Sprawozdanie merytoryczne z realizacji zadania nr ha rzecz posgpu biologicznego w
produkcji ro slinnej w 2015roku

.Badania nad efektywndcia markerow funkcjonalnych w powiazaniu z analiz
reologiczmg w mikroskali dla oceny cech jakdciowych pszenicy zwyczajnej’

Zadanie badawcze finansowane przez Minister stwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi.
Nr decyzi: HOR hn 801-PB-22/15, poz. nr 1.

Kierownik zadania: prof. dr hab.4nBolestaw Salmanowicz

Zgodnie z harmonogramem realizowano réwnoleglergzematy badawcze.

Celem prac realizowanych w temacie 1 bylo oszaomvafektywnéci rozdzialu LMW
podjednostek gluteninowych pszenicy uzyskiwanycdy @astosowaniu nowoczesnych metod tj.
wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz wotrefewej elektroforezy kapilarnej. W
rownolegle realizowanym temacie 2 przeprowadzorstat® ws¢pna ocena wptywu obecfm
funkcjonalnego alleluGpc-B1 kontrolupcego zawart@& biatka w ziarnie na cechy jak@owe
ziarna pszenicy zwyczajnej. W ramach tematu nr 8ryflkowano poprawng identyfikacji
alleli locus Glu-D3 kodugcych LMW podjednostki gluteninowe w ziarniakach isizy w
oparciu 0 odmiany wzorcowe przy zastosowaniu maskenolekularnych oraz przeprowadzono
analizy molekularne badanego materiatuslinmego celem okridenia skladu LMW-GS
kodowanych przez allele tego locus w 60 krajowycdm@mnach pszenicy zwyczajnej. Celem
badawczym tematu 4-ego bylo przeprowadzenie ocemnyptywu skiadu LMW biatek
gluteninowych na cechy jakciowe pszenicy o zidentyfikowanych wariantach alletych
gendw lociGlu-1 i Glu-3 kodugcych poszczegolne biatka gluteninowe w ziarnie pkanym z
doswiadczeé polowych z kolejnego roku hodowli.

1. Opracowanie metodyki rozdziatu i identyfikacji LMW podjednostek gluteninowych oraz
przeprowadzenie oceny tej klasy biatek w ziarnie adian krajowych pszenicy przy
zastosowaniu techniki wysokosprawnej chromatografiicieczowej z odwroconymi fazami.

Wysokocasteczkowe podjednostki gluteninowe wraz z LMW-G&macznym stopniu
wplywaja (do 70%) na jak& technologicza pszenicy. Ze wzghbu na wysipowanie duego
polimorfizmu w obgbie LMW-GS (dotychczas wy#diono ponad 45 alleli w lodslu-A3, Glu-

B3 i Glu-D3) oraz cgste powinowactwo do biatek gliadynowych, LMW podjedtki
gluteninowe g stabo poznane, a dokladna charakterystyka posatmedp podjednostek
biatkowych i wptyw na jaké& koncows pszenicy jest waiz obiektem wielu bada Metoda RP-
HPLC jest powszechnie stosowana do rozdziatu iakttarystyki m.in. biatek zapasowych zbo

Materiat badawczy i metody. Obiektem badayto 21 odmian wzorcowych pszenicy
zawierajcych dotychczas opisane w literaturze allele trzkh (Glu-A3, Glu-B3 i Glu-D3)
genow kodujcych LMW podjednostki gluteninowe. W dalszym etapeda identyfikowano
LMW podjednostki gluteninowe wygbujace w ziarnie 32 krajowych odmian pszenicy
zwyczajnej.

Frakcg LMW-GS pozyskiwano z gki w/w prob na drodze ekstrakcji kolejno:
wydzielenia albumin i globulin buforem fosforanowy(@,4M NaCl + 0,067 M HKNaP¥),
biatek gliadynowych 70% alkoholem etylowym, a rpsie biatek gluteninowych (HMW i
LMW-GS) buforem 0,05 M Tris-HCI (pH 7,5) zawiegaym 50% 1-propanol, 2M mocznik oraz
1% DTT. Analizy RP-HPLC przeprowadzano na apara®@eckman-Coulter (USA)
wyposaonym w zestaw pomp H126, detektor diodowy i oprogrevanie Karate wersja 8.1. Do
rozdziatu biatek stosowano wysokosprawne kolumngomiatograficzne typu Jupiter C18 oraz
Phenomenex 250 C18, 300A o wymiarach 250x4,1 mm ©58x2,0 mm. Podczas optymalizacji



rozdzialu LMW-GS technik RP-HPLC stosowano gradient rozpuszczalnikOw r@ddeiych
[woda z TFA (A) - acetonitryl z TFA (B)] w zakresiE5-85% acetonitrylu. Rozdziaty biatek
przeprowadzano w zakresie temperatur 40@0przy pomiarze absorbdjviatta w 210, 214 i
280 nm.

Wyniki. Na podstawie znajondoi skiadu jakéciowego LMW-GS odmian wzorcowych
na chromatogramach zidentyfikowano poszczegoélné pddkowe (2-5 izoform dla kalej z
podjednostek) przypisag im wyznaczone czasy retencji. Na chromatogranoshserwowano 1-2
dodatkowe izoformy LMW-GS kodowane przez lodBki-B3 w poréwnaniu z liczl izoform
wystepujacych na profilach CZE. Zestawy pikow biatkowych LMBS kodowanych przez allele
locus Glu-D3 skiadaty s w trzech pikow. Na RP-HPLC chromatogramach pikpawiadagce
poszczegbélnym LMW-GS mialy czasy retencji w zalkgesid 39,53 min do 50,46 min.
Przeprowadzona analiza poréwnawcza czaséw retguikfiw biatkowych uzyskanych dla
analizowanych 32 odmian pszenicy z czasami uzyskamya odmian wzorcowych wykazata
zgodnd¢ identyfikacyjra z danymi uzyskanymi przy zastosowaniu wolnostrefoglektroforezy
kapilarnej w przypadku 31 badanych odmianzmé stwierdzono jedynie w identyfikacji alleli
locusGlu-B3 odmiany Mulan, gdzie w miejsce wénée]j identyfikowanego allelu b stwierdzono
obecnd¢ allelu d. Podobnie jak w przypadku elektroforezpikarnej w badanym materiale
zidentyfikowano wystpowanie 11 wariantow allelicznych loGiu-3.

2. Charakterystyka wstepna genotypow pszenicy zawiergcych allel funkcjonalny genu
Gpc-B1 kontrolujacy zawartos¢ biatka w ziarnie pszenicy w powazaniu z analiza
reologiczrg w mikroskali

Zawartg¢ biatka w ziarnie (GPC) pszenicy jest cegchrytyczm, ktéra okréla
zywieniowg wartas¢, przetworcze wiasrioi i w wielu krajach rownig cere rynkowa ziarna.
Prowadzona w ostatnich dziesibleciach na szerakskak selekcja ukierunkowana na popraw
plonu pszenicy spowodowata ¢dziowa utrat tej wiasndci, co jest wynikiem dobrze
udokumentowanej ujemnej korelacji gdzy plonem a GPC. Badania porownawcze odmian
pszenicy z rénych okresow uprawy wykazyjze nowoczesne odmiany maredukowane GPC
w porownaniu do odmian starszych. Genowa introgrésjkcjonalnych alleli genowgpc-B1 i
Gpc-B2 z dzikiej pszenicy ptaskurkir{iticum turgidum ssp.dicoccoides) rozszerzyty genetycan
réznorodnda¢ tej cechy dostarczg nowych maliwosci dla wzrostu GPC w ziarnie pszenicy.
Materiat badawczy i metodyJstabilizowane genetycznie linie pszenicy, pochodzz cyklu
krzyzowah ze zrodiem genuGpce-Bl, zasiano wiosp 2015 roku na mikropoletkach w celu
rozmnaenia materiatu oraz przeprowadzenia charakterystgiivazniejszych cech rolniczych
(wysokas¢ roslin, wczesnéé, poraenie przez podstawowe choroby zpstopier wylegania). Do
bada zebrano materiat gnny w postaci ziarna obejmagy 58 linii pszenicy.

Obecna¢ translokacji zawierapej genGpc-B1 w wyhodowanych liniach pszenicy
potwierdzono za pomac reakcji PCR przy iyciu trzech markerow molekularnych.
Podstawowe parametry jalaowe nyki (ogolna zawart& biatka, wilgotngé, zawartd¢
glutenu, wodochtonrig) oznaczono na spektrofotometrze DA7200 f-my Petgehnilg NIR
w zakresie fal 950-1700 nm. ¢ do badé reologicznych pozyskano mael ziarno w
czterowalcowym miynie laboratoryjnych Quadromat idunfirmy Bradenber. Pomiary
reologiczne mki pszennej przeprowadzono w mikroskali z zastoswea miksografu oraz
analizatora tekstury z przystawKieffera.

Wyniki. Po dopracowaniu warunkow reakcji PCR dlantah wzorcowych uzyskano produkty
amplifikacji zgodne z danymi literaturowymi dla m@sowanych markerow. ObedigagenuGpc-
B1 stwierdzono w 23 prébach. W celu oltemia wptywu obecnéei genuGpc-B1 na wartdé¢



wypiekowg badanych genotypow na wstepie oznaczono podstaypaveenetry jakéciowe mgki
(og6lna zawart& bialka, wilgotng¢, zawarté¢ glutenu, wodochionrig), nas¢pnie
przeprowadzono analizy reologiczne ciasta w mikatisirednia warté¢ biatka ogéinego w
badanej mce wahata siod 11,24 % do 16,28 %. Zawaséoglutenu kszattowata siw szerokim
zakresie od 18,65 % do 33,92 %. Podsapry zawartd¢ biatka powyej 14,5% stwierdzono w
23 badanych prébach, z ktérych 16 zawieralo g8pc-Bl. Badania reologiczne ciasta
pozyskanego z 58 genotypow przeprowadzono w milalopkzy zastosowaniu 10-g miksografu
oraz analizatora tekstury z przystawkKieffera. Wyr&niono 24 linie o wysokim
miksograficznym indeksie jakoi (powyzej 19 jednostek), z ktérych 22 zawierato dgepc-Bl.
Analizy wykonane na analizatorze tekstury wykazatg, linie zawierajace gerGpc-Bl
charakteryzowaly giwyzsz sifa ciasta, rozaigliwoscia oraz prag wtozomg w rozchganie.

3. Weryfikacja AS-PCR i STS markeréw molekularnychidentyfikuj acych geny lociGlu-D3
kodujacych LMW podjednostki gluteninowe w ziarniakach psenicy w oparciu o 15 odmian
wzorcowych i 60 odmianach krajowych

Materiat i metody. Dla 15 odmian wzorcowych pszgnitaz 60 badanych krajowych odmian
wyizolowano genomowi DNA metad Dorokhova. Identyfikacje alleli loci Glu-D3
przeprowadzano za pompreakcji PCR przy zyciu 4 zestawow starterow allelospecyficznych.
Wyniki. Uzyte zestawy starterow po dopracowaniu warunkéw #ikgotji w przypadku odmian
wzorcowych dawaty produkty o wielkoi bp zgodnie z danymi literaturowymi. Podczas v
odmian pszenicy otrzymano produkty amplifikacji Ikagci 773 pz lub 388 pz potwierdzap
obecnaé¢ allelu Glu-D3c, ktory identyfikowano za pomacdwoch par starterowgluD3c i
gluD3ceki. Jednoczanie zastosowanie markegiuD3ceki umazliwiato identyfikacg allelu Glu-
D3e, ktory stwierdzono w 11 odmianach. Analizy PCR prog@mdzone z markeregiuD3abdgj
dodatkowo potwierdzity obecké alleli: Glu-D3a w 7 odmianach. Zastosowane markery
molekularne w petni potwierdzity poprawstoidentyfikacji wariantéw allelicznych gendéw loci
Glu-D3 zidentyfikowanych wczaiej przy pomocy wolnostrefowej elektroforezy kaypiiej.

4. Okreslenia wptywu sktadu LMW biatek gluteninowych na cety jakosciowe odmian
pszenicy z kolejnego roku déwiadczen polowych za pomog metod biochemicznych i
reologicznych (teksturometr i miksograf)

Na cechy jakéciowe pszenicy w znacznym stopniu wptywa zawgrtmatka wysgpujaca
w ziarnie, a w szczegolda skiad jakéciowo-ilosciowy biatek zapasowych tj. wysoko- i
niskoczsteczkowych glutenin (HMW- i LMW-GS) oraz gliadyWWiedza na temat wplywu
poszczegblnych HMW-GS na cechy technologicznedebtze poznana, natomiast w przypadku
wptywu LMW-GS brak dotychczas jednoznacznych danych

Materiaty i metodyObiektem badabyto 61 odmian pszenicy o oznaczonym véokej skladzie
HMW-GS w ziarnie. Analizy biochemiczneaki przeprowadzano po 14 dniachid&ownia mki
na aparacie Spektrofotometr NIR 7200 firmy Perezhhily NIR w zakresigswiatta: 950-1700
nm celem okrélenia podstawowych wiaséa fizykochemicznych badanych ak (wilgotnose,
090l zawartd¢ biatka, zawart& glutenu, wodochtonrid). Uzyskam make poddano badaniom
reologicznym w mikroskali na 10g-miksografie (ozmagie p¢ciu charakterystycznych
parametrow reologicznycitisle skorelowanych z okéonymi cechami jakéciowymi pszenicy)
oraz analizatorze tekstury TA.XT z przystamiieffera (oznaczenie sity, wydtenia ciasta, oraz
elastycznéci).

Wyniki. W wyniku przeprowadzonej analizy wydzielgndrakcji LMW podjednostek
gluteninowych metaogd wolnostrefowej elektroforezy kapilarnej w badanymmateriale



potwierdzono wysipowanie 11 wariantow allelicznych loGlu-3. Stwierdzono wysjpowanie po

3 alleli w genomach A i D oraz 6 w genomie B. W &aych odmianach wygtowaty najczsciej
warianty alleliczneGlu-A3e/Glu-B3b/Glu-D3c (11 odmian) oraz5lu-A3f/Glu-B3e/Glu-D3c (10
odmian). Przeprowadzona analiza poréwnawcza uzyskadanych przy zastosowaniu 10g-
miksografu uméliwita stwierdzenie istotnych thic we wi&ciwosciach reologicznych
uzyskanych w zalaosci od wystpowania w probie wariantu allelicznego l&&iu-3. Wykazano,
ze w obebie loci Glu-3 na maksymalny czas rozwoju korzystnie wptywatacolo& alleli Glu-
A3f, Glu-A3d, Glu-D3b, Glu-D3a, na maksymakln szeroké¢ krzywej obecnéc alleli Glu-A3e,
Glu-A3f, Glu-D3a, Glu-D3c, a na maksymalnwysoka¢ krzywej alleleGlu-A3b, Glu-A3e, Glu-
D3c, Glu-D3a. Na wszystkie parametry fazy rozwoju ciasta pozytgvwptywap LMW-GS
kodowane przez allel&lu-B3h oraz Glu-B3i, natomiast negatywnie kodowane przez al@le-
B3b oraz Glu-B3c. Najwyzszy sredni miksograficzny indeks jako wykazywaty odmiany
posiadajce warianty allelicznesSluA3f/Glu-B3d/Glu-D3c, Glu-A3f/Glu-B3b/Glu-D3a oraz Glu-
A3b/Glu-B3h/Glu-D3c. Najnizszym srednim indeksem charakteryzowaty siatomiast odmiany,
w ktérych wysgpowat warianiGlu-A3f/Glu-B3b/Glu-D3e. Na podstawie danych uzyskanych przy
zastosowaniu analizatora tekstury matd€ieffera stwierdzono wzrost sity ciasta w ziarnie
zawierajcym LMW-GS kodowanych przez all@lu-A3d, Glu-A3f, Glu-B3b, Glu-B3h, Glu-D3a

i Glu-D3c oraz ostabienie sity w przypadku wygbwania alleluGlu-A3e. Najkorzystniejsze
parametry reologicznewiadczce o dobrej jakai wypiekowej pszenicy, posiadaty odmiany
zawierajce warianty allelicznychGlu-A3f/Glu-B3d/Glu-D3c, Glu-A3b/Glu-B3h/Glu-D3c oraz
Glu-A3f/Glu-B3e/Glu-D3c. Podobnie jak w przypadku analiz miksograficznyeh obrebie
wyrdznionych grup pszenic o oldlenym sktadzie jakeciowym LMW-GS obserwowano
znaczne rgnice w wartgciach parametréw reologicznych dla poszczegoinyrhian.

Whioski

1. Zastosowanie nowoczesnych metod analitycznychostrefowe] elektroforezy kapilarnej
oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej z dmbenymi fazami umdiwia petmng
identyfikacg LMW-GS kodowanych przez allele 10Glu-3.

2. Zastosowane markery PCR potwierdzity popraséndentyfikacji alleli w obebie loci Glu-A3,
Glu-B3 orazGlu-D3.

3. Uzyskane dane wskaguge w ugciu jednostkowym genotypy pszenicy posiadajLMW-GS
kodowanych przez allel&lu-A3b, Glu-B3d, Glu-D3a, charakteryzy sie najkorzystniejszymi
parametrami  reologicznymi  (wysoki mikrograficzny deks jakeéci oraz wysoka
sita/wytrzymatd¢ ciasta przy odpowiedniej roagliwosci).

4. Wykazano znaczny wptyw poszczegoélnych wariant@ielicznych LMW-GS na jakad
technologicza pszenicy; szczegolnie pozytywny wplyw stwierdzons przypadku
wystepowania w ziarniakach pszenicy zwyczajnej wariangilicznychGlu-A3f/Glu-B3d/Glu-
D3c, Glu-A3f/Glu-B3b/Glu-D3a oraz Glu-A3b/Glu-B3h/Glu-D3c.



