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Okreslenie indeksu odmienno$ci odmian
pszenzyta ozimego metodg porownywania
diagramow elektroforetycznych gliadyn

Determination of diversity index for winter triticale cultivars based on comparison
of gliadin electrophoretic diagrams

Oceniono réznice odmianowe pszenzyta ozimego (Dagro, Bolero, Ugo, Malno, Tewo, rod
CZR103/85) metoda poréwnywania diagramow elektroforetycznych gliadyn. Udzial procentowy
poszczegdlnych podjednostek gliadyn postuzyt do wyznaczenia schematu diagramu badanych odmian
pszenzyta. W oparciu o polimorfizm biatek gliadynowych okreslono wzgledne indeksy odmiennosci
dla par odmian. Wartos$ci tego indeksu zawieraty si¢ w granicach od 20 do 70%. Znajomo$¢ takich
wskaznikéw mozna wykorzysta¢ do oceny stopnia zrdéznicowania genetycznego migdzy odmianami i
sprawdzenia efektywnos$ci krzyzowania.

Stowa kluczowe: elektroforeza gliadyn, indeks odmienno$ci odmian, pszenzyto ozime

Differences between cultivars were evaluated in winter triticale (Dagro, Bolero, Ugo, Malno, Tewo,
strain CZR 103/85) by comparing electrophoretic diagrams of gliadins. Percentage shares of particular
gliadin subunits were used to prepare a scheme of diagrams for the studied triticale cultivars. On the
basis of this scheme the relative diversity index was calculated for each pair of the compared cultivars.
The values ranged from 20% to 70%. The indices may be useful in evaluation of degree of genetic
differentiation between cultivars and for testing the effectiveness of planned crosses.

Key words: diversity index of cultivars, gliadin electrophoresis, winter triticale
WSTEP

Heterogeniczno$¢ bialek zapasowych ziarna ujawniona metodami elektroforezy jest
czesto wykorzystywana w chemotaksonomicznych badaniach zb6oz (Bushuk i in., 1978;
Wirgley i in.,, 1982). Uwarunkowany genetycznie polimorfizm gliadyn i glutenin
wykorzystywany jest obok badan sposobu dziedziczenia biatka, czy funkcjonowania
okreslonych gendéw do identyfikacji odmiany lub oceny tozsamosci, czy odrebnosci
nowych rodow (Galili 1 in., 1983; Makarska i in., 1994). Cechy te sg badane w hodowli i
nasiennictwie pszenicy i w hodowli pszenzyta, zwlaszcza wobec istniejacych problemow
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Z niewystarczajacg powtarzalnoscig cech odmianowych, czy duzg zmienno$cig sktadu
chemicznego rodoéw i odmian (Virdi i in., 1984; Sowa i in., 1999).

Celem pracy bylo okreslenie zrdéznicowania pomiedzy odmianami pszenzyta na
podstawie polimorfizmu frakcji gliadyn, w oparciu o iloSciowg charakterystyke poszcze-
golnych podjednostek tych biatek.

MATERIAL I METODY

Rozdziat frakcji gliadyn ziarniakow pszenzyta odmian Dagro, Bolero, Malno, Ugo,
Tewo i rodu CZR 103/85 przeprowadzono wedtug Bushuka i wsp. (1978) stosujac 7% zel
poliakrylamidowy w buforze mleczan glinu — kwas mlekowy przy pH-3,1 (APAGE) (rys.
1). Celem standaryzacji elektroforegramu zastosowano kanadyjskg odmian¢ pszenicy
Marquis. (rys. 2).Udzialy procentowe poszczegodlnych podjednostek okreslono przy
pomocy densytometru firmy Vitatron model TLD-100 z integratorem UR-402, wedtug
wlasnej modyfikacji, wykorzystujac w tym celu powigkszone pozytywy zeli na kliszy
rentgenowskiej (Makarski, Makarska, 1997). Srednig ilos¢ bialka zawartego w
poszczegblnych pasmach okreslono przy pomocy analizy densytometrycznej kilku
elektroforegramow otrzymanych dla kazdej odmiany Rysunek 3 przedstawia profil
densytogramu zeskanowanego zelu A-PAGE odmiany Ugo. Wartosci $rednie
procentowych udziatdéw rozdzielonych podjednostek gliadyn obliczone dla
poszczegolnych odmian (przedstawione dla przyktadu dla odmiany Ugo) (tab. 1) postuzyty
do wyznaczenia schematu diagramow elektroforetycznych pszenzyta ozimego (tab. 2).
Uwzgledniono pi¢¢ klas stezenia. Przyjeto nastepujacy schemat: 0 — nieobecno$¢; 1 — 0-
1,5%; 2 — 1,5-4%; 3 — 4,0-6,5%; 4 > 6,5% udziatu podjednostki w catkowitej absorpcji
diagramu. Porownujac diagramy dwoch odmian przyjeto, Ze istotna roznica w koncentracji
wspolnej podjednostki (o tym samym Rf) jest wtedy, gdy r6zni si¢ co najmniej o dwie klasy
stezenia: np. 0 i 2 (réznica ilosciowa i jakosciowa), 1 i 3 lub 1 i 4 (znaczace roznice
ilosciowe). Przyjety schemat jest modyfikacja metody Autrana i wsp. (1975) zastosowanej
do 73 odmian pszenicy.

Znajac liczbe podjednostek oraz ich wzgledng ruchliwo$§¢ mozna na podstawie
diagramu przedstawi¢ w sposéb ilosciowy indywidualno$¢ odmianowa wyliczajac, tzw.
indeks odmiennosci dla dwdch porownywanych odmian. W tym celu jako jeden przyjeto
punkt indeksu % udziatu wspolnej podjednostki (prazka) dla obu odmian, gdy jest on
istotnie zroznicowany (wedlug przyjetej regulty pigciu klas stezen) lub 0 punktow, jesli
roznica nie byla istotna. Bezwzgledny indeks odmiennosci (BIO), wigc jest sumg punktow
przypisanych dla kazdej podjednostki dwoch poréwnywanych diagramow. Wzgledny
indeks odmiennosci (WIO) obliczono jako stosunek wartosci bezwzglednego indeksu do
catkowitej liczby podjednostek gliadynowych odmian razy 100.

WIO = BIO x 100/N
N — liczba wszystkich podjednostek gliadyn wystepujacych w dwdch poréwnywanych
odmianach.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Rysunki 112 przedstawiajg elektroforegramy gliadyn pszenzyta ozimego oraz pszenicy

Marquis zastosowanej jako wzorzec.
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Rys. 1. Elektroforegram (A-PAGE) gliadyn pszenzyta ozimego: 1 — Marquis — wzorzec, 2 — Dagro, 3
— Bolero, 4 — Ugo, 5 — Malno, 6 — Tewo, 7 — CZR 103/85
Fig. 1. Electrophoregramm (A-PAGE) of gliadins of winter triticale cultivars: 1 — Marquis —
standard, 2 — Dagro, 3 — Bolero, 4 — Ugo, 5 — Malno, 6 — Tewo, 7 — CZR 103/85

Wartosci Rf dla 37 podjednostek gliadyn rozdzielonych w odmianach mieszcza si¢ w
zakresie od 16 do 80 (rys. 2). Ocena diagraméw uwydatnia zarowno roéznorodnosé
odmianowg tych bialek zapasowych, jak i ich podobienstwo oparte na wspolnych pod-
jednostkach. Elektroforeza (A-PAGE) gliadyn (wg Bushuka i Zillmana, 1978) preferuje
dobry rozdziat bialek wolniej migrujacych w zelu, o wyzszej masie czgsteczkowej tzw. ®-
gliadyn, w strefie, ktorych wyodrgbniono 6—7 podjednostek obecnych w kazdej odmianie,
ale zréznicowanych ilosciowo (rys. 1). W tabeli 1 zestawiono warto$ci wspotczynnika
ruchliwosci (Rf) poszczegoélnych podjednostek gliadyn odmiany Ugo oraz ich udziat
procentowy jako $rednig z 6 diagramow obliczong na podstawie odczytu z densytometru,
odchylenie standardowe (S) i wspotczynnik zmiennosci (V%) przy n = 6. Analizujac dane
w tabeli 1 mozna zauwazy¢, ze rozproszenie wynikow (S), wynikajace raczej z fluktuacji
doswiadczalnych, jest zawsze mniejsze niz réznice koncentracji podjednostek przyjete jako
istotne (tab. 2).Wydaje si¢, ze taki margines bezpieczenstwa dla przyjetego schematu 5 klas
stezen jest wystarczajacy, jesli wezmiemy pod uwage, ze podobne zaleznosci uzyskano dla
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pozostatych odmian. Mozna przyja¢, ze ré6znice miedzy dwoma diagramami sg istotne, jesli
odchylenie koncentracji podjednostki o tej samej ruchliwos$ci (Rf) jest co najmniej o dwie
klasy st¢zen. Przyjeta metoda jest oparta na badaniach Autrana i wsp. (1975) dotyczacych
identyfikacji odmian pszenic na bazie roéznorodnosci gliadyn rozdzielonych
elektroforetycznie. Potwierdzeniem wnioskéw tych autorow byty takze badania
genetycznej zmiennosci stezen podjednostek gliadyn przeprowadzone przez Branlarda
(1983) na 2 pokoleniach (F1 i F2) 4 genotypdw pszenicy.
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Rys. 2. Elektroforegram gliadyn pszenzyta ozimego: 1 — Dagro, 2 — Bolero, 3 — Ugo, 4 — Malno,
5 — Tewo, 6 — CZR 103/85
Fig. 2. Electrophoregramm of gliadins of winter triticale cultivars: 1 — Dagro, 2 — Bolero, 3 — Ugo,
4 — Malno, 5 — Tewo, 6 — CZR 103/85
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Tabela 1
Wzgledna zawartos$¢ frakeji gliadyn odmiany Ugo jako % udzialu podjednostki w calkowitej absorpcji
diagramu (n = 6)
Relative contents of the gliadin fractions in the cultivar Ugo as percentage shares of the subunits in
complete absorption of the diagram (n = 6)

Wzgledna ruchliwo$é Zakres X S V %
podjednostek (Ry) minimum — maksium $rednia Odchylenie Wspétczynnik
Relative mobility of | Minimum — Maximum Mean standardowe zmiennos$ci

subunits range Standard deviation | Coefficient of variation

(%)

16 0,81— 1,25 1,03 0,28 27,18

25 0,75— 1,30 1,02 0,34 33,33

28 5,30 — 7,10 6,15 0,55 8,94

32 4,25— 5,90 5,07 0,60 11,83

38 19 — 324 2,72 0,48 17,65

415 2,06 — 3,62 2,90 0,36 12,41

44,5 12,64 — 16,55 14,53 1,25 8,60

46 492 — 570 5,33 0,40 7,50

50 17,10 — 18,35 17,70 0,61 3,45

53 8,65 — 10,12 9,44 1,13 11,97

57,5 4,90 — 5,45 5,18 0,43 8,30

61 5,15 — 6,03 5,60 0,32 5,71

64 1,85 — 2,36 2,08 0,16 7,69

67,5 2,10 — 2,80 2,54 0,39 9,90

70 1,90 — 3,12 2,64 0,19 7,19

75 10,22 — 12,45 11,38 0,86 7,56

78,5 0,67 — 0,84 0,77 0,12 15,58

v

-\

Rys. 3. Profil densytometryczny zeskanowanego zelu (A-PAGE) gliadyn odmiany Ugo
Fig. 3. Densitometric profile of the scanned gel (APAGE) with gliadins for the cultivar Ugo

Schemat przedstawiony na podstawie diagramow elektroforetycznych (tab. 2.) umozliwia
szybkie oszacowanie stopnia zroznicowania lub podobienstwa miedzy odmianami.
Poréwnanie dwoch kolumn tabeli 2 (2 odmiany) pozwala na stwierdzenie znaczacej lub
nieznaczacej (wg przyjetej reguty) odmiennosci miedzy odmianami.
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Tabela 2
Schemat diagraméw elektroforetycznych badanych odmian pszenzyta 0zimego
Scheme of electrophoretic diagrams of the studied winter triticale cultivars
Wzgledna ruchliwos¢
Rpecl):tji?/denrzscfgli(l i(tsfzjf Dagro Bolero Ugo Malno Tewo CZR 103/85
subunits
16 1 1 1 2 1 1
20 1
25 1 1 1 1 1 1
28 3 3 3 3 3 3
32 3 3 3 2 3 3
35 3 3 2 2 3 2
37 1
38 2 2 1
39 2
40 2
41,5 2 4 2 3 4
43 3
44,5 4 2 4 4
45 2
46 3
47 3 4
50 4 4 4 4 4 4
53 4 4 4 4
54 4 4
57,5 4 3 4 4 4
58,5 4 2
61 3 3 4
62 3 4
62,5 3
64 2 3
65 2 2
67,5 2 2 2
68 2
69
70 2 2
71 2
72,5 3 3 2
73
73,5 4
75 4 3
76 4 4
77 4 3
78,5 1
80 3 4

Udziat podjednostki w catkowitej absorpcji diagramu
Of the subunit share in complete absorption of the diagram
0-1,5%
1,5-4,0%
4,0-6,5%
> 6,5%
nieobecno$¢ — absence
W tabeli 3 przedstawiono obliczone na podstawie wczesniej omowionej metody
wzgledne indeksy odmiennosci dla analizowanych odmian pszenzyta ozimego. Warto$é

indeksu praktycznie moze miescic¢ si¢ w zakresie 0—100%, wskazujac udziat komponentéw

O WNRF
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odpowiedzialnych za istotne réznice w stosunku do wszystkich podjednostek pary
diagramow branych pod uwage. Prezentowane w tabeli 3 indeksy odmiennosci 6 odmian
pszenzyta ozimego mieszczg si¢ w granicach od 20-70%. Wysokie wartosci indeksu
np.70% dla Tewo i Malno wskazuja na duzy polimorfizm gliadyn w tych odmianach i
rozpoznawalnosc ich jest jednoznaczna. Mniejsze zréznicowanie obserwowano dla odmian
Tewo i Ugo, gdzie indeks wynosi 20% czy rodu CZR 103/85 i Tewo — indeks 28%.Warto
zauwazy¢, ze wartos¢ indeksu odmiany Ugo i rodu CZR 103/85 wynosi 39%, a formy te
majg wspolny komponent-pszenzyto CT 93/76. Poréwnanie indeksow analizowanych
odmian wskazuje na istnienie wystarczajacej ilosci znaczacych roznic dla rozpoznania
kazdej odmiany przyje¢ta metoda. Wedtug Autrana i wsp. odmiany pszenic prezentujace
bliskie pokrewienstwo, posiadaty do§¢ podobne diagramy gliadyn i rozpoznawalnos¢ ich
ta metoda byla utrudniona. Odmiany te miaty indeksy w granicach 4-9%, np. Joss-Hardi
— 4%, czy Champlein-Hardi — 9%. To wi¢ksze lub mniejsze podobienstwo diagramow
wynika z relacji istniejgcej migdzy konstytucja (sktadem, budowa) gliadyn rozdzielonych
elektroforetycznie a pochodzeniem genetycznym zbdz (Branlard, 1983; Galili i Feldman,
1983; Virdi i Later, 1984).

Tabela 3
Wzgledne indeksy odmienno$ci miedzy elektroforegramami gliadyn odmian pszenzyta ozimego
Relative diversity indices between gliadin electrophoregrams of winter triticale cultivars

Odmiany/rody Dagro Bolero Ugo Malno Tewo CZR 103/85
Cultivars/strains

Dagro 0 66 65 64 62 65
Bolero 0 61 56 54 50

Ugo 0 63 20 39
Malno 0 70 59
Tewo 0 28

CZR 103/85 0

Heterogeniczno$¢ gliadyn moze, wigc by¢ brana pod uwage jako rodzaj markeru
genetycznego, a indeksy odmienno$ci miedzy diagramami odmian wydajg si¢
konstytuowa¢ posredni sposob wyrazania pokrewienstwa genetycznego. Dla hodowcow
i genetykow znajomo$¢ takich wskaznikow informujacych o stopniu pokrewienstwa
migdzy poréwnywanymi taksonami mozna wykorzysta¢ do sprawdzenia efektywnosci
krzyzowania, identyfikacji odmian czy selekcji form o optymalnym sktadzie gliadyn.

WNIOSKI

1. Wykorzystujac polimorfizm gliadyn pszenzyta, rozdzielonych elektroforetycznie,
mozna okresli¢ stopien zréznicowania genetycznego odmian obliczajac indeksy
odmienno$ci migdzy diagramami.

2. Zastosowana metoda elektroforezy gliadyn pszenzyta (APAGE), wykorzystywana do
identyfikacji odmian charakteryzuje si¢:

— wysoka specyficznoscig glownie w obszarze w-gliadyn,
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— szybkoscia i fatwoscig uzyskania wynikow oraz wymaga niewielkiej ilosci materialu
do badan.
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