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Wplyw selekcji na czestotliwos¢ wystepowania
podjednostek glutenin kodowanych
chromosomem 1A w popuIaCJach
mleszancowych pSZGIllcy 021mej

The influence of selection on the frequency of HMW glutenin subunits coded
by chromosome 1A in winter wheat hybrid populations

Podjgto probe oceny zmian w czestotliwosci alleli (locus Glu Al) warunkujacych synteze glutenin
HMW, jakie moga zachodzi¢ pod wplywem selekcji prowadzonej we wczesnych etapach hodowli.
Okazato sig, ze selekcja intuicyjna ogranicza udzial genotypow zawierajacych warianty kodujace wsrod
mieszancoOw 0 najwyzszej masie 1000 ziaren — jednej z podstawowych cech selekcji w procesie
hodowlanym. Wynik taki do pewnego stopnia tlumaczy, dlaczego wsérod polskich odmian i rodow
wystepuje tak znaczna liczba form zawierajacych wariant Glu Al-null. Prawdopodobnie obserwowany
efekt jest wynikiem sprzezenia pomiedzy genami kontrolujacymi gluteniny HMW a genami
odpowiedzialnymi za r6zne cechy rolnicze be¢dace podstawa selekcji w procesie hodowlanym.
Zjawisko to utrudnia selekcje form o wysokiej MTZ i zawierajacych jednocze$nie korzystne z punktu
widzenia technologii warianty Glu Al-1 iGlu Al-2. Zalezno$ci takich nie zaobserwowano
w przypadku plonu ziarna z klosa.

Stowa kluczowe: pszenica ozima, gluteniny wielkoczasteczkowe, wptyw selekcji, parametry struktury
plonu

The influence of early selection on changes of the frequences of alleles (locus Glu A1) responsible
for HMW glutenin synthesis was estimated. It was found that the intuitional selection reduced the
participation of genotypes with subunits Glu A1-1 and Glu A1-2 among the hybrids with the highest

* Praca wykonana w ramach projektu badawczego whasnego Nr 3 p06A 022 25 pt: Zmienno$¢ podjednostek biatek
gluteninowych pod wplywem selekcji na wybrane cechy uzytkowe w populacjach mieszancowych pszenicy ozimej
(Triticum aestivum L), finansowanego przez Komitet Badan Naukowych PAN
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weight of 1000 grains, known to be one of the main criteria applied in a breeding process. To some
extent, this result explains why among the Polish varieties and breeding lines there occur so many forms
with Glu Al-null variant. This might be due to the linkages between genes controlling HMW glutenins
and genes governing various agronomic characters which are selected for in a breeding program. Such
a dependence was not found case of grain yield per ear.

Key words: HMW glutenin subunits, influence of selection, winter wheat, yield parameters

WSTEP

Gluteniny wysokoczasteczkowe (HMW) sa jednym z wazniejszych sktadnikow
biochemicznych ziarna pszenicy (Kaczkowski, 2002). Wykazano, iz r6zne podjednostki
tych biatek sa silnie powigzane ze zmiennoscig cech jako$ciowych (McRitchie i in., 1990;
Payne i Rhodes, 1982; Payne i in. 1987; Popineau i in., 1994). Ponadto badania odmian
i rodow pszenicy ozimej zgromadzonych w kolekcjach roboczych sugeruja ich zwiazek
rowniez Z takimi cechami uzytkowymi jak: plon ziaren z ktosa, liczba ziaren z klosa czy
odporno$¢ na maczniaka (Erysiphe graminis) (Wegrzyn i Waga, 1999).

Kazdy z trzech genéw warunkujacych syntezg glutenin HMW (zlokalizowanych na
chromosomach 1A, 1B i 1D) tworzy seri¢ alleli wielokrotnych. Poszczegdlne allele koduja
jedna lub dwie podjednostki, ktore na obrazie elektroforetycznym tworzg pary prazkoéw
badZ pojedyncze frakcje biatkowe (Payne i in., 1984). Liczba ich allelicznych wariantow
nie jest tak znaczna jak gliadyn. Katalog Payne’a z 1983 roku opisuje trzy bloki dla
chromosomu 1A, jedenascie dla chromosomu 1B isze$¢ dla chromosomu 1D (Payne
i Lawrence, 1983). Stad tez mniejsza ich przydatno$¢ do identyfikacji materiatow
hodowlanych w poréwnaniu z biatkami gliadynowymi (Waga, 2002). Jednakze gluteniny
HMW sa silniej niz gliadyny powigzane z jakosScig, dlatego hodowcy chetnie wykorzystujg
je w procesie selekcji jako markery biochemiczne cech jakosciowych (Gianibelli i in.,
2001).

Analiza polimorfizmu glutenin HMW dla polskich materiatow hodowlanych wykazata,
ze frakcje kodowane chromosomami 1B i 1D wystepujg W zblizonych liczebnie grupach
odmian irodéw, natomiast znaczne dysproporcje stwierdzono dla podjednostek
kodowanych chromosomem 1A (Waga, 1997). Gen na chromosomie 1A warunkuje synteze
trzech allelicznych wariantéw — dwdch podjednostek (Glu Al-1 oraz Glu Al-2) oraz tzw.
wariantu null (Glu Al-null), okreslanego tez jako wariant niekodujacy (Halford i in., 1992).
Powstat on prawdopodobnie na skutek zablokowania genéw struktury w obrebie locus Glu
Al (Lafiandra i in., 1995). Wsrod polskich odmian i rodow pszenicy ozimej Glu Al-null
dominuje liczebnie nad allelicznymi wariantami z chromosomu 1A, tj. Glu Al-1 oraz Glu
Al-2 (Waga, 1997). Z punktu widzenia cech jakoSciowych jest to zjawisko niekorzystne,
bowiem obecno$¢ null wariantu pogarsza wilasciwosci technologiczne genotypu
w przeciwienstwie do podjednostek 1 i 2, ktore moga poprawia¢ wartosci tych cech (Payne
iin., 1987; Wegrzyn i Waga, 1999). Dotychczas nie stwierdzono, co jest przyczyng
ilosciowej dominacji wariantu null nad wariantami kodujagcymi. Mozna przypuszczac, ze
geny warunkujace gluteniny HMW sa sprzezone z genami innych waznych cech
uzytkowych, np. odpowiedzialnymi za plennos¢, a selekcja preferujaca wysokie wartosci
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parametrow struktury plonu eliminuje podjednostki 1 i2 juz na wczesnych etapach
hodowli. Poglad ten jest hipoteza, ktorej stuszno$¢ nalezy sprawdzi¢ i udowodnic.

Celem pracy jest stwierdzenie, jak zmienia sie¢ czestotliwos¢ alleli (locus Glu Al)
warunkujacych synteze glutenin HMW pod wptywem selekcji na najwczesniejszym etapie
procesu hodowlanego.

MATERIAL | METODY

Material roslinny

W 2001 roku wykonano sze$¢ kombinacji krzyzowan pomi¢dzy odmianami Begra
i Euris (komponenty mateczne), a odmianami Astron, Mikon i rodem MIB 496 (kompo-
nenty ojcowskie). W 2003 roku zebrano pojedynki roslinne nalezace do pokolenia F»
szesciu populacji mieszancowych, ktore wykorzystano jako material badawczy
W niniejszej pracy. bacznie zebrano 1300 ro$lin stosujgc dwa sposoby selekcji.
W pierwszej kolejnosci dokonano wyboru pojedynkéw pod katem cech fenotypowych,
waznych z punktu widzenia hodowcy (wysoko$¢ i pokroj rosliny, odpornos¢ na choroby),
a nastgpnie podobng liczbe pojedynkow wybrano w sposob losowy. Dla kazdej wybrane;j
ros$liny oznaczono: mase tysigca ziaren (MTZ), plon ziarna z ktosa (PZK), procentowa
zawarto$¢ biatka ogotem (PZBO) oraz liczbe sedymentacji (LS). Wszystkie prace zwigzane
Z przygotowaniem materiatu ro§linnego do badan wykonano w HR Smolice Sp. z 0.0.

Analizy biochemiczne

PZBO oznaczono metodag NIR (w bliskiej podczerwieni) z wykorzystaniem analizatora
Infratec 1255. Liczbe sedymentacji okre$lono na podstawie testu Zeleny’ego (Zeleny i in.,
1960). Sktad podjednostek bialek gluteninowych (frakcje wysokoczasteczkowe)
analizowano metoda elektroforezy zasadowej z dodatkiem soli sodowej siarczanu
dodecylu wg standardowej metody Laemmli (Laemmli, 1970). Obrazy elektroforetyczne
interpretowano na podstawie katalogu Payne’a (Payne i Lawrence, 1983). Analizy
biochemiczne wykonano w Zaktadzie Oceny Jakosci i Metod Hodowli Zboz THAR
w Krakowie.

Opracowanie wynikow

Na podstawie analizy elektroforetycznej dla kazdej populacji mieszancowej utworzono
dwie grupy osobnikow rdznigcych si¢ pod wzgledem glutenin HMW kodowanych
chromosomem 1A:

— genotypy zawierajgce kodujacy wariant biatkowy (podjednostki GIUAL-1 i Glu Al1-2);
— genotypy zawierajgce wariant niekodujacy (Glu Al-null).

Grupa pierwsza obejmowata zarowno homozygoty pod wzgledem genu w locus Glu Al
(intensywnie wybarwiony prazek) jak i heterozygoty (stabiej wybarwiony prazek).
W obrebie kazdej kombinacji i metody selekcji okreslono procentowy udziat roslin
nalezacych do poszczegodlnych grup genotypow.

W nastepnej kolejnosci populacje mieszancowe podzielono na trzy klasy (A, B i C) pod
wzgledem wartosci kazdej z czterech badanych cech uzytkowych. Do klasy A zaliczano
ro$liny 0 najnizszych, do klasy B 0 $rednich natomiast do klasy C 0 najwyzszych
warto$ciach poszczegolnych cech. W obrebie utworzonych klas okreslono procentowy
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udzial wariantow kodujacych i niekodujacych uzyskanych drogg wyboru losowego
i selekciji.

WYNIKI

Dla kazdej kombinacji krzyzowan utworzono po dwie populacje mieszancowe:
pierwsza z nich obejmowata pojedynki ro$linne wybrane w sposéb losowy, a druga
w wyniku zastosowania presji selekcyjnej. Okre§lono procentowy udzial osobnikow
zawierajacych wariant kodujacy glutenin HMW (podjednostki Glu A1-1 lub Glu Al-2) oraz
zawierajgcych wariant null (tab. 1).

Tabela 1
Czestotliwos¢ alleli: Glu Al1-1 lub 2 i Glu Al-null w badanych populacjach mieszancowych (%)
The frequency (%) of alleles Glu Al-null and Glu A1-1 or 2 in the investigated hybrids of winter wheat

Wybor losowy Selekcja
Kombinacja Random choice Al1-Null/Al Selection Al-
Combinations Glu Al- | GluAl-1 Glu A1-Null Glu A1-1 | Null/Al
Null lub 2 lub 2

Begra x Mikon 5,7 94,3 0,06 17,5 82,5 0,21
Begra x Astron 18,7 81,3 0,23 17,8 82,2 0,22
Begra x MIB 496 24,7 75,3 0,33 17,7 82,3 0,22
Euris x Mikon 0,0 100,0 0,00 0,0 100,0 0,00
Euris x Astron 50,7 49,3 1,03 14,5 85,5 0,17
Euris x MIB 496 29,4 70,6 0,42 22,9 771 0,30
Srednio dla kombinacji z allelem Glu A1-1
Average of combinations with Glu Al1-1 188 812 0,33 125 875 0.15
Srednio dla kombinacji z allelem Glu A1-2
Average of combinations with Glu A1-2 271 2.9 0,38 203 9.7 0,26
Srednio dla wszystkich kombinacji 215 785 035 151 84.9 0,19

Average of all combinations

Wséroéd pojedynkéw  wybranych losowo obserwowano zrdznicowanie liczebnosci
osobnikow z gluteninami typu 1 i 2, ktorych procentowy udziat wahat si¢ w przedziale od
50 do 100%. Zastosowanie presji selekcyjnej ustabilizowato ich czestotliwos¢ na poziomie
80%. Wyjatek stanowita kombinacja Euris x Astron, w ktorej ponownie warianty kodujace
wyparly catkowicie formy typu null, co z punktu widzenia wlasciwosci technologicznych
wydaje si¢ by¢ zjawiskiem korzystnym, jednakze trudnym do jednoznacznej interpretacji.

Kierunek modyfikacji puli genowej w populacjach wybranych losowo i poddanych
selekcji odzwierciedlaja zmiany wskaznika N/K (stosunek liczebnos$ci wariantow
niekodujacych: kodujacych). Zmniejszenie jego wartosci odzwierciedla korzystny trend
zmian, do jakich nalezy zaliczy¢ zwigkszenie liczebno$ci wariantow kodujacych. Znaczacy
korzystny wptyw selekcji obserwowano w przypadku kombinacji Euris X Astron — tutaj
udziat osobnikow z wariantem kodujacym zwigkszyt si¢ prawie dwukrotnie — natomiast
obnizenie ich liczebno$ci odnotowano dla kombinacji Begra x Mikon. W pozostatych
kombinacjach selekcja spowodowata nieznaczne zwigkszenie liczebnosci genotypow
zawierajgcych wariant kodujacy.
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W nastepnej kolejnosci analizowano populacje mieszancowe pod katem czterech cech
uzytkowych: MTZ, PZK, PZBO iLS. Okreslono udzial wariantow kodujacych i nie
kodujacych w trzech klasach: wysokiej, sredniej i niskiej warto$ci kazdej cechy (tab. 2).

Tabela 2
Czestotliwos¢ (%) wystepowania wariantow Glu A1-1, Glu Al-2 oraz Glu Al-null w 3 klasach wartoSci
(A, B, C) analizowanych cech uzytkowych populacji F3 pszenicy ozimej
The frequency (%) of Glu Al-1, GLU Al1-2 and GLU Al-null variants in 3 classes (A, B, C) of the
analyzed traits in Fs winter wheat hybrids

Liczba sedymentacji

Kombinacja | Wybor |Wariant Biatko Number of Plon ziarna z klosa Masa 1000 ziaren
Combinations| Choice | Variant Protein sedimentations Grain yield per ear | Weight of 1000 grains
Al B ] C Al B ] C Al B]J]C Al B]J]C

losowy Null 38 19 o0 00 60 OO0 00 19 38 19 38 00

Begra x random Al 50,0 34,6 97 100 700 140 212 462 269 250 385 308
Mikon selekcja Null 6,0 96 19 177 77 19 38 97 38 19 115 38
selection Al 51,7 26,8 3,8 38 632 156 115 423 289 9,7 635 9,6

losowy Null 31 125 31 16 123 47 63 108 18 63 109 16

Begra x random Al 174 484 155 96 53 18,8 31,3 451 47 250 343 219
Astron selekcja Null 65 97 16 65 97 16 48 113 16 16 129 3.2

selection Al 451 323 48 323 451 48 242 452 129 258 452 113
losowy Null 134 10,3 1,0 31 186 31 31 196 20 41 134 7.2
Begra x random Al 330 371 52 52 453 247 103 526 124 175 403 175

MIB 496  selekcja Null 59 108 1,0 00 127 49 10 108 59 10 118 49
selection Al 264 510 49 1,0 539 275 39 480 304 16,7 519 137
losowy Null 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00 0,0
Euris x random Al 41,7 542 41 224 490 286 120 560 320 160 460 380
Mikon selekcja Null 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 00 00 00 00 00 0,0

selection Al 51,0 46,9 21 245 612 143 120 411 469 143 656 201
losowy Null 205 244 51 165 329 13 150 175 188 63 342 101
Euris x random Al 141 295 64 100 354 39 188 224 75 25 406 6,3

Astron selekcja Null 9,2 3,9 13 6,6 6,6 13 00 39 105 00 79 6,6
selection Al 42,2 356 78 132 632 9,1 13 276 567 00 592 263
losowy Null 88 184 22 191 8,1 2,2 15 110 169 66 169 59
Euris x random Al 14,7 49,3 6,6 412 287 0,7 00 287 419 140 412 154
MIB 496  selekcja Null 53 168 08 145 84 0,0 08 92 130 15 191 2,3

selection Al 18,3 54,2 46 397 36,6 0,8 46 39,7 32,7 183 527 6,1
A — niska; low
B — $rednia; medium
C — wysoka; high

Réwnoczesnie zwrocono szczegdlng uwage jak selekcja zmienia wzajemne proporcje
W poszczegolnych klasach wartosci cechy. Poréwnanie struktury populacji osobnikoéw
wybranych losowo i uzyskanych na drodze selekcji pozwala stwierdzi¢ zarysowujacy si¢
ukierunkowany wptyw selekcji na czestotliwos¢ genéw warunkujacych podjednostki 12
w przypadku MTZ, PZK iPZBO. Zaréwno dla MTZ jak iPZBO obserwowano
zmniejszenie udzialu wariantéw kodujacych w grupie osobnikow 0 najwyzszych
warto$ciach cech we wszystkich kombinacjach z wyjatkiem Euris x Astron. W przypadku
MTZ efekt rownowazenia tego trendu byt widoczny w klasie $rednich wartosci cechy,
w ktoérych liczebno$¢ osobnikoéw z wariantem kodujgcym wyraznie wzrosta, natomiast
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w przypadku PZBO efekt taki obserwowano zaréwno w Klasie niskich jak i $rednich
warto$ci cechy.

Inaczej zachowujg si¢ badane populacje mieszancowe pod wzgledem PZK. W czterech
sposrod szesciu badanych kombinacji obserwowano wzrost liczebno$ci wariantow
kodujacych w klasie 0 najwyzszej wartosci, a spadek w klasach o niskich i $rednich
warto$ciach cechy.

Trudno byloby natomiast wnioskowa¢ 0 jednoznacznie ukierunkowanym wptywie
selekcji na czgstotliwo$¢ genow warunkujacych gluteniny HMW w przypadku LS.
Obserwujac zmiany pod wptywem selekcji stwierdzono w przypadku jednej kombinacji
krzyzowan wzrost, w dwoch spadek a w trzech brak zmiany liczebnos$ci genotypow
z wariantem kodujacym w klasie najwyzszych wartosci cechy.

DYSKUSJA

Zwiazek blokow biatek zapasowych z cechami uzytkowymi pszenicy byt przedmiotem
wielu prac badawczych. Ich strategia najczesciej polegata na okresleniu zréznicowania
srednich wartosci badanych cech pomiedzy grupami genotypow, w ktérych uprzednio
identyfikowano odmienne warianty biatkowe kodowane genami nalezgcymi do jednej serii
alleli wielokrotnych (Branlard i Dardevet, 1985; Payne i in. 1987; Wegrzyn i Waga, 1999).
Podobne zaleznosci badano w opisanym do$wiadczeniu jednakze zastosowano odmienne
podejscie do tego problemu. Badane populacje mieszancowe poddano selekcji wedlug
kryteriow stosowanych na najwcze$niejszym etapie hodowli zbdz (pokrdj rosliny,
odporno$¢ na choroby). W nastepnej kolejnosci oceniano jak presja selekcyjna wptywa na
czestotliwo$é allelicznych wariantow glutenin HMW kodowanych chromosomem 1A.
Analizowano wigc zmiany W strukturze populacji mieszancowych i stwierdzono, ze
modyfikacje puli genowej moga wynika¢ ze zwiazku miedzy biatkami acechami
uzytkowymi. Uzyskano takze informacje jak zmienia si¢ czgstotliwo$¢ wariantow
kodujacych podjednostki Glu Al-1 i Glu A1-2 w grupach mieszancoéw 0 niskich, srednich
i wysokich warto$ciach rozpatrywanych cech uzytkowych.

Okazato sig, ze selekcja na wczesnych etapach hodowli ogranicza udzial genotypow
zawierajgcych warianty kodujace wérod mieszancow 0 najwyzszej MTZ i PZBO. Wynik
taki do pewnego stopnia ttumaczy, dlaczego wsrdd polskich odmian i rodow wystepuje
znaczna przewaga form zawierajacych wariant Glu Al-null. Wczesny wybor genotypow
0 korzystnych warto$ciach tych dwoch cech moze — W p6zniejszych etapach hodowli —
automatycznie ogranicza¢ ilosciowy udzial genotypow zawierajacych warianty kodujace.
Obserwowany efekt jest prawdopodobnie wynikiem sprzgzenia, a to utrudnia selekcje form
0 wysokiej MTZ i PZBO oraz zawierajacych jednoczes$nie korzystne z punktu widzenia
technologii warianty Glu A1-1 i Glu Al-2. Przypuszczalnie uzyskanie takich genotypow
jest mozliwe na drodze identyfikacji rekombinantow, W ktorych nastapito potaczenie
korzystnych gendéw w wyniku crossing-over.

Takie ograniczenia nie powinny wystepowaé W przypadku PZK, co sugeruje fakt
zwigkszenia procentowego udzialu podjednostek 1 i2 w grupie mieszancow 0 najwyz-
szych wartosciach tej cechy.
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Warto podkresli¢, iz nie zawsze obecnos¢ wariantu Glu Al-null jest czynnikiem
pogarszajgcym wlasciwosci technologiczne. Bardzo mocny gluten i duza energia ciasta
pogarszajg niekiedy jego wlasciwosci elastyczne, co W znacznym stopniu utrudnia wypiek.
Wprowadzenie null wariantu biatek gluteninowych do form pszenicy o takich
wlasciwos$ciach reologicznych moze przyczynia¢ si¢ do uksztaltowania wlasciwosci
fizykochemicznych glutenu na optymalnym poziomie, co wyraznie poprawia przydatno$é
maki dla potrzeb produkcji (Rogers i in., 2001).

Warto$¢ uzyskanych informacji jest tym wigksza, iz do$wiadczenie prowadzono
zgodnie z metoda stosowang W praktycznym procesie hodowlanym, stad uzyskane wyniki
wydaja si¢ by¢ silniej osadzone w realiach praktycznej hodowli niz badania realizowane
wczesniej. Mozna przypuszczaé, iz kontynuacja tych badan pozwoli W przysztosci
opracowa¢ nowg strategi¢ hodowli z wykorzystaniem blokow biatek zapasowych jako
markeréw biochemicznych cech uzytkowych, w ktdrej istotnym elementem beda: ocena
biometryczna, biochemiczna i elektroforetyczna.

WNIOSKI

1. Presja selekcyjna u wigkszo$ci kombinacji mieszancowych spowodowata nieznaczne
zwigkszenie liczebnosci genotypow zawierajgcych wariant kodujacy. Wyraznie
korzystny wptyw selekcji odnotowano dla kombinacji Euris X Astron.

2. Seclekcja ograniczyla udzial genotypow zawierajacych warianty kodujace wsrdd
mieszancow 0 najwyzszej masie 1000 ziaren i wysokiej zawarto$ci biatka ogdtem.

3. Wplyw selekcji na czestotliwo$¢ wariantow kodujgcych powigzanych z liczbg
sedymentacji nie jest jednoznaczny i zalezy od kombinacji mieszancowe;j.

4. Stwierdzono brak istotnego wplywu selekcji na czestotliwos¢ Glu Al-1 lub 2 oraz Glu
Al-null w przypadku plonu ziarna z ktosa. Dla obu grup pojedynkéw (losowych
i selekcjonowanych) odnotowano znaczny udziat wariantéw kodujacych.
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