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ABSTRACT

Genetic markers, which offers possibility to identify and to verify samples on the basis of
their genetic features are main tools for identification of plant genotypes. Therefore we have
concentrated on analysis of wheat storage proteins by SDS-PAGE and A-PAGE and their
utilization as a protein markers for identification of 45 genotypes of bread wheat (7riticum
aestivum L.). Results obtained by SDS-PAGE shows, that all of analyzed materials were
homogenous and single-line. There were observed 9 electrophoretical profiles and profile
with HMW-GS composition 0, 7+9, 5+10 was the dominating one. Analysis of genotypes
performed by A-PAGE was observing presence of secalin block in wheat genome. It was
identified in 12 cases. On the basis of composition of HMW-GS and according to presence of
secalin block it is possible to caltulate Glu-score, which predict technological quality. From
collection of 45 genotypes had 32 genotypes good technological quality.
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ABSTRAKT

Hlavnym prostriedkom identifikdcie rastlinnych genotypov su genetické markery.
V nadvidznosti na uvedené sme sa v naSej praci zamerali na analyzu zésobnych bielkovin
zrelych zfn pomocou SDS-PAGE a A-PAGE a ich vyuzitie ako bielkovinovych markerov pre
identifikaciu 45 genotypov pSenice letnej formy ozimnej (7riticum aestivum L.).
Z dosiahnutych vysledkov realizovanych pomocou SDS-PAGE vyplynulo, Ze analyzované
genotypy su homogénne a jednoliniové, pricom bolo zistenych 9 elektroforetickych profilov.
Majoritny podiel predstavoval genotyp s komponentnou skladbou HMW-GS 0, 7+9, 5+10.
Analyza genotypov uskuto¢nend pomocou A-PAGE sledovala pritomnost’ sekalinového bloku
v gendme pSenice. V stbore sledovanych genotypov bol sekalinovy blok identifikovany v 12
pripadoch. Na zaklade komponentnej skladby HMW-GS a pritomnosti sekalinového bloku je
mozné vypocitat’ Glu-score, ktoré méa vypovedaciu hodnotu vo vztahu ku kvalite. Z kolekcie
45 genotypov pSenice letnej 32 genotypov mozeme charakterizovat ako genotypy s velmi
dobrou technologickou kvalitou.

Kracové slova: SDS-PAGE, A-PAGE, HMW-GS, psenica, zasobné bielkoviny



UvVoD

Postupy identifikacie a diferencidcie rastlinnych genotypov by mali byt
jednoznacné, s vysokou rozliSovacou schopnostou, mali by byt dostatocne metodicky
rychle, manualne jednoduché a financne pristupné. Zarovein by mali mat vysokt kapacitu,
teda moznost’® analyzovat sucasne niekol’ko stoviek vzoriek. Pri pSenici analyzy
elektroforetickych ~ profilov ~ zésobnych bielkovin vicSinou vykazuji  dostato¢ny
polymorfizmus, a preto st dost’ pouzivané pre ucely diferenciacie odrdd, analyzy ich
genetickej] homogenity a v Slachteni na predikciu niektorych vlastnosti s nimi spojenych.
Vhodnymi bielkovinovymi markermi pri pSenici su zasobné bielkoviny endospermu -
gliadiny a gluteniny.

Zasobné bielkoviny st v praxi najviac pouzivanym typom rastlinnych bielkovin pre
ucely identifikacie a diferenciacie genotypov. Su lokalizované v Specializovanych rastlinnych
pletivach alebo orgdnoch. Nachadzaju sa tu v dostatocnom mnozstve a st relativne I'ahko
extrahovatel'né. Zakladnymi elektroforetickymi technikami a ich modifikaciami, v
polyakrylamidovych géloch, je mozné tieto bielkoviny jednoduchym a rychlym postupom
rozdelit’, vizualizovat’ a ich profily v niektorych pripadoch aj geneticky interpretovat’. Postupy
elektroforetickej identifikécie, diferenciacie a charakterizacie genotypov rastlin pri niektorych
rastlinnych druhoch - pSenica, jacmen, kukurica, ovos, fazul'a, pomocou zasobnych bielkovin
semena pokrocili do takého stavu, Ze boli uz akceptované i medzinarodnymi organizaciami
zaoberajucimi sa ochranou autorskych prav k odroddm (UPOV-Union Internationale Pour la
Protection des Obtentions Vegetables) a semenarskym testovanim (ISTA - International Seed
Testing Association) (Draper, 1987).

Gliadiny zrna pSenice st jednou z hlavnych zloziek gluténovych bielkovin. Vyznacuja
sa vysokou dedivostou a Specifickostou. Elektroforetické profily gliadinov sa vplyvom
podmienok pestovania nemenia, preto je mozné¢ na ich zaklade presne identifikovat
a diferencovat’ jednotlivé odrody a linie pSenice. Skupina spolo¢ne viazanych a dedenych
gliadinovych zloziek sa oznacuje ako gliadinovy blok. Medzi jednotlivymi zlozkami
gliadinového bloku zvyc€ajne nedochadza k rekombinaciam, teda medzi gliadinovymi génmi
riadiacimi biosyntézu gliadinovych zloziek, nedochédza k procesu crossing-overu. Tieto
gliadinové gény sa nachadzaju vo vizbe s niektorymi génmi podmieniujucimi hospodarsky
vyznamné vlastnosti ako je napr. kvalita muky, mrazuvzdornost, odolnost proti hrdzi
travovej. Tento poznatok umoznuje vyuzit gliadiny ako markery danych vlastnosti v procese
Slachtenia novych odrod pSenice apri urCovani homozygotnosti resp. heterozygotnosti
hybridov (Cerny a Sasek, 1995, 1996).

Vysokomolarne gluteninové podjednotky (HMW-GS) st svojim podielom na
celkovych zasobnych bielkovinach sice malou skupinou, ale svojou funkcénou ddlezitost'ou
vSak mimoriadne vyznamnou skupinou bielkovin. HMW-GS st vyznamné z hl'adiska ich
vzt'ahu k chlebopekarskej kvalite muky. Sledovanim vztahu jednotlivych HMW-GS
a chlebopekarskej kvality pSenice bolo zistené, ze existuje medzi nimi suvislost. Zasadny
vplyv na kvalitu miky ma aj kvalitativne zastupenie jednotlivych HMW-GS a ich vzajomné
kombindacie. Zastipenie jednotlivych HMW-GS aich kombinacii v genotypoch pSenic je



rozmanité. Aj napriek tomu, Ze v sucasnosti pestované odrody obsahuju predovsetkym
podjednotky, ktoré kladne vplyvaju na kvalitu zrna pSenice, existuji nickedy rozdiely
v zastipeni HMW-GS u pSenic v ramci jednotlivych Statov. Tieto rozdiely st podmienené
Slachtenim psSenice ako aj samotnou technologickou kvalitou zrna pSenice.

V désledku rézneho vplyvu Specifickych HMW-GS na pekarsku kvalitu boli
vypracované¢ viaceré kritérid bodového hodnotenia jednotlivych lokusov. Medzi
najrozSirenejSie patri hodnotenie podla Payneho (1983). Na zdklade rézneho vplyvu
Specifickych HMW-GS na pekarsku kvalitu boli vypracované viaceré kritérid bodového
hodnotenia jednotlivych lokusov. Medzi najrozsirenejSie patri hodnotenie podla Payneho
(1987). Na zaklade rozneho vplyvu $pecifickych HMW-GS gluteninovych podjednotiek na
technologicku kvalitu zostavil Payne poradie subjednotick podla toho ako ovplyviuja
pekarsku kvalitu a vyjadril tento vztah bodovym hodnotenim tzv. Glu-skore resp., Glu-
hodnotenim Preukazny vztah medzi Glu-skére a technologickou kvalitou bol stanoveny pri
vybranych odrodach psenice pestovanych v roznych agroklimatickych podmienkach sveta ako
napr. v Australii (Gianibelli, 2002).

MATERIAL A METODIKA

V nasej praci bola pouzitd extrakcia a separacia zdsobnych bielkovin zrna pSenice
letnej formy ozimne;j.

Zasobné bielkoviny sme izolovali z endospermu celych, suchych, zrelych zin. Z
kazdej odrody sme analyzovali 20 zfn. Zrno sme odvézili, zhomogenizovali mechanicky —
rozmliazdenim, vloZili do Eppendorfovej skimavky a uskutocnili extrakciu bielkovin.

Extrakciu gluteninov sme realizovali podl'a Standardnej referencnej metédy ISTA
(Wrigley, 1992). Extrakcia gluteninov prebiehala 1 hodinu pri 25 °C za stileho trepania v
trepacke. Pred nanesenim do gélu sme vzorku zdenaturovali vo vodnom kupeli pri teplote 100
°C pocas 10 minit. Po inkubdcii sme vzorky vybrali z vodného kipela, vychladili a nakoniec
ich odstredili v odstredivke pri 12000 ota¢kach za mintitu po dobu 10 mintt.

Extrakciu gliadinov sme uskutocnili podla Standardnej referencnej metddy ISTA v
kyslom prostredi (Draper, 1987). roztoku. Vzorky sme premiesali a nechali extrahovat’ cez
noc pri laboratérnej teplote. Pred nanesenim vzorky do gélu sme extrakt odstredili v
odstredivke pri 12000 otackach za minutu pocas 10 minut.

Zasobné bielkoviny zrna pSenice letnej sme separovali pomocou SDS-PAGE a A-
PAGE. Deliacim systémom pri separacii gluteninov bola diskontinudlna PAGE podla
metodiky ISTA (Wrigley, 1992). Pre elektroforetickll separacnu jednotku Protean II (Bio-
Rad). Vyextrahované bielkoviny sme naniesli do gélu v mnozstve 5 pl na jednu aplikacna
dréhu gélu. Elektroforetické delenie prebiehalo pri velkosti pradu 30 mA, 6-10 hodin, pri
konstantnej teplote 10 °C, aZz pokial’ marker nedosiahol spodny okraj gélu. Prvych 15 minut
sme nechali prebiehat’ delenie pri vel'kosti prudu 5 mA, d’alSich 25 minut pri 10 mA a zvysSny
¢as pri vel’kosti pradu 30 mA.



Standardna referen¢na metéda schvalena medzinarodnou organizaciou (ISTA, Draper
1987) vyuziva pri elektroforetickom deleni gliadinov elektrolyt, ktory je pripraveny
zmieSanim glycinu a kyseliny octovej s hodnotou pH 3,2. Separaciu gliadinov sme uskuto¢nili
v kontinudlnych polyakrylamidovych géloch v kyslom prostredi s pH 3,2 (Draper, 1987).
Elektroforéza prebiehala pri konStantnom napdti 500 V pocas trojnasobku behu markera
Pyroninu G, pri teplote 3°C v elektroforetickej jednotke SE 600 (Hoefer Pharmacia Biotech).

Vsetky frakcie zasobnych bielkovin separované v SDS-PAGE a A-PAGE sme
zafarbili v roztoku pripravenom zmiesanim 95 ml 10% kyseliny trichléroctovej a 5 ml 0,5%
roztoku Coomassie Brilliant Blue R250 v etanole.

Genetickd interpretacia alelickej zostavy v lokusoch Glu-1A, Glu—1B a Glu-1D a
nasledny vypocet Glu—hodnotenia sme uskuto¢nili podl'a katalégu alel pre vysokomolekulové
gluteninové podjednotky (Payne et. al., 1983). Alelicka zostava gliadinov bola urcend podl'a
katalogu Cerny — Sasek (1995).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nadvéznosti na uvedené, v nasej praci sme sa orientovali na detekciu individualnych
HMW gluteninovych podjednotiek a identifikaciu sekalinového bloku, pricom sme sledovali
variabilitu elektroforetického spektra jednotlivych vysokomolekularnych gluteninovych
podjednotiek a sekalinového bloku vo vzt'ahu k technologickej kvalite zrna pSenice v kolekcii
45 genotypov pSenice letnej formy ozimnej (7riticum aestivum L.)

Analyzovali sme genotypy pSenice ziskané z Po'nohospodarskeho druzstva Sokolce,
Hordeum Sladkovi¢ovo a. s., UKSUPu Bratislava a PD Dvory nad Zitavou z trody roku
2003. Ziskané vysledky su zaznamenana v tabulke 1, 2, 3 a 4.

Tab. 1 Zastupenie HMW-GS v analyzovanych materialoch z PD Sokolce
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Tab. 2 Zastupenie HMW-GS v analyzovanych materidloch z Hordeum Sladkovi¢ovo

KOSUTKA
LiviA
SANA

PETRANA

BONITA
SK 47
SK 53

PSenica letna SK 60
SK 69
SK 75
SK 76
SK 77
SK 81
SK 87
SK 95
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Tab. 3 Zastupenie HMW-GS v analyzovanych materialoch z UKSUP Bratislava

ARMELIS
ASTELA
SANA
RADA
ZERDA
KLEA
ILAVA

Psenica letna EVA
CHARGER
KOSUTKA
VIGINTA
BONITA
ARIDA
LIVIA
HANA
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Tab. 4 Zastipenie HMW-GS v analyzovanych materiélech z PD Dvory nad Zitavou

APACHE

Psenica letna

NIAGARA




Elektroforetické spektra zasobnych bielkovin tychto odrod st uvedené na obrazkoch 1

(SDS-PAGE) a 2 (A-PAGE).

Obr. 1 Elektroforetické profily zasobnych bielkovin zrna analyzovanych materialov
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Obr. 2 Elektroforetické profily zasobnych bielkovin zrna analyzovanych materialov

1. 2 3 4 &5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20

Gld 1B3

1 Marquis - Standard 11 Matador

2 Sana 12 Niagara
3 Apache 13 Niagara
4 Apache 14 Petrana
5 Arida 15 Petur

6 Armelis 16 Raba

7 Betty 17 Zerda

8 Brea 18 Istrodur
9 Favorit 19 Soldur

10 Magvas 20 Chinese Spring - Standard



Z dosiahnutych vysledkov vyplyva (Tabulka 1,2,3 a 4), ze analyzované genotypy
pSenice letnej formy ozimnej si homogénne jednoliniové, pricom bolo zistenych 9
elektroforetickych profilov v pSenici letnej. Majoritny podiel (78%) z analyzovanych
genotypov pSenice letnej predstavovali HMW-GS s komponentnou skladbou 0, 7+9, 5+10,
kym minoritny podiel (9% genotypov) sa vyznacoval skladbou HMW-GS 1, 7+9, 5+10 resp.
(7% genotypov) frakénou skladbou HMW-GS 0, 7+9, 2+12. Uvedené je v sulade aj s
vysledkami zistenymi inymi autormi ako Gregova et al. (1995), Galova et al. (2002), Kraic et
al. (1999) a d’al$imi.

Z vysledkov dalej vyplyva, ze z génov kodovanych lokusom Glu-Al sa najcastejSie
vyskytovala nulova alela (89% genotypov), lokus Glu-Bl bol reprezentovany najéastejSie
HMW - gluténovymi subjednotkami 7+9 (88% genotypov) a najfrekventovanejSou
podjednotkou koédovanou lokusom Glu-D1 bola subjednotka 5+10 identifikovana v 39
genotypoch (87%).

Zo zastupenia jednotlivych HMW gluteninovych podjednotieck mozno predigovat’
technologicku kvalitu zrna pSenice vypocitanim Glu-hodnotenia (Payne et al. 1987). V tomto
smere najvyssie bodové Glu-hodnotenie (9) dosiahli odrody Magvas, Favorit, Astela a SK 76,

vve

Z analyzovanych materialov vyplyva (Tabulky 1, 2, 3 a4), Ze sekalinovy blok Gld
1B3 bol detegovany v gliadinovych spektrach 12 hodnotenych genotypov, ¢o mé za nasledok
znizenie Glu-hodnotenia o dva body. Z uvedeného vyplyva, ze dané genotypy sa vyznacuju
nizkou technologickou kvalitou av§ak dobrou odolnost’ou voci hrdzi travove;j

ZAVER

Z elektroforetickych profilov jednotlivych pSenic mozno urobit’ nasledovné zavery:

1. Vsubore analyzovanych hexaploidnych pSenic bola zistend relativne vysoka
variabilita alel lokusu Glu-1 a néasledne bielkovin nimi kédovanych. Identifikovanych
bolo spolu 9 réznych vysokomolekulovych gluteninovych alel.

2. V subore analyzovanych genotypov pSenice letnej boli najfrekventovanej§imi HMW-
GS alelami, v jednotlivych Glu-1 lokusoch alely 0 (Glu-Al), 7+9 (Glu-Bl) a 5+10
(Glu-D1) s podielom 91%, 90% resp. 87%. Najvysiu hodnotu Glu-skére (9) dosiahli
odrody Magvas, Favorit, Astela a SK 76. Priemerna hodnota Glu-skore bola 7.

3. Analyzou gliadinovych spektier pSenice letnej bol identifikovany gliadinovy blok
1B3, marker nevyhovujucej technologickej kvality, v 12 analyzovanych genotypoch.

4. Z kolekcie 45 analyzovanych genotypov pSenice letnej na zaklade Glu -hodnotenia
(>7) a Razného skore (>7) mozeme 32 genotypov charakterizovat’ ako pSenice s vel'mi
dobrou technologickou kvalitou.

5. Metodiky ISTA SDS-PAGE a A-PAGE st vhodné na identifikaciu a diferenciaciu
genotypov psenice na zaklade pritomnosti HMW-GS a gliadinovych blokov.
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