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NA PODSTAWIE CHARAKTERYSTYKI
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NAWOZENIA AZOTEM
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Streszczenie. Celem badan byta charakterystyka elektroforetyczna biatek gliadynowych i
gluteninowych oraz okreslenie zawartosci biatka i glutenu mokrego w ziarniakach 4 linii
Triticum durum Desf. w warunkach zr6znicowanej podazy azotu. Na podstawie rozdzia-
tow elektroforetycznych frakcji gliadyn (A-PAGE) stwierdzono, ze wszystkie linie zawie-
raly podjednostki y-45 i y-42. Obserwowano wyraznie intensywniejsze wybarwienie pod-
jednostek na elekroforegramach gliadyn z obiektow z dwukrotnie zwigkszona podaza azo-
tu. Okreslajac procentowy udzial genotypoéw na podstawie polimorfizmu biatek gliady-
nowych, stwierdzono brak wyréwnania genetycznego badanych linii. Ocena jakoS$ciowa
odmian, na podstawie identyfikacji podjednostek gluteninowych (SDS-PAGE), wykazata,
ze badane linie zawieraty locus Glu-41 w kombinacji null. Sposréd badanych linii naj-
wyzsza zawartoscig biatka i glutenu charakteryzowata si¢ linia LGR 899/62a. W wypadku
wszystkich badanych linii stwierdzono wyzsza zawartos¢ biatka i glutenu po zastosowa-
niu 180 kg N-ha™.

Stowa kluczowe: elektroforeza gliadyn i glutenin, biatko, gluten, pszenica twarda

WSTEP

Jednym z wazniejszych czynnikow oddziatujacych na jako$¢ technologiczna pszenic
jest zawartosc¢ i sktad biatek glutenowych ziarniakéw [Branlard 1987, Makarska i Ko-
walczyk 2000, Makarska i Szwed-Urbas 2000]. Stwierdzono, ze zmiany w skladzie
biatek zapasowych warunkuja 40-60% zmiennosci jakos$ci technologicznej pszenicy
zwyczajnej [Branlard 1987, Wegrzyn i Waga 1999]. Rozdziat i identyfikacjg tych biatek
najdogodniej jest przeprowadza¢ chromatograficznie (w ukladzie odwréconych faz) lub
elektroforetycznie (na zelu poliakryloamidowym). W sktad biatek endospermu wchodza
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gliadyny — monomeryczne polipeptydy bez wiazan dwusiarczkowych (o-gliadyny) lub
z wewnatrzczasteczkowymi wiazaniami dwusiarczkowymi (a-, B-, y-gliadyny) i glute-
niny — agregaty polimerow stabilizowanych miedzypeptydowymi wigzaniami dwu-
siarczkowymi (gluteniny wielkoczasteczkowe HMW i gluteniny niskoczasteczkowe
LMW) [Porceddu i in. 1998].

Gliadyny kodowane sa przez kompleks loci Gli-1 (y 1 ®) i Gli-2 (a1 B) zgrupowany
na krotszych ramionach chromosomow odpowiednio 1 i 6 grupy homeologicznej: 1A,
1B, 1D, 6A, 6B, 6D [Payne i in. 1987, Porceddu i in. 1998]. Gluteniny wysokocza-
steczkowe kodowane sa przez geny zlokalizowane na dtuzszych ramionach chromoso-
méw 1 grupy homeologicznej (kompleks loci Glu-1): 1A, 1B, 1D, natomiast geny
odpowiadajace za synteze glutenin LMW (kompleks loci Glu-3) znajduja si¢ na
krotszych ramionach chromosoméw 1A,1B i 1D blisko genow kodujacych biatka glia-
dynowe (Gli-1) [Porceddu i in. 1998].

Pszenica twarda jest tetraploidem — posiada dwie grupy chromosoméw A i B. W po-
roOwnaniu z pszenica zwyczajna jest ona pozbawiona zarowno biatek gliadynowych, jak
i podjednostek gluteninowych kodowanych na chromosomach grupy D [Ruiz i Carrillo
1993].

Grupa frakcji bialek zapasowych, kodowana sprzg¢zonymi genami zlokalizowanymi
na jednym chromosomie, nosi nazwe bloku biatkowgo [Sozinov i Poperella 1980].
Bloki te identyfikuje si¢ na podstawie katalogow: biatka gliadynowe — tzw. katalog
Popereli [Poperella i Sobko 1987], podjednostki gluteninowe, tzw. katalog Payne’a
[Payne i Lawrence 1983]. Symbole poszczegélnych blokéw okreslaja rodzaj biatka,
numer chromosomu kodujacego dany blok oraz jego numer katalogowy w wypadku
gliadyn lub numery prazkow elektroforetycznych w wypadku glutenin.

Tzw. lepkosprezystos¢ glutenu, czynnik istotny dla jakos$ci kulinarnej makaronu, jest
zwiazana z obecnoscia pewnych komponentéw o i y-gliadyn oraz niskoczasteczkowych
podjednostek glutenin kodowanych przez geny zespotu loci Gli-B1 i Glu-B3. Nie roz-
strzygnigto jednoznacznie, czy pewne wilasciwosci glutenu sa wynikiem obecnosci
gliadyn z loci Gli-B1, niskoczasteczkowych glutenin Glu-B3 czy obu typow prolamin
[Ruiz i Carrillo 1995]. Wiadomo natomiast, ze geny kodujace Glu-B3 (tzw. LMW-1
i LMW-2) sa S$cisle zwiazane z locus Gli-B1 kodujacym alleliczne gliadyny
odpowiednio y-42 i y-45 [Porceddu i in. 1998].

Celem badan byta ocena analizy elektroforetroforetycznej bialek glutenowych oraz
oznaczenie zawarto$ci biatka i glutenu 4 linii Triticum durum Desf. w warunkach zr6z-
nicowanej podazy azotu.

MATERIAL I METODY

Material badan stanowily ziarniaki 4 linii jarej pszenicy Triticum durum Desf. (LGR
899/62a, LGR 1359/8, LGR 896/23, LGR 899/17a) (tab. 1) ustalone morfologicznie i
wyselekcjonowane z kilku populacji mieszancéw w Instytucie Genetyki i Hodowli
Roslin AR w Lublinie.

Sciste doswiadczenie polowe przeprowadzono w GD Felin AR w Lublinie w latach
1999-2001. Pszenice uprawiano stosujac zroéznicowane nawozenie azotem, w formie
saletry amonowej, tj.: 90 kg N x ha™ i 180 kg N x ha™ (tab. 1). Poréwnawczo uprawia-
no pszenic¢ zwyczajna ‘Sigma’.
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Tabela 1. Oznaczenia stosowane w pracy
Table 1. Symbols applied in paper

Nawozenie azotowe
Nitrogen fertilization

Linie i odmiana
Lines and cultivar

LGR 899/62a L1 90 kg N x ha NI
LGR 1359/8 L2
LGR 896/23 L3 180 kg N x ha'! N2

LGR 899/17a L4
Sigma S

Charakterystyke frakcji gliadynowej przeprowadzono
metoda elektroforezy A-PAGE wg metodyki Brzezinskiego
i in. [1989], a frakcji gluteninowej — metoda SDS-
-PAGE wg Brzezinskiego i Lukaszewskiego [1998] i Brze-
zinskiego [1993]. Podczas elektroforezy glutenin, w celu
standaryzacji, zastosowano wzorcowe odmiany pszenicy
twardej: ‘Primadur’, ‘Megadur’ i ‘Capdur’ o znanym skta-
dzie podjednostek kodowanych na chromosomach 1A i 1B.
Zawarto$¢ biatka ogétem (N x 5,7) oznaczono metoda
Kjeldahla na automatycznym aparacie Kjel-Foss. Oznacze-
nie zawarto$ci glutenu wykonano wg PN-68/A-74041.
Wyniki oceniono metoda analizy wariancji wieloczynni-
kowej z zastosowaniem testu Tukeya.

WYNIKI I DYSKUSJA

Gliadyny

Analiza elektroforetyczna frakcji gliadyn badanych linii
pszenicy twardej dostarczyta wiele komponentéw wskazu-
jacych na pewne zréznicowanie zwlaszcza w obrgbie a1 3
gliadyn.

W niniejszej pracy, na podstawie rozdziatow elektrofo-
retycznych, stwierdzono u wszystkich badanych linii wy-
stepowanie podjednostek gliadyn y-45 i y-42. Przyktadowo
przedstawiono identyfikacjg tych podjednostek dla linii L1
i L3 (rys. 1). Biatka te wystgpowaly z r6zng czgstotliwoscia
w analizowanych ziarniakach.
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Rys. 1. Elektroforegram
(Acid-PAGE) gliadyn

pszenicy linii LGR 899/62a
(2 pojedyncze ziarniaki) i
LGR 896/23 (2 pojedyncze
ziarniaki)

Fig. 1. Electrophoregram
(Acid-PAGE) of gliadin
from lines LGR 899/62a (2
single kernels) and LGR
896/23 (2 single kernels)

Gliadyny y-45 i y-42 zwiazane z niskoczasteczkowymi gluteninami LMW-1 1 LMW-2
maja specyficzne cechy hydrofobowosci powierzchniowej, odpowiadajace za jakos$¢
makaronu podczas gotowania. Rozwazane sa czgsto jako markery jakosciowe [Ruiz

1 Carrillo 1995].
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Rys. 2. Elektroforegramy (Acid-PAGE) gliadyn 4 linii pszenicy twardej i odmiany ‘Primadur’
(wzorzec pszenicy durum) oraz odmiany pszenicy zwyczajnej ‘Sigma’

Fig. 2. Electrophoregrams (Acid-PAGE) of gliadin from four lines of durum wheat and cultivar
‘Primadur’ (standard of durum wheat) and cultivar of common wheat ‘Sigma’

Rozdziat elektroforetyczny wykazal brak wyréwnania badanych linii w odniesieniu
do biatek gliadynowych. Dowodzi to zréznicowania na krétkich ramionach chromoso-
méw A i1 B pierwszej i széstej grupy homeologicznej pszenicy twardej. Analizujac ob-
razy elektroforetyczne gliadyn (dla 50 pojedynczych ziarniakdw) okreslono procentowy
udziat genotypow na podstawie polimorfizmu tych biatek. Pod wzgledem frekwencji
elektroforegraméw o tym samym ukladzie podjednostek najbardziej stabilna byta linia
L2 —(90:2:2:2:2:2). Praktycznie dwuliniowo przedstawia si¢ takze linia L1 — (65:33:2).
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Zastosowanie w uprawie pszenicy dwukrotnie zwigkszonej dawki azotu nie miato
wplywu na jako$ciowe zroznicowanie podjednostek gliadyn w ziarnie (rys. 2). Wnioski
te potwierdzaja badania innych autoréw, wykazujace, ze biatka te sa determinowane
genetycznie, a czynniki $rodowiska moga wptywac na zmiany ilo$ciowe, ale maja zni-
komy wplyw na fluktuacje jakoSciowe gliadyn [Branlard 1987, Autran i Bourdet 1975].
Rozdziat gliadyn wyekstrahowanych z 2 pojedynczych ziarniakow (schemat na rys. 2)
z obiektow z nizsza i wyzsza dawka azotu wskazuje natomiast wyraznie na silniejsze
wybarwienie podjednostek w wypadku zastosowania 180 kg N x ha™.

Gluteniny

Dla pszenic T. durum komponenty gluteninowe kodowane sa przez loci Glu A1 Glu
BI [Ruiz i Carrillo 1993]. Rozdziat elektroforetyczny i identyfikacja glutenin wykazata
obecnos¢ kodowanej chromosomem 1A podjednostki null (tab. 2). Wystgpowanie u
wszystkich badanych linii pszenicy twardej Glu Al-,,null” (N) nie jest zjawiskiem ko-
rzystnym, gdyz gluteniny kodowane przez geny w tzw. wariancie niekodujacym typu
null pogarszaja jako$¢ technologiczna pszenic. Wsrdd polskich odmian i rodéw pszeni-
cy zwyczajnej te biatka wystepuja najczesciej [Waga 1996].

Tabela. 2. Sktad wysokoczasteczkowych podjednostek glutenin w liniach pszenicy twardej, od-
mianie pszenicy zwyczajnej ‘Sigma’ oraz odmianach wzorcowych pszenic twardych

Table 2. Composition of highmolecular glutenin subunits in durum wheat lines, cultivar of com-
mon wheat ‘Sigma’ and standard cultivars of durum wheat

Sktad podjednostek kontrolowanych przez loci

Linie i odmiany Composition of subunits encoded by loci Warto$¢ wskaznika Glu-1
Lines and cultivars Value of Glu-1 index
Glu- Al Glu - Bl Glu-DlI
1 LGR 899/62* N 17+18 - 4
2 LGR 1359/8 N 6+8 - 2
3 LGR 896/23 N 7+8 - 4
4 LGR 899/17* N 7+8 - 4
5 Sigma 2% 14+15 2+12 8
Odmiany wzorcowe
Standard cultivars
6 Primadur N 7+8 - 4
7 Megadur 2% 17+18 - 6
8 Capdur N 6+8 - 2

W analizowanych liniach zidentyfikowano obecno$¢ podjednostek gluteninowych
kodowanych przez loci Glu BI dla: L1 — 17+18, L2 — 6+8 oraz dla L3 i L4 ten sam blok
glutenin — 7+8 (rys. 3, tab. 2). Obliczono takze wartosci wskaznika Glu-1 dla poszcze-
gblnych linii na podstawie schematu punktacji jakosciowej podanej przez Payne’a i in.
[1987]. Najnizsza punktacj¢ glutenin uzyskata linia L2 (2 p. jakoSciowe). Natomiast
pozostate linie dorownywaty warto§ciom wskaznika Glu-1 dobrej jakosciowo francuskiej
odmiany ‘Primadur’ (4 p. jakosciowe). W tabeli 2 zamieszczono takze sktad podjednostek
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Rys. 3. Elektroforegram (SDS-PAGE)
glutenin 4 linii pszenicy twardej i
odmiany ‘Primadur’ (wzorzec pszeni-
cy twardej) oraz odmiany pszenicy
zwyczajnej ‘Sigma’. 1 - LGR
899/62a, 2 — LGR 1359/8, 3 — LGR
896/23, 4 — LGR 899/17a, 5 — ‘Sig-
ma’, 6 — ‘Primadur’

Fig. 3. Electrophoregram (SDS-
PAGE) of glutenin from four lines of
durum wheat and cultivar ‘Primadur’
(standard of durum wheat) and cultivar
of common wheat ‘Sigma’. 1 — LGR
899/62a, 2 — LGR 1359/8, 3 — LGR
896/23, 4 — LGR 899/17a, 5 —
‘Sigma’, 6 — ‘Primadur’
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glutenin u odmian wzorcowych pszenic twardych (‘Megadur’ i ‘Capdur’), za pomoca
ktorych identyfikowano podjednostki obecne w badanych liniach.

Zgodnie z oczekiwaniem nie stwierdzono wplywu zréznicowanego nawozenia azo-
tem na zmiany jako$ciowe rozdzielonych glutenin.

Zawarto$¢ bialka i glutenu

Zawartosci bialka oraz glutenu naleza do bardzo waznych kryteriow oceny jako$ci
pszenic. W wypadku pszenicy twardej zawarto$¢ biatka moze wynosi¢ 9-18% s.m. i jest
zwykle wyzsza niz u pszenicy zwyczajnej [Szwed-Urbas 1990]. Semolina otrzymywana
z pszenicy twardej powinna zawiera¢ minimum 13% bialka, inaczej uzyskiwany z niej
makaron bedzie gorszej jakosci — kruchy i famliwy [Obuchowski 2000].

W niniejszej pracy, sposrod badanych linii najwyzsza zawartoscia biatka i glutenu w
trzyleciu wyrozniata sig linia L1, odpowiednio X = 15,49 % s.m. (rys. 4) i X =46,49%
(rys. 5). Pozostale linie pszenicy twardej stanowia grupg statystycznie jednorodng zarow-
no pod wzgledem zawarto$ci bialka, jak i glutenu mokrego.

Stwierdzono istotny statystycznie wzrost zawarto$ci biatka i glutenu w wypadku
zwigkszonego nawozenia azotowego zardwno u pszenicy twardej, jak i zwyczajnej (rys.
41 5). Dodatni wptyw nawozenia azotowego na badane parametry jest zalezno$cia zna-
na i jest zgodny z badaniami prowadzonymi przez np. Ryana i in. [1997].
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Rys. 4. Zawartos¢ biatka ogétem (% s.m.) w ziarnie pszenicy w zaleznosci od lat badan, linii
(odmiany) i nawozenia azotem

Fig. 4. Total protein content (% d.m.) in grain of wheat depending on years, lines (cultivar)
and nitrogen fertilization
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Rys. 5. Zawartos$¢ glutenu mokrego (%) w ziarnie pszenicy w zaleznosci od lat badan, linii
(odmiany) i nawozenia azotem

Fig. 5. Wet content (%) in grain of wheat depending on years, lines (cultuvar) and nitrogen
fertilization
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PODSUMOWANIE

Na podstawie rozdziatow elektroforetycznych frakcji gliadyn (A-PAGE) stwierdzo-
no, ze wszystkie linie zawieraly podjednostki y-45 i y-42. Bialka te (markery jako$cio-
we) wystgpowaly z rozna czestotliwoscig. Obserwowano wyraznie intensywniejsze
wybarwienie podjednostek na elekroforegramach gliadyn z obiektow z dwukrotnie
zwigkszong podaza azotu. Na podstawie elektroforegraméw gliadyn (dla 50 pojedyn-
czych ziarniakow) okreslono procentowy udzial genotypow biorac pod uwage udziat
frekwencji diagramow o tym samym uktadzie podjednostek i stwierdzono brak wyrow-
nania genetycznego badanych linii. Ocena jako$ciowa odmian, na podstawie identyfikacji
podjednostek gluteninowych (SDS-PAGE), wykazata brak zrdéznicowania glutenin
kodowanych na chromosomie 1A.

Sposrdd badanych linii najwyzsza zawartoscia biatka i glutenu charakteryzowata sig
linia LGR 899/62a (L1). W wypadku wszystkich badanych linii stwierdzono wyzsza
zawarto$é biatka i glutenu po zastosowaniu 180 kg N x ha™".
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ESTIMATION OF QUALITY OF NEW LINES OF DURUM WHEAT

ON THE BASIS OF GLIADIN AND GLUTENIN CHARACTERIZATION
UNDER CONDITIONS OF DIFFERENT NITROGEN FERTILIZATION
SUPPLY

Abstract. The aim of the studies was the electrophoretic characterization of gliadin and
glutenin proteins and evaluation of protein and wet gluten contents in kernels of 4 Triti-
cum durum Desf. lines under conditions of different nitrogen supply. On the basis of elec-
trophoretic separation of gliadin fraction (A-PAGE) it was found that all lines contained
v-45 and y-42 subunits. Clearly more intensive dying of sub-units on electrophoregrams
of gliadins from objects with two times higher nitrogen supply, was observed. Evaluating
the percentage of genotype share on the basis of gliadin protein polymorphism, lack of
genetic uniformity of studied lines was found. Qualitative assessment of varieties — on the
basis of glutenin subunit identification (SDS-PAGE) — revealed that studied lines con-
tained Glu-A1 locus at null combination. Among the studied lines, LGR 899/62a line was
characterized with the highest protein and gluten contents. In the case of all the studied
lines, higher protein and gluten contents after application of 180 kg N x ha™ was ob-
served.
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