajace wyniki, trudne do jednoznacznej interpretacji. Okazato sie,
ze w pewnych kombinacjach krzyzowan wariant null zachowuje si¢ jak typowy alleliczny
wariant biatkowy genu na chromosomie 1A. Swiadcza o tym obserwowane stosunki
rozszczepien, ktore byly zgodne zteoretycznie oczekiwanymi. Jednakze w innych
kombinacjach obserwowana czgstotliwo$¢ genotypow znacznie roéznita si¢ od teoretycznej.
W skrajnych przypadkach stwierdzono nawet catkowita eliminacj¢ form zawierajacych
wariant kodujacy (kombinacje z odmiang Tortija). W innych przypadkach obserwowano
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tendencj¢ odwrotna, eliminacj¢ badz znaczne ograniczenie mieszancow zawierajacych null
allel przez genotypy z wariantem kodujgcym (kombinacje zodmiang Mikon). Na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze obecnos¢ null alleli u jednego
z komponentéw rodzicielskich moze w pewnych kombinacjach krzyzowan zmieniac,
nawet W znaczacy sposob, mechanizm dziedziczenia w pokoleniu F.. Celem przysztych
badan bedzie poréwnanie linii czystych zawierajacych podjednostki Glu Al-1, Glu Al-2
oraz wariant null z wykorzystaniem metod cytogenetycznych itechnik PCR. Zdaniem
autorow wyniki tych badan moga okaza¢ si¢ pomocne w wyjasnieniu genetycznych
przyczyn opisanego zjawiska.

Z literatury wynika, ze warianty typu null dla réznych genéw kodujacych biatka
zapasowe pojawiaja si¢ uodmian irodow pszenicy ozimej sporadycznie (Rogers i in.,
2001). Niewiele jest publikacji opisujacych sposob ich dziedziczenia. Tym bardziej
interesujace wydaje si¢ doniesienie, w ktorym stwierdzono wystgpienie podobnego
zjawiska jak w niniejszej pracy (Lafiandra iin., 1985). Autorzy badajgc mieszance
odmiany Reader (zawierajacej wariant null bialek gliadynowych kodowanych
chromosomem 6A) z linig zawierajgca wariant kodujacy tego genu obserwowali catkowitg
jego eliminacje, podobnie jak miato to miejsce w kombinacji z odmiang Tortija. Z kolei,
gdy analizowano rozszczepienie bialek gluteninowych zawierajagcych wariant null dla
wolno migrujacej podjednostki typu ,,x” (kodowanej chromosomem 1D) stwierdzono
odstepstwo od oczekiwanego stosunku rozszczepien 3:1. To moze sugerowaé, ze
kontrowersyjne wyniki uzyskane w niniejszej pracy nie sa kwestig przypadku czy biedu
doswiadczalnego, lecz odzwierciedlaja specyficzng zdolno$¢ null alleli genow biatek
zapasowych do modyfikowania stosunkéw rozszczepien w niektérych kombinacjach
krzyzowan. W $wietle uzyskanych wynikéw wydaje si¢ prawdopodobnym, iz jedna
z mozliwych przyczyn liczebnej dominacji null allela nad wariantami kodujacymi w locus
Glu Al u odmian i rodéw hodowlanych pszenicy ozime;j jest efekt dziatania specyficznego
mechanizmu genetycznego.

WNIOSKI

1. W populacjach mieszancowych F, uzyskanych zkrzyzowan, w ktdrych jeden
z komponentow rodzicielskich zawierat wariant kodujacy, a drugi zawieral wariant
niekodujacy genéw locus Glu Al, rozszczepienie alleli biatek gluteninowych
przebiegato badz w sposob zgodny, badz tez znacznie odbiegalo od teoretycznie
oczekiwanego stosunku rozszczepien.

2. Zaklocenie teoretycznego stosunku rozszczepien mieszancow moze istotnie ograniczac
liczebnos¢ genotypdéw zawierajgcych wariant kodujgcy w jednych, natomiast typ Glu
Al-null w innych kombinacjach krzyzowan.

3. Uzyskane wyniki sugeruja, iz specyficzny mechanizm dziedziczenia biatek
gluteninowych w przypadku allela Glu Al-null moze by¢ jedng z przyczyn jego
znaczgcej przewagi liczebnej wérod polskich odmian i rodéw pszenicy ozimej.
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