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Wstep

Podstawowym zadaniem wspotczesnej hodowli pszemicyczajnej Triticum aestivum
L.) jest tworzenie nowych wysoko i stabilnie plogmych odmian z jednoczesnym
ukierunkowaniem ich na odpowiednjakos¢. Dla poprawy jakéci pszenicy niezixne jest
gkebsze poznanie struktury i funkcji genomu pszenicyypednoczesnym wykorzystaniu
zasobow genowych §tin pokrewnych. W ramach zadania realizowanego @zaloym roku
opracowywanymi markerami funkcjonalnymi byly watianalleliczne gendw lociGlu-3
(Glu-A3, Glu-B3 i Glu-D3) kodupce niskoczsteczkowe podjednostki gluteninowe (LMW-
GS) orazw-sekaliny (w genotypach pszenicy z translokacjdBL.1RS i 1AL.1RS).
Badania prowadzono w ramach czterech podtematéavizaych: 1/ Opracowanie metodyki
rozdziatu i identyfikacji LMW podjednostek glutemwych (LMW-GS) w ziarniakach
pszenicy technik wysokosprawne] wolnostrefowej elektroforezy kapilg (CZE) na
podstawie 21 odmian wzorcowych zawigwgich wyr&nione w literaturze warianty
alleliczne genéw w lociGlu-3, 2/ Identyfikacja LMW-GS w 54 krajowych odmianach
pszenicy zwyczajnej o wybranych wariantach allelich gendw lociGlu-1 kodugcych
wysokocasteczkowe podjednostki gluteninowe przy pomocy CZAEWeryfikacja allelo-
specyficznych markerow molekularnych dla identygijkalleli loci Glu-A3 i Glu-B3 na bazie
21 odmian wzorcowych oraz przeprowadzenie idenggjikgenow kodujcych LMW-GS u
54 krajowych odmian pszenicy oraz 4/ \{fste oszacowanie wptywu kompozycji LMW-GS
na wybrane cechy jakoiowe pszenicy przy zastosowaniu analiz reologichny
przeprowadzonych w mikroskali.

Materiaty i metody

Wstepne analizy biochemiczne przeprowadzono webier 21 odmian wzorcowych
pszenicy zawierggych dotychczas opisane w literaturze geny @lei-3 (Glu-A3, Glu-B3 |
Glu-D3) kodugcych LMW podjednostki gluteninowe. Ziarno do bagezyskano z Australia
Winter Cereale Collection w Calala (Australia) or&EVES Surgeres w Beaucouze
(Francja). Rownolegle prowadzono analizy biocheméczi reologiczne na ziarnie
pochodacym z 54 krajowych odmian pszenicy zawigegch 5 wybranych wariantow
allelicznych genéw koduagych wysokocasteczkowe podjednostki gluteninowe (HMW-GS)
(N/6+8/5+10, N/6+8/2+12, 1/7+9/5+10, 2*/7+9/2+12,/7M9/5+10) oraz @g&ciowo
translokacj pszennazytniag 1BL.1RS.

Analizy przeprowadzono przy zastosowaniu metod tedékretycznych tj. SDS-
PAGE, A-PAGE i wolnostrefowej elektroforezy kapitej (CZE) oraz allelospecyficznych i
STS markerow molekularnych spgpnych z cechami jakoiowymi pszenicy. Podstawowe
parametry fizykochemiczne ziarna igkn uzyskanej w wyniku zmielenia na miynie
Brabender Junior oznaczano technikIR na aparacie Diode Array 7200 spektrofotometer
(Perten Instruments AB). Rozdzialy mejodCZE przeprowadzano na kapilarach



krzemionkowych, stosgg jako bufor rozdziatowy roztwory zawiegap kwas iminodioctowy
(IDA), glikol polietylenowy (PEO) o M8 000 000 and acetonitryl (AcN). Na podstawie
uzyskanych czaséw migracji dla poszczegdlnych pikidiatkowych wyznaczano sktad
jakosciowy podjednostek biatkowych frakcji LMW-GS. DNA&alowano z dwutygodniowych
siewek pojedynczych ziarniakbw wg metody Dorokho@decnéé poszczegdblnych alleli
LMW-GS wystpujacych w badanych prébach zidentyfikowano za papreakcji PCR przy
uzyciu 18 zestawodw starteréw.

Analizy reologiczne w mikroskali (10g gki) przeprowadzono przy zastosowaniu
miksografu oraz analizatora tekstury (firmy StaBMS, W. Brytania). Wyznaczano osiem
podstawowych parametrow miksograficznych w wyrionych trzech fazach pomiaru
(adsorpcji wody, rozwoju i wyrobienia ciasta) oreztery parametry podczas deformacji
ciasta metogl Kieffer'a (site ciasta, wydtaenie przy max. sile ciasta, elastycghoraz pra¢
wiozona w odksztatcenie ciasta — pole powierzchni paghig).

Wyniki

W wyniku przeprowadzonej optymalizacji warunkéw demtu metod CZE,
uzyskano wysok rozdzielczé¢ pikoéw biatkowych wyizolowanej frakcji LMW-GS, dodpr
powtarzalné¢ rozdzialtbw podczas kolejnych analiz oraz krotkieasy migracii
poszczegolnych podjednostek gluteninowych. Najlgpszdzielczé¢ uzyskiwano stosag
jako bufor rozdziatowy 75 mM roztwor IDA o pH 2,7Zawierajcy 0,3% PEO oraz 20%
AcN. Optymalne rozdziaty uzyskiwano przy nepu 10,5 kV w temperaturze 4C, stosujc
kapilary krzemionkowe érednicy wewwtrznej 50um i dtugaci catkowitej 31 cm. Na CZE
profilach obserwowano obec§to3-4 izoform biatkowych kodowanych przez allele Usc
Glu-B3 oraz 1-2 izoform przez allele lodblu-A3 i Glu-D3. Czasy migracji poszczegolnych
pikobw biatkowych miécity si¢ w zakresie czasowym 9,1 -14,9 minut. Na podstawie
oznaczonych czaséw migracji pikow biatkowych dlszzzegodlnych izoform wydzielonych z
frakcji LMW-GS odmian wzorcowych o znanych wariaitaallelicznych kodujcych
poszczegodlne podjednostki zidentyfikowano sktadojalowy LMW-GS w badanych 54
krajowych odmianach pszenicy. W badanym odmianacdtajowych stwierdzono
wystepowanie 11 wariantow allelicznych genow I&iu-3. Najczsciej reprezentowane byty
warianty alleliczneGlu-A3e/Glu-B3b/Glu-D3c, Glu-A3f/Glu-B3e/Glu-D3c oraz Glu-A3f/Glu-
B3b/Glu-D3e, wystepujace odpowiednio u 12, 8 i 6 odmian pszenicy. Wpiono 3 allele w
loci Glu-3A i Glu-3D oraz 6 alleli kodujcych LMW-GS w genomiéB. Na podstawie pol
powierzchni pikéw biatkowych dokonano oceny udamtdlosciowych poszczegdélnych
izoform biatkowych LMW-GS w ziarniakach analizowatypréb.

Dla potwierdzenia poprawio identyfikacji LMW-GS w badanych prébach
dokonanych przy pomocy CZE dodatkowo przeprowadzwmoyfikacje oznacze przy
pomocy allelospecyficznych markeréw molekularnyct badaniach technik PCR
wykorzystano 18 zestawoOw starterOw opracowanychpodstawie znajonmigi sekwencji
DNA kodujgcych i/lub promotorowych regionéw badanych gendwstdsowane markery
potwierdzity obecn& wyrdoznionych wariantow allelicznych genow locu€lu-3 w
wzorcowych odmianach pszenicy, z wtigem detekcji alleliGlu-A3g i Glu-B3c. Uzyskano
petrg zgodnd¢ w identyfikacji poszczegoélnych alleli we wszystki&rajowych odmianach
przy pomocy metody CZE i markerow molekularnychstdaowanie mikrosatelitarnych
markeréw molekularnych SCM9-Fi oraz PAWS5/S6 ulmato identyfikacje pszenno-
zytniej translokacji 1BL.1RS u 5 badanych odmiangoszy (odmiany Brillant, Forkida,
Gecko, Meteor i Satyna).



Dla mgki pozyskanej z 54 odmian pszenicy przeprowadzamdizy reologiczne w
mikroskali przy zastosowaniu miksografu i tekstuedra. Najkorzystniejsze podstawowe
parametry miksograficzne (najdkey czas rozwoju ciasta, szerékdkrzywej w 10 min
pomiaru) skorelowane dodatnio z wadg wypiekowy maki wykazywaty odmiany
posiadajce HMW-GS podjednostki Ax1/Bx7+By9/Dx5+Dyl10, a rafgsze odmiany
posiadajce  podjednostki  AxNull/Bx6+By8/Dx2+Dy12. Przy czym,w obrbie
poszczegdlnych podgrup pszenic o wytdénych skiadach jakciowych HMW-GS
stwierdzano znacanzmiennd¢ parametrow reologicznych, wskagey na wptyw sktadu
LMW-GS na cechy jakiziowe pszenicy. Po uwzglnieniu zr@nicowania w sktadzie LMW-
GS w badanym materiale wykazanae najwyszy miksograficzny indeks jaka
wykazywaly odmiany posiadgje warianty alleliczneGlu-A3f/Glu-B3d/Glu-D3c, Glu-
A3f/Glu-B3b/Glu-D3a oraz Glu-A3b/Glu-B3h/Glu-D3c, natomiast najiiszym $rednim
indeksem charakteryzowaty esiodmiany, w ktérych wyspowat wariant Glu-A3f/Glu-
B3b/Glu-D3e. Odmiany pszenicy zawiergle wariant allelicznyGlu-A3f/Glu-B3d/Glu-D3c
wyroznialy sie najlepszymi parametrami miksograficznymi, natom@sdmiany zawierage
wariant Glu-A3f/Glu-B3b/Glu-D3e  posiadaty szereg niekorzystnych  parametrow
reologicznych wskazagych na nisk wartg¢ wypiekows.

Podobnie jak w przypadku danych uzyskanych prztozasvaniu miksografuirednie
wartasci parametréw reologicznych (sita ciasta, wysggie w momencie zerwania ciasta,
elastyczné¢ ciasta oraz prgc wykonana do momentu zerwania ciasta) oznaczone na
teksturometrze metad Kieffera wykazywaly znaczne z#bicowanie w obgbie 5
wyroznionych podgrup o okéonych skladach HMW-GS. Po uwzgdhieniu sktadu LMW-
GS wykazanoze najkorzystniejsze parametry reologiczdvdadczce o dobrych cechach
jakaosciowych posiadaj odmiany zawierace warianty alleliczn&lu-A3f/Glu-B3d/Glu-D3c i
Glu-A3f/Glu-B3e/Glu-D3c. Najmniej korzystne cechy reologiczne oznaczone daeto
Kieffera wykazywaly natomiast odmiany zawiegeg¢ wariantyGlu-A3f/Glu-B3b/Glu-D3e i
Glu-A3e/Glu-B3a/Glu-D3e. Potwierdzono obgenie wartéci parametréw reologicznych
oznaczonych zastosowanymi metodami u odnziamierajcych pszenndaytnia translokacj
1BL.1RS.

Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazalye wolnostrefowa elektroforeza kapilarna jest
uzyteczry metody szybkiej identyfikacji sktadu jakoiowo-ilosciowego LMW-GS w ziarniakach
pszenicy zwyczajnej. Zastosowane zestawy allelgdpgoych markerow molekularnych
potwierdzity wystpowania poszczegolnych wariantow allelicznych gemdov Glu-A3 i Glu-B3
w badanym materiale §linnym. Przeprowadzone analizy reologiczne w mikediswskazaty ze
sktad jakdciowo-ilosciowy zarowno HMW-GS jak i LMW-GS na istotny wptywa cechy
jakosciowe pszenicy. Stwierdzono szczegolnie pozytywmyyw trzech wariantéw allelicznych
Glu-A3f/Glu-B3d/Glu-D3c, Glu-A3f/Glu-B3b/Glu-D3a oraz Glu-A3b/Glu-B3h/Glu-D3c na cechy
reologiczne raki pszenne;.



