DOI: 10.37317/biul-2005-0032

NR 236 BIULETYN INSTYTUTU HODOWLI I AKLIMATYZACIJI ROSLIN 2005

JACEK WAGA
Zaktad Oceny Jako$ci i Metod Hodowli Zboz
Instytut Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Krakowie

Dziedziczenie wybranych frakcji biatek
gliadynowych u mieszancow orkiszu
Z pszenicg zwyczajng
Inheritance of certain gliadin proteins in spelt and common wheat hybrid genotypes

Analizowano dziedziczenie frakcji biatkowych nalezacych do grupy B-gliadyn u odmian i rodow
pszenicy ozimej z kolekcji Zaktadu Oceny Jakosci i Metod Hodowli Zboz THAR w Krakowie
(ZOJiMHZ). Dwie linie orkiszu: kbh-spl ikbh-sp2 krzyzowano zdwoma formami pszenicy
zwyczajnej — rodem LAD 480 i odmiang Flair. Obrazy elektroforetyczne rodzicow roznity si¢ miedzy
soba w strefie B-gliadyn. Analizowano czestotliwo$¢ wystepowania réznych kombinacji frakeji
biatkowych U mieszancow Fa. Zidentyfikowano szes¢ blokow gliadyn: cztery kodowane
chromosomem 6B i dwa kodowane chromosomem 6D. Wyniki testu y? potwierdzity, ze bloki nalezgce
do poszczegolnych grup chromosomowych sa allelicznymi wariantami genéow zlokalizowanych na
chromosomach 6B i 6D. Obliczono warto$ci wskaznika Rm dla wszystkich prazkow wchodzacych
w sktad zidentyfikowanych blokow, na podstawie ktorych wiaczono je do utworzonego wczesniej
katalogu biatek gliadynowych.

Stowa kluczowe: analiza elektroforetyczna, B-gliadyny, dziedziczenie biatek gliadynowych, katalog
blokow bialek gliadynowych

Inheritance of some B-gliadin protein fractions observed in Polish winter wheat cultivars and strains
was analyzed. Two cross combinations: kbh-sp1 x LAD 480 and kbh-sp2 x Flair were made. Lines
kbh-sp1 and kbh-sp2 were the biotypes selected from spelt cultivar Oberkummler Rotkorn, and LAD
480 and Flair were the genotypes of common wheat. Parental forms differed from each other in -
gliadins. A frequency of different B-gliadin combinations in F2 generation was estimated, and six
blocks: four coded by chromosome 6B and two coded by chromosome 6D, were identified. Results of
2 test confirmed the hypothesis that blocks belonging to particular chromosome groups are inherited
as single Mendelian units. Rm values were calculated for all electrophoretic bands belonging to the
identified blocks. New blocks were included to the existent catalogue of gliadin proteins.

Key words: electrophoretic analysis, B-gliadins, inheritance of gliadin proteins, catalogue of gliadin
protein blocks
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WSTEP

Bialka zapasowe pszenicy nalezace do grupy prolamin (gliadyny i gluteniny sg zbudo-
wane z polipeptyddw o0 roéznej masie czasteczkowej i tadunku elektrycznym. Analiza
elektroforetyczna dzieli je na frakcje i podjednostki, ktore tworza specyficzne kombinacje
powigzane Z cechami uzytkowymi, gldwnie jakoscig technologiczng (Waga, 1997). Dzigki
temu obrazy elektroforetyczne sg wykorzystywane w hodowli jako markery biochemiczne
cech jakosciowych, a takze — z uwagi na znaczny polimorfizm biatek zapasowych — do
identyfikacji materialtow hodowlanych, badania tozsamosci odmianowej i wyréwnania
genetycznego (Payne i in., 1980; Brzezinski, 2003).

Istotng role w wymienionych aplikacjach odgrywa interpretacja obrazow elektro-
foretycznych uwzgledniajaca zasady dziedziczenia bialek zapasowych pszenicy. Geny
warunkujace synteze gliadyn i glutenin skupione sg W obrebie loci zlokalizowanych na
chromosomach pierwszej i szostej grupy homeologicznej (Paynei in., 1984). W przypadku
gliadyn zidentyfikowano sze$¢, a w przypadku glutenin — trzy takie loci. Kazdy locus
sktada si¢ z kilku silnie sprzezonych genow, rzadko ulegajacych rozszczepieniu w wyniku
crossing-over. Na skutek mutacji nieletalnych loci bialek zapasowych ulegaty
roznicowaniu. W efekcie powstaly serie alleli wielokrotnych, ktorych produktami ekspresji
sg liczne, zréznicowane pod wzgledem budowy fizykochemicznej, polipeptydy tworzace
prazki obrazu elektroforetycznego. Grupe prazkow kodowanych jednym allelem okresla
si¢ mianem bloku biatkowego.

Prawidlowa identyfikacja glutenin wysokoczasteczkowych nie przysparza wickszych
problemow. Tworza je na ogo6t pary prazkow wystepujace W tatwych do odroznienia
kombinacjach (Payne i Lawrence, 1983). Bardziej ztozonym problemem jest interpretacja
gliadyn. Wynika to zarowno z wigkszej liczby zidentyfikowanych blokéw, jak rowniez
wigkszej liczby prazkéw w obrgbie poszczegdlnych blokow (od jednego do szesciu).
Problem dodatkowo komplikuje naktadanie si¢ frakcji o jednakowej masie i tadunku, lecz
kodowanych réznymi chromosomami. W szczeg6lnosci dotyczy to biatek z grupy B iy-
gliadyn (Sozinov, 1987).

Opisane bloki zebrane sg w katalogach. Dwa z nich zastugujg na szczegdlng uwage.
Pierwszy, historycznie wczesniejszy katalog Poperelli, zostat opracowany z poczatkiem lat
osiemdziesigtych istuzyt do interpretacji rozdziatow elektroforetycznych na zelu
skrobiowym (Sozinov i Poperella, 1980). Drugi, opracowany przez Metakovsky’ego,
powstal w latach dziewigcdziesigtych jako efekt kontynuacji badan Poperelli
z wykorzystaniem elektroforezy na zelu poliakryloamidowym. (Metakovsky, 1991). Jego
zastosowanie do oceny zréznicowania gliadyn uréznych form pszenicy czgsto bywa
jednak utrudnione z uwagi na znaczng liczebno$¢ wariantow biatkowych nieznacznie
roznigcych sie miedzy soba lokalizacja pojedynczych prazkow badz intensywnoscia ich
wybarwienia w zelu. Ponadto odmiany i rody pszenicy ozimej badane w Polsce czgsto
zawierajg frakcje specyficzne, nie ujete W katalogu. Stad tez bezposrednie poréwnanie
zilustrowanych  wnim  schematéw z prgzkami  obserwowanymi na  obrazie
elektroforetycznym, iuzywanie symboli zamieszczonych w katalogu, moze niekiedy
prowadzi¢ do btgdow interpretacji. W ZOJIMHZ podjeto probe opracowania wlasnej
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metody identyfikacji gliadyn, a jej zasady przedstawiono w jednej z wczesniejszych prac
(Waga, 2000). Gliadyny identyfikowano poréwnujgc obrazy elektroforetyczne odmian
i rodow pszenicy roznigcych si¢ pojedynczymi frakcjami biatkowymi. Na tej podstawie
opisano grupy prazkow réznicujacych badane genotypy, ktore prawdopodobnie wchodza
w sktad blokéw gliadyn. Obecnie poszerzono zakres badan nad identyfikacja blokow
0 analiz¢ genetyczng mieszancowego potomstwa F, uzyskanego zform pszenicy
réznigcych si¢ wzorcami obrazow elektroforetycznych. Jej wyniki sg dowodem
przemawiajacym za poprawnoscia klasyfikacji rozpatrywanych frakcji biatkowych.

Celem niniejszej pracy bylo stwierdzenie, ktore prazki elektroforetyczne z grupy -
gliadyn, obserwowane u czterech form pszenicy z kolekcji ZOJIMHZ, tworza bloki
biatkowe kodowane allelicznymi wariantami jednego genu, a ktore sa kodowane genami
zlokalizowanymi na r6znych chromosomach.

MATERIAL | METODY

Material roslinny

Badano dwie populacje mieszancowe F, pszenicy ozimej. Komponentami rodziciel-
skimi w wykonanych kombinacjach krzyzowan byty dwa biotypy orkiszu, uzyskane drogg
selekcji z odmiany Oberkummler Rotkorn (oznaczone symbolami kbh-spl i kbh-sp2) oraz
dwie formy pszenicy zwyczajnej: réd LAD 480 oraz odmiana Flair. Wymienione formy
roznity sie sktadem frakcji gliadynowych. W 2002 roku wykonano nastepujgce kombinacje
krzyzowan:

1. kbh-sp 1 x LAD 480
2. kbh-sp 2 x Flair

W roku 2003 zebrano ro$liny pokolenia Fi, a uzyskane z nich ziarniaki nalezace do
pokolenia F> badano metoda rozdziatu elektroforetycznego.

Elektroforeza

W badaniach wykorzystano metodg elektroforezy kwasnej (A-PAGE) opracowana
przez Bushuka i Zillmana, dostosowang do warunkow laboratorium ZOJiIMHZ w Krako-
wie (Bushuk i Zillmamn, 1978). Biatka ekstrahowano 70% roztworem etanolu przez cata
dobg i rozdzielano na zelu poliakryloamidowym w buforze mleczanowo-glinowym o pH =
3,1

Dla kazdej kombinacji analizowano po 300 ziarniakow. W analizie dziedziczenia
gliadyn wykorzystano 212 obrazdw elektroforetycznych potomstwa kbh-spl x LAD 480
oraz 282 obrazy elektroforetyczne potomstwa kbh-sp2 x Flair.

Charakterystyka p-gliadyn

W analizie uwzgledniono tylko te frakcje, ktére W sposob jednoznaczny réznicowaty
komponenty rodzicielskie w strefie  obrazu elektroforetycznego.

Rozpatrywane prazki oznaczono symbolami sktadajacymi si¢ z litery pochodzacej od
formy pszenicy uzytej do krzyzowan (,,0” dla linii orkiszu, ,,L”” dla rodu LAD 480, "F" dla
odmiany Flair) oraz indeksu. Pierwsza cyfra tego indeksu oznacza numer kombinacji
(zgodnie z oznaczeniem w akapicie ,,Materiat roslinny”), natomiast druga numer prazka.
Prazki numerowano zgodnie z kierunkiem migracji czastek w zelu, a wiec frakcje potozone
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wyzej na obrazie elektroforetycznym (migrujace wolniej) otrzymywaty nizsze wartosci
indeksu, natomiast frakcje potozone nizej (migrujace szybciej) wartosci wyzsze. Np.
prazek nalezagcy do linii kbh-spl zlokalizowany w goérnej strefie B-gliadyn (migrujacy
wolniej) oznaczono symbolem Oy 1, natomiast podobnie zlokalizowany prazek rodu LAD
480 — ,,L11".

Identyfikacja blokéw bialkowych

Mieszance pokolenia F» dzielono na grupy. Osobniki wlaczone do jednej grupy
zawieraly identyczne kombinacje pragzkéw natomiast osobniki nalezace do réznych grup
roznity sie pod wzgledem tej cechy. Okreslono liczebno$¢ genotypow w poszczegolnych
grupach, anastgpnie porownywano je ze stosunkami rozszczepien teoretycznie
oczekiwanymi dla jednej i dwoch par gendw. Dla dwoch alleli jednego genu kodujacego
gliadyny, ktore dziedzicza si¢ W sposob posredni oczekiwano rozszczepienia W stosunku
1:2:1, natomiast dla dwoéch par genéw 1:2:1:2:4:2:1:2:1. W przypadkach, w ktérych
specyficzna kombinacja prazkéw elektroforetycznych utrudniata jednoznaczne
odrdznienie typu homozygoty od heterozygoty faczono te dwie klasy w jedng. Wowczas
teoretyczny stosunek rozszczepien zmieniat si¢ z 1:2:1 na 3:1 oraz z 1:2:1:2:4:2:1:2:1 na
3:6:3:1:2:1 odpowiednio dla jednej idwoch par genow. Zgodno$¢ teoretycznie
oczekiwanych stosunkéw rozszczepien obrazoéw elektroforetycznych z rozszczepieniami
obserwowanymi w do$wiadczeniu testowano na podstawie 2.

Grupy prazkow wchodzacych w sklad blokéw biatkowych wprowadzono do
utworzonego wczesniej katalogu (Waga, 2000). Symbole genoéw kodujacych gliadyny
uzyte W niniejszej pracy sg zgodne z powszechnie obowigzujagcymi w nomenklaturze
miedzynarodowej (np. Gli B1 to locus na chromosomie 1B natomiast Gli B2 — locus na
chromosomie 6B) (Mc Intosh, 1983). Zidentyfikowane bloki oznaczano numerami
katalogowymi. Przyktadowo, symbol Gli B2-1 oznacza pierwszy blok kodowany
chromosomem 6B.

Dla wszystkich analizowanych prazkow elektroforetycznych obliczono wskazniki R,
na podstawie ktorych wprowadzono je do katalogu blokow biatkowych z grupy B-gliadyn.

WYNIKI

Kombinacja kbh-sp 1 x LAD 480

Formy rodzicielskie uzyte do krzyzowan — linia kbh-spl i rod LAD 480 — roznity si¢
migdzy sobg gliadynami w strefie beta obrazu elektroforetycznego. Frakcje biatkowe
oznaczono symbolami: Oy.1, O12 (linia kbh-spl) oraz L1, L12 (réd LAD 480) (rys. Lai b).
Dwa niespecyficzne prazki zlokalizowane pomig¢dzy wyzej wymienionymi, obecne
zarowno w linii kbh-spl, jak i u rodu LAD 480, zostaly pominiete w analizie genetyczne;j.

Wzorujgc sie na katalogu Metakovsky'ego przyjeto zatozenie, iz prazki zlokalizowane
w gornej strefie B-gliadyn (O11 1 L11) sa kodowane chromosomem 6D, natomiast potozone
nizej (O12 i Li2) — chromosomem 6B. We wszystkich genotypach mieszancowych
zawierajacych Li, pojawial si¢ rowniez Li1 CO Sugeruje, ze tworza one blok biatkowy.
Z kolei L11 obserwowano zardbwno w potgczeniu z L1, jak i O12. Przypuszczalnie prazek
L1 sktada si¢ z dwoch zachodzacych na siebie frakcji biatkowych kodowanych dwoma
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genami na chromosomach 6B i 6D. Przemawia za tym obraz rekombinantow taczacych
w jednym osobniku frakcje obu rodzicow — L11iO12 (rys. 1 ai 1 ¢). W takich genotypach
Li1 byl stabiej wybarwiony niz, gdy wystepowal wspolnie z L1, (jak ma to miejsce
w formie rodzicielskiej LAD 480). Swiadczy to 0 obnizonej zawartosci biatka frakcji L11,
ktora w genotypie rekombinanta jest produktem ekspresji jednego genu, a w formie
rodzicielskiej — dwdch genow.
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A. Obraz elektroforetyczny gliadyn komponentéw rodzicielskich i rekombinantéw (R1 i R2). Analizowane frakcje

biatkowe w strefie B-gliadyn zaznaczono ramkami. B. Powigkszenie fragmentu obrazu elektroforetycznego zawierajacego

frakcje B-gliadyn charakterystyczne dla komponentow rodzicielskich. C. Powigkszenie fragmentu obrazu

elektroforetycznego zawierajacego frakcje B-gliadyn charakterystyczne dla rekombinantéw

Rys. 1. Obrazy elektroforetyczne gliadyn obserwowane w potomstwie F, kombinacji krzyzowan kbh-sp
1 x LAD 480. Symbole prazkow elektroforetycznych i blokéw bialkowych opisano w tekscie

A. Electrophoregrams of parental forms and two recombinant genotypes (R1 and R2). Analyzed B-gliadin fractions are

marked by the frames. B. Enlargement of B-gliadin fractions observed in parental forms. C. Enlargement of B-gliadin

fractions observed in recombinant genotypes

Fig. 1. Gliadin protein patterns of F, single kernels obtained from the combination kbh-sp1 x LAD 480.

Symbols of protein bands and blocks are described in the text

Analizujac badang populacj¢ mieszancowg pod wzgledem obecnosci lub braku prazkow
L11+L12iO12, wyodrebniono trzy klasy genotypow:
— zawierajacych pare prazkow Li1+L12 nie zawierajacych prazka Oy 2,
— zawierajacych prazek O12, nie zawierajacych pary prazkow Lii+Lio,
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— zawierajacych pare prazkow Lii+L12 oraz prazek Oq..

Rozpatrujac prazki L11 i O11 wyodrebniono rowniez trzy klasy genotypow:

— zawierajacych prazek L1 1, nie zawierajacych prazka O11,
— zawierajacych prazek Oy, nie zawierajacych prazka Li1,
— zawierajacych prazki O11 i L1

Zatozono wiegc hipoteze, iz:

— para pragzkow Liitlio oraz prazek Oi2 tworzg dwa odrgbne bloki biatkowe
kodowane dwoma allelicznymi wariantami genu zlokalizowanego przypuszczalnie
na chromosomie 6B (locus Gli B2). Genotypy zawierajace pare prazkow Lii+Li2 s3
homozygotami typu LAD 480, genotypy zawierajgce prazek O12 s3g homozygotami
typu kbh-spl, natomiast genotypy zawierajace par¢ prazkow Lii+Liz 1O12 sa
heterozygotami;

—prazki Li1 1011 sa kodowane dwoma allelicznymi wariantami genu
zlokalizowanego przypuszczalnie na chromosomie 6D (locus Gli D2). Genotypy
zawierajace prazek Lii sg homozygotami typu LAD 480, genotypy zawierajace
prazek O11 sg homozygotami typu kbh-spl, natomiast genotypy zawierajace parg
prazkow Lii1 i O11 s heterozygotami.

Celem weryfikacji zatozonej hipotezy porownywano zgodno$¢ liczebnosci genotypow
obserwowanych w trzech klasach mieszancow z teoretycznie oczekiwanym stosunkiem
rozszczepien 1:2:1 dla jednej pary gendw i testowano za pomoca y* (tab. 1 i 2).

Wysoka wartos¢ testu w obu przypadkach nie pozwolita uzna¢ prawdziwosci zatozonej
hipotezy, dlatego tez w nastgpnej kolejnosci grupe mieszancow heterozygotycznych
przytaczano kolejno do mieszancow reprezentujacych homozygoty typu kbh-spl,
a nastepnie do homozygot typu LAD 480. Liczebno$¢ nowo utworzonych grup genotypow
poréwnywano z teoretycznie oczekiwanym rozktadem 3:1 i testowano za pomocg y? (tab.
la,1b,2ai2b).

Tabela 1
Test %2 dla gliadyn O1.2 oraz L1+ L12 w potomstwie F2 kombinacji kbh-spl x Lad 480
Test y2 for gliadins O12 and L11+ Li2in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-sp1 x

LAD 480
Grupy genotypow Prazki gliadynowe Stosunel_( ) Liczepnoéc’ Liczebnos¢ ,

Groups of Gliadin bands rozszczepief oczekiwana obserwowana X P
genotypes Segregation Expected Observed

1 O12 1 53 62

2 O12+ (Littlyo) 2 106 98 2,151 0,3-0,5

3 Listlio 1 53 52

212 212
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Tabelala
Test 2 dla gliadyn O1.2 oraz Li1 + L12 w potomstwie F2 kombinacji kbh-spl x Lad 480 po polaczeniu
1.1 2. grupy genotypow
Test x2 for gliadins O12 and L11 + L12 in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-sp1 x
LAD 480 when first and second group of genotypes were joined together

Prazki gliadynowe Stosunek rozszczepien | Liczebno$¢ oczekiwana OIk;;Zi\fle)I\l/(\;;Ea ) p
Gliadin bands Segregation Expected x
Observed
2% 02+ (L1a+Llyo) 3 159 160 §
Listlio 1 53 52 0,024 08-09
212 212
Tabelalb

Test 2 dla gliadyn O1.2 oraz L11 + L12 w potomstwie F2 kombinacji kbh-spl x Lad 480 po polaczeniu
2.1 3. grupy genotypow
Test x2 for gliadins O12 and L11 + L1z in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-sp1 x

LAD 480 when second and third group of genotypes were joined together

Prazki gliadynowe Stosunek rozszczepien | Liczebnos$é oczekiwana Ot;Zﬁiltg\l/(\;;Ea ) p
Gliadin bands Segregation Expected x
Observed
Oz + éx (Lyatlao) i 122 122 2,037 0,1-0,2
12
212 212
Tabela 2

Test 42 dla gliadyn Ou.1 oraz L11 w potomstwie F2 kombinacji kbh-spl x Lad 480
Test 2 for gliadins Ow1 and L1 in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-spl x LAD

480
Grupy genotypow s 1 Stosunek Liczebnos¢ Liczebnos¢
Groups of Prazki gliadynowe rozszczepien oczekiwana obserwowana x> P
Gliadin bands .
genotypes Segregation Expected Observed
1 Li1 1 53 48
2 Li1+ 011 2 106 122 5,17 0,05-0,1
3 Ou1 1 53 42
212 212
Tabela2 a

Test x2 dla gliadyn O1. oraz L11 w potomstwie F2 kombinacji kbh-sp1 x Lad 480 po polaczeniu 1. i 2.

grupy genotypow

Test x2 for gliadins O11 and L1 in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-spl x LAD

480 when first and second group of genotypes were joined together

Prazki gliadynowe Stosunek rozszczepien | Liczebno$¢ oczekiwana 016;(6:?5\}2\1/3;;1 ) P
Gliadin bands Segregation Expected x
Observed
2x L1+ 01, 3 159 170
Ol_l 1 53 42 3,044 0,05-0,01
212 212
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Tabela2 b
Test x2 dla gliadyn Ou.1 oraz L11 w potomstwie F2 kombinacji kbh-sp1 x Lad 480 po polaczeniu 2. i 3.
grupy genotypow
Test x2 for gliadins O11 and L1 in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-spl x LAD
480 when second and third group of genotypes were joined together

Prazki gliadynowe Stosunek rozszczepien | Liczebno$¢ oczekiwana Oté(éﬁzwzﬁa ) p
Gliadin bands Segregation Expected x
Observed
st 250 3 159 o 0629 0305
11
212 212

Wysoka zgodnos¢ dla prazkéw Lii+Li2iO12 (p = 0,8-0,9) uzyskano, gdy heterozygoty
potaczono z homozygotami typu kbh-spl (tab. 1 a). W przypadku pragzkéw La 1 i O1.1 nizszg
warto$¢ ¥? uzyskano po przytaczeniu grupy heterozygot do homozygot typu LAD 480 (tab.
2 b). Niemniej jednak prawdopodobienstwo zgodnosci z oczekiwanym stosunkiem 3:1
byto wciaz zbyt niskie (p = 0,3-0,5), by W sposéb jednoznaczny przyjaé, iz rozpatrywane
frakcje gliadynowe sg allelicznymi wariantami jednego genu, a wigc blokami biatkowymi.

Mozna wigc oczekiwaé, iz w przypadku rozpatrywanej kombinacji krzyzowan jedynie
para L1+ L1 oraz prazek Os 2 sg allelicznymi wariantami jednego genu (prawdopodobnie
zlokalizowanego na chromosomie 6B), atym samym, ze tworza one bloki biatkowe.
Nadano im symbole:

frakcja O1, — blok Gli B2-1,

frakcje L11+L12 — blok Gli B2-2.

Kombinacja kbh-sp2 x Flair

Formy rodzicielskie w drugiej kombinacji krzyzowan — linia kbh-sp2 i odmiana Flair
— takze réznity sie uktadem prazkow elektroforetycznych w strefie B-gliadyn. Oznaczono
je symbolami: O23, 024, O25i 026 (linia kbh-sp2) oraz F21, F2.2, F2.3 (0dmiana Flair) (rys. 2 a
i b). Stwierdzono, iz w pokoleniu F, prazki O24 iO25 wystgpowaly razem zaréwno
w kombinacji z O23 1 O26 (podobnie jak w linii rodzicielskiej kbh-sp2) jak i z Fo1iF23
(tworzac uktad jakiego mozna oczekiwa¢ w przypadku genotypu rekombinantow).
Ponadto obserwowano, iz wspomniana para Oz4iO25 wystepowala zawsze W polaczeniu
z dwoma prazkami zlokalizowanymi W strefie y-gliadyn oznaczonymi jako Oz1 i O2..
Z kolei para prazkéw Foz i F23 wystepowata zarOwno w potaczeniu z F21iF2.3 (jak u formy
rodzicielskiej Flair) jak i z prazkami O3 i O26 (genotyp rekombinantéw) (rys. 2 c).
Spostrzezenia te mogg sugerowacé, iz prazek Fa3 tworzg dwie "naktadajace si¢" frakcje
biatkowe kodowane dwoma réznymi genami, a takze ze bloki biatkowe tworza grupy
prazkow: O21+022+0,24+025 i F22+F23 (przypuszczalnie dwa alleliczne warianty genu na
chromosomie 6B) oraz O,3+0,6 (przypuszczalnie dwa allele genu na chromosomie 6D).

Analizujac  mieszance F, pod wzgledem obecnosci lub braku prazkow
02.1+022+02.4+0;5 0raz F2,+F 3, wyodrgbniono dwie klasy genotypow:
— zawierajgcych O21+022+024+0;5 0raz F,o+F23. Mieszance zawierajace obie grupy

prazkow potaczono W jedna z uwagi na naktadanie si¢ Oz5iF2.2,
— zawierajacych F2o+F23 i nie zawierajacych O21+022+024+025s.
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A. Obraz elektroforetyczny gliadyn komponentow rodzicielskich i rekombinantéw (R1 i R2). Analizowane frakcje
biatkowe w strefie B-gliadyn zaznaczono ramkami. B. Powigkszenie fragmentu obrazu elektroforetycznego zawierajacego
frakcje B-gliadyn charakterystyczne dla komponentow rodzicielskich. C. Powigkszenie fragmentu obrazu
elektroforetycznego zawierajacego frakcje B-gliadyn charakterystyczne dla rekombinantow

Rys. 2. Obrazy elektroforetyczne gliadyn obserwowane w potomstwie F, kombinacji krzyzowan kbh-

sp2 x Flair. Symbole prazkow elektroforetycznych i blokéw bialkowych opisano w tekscie
A. Electrophoregrams of parental forms and two recombinant genotypes (R1 and R2). Analyzed B-gliadin fractions are
marked by the frames. B. Enlargement of -gliadin fractions observed in parental forms. C. Enlargement of B-gliadin
fractions observed in recombinant genotypes
Fig. 2. Gliadin protein patterns of F, single kernels obtained from the combination kbh-sp2 x Flair.

Symbols of protein bands and blocks are described in the text

Z kolei rozpatrujac grupy prazkéw O23+O0z6 | F21+F23 wyodrgbniono trzy klasy
mieszancow:
— zawierajacych O23+026, nie zawierajacych F21+F; 3,
— zawierajacych F»1+F, 3, nie zawierajacych O23+02s,
— zawierajacych O23+026 i F21+F23.
Zatozono hipoteze, iz:
— grupa prazkéw 021+022+0,4+0,5 oraz para F2+F23 sg kodowane dwoma
allelicznymi wariantami genu zlokalizowanego przypuszczalnie na chromosomie 6B
(locus Gli B2). Genotypy zawierajace prazki O2.1+022+024+025 i F22+F23 obejmuja
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homozygoty typu kbh-sp2 i heterozygoty, natomiast genotypy zawierajace Fzo+F23
sg homozygotami typu Flair,

— pary prazkow Oz3+026 i F21+F23 sa kodowane dwoma allelicznymi wariantami
genu zlokalizowanego przypuszczalnie na chromosomie 6D (locus Gli D2).
Genotypy zawierajace pare prazkow O23+O26 s3 homozygotami typu kbh-sp2,
genotypy zawierajgce pare prazkoéw Fa1+F23 sg homozygotami typu Flair natomiast
genotypy zawierajgce O23+026 i F2.1+F23 sa heterozygotami.

Celem weryfikacji zatozonej hipotezy porownywano zgodnos$¢ liczebnosci genotypow
obserwowanych w trzech klasach mieszancow z teoretycznie oczekiwanym dla jednej pary
gendw stosunkiem rozszczepien 3:1 w pierwszym i 1:2:1 w drugim przypadku i testowano
za pomocg 2 (tab. 3 i 4).

Tabela 3
Test %2 dla gliadyn O21+02.2+02.4+025 oraz F2.2+F2.3 w potomstwie F2 kombinacji kbh-sp2 x Flair po
polaczeniu homozygot typu Flair i heterozygot
Test x2 for gliadins O21+022+024+025 and F22+F23 in F2 hybrid genotypes coming from the
combination kbh-sp2 x Flair when homozygotes of Flair type and heterozygotes were joined together

Prazki eliadynowe Stosunek Liczebnosé Liczebno$é¢
%BIiadgin b;}n ds rozszczepien oczekiwana obserwowana a P
Segregation Expected Observed
2 % (021+025+0,4+0;5) + (F22+F23) 3 2115 210 ]
Fyr+Fan 1 705 72 0,043 08-0,9
282 282
Tabela 4

Test 2 dla gliadyn O23+026 oraz F2.1+F2.3 w potomstwie F2 kombinacji kbh-sp2 x Flair
Test y? for gliadins O23+026 and F21+F23 in F2 hybrid genotypes coming from the combination kbh-

sp2 x Flair
Prazki gliadynowe Stosunek Liczebnos’c’ Liczebnos¢
Gliadin bands rozszezepiefi oczekiwana obserwowana e P

Segregation Expected Observed

0,3+0,5 1 70,5 70

(023+025) + (F21+F23) 2 141 144 0,157 0,9-0,95
Fa1tFa3 1 70,5 68
282 282

Wynik testu potwierdzit zgodno$¢ teoretycznej i obserwowanej czestotliwosci genotypow
w poszczegolnych klasach w obu przypadkach, co dowodzi ze rozpatrywane grupy
prazkow stanowig bloki biatek gliadynowych. Oznaczono je nastepujacymi symbolami:

frakcje 051+05,+0,4+0,5 — blok Gli B2-3,

frakcje F2otF,3 — blok Gli B2-4,

frakcje O,3+0,6 — blok Gli D2-1,

frakcje F2.1+F23 — blok Gli D2-2.

Analizujac obrazy elektroforetyczne mieszancow F» pod wzgledem czterech
wymienionych blokéw gliadyn podzielono grupe badanych mieszancoéw na szes¢ klas:
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—_ Zawierajqcych 071+022+024+025, FootFo3 0raz Oy3+026 — rekombinanty typU Gli

B2-3+(3+4)/Gli D2-1,

— zawierajqcych 0,1+0,,+024+035, FootFs3, 0234026 oraz Foi+Foz — rekombinant
typu Gli B2-3+(3+4)/Gli D2-1+2 (podwdjna heterozygota),

—_ Zawierajqcych 0,1+0,,+0,4+0,5 oraz F,1+F>,3 — rekombinant typU Gli B2-
3+(3+4)/Gli D2-2,

— zawierajacych Foo+F23 i O23+026 — rekombinant typu Gli B2-4/Gli D2-1,

—_ Zawierajqcych Foo+Fo31 003+0,6 0oraz F, 1+F, 3 — rekombinant typU Gli B2-4/Gli D2-
1+2,

— zawierajacych Foo+F23 i F21+F23 — rekombinant typu Gli B2-4/Gli D2-2.

Celem stwierdzenia, czy zidentyfikowane bloki gliadyn sa kodowane dwoma genami
zlokalizowanymi na réznych chromosomach (6B i 6D) testowano zgodno$¢ obserwo-
wanych czestotliwosci mieszancow W sze$ciu klasach z teoretycznym stosunkiem
3:6:3:1:2:1 dla dwoch par gendw (uzyskanym z polaczenia 3:1 z 1:2:1) na podstawie >
(tab. 5). Wynik testu potwierdza zatozong hipotez¢ 0 niezaleznym dziedziczeniu gendw
kodujacych dwie pary allelicznych blokow biatkowych zlokalizowanych na réznych
chromosomach.

Tabela 5
Test x2 dla blokéw gliadyn kodowanych chromosomami 6B (locus Gli B2) i 6D (locus Gli D2) w
potomstwie F2 kombinacji kbh-sp2 x Flair
Test x2 for gliadin blocks coded by chromosomes 6B (locus Gli B2) and 6D (locus Gli D2) in F2 hybrid
genotypes coming from the combination kbh-sp2 x LAD 480

Locus-blok gliadyn Stosunek Liczebnos¢ Liczebnosé
Locus-gliadin block rozszczepien oczekiwana obserwowana x> P
Gli B2 [ clib2 Segregation Expected Observed
Gli B2-3+(3+4) Gli D2-1 3 52,875 56
Gli B2-3+(3+4)  Gli D2-1+2 6 105,75 104
Gli B2-3+(3+4) Gli D2-2 3 52,875 50
Gli B2-4 Gli D2-1 1 17,625 14 1764 0809
Gli B2-4 Gli D2-1+2 2 35,25 40
Gli B2-4 Gli D2-2 1 17,625 18
282 282

Poréownanie kombinacji p-gliadyn u dwdch biotypow orkiszu

Badane linie orkiszu wykazujg znaczne podobienstwo frakcji biatkowych w strefie -
gliadyn. Bezpo$rednie poroéwnanie obrazéw elektroforetycznych dowodzi, iz prazki
02.1+022+024+0;5 tworzace blok Gli B2-3 w linii kbh-sp2 mozna obserwowaé rowniez
u siostrzanej linii kbh-spl (rys. 3). Prazek O3 jest identyczny z O11, natomiast Ozs
Z jednym z pary prazkéw niespecyficznych kbh-spl, ktérych dziedziczenia nie analizo-
wano z uwagi na znaczne podobienstwo do zlokalizowanych w tym samym rejonie obrazu
elektroforetycznego prazkow rodu LAD 480. Istotng roznic¢ miedzy dwoma biotypami
orkiszu mozna natomiast obserwowa¢ W dolne;j strefie f-gliadyn i dotyczy ona prazka Oz
linii kbh-sp2, ktory jest usytuowany posrodku w stosunku do dwoch prazkéw kbh-sp2:
prazka O1 | bezposrednio potozonego nad nim jednego z pary prazkéw niespecyficznych.

35



Jacek Waga

36

Rys. 3. Zroznicowanie frakeji p gliadyn w liniach orkiszu (kbh-spl i kbh-sp2) uzytych jako
komponenty rodzicielskie do krzyzowan z rodem LAD 480 i odmiana Flair
Fig. 3. Differentiation of g gliadins in two spelt biotypes: kbh-sp1 and kbh-sp2 used as parental
components in cross combinations with strain LAD 480 and cultivar Flair
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Rys. 4. Schemat blokow bialek gliadynowych kodowanych chromosomami 6B (z lewej strony) oraz 6D
(z prawej strony). Bezposrednio obok skali Ry, przedstawiono schemat obrazu elektroforetycznego
odmiany Begra
Fig. 4. Schemes of gliadin protein blocks coded by chromosomes 6B (left) and 6D (right). Nearby the
scale of Ry, values diagram of protein pattern of cv. Begra is presented

Dla wszystkich frakcji wchodzacych w sktad opisanych blokow obliczono warto$ci
wskaznika Rm, ktorych zadaniem jest utatwienie ich identyfikacji w przysztych badaniach.
Dodatkowo wskaznik ten informuje o wzajemnej lokalizacji roznych prazkoéw na obrazie
elektroforetycznym (tab. 6). Uzyskane wartosci Rm umozliwity przedstawienie opisanych
blokow w postaci graficznej i umieszczenie ich w katalogu (rys. 4). W przypadku prazkow
Ou11 i L11, dla ktérych nie wykazano, iz sg one allelicznymi wariantami jednego genu, lecz
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ktore rowniez zamieszczono w katalogu, pozostawiono oznaczenia identyczne, jak dla
frakcji biatkowych.

Tabela 6
Wartosci wskaznika Rm prazkéw elektroforetycznych wechodzacych w sklad blokéw gliadyn
kodowanych chromosomami 6B i 6D
Rm values of electrophoretic bands composing gliadin blocks coded by chromosomes 6B and 6D

Locus Numer blok_u g'liadyn Numer prazka Symbol prazka R
Number of gliadin block Number of band Symbol of band "
1 1 O1, 1,45
2 1 L1y 1,27
2 Lo 15
1 021 1,09
Gli B2 3 2 02, 1,12
3 024 13
4 Ozs 1,34
4 1 Fa2 1,33
2 Fas 1,39
1 O11 1,24
1 L1y 1,27
. 1 Oz 1,25
Gli D2 1 5 One 144
2 1 Fa1 1,27
2 Fas 1,42

DYSKUSJA

Analiza dziedziczenia bialek z grupy B-gliadyn u mieszancow F, dwoch kombinacji
krzyzowan pozwolita zidentyfikowac szes¢ blokow: cztery z grupy chromosomu 6B i dwa
z grupy chromosomu 6D. Uzyskane wyniki dajg odpowiedz na pytania formutowane we
wstepie. Frakcje gliadynowe wchodzgce w sktad blokéw Gli B2: 1, 2, 3 i 4 oraz Gli D2: 1
12 sa allelicznymi wariantami biatlkowymi gendéw zlokalizowanych na krotszych
ramionach chromosoméw 6B i 6D. Z kolei pary blokéw Gli B2-3/Gli D2-3 oraz Gli B2-
4/Gli D2-4 sa kodowane genami zlokalizowanymi na r6znych chromosomach i dziedzicza
si¢ W sposob niezalezny.

Cztery sposrod szesciu opisanych blokow stanowia grupy sktadajace si¢ z dwodch
prazkéw, w drugim przypadku zidentyfikowano grupe utworzong z czterech prazkow,
w jednym przypadku blokiem okazata si¢ pojedyncza frakcja biatkowa. Bloki opisane
w katalogu Metakovsky’ego sktadaja si¢ na ogot z wigkszej liczby prazkow (od dwoch do
o$miu) anizeli w niniejszej pracy (Metakovsky, 1991). W grupie chromosomu 6B
zdecydowana ich wigkszo$¢ zawiera prazki zarowno w strefie B jak iy gliadyn
(analogicznie jak Gli B2-3 w linii kbh-sp2). Z kolei bloki z grupy chromosomu 6D
zlokalizowane sa glownie w strefie B obrazu elektroforetycznego oraz w strefie o, gdzie
naktadaja si¢ na prazki kodowane chromosomem 6A. Identyfikacja analogicznych frakcji
W polskich materiatach hodowlanych bedzie wymaga¢ W przysztosci doboru kompo-
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nentow rodzicielskich zawierajacych mniejsza liczbg bardziej zréznicowanych prazkow
w strefie a-gliadyn.

Interpretacja dwoch niespecyficznych B-gliadyn, obecnych zaréwno w linii kbh-sp1,
jak i urodu LAD 480 rowniez wymaga dodatkowych badan. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze moga one wchodzi¢ zardbwno w sktad blokéw kodowanych chromosomem 6B jak i 6D
badz tez obu blokow jednoczesénie. Bezposrednie porownanie obrazow elektroforetycznych
biotypéw orkiszu czesciowo wyjasnia problem ich klasyfikacji. Zaobserwowane
podobienstwa B-gliadyn sugeruja, iz poza prazkiem O, blok kodowany chromosomem 6B
w linii kbh-sp1 moze sktada¢ si¢ rowniez z prazkéw tworzacych blok Gli B2-3 linii kbh-
sp2. Biorac pod uwage ogdlne podobienstwo B-gliadyn obu linii, hipoteza taka wydaje si¢
prawdopodobna. W konsekwencji roznice pomiedzy biotypami orkiszu mozna
interpretowa¢ jako efekt genetycznego rdznicowania jednego z alleli wielokrotnych
nalezacych do serii kodowanej chromosomem 6B. Jedng z mozliwych przyczyn takiego
roéznicowania jest proces rekombinacji wewnatrzgenowej, W wyniku ktorego silne sprze-
zenie gendéw gliadyn w obrebie jednego locus ulega rozerwaniu. Proces taki zostat opisany
w literaturze (Pogna i in., 1993). W efekcie mozna obserwowa¢ nowe kombinacje biatek
nieznacznie réznigce sie od bloku z ktérego powstaty. Dalsza konsekwencjg réznicowania
jest powstanie calej rodziny podobnych blokéw, ktérych obecno$é u odmian i rodow
pszenicy przemawia za ich bliskim pokrewienstwem (Metakovsky iin., 1986).
Prawdopodobnie taki mechanizm zroéznicowat gliadyny obu badanych linii orkiszu.

Identyfikacja blokéw w strefie B-gliadyn pozwolita zmodyfikowaé opracowany
wczesniej katalog, ktory nie uwzgledniat blokéw kodowanych chromosomami 6B i 6D,
a jedynie wprowadzal podzial obserwowanych frakcji na podstrefy. Uzyskane wyniki beda
stanowi¢ punkt wyjscia dla identyfikacji kolejnych, nierzadko wysoce specyficznych,
wariantow biatkowych obserwowanych w materiatach hodowlanych wytwarzanych przez
polskich hodowcdw.
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