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Wewnatrzliniowy polimorfizm bialek
gliadynowych a zmiennos¢ liczby sedymentacji
| zawartoS$ci bialka ogdtem u wybranych rodow

pSzenicy 0zimej

Intra-varietal polymorphism of gliadin proteins in relation to variability
of sedimentation value and protein content in some winter wheat strains

Analizowano wewnatrzliniowy polimorfizm biatek zapasowych czterech rodéw pszenicy ozimej:
CHD 225, SCHW 124-84-46, GK 5695 oraz SMH 4716. Dla kazdego rodu utworzono biotypy rézniace
si¢ pod wzgledem obrazéw elektroforetycznych gliadyn. Na podstawie badan biochemicznych,
realizowanych na przestrzeni trzech lat, dla kazdego biotypu okreslono procentowa zawarto$¢ biatka
ogolem oraz liczbg sedymentacji. Stwierdzono, iz frakcje biatkowe kodowane chromosomami 1B (réd
CHD 225) i 1A (réd GK 5695), a takze frakcje z grupy B-gliadyn (rod SCHW 124-84-46) byty istotnie
powiazane ze zroznicowaniem obu wskaznikow jakosci technologicznej. Natomiast biotypy rdzniace
si¢ gliadynami z grupy chromosomu 6A (r6d 4716) nie wykazywaly istotnych réznic pod wzglgdem
badanych cech. Selekcja rodéw hodowlanych na podstawie obrazu elektroforetycznego biatek
zapasowych pozwolita uzyska¢ linie czyste 0 poprawionych wiasciwosciach technologicznych.

Stowa kluczowe: analiza elektroforetyczna, biatka gliadynowe, biotypy, polimorfizm wewnatrz-
liniowy

Intra-varietal polymorphism of storage proteins among four winter wheat strains; CHD 225, SCHW
124-84-46, GK 5695 oraz SMH 4716 was studied. Multiline strains were divided into subgroups
(biotypes) with respect to their gliadin protein composition. Based on the results of three-years
investigation, average values of grain protein content and sedimentation value were calculated for each
biotype. Gliadins encoded by the chromosome 1B (strain CHD 225) and 1A (strain GK 5695) as well
as some B-gliadin components (strain SCHW 124-84-46) were related to variability of the both quality
characteristics. Biotypes of different gliadins encoded by the chromosome 6A (strain SMH 4716) did
not differ significantly neither with respect to grain protein content or sedimentation value. Selection
based on gliadin composition made possible to obtain uniform lines of improved technological
properties.
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WSTEP

Badania gliadyn oraz wysokoczasteczkowych glutenin koncentruja si¢ W pierwszej
kolejnosci nad oceng stopnia ich zréznicowania pomie¢dzy réznymi formami pszenicy
(Javornik, 1989; Metakovsky, 1991; Lukov iin., 1989; Wang i in., 1993). Stosunkowo
rzadko przedmiotem badan jest polimorfizm, ktéry mozna obserwowa¢ W obrebie jednej
odmiany czy rodu (Pognai in., 1986; Sasek i in., 1988 a). Ten rodzaj polimorfizmu bedzie
okreslany mianem ,,wewnatrzliniowy”, W odroznieniu od tradycyjnego znaczenia stowa
polimorfizm, ktore odnosi si¢ przede wszystkim do zréznicowania ,,mi¢dzyliniowego”.
O polimorfizmie wewnatrzliniowym mozna mowi¢ wowczas, gdy obraz elektroforetyczny
biatek uzyskanych droga ekstrakcji z pojedynczych ziarniakdw danej odmiany lub rodu
jest niejednorodny. W takich przypadkach najczgéciej obserwuje si¢ od dwoch do czterech
réznych kombinacji prazkow elektroforetycznych (Sasek i in., 1988 b). Z heterogenicznej
formy pszenicy mozna droga selekcji uzyskac linie czyste okreslane mianem biotypow.

Polimorfizm wewnatrzliniowy jest efektem niskiego wyréwnania materiatdw hodow-
lanych uzyskanych z rozmnozenia jednej — heterozygotycznej pod wzgledem loci biatek
zapasowych rosliny (w badaniach biatek zapasowych pszenicy; Metakovsky, 1991 a).
W przypadku, gdy gliadyny réznicujace biotypy sa powigzane zZ cechami uzytkowymi,
polimorfizm wewnatrzliniowy moze mie¢ niekorzystny wptyw na wartos$¢ badanego rodu
czy odmiany. Hodowca powinien by¢ wowczas zainteresowany selekcja linii czystych
Z heterogenicznych materiatow.

Formy wieloliniowe mozna wykorzysta¢ W pracach nad identyfikacjag nowych alleli
bialek zapasowych, a takze okre$leniem ich zwigzku ze zmienno$cig cech uzytkowych
(Metakovsky, 1991b). Rody hodowlane stanowig populacje W znacznym stopniu
wyrownane zarowno pod wzgledem genotypu, jak i fenotypu. Identyfikacja réznych
kombinacji prazkow elektroforetycznych w obrebie takich rodow, a nastgpnie selekcja linii
czystych pozwala uzyskaé¢ formy blisko spokrewnione, jednak rdzniagce si¢ pojedynczymi
frakcjami biatkowymi. Zaobserwowane roznice wartosci cech uzytkowych wytworzonych
linii mozna do pewnego stopnia tlumaczy¢ zmienno$cia réznicujacych je gliadyn,
a obserwowany zwiazek bedzie W znacznym stopniu wolny od blgdu wynikajacego ze
wspotdziatania pozostatych gendw, czyli tzw. tla genetycznego, ktore wczesniej zostato
ujednolicone przez hodowce. Badania te tacza aspekty naukowe i utylitarne. Z jednej
strony ich wyniki dostarczajg informacji na temat zwigzku biatek zapasowych z cechami
uzytkowymi, z drugiej strony pozwalaja wytworzy¢ ulepszony materiat hodowlany
W stosunku do formy wyjsciowej.

Celem niniejszej pracy byto stwierdzenie, W jaki sposob polimofizm wewnatrzliniowy
biatek gliadynowych obserwowany u czterech rodéw pszenicy ozimej jest powigzany ze
zmiennos$cia dwoch wskaznikéw jakosci technologicznej: procentowa zawartoscia biatka
ogotem oraz liczbg sedymentacji.
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MATERIAL | METODY

Material roslinny

U czterech rodow z kolekcji pszenicy ozimej IHAR: CHD 225, SCHW 124 84 46, GK
5695, oraz SMH 4716 zaobserwowano polimorfizm wewnatrzliniowy gliadyn oraz
wysokoczasteczkowych glutenin. W 1998 roku zebrano po okoto 100 roslin z kazdego
rodu. Metodami rozdziatu elektroforetycznego analizowano biatka zapasowe w prébach
maki uzyskanej z czgéci ziarniakéw kazdej zebranej rosliny. Na podstawie wynikow
analizy elektroforetycznej gliadyn oraz wysokoczasteczkowych podjednostek glutenin
dokonano wstepnej selekcji pojedynkdéw w obrebie kazdego rodu. Do dalszych badan
wybrano ro$liny identyczne pod wzgledem sktadu podjednostek glutenin, natomiast
roznigce si¢ pojedynczymi prazkami badz tez blokami gliadyn. W nastgpnej kolejnosci
utworzono po dwa biotypy dla kazdego rodu. Kazdy z nich liczyt po 10 pojedynkoéw
ros§linnych. W wyniku ich rozmnozenia uzyskano 80 linii (cztery zestawy po 20 linii
z kazdego rodu, po 10 linii dla kazdego z dwoch biotypow w obrebie rodu).

Cztery zestawy linii badano przez trzy kolejne lata (2000, 2001 i 2002), metodami
rozdziatu elektroforetycznego. Analizowano stopien wyrownania biatek gliadynowych
oraz wysokoczasteczkowych glutenin. Okreslono tez liczb¢ sedymentacji oraz procentowa
zawartos$¢ biatka ogotem dla poszczegdlnych linii.

Analizy elektroforetyczne

Biatka gliadynowe analizowano metoda elektroforezy na zelu poliakrylamidowym
w $rodowisku kwasnym buforu mleczanowo-glinowego (pH = 3,1) optymalizowang do
wlasnych warunkéw laboratoryjnych (Bushuk i Zillman, 1978). Bloki biatek gliadyno-
wych rdéznicujace biotypy badanych rodéw pszenicy ozimej, ktére obserwowano we
wczesniejszych pracach, identyfikowano na podstawie katalogu opracowanego w Zakta-
dzie Roslin Zbozowych IHAR w Krakowie (Waga, 2000).

Gluteniny wysokoczasteczkowe analizowano metoda rozdziatu elektroforetycznego na
zelu poliakrylamidowym w srodowisku zasadowym buforu tris-HCI (pH = 8,1) z dodat-
kiem soli sodowej siarczanu dodecylu (Laemmli, 1970). Uzyskane obrazy elektro-
foretyczne opisano na podstawie katalogu bialek gluteninowych Payne’a (Payne
i Lawrence, 1983).

W analizach wykorzystywano komory elektroforetyczne firmy DESAGA.

Okreslenie procentowej zawartosci biatka ogolem oraz liczby sedymentacji

Liczbe¢ sedymentacji okreslono na podstawie testu Zeleny’ego z dodatkiem soli sodowej
siarczanu dodecylu (Zeleny iin., 1960). Procentowa zawarto$¢ biatka ogotem
w ziarniakach okreslono na podstawie analizy w bliskiej podczerwieni (NIR) przy uzyciu
analizatora Infratec 1255 firmy Tecator. Badania wykonano w Pracowni Oceny Jakosci i
Odpornosci Zboz Zaktadu Oceny Jako$ci i Metod Hodowli Zb6z IHAR w Krakowie.

Analiza statystyczna

Istotno$¢  zroznicowania wartosci dwoch wskaznikéw jakosci technologicznej
pomigdzy grupami linii rézniacych si¢ pojedynczymi prazkami gliadyn okreslono na
podstawie analizy wariancji. Ze zmienno$ci catkowitej wyodrebniono zmienno$¢ blokow,
lat oraz interakcji blokdéw z latami. W sktad bloku wchodzity linie o identycznych
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wzorcach elektroforetycznych zarowno biatek gliadynowych, jak i gluteninowych.
W przypadku procentowej zawarto$ci biatka ogdlem dane wyj$ciowe transformowano

wedtug wzoru:
Y =arcsin,/0,01- x
Po transformacji wyniki mialy rozktad normalny.

OMOWIENIE WYNIKOW

W efekcie wykonanej na wstepnym etapie badan selekcji pod wzgledem sktadu biatek
gluteninowych ich obraz elektroforetyczny u wszystkich linii w obrebie kazdego z czterech
badanych rodoéw byt identyczny. Sktad podjednostek tej frakcji biatek zapasowych
okreslono na podstawie katalogu Payne’a (tab. 1).

Tabela 1
Sklad podjednostek bialek gluteninowych czterech badanych rodéw(na podstawie katalogu Payne’a)
Composition of glutenin protein subunits in four winter wheat strains based on the Payne catalogue

Roq Locus Glu Al Locus Glu B1 Locus Glu D1
Strain
CHD 225 1 7+8 2+12
SCHW 124 84 46 Null 6+8 2+12
GK 5695 Null 7+9 5+10
SMH 4716 2* 7+9 2+12

Frakcje bialek gliadynowych roznicujgce biotypy analizowanych rodow zilustrowano
na obrazach elektroforetycznych (rys. 1).

Biotypy rodu CHD 225 r6znily si¢ podjednostkami, ktore na podstawie opracowanego
katalogu mozna opisa¢ jako bloki biatkowe Gli B1-2 — biotyp A, Gli B1-1 — biotyp B
(kodowane chromosomem 1B), Gli A2-3 — biotyp A oraz blok podobny do Gli A2-1
(kodowane chromosomem 6A).

W przypadku rodu SCHW 124-84-46 biotyp B — w poréwnaniu z biotypem A —
zawiera jeden dodatkowy prazek w strefie B-gliadyn. Doktadne wskazanie chromosomu
warunkujacego synteze tej frakcji jest trudne do okreslenia — na podstawie uzyskanych
rozdziatéw elektroforetycznych mozna z duzym prawdopodobienstwem twierdzié, iz jest
ona kodowana chromosomem 6B badz 6D (locus Gli B2 lub Gli D2).

Biotyp B rodu GK 5695 zawiera w strefie o-gliadyn dwa prazki, ktorych nie ma
w biotypie A. Tych prazkéw nie obserwowano roéwniez u odmian i rodow pszenicy we
wczesniejszych pracach autora niniejszej publikacji. Ich lokalizacja w stosunku do
pozostatych prazkow tej strefy obrazu elektroforetycznego pozwala przypuszczac, ze sa
one kodowane chromosomem 1A (locus Gli Al).

Dwa biotypy rodu SMH 4716 r6znig si¢ migdzy sobg blokami biatkowymi kodowanymi
chromosomem 6A (locus Gli A2). Biotyp A zawiera blok oznaczony symbolem Gli A2-2,
natomiast biotyp B zawiera blok Gli A2-1. Identyfikacji tych blokow biatek gliadynowych
mozna byto dokona¢ w sposob jednoznaczny. Pojawiaja si¢ one stosunkowo czesto wérod
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odmian irodow pszenicy ozimej. Oba bloki biatkowe zostaly opisane w jednej
Z wezesniejszych prac (Waga, 2000).

Srednie wartoéci liczby sedymentacji i procentowej zawartosci biatka ogétem, jak
réwniez zakresy zmiennosci tych cech obliczono na podstawie wynikow badan trzyletnich
(tab. 2). W przypadku procentowej zawartos$ci biatka ogétem znaczne rdéznice miedzy
biotypami obserwowano dla rodéw GK 5695 oraz CHD 225, natomiast w przypadku liczby
sedymentacji dla rodow GK 5695 oraz SCHW 124 84 46.

CHD 225 SCHW 124-84-46 GK 5695 SMH 4716
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Rys. 1. Obraz elektroforetyczny bialek gliadynowych czterech rodéw pszenicy ozimej. Klamrami
zaznaczono prazki réznicujace biotypy poszczegélnych rodow
Fig. 1. Gliadin proteins electrophoregrams of four winter wheat strains. Differences between biotypes
are marked by the brackets

Tabela 2
Srednie wartosci bialka oraz liczby sedymentacji w liniach pszenicy ozimej na podstawie badan
trzyletnich
Average protein content and sedimentation value of some winter wheat strains, based on three years of
investigations

Symbol linii pszenicy |Procentowa zawarto$¢ biatka — Protein content| Liczba sedymentacji — Sedimentation value
Symbol of the wheat |warto$¢ $rednia (%)| zakres zmienno$ci (%) | warto$é érednia (%) | zakres zmiennoéci (%)

line average value (%) | range of variability (%) | average value (%) range of variability (%)
CHD 225 A 10,48 9,29-12,71 27,57 20,33-40,00
B 13,78 13,14-14,59 43,43 41,33-46,33
A 11,46 10,35-12,61 44,47 39,67-51,00
SCHW 124-84-46 11,27 10,28-13,02 27,9 23,67-33,00
A 11,64 10,32-12,14 30,47 27,67-33,33
GK 5695 B 10,9 10,03-12,01 34 30,33-39,33
A 13,84 12,62-14,90 59,52 56,00-64,33
SMH 4716 B 13,7 12,62-14,90 57,6 53,00-62,33
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Istotnos¢ zroznicowania Srednich wartosci liczby sedymentacji oraz procentowe;j
zawarto$ci biatka ogdtem miedzy parami utworzonych biotypow stwierdzono na podstawie
wynikow analizy wariancji wykonanej dla kazdego rodu oddzielnie. Zmiennos$¢ blokow,
lat oraz interakcji blokow z latami oszacowano testem F. We wszystkich przypadkach
obserwowano istotne zréznicowanie W latach. Jest to w znacznym stopniu efektem
warunkéw meteorologicznych panujacych w okresie bezposrednio poprzedzajacym zbior
ziarna w roku 2001. Ciagte opady deszczu i znaczna wilgotno$¢ powietrza miaty wplyw na
znaczne obnizenie warto$ci obu wskaznikow jakosciowych w stosunku do pozostatych lat
badan.

Analiza wariancji dla dwoch biotypdéw rodu CHD 225 dowodzi istotnego zréznicowania
$rednich warto$ci zarowno w przypadku liczby sedymentacji, jak i procentowej zawartosci
biatka ogotem, przy czym biotyp A zawierajacy blok Gli B1-2 charakteryzowat sig¢
nizszymi warto$ciami obu cech niz biotyp B zawierajacy blok Gli B1-1 (tab. 3).

Tabela 3
Analiza wariancji dla bialka oraz liczby sedymentacji w badanych liniach pszenicy ozimej
Analysis of variance for protein content and sedimentation value of the investigated winter wheat

strains
Zawarto$¢ biatka — Protein content Liczba sedymentacji — Sedimentation value
. zrodto zrodto
ST:;?” zmiennos$ci Lss SK test F zmiennosci Lss SK It:(ﬁtes':t
source of Df MS F-test value| source of Df MS value
variability variability
lata lata
years 2 14,256 16,322** years 2 287,15 10,341**
bloki bloki
CHD 225 blocks 1 13362 152,88** blocks 1 377626 135998**
interakcja interakcja
interaction 2 1,44 1,648 interaction 2 36,52 1,315
lata lata
years 2 51,455 42,280** years 2 150,415 6,187**
bloki bloki
SCHW124-84-46 1)) ks 1 0,37 0,304  blocks 1 4116,81  169,326**
interakcja interakcja
interaction 2 0,355 0,292 interaction 2 14,22 0,585
lata lata
years 2 17,83 20,354** years 2 725,99 41,042**
bloki bloki
GK 5695 blocks 1 6,91 7,888** blocks 1 18726 10,586**
interakcja interakcja
interaction 2 0,475 0,542 interaction 2 94,145 5,322**
lata lata
years 2 42,96 27,311** years 2 1755,62 54,619**
bloki bloki
SMH 4716 blocks 1 2,16 1,373 blocks 1 56,06 1,744
interakcja interakcja
interaction 2 1,875 1,192 interaction 2 3,87 0,12

Lss — Df — Liczba stopni swobody; Degrees of freedom
SK — MS — Sredni kwadrat; Mean square
** _— |stotne na poziomieV = 0,01; Significant at v = 0.01
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Podjednostki z grupy B-gliadyn réznicowaty dwa biotypy rodu SCHW 124-84-46 tylko
pod wzgledem liczby sedymentacji, ktorej wyzsze wartosci obserwowano dla biotypu B
zawierajgcego W tej strefie jeden dodatkowy prazek w poréwnaniu z biotypem A. Z kolei
dla rodu GK 5695 obserwowano istotne zréznicowanie pod wzgledem obu cech jednak
biorac pod uwage wysoce istotng interakcje w przypadku liczby sedymentacji mozna
stwierdzi¢, ze zidentyfikowane podjednostki w-gliadyn roznicujg badane biotypy tylko pod
wzgledem zawarto$ci biatka. Biotyp B zawieral mniej biatka w poréwnaniu z biotypem A.
Dwa biotypy rodu SMH 4715 nie roznily si¢ istotnie ani pod wzglgdem liczby
sedymentacji, ani tez procentowej zawartosci biatka ogdétem pomimo obserwowanych
roznic W sktadzie podjednostek gliadyn kodowanych chromosomem 6A.

DYSKUSJA

Wewnatrzliniowy polimorfizm gliadyn opisany dla czterech wybranych rodow
pszenicy ozimej jest zjawiskiem stosunkowo czgsto obserwowanym W kolekcjach robo-
czych i materiatach hodowlanych. Znaczna liczba rodoéw, a czgsto i odmian uprawnych, to
formy heterogeniczne pod wzgledem gendéw warunkujacych biatka zapasowe.
Potwierdzaja to badania innych autorow, jak rowniez wczesniejsze prace wykonane
w ZRZb IHAR w Krakowie (Sasek i in., 1988 a; Waga, 1991).

Uzyskane wyniki sugeruja, iz polimorfizm wewnatrzliniowy gliadyn moze
w przypadku niektérych kombinacji podjednostek pogarsza¢ jako$¢ technologiczng
badanej formy pszenicy. Jezeli bowiem sktada si¢ ona z dwoch lub wigkszej liczby
biotypdw, z ktérych jeden zawiera korzystne, a drugi niekorzystne podjednostki gliadyn,
to wypadkowa warto$¢ badanej cechy W mieszaninie biotypéw bedzie gorsza niz
w przypadku linii czystej biotypu zawierajacego podjednostki korzystne. Szczegdlnie
drastyczne roznice obserwowano migdzy biotypami rodow CHD 225 i SCHW 124-84-46
dla liczby sedymentacji. Nie dziwi to w przypadku rodu CHD 225, ktérego biotyp
A zawieral blok Gli B1-2 — marker translokacji 1B/1R. Wielokrotnie wykazano, ze blok
ten znacznie pogarsza wlasciwosci technologiczne pszenicy (Dhaliwal iin., 1988;
Graybosch i in., 1990; Waga i Wegrzyn, 2000). Mimo, iz biotypy rodu CHD 225 r6znig si¢
takze podjednostkami o-gliadyn kodowanymi chromosomem 6A (locus Gli A2), to
prawdopodobnie cata réznice Srednich wartosci liczby sedymentacji mozna thumaczy¢
zroznicowaniem W locus Gli B1. Zar6wno z wczesniejszych, jak i obecnych badan wynika,
ze bloki gliadynowe kodowane przez locus Gli A2 nie majg istotnego wplywu na jako$¢
technologiczng. Potwierdza to brak zréznicowania wskaznikéw jakosciowych w liniach
rodu SMH 4716. Natomiast istotne zré6znicowanie obu wskaznikdw pomiedzy liniami
rodow SCHW 124-84-46 i GK 5695 powigzane jest z nie badanymi dotychczas
podjednostkami gliadyn i dlatego wymaga potwierdzenia w przysztosci.

Zaobserwowane roznice liczby sedymentacji i procentowej zawartosci biatka ogdtem
sg efektem zwigzku pomiedzy gliadynami réznicujacymi uzyskane biotypy, a wymie-
nionymi wskaznikami jakosci technologicznej. Mimo iz kazdy z badanych rodow
charakteryzowat si¢ jednolitym obrazem elektroforetycznym wysokoczasteczkowych
glutenin uzyskane biotypy ro6znity si¢ pod wzgledem cech jakosciowych, a zr6znicowanie
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to bylo statystycznie powigzane ze zmienno$cig frakcji gliadyn. Podobne zaleznosci
opisano w pracach innych autoréw (Metakovsky, 1991 b; Sasek, 1988 a). Wydaje sie to
zrozumiale, gdyz wilasciwosci wypiekowe sg (w znacznym stopniu) efektem interakcji
gliadyn i glutenin (Bushuk, 1994). Dlatego tez prowadzac selekcj¢ materiatow hodow-
lanych na podstawie analizy elektroforetycznej nalezy pamigta¢, ze 0 cechach techno-
logicznych genotypu decyduja kombinacje podjednostek glutenin i gliadyn, a nie tylko
jedna z wymienionych frakcji biatek zapasowych.

Wyniki badan opisanych w niniejszej publikacji poszerzaja zakres informacji na temat
biochemicznych markeréw biatkowych, Ktore uzyskano we wczes$niejszych pracach
realizowanych przez Zaktad Ro$lin Zbozowych THAR w Krakowie (Waga i Wegrzyn,
2000).

WNIOSKI

1. Biotypy uzyskane droga selekcji linii czystych z polimorficznych pod wzglgdem biatek
zapasowych rodow pszenicy ozimej r6znig si¢ miedzy sobg istotnie wartosciami liczby
sedymentacji i procentowej zawartosci biatka ogdtem.

2. Zmienno$¢ badanych wskaznikow jakosSci technologicznej jest powigzana ze zr6zni-
cowaniem niektorych frakcji biatek zapasowych nalezacych do grupy - i o-gliadyn.

3. Biotypy zawierajace korzystne frakcje gliadyn 0 poprawionych wlasciwosciach
uzytkowych moga stanowi¢ cenny material wyjsciowy dla hodowli nowych odmian
pszenicy.
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