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Charakterystyka biatek glutenu w materiatach
hodowlanych pszenicy*

Characteristics of gluten proteins in breeding lines of wheat

Jakos¢ wypiekowa uzyskiwanego materiatu hodowlanego jest jednym z wazniejszych kierunkow
w pracach nad udoskonalaniem pszenicy. Prowadzono badania biatek gluteninowych i gliadynowych,
ktore wchodza w sktad glutenu wplywajacego miedzy innymi na elastyczno$é, zwartos¢ i
rozciagliwos$¢ ciasta. Badano podjednostki glutenin wielkoczasteczkowych (HMW-GS) i o-gliadyny
w odmianach i rodach pszenicy ozimej i jarej z 2016 roku, pochodzacych z trzech spotek
hodowlanych: Hodowla Roslin Danko Sp. z o0.0., Hodowla Roslin Smolice Sp. z o0.0. i Hodowla
Roslin Strzelce Sp. z 0.0. Analiz¢ wykonano w zelach poliakrylamidowych metoda SDS-PAGE i A-
PAGE. Wsréd testowanych obiektow najczgsciej byta reprezentowana podjednostka 7+9 kodowana w
locus Glu-B1 (okoto 45% obiektow). Podjednostki Glu-D1(5+10) i Glu-D1(2+12) wystepowaly po
rowno we wszystkich obiektach. Na podstawie uzyskanych wynikow okreslono wystgpowanie
podjednostek gluteninowych HMW a takze ® gliadyn i zréznicowanie badanych linii hodowlanych
pochodzacych z trzech spotek zajmujacych si¢ hodowla pszenicy w Polsce.

Stowa kluczowe: A-PAGE, frekwencje, gluteniny, gliadyny, SDS-PAGE, pszenica, zr6znicowanie

Bread-making quality traits are very important parameters in wheat improvement. Gluten
regulates viscoelastic properties of dough i.e. elasticity and extensibility. We examined high
molecular weight glutenin subunits (HMW-GS) and o-gliadins from breeding stocks and cultivars of
winter and spring wheat, provided by three Polish breeding companies: HR Danko, HR Smolice and
HR Strzelce. Proteins were separated on polyacrylamide gels using SDS-PAGE and A-PAGE
methods. Among examined objects the most frequently represented (about 45%) subunit was Glu-
BI1(7+9). Subunits Glu-DI(5+10) and Glu-D1(2+12) were represented equally in all pools. The
results provide the information about HMW-GS and o-gliadins frequencies and diversity of the
breeding lines in breeding companies.

* Badania sa finansowane z Programu Wieloletniego MRiRW, zad. 2.1.
Redaktor prowadzgcy: Danuta Boros
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WSTEP

Gluten jest mieszaning biatek gliadynowych i gluteninowych, ktéry powstaje podczas
mieszania Sruty lub maki z wodg. W ziarnach pszenicy najpowszechniej wystepujgcymi
biatkami (ok. 45%) sa gluteniny (Huebner i Wall, 1976), sktadajace si¢ glownie z
glutaminy i proliny. Wyrdznia si¢ dwie frakcje glutenin: wielkoczasteczkowe (HMW) o
masie 65-90 KDa oraz niskoczasteczkowe (LMW) o masie 30—40 KDa (Aghagholizadeh
i in., 2017). Ze wzgledu na mobilnos¢ elektroforetyczng w zelu poliakrylamidowym
gluteniny dzielg si¢ na cztery podjednostki: HMW — A, LMW — B, C i D. Bialka
HMW i LMW polaczone sg mostkami disulfidowymi i mogg tworzy¢ polimery. U
heksaploidalnych pszenic podjednostki HMW sg kodowane przez geny znajdujace si¢ na
dtuzszych ramionach chromosomow 1A, 1B i 1D, odpowiednio w loci Glu-Al, Glu-B1 i
Glu-D1. Biatka wysokoczasteczkowe, ktore stanowia 10% wszystkich biatek zapaso-
wych, majg najwigkszy wptyw na elastycznos$¢ i zwarto$¢ ciasta (Burnouf i Bouriquet,
1980; Franaszek i in., 2013). Spos$rod okoto 30 podjednostek biatka HMW, tylko te
swiadczg o wysokiej jakos$ci wypiekowej, ktore wpltywajg na wysoka warto$¢ wskaznika
sedymentacji SDS. Suma punktacji poszczegdlnych podjednostek z trzech loci (Glul- A4,
B, D) dostarcza informacji na temat wartosci wypiekowych, ktore opisano w tabeli 1
(Payne, 1987; Rogers, 1989). Ustalono m.in. ze podjednostki 5+10 i 7+9 wplywaja
korzystnie na jako$¢ wypickowa ziarna w przeciwienstwie do 2+12 i 6+8 (Waga i
Winiarski, 1996). Tym samym analiza elektroforetyczna umozliwia wyselekcjonowanie
ziarna o wysokiej jakosci technologicznej (Nawracala i Brzezinski, 2004).

Tabela 1
Skala numeryczna umozliwiajaca okreslenie jakosci wypiekowej na podstawie opisanych podjednostek
(za Payne, 1987; Rogers, 1989, Cornish i in. 2006) oraz odpowiadajace im nazewnictwo wg. National
BioResource Project (NBRP) (Mclntosh i in., 2003)
A numeric scale to evaluate bread-making quality as a function of the described subunits (according to
Payne, 1987; Rogers, 1989, Cornish et al. 2006) and corresponding terminology according to the
National BioResource Project (NBRP) (McIntosh et al. 2003)

Punktacia — Score Chromosom —Chromosome Nazewnictwo wg NBRP
J 1A | 1B | 1D Nomenclature according to NBRP
4 - - 5+10 Glu-D1d
3 1 - - Glu-Ala
3 2% - Glu-Alb
3 - 17+18 Glu-Bli
3 - 7+8 Glu-Blb
3 - 13+16 Glu-BIf
3 - 14+15 Glu-B1lh
2 - 7+9 - Glu-Blc
2 - - 2+12 Glu-Dla
1 null - - Glu-Al-la
1 - 7 Glu-Bla
1 - 6+8 Glu-Bld
1 - 20 Glu-Bl-1le
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Ponadto, podjednostki HMW i LMW ze wzgledu na stopien rozgalezienia i dlugosc¢
polimerdw, majg istotny wptyw na zwarto$¢ ciasta (Kasarda, 1999). Polimorfizm glutenin
umozliwia badanie zréznicowania genotypow pszenicy (Fang i in., 2009; Waga i in.,
2009). Druga sktadowa glutenu sa monomeryczne gliadyny, ktore podobnie jak gluteniny
nalezg do prolamin. Ze wzgledu na wielko$¢ wyroznia si¢ trzy frakcje gliadyn: bogatych
w siarke a-, B- y- (3045 kDa) i charakteryzujaca si¢ niskg zawartoscig siarki frakcja o-
(50-75 kDa) (Langer i Salamanowicz, 2011). Wigkszo$¢ podjednostek y i o jest
kodowanych w locus Gli-1 natomiast podjednostki o i B w locus G/i-2 (Porceddu i in,
1998). Gliadyny odpowiadajg za rozciagliwos¢ ciasta. Mogg tez stuzy¢ jako marker
zréznicowania genetycznego.

MATERIALY I METODY

Obiektami do badan byly podjednostki biatka HMW-GS badane w 40 odmianach z
HR Strzelce oraz w 66 odmianach i 49 mieszancach z HR Smolice. Wyrdéwnanie w tych
obiektach weryfikowano przez analiz¢ podjednostek z szeSciu ziarniakow. Do badania
HMW-GS i o-gliadyny wykorzystano 619 obiektow pochodzacych z Danko HR. Byto to
19 mieszancow, z ktorych wyprowadzono 100 linii Fs, i z kazdej przetestowano po szesé
ro§lin. Wszystkie obiekty pochodzity z 2016 roku. Rozdziat podjednostek HMW
wykonano metodg SDS-PAGE (Laemmli, 1970) wedlug modyfikacji Brzezinskiego
(1993). Bialka gluteninowe izolowano w buforze ekstrakcyjnym sktadajacym sie z 0,02 g
btekitu bromofenolowego, 10 ml Tris-HCI, 16 ml 10% SDS, 8 ml glicerolu i 40 ml H,O z
dodatkiem 5% PB-merkaptoetanolu przez okoto 1 godzing. Rozdziat prowadzono w Zelu
poliakrylamidowym o stezeniu T=8% przez okolo 4 godziny pod napigciem 300V.
Gliadyny ekstrahowano 70% alkoholem etylowym przez 12 h i rozdzielano metoda A-
PAGE w buforze zawierajacym kwas mréwkowy o pH=3 w zelu o stezeniu T=7% i pod
napieciem 500V (Bushuk i Zillman, 1987; mod. Brzezinski, 1993). Elektroforeze
prowadzono w aparacie DESAGA VA. Zele barwiono roztworem Roti®-Blue firmy Carl
ROTH wedlug zalecen producenta. Wyrownanie podjednostek w poszczegodlnych
krzyzowkach liczono sumujac liczbe wystgpowania podjednostek z danego genotypu,
ktore w poszczegdlnych loci byty identyczne. Uzyskany wynik dzielono przez zaktadane
100% wyrownanie, nastgpnie sumowano rezultat z genotypami z danej krzyzowki.
Analiz¢ wzoréw prazkowych gliadyn wykonano w programie GelAnalyzer 2010 (Lazar,
2010). Do wizualizacji i analizy statystycznej zastosowano program R v. 3.3.1. Do
porownania rozktadu podjednostek gluteninowych zastosowano test Kruskala Wallisa.
Analize gtéwnych wspohrzednych (PCoA) wykonano w programie XLSTAT v. 19.02.

WYNIKI I DYSKUSJA

Czestotliwos¢ wystepowania podjednostek gluteninowych w ziarniakach badanych
obiektow z trzech spotek hodowlanych przedstawiono w tabeli 2 i na rys. 1. Przewazajaca
liczba ziarniakow (410 obiektow) posiadata w locus Glu-AI niekodujacy wariant null.
Podobny wynik potwierdzaja wcze$niejsze doniesienia (Payne i Lawrence, 1983;
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Oslovicova i in., 2010). Udziat procentowy podjednostki 1 wahat si¢ od 16,3 do 35,0% i
byt najwyzszy w odmianach z HR Strzelce. Podjednostka 2* wystepowata tylko w 10%
w odmianach ze Strzelec oraz w 1% w pokoleniu Fs z Danko HR. Locus Glu-Bl
charakteryzowal si¢ najwigkszg zmiennos$cig. Dominujagcymi podjednostkami byty
podjednostki 7+9, ktére wystepowaty w zaleznosci od pochodzenia w 42,4 do 47,5%
obiektow. Kolejnymi pod wzgledem czestosci wystgpowania w obiektach z HR Strzelce 1
HR Smolice byly podjednostki 6+8 (20-35%), ktéore w poréwnaniu do wyzej
punktowanych (tab. 1) podjednostek 7+8 moga warunkowaé korzystniejsze cechy
wypiekowe u pszenicy (Tang i in., 2008). Z kolei w pokoleniu Fs mieszancow z Danko
HR udziat tych podjednostek (6+8) wynosit tylko 2,7%. Obserwowano natomiast
znacznie wyzsza niz w pozostalych materiatach frekwencj¢ podjednostki 7+8, ktora
wynosita 21%.

Tabela 2
Frekwencje glutenin w materialach hodowlanych z trzech spélek hodowlanych
Glutenin frequencies in breeding stocks from three breeding companies
Podjednostki w loci Odmiany Strzelce Odmiany Smolice Krzyzowki Smolice Pokolenie Fs Danko
Subunits in loci Cultivars from Strzelce | Cultivars from Smolice | Crosses from Smolice | Fs generation from
Danko
Glu-Al
1 35,00% 25,80% 16,30% 31,00%
2% 10,00% 1,00%
n 55,00% 74,20% 83,70% 68,00%
Glu-B1
7 7,50% 10,20% 10,80%
8 0,20%
13+16 0,30%
14+15 7,00%
17+18 10,00% 9,10% 6,10% 8,30%
6+17+18 1,00%
6+7+8,9 0,30%
6+8 20,00% 34,90% 30,60% 2,70%
6+9 10,00% 1,50% 0,30%
7+14+15 0,30%
T+17+18 2,50%
7+8 5,00% 12,10% 6,10% 21,30%
7+9 47,50% 42,40% 46,90% 43,30%
9+7+8 1,20%
9+7+9 0,50%
Glu-D1
2+12 52,50% 42,40% 38,80% 54,10%
5+10 47,50% 57,60% 61,20% 45,90%

2* - podjednostka o mobilnosci plasujacej si¢ migdzy podjednostka 2 i 3 (za Payne, Lawrence, 1983)
2* - subunit with mobility in between subunits 2 and 3 (after Payne and Lawrence, 1983)

U mieszancow Fs obiekty o punktacji 2 i 3 (tab. 1), ktore sg skorelowane z wysoka
jakoscig wypieku, stanowia 80,2% wszystkich podjednostek kodowanych na locus Glu-
B1. Rozktad podjednostek kodowanych w locus Glu-D1 wahat si¢ od 38,8 do 54,1% dla
2+12 oraz od 45,9 do 61,2% dla 5+10. Udzial pierwszej podjednostki byt najwyzszy w
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liniach pokolenia Fs z Danko a drugiej w materiale mieszancowym i odmianach ze

Smolic.
A B

54101 5410 1
2+12 2 2412 2

9+7+9 n 9+7+9 n

9+7+8 7 9+7+48 7.
749 8 7+9 ! ’ 8
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»k‘ - ;_ WG
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HGlu-1B » Glu-1B
748 13416 | GU-1D 748 13+16 " G-1D
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Rys. 1. Frekwencje podjednostek glutenin w pokoleniu Fs mieszancéw z HR Danko (A), w odmianach z
HR Strzelce (B), w odmianach z HR Smolice (C), w krzyzowkach z HR Smolice (D)
Fig. 1. Glutenin subunit frequencies in Fs generation from HR Danko (A), breeding stocks from HR
Strzelce (B), cultivars from HR Smolice (C), hybrids from HR Smolice (D)

Linie mieszancowe pokolenia Fs przedstawione w tabeli 3 zbadano w szeSciu
powtorzeniach i pogrupowano ze wzgledu na rosliny rodzicielskie. Krzyzowka L*H przy
najwigkszej liczbie powtdrzen byla jednoczesnie najbardziej jednorodna. Podjednostki
7+9 wystepowaty w 83% a 2+12 w 90% obiektéw. Najwieksze zroznicowanie (11 grup
podjednostek) przy niskich liczebnosciach podjednostek kodowanych w Glu-Bi
wykazaty linie mieszancowe (I*J)*G. W nielicznych ziarniakach zaobserwowano
roOwniez nietypowe kombinacje HMW-GS: 9,7+8; 6,7+8,9; 7,14+15; 6,17+18; 7,17+18.
Wartosci ,,wyrownanie wewnatrz krzyzowek” obliczono dla szeSciu powtorzen linii F5
zestawiajac dane o podjednostkach z danymi rodzicow. Zsumowano punktacje wartosci
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wypiekowych poszczegolnych podjednostek mieszancow z HR Danko (niektore
nietypowe kombinacje podjednostek zostaly wylgczone z obliczen z powodu braku
w literaturze danych o ich warto$ciach).

Tabela 3
Szczegolowe frekwencje podjednostek gluteninowych i w-gliadyn w mieszancach Fs z HR Danko
HMW-GS and o-gliadins frequencies in Fs lines from HR Danko

Mieszance Fs — Hybrids Fs
= w22 EIL|P|E|E|E|2IE|E|E L1228
SlEl RSP RS RICICIEICIEEI2E?
tlzlm|e|z|lz|o|alslalo|olelzl2 &
Liczebnosci 72 18 24 18 12 12 18 54 18 24 30 48 42 30 18 42 48 30 42

Number of plants
Wartos¢ wypickowa ¢3¢ 50 g8 g8 85 83 7.8 74 73 73 72 7,1 67 66 64 64 58 57
Baking value
Wyréwnanie o-gliadyn
wewnatrz krzyzowek
Uniformity of w-gliadins
within crosses
Wyréwnanie glutenin
wewngtrz krzyzowek 969 09 08 05 10 06 08 04 09 08 1,0 05 09 09 1,0 08 07 07
Uniformity of glutenins
within crosses

W

0,7 09 10 09 08 09 05 08 08 09 06 06 06 09 0,7 0,6 09 0,6

Locus po;id Eirrll?tsstkl Frekwencje podjednostek gluteninowych — frequencies of glutenin subunits
Glu-Al 1 0,2 0,5 0,7 1,0 1,0 0,7 0,5 0,6 0,5 0,3 03 0,2 04 0,3 0,1 0,1
2% 0,2 0,1
n 0,8 0,5 0,8 0,3 0,3 05 04 05 0,7 08 08 0,5 1,0 1,0 0,7 0,9 1,0
Glu-B1 7 0,2 03 0,5 0,1 0,2 0,4 0,4
8 0,1
6+8 0,1 0,2 0,1
6+9 0,2
7+8 0,3 0,1 0,3 0,8 04 0,2 0,6 0,2 03
7+9 0,8 0,3 0,6 0,1 05 0,3 03 09 10 o1 0,6 08 0,7 04 02 05 0,2
13+16 0,1
14+15 0,7 0,8 0,5 0,1
17+18 0,3 04 03 0,3 0,3
9+7+8 0,2
9+7+9 0,1
6+7+8,9 0,2
7+14+15 0,1
6+17+18 0,1
7+17+18 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Glu-D1 5+10 o1 0,7 03 1,0 06 1,0 0,7 04 0,5 08 0,8 04 0,7 03 0,6 04 05 0,1 04
2+12 0,9 03 08 0,4 0,3 06 05 03 02 06 03 0,7 04 06 0,5 09 0,6

Sktad podjednostek w materiale rodzicielskim; Subunits in parent material: A-1; 13+16; 5+10 B- 7+9; 2+12 C- 1; 749;
2+12 D- 1; 7+9; 5+10 E- 2*; 13+16; 5+10 F- 7+9; 2+12 G- 7+9; 2+12 H- 1; 7+9; 5+10 I- 7+9; 2+12 J- 1; 17+18; 2+12 K-
7+8; 5+10 L- 1; 17+18; 5+10 M- 14+15; 5+10 N- 14+15; 5+10 O- 17+18; 2+12 P- 6+8; 5+10 Q- 7+8; 2+12 R- 6+8; 5+10
S- 1; 7+9; 5+10

Najwyzszy sredni wynik powyzej 8 (tabela 3) uzyskano w potomstwie Fs krzyzowek
trojrodzicielskich: (I*))*G, (E*K)*H, (E*K)*S i (I*A)*G. Mieszance (E*K)*H i
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(I*A)*G mialy jednoczesnie najwyzszy udziat pojedynkow o maksymalnych (9 i 10)
warto$ciach wypiekowych. Wynosily one odpowiednio 50% i1 61%. Podobnie, tak
wysokie wartosSci wypiekowe, przekraczajace wartosci form rodzicielskich, uzyskano w
niektorych segregantach pokolenia F, wybranych odmian pszenicy ozimej (Nawracata i
Brzezinski, 2004). Niska punktacje miaty linie Fs pochodzace z krzyzowek dwu-
rodzicielskich a najnizsza, ponizej 6, miaty linie Fs z mieszancow dwu- i tréjkomponen-
towych: B*K, (G*F)*S i (P*Q)*G (dane czgstkowe, niewyszczegolnione w tabeli 3).
Korelacja wartosci wypiekowych i wyr6wnania glutenin i gliadyn wahata si¢ miedzy r =
0,23 a r = 0,3 i byla nieistotna statystycznie. Do badan zrdéznicowania rozkladu
podjednostek gluteninowych miedzy grupami obiektow zastosowano test Kruskala-
Wallisa przy poziomie istotnosci a=0,05. Istotne réznice wykazano migdzy krzyzowkami
z HR Smolice i kolejno z mieszancami z Danko HR (p = 0,034), odmianami z HR
Smolice (p=0,036) i odmianami z HR Strzelce (p = 0,027) a takze miedzy odmianami z
HR Smolice i odmianami z HR Strzelce (p = 0,021). Brak roznic zaobserwowano miedzy
mieszancami z Danko HR a krzyzowkami z HR Smolice i odmianami z HR Strzelce.

2 -

* *
(E*K) H.
1,5 +
EK*s 1T
.
— D*K
X )
Lo 1
S 0,5
-
~ 1*))*G
~ (P*Q)*(i (P*H)*G .( ) (N*J)*H
X ()
—_ * *
g, (N*OI*R o (I*F)*G_,
X t t t 0 ot t t |
N.2 -1,5 -1 -0,5 0,5 1 ° %5 2 2,5
O (P*Q)*R o (G*K)*H (I*A)*G
(G*K)* . (G*C)*H
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d . R
s o O T
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1 -
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Rys. 2. Analiza gléwnych wspélrzednych (PCoA) na podstawie zmiennosci genetycznej w obrebie loci
Glu-1 i Gli-1 w mieszancach Fs
Fig. 2. Principal coordinates analysis (PCoA) based on genetic diversity in loci Glu-1 i Gli-1 of Fs
populations
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Zidentyfikowano 51 kombinacji prazkow w regionie w-gliadyn. Frekwencje blokow
wahajg si¢ od 0,17 do 8,53% natomiast wyrownanie wewnatrz krzyzowek od 49 do 100%
(tab. 3). Zréznicowanie genetyczne w obrebie HMW-GS 1 w-gliadyn przedstawiono na
rys. 2. Te dane moga stanowi¢ wartosciowe zrodlo informacji na temat zréznicowania
badanych krzyzowek i wspomaga¢ procesy hodowlane (Terasawa i in., 2011; Baloch i
in., 2014).

WNIOSKI

1. Istotne statystycznie roznice w rozkladzie podjednostetk HMW-GS w materiale
hodowlanym pochodzacym z trzech spotek HR $wiadczg o zréznicowaniu materiatu
hodowlanego w tych spotkach.

2. Porownanie wzoru podjednostek w pojedynkach mieszancoéw Fs pozwala na wybranie
do dalszej selekcji obiektow o najlepszych cechach jako$ciowych.

3. Zgromadzone informacje na temat wystgpowania, dziedziczenia i podobienstwa
podjednostek gliadynowych i gluteninowych moga stuzy¢ jako cenne zrédto
informacji w procesie hodowlanym.
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