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SAZETAK

Kod 50 sorti heksaploidne ozime pSenice (Triticum aestivum L.)
porijeklom iz Republike Hrvatske utvrdena je i analizirana kompozicija ® —
glijadina. Poliakrilamid gel elektroforeza (PAGE) u prisutnosti natrijeva
dodecil sulfata (SDS — sodium dodecyl sulphate) koriStena je za
identifikaciju podjedinica na G/i-B1 i Gli-D1 genlokusima. Utvrdena je
naj¢es¢a kombinacija podjedinica 63+67 s frekvencijom od 64% na
genlokusu G/i-B1, zatim podjedinica 66 sa frekvencijom od 16%, te nulti alel
(N) s frekvencijom od 14%. Na lokusu Gli-D1 najzastupljenija podjedinica je
bila 55 s frekvencijom od 94%. Broj alela po lokusu kretao se od 3 (Gli-D1)
do 7 (GIli-B1), veéa genetska razli¢itost (H:=0,557) kao i vec¢i PIC (0,529)
utvrdeni su na lokusu G/i-B1, dok je znatno manja genetska razliCitost
utvrdena na lokusu G/i-D1 (H=0,114) kao i PIC (0,110).

Kljuéne rijeci: heksaploidna psenica, sorta, ® — glijadini, podjedinica,
SDS PAGE

UvOD

Glutenini i glijadini zajedno ¢ine oko 80% od ukupnih bjelancevina zrna, od ¢ega
40% su glijadini (Lasztity, 1996, She wry 1isur, 2003.). Glijadini su
bjelancevine topive u 70-90% etanolu, a kombinacija glutenina i glijadina je znacajna za
postizanje krusne kvalitete pSenice. Glijadini se dijele na osnovu njihove mobilnosti u
gel elektroforezi u Cetiri grupe a, B, y i ® — glijadine (L ae m m 11, 1970.). Kombinacije
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razli¢itih podjedinica glijadina omoguc¢uju razlikovanje genotipova pSenice. Svi ©-
glijadini 1 ve¢ina y-glijadina su determinirani komplementarnim lokusima, dovoljno
udaljenim jedno od drugih na kratkom kraku kromosoma 1 (Payne isur., 1982.). Ovi
lokusi oznaceni su kao Gli-Al, Gli-B1 i Gli-D1. Ostala tri lokusa za a- i B-glijadine
nalaze se na kratkom kraku kromosoma 6. Svaki kromosom grupe 6 nosi po jedan lokus
koji kodira sve a-glijadine i ve¢inu B-glijadina. Ovi lokusi oznaceni su sa Gli-A2, Gli-
B2 i Gli-D2 (So zin o v iPoperelya, 1980.). Alelne varijacije giljadinskih lokusa
mogu se utvrditi uporabom PAGE pH 3,1 (acid polyacrylamide gel electrophoresis) ili
SDS PAGE metode. Tanaka isur. (2003.) koristili su ACID PAGE metodu kako bi
utvrdili elektroforetsku kompoziciju podjedinica glijadina kod linija pSenice uzgojenih u
Japanu, dok su Branlard isur. (2003.) za utvrdivanje kompozicije w-glijadina
francuske germplazme pSenice uspjesno koristili SDS PAGE metodu.

Harberd isur. (1985.)) kaoi P ayn e (1987.) utvrdili su da alelna varijacija
gen lokusa glutenina i glijadina utjece na kvalitetu kruha. Takoder je utvrden znacajan
pozitivan efekt odredenih glijadinskih podjedinica na ¢vrsto¢u glutena (Metakovsky i
sur., 1997.), $to je potvrdeno i istrazivanjima X u i sur. (2007.)te W an g i sur.
(2008.). Altenbach i Kothari (2007.) zabiljezili su da w-glijadini reagiraju na
pristupacnost dusika, faktor koji moze utjecati na kvalitetu pSenice razlicite genetske
osnove uzgajane u razli¢itim okolinskim uvjetima. Kompozicija glijadinskih lokusa i
genetski polimorfizam glijadina koristio se za procjenu genetske varijabilnosti unutar
nekoliko germplazmi u Australiji (Metakovsky i sur., 1990.), Italiji (Metakovsky i
sur., 1994.), Francuskoj (Metakovsky i Branlard, 1998.) i Spanjolskoj (Metakovsky
i sur., 2000.). Cilj ovog istrazivanja je analiza kompozicije ® — glijadinskih lokusa
hrvatske germpalzme heksaploidne pSenice.

MATERIJAL I METODE

Istrazivanje je provedeno na 50 sorti heksaploidne ozime pSenice (7riticum
aestivum L.) porijeklom iz Republike Hrvatske. Pri izboru sorti uklju¢eno je svih pet
hrvatskih oplemenjivackih kuca te je odabir napravljen prema zastupljenosti sorti na
trziStu 1 znaajnosti u proizvodnji. U istrazivanje je bilo ukljueno 17 sorti
Poljoprivrednog instituta iz Osijeka, 15 sorti Bc instituta za oplemenjivanje i
proizvodnju bilja d.d. Zagreb, 12 sorti tvrtke Agrigenetics d.o.0., 4 sorte tvrtke Jost
sjeme-istrazivanja d.o.o. Krizevci 1 2 sorte Agronomskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu, te 8 standardnih sorti primjera (Alidos, Carolus, Cortez, Herzog, Idol, Kanzler,
Leiffer i Renan) koriSteno je za utvrdivanje ekspresije alela na o — glijadinskih
lokusima.

Poliakrilamid gel elektroforeza (PAGE) u prisutnosti natrijeva dodecil sulfata
(SDS — sodium dodecyl sulphate) prema BSA vodicu za elektroforezu psenice
(Bundessortenamt, 2007.) koriStena je za analizu kompozicije ® — glijadina. Za
SDS-PAGE metodu utvrdivanja o-glijadina koristila su se 32 zrna po ispitivanoj sorti i
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dodatno po dva zrna osam standardnih sorti primjera. Koli¢ina od 200ul ekstrakcijske
otopine (etilen glikol, urea, CHAPS i deionizirana voda) za ekstrakciju glijadina dodana
je po jazici mikrotitarske ploce i inkubirana jedan dan u hladnjaku. Mikrotitarska ploca
se inkubirala na sobnoj temperaturi tijekom no¢i, nakon cega se zamrznula do
izvodenja SDS-PAGE elektroforeze. Gel -elektroforeza obavljena je na uredaju
"Multigel Modell BSA" (Biometra, Géttingen) u sljede¢im uvjetima: 250 V, 20 mA, 20
min, 15°C, koriste¢i za svaku sortu Cetiri pripremljena gela veli¢ine 60 mm x 110 mm x
I mm. Za pripremu Cetiri odvojena gela izmijeSana je sljede¢a otopina: 30 ml
razdvajajuceg gel pufera (TRIS i deionizirana voda), 1.2 ml deionizirana voda, 12.5 ml
40% akrilamid otopina, 3.2 ml 2% BIS otopina i 0,5 ml 10% SDS otopina i na kraju je
slijedila polimerizacija dodavanjem TEMED-a i 2% APS otopine. Za bojanje gelova
koristila se Coomassie Blue G 250 i R 250 boja.

Slika 1. SDS PAGE elektroforegram o — glijadinskih lokusa sorte primjera Kanzler i Renan (izvor:
BSA vodi¢ za elektroforezu psenice)

Figure 1 SDS PAGE electrophoregram of w- gliadins loci at example varieties Kanzler and Renan (source:
BSA guideline for wheat electrophoresis)

Kanzler Renan

> 6 Gli B1

—> &89 Gli D1

Slika 2. Prikaz bandova ® - glijadinskih lokusa u odnosu na sortu primjer Kanzler
(izvor: BSA vodi¢ za elektroforezu pSenice)
Figure 2 Display of bands at w- gliadins loci according to example variety Kanzler (source: BSA guideline
for wheat electrophoresis)

Lokus GiB1 | | Lokus Gli D1
67 NN N — | 67
63 = s=——— — - @
s 8 - —u s
Kanzler 63467 64467 66 61 60 n 55 59 56 +59 Kanzer

Identifikacija kompozicije ® — glijadina na lokusima G/i-B1 i Gli-D1 (Slika 1. i
Slika 2.) takoder je uradena prema BSA vodicu za elektroforezu pSenice (2007.).
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Utvrdivanje podjedinica © — glijadinskih lokusa napravljeno je usporedbom sa
standardnim sortama primjerima (Tablica 1.).

Tablica 1. ObiljeZavanje lokusa, podjedinica w-glijadina te ocjena prema BSA vodicu za elektroforezu
pSenice
Table 1.Marking of loci, w-gliadin subunits and mark according to BSA guideline for wheat electrophoresis

Lokus Podjedinice Sorta primjer Ocjena BSA
Loci Subunits Example varieties Mark BSA
63+67 Kanzler,Alidos,Ritmo 1
N Gorbi,Herzog 2
66 Renan 3
Gli-B1 61 Tambor 4
63 Enorm 5
60 Cortez 6
64+67 Idol 7
55 Kanzler 1
59 Renan 2
Gli-D1 56+59 Carolus 3
55+56+59 Leiffer 4

Za oba ispitivana lokusa izraCunata je frekvencija alela. Programom Powermarker
ver.3.25 (L iu, 2002.) analizirana je genetska razli¢itost (H,) polimorfnost genlokusa na
osnovu ukupnog i prosjecnog broja alela po genlokusu (N,) te je procjenjen
polimorfizam (PIC — Polymorphic information content index) za svaki lokus.

Genetski varijacijski koeficijent (N e i, 1973.) odnosno genetska razlic¢itost (H.)
procijenjena je za svaki lokus uporabom formule:

I
H, =I—Z piZ

i=1

gdje p; predstavlja uCestalost alela i, a I predstavlja ukupni broj alela.

REZULTATII RASPRAVA

Rezultati utvrdenog sastava podjedinica o — glijadinskih lokusa Gli-B1 i G/i-D1
ispitivanih sorata heksaploidne ozime pSenice nalaze se u Tablici 2. Analizom sastava i
udjela podjedinica na ®-glijadinskom lokusu G/i-B1 (Tablica 3.) utvrdena je najcesca
kombinacija podjedinica 63+67 s frekvencijom od 64% odnosno kod 32 sorte (Gabi,
Mura, Atena, Nika, Matea, Anika, Dea, Una, Sana, Adriana, Zdenka, Nina, Prima, B¢
Antea, Bc Elvira, Bc Mira, Bc Renata, Be Lidija, Zitarka, Srpanjka, Barbara, Golubica,
Super Zitarka, Lucija, Panonka, Alka, Janica, Seka, Katarina, Felix, Zlata, Olimpija i
Nova Zitarka). Slijedi podjedinica 66 s frekvencijom od 16% , prisutan kod 8 sorti
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(Kalista, Ema, Banica, Mihelca, Aura, Bc Lira, Bc Irena i Ilirija), te nulti alel (N) s
frekvencijom od 14% odnosno utvrden kod 7 sorti (Fiesta, Mura, Helia, Marija, Koleda,
Talia i Aida). Kod dvije sorte (Cerera i Divana) utvrdena je podjedinica 60 odnosno
frekvencija od 4% , te kod jedne sorte (AFZG KARLA) je utvrdena podjedinica 61
odnosno frekvencija od 2%. Na lokusu G/i-D1 najzastupljenija podjedinica je bila 55 s
frekvencijom 94% odnosno kod 47 sorata, $to je sukladno istrazivanjimaBranlard i
sur. (2003.)te Brado va i Sasek (2005.). Kod dvije sorte (Aura i Bc Lira) utvrdena
je podjedinica 59 (4%), te kod jedne sorte (Mihelca) utvrdene su podjedinice 55+56+59
(2%).

Genetski polimorfizam glijadina istrazivan je u razli¢itim zemljama u svrhu
identifikacije sorti pSenice. Polimorfnost lokusa i genetska razliCitost hrvatske
germplazme pSenice analizirana je na osnovu broja alela (N,), genetske razliCitosti (H) i
polimorfizma (PIC) (Tablica 4.). Broj alela po lokusu kretao se od 3 (G/i-D1) do 7 (Gli-
B1), te je prosje¢no iznosio je 5,00. Drugaéije su utvrdili Brad o va i Sasek (2005.)
kod ¢eskih psSenica gdje je utvrdeno 7 alela na lokusu G/i-Dl,te Metakovsky i
sur. (2000.) kod $panjolskih pSenica gdje je utvrdeno 10 alela na G/i-D1.

Tablica 2. Sastav i ocjena podjedinica w-glijadinskih lokusa ispitivanih sorata pSenice
Table 2 w-gliadin subunits compositions and mark of tested varieties

Br/Nr Sorta / Variety Gli-Bl Ocjena*/ Mark* Gli-D1 Ocjena*/Mark*
1 FIESTA N 2 55 1
2 GABI 63+67 1 55 1
3 MURA N 2 55 1
4 ATENA 63+67 1 55 1
5 NIKA 63+67 1 55 1
6 HELIA N 2 55 1
7 KALISTA 66 3 55 1
8 MATEA 63+67 1 55 1
9 ANIKA 63+67 1 55 1
10 DEA 63+67 1 55 1
11 UNA 63+67 1 55 1
12 EMA 66 3 55 1
13 BANICA 66 3 55 1
14 AFZG KARLA 61 4 55 1
15 SANA 63+67 1 55 1
16 ADRIANA 63+67 1 55 1
17 MARUA N 2 55 1
18 MIHELCA 66 3 55+56+59 4
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Br/Nr Sorta / Variety Gli-Bl Ocjena*/ Mark* Gli-D1 Ocjena*/Mark*
19 ZDENKA 63+67 1 55 1
20 AURA 66 3 59 2
21 NINA 63+67 1 55 1
22 PRIMA 63+67 1 55 1
23 BC ANTEA 63+67 1 55 1
24 BC ELVIRA 63+67 1 55 1
25 BC MIRA 63+67 1 55 1
26 BC RENATA 63+67 1 55 1
27 BC LIDIJA 63+67 1 55 1
28 BC LIRA 66 3 59 2
29 BC IRENA 66 3 55 1
30 CERERA 60 6 55 1
31 DIVANA 60 6 55 1
32 KOLEDA N 2 55 1
33 TALIA N 2 55 1
34 ZITARKA 63+67 1 55 1
35 SRPANJKA 63+67 1 55 1
36 BARBARA 63+67 1 55 1
37 GOLUBICA 63+67 1 55 1
38 SUPER ZITARKA 63+67 1 55 1
39 LUCIJA 63+67 1 55 1
40 PANONKA 63+67 1 55 1
41 ALKA 63+67 1 55 1
42 JANICA 63+67 1 55 1
43 AIDA N 2 55 1
44 SEKA 63+67 1 55 1
45 KATARINA 63+67 1 55 1
46 FELIX 63+67 1 55 1
47 ZLATA 63+67 1 55 1
48 ILIRIJA 66 3 55 1
49 OLIMPIJA 63+67 1 55 1
50 NOVA ZITARKA 63+67 1 55 1

* QOcjena prema BSA vodiu za elektroforezu pSenice / Mark according to BSA guideline for wheat
electrophoresis
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Tablica 3. Frekvencije podjedinica o-glijadinskih lokusa ispitivanih sorata pSenice
Table 3 Frequency of w-gliadin subunits of tested wheat varieties

Gli-B1l Gli-D1
Podjedinica /Subunit Frekv.% / Freq.% Podjedinica / Subunit Frekv.% / Freq.%
63+67 64 55 94
N 14 59 4
66 16 55+56+59 2
61 2
60 4

Tablica 4. Ispitivani lokusi pSenice, broj alela (N,), genetska razli¢itost (H.) i polimorfizam (PIC)
Table 4 w-gliadin loci of wheat, number of allels (N,), genetic diversity (H.) and polymorphism (PIC)

Lokus / Loci N, H_ PIC
Gli-B1 7 0,557 0,529
Gli-D1 3 0,114 0,110

Prosjek / Average: 5,00 0,335 0,319

Kod australske germpalze pSenica identificirano je 6 alela na lokusu G/i-B1, te 5
alela na lokusu G/li-D1 (M etakovsky isur, 1990.), dok je kod francuske
germplazme pSenice identificirano 13 alela na G/i-B1 lokusu i 9 alela na G/i-D1 lokusu
(Branlard isur., 2003.). Kod ispitivanih sorti porijeklom iz oplemenjivackog centra
Kragujevac, Srbija utvrdeno je 6 alela na G/i-B1 lokusu sa frekvencijom u rasponu od 4
do 44%, te 5 alela na Gli-D1 lokusu sa frekvencijom u rasponu 4% do 52% (Knezev
i¢ isur.,2006.;Knezevic isur.,2007.). Veca genetska razlicitost (H. = 0,557) kao
i ve¢i PIC (0,529) kod ispitivanih sorti u ovom istrazivanju utvrdeni su na lokusu G/i-
B1, dok je znatno manja genetska razlicitost utvrdena na lokusu G/i-D1 (H, = 0,114)
kao i PIC (0,110). Prosjecna genetska razli¢itost (H.) unutar ispitivanih sorata iznosila
je 0,335, a polimorfizam (PIC) 0,319. U istrazivanju Branlarda i sur. (2003.)
utvrden je visok indeks genetske razli¢itosti (H, = 0,714) kod o — glijadinskih lokusa
francuskih pSenica, te takoder S e w a i sur. (2005.) uporabom ACID PAGE metode
kod indijskih pSenica zabiljezili su ekstenzivni polimorfizam (H, = 0,875). Obzirom da
se radi o istrazivanjima na razli¢itim biljnim materijalima, za ocekivati je da se dobiveni
rezultati 1 razlikuju. Takoder su kod spelta pSenice Caballer o 1isur. (2004.)
zabiljezili ekstenzivni polimorfizam kompozicije o-glijadina (N, =3,80; H.=0,595).
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Posljednjih godina zamjetan je i broj istrazivanja kompozicije glijadinskih lokusa kod
durum pSenica, te je tako osim S e w a i sur. (2005.) visok indeks genetske razlicitosti
(H. = 0,892) utvrden je i kod durum pSenica porijeklom iz sjeverozapadnog Irana i
Azerbajdzana (Zaefizdadeh isur,2010.). Djuki¢ isur. (2011.) su analizirali
kompoziciju 21 sorte durum psenice porijeklom iz razli¢itih zemalja svijeta uporabom
ACID PAGE metode, te su identificirali 27 razli¢itih G/i- alela (5 alela na Gli-Al, 4 na
Gli-B1, 9 na Gli-A2 19 na Gli-B2).

Opce je poznato da je analiza glijadina uporabom ACID PAGE metode pokazala
bolje rezultate nego SDS PAGE metoda prilikom otkrivanja mutacija koje utje¢u na
veli¢inu i punjenje ovih proteina, no ipak za analizu kompozicije glijadina kao i
glutenina, koriStenje SDS PAGE predstavlja jednostavnu metodu za identifikaciju alela
i analizu kompozicije skladi$nih proteina koji se nalaze na kratkom kraku komosoma 1
(Payne isur, 1982; DuPont isur,2000;Branlard isur., 2003.). Uovom
istrazivanju utvrden je velik polimorfizam o-glijadinskog lokusa G/i-B1, te sukladno i
drugim istrazivanjima M etakovsky isur,2000.;Branlard isur.,2003.;Ca
ballero isur,2004;Bradova iSasek, 2005;Djuki¢ isur. 2011))
glijadinski aleli se smatraju vrlo pogodnima za identifikaciju i razlikovanje genotipova
pSenice.

ZAKLJUCAK

Analizom kompozicije w-glijadinskih lokusa 50 sorti heksaploidne pSenice
porijeklom iz Hrvatske utvrdena je najCeS¢éa kombinacija podjedinica 63+67 s
frekvencijom od 64% na genlokusu G/i-B1, zatim podjedinica 66 sa frekvencijom od
16%, te nulti alel (N) s frekvencijom od 14%. Na lokusu Gli-D1 najzastupljenija
podjedinica je bila 55 s frekvencijom od 94%.

Broj alela po lokusu kretao se od 3 (G/i-D1) do 7 (Gli-B1). Veéa genetska
razli¢itost (He = 0,557) kao i ve¢i PIC (0,529) utvrdeni su na lokusu G/i-B1, dok je
znatno manja genetska razli¢itost utvrdena na lokusu G/i-D1 (H, = 0,114) kao i PIC
(0,110).

Kombinacije podjedinica sa visokom frekvencijom mogu biti rezultat krizanja
odnosno direktne selekcije u odnosu na pozeljna genetska, morfoloska, fizioloska i
tehnoloska svojstva. U buduénosti oplemenjivacke prakse vrlo je znacajno uspostaviti
vezu izmedu glijadinskih lokusa i bioloskih svojstava, jer glijadini imaju znacajnu
vrijednost kao genetski markeri kod pSenice.
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GLIADIN LOCI COMPOSITION ANALYSIS OF CROATIAN
HEXAPLOID WHEAT GERMPLASM

SUMMARY

The composition of @ — gliadins was identified and analyzed in 50 varieties of
hexaploid winter wheat (Triticum aestivum ssp. vulgare L.) originated from the
Republic of Croatia. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in presence of sodium
dodecyl sulfate (SDS) was used for determination of subunits at G/i-B1 i Gli-D1
genloci. The most common combination of subunits at genloci Gli-B1 was 63+67 with
frequency of 64%, then subunit 66 with frequency of 16% and null allele (N) with
frequency of 14%. At Gli-D1 loci the most frequent subunit was 55 with presence at
94% in tested varieties. Number of allels per loci was from 3 (G/i-D1) to 7 (Gli-B1),
high genetic diversity (H. = 0,557) and high PIC (0,529) were estimated at loci G/i-B1,
while significantly lower genetic diversity was estimated at loci G/i-D1 (H, = 0,114)
and PIC (0,110).

Key words: hexaploid wheat, variety, ® — gliadins, subunits, SDS PAGE
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