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T,rs i Tags. II. Rozdzial gliadyn i glutenin w zelu poliakrylamidowym

CpaBHMTEbHBIR anaiu3 OeJIKOB NUIeHMILI, DU M ABYX COPTOB TPUTHKAale — T
U Ty, I1. Pazzgen rauaguHOB M TIIOTEHMHOB B IIOJMAKPBUIAMUIHOM rele

A Comparative Analysis of the Proteins of Wheat, Rye and Two Kinds of Triticale
Ters and Ty, I1. Separation of Gliadines and Glutenines in Polyacrylamide Gel

Biatka glutenu rozdzielano metodsg wolnej elektroforezy (9-—11). Metoda ta po-
siada jednak ograniczone mozliwodci rozdzielcze. Pewien postep w tej dziedzinie
vzyskano przez zastosowanie elektroforezy w zelu skrobiowym (2, 4—7, 12, 16—17).
Do rozdzialu biatek glutenu stosowano réwniez elektroforeze bibutowg (14) oraz
immunoelektroforeze (15). Najbardziej selektywng technikg rozdzielczg jest wpro-
wadzona elektroforeza w zelu poliakrylamidowym. Cluskey i wsp. (2) oraz Elton
i Ewart (4—5) zastosowali elektroforeze w Zelu poliakrylamidowym do rozdziatu
gliadyn pszenicy, uzyskujac osiem podjednostek.

WU, Cluskey i Sexon (18) na podstawie zjawiska dysocjacji i agregaciji
gliadyn i glutenin w rozpuszczalnikach o réinej sile jonowej wysuwajg hipoteze,
ze biatka te sg asocjatami podjednostek o zrdéznicowanych masach czasteczkowych.
Podfrakcja gliadyn oznakowana przez Jonesa (9) jako ¢ w buforze mleczanowym,
zawierajacym 3 M mocznik, ulegala rozbiciu na dwie, a podfrakcje 3 na cztery pod-
jednostki (10).

Podjete badania mialy na celu przeprowadzenie rozdzialu gliadyn i glutenin
uzyskanych z glutenu pszenicy, Zyta i dwéch odmian pszenzyta, Ters 1 Tegs. Poréw-
nano gliadyny i gluteniny réinego pochodzenia pod katem wystepowania w nich
analogicznych oraz r6znych podjednostek bialkowych. Podjeto takze pr6be okrefle-
nia procentowego udzialu podjednostek lekkich i ciezkich w molekutach gliadyn
i glutenin analizowanych gatunkéw zbbz.

MATERIAL I METODY

Materiat doSwiadczalny stanowily frakcje bialkowe gliadyn i glutenin wyizo~
lowanych z glutenu Zyta, pszenicy i dwéch odmian pszenizyta, Te i Te. Do elek-
troforezy w zelu poliakrylamidowym stosowano acrylamid KOCH-Light — Anglia,
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N, N-methylenobisacrylamide KOCH-Light — Anglia. Badania elektroforetyczne
gliadyn i glutenin w kwa$nym zelu poliarkylamidowym prowadzono stosujgc me-
tode opisang przez Chena i Bushuka (1) z pewnymi modyfikacjami, a miano-
wicie: zastapiono 7,5% zel 10% oraz zmieniajac warunki pradowe z 4 do 3,5 mA na
kolumne. Elektroforeze w zasadowym Zelu poliakrylamidowym przeprowadzono we-
dlug Davisa (3). Procentowg zawarto§é podjednostek w badanych biatkach okre§-
lono metodg densytometryczng, stosujac aparat ,Vitatron” firmy holenderskiej.

BADANIA WLASNE

Metodyka rozdzialu bialek roflinnych za pomocg elektroforezy w kwanym zelu
poliakrylamidowym wedlug Chena i Bushuka (15) przebiegala przy pH ze-
lu 3,8. G6rny zel posiadal pH 5,8. Elektrolit stanowily dwa bufory: gérny o pH 4,0
i dolny o pH=4,3. Stosujac 7,5% zel rozdzial glutenin, a szczegélnie gliadyn nie byl

zadowalajgcy ze wzgledu na mate wartoSci Ry podjednostek i na ich mato wyraény
rozdzial.

Droga doswiadczalng ustalono optymalne warunki rozdzialu glutenin i gliadyn,
ktére sprowadzaly sie do zwiekszenia stezenia zZelu do 10% i zmniejszenia natezenia
pradu z 4,5 do 3,5 mA na kolumne. Poza tym przedluzono czas rozdzialu do 3 godz.
Zastosowanie tych warunkéw pozwolilo na zadowalajgcy rozdzial badanych bialek
ro§linnych.

Rozdziat elektroforetyczny metodgq Davisa (3) oparty byl na zastosowaniu Zelu
poliakrylamidowego 7,5% o pH 8,9. Elektrolit stanowil bufor glicyna-Tris o pH 8,5.
Stosowano natezenie pragdu 4 mA na kolumne. Do elektroforezy przygotowano 1%

roztwory biatka w odpowiednim buforze, zmieszanym z 40% roztworem sacharozy
w stosunku 1:1.

Tab. 1. Udzial procentowy podjednostek bialka gliadyn otrzymanych przez rozdziatl
w zasadowym zelu poliakrylamidowym dla trzech rodzajéw zbobz — Z, P, Tas 1 Taeq
Per cent content of subunits of gliadine proteins determinal with disc electrophoresis
in basic polyacrylamide gel for three kinds of wheat, rye, and Triticale Ty, and T,e

Z P T275 P-zu
] Liczba podjednostek
RyX1000] Z P Tep T
i 275 294 10 9 10 8
% % % %
— 13 2,6 1,0 — _
400 —| _ — 12 a7 1,3 2,1 —
— — — 1 7,3 —_ 3,5 6,2
—_ 10 — 1,8 3,7 —
00— — — — — 9 4,7 1,8 6,0 71
— — 8 4.7 — — 6,2
200 — — — — 7 5,2 6,6 3,3 —
_ — — 6 8.7 — 8,8 8,8
— — — — 5 18,0 9,9 14,7 12,9
— — 4 — 25,9 — 18,8
100 —f — — — — 3 23,5 28,2 19,3 19,6
- 2 20,6 23,6 20,2 —
—_ 1 . — 18,4 20,0
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Tab. 2. Udzial procentowy podjednostek bialka gliadyn otrzymanych przez rozdziat
w kwasnym zelu poliakrylamidowym dla trzech rodzajéw zbéz — Z, P, Tops i Tseq
Per cent content of subunits of gliadine proteins determinal with disc electrophoresis
in acidic polyacrylamide gel for three kinds of wheat, rye and Triticale Tozs and Ty,

Z P T275 P294

Liczba podjednoste

R;X 1000 Z P Tap Toy pot K
10 10 8 8
% % % %
600 —| — — 12 13,4 11,0 — -
—_ - - — 1 20,3 13,5 4,8 2,2
—_ - - — 10 11,6 14,8 11,3 4,9
400 —| — — — — 3 0,9 1,6 4,4 5,9
—_— 7 1,6 2,8 — —
30 - — — — — 8 2,7 1,9 5,9 5,7
—- 5 —_ 1,6 0,9 —
200 —| — — — 4 12,7 13,2 — 44
_— = 3 19,6 21,6 — —_
100 —| — — — — 2 12,5 15,1 22,6 16,6
— — — 1 45 — 32,2 46,7

Tab. 3. Udzial procentowy podjednostek biatka glutenin otrzymanych przez rozdziat
w zasadowym zZelu poliakrylamidowym dla trzech rodzajow zb6z — Z, P, Teys i T
Per cent content of subunits of glutenine proteins determinal with disc electropho-
resis in basic polyacrylamide gel for three kinds of wheat, rye and Triticale Ty

and T294
Z P T275 P294
Liczba podjednostek

R;X1000{ Z P Ty Tooq o 5 7 7
% % %

500 — — 11 5,7 — —_— —
400 — — 10 7,2 — — —
T — — 9 7,4 7,9 — 5,8

— 8 — 7,9 — —

300 —| — — — 7 7,9 YN 6,8 —_
—_ == = - 6 16,2 7,2 11,4 10,6
200 — —_ = — 5 — 9,2 10,1 94
—_ = — 4 — 14,9 124 12,5
_ = - - 3 22,0 21,3 17,9 17,0
10 —| — — — — 2 22,2 144 20,7 22,2
—_ - - — 1 10,5 9,7 20,7 22,5

Barwienie elektroforegraméw w obu metodach prowadzono 0,5% roztworem czerni
amidowej w 7% kwasie octowym. Elektroforegramy wybarwiano 7% kwasem octo-
wym.

Krzywe densytometryczne wykonano w aparacie ,Vitatron”, stosujgc szybko$é
przesuwu elektroforegramu 3 cm/min., przy czulto$ci 5,0; przesitonie 0,5 i szybko$ci
przesuwu tasmy 10 cm/min. Pomiaru dokonywano bez filtra. -

20 Annales UMCS, sectio D, vol. XXXIV
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Tab. 4. Udzial procentowy podjednostek biatka glutenin otrzymanych przez rozdziat
w kwasnym Zelu poliakrylamidowym dla trzech rodzajéw zbdz — Z, P, Tozg i Ty
Per cent content of subunits of glutenine proteins determinal with disc electropho-
resis in acidic polyacrylamide gel for three kinds of wheat, rye and Triticale Ty

and T294
Z P T215 P!M
. " Liczba podjednostek
X 1000 P Ten Ton o 10 12 13
% % % %
— 19 - - — 13
800 —| — 18 7,1 — — -
— 17 — — — 2,8
— 16 — — — 5,1
700 —| — — — 15 17,2 — 1,0 2,8
600 — — 14 — 2,2 18 —
— — 13 19,6 — — 4,6
—_ - — 12 — 4,2 3,7 1,7
500 — — — 11 9,5 — 1,8 —
_— —— — 10 8,1 3,6 7)8 -
400 — — 9 - 1.8 - -
—_ 8 — 4,7 1,3 13,1
300 — - 7 — 2,5 - -
—_— — = 6 — 25,3 10,7 21,0
—_ 5 —_ — 14,2 12,4
20 —| — — — — 4 23,6 23,3 24,3 12,7
100 — — — — 3 — 24,1 11,5 17,1
—_— _— = 9 10,8 7,6 8,9 3,3
— — — 1 4,1 — 12,8 16

Wartosci R; dla poszczegblnych podjednostek oraz iloSciowy ich udziat w danej
frakcji biatkowej gliadyn i glutenin obliczono z krzywych densytometrycznych. Uzy-
skane wyniki zestawiono w tab. 1—4.

Dzielgc podjednostki gliadyn i glutenin na dwie grupy o niskich wartoéciach Ry
od 0—200 (R;X1000), czyli o wigkszych ciezarach oraz na szybko wedrujace o R; po-
wyzej 200, a wiec o §rednich i niZzszych ciezarach okre§lono w wyzej omdéwionych
biatkach procentowg zawarto§é podjednostek ciezszych i pozostalych (§rednich i lzej-
szych). Wyniki zestawiono w tab. 51 6.

Tab. 5. Udzial procentowy podjednostek o R; od 0 do 200 oraz powyZej 200 w glu-
teninach i gliadynach rozdzielanych elektroforetycznie w kwa$nym zelu poliakryla-
midowym
Per cent content of subunits R; 0—200 and above 200 in glutenines and gliadines
determinal with disc electrophoresis in acidic polyacrylamide gel

Gluteniny Gliadyny
R;X 1000 -
z P T275 T294 Z P T275 T294
0—200 38,5 55,0 72,7 47,0 49,3 49,9 54,8 67,6

Powyzej 200 61,5 44,8 28,1 52,4 49,6 47,2 45,2 32,3
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Tab. 6. Udzial procentowy podjednostek o Ry od 0 do 200 oraz powyzej 200 w glu-
teninach i gliadynach rozdzielanych elektroforetycznie w zasadowym zelu poliakry-
lamidowym
Per cent content of subunits R; 0—200 and above 200 in glutenines and gliadines
determinal with disc electrophoresis in basic polyacrylamide gel

Gluteniny Gliadyny
R;X1000
Z P T275 T294 Z P T275 TZN
0—200 54,7 60,3 1,7 74,2 70,8 87,6 814 80,1
Powyzej 200 454 399 283 258 292 125 18,6 194

OMOWIENIE WYNIKOW

Poréwnujge uzyskane wyniki rozdziatlu poszczegoélnych gliadyn i glu-
tenin w kwasnym i zasadowym zZelu poliakrylamidowym metods elektro-
forezy zaobserwowano wystepowanie w nich réznej liczby podjednostek.
Podjednostki te roznity sie ruchliwoscig elektroforetyczna okreflong za
pomocg R;X1000. W gliadynach zyta, zar6wno w kwasnych, jak i zasa-
dowych zelach, wystepowala taka sama liczba podjednostek — 10, a w
gluteninach zyta — 8 podjednostek. Gliadyny pszenicy wykazywaty roz-
na ilo$¢ podjednostek w zaleznosci od pH zelu. W zelu zasadowym wy-
kazano obecnosé¢ 9, a w kwasnym — 10 podjednostek. Natomiast glute-
niny pszenicy w $rodowisku zasadowym rozdzielaly sie na 9, a w kwas~
nym na 10 podjednostek. Réznica w liczbie podjednostek wchodzacych
w sklad bialka gliadyn i glutenin uwidacznialy sie pomiedzy dwiema od-
mianami pszenzyta: Tp; 1 Tae. W zZelu zasadowym gliadyny Tgps roz-
dzielily sie na 10, a Ty na 8 podjednostek. Natomiast w gluteninach Ty
w zelu kwasnym wykazano obecno$¢ 12, a w Ty az 13 podjednostek.
Bialka glutenin Ty i Tay rozdzielaly sie w zelu zasadowym tylko na
7 podjednostek. Na podstawie opisanych obserwacji mozna stwierdzié,
ze na rozdziat frakcji biatkowych gliadyn i glutenin metodg elektrofo-
rezy w zelu poliakrylamidowym ma wplyw pH $rodowiska.

Na podkreslenie zastuguje spostrzezenie, ze gliadyny izolowane z r6z-
nych zb6z poza wspolnymi podjednostkami o analogicznej ruchliwosci
elektroforetycznej posiadaly charakterystyczne podjednostki wystepujace
tylko w gliadynach jednego gatunku zboza. Spostrzezenie to odnosi sie
rowniez do frakcji glutenin. Poza tym w gliadynach oraz gluteninach
pszenicy, zyta i dwoch odmian pszenzyta wystepowala rézna procentowa
zawartosé tak zwanych podjednostek 1zejszych, o wysokich i $rednich Ry,
oraz podjednostek ciezkich, o niskich R;. Wyniki zestawiono w tab. 5 i 6.
Procentowy udzial podjednostek ciezszych jest najwiekszy w gliadynach
pszenicy, a najnizszy w gliadynach zyta. Dwie odmiany pszenzyta zaj-
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mujg pozycje posrednig i posiadajg mniej podjednostek ciezszych niz glia-
dyny pszenicy, a wiecej niz gliadyny zyta.

Najwyzsza procentowag zawarto$¢ podjednostek ciezkich zaobserwo-
wano w gluteninach dwdch odmian pszenzyta, a najnizszag w gluteninach
zyta. Istnieje poglad, ze przewaga podjednostek ciezszych nad lzejszymi
i wlasciwy ich stosunek iloSciowy w gliadynach i gluteninach ma dodat-
ni wplyw na wlasnosci strukturotwoérecze i plastycznosé¢ glutenu (8). Prze-
prowadzone badania dowodzg zmiennoSci gliadyn i glutenin analizowa-
nych zbéz oraz zlozonego charakteru tych bialek, bedgcych polgczeniem
podjednostek o réinych ciezarach czasteczkowych.
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PE3IOME

IIpoBenexnHbie MCCIEXOBAHMA JOKazany GONbUIYI0O reTeporeHHOCTh Oenka rama-
AMHA M TJAIOTEHMHA BbIAEJEHHOrO M3 MILEHMIbI, PXYW M ABYX COPTOB muIeHXura. Me-
TOAOM 9JIeKTpOdOpesa B rejie nojJuakpmiaMmmuaa obHapyKeHO, 4YTO BhINEYIIOMAHYTHIE
GesKy COCTOAT M3 PAAa INOAEAMHMI] C PAa3HOM 3NMEKTPOdOPETHHECKON IIOABUIKHOCTHIO.
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Mexzay rauaguHaMM Tak e, KaK M TIIOTEHMHAMM MCCAEAYEMBIX XJeGOB BBLICTYNMUIN
pPasHuIBl B MX CTPYKTYPE, BhIpazkaloliMecsd Kak B KOJMYECTBe, TAK M B 3JNEKTPodo-
PETUYHOM IOABMIKHOCTY BBICTYNAIOMIMX B HUX HOAEAVHMIAX.

SUMMARY

Investigations carried out proved a high heterogenity of gliadins and glutenins
proteins isolated from wheat, rye and two Triticale varietes. By using the electro-
phoresis in polyacrylamide gel method it was shown that the above mentioned pro-
teins consist of many subunits of various electrophoretic mobility. Some differences
in structure among gliadins and among glutenins of the analysed corn were ob-
served. These differences were shown in the amount and electrophoretic mobility
of subunits found in them.



