“XXIII SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGLJI” Zbornik radova, 2018.

ANALIZA PROTEINA U SEMENU PSENICE (Triticum aestivum L.)
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Izvod: Proteini u semenu pSenice imaju glavnu ulogu u formiranju kvaliteta pSenice.
Cilj rada je izuCavanje varijabilnosti kompozicije genskih alela za glijadine i glutenine,
sadrzaja ukupnih proteina i sadrzaja suvog glutena kod genotipova hlebne psenice. Za ovo
izucavanje je koris¢eno seme 10 genotipova hlebne psSenice gajene u dve godine sa
razli¢itim vremenskim uslovima. Rezultati istrazivanja su pokazali razlike izmedju sorti
prema kompoziciji glijadina i glutenina, kao i prema dobijenim vrednostima za sadrzaj
proteina i sadrzaj glutena. Na tri lokusa za visokomolekularne glutenine (Glu-1) je
identifikovano devet alela, a na Sest lokusa za glijadine je identifikovano ukupno 29
alela i to 13 alela na tri lokusa G/i-1 i 16 alela na tri lokusa G/i-2. Sastav glijadinskih
alela je bio razli¢it kod izucavanih genotipova psenice, dok je sastav gluteninskih alela
bio isti (b, ¢, d) kod tri genotipa (G-3539/03, Poljana i G-3602/03) a kod ostalih sedam
sorti je bio razli¢it. Sadrzaj proteina je varirao zavisno od genotipa i od godine
eksperimenta i to od 11,60% (G-3602/03 u prvoj godini) do 15,00% (G-3539/03 u
drugoj godini). Sadrzaj suvog glutena je varirao od 10,018% (G-3602/03 u prvoj godini)
do 14,0860% (G-3539/03 u drugoj godini istrazivanja). Kod izu€avanih genotipova
pSenice je ustanovljena heterogenost Glu-41 lokusa (kod G-3908/03) i Glu-B1 lokusa
(G-3602/03), kao i heterogenost Gli-41 lokusa (G-3504/03 i G-3532/03), Gli-D1 lokusa
(G-3908/03) i Gli-A2 lokusa (G-3908/03 i Zitnica). Kompozicija alela je bila ista u obe
godine kod svih 10 genotipova, a sadrzaj proteina i glutena je varirao, ¢ije vrednosti su
bile vece u drugoj godini eksperimenta.

Kljuéne redi: psenica, aleli, proteini, gluten, kvalitet, oplemenjivanje
Uvod

Variranje sadrzaja i sastava proteina utice na formiranje tehnoloSkog i nutritivnog
kvaliteta semena i proizvoda od pSenice. Sinteza proteina se nalazi pod kontrolom
genetickih faktora, pod uticajem agroekoloskih faktora kao i njihove interakcije
(Altenbach, 2012). Proteini deponovani u endospermu semena su razli¢ite molekulske
mase 1 hemijske strukture, razvrstani u cetiri grupe albumini, globulini, glijadini i
glutenini. U proseku kod pSenice sadrzaj proteina varira u rasponu od 8-16%, od ¢ega
oko 80% cine glijadini i glutenini u priblizno jednakom kvantitetu (Shewry i sar., 2002),
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koji su sastavne komponente glutena. Glijadini se nalaze pod kontrolom alela sa Gli-1 i
Gli-2 lokusa koji se nalaze na kratkim kracima hromozoma 1. i hromozoma 6. ABD
genoma, a visokomolekularni glutenini su pod kontrolom G/u-1 koji se nalaze na dugim
kracima hromozoma 1. ABD genoma (Sozinov i Poperelya, 1980). Na svim lokusima je
ustanovljen multipli alelizam, §to doprinosi genetickoj varijabilnosti (Metakovsky i sar.
1991). Podjedinice glijadina i glutenina se razlikuju u zavisnosti od alela pod ¢ijom su
kontrolom, i imaju razli¢it doprinos formiranju tehnoloskog kvaliteta. Takodje se
razlikuju prema aminokiselinskom sastavu. Komponente glijadina i glutenina imaju
visok sadrzaj aminokiselina prolina oko 20% i glutaminske kiseline. Glijadini i glutenini
su glutenski proteini ¢ija proporcija sadrzaja varira u zavisnosti od faktora spoljasnje
sredine i1 geneticke kontrole (Hurkman i sar., 2011). Gluten predstavlja kompleks
proteina, lipida i1 ugljenohidrata koji se formira uspostavljanjem kovalentnih i
nekovalentnih interakcija izmedu komponenti brasna u zamesu testa (Békés, 2012).
Gluten bubri u kontaktu sa vodom, nastaje mrezasta struktura pri uspostavljanju
disulfidnih 1 vodoni¢nih veza, hidrofobnog karaktera §to doprinosi vecoj elasti¢nosti
testa. Sadrzaj proteina glutena, zavisi od temperature, padavina, kao i doze i nacina
primene azotnih djubriva u toku vegetacionog razvica, a poslebno u periodu posle
cvetanja, u fazi nalivanja zrna (Knezevic i sar. 2017). Na sadrzaj proteinskih
komponenti glutena uti¢e nacin, doza ishrane azotom, kao i visoke temperature koje
izazivaju prekid sinteze skroba, a povecava se sadrzaj glutena (Moldestad i sar., 2011).

Cilj rada je izuCavanje varijabilnosti kompozicije genskih alela za glijadine i
glutenine, sadrZaja ukupnih proteina i sadrzaj suvog glutena kod genotipova hlebne
pSenice, kao i povezanost alela sa sadrZajem proteina i glutena.

Materijal i metode rada

Seme 10 genotipova psenice je koris¢eno u analizi kompozicije glijadina i visoko-
molekularnih  glutenina. Ekstrakcija glijadina i glutenina je uradjena prema metodi
(Sozinov i Poperelja, 1980). Seme za ocenu osobina tehnoloskog kvaliteta je dobijeno u
dve godine istrazivanja na oglednom polju Centra za strna zita Kragujevac. Identifikacija
Gli-1 1 Gli-2 alela je vrSena analizom elektrofograma dobijenim na gelu na kojima su
razdvojene komponente glijadina metodom acid PAG elektroforeze (pH=3.1) prema
Metakovsky i sar. (1991) a identifikacija Glu-1 alela je uradjena na gluteninskih
podjedinica koris¢enjem SDS PAG elektroforeze (pH=8.9) prema (Payne, 1987). Sadrzaj
proteina u semenu je odreden metodom Kjeldahl (N x 5.7). SadrZaj glutena je odreden
ispiranjem testa sa 2% slanim rastvorom, koji je osuSen i izmeren na tehnickoj vagi, ¢ija
vrednost u proporciji sa polaznom masom uzorka predstavlja procentualni udeo suvog
glutena.

Vremenski uslovi u toku eksperimenta

U toku dve godine eksperimenta postojale su razlike u variranju prose¢nih vrednosti
temperature i padavina, a koje su se razlikovale u odnosu na prosecne vrednosti u toku
desetogodis$njeg perioda (tab. 1).

Tokom vegetacionog perioda prose¢na temperatura je bila 8.3°C u prvoj godini,
koja je znacajno manja nego u drugoj godini - 11.0 °C, a pribliZzna prose¢noj vrednosti
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za deset godina. Medjutim, prose¢na koli¢ina padavina je bila 533,7mm u prvoj godini i
znacajno veca nego u drugoj -369,9mm, kao i od prosecne vrednosti za deset
godina417,8mm. Povoljniji rezim temperature i padavina je bio u prvoj godini gajenja.

Tabela 1. Prose¢ne mesecne temperature i ukupna mesecna koli¢ina padavina
Table 1. Monthly and mean temperatures and monthly and cumulative precipitation

gemé’f Period | Oct |Nov |Dec [Jan Feb |Mar |Apr [|May Jun | Xm | Total
recp!

°c 2005/06 11,5 5,6 33 -1,7 1,5 5,5 12,7 16,4 19,7 | 83 /
‘c 2006/07 13,3 7,6 3,5 6,1 6,3 9,1 12,1 182 | 22,8 | 11,0 /
20002010 11,8 | 64 1,7 -0,1 2,6 5,9 11,6 16,4 | 20,4 | 8,5 /

(mm) 1200506 | 490 | 54,8 | 47,1 27,9 | 38,1 | 116,0 | 86,3 29,6 84,8 | 59,3 | 5337

(mm) 1200607 1 167 | 13,7 | 51,9 | 453 | 32,1 | 62,9 | 3,6 | 1180 | 253 | 41,1 | 369,9

2000-2010 61,0 | 443 | 44,6 | 30,0 | 299 | 33,2 | 52,9 52,6 | 69,3 | 464 | 4178

Rezultati istrazivanja i diskusija

Kod izucavanih genotipova pSenice ustanvljena je razliCita kompozicija podjedinica
glutenina i glijadina, odnosno alele koji kontroliSu njihovu sintezu. Takodje su nadjene
razlicite vrednosti sadrzaja sirovih proteina i glutena kod izuavanih genotipova psenice.

Ustanovljena je polimorfnost Glu-I lokusa za glutenine kao i polimorfnost G/i-1 i
Gli-2 lokusa za glijadine. U analizi deset genotipova pSenice, na tri lokusa Glu-1 je
determinisano devet alela i to tri na Glu-A1 (a, b, ¢), Cetiti na Glu-BI (b, ¢, i, u) i dva
alela na Glu-D1I (a, d). Kod genotipova je determinisano osam razli¢itih kombinacija
podjedinica glutenina i odgovarajuéih alela koji imaju kontrolu njihove sinteze, pri ¢emu
su tri genotipa (G-3539/03, Poljana i G-3602/03) imali istu kombinaciju alela (b, ¢, d)
koji kontrolisu sintezu gluteninskih podjedinica (2*, 7*9, 5*10). Identifikovani aleli su
bili prisutni kod razli¢itog broja sorti, Sto ukazuje na njhovu ucestalost. Analizirano po
lokusima, nadjena je najveca ucestalost za Glu-A1b (50%), Glu-Blc (50%) Glu-Dla
(60%) a najmanja za Glu-Ala (10%), Glu-Blu i Glu-B1i (10%) Glu-D1d (40%) tab. 2.

Kompozicija glijadinskih alela je bila razlicita kod izu€avanih 10 genotipova
pSenice. Na Sest lokusa za glijadine identifikovano je 29 razlicitih alela i to: Cetiri alela
na Gli-A1 lokusu (a, b, f, g), na Gli-Bl (b, e, g, ), na Gli-D1 (a, b, d, f, k), na Gli-A2
lokusu (b, ¢, e, g, f, k), na Gli-B2 (b, ¢, p, s), na Gli-D2 (a, b, h, j, g, t). Identifikovani
aleli su bili prisutni kod razli¢itog broja sorti. Aleli Gli-A1b i1 Gli-A1f su bili prisutni kod
po tri genotipa (30%) a ostala dva alela (a, g) sa ovog lokusa su prisutna kod po dve
sorte. Najveca ucestalost sa ostalih lokusa je bila Gli-B1l (40%), Gli-D1b (30%), Gli-
A2b (30%), Gli-B2b (500%), kao i Gli-D2a, Gli-D2b alela, oba po 30%. Ostali aleli na
lokusima su imali uéestalost od 10% do 20% (tab. 3).

Kod izuc¢avanih genotipova psenice je ustanovljena heterogenost za lokuse. Kod G-
3908/03 na lokusu Glu-A1 nadjeno prisustvo alela (b/a) koji kontroliSu sintezu
podjedinica 2*/1, kod G-3602/03 na lokusu G/u-B1 su nadeni aleli (b/c) koji kodiraju
subjedinice 7*+8/7*+9. Ustanovljena je heterogenost lokusa Gli-4/ (g+a) kod G-
3504/03 i G-3532/03, na lokusu G/i-D1 (b+a) kod G-3908/03 i na lokusu G/i-42 (b+j)
kod G-3908/03 i (g+b) kod sorte Zitnica (tab. 2).

65



“XXIII SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGLJI” Zbornik radova, 2018.

Tabela 2. Variranje kompozicije alela na Glu-1 i Gli-1, Gli-2 lokusima, sadrzaja

proteina i sadrzaja glutena kod genotipova pSenice u razli¢itim uslovima gajenje

Table 2. Variation of allele composition at Glu-1 and Gli-1, Gli-2 loci, content of
proteins and content of gluten in wheat genotypes under different growing conditions

Glutenin Glu-1 Gli-1 alleles | Gli-2 alleles |Quality traits of|Quality traits of]

components alleles seed 2014/15 | seed 2015/16

Cultivar Protein| Dry |[Protein| Dry
Al | Bl D1 |A1|B1|D1| 41 |BI| DI | A2 |B2| D2 |content| gluten |content| gluten

% % % %

G-3928/03 | 2% | 7+8 |2+12|b|u|a| f |g| b | A |s | b | 11,80 |10981| 12,20 | 11,625
Betejka | qunt| 749 (2412 c|c|a| £l 1] £ | e | 5| a | 1340 |13,163] 13,80 [13,392
G-3504/03 | nuit | 748 |2+12| ¢ | b |algta|l b | b | f | c| q | 12,20 |12,127] 13,00 | 12,446
G-3532/03 | 2* [17+18]2+12| b | i [algtal 6| f | ¢ [ c| ¢ | 12,60 [12,442] 12,90 [12,771
G-3539/03 | 2% | 749 |5+10| b | c|d| b | e| b | b | b]| b | 14,30 |13,745] 15,00 | 14,086
G-3909/03 |null| 7+8 |5+10| c |b|d| b | 1 | a? | £ | b ]| a | 12,35 [10,748] 13,20 | 11,042
Poljana 22| 749 |5+10( b |c|d| a | 1| d | b | 2] a | 1400 |12,946| 14,40 |13,588
G-3602/03 | |y 77:89/ 2412 e |\ble|a| a | | f | g |b]|j | 11,60 10,018] 12,00 |10,435
G-3908/03 |2%/1| 749 |5+10|b/a| ¢ | d | f | e |b+a|b+i| b | h | 13,60 [11,612] 14,20 |11,189
Zitnica 1| 749 |2+12]a|c|al| b |g| k |g+b|p| b | 12,85 |11,339] 13,60 | 12,688

Polimorfizam GIli-1 i Gli-2 alela je nadjen u istrazivanjima (Djuki¢ i sar., 2011;
Knezevi¢ i sar., 2017), kao i Glu-1 alela (Menkovska i sar., 2002).

Sadrzaj proteina je varirao zavisno od genotipa i od godine, ¢ije vrednosti su bile u
rasponu od 11,60% (G-3602/03) do 14,30% (G-3539/03) u prvoj godini i od 12,00%
(G-3602/03) do 15,00% (G-3539/03) u drugoj godini. Sadrzaj suvog glutena je varirao
od 10,018% (G-3602/03) do 13,745% (G-3539/03) u prvoj godini i od 10,435% (G-
3602/03) do 14,0860% (G-3539/03) u drugoj godini istrazivanja (tab. 2).

Tabela 3. Ucestalost HMW GS i Glu-1, Gli-1 1 Gli-2 alela kod genotipova pSenice
Table 3. Frequency of HMW GS and alleles at Glu-1, Gli-1 and Gli-2 loci in wheat
Glu-Al Glu-B1 Glu-DI |\Gli-Al| Gli-B1 | Gli-DI | Gli-A2 | Gli-B2 |Gli-D2

sub [allele|% |sub alle |% |sub [alle|% lallel [% [allele |% |allele (% |allele |% [allele |% |allele(%
units units  |le units [le e

1 a (10| 7+8 | b |30|2+12| a |60| a [20] b |20| b |40| b |30 b |50 b |30

2* | b (50| 749 | ¢ |50|5+10| d (40| f |30| 1 |40| a |10 g |20 e |[20]| a |30

mull| ¢ [40|17+18] i |10 b [30] g 20| k |10 e |10] s [10]| q [10

7+8 | u [ 10 g [20] e |20] f [30] ¢ 10| p 10| t |10

d [10] g [20] ? [10] j [10

h |10 h |10

Gluten je kompleks glijadina i glutenina, ¢iji sastav, sadrzaj i proporcija sadrzaja
odredjuje osobine tehnoloskog kvaliteta semena pSenice i gotovih proizvoda. Glijadini
imaju pozitivnu vezu sa povec¢anjem viskoznosti i elasti¢nosti testa, a glutenini sa veCom
elastinosti glutena (Wrigley et al., 2006).
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Variranje vrednosti sadrzaja proteina (Abedi i sar., 2011), kao i sadrZaja glutena
zavisi od geneti¢ih faktora, (Knezevi¢ i sar.,, 2017) faktora spoljasnje sredine i
interakcije genotipa i faktora spoljasnje sredine (Zecevi¢ i sar., 2009). Temperatura je
znacajan faktor u rastu i razvicu biljke, tako da optimalna vrednost za razvoj biljke
pSenice je oko 16°C, dok znacajno poviSene temperature uti€u na ubrzano sazrevanje,
sadrzaj i sastav glutena, kao i na kvalitet testa (Moldestad i sar., 2011).

Zakljucak

Izucavani genotipovi pSenice su se razlikovale prema kompoziciji HMW glutenina i
glijadina za cije genske lokuse je ustanovljena polimorfnost. Tri genotipa su imala istu
kombinaciju Glu-alela (b, ¢, d, kod G-3539/03, Poljana, G-3908/03), a kod svih 10
genotipova je bila razli¢ita kombinacija G/i- alela. Genotipovi koji su bili nosioci alela
Glu-A1b za podjedinicu 2*, Glu-B1b za podjedinice 7+8, Glu-D1d za podjedinice 5+10
su imali pozitivihu povezanost sa sadrzajem proteina i glutena. Najveéi sadrzaj proteina
(14,30% u prvoj i 15,00% u drugoj godini) i glutena (13,745% u prvoj i 14,086% u
drugoj godini) je naden kod genotipa G-3539/03. Najmanji sadrzaj proteina i glutena je
nadjen kod G-3620/03 kod kojeg je bila kombinacija Glu-I alela (¢, b, a, sa
podjedinicama - null, 7*+8, 2+12), koji moze biti pogodan za ishranu imunosenzitivnih
osoba na gluten.
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ANALYSIS OF PROTEIN IN SEED OF WHEAT (Triticum aestivum L.)
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Abstract

The protein in seed of wheat play a major role in determining the quality of wheat.
The aim is to study the variability of the composition of the gene alleles of gliadins, and
the glutenin content, total protein content and dry gluten in bread wheat genotypes. For
this study were used seed of bread wheat genotypes grown in two years with different
weather conditions. The results showed differences between varieties according to the
composition of gliadin and glutenin, and according to the obtained values for the
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content of protein and gluten content. At the three Glu-/ loci were identified nine
alleles, while at the three G/i-1 loci 13 alleles and at the three Gli-2 loci were identified
16 alleles. Composition of identified alleles was different in the wheat genotypes, and
composition of glutenin alleles was specific for seven genotypes while three genotypes
(G-3539/03, Poljana and G-3602/03) possessed the same allele (b, ¢, d). The protein and
gluten content is varied depending on the genotype and environmental factors, The
genotypes G-3602/03 had the lowest contents of protein 11,6% and gluten 10.018, while
(G-3539/03 had the highest content of protein 15.00% and dry gluten 14.086% in both
years of experiment. Varying the content and composition of proteins is correlated with
the properties of wheat quality.

Key words: wheat, alleles, proteins, quality, breeding
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