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SAZETAK

Gluteninski lokusi koristeni su za procjenu varijabilnosti 50 sorti heksaploidne
ozime pSenice porijeklom iz pet hrvatskih oplemenjivackih centara. Primijenjena
je poliakrilamid gel elektroforeza (PAGE) u prisutnosti natrijeva dodecil sulfata
(SDS-sodium dodecyl sulphate) za utvrdivanje visokomolekularnih glutenina (HMW-
GS). Broj alela po lokusu kretao se od 3, na Glu-A1, do 5, na Glu-B1 i Glu-D1, te je
prosjecni broj alela iznosio 4,33. Najveéa genetska razlicitost utvrdena je na lokusu
Glu-B1 . Najéeséa podjedinica na lokusu Glu-A1 hila je 2* (56%). Na lokusu Glu-B1
najzastupljenija je bila komhbinacija podjedinica 7+8 s 40% te na lokusu Glu-D1
5+ 10 sa 68%. U ispitivanju su definirane i visokokvalitetne sorte s najvecim brojem
Glu-bodova. Rezultati dobiveni u ovom istraZivanju omoguéuju daljni razvoj ciljanih
oplemenjivackih programa za podizanje kvalitete ozime psSenice i formiranje sorti
poboljsivaca.

Kljucne rijeci: psSenica, varijabilnost, glutenini, SDS PAGE

uvobD

Kvaliteta pSenice u najvecoj mjeri ovisi o koli€ini
i kvaliteti glutena. Gluten je sloZeni polimer, koji omo-
gucuje razvoj viskoznih i elastiénih svojstava tijesta, a
¢ini ga viSe od 50 razli¢itih proteina (Shewry i Titham,
1997.). Jedna od najvaznijih komponenti glutena su
glutenini, proteini koji su topivi u razrijedenim kiseli-
nama i luzinama, ali netopivi u neutralnim alkoholnim
otopinama i otopinama soli te se sastoje od podjedinica
povezanih disulfidnim vezama u polimere. Glutenini ¢ine
oko 45% bjelancevina zrna pSenice (Lasztity, 1996.) te
se dijele u dvije skupine: glutenini velike molekularne
mase (High Molecural Weight Glutenin Subunits-HMW
GS) 80-130 kDa i glutenini male molekularne mase (Low
Molecular Weigth Glutenin Subunits-LMW GS) 10-70
kDa. Varijacija HMW glutenina odraZava se na kvalitetu
brasna, tijesta i kruha. Te su bjelancevine izgradene
od oko 20 podjedinica, nasljedivanje im je kontrolirano
lokusima Glu-A1, Glu-B1 i Glu-D1 (Mclntosh, 2008.).
Veliki je broj istrazivanja na navedenim trima lokusima
(Glu-A1, Glu-B1 i Glu-D1), koji kodiraju HMW podjedini-
ce glutenina, pokazao da su vrlo polimorfni. Ispitivanje
tih lokusa dio je oplemenjivackih programa pSenice i u
Hrvatskoj (Drezner, 1995.; Samobor i sur., 2005.; Horvat
i sur., 2008.; Horvat i sur., 2009.) i u svijetu (Oberforster
i Werteker, 1995.; Denci¢, 2006., Mandoulakani i sur.,
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2006.; Atanasova i sur., 2009.; Zahng i sur., 2009,
Afshan i Naqvi, 2011.). Za buduée oplemenjivacke
programe vrlo je vazno o€uvati varijabilnost na tim loku-
sima. Cilj je ovoga istrazivanja procjena varijabilnosti
hrvatske germplazme pSenice na osnovi gluteninskih
lokusa.

MATERIJAL | METODE

IstraZivanje je provedeno na 50 sorti heksaploid-
ne ozime pSenice porijeklom iz pet hrvatskih opleme-
njivackih centara (Poljoprivredni institut Osijek — 17
sorti, Bc institut za oplemenjivanje i proizvodnju bilja
d.d. — 15 sorti, Agrigenetics d.0.0. — 12 sorti, Jo§t
sjeme istrazivanja d.o.0. — 4 sorte i Agronomski fakul-
tet SveuciliSta u Zagrebu — 2 sorte) priznatih u periodu
1983.-2010. godine. KoriSteno je i sedam standardnih
sorti primjera za utvrdivanje ekspresije alela na glu-
teninskim lokusima (Alidos, Carolus, Gorbi, Herzog,
Kanzler, Renan i Ritmo).
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Slika 1. SDS PAGE: Elektroforegram lokusa glutenina sorte
pSenice)

primjera Kanzler (izvor: BSA vodic za elektroforezu

Figure 1. SDS PAGE: Electrophoregram glutenin loci of example variety Kanzler (source: BSA guideline for wheat electro-

phoresis)
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Slika 2. Prikaz lokusa HMW-GS kalibriranih prema sorti Ka

nzler (izvor: BSA vodi¢ za elektroforezu psenice)

Figure 2. View of HMW-GS loci calibrated according to example variety Kanzler (source: BSA guideline for wheat electro-

phoresis)

U biokemijskome laboratoriju Bundessortenamta
(BSA) u Hannoveru analizirana je kompozicija visoko-
molekularnih glutenina (HMW-GS) uporabom poliakri-
lamid gel elektroforeze (PAGE) u prisutnosti natrijeva
dodecil sulfata (SDS-sodium dodecyl sulphate) prema
TG/3/11 vodi€u za pSenicu (UPOV, 1996) i BSA vodicu
za elektroforezu pSenice (Bundessortenamt, 2007).
Identifikacija kompozicije glutenina na lokusima Glu-
A1, Glu-B1 i Glu-D1 (Slika 1. i Slika 2.) takoder je
napravljena prema UPQV TG/3/11 (1996) i BSA vodicu
za elektroforezu pSenice (2007).

Izraunata je frekvencija alela za sva tri ispitivana
lokusa. Programom Powermarker ver.3.25 analizirana

je genetska razliCitost (Hg) i polimorfnost genlokusa na
osnovi ukupnoga i prosjec¢noga broja alela po genlokusu
(N,) te je procijenjen polimorfizam (PIC — Polymorphic
information content index) za svaki genlokus.

Genetski varijacijski koeficijent (Nei, 1973.),
odnosno genetska razlicitost (Hg) procijenjena je za
svaki lokus uporabom formule:

1—210?

I
Hg =
=1
gdje p; predstavlja ucestalost alela i, a | predstavlja
ukupni broj alela.

POLJOPRIVREDA 18:2012 (2) 30-35



32 Ivana Rukavina i sur.: VARIJABILNOST GLUTENINSKIH LOKUSA HRVATSKE GERMPLAZME PSENICE

REZULTATI | RASPRAVA

Rezultati identifikacije visokomolekularnih
(HMW) podjedinica glutenina (GS) ispitivanih sorata
pSenice nalaze se u Tablici 1. Analizom sastava i udje-
la HMW GS (Tablica 2), utvrdeno je da je najceSca
podijedinica na G/u-A1 lokusu bila 2* kod ukupno 56%
sorata te podjedinica 1 kod 32 % sorata, $to je u skla-
du s istrazivanjima Sultana i sur. (2007.) te Dencica i
sur. (2008.), gdje je dominacija 2* podijedinice utvr-
dena kod modernih sorata, Sto se upravo odnosi na
vecinu ovdje ispitivanih sorata. Branlard i sur. (2003.)
te Izadi-Drabandi i sur. (2010.) navode da je veéinom
kod starijih sorata utvrdena dominacija nultog alela
te se smatra da su oplemenjivaci doveli do nestanka
tog alela u populaciji novih sorata, s ciliem stvaranja
Sto kvalitetnijih sorti (Sultana i sur., 2007.). Na G/u-B1
najceSce su kombinacije bile 7+8 (40%) i 7+9 (32%),
Sto su utvrdili i Jurkovi¢ i sur. (2000), Branlard i sur.
(2003) te Petrovi¢ (2011.). Na Glu-D1 najzastupljenija
kombinacija podjedinica bila je 5+10 (68%) i 2+12
(20%), Sto je sukladno istrazivanjima Dencica i sur.
(2008.), Lerner i sur. (2009.), kao i Petrovi¢ (2011.).
Zabiljezeni su i neki rijetki aleli (3+12; 4+12), §to
su u svom istrazivanju utvrdili i Oury i sur. (2010.).
Prema rezultatima navedenog istrazivanja, zaklju¢eno
je da su podjedinice 5+ 10 pozeljnije nego podijedinice
2+12 te posebno 3+12 i 4+12 na lokusu Glu-D1,
zbog njihovog utjecaja na ¢vrstocu glutena. Jurkovié
i sur. (2000.) okarakterizirali su sorte koje na lokusu
Glu-D1 imaju podjedinice 5+ 10 kao visokokvalitetne
sorte i sorte poboljSivaci, Ciji je gluten indeks bio
veci od 90 te, time, i EvrS¢i gluten. Sorte kod kojih je
utvrdena podjedinica 1 na lokusu G/lu-A1 i 2+12 na

lokusu Glu-D1 imale su dobru pekarsku kvalitetu, dok
su sorte na podjedinici N na Glu-A1 i 2412 na lokusu
Glu-D1 imale nizu pekarsku kvalitetu (gluten indeks 60
do 90). U istom istrazivanju utvrdena je dobra poziti-
vana korelacija izmedu dvaju lokusa Glu-A1 (1 i N) i
Glu-D1 (24+12 i 5+10) i gluten indeksa. S obzirom
na to da je jedan od glavnih oplemenjivackih ciljeva
povecanje kvalitete krusnih pSenica, u ovom istraziva-
nju zamjetna je dominacija podjedinica 5+ 10 na loku-
su Glu-D1 kod sorti novijeg datuma nastajanja, $to je
vidljivo i iz Glu-bodova (Tablica 1.). Visokokvalitetne
sorte s najvec¢im brojem G/u-1 bodova (10) su Kalista,
Matea, Anika, Dea, Ema, AFZG Karla, Zdenka, Aura,
Bc Lira, Talia, Aida, Seka, Katarina, Felix, llirija i Nova
Zitarka. Sorta Adriana istaknula se niskim brojem
Glu-bodova (4) te je i od oplemenjivaca deklarirana
kao kvalitetna grupa C2/C1, kvalitetni razred izvan
klase, namjena za konditorsku industriju (mrezni
izvor: bc-institut.hr). Posebno je potrebno izdvoijiti
sortu Bc Lidija, kod koje su utvrdene iznimno rijet-
ke podjedinice 5+12, koje su, kao takve, u svom
istrazivanju takoder zabiljezili Terasawa i sur. (2009.,
2011.). U njihovu istrazivanju od 1139 sorata krusne
pSenice porijeklom iz Azije svega 0,9% sorata imalo
je podjedinice 5+12 na lokusu G/u-D1, dok su svom
istrazivanju Novolseskaya-Dragovich i sur. (2011.)
kod kineskih pSenica utvrdili frekvenciju podjedinica
5+12 od 17,9%. U trenutnoj Bundessortenamt kolek-
ciji pSenice porijeklom iz Njemacke do sada nisu imali
identificirane podjedinice 5412 na lokusu Glu-D1,
stoga ¢e na osnovi rezultata ovog istraZivanja sorta
Bc Lidija biti uvrStena kao sorta primjer za navedene
podjedinice u revidiranome BSA vodi¢u za elektrofo-
rezu pSenice.

Tablica 1. Sastav i ocjena HMW podjedinica gluteninskih lokusa ispitivanih sorti pSenice
Table 1. HMW glutenin subunits composition and score of tested wheat varieties

oty ourr GO o poos O 7L L e I Ao
ADRIANA N 3 6+8 1 2+12 1 4
BC ELVIRA 1 1 6+8 1 2+12 1 6
BC MIRA 1 1 6+8 1 2+12 1 6
GOLUBICA 1 1 7+9 3 2+12 1 7
PANONKA 2* 2 7+9 3 2412 1 7
JANICA 1 1 7+9 3 2412 1 7
ZITARKA 1 1 7+8 2 2412 1 8
BARBARA 1 1 7+8 2 2412 1 8
SUPER ZITARKA 1 1 7+8 2 2412 1 8
BC IRENA 1 1 7+9 3 2412 1 9
SANA 2% 2 6+8 1 3+12 2 6
NIKA 1 1 6+8 1 4412 3 4
NINA 2% 2 6+8 1 4412 3 4
PRIMA 2% 2 6+8 1 4412 3 4
BC ANTEA 2* 2 6+8 1 4+12 3 4
BC LIDIJA 2* 2 7+9 3 5+12 5 5
FIESTA N 3 7+9 4 5+10 4 7
BANICA 2* 2 7+9 4 5+10 4 9
MARIJA 2* 2 7 4 5+10 4 7
BC RENATA N 3 7+9 4 5+10 4 7
MURA 1 1 6+8 1 5+10 4 8
HELIA 2* 2 6+8 1 5+10 4 8
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Tablica 1. Sastav i ocjena HMW podjedinica gluteninskih lokusa ispitivanih sorti pSenice (nastavak)
Table 1. HMW glutenin subunits composition and score of tested wheat varieties (extension)

oy I I 7 e B O Y
ALKA N 3 6+8 1 5+10 4 8
GABI 1 1 7+9 4 5+10 4 9
ATENA 2% 2 7 4 5+10 4 9
UNA 1 1 7+9 4 5+10 4 9
MIHELCA 2% 2 7+9 4 5+10 4 9
CERERA 2% 2 7+9 4 5+10 4 9
DIVANA 2% 2 7+9 4 5+10 4 9
KOLEDA 2% 2 7+9 4 5+10 4 9
ZLATA 2% 2 7+9 4 5+10 4 9
OLIMPIJA 2% 2 7+9 4 5+10 4 9
KALISTA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
MATEA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
ANIKA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
DEA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
EMA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
AFZG KARLA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
ZDENKA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
AURA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
BC LIRA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
TALIA 1 1 7+8 2 5+10 4 10
SRPANJKA N 3 7+8 2 5+10 4 10
LUCIJA N 3 7+8 2 5+10 4 10
AIDA 2% 2 17+18 7 5+10 4 10
SEKA 1 1 7+8 2 5+10 4 10
KATARINA 1 1 7+8 2 5+10 4 10
FELIX 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
ILIRIJA 2% 2 7+8 2 5+10 4 10
NOVA ZITARKA 1 1 7+8 2 5+10 4 10

*Ocjena prema UPOV i BSA vodicu za elektroforezu pSenice: * Mark according to UPOV and BSA guide for wheat electrophoresis

Tablica 2. Frekvencije HMW podjedinica gluteninskih
lokusa ispitivanih sorata pSenice

Table 2. Frequency of HMW glutenin subunits of tested
wheat varieties

(H,=0,44), a najmanju na Glu-B1 (H,=0,23). Biljni
materijal koji je kori§ten u prethodno navedenom
ispitivanju razli¢it je od materijala koriStenog u ovom
ispitivanju. Uz hrvatske sorte, koriStene su sorte fran-
cuskoga i austrijskoga porijekla, stoga je i za oCekivati

Glu-Al Ghu-B1 Glu-D1 da se dobiveni rezultati razlikuju.
Podjedinica | Frekv.% | Podjedinica | Frekv.% | Podjedinica | Frekv.%
Subunit | Freq.% | Subunit | Freq.% | Subunit | Freq.% Tablica 3. Ispitivani gluteninski lokusi psenice, broj
! 32 6+8 22 | 2+12 20 alela (N,) , genetska razlicitost (H,) i polimorfizam (PIC)
2 7 4 +12 2 L
v ?g e m Z+12 s Table 3.HMW glutenin loci of wheat, number of allels (),
enetic diversity (H,) and polymorphism (PIC
7+9 32 5+10 68 g y () and polymorp (PIC)
17+18 2 5+12 2 Lokus N, H, PIC
. _ . . Glu-A1 3 0,509 0,413
Polimorfnost lokusa i genetska razliCitost analizi- BT 5 0687 0627
rana je na osnovi broja alela (N,), genetske razliCitosti v ' '
(Hg) i polimorfizma (PIC) (Tablica 3.). Broj alela po Glu-D1 5 0,490 0,446
lokusu kretao se od 3, na Glu-A1, do 5, na Glu-B1 i Prosjek: 433 0,562 0,495
Glu-D1, a prosjecni broj alela iznosio je 4,33 alela.
Najveca genetska razliCitost (H,=0,687), kao i naj- ZAKLJUCAK

veci PIC (0,627), utvrdeni su na lokusu Glu-B1, Sto
su u svojem istrazivanju utvrdili Bradova i Stockova
(2010.), dok je Petrovi¢ (2011.) u svom istrazivanju
utvrdila najve¢u genetsku razli¢itost na lokusu Glu-A1

Analizom sastava gluteninskih lokusa kod 50 sorti
ozime pSenice porijeklom iz Hrvatske utvrdena je najce-
§¢a podjedinica 2* (56%) na lokusu Glu-A1. Na lokusu
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Glu-B1 najzastupljenija je bila kombinacija podijedinica
7+8 s 40% te na lokusu G/u-D1 5+ 10 sa 68%. Broj alela
po lokusu kretao se od 3 (Glu-A1) do 5 (Glu-B1 i Glu-D1),
a prosjecni broj alela iznosio je 4,33. Najveca genetska
razliCitost utvrdena je na lokusu G/lu-B1 . Definirane su
visokokvalitetne sorte s najve¢im brojem G/u — bodova
(Kalista, Matea, Anika, Dea, Ema, AFZG Karla, Zdenka,
Aura, Bc Lira, Talia, Aida, Seka, Katarina, Felix, llirija i
Nova Zitarka). Postojanje genetske varijabilnosti u sadr-
7aju i sastavu bjelancevina zrna pSenice vrlo je znacajno
za daljnji napredak selekcije pSenice, $to omoguduje
razvoj ciljanih oplemenjivackih programa za podizanje
kvalitete ozime pSenice i formiranje sorti poboljSivaca.
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GLUTENIN LOCI VARIABILITY OF CROATIAN WHEAT GERMPLASM

SUMMARY

Glutenins loci were used for variability estimation in 50 varieties of hexaploid winter wheat originated from
Croatian breeding centres. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) in presence of sodium dodecyl sulphate
(SDS) was used for determination of high molecular weight glutenins (HMW-GS). Number of allels per loci
ranged from 3 at Glu-A1 to 5 at Glu-B1 and Glu-D1, the average number of allels was 4.33. The highest genetic
diversity was found at loci Glu-B1 (H,=0.687). The most frequent subunit at loci Glu-A1 was 2* (56%). At loci
Glu-B1 the most common combination of subunits was 7+ 8 with 40%, and at loci Glu-D1 5+ 10 with 68%. The
study also defines high quality varieties with largest number of Glu-scores. The results attained from this study
allow further development of specific breeding programs for winter wheat quality improvement and improvers
creation.

Key-words: wheat, variability, glutenins, SDS PAGE
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