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Analiza elektroforetyczna biatek zapasowych
kilku rodow pszenzyta ozimego odpornych
na porastanie

Electrophoretic analysis of storage proteins in some winter triticale strains resistant
to preharvest sprouting

Analizowano polimorfizm biatek zapasowych wybranych rodow pszenzyta ozimego, odpornych na
przedzniwne porastanie ziarna, w poréwnaniu z odmiang wzorcowg Bogo wykazujacg duza sktonnosé
do porastania. Zaobserwowano roéznice W sktadzie podjednostek biatek zapasowych zarowno gliadyn,
jak i glutenin pomig¢dzy odpornymi na porastanie rodami i porastajaca odmiang Bogo. Roznice te moga
by¢ genetycznie powiazane ze zmiennoscia badanej cechy, co sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania ich
jako biochemicznych markerdw porastania.

Stowa kluczowe: analiza elektroforetyczna, biatka zapasowe, przedzniwne porastanie, pszenzyto

The polymorphism of storage proteins was analyzed in some strains of winter triticale resistant to
preharvest sprouting, in comparison with susceptible to sprouting variety Bogo. Based on the
electrophoretic analysis differences in subunits composition of storage proteins were observed between
the resistant to sprouting strains and the Bogo variety with regard to both gliadins and glutenins. These
differences may be genetically associated with variability of the studied trait. It suggests a possibility
of using them as biochemical markers of preharvest sprouting.
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W warunkach klimatycznych Polski odpornos¢ na porastanie zb6z ma bardzo duze
znaczenie. Wedlug Tarkowskiego (1978), Wegrzyna iwsp. (1991), Weidner (1992)
przecietnie W roku porastanie wystepuje na 5-10% plantacji (dane szacunkowe). Straty
wywolane porastaniem przedzniwnym W klosach sg bardzo duze icho¢ trudno je
doktadniej oceni¢ ogélnie mozna powiedzie¢, ze sa to zarowno straty ilosciowe, jak
i jakosciowe — obniza si¢ warto$¢ siewna i technologiczna ziarniakéw (Wahl i Rourke,
1992; Mos, 2003; Mos i Wéjtowicz, 2002).
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Odporno$¢ na porastanie jest cechg ztozona, zalezng od genotypu rosliny (odmiany)
i W duzym stopniu od interakcji genotypu ze Srodowiskiem, zwlaszcza od przebiegu
pogody w okresie dojrzewania ziarna i zbioru ro$lin. Zwracajg na to uwage réwniez
Dolinski (1995) oraz Derycke i wsp. (2002). Wptyw czynnikow abiotycznych (§wiatla,
wody i temperatury) na przedzniwne porastanie pszenzyta opisuja rowniez Shishlova
i Shishlova (2002).

Pomimo bardzo licznych badan odporno$ci na porastanie mechanizm powstawania tej
cechy, do tej pory, nie zostat wyjasniony. Jak podaje Mo$ (1994) wielu autorow podkresla
znaczng role stanu spoczynkowego ziarniakow oraz podwyzszonej aktywnosci alfa
amylazy w wystepowaniu tego zjawiska. Wedlug Flinthan i Gale (1982) oraz Gale i wsp.
(1988) odpornos¢ na porastanie wiagze si¢ Z genami kartowatosci Rhts, ktore wptywaja
hamujaco na aktywno$¢ alfa amylazy. Geny te zlokalizowane sg na chromosomie 4B —
dawny 4A (Morris i in., 1972). Geny warunkujace odporno$¢ na porastanie znajduja sie na
wielu chromosomach, a wedtug Zanettiego i wsp. (2000) gtownie na chromosomach 2A,
5A, 6A i7B. Rybka i Matuszynska (2002), oceniajac porastanie substytucyjnych linii
pszenzyta odmiany Presto, sugerujg, ze geny warunkujgce odporno$¢ na porastanie moga
by¢ zlokalizowane na chromosomie 3R. Obecnie podejmowane sg proby rozwigzania
problemu odpornosci na porastanie z wykorzystaniem technik biologii molekularnej:
poszukiwanie markerow molekularnych, mapowanie gendw, QTL, poszukiwanie
powigzania genéw warunkujacych zawarto$¢ biatka z genami warunkujacymi odpornosé
na porastanie (mi¢dzy innymi Varshney i in., 2001).

W niniejszej pracy analizowano polimorfizm bialek zapasowych wybranych rodow
pszenzyta ozimego W poréwnaniu z wzorcowa odmiang Bogo. Celem badaf bylo
stwierdzenie, ktore spos$rod zidentyfikowanych frakcji biatkowych moga by¢ wyko-
rzystane w charakterze biochemicznych markeréw porastania.

MATERIAL | METODY

Materiat badawczy stanowily rody pszenzyta ozimego odporne na porastanie (powyzej
6 w skali 9-stopniowej) oraz porastajagca odmiana Bogo. Wspomniane rody pszenzyta
uzyskano w Zaktadzie Roslin Zbozowych IHAR w Krakowie (Grzesik, 2002).

Odpornos$¢ na porastanie oznaczano metoda Schmidta (cyt. za Ruebenbauer i Brej,
1957) z wykorzystaniem skali bonitacyjnej od 9 do 1, (9 — oznacza catkowita odpornos¢,
1 — calkowite porosniecie). Bonitacje prowadzono po 3, 6 i 9 dniach, a uzyskane wyniki
sprowadzano do jednej wartosci (Wegrzyn iin., 1991). Liczbe sedymentacji oznaczano
metoda Zeleny’ego-Greenwaya (1960), a zawartos¢ biatka metoda spektrofotometryczng
w bliskiej podczerwieni (NIR — near infra-red spectroscopy).

Gliadyny analizowano metodg elektroforezy kwasnej (A PAGE) w $rodowisku buforu
mleczanowo-glinowego pH = 3,1, natomiast gluteniny elektroforeza w $rodowisku
zasadowym z dodatkiem soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS PAGE) (Laemmli, 1970;
Bushuk i Zilmann, 1978). Analizowano po 20 ziarniakow kazdej badanej formy.

158



Jacek Waga ...

WYNIKI I DYSKUSJA

Srednie warto$ci oceny porastania, liczby sedymentacji i zawarto$ci biatka, zakres oraz
wspotczynniki zmiennos$ci tych cech dla badanych rodow pszenzyta, atakze odmiany
Bogo zestawiono w tabeli 1.

Tabela 1
Srednie, zakresy i wspélczynniki zmiennoS$ci (CV %) porastania, liczby sedymentacji i bialka kilku
rodow pszenzyta ozimego w latach 1994-2000
Mean values, range of variability and coefficients of variability (CV%) of preharvest sprouting,
sedimentation value and protein content of some winter triticale strains in 1994-2000

Porastanie Liczba sedymentacji Biatko
Raéd Preharvest sprouting Sedimentation value Protein content
Strain $rednia zakres $rednia zakres $rednia zakres
mean range CV% mean range CV% mean range CV%

Tm 103/2000 6,3 5,0-7,3 134 18,2 15-22 17,1 11,6 8,8-14,0 17,0
Tm 107/2000 6,9 40-82 253 18,6 15-23 15,5 11,6 10,7130 7,0
Tm 108/3/2000 6,2 3,0-82 319 14,9 8-19 24,1 11,2 7,7-13,7 20,1
Tm 109/1/2000 73 5,6-8,2 14,8 17,9 13-21 15,0 11,1 8,6-14,2 16,2
Tm 109/3/2000 6,7 54-77 130 14,3 9-19 26,1 10,8 8,6-13,1 14,6
Tm 111/2000 74 59-82 115 17,7 13-20 14,1 11,0 8,6-13,7 151
Bogo 2,7 15-35 171 17,0 13-20 15,0 11,6 10,0-13,7 133

Analizujac wyniki oznaczen wykonanych w latach 1994 do 2000 mozna zauwazy¢, ze
w przypadku porastania najwi¢kszg zmienno$¢ w latach wykazywat rod Tm 108/3/2000 —
wspotczynnik zmiennosci (CV%) wynosit 31,9, a nastepnie Tm 107/2000 (CV% — 25,3),
najmniejszg za$, rd6d Tm 111/2000 (CV% —11,5). Ocena liczby sedymentacji najbardziej
roéznita sie w przypadku rodow Tm 109/3/2000 i Tm 108/3/2000 — wspotczynniki
zmiennosci CV% wynosity odpowiednio 26,1 i24,1. Najwigksza zmienno$¢ zawartos$ci
biatka wykazywat rod Tm 108/3/2000 (CV% — 20,1), a najmniejsza rod Tm 107/2000
(CV% — 7,0). Wyniki te sg zblizone do wynikow opisanych we wcze$niejszych pracach
(Wegrzyn iin., 1998; Grzesik iin., 2001; Grzesik iin., 2003). Zmienno$¢ tych cech
w latach wydaje si¢ zrozumiata, gdyz omawiane cechy sa silnie modyfikowane przez
warunki srodowiska, a zwlaszcza przez warunki pogodowe.

Analiza elektroforetyczna biatek zapasowych wykazata zréznicowanie badanych form
pszenzyta ozimego zarowno pod wzgledem gliadyn, jak i glutenin wysokoczasteczkowych.
Wyrazne roéznice obserwowano pomigdzy odmiang Bogo, a odpornymi na porastanie
rodami pszenzyta (rys. 1 i 2). Uwagg zwraca fakt, iz Bogo stanowi formg¢ wieloliniowa —
sktada si¢ ona z trzech biotypéw. Na obrazach przedstawiono charakterystyczne dla nich
kombinacje prazkoéw elektroforetycznych.

W przypadku biatek gliadynowych obserwowano polimorfizm wewnatrzliniowy
(zréznicowanie obrazow elektroforetycznych pojedynczych ziarniakow w obrebie jednego
genotypu) dla rodow Tm 103/2000 oraz Tm 111/2000. Pozostate rody byty liniami
czystymi pod wzgledem gendéw kodujacych gliadyny.
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Rys. 1. Obraz prolamin monomerycznych wybranych rodéw pszenzyta ozimego odpornych na
porastanie oraz porastajacej odmiany Bogo (a. Tm 103/2000, b. Tm 107/2000, c. Tm 108/3/2000, d. Tm
109a/1/2000, e. Tm109/1/2000, f. Tm 109/3/2000, g. Tm 111/2000, h. Bogo)

Fig. 1. Electrophoregrams of monomeric prolamins of some witer triticale strains resistant to sprouting
and variety Bogo susceptible to sprouting

Tral 0352000 Tra 10752000 Tral 021372000 Tro 10927172000 Tra 1091/2000 Tre 1094352000 Tre 11152000 Bogo

Rys. 2. Obraz glutenin wysokoczasteczkowych wybranych rodéw pszenzyta ozimego odpornych na
porastanie oraz porastajacej odmiany Bogo
Fig. 2. Electrophoregrams of high molecular glutenin subunits of some witer triticale strains resistant
to sprouting and variety Bogo susceptible to sprouting

Roznice migdzy odmiang Bogo, a rodami odpornymi na porastanie obserwowano w srod-
kowej strefie obrazu elektroforetycznego, w ktorej zlokalizowane sg prazki nalezace do
grupy v-gliadyn. Dwa sposrod trzech zidentyfikowanych biotypéw odmiany Bogo nie
zawieraly prazka oznaczonego numerem 2, ktory wystepowal we wszystkich rodach
z wyjatkiem rodu Tm 107/2000. Rod ten podobnie jak dwa wspomniane biotypy odmiany
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Bogo zawierat prazek oznaczony jako 1. Zkolei trzeci biotyp tej odmiany zawierat
kombinacje obu rozpatrywanych gliadyn: 1 + 2. Polimorficzny r6d Tm 103/2000 zawierat
odmienne od opisanych kombinacje gliadyn w tej strefie obrazu elektroforetycznego. W
przypadku pszenicy Varshney iwsp. (2001) zidentyfikowali loci molekularnych
markerow: jeden (Xwmc4l) zwigzany z zawarto$cig biatka w ziarnie byt zlokalizowany na
chromosomie 2DL i dwa (Xwmc104 i Xmst101) zwigzane z przedzniwnym porastaniem
byty zlokalizowane odpowiednio na chromosomach 6BS i 7DL. Biorac pod uwage, ze loci
niektdrych y-gliadyn sa zlokalizowane na chromosomie 6BS (Payne, 1984) obserwowane
zroéznicowanie mogloby sugerowaé powigzanie biatek zapasowych typu vy-gliadyn
Z porastaniem.

W nieco nizej potozonej strefie obrazu elektroforetycznego zajmowanej przez biatka
z grupy B-gliadyn réwniez obserwowano roznice pomi¢dzy badanymi formami triticale.
Rody Tm 108/3/200, Tm 109a/1/2000, Tm 109/1/2000, Tm 109/3/2000 zawieraja
charakterystyczng kombinacje trzech prazkow, ktorej nie obserwowano W zadnej Z pozo-
statych badanych form.

W przypadku glutenin wysokoczasteczkowych polimorfizm wewnatrz linii obserwo-
wano tylko w odmianie Bogo. Pozostate rody byly jednolite. Wyrazne rdznice mozna
obserwowa¢ miedzy wzorcami elektroforetycznymi Bogo, arodami odpornymi na
porastanie. Charakterystycznym elementem rdznicujacym badane formy pszenzyta jest
obecno$¢ lub brak podjednostek typu "X", co moze wigzaé si¢ Z wlasciwo$ciami
technologicznymi badanych genotypow (rys. 3).

1 2 3 4

Rys. 3. Podjednostki typu ,,X” oraz ,,Y” glutenin wysokoczgsteczkowych obserwowane w wybranych
formach pszenzyta ozimego (1.Tm108/3/2000, 2. Tm 109a/1/2000, 3. Tm 109/1/2000, 4. Tm 107/2000)
Fig. 3. The ,,X” and ,,Y” type high molecular weight glutenin subunits observed in some winter triticale
forms

Gluteniny wysokoczgsteczkowe sg kodowane genami zlokalizowanymi na chromosomach
1A, 1B i 1D. Kazdy z tych gendw tworzy serie alleli wielokrotnych. W przypadku odmian
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i rodow pszenicy wiekszos¢ allelicznych wariantow z grupy chromosomu 1B i 1D koduje
po dwie podjednostki biatkowe rdznigce si¢ cigzarem czgsteczkowym. Cigzsze okreslane
sg literg "X", natomiast 1zejsze — "Y". Stwierdzono, ze gluteniny typu "X" w wigkszym
stopniu decydujg 0 korzystnych cechach jakosciowych genotypu niz "Y". Cechg
charakterystyczng pszenicy jest obecno$¢ podjednostek "X" i"Y", zkolei obraz
elektroforetyczny zyta sktada si¢ tylko z podjednostek "Y". Ten fakt decyduje, migdzy
innymi, o unikalnych witasciwos$ciach technologicznych pszenicy (Kaczkowski, 2002).
Mozna wigc przypuszczaé, ze zroznicowanie badanych rodéw pszenzyta pod wzglgdem
obecnos¢ lub braku glutenin typu "X" moze mie¢ wptyw na ich wlasciwosci wypiekowe
maki. Czesciowo przemawiaja za tym wstegpne wyniki analiz technologicznych (tab. 1).

PODSUMOWANIE

1. Zaobserwowano roznice W sktadzie podjednostek bialek zapasowych zarowno gliadyn,
jak iglutenin migdzy rodami odpornymi na porastanie (Tm108/3/2000, Tm
109a/1/2000, Tm 109/1/2000, Tm 109/3/2000 oraz Tm111/2000), a porastajaca
odmiang Bogo. Roznice te sg warunkowane genetycznie i mogg by¢ powigzane ze
zmiennos$cig badanej cechy, co sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania ich jako bioche-
micznych markeréw porastania.

2. Badane rody sg zroéznicowane pod wzgledem obecnosci lub braku ciezszych frakcji
glutenin typu “X”, co moze wigza¢ sie z ich warto$cig technologiczna.
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