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Waxy gen v rastlinah vpliva na zmanj$ano vsebnost amiloze v $krobu. Skrob, ki
vsebuje samo amilopektin ali Se nekaj nad 0 % amiloze, se imenuje waxy Skrob. Do
spremenjene sestave molekul Skroba privede mutacija na genu, ki kodira zapis za
protein GBSSI. Encim GBSSI sodeluje pri sintezi $kroba in vpliva na koncentracijo
amiloze v Skrobu. Waxy gen vpliva na slabSe izraZanje ali inaktivacijo waxy
proteina. Prvi je o tem porocal botanik Collins leta 1909, ko je na Kitajskem vzgojil
prvo waxy koruzo. Njen neobic¢ajen endosperm ga je spominjal na vosek, zato ga je
poimenoval voskasti 0oz. waxy endosperm. Sprememba v sestavi Skroba vpliva na
njegove fizikalne, kemijske in strukturne lastnosti. To privede do lepljivega waxy
fenotipa. Ta lastnost je v prehrani zelo razSirjena in zaZeljena na obmocju Azije,
kjer so waxy rastline Ze dolgo znane. Waxy gen so nasli pri mnogih rastlinskih
vrstah: navadni pSenici, durum psenici, rizu, je¢menu, baru, prosu, sirku, rastlini
Jobove solze, ovsu, koruzi, krompirju, grahu in amarantu. V prihodnosti je
pomembno, da se ljudem poda Se ve¢ informacij o lastnostih waxy Skroba, kar bo
vodilo v ve¢jo pridelavo in uporabo waxy rastlin v prehrani.
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Waxy gene in plants affects the reduced amylose content of starch. Starch, which
contains only amylopectin or even slightly above 0% amylose, is called waxy
starch. The changes in the starch molecules are the result of the mutation gene,
which encodes a protein coding for GBSSI. GBSSI enzyme is involved in starch
synthesis and has impact on the concentration of amylose in starch. Waxy gene
affects the reduced expression or inactivation of waxy protein. The first report leads
back to the botanist Collins in 1909, when he first described waxy maize from
China. Its unusual endosperm reminded him to wax, so he called it waxy
endosperm. Change in composition of starch affects its physical, chemical and
structural properties. This leads to sticky waxy phenotype. This property is very
widespread in the diet and desirable in the area of Asia, where the waxy plants have
been known for long time. Waxy gene has been found in many plant species: wheat,
durum wheat, rice, barley, foxtrail millet, millet, sorghum, Job’s tears, oats, corn,
potatoes, peas and amaranth. In the future it is important to give people more
information about the properties of waxy starch, which will lead to intense
production and use of waxy plants in the diet.
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1UVvOD

Waxy gen pri rastlinah vpliva na zmanjSano sintezo amiloze v §krobu. Imenujemo ga waxy
Skrob. Sestavljen je pretezno iz amilopektina in ima le malo ali ni¢ amiloze. Njegov fenotip
je lepljiv endosperm in to vpliva na njegove fizikalne in strukturne lastnosti. Do lepljivega
fenotipa privede mutacija na genu za sintezo amiloze. Gen, ki se slabSe oziroma se ne
izraza pri sintezi amiloze, se imenuje waxy gen.

Prvi, ki je opisal waxy lastnost, je bil botanik G. N. Collins. Leta 1909 je v svoji knjigi
opisal novo obliko indijske koruze s Kitajske. Endosperm te koruze je primerjal z vsemi ze
prej znanimi endospermi. Ugotovil je, da je podoben koruznemu endospermu, vendar so
bile njegove fizikalne lastnosti presenetljivo druga¢ne. Ker je njegova tekstura vizualno
spominjala na vosek, je predlagal za poimenovanje tak$ne zvrsti endosperma voséeni
endosperm oziroma waxy endosperm. V naslednjih letih so sledila Stevilna raziskovanja in
Studije na temo waxy lastnosti. Sredi 19. stoletja so znanstveniki Gris, Kreusler in Dafert
nasli na Skrobnih zrnih razli¢nih sort riza, rdece madeze. Naslednje leto je Dafert porocal,
da je naSel enako obarvanje pri travah iz rodu Panicum, ki so izvirale s Kitajske. Nato je
leta 1886 pri sortah iz rodu Sorghum Meyer opisal podobni tip Skroba. Glede na
podobnosti s Skrobom koruze, ki jo je naSel Collins, so jih poimenovali waxy sevi. Kasneje
je bila waxy lastnost najdena tudi pri travah rodu Coix iz druzine Poaceae in ponovno pri
rodu Sorghum. Leta 1930 jo je Kasidawa prav tako odkril pri jeémenu. Uporaba rastlin z
waxy Skrobom takrat Se ni bila razSirjena in zanimiva. Se je pa med in po drugi svetovni
vojni v Ameriki pojavil velik interes za gojenje waxy Zit. Razlog za tako veliko zanimanje
je bil v tem, da so bile zaloge tapioke omejene. Waxy Skrob pa je bil v Stevilnih lastnostih
zelo podoben Skrobu tapioke (Eriksson, 1969).

Na tem podro¢ju stalno odkrivajo nove rastline z waxy genom. Raziskujejo njihov izvor,
uporabo razli¢nih biotehnoloskih tehnik za iskanje waxy lokusov, nove Se neznane lastnosti
in posledice delovanja waxy gena v rastlinah, uporaba waxy $kroba v prehrani, vplivov na
morfologijo waxy zrn in tudi pomena waxy Skroba v prehrani za ljudi in Zivali.

2 SKROB

Skrob je sestavljen iz amiloze in amilopektina, ki sta polimera enot glukoze, ki so med
seboj povezane z glikozidnimi vezmi. V Skrobu rastlin je razmerje med amilozo in
amilopektinom priblizno 20% - 80% (Flipse in sod., 1996).

Skrob predstavlja najvedjo zalogo ogljikovih hidratov pri vigjih rastlinah (Kulpers in sod.,
1994). Nahaja se v dveh oblikah: prehoden in zalozni $krob. Prehoden $krob se ¢ez dan
sintetizira v fotosintetirajocih tkivih, kot so listi in prav tako v drugih organih rastline, kot
je meristem in celice koreninske kapice. Ponoc¢i se mobilizira v zalozne organe, kot so
gomolji, endosperm, zarodki ali zaloZne korenine, kjer je =zaloZzni Skrob shranjen
dolgoro¢no (Martin in Smith, 1995; Mérida in sod., 1999).
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Skrob je v rastlinah v obliki $krobnih zrn, v katerih sta molekuli amiloze in amilopektina
organizirani v izmeni¢no radialne plasti (Smith in sod., 1999). Struktura skrobnih zrn je
dolocena s kristalini¢no organizacijo molekul amilopektina. 1z poskusov pri krompirju in
koruzi je znano, da so molekule amiloze vrinjene med radialno razporejene amilopektinske
molekule (Kulpers in sod., 1994). Skrobna zrna so razliénih velikosti in oblik ter kemi¢nih
in fizikalnih lastnosti, ter variirajo z njegovim izvorom. Najdemo jih v semenih, gomoljih,
koreninah, steblih, listih, plodovih in celo v pelodu. Skrobno zrno se oblikuje v amiloplastu
(Skrabanja, 2005). Na morfologijo $krobnih zrn ima okolje le majhen vpliv, lahko pa
radikalne spremembe v njihovi morfologiji povzrocijo genske mutacije (Gregori, 2009).

2.1 SINTEZA SKROBA

Naslednji encimi sodelujejo pri sintezi Skroba, v kateri so pomembne tri reakcije
(Skrabanja, 2005):

1. ADP-glukoza pirofosforilaza; AGP katalizira naslednjo reakcijo:
a-glukoza-1-P + ATP < ADP-glukoza + PP;

2. Skrob sintaza Kkatalizira prenos ADP-glukoze na o-1,4 glukozni "primer"
(=zacCetna veriga, nosilec) in podaljsa a-1,4 glukozno verigo.

3. Encim, ki je odgovoren za prenos podaljSanih a-1,4 verig in tvorbo a-1,6
razvejitvenih mest v amilopektinu (delno tudi v amilozi) (ang. branching enzyme;
BE).

Sinteza amilopektina je katalizirana z encimom SSS (soluble starch synthase) in encimom
za razvejanje Skroba BE (branching enzyme) (Flipse in sod., 1996). Sintezo amiloze
omogoca encim GBSSI (granule bound starch synthase 1). GBSSI je izoformna oblika
encima SS (starch synthase) in je velikosti do priblizno 60 kD (Patron in sod., 2002).

2.2 LASTNOSTI AMILOPEKTINA

Amilopektin je velik, veckrat razvejan glukozni polimer in je glavna sestavina skroba.
Preucitev natan¢ne strukture je onemogocena zaradi njegove kompleksnosti in velikosti.
Posamezne enote glukoze so med seboj povezane z a (1-4) vezmi. o (1-6) glikozidna vez
pa povzroca razvejanost amilopektina (Gregori, 2009). Njegova molekulska masa znaSa do
10" (Kulpers in sod., 1994).



Lavri¢ M. Waxy gen v rastlinah.
Dipl. projekt (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2012

0 0
5 oy 5 3re
2 10

| ‘o (1-6) glikozidna vez

DD@C}\OC«\QQW

o (1-4) glikozidna vez

Slika 1: Prikaz molekule amilopektina (Moore in sod., 1998)

2.3 LASTNOSTI AMILOZE

Amiloza je linearni polimer z nekaj stranskimi verigami. Glukozne enote so povezane z o-
(1-4) vezjo in tvorijo linearno verigo (Hu in sod., 2010). Amiloza je navadno razvejana na
nizki ravni, nekje na vsakih 1000 glukoznih ostankov z a-(1-6) vezjo (Martin in Smith,
1995). Njena molekulska masa je med 10* in 10° (Kulpers in sod., 1994). Amiloza
sestavlja do 30% Skroba. Ta delez se lahko razlikuje glede na vrsto rastline, sorto, organom
rastline in njegovo starostjo ter rastnimi razmerami rastline (Martin in Smith, 1995).
Obicajna zrna vsebujejo priblizno 20 % amiloze, medtem ko obstajajo tudi zrna z manjSim
odstotkom amiloze. Ta zrna imenujemo waxy (vo$¢ena) zrna. Obstajajo tudi genotipi z
vec¢jo vsebnostjo amiloze (Hu in sod., 2010).

:::v{:H2 HOCHZ Ht:J{:H2 HD{:H2 HOCH H,

oA ok ok ok ok o

G (1-4) gllkuﬂdna vez

Slika 2: Molekula amiloze (Moore in sod., 1998)

3 FIZIKALNE IN STRUKTURNE LASTNOSTI WAXY SKROBA

Skrobi iz razli¢nih virov vsebujejo razli¢na razmerja amiloze in amilopektina. To vpliva na
fizikalno kemijske lastnosti Skroba, kot so gelatinizacija, retrogradacija, viskoznost in
absorpcija vode (Hoover in Ratnayake, 2001). Spremenijo se tudi njegove tehnoloske in
prehranske lastnosti (Mahmood in sod., 2007).
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Waxy Skrob sestavlja pretezno amilopektin in malo ali ni¢ amiloze. Tak Skrob ima
neobicajne fizikalno-kemijske lastnosti. Ko ga segrejemo v vodi, waxy Skrob postane
lepljiv (Verhoeven in sod., 2004). Zaradi te lastnosti se sorte waxy rastlin pridelujejo le v
doloc¢enih geografskih obmogjih. Najve¢ jih gojijo v celinskih delih jugovzhodne Azije in
v drzavah vzhodne Azije (Japonska, Koreja, Kitajska in Tajvan), kjer je lepljiva hrana
tradicionalno zelo priljubljena (Fukunaga in sod., 2002).

Yoo in Jane (2002) sta raziskovala strukturne in fizikalne lastnosti Skroba pri waxy pSenici
in drugih psSenicah. Ugotovila sta, da odsotnost amiloze v Skrobu waxy pSenice ni vplivala
na kristalni polimorfizem, velikost Skrobnega zrna, morfologijo in na temperaturo
gelatinizacije. Je pa vplivala na povecano stopnjo Kristalini¢nosti. Tako kot $krob waxy
je€mena, waxy krompirja in Skrob drugih waxy Zit, ima tudi Skrob waxy pSenice najnizjo
temperaturo lepljenja (62,5 °C) in najve¢jo viskoznost med vsemi analiziranimi $krobi
pSenice. Visoka koncentracija fosfolipidov v obicajnem Skrobu pSenice vpliva na velike
razlike v lastnosti lepljenja med waxy in obifajnim Skrobom v pSenici. Amilozno-
fosfolipidni kompleks omejuje nabrekanje Skrobnih zrn. Pri waxy Skrobu te omejitve ni in
lahko nabrekne in razvije viskoznost pri veliko nizji temperaturi.

Izolirala sta tudi Skrobna zrna iz S$tirih razli¢nih virov pSeni¢nega Skroba: waxy Skroba,
sorte Kanto 107, sorte Centura in komercialnega $kroba. Na sliki 3 so prikazani skenirani
elektronski mikrostrukturni posnetki izoliranih Skrobnih zrn. Velika Skrobna zrna so
diskaste oblike in imajo premer med 18-33 um. Manjsa Skrobna zrna so okrogle oblike s
premerom 2-5 pm. Rezultati so pokazali, da ni bilo zaznavne razlike v velikosti in
morfologiji Skrobnih zrn med waxy Skrobom in drugimi viri pSeni¢nega Skroba.

Slika 3: Prikaz skeniranih elektronskih mikrostrukturnih posnetkov $krobnih zrn waxy Skroba (A), sorte
Kanto 107 (B), sorte Centura (C) in komercialnega (D) $kroba pSenice (meritvena oznaka: 10 pm) (Yoo in
Jane, 2002).
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Ugotovila sta tudi, da ima amilopektin v waxy pSenici ob¢utno vec¢jo molekulsko maso in
bolj razprSeno molekulsko gostoto, kot amilopektin v Skrobu drugih psenic. Amilopektin v
Skrobu waxy pSenice tudi ni vseboval posebej dolgih verig (ELC-extra-long chains), ki jih
v Skrobih navadne pSenice postopno sintetizira protein GBSSI.

3.1 UPORABA WAXY SKROBA V PREHRANI

Za pSenico je znacilno, da je predelana v veliko razli¢nih vrst industrijskih izdelkov. V
vzhodno Azijskih drzavah, kot so Japonska, Koreja in Kitajska, je moka iz pSenice pogosto
uporabljena pri izdelavi testenin. Cilj zlahtniteljev pSenice na Japonskem je vzgojiti
kultivarje za pridelavo belih slanih psSeni¢nih t.i. udon rezancev z visoko prehransko
kakovostjo. Kvantitativne in kvalitativne lastnosti Skroba, kot so visoka viskoznost, nizka
temperatura gelatinizacije in velika sposobnost nabrekanja (Hung in sod., 2006), so zelo
pomembne in zazeljene pri pripravi in prehranski vrednosti rezancev, saj vplivajo na
organolepti¢ne lastnosti kuhanih rezancev. Rezultati raziskav potrjujejo, da je nizka
vsebnost amiloze v $krobu pomemben dejavnik pri pripravi japonskih testenin (Miura in
Tanii, 1994).

Raziskane so bile tudi lastnosti kruha narejenega iz moke waxy pSenice. Rezultati so
pokazali, da vkljucitev Skroba waxy pSenice v pripravo kruha prinasa pozitivne lastnosti.
Volumen kruha je nekoliko vecji, kot ga ima hlebec kruha iz navadne pseni¢ne moke.
Drobtine dlje ¢asa ostajajo vlazne, kruh se poc€asneje stara in posledicno se mu podaljsa
njegova obstojnost. Na Japonskem so te lastnosti kruha zelo zaZeljene (Hung in sod.,
2006). Moka durum pSenice se uporablja predvsem pri izdelavi testenin. Sharma in sod.
(2002) navajajo, da ima waxy durum pSenica prednost pred obi¢ajnimi vrstami v smislu
manjsih izgub pri kuhanju, kar se pogosto uporablja kot kazalnik kakovosti kuhanih
testenin.

Uporaba waxy koruze v prehrani je najbolj razSirjena v Aziji. Uporablja se tudi
amilopektin waxy koruze v tekstilni industriji ter pri proizvodnji lepila in papirja. V
nasprotju z obicajno koruzo, ki vsebuje 25-28 % amiloze, je waxy koruza vsebuje samo 1
%. To vpliva na prehransko razpoloZljivost Skroba za Zivali. Raziskovalci so izmerili
prebavljivost Skroba iz razli€nih rastlinskih virov in ugotovili, da je prebavljivost waxy
koruznega Skroba pri zivalih bistveno visja kot skroba amilozne koruze ali navadne koruze
(Enes in sod., 2006). Uporaba pripravkov iz Skroba waxy koruze je zelo razSirjena tudi
med uporabniki fitnesa, saj vpliva na hitro obnovitev zalog glikogena v telesu po treningu.
Jimmy Smith (2009) v svojem ¢lanku navaja, da ima Skrob waxy koruze vi§jo molekulsko
maso in omogoca nizjo stopnjo krvnega tlaka kot dekstroza ali maltodekstroza, ki sta se
zadnja leta uporabljala kot vir ogljikovih hidratov po vadbi. Tako se zelo hitro absorbira v
tankem crevesu in v miSice hitreje prinese hranilne snovi (kreatin, itd.), ki so bile zauZite
prej. Hranilne snovi zauzite z drugimi ogljikovimi hidrati pa porabijo ve¢ ¢asa v zelodcu in
se hitreje razgradijo. Tako jih je manj dostopnih za obnovitev misic po vadbi (Waxy maize
guide, 2012).
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Pri rizu je bila vsebnost amiloze v zrnju dolgo tradicionalno merilo za kvaliteto kuhanega
in postreZzenega riza. Pri nizki vsebnosti amiloze (14-18 %) v Skrobu so kuhana zrna riza
bolj povezana, nezna, lepljiva in imajo sijaj. Za srednje amilozen (19-23 %) in visoko
amilozen (>23 %) Skrob pa je znacilno, da riz absorbira ve¢ vode in se tako med kuhanjem
bolj razsiri. Kuhana zrna riza so tako ponavadi bolj posusena, ¢vrsta, puhasta in lo¢ena
(Mahmood in sod., 2007; Han in sod., 2004; Larkin in sod., 2003). Waxy riz se v Azijskih
drzavah imenuje tudi glutinasti riz in se pripravlja na razli¢ne nacine in v raznovrstnih
oblikah, odvisno od kulture in njene tradicije, v kateri se uporablja. V juzni Aziji je
osnovno zivilo v gorskih predelih posameznih regij. V vzhodni Aziji pa je zelo priljubljen
pri pripravi sladic in na festivalih (Olsen in Purugganan, 2002).

Razmerje med amilozo in amilopektinom v endospermu zrnja je eden pomembnejsih
faktorjev zrnja pri je¢menu, saj vpliva na kakovost slada, hrane in krme (Ma in sod., 2010).
Skrob waxy je¢mena kaZe odliéno stabilnost pri zamrzovanju in odtajanju, kar pomembno
vpliva na rok trajanja zivil (Persson in sod., 1996). Uporaba prosa je razsirjena v ve¢jem
delu Azije in se povecuje v Severni Ameriki, kjer je Se posebej zazeljen zaradi svoje
lepljive teksture in veéjega sprijemanja po kuhanju (Graybosch in Baltensperger, 2009).
Kawase in sod. (2005) navajajo, da bar z waxy lastnostjo kot hrano, najve¢ uzivajo v
naslednjih oblikah: obliki lepljivih zrnc; v obliki tort, ki jih naredijo z uporabo pare, ki
razbije zrna; v obliki cmokov, pri Katerih testo pripravijo s pomo¢jo pare; v obliki pijac.

4 ZGODOVINA IN IZVOR WAXY GENA

Skozi zgodovino so se vrstila Stevilna odkrivanja waxy gena v razli¢nih rastlinah. Za
nekatere waxy rastline so z danasnjimi raziskavami tudi Ze doloc¢ili njihov izvor. Ker pa je
waxy lastnost zelo zaZeljena in zanimiva, se $e vedno iS¢ejo nove rastline, ki nosijo waxy
gen in $e vedno se raziskuje njihov izvor.

Najstarejsi zapisi o gojenju rastlin z waxy lastnostjo so najdeni pri rizu. Riz (Oryza sativa
L.) je svetovno najpomembnejsa rastlina, saj je osnovno Zivilo ve¢ kot tretjini svetovnega
prebivalstva. Nove kultivarje riza morajo znanstveniki stalno razvijati, da bodo lahko
izpolnjene zahteve rastoCega prebivalstva (Larkin in sod., 2003). Sledenje izvoru
glutinastega-waxy riZa je zapleteno zaradi njegove dolge in pomembne uporabe v kulturah
na zelo Sirokem geografskem obmocju vzhodne Azije, ki vkljucuje dele Kitajske,
Japonske, Koreje in drzave jugovzhodne Azije. Legenda Laoskega budista postavlja izvor
glutinastega riza priblizno 1100 let nazaj, Ceprav Kitajska folklora trdi, da je bil njegov
izvor v Casu, ko je umrl pesnik Qu Yuan, pred ve¢ kot 2000 leti. O Casu izvora razlagajo
tudi etnografske Studije, ki pravijo, da so zacetki gojenja riza povezani s kmetijstvom v
gorah celinskega dela jugovzhodne Azije, predvsem med Tai-govore¢im ljudstvom, Ki so
prisli v to regijo pred 1100 in 1500 leti. Deli drzav Laos, Mjanmar, Tajska, Kambodza in
Vietnam, ki obsegajo priblizno 200.000 kvadratnih kilometrov celinskega dela
jugovzhodne Azije, se imenujejo 'obmocje glutinastega riza', kar odraza pomembnost
glutinastega-waxy riza v njihovem gospodarstvu in kulturi. V raziskavi o izvoru
glutinastega riza, sta znanstvenika ugotovila, da naj bi se mutacija na zacetku pojavila v
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jugovzhodni Aziji in naj bi se potem razsirila proti severu vzhodne Azije (Olsen in
Purugganan, 2002).

Po raziskavah sodec, naj bi odkritju waxy riza sledilo odkritje waxy lastnosti pri je¢menu.
Je¢men (Hordeum vulgare L.) je Cetrta najpomembnejs$a polj$¢ina na svetu. Uporablja se
predvsem v proizvodnji piva in v pridelavi zivalske krme (Ma in sod., 2010). Avtohtone
sorte waxy jeCmena izvirajo iz vzhodne Azije in so bile v glavnem uporabljene za luksuzno
hrano (Domon in sod., 2002). Patron in sod. (2002) navajajo, da so kultivarji waxy
jeCmena iz Azije verjetno potomci glutinastega (waxy) je¢mena, ki je bil zabelezen na
Kitajskem v 16. stoletju. Glutinasti je¢men naj bi bil nato prenesen na Japonsko iz Koreje v
casu pred 17. stoletjem. Evropski in severno Ameriski waxy jeCmeni pa izhajajo iz
Zlahtniteljskih programov v ZDA. Sledilo je odkritje waxy lastnosti pri prosu. Proso
(Panicum miliaceum L.) je ena najbolj starodavnih gojenih rastlin. Waxy oblike pri prosu
obstajajo in so znanosti znane Ze od leta 1885. Nastale so najverjetneje po korakih z
neodvisnimi mutacijami, ki izhajajo iz razli¢nih okolij. Voskasta (waxy) oblika zrnja se je
skozi ¢as ohranjala zaradi samooskrbnih kmetov, mogoce zato, ker jim je bila vse¢ lepljiva
tekstura kuhanega zrna. V poznih 1990 letih je bil ustanovljen raziskovalni program
namenjen razvoju novih waxy kultivarjev prosa, primernega za gojenje v Severni Ameriki.
Razlog za to je bil, da imajo waxy tipi prosa iz Kitajske, za uspesno Zetev v okoljih
Severne Amerike, preve¢ pozno zrelost (Graybosch in Baltensperger, 2009).

Prvo odkritje waxy lastnosti in poro¢anje 0 tem v znanstvenih krogih, sega v leto 1909, ko
je botanik Collins na Kitajskem vzgojil prvo waxy koruzo. Njegovo prvo opazanje je bilo,
da je ta nova sorta koruze veliko bolj lepljiva od drugih sort. Kasneje so waxy koruzo nasli
tudi v drugih mestih v Aziji. Pri Kitajski waxy koruzi je bilo opaziti veliko genetske
raznolikosti. Vsaj 767 razli¢nih primerkov je bilo najdenih na Kitajskem. Vec¢ina od njih
(525) je bila zbranih iz provinc Yunnan in Guangxi. Provinca Yunnan je izvirno obmocje
Stevilnih pomembnih rastlin in ima najbogatej$o $tevilo rastlinskih vrst na Kitajskem. Prav
tam so leta 1970 raziskovalci nasli lokalno sorto imenovano 'Four-row Wax'. 'Four-row
Wax' je primitivna sorta, z mnogimi podobnimi znaki kot pri divjih nekultiviranih vrstah.
Lokalna manj§ina Dai jo je gojila v provinci Ze od leta 1890. Stevilne $tudije so pokazale,
da kitajska waxy koruza izvira iz Yunnan-Guangxi regije. Po podatkih Instituta za genske
vire poljscin, ki deluje pod okriljem Kitajske Akademije kmetijskih znanosti, je sorta
'Four-row Wax' skupaj z drugimi tipicnimi domacimi sortami, kot so Yishannuo,
Qiaojiabainuo in druge, iz Yunnan-Guangxi regije, pomemben genski material za
evolucijske studije o kitajski waxy koruzi (Fan in sod., 2008).
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Slika 4: 'Four-row Wax', tipi¢na domaca sorta Kitajske waxy koruze izbrane iz Yunnan province na
Kitajskem (Fan in sod., 2008).

Pri sirku (Sorghum bicolor L. Moench) Pedersen in sod. (2005) navajajo, da je waxy
fenotip opisan ze od leta 1933. Na to temo se opravljajo Stevilne $tudije, ki bodo v
prihodnosti dale zanimive rezultate o novih kultivarjih z waxy lastnostjo in o njihovem
izvoru. Pri navadni pSenici (Triticum aestivum L.) so naravne mutacije, ki vodijo v waxy
lastnost, zaradi njenega heksaploidnega genoma manj verjetne. Tako so Nakamura in
sodelavci leta 1995 bili prvi, ki so s tradicionalnimi tehnikami krizanja dobili prvo waxy
pSenico. Prav tako so vzgojili waxy durum psenico (Graybosch, 1998). Isto leto so Denyer
in sod. (1995) porocali, da so pri grahu izolirali mutante, ki imajo nizko vsebnost amiloze v
Skrobu. Dve leti zatem so Kiribuchi-Otobe in sod. (1997) objavili, da so vzgojili novo
waxy heksaploidno pSenico. V tem obdobju so znanstveniki razvili tudi nove linije waxy
durum pSenice (Vignaux in sod., 2004). Naslednje leto so Nakayama s sod. (1998) porocali
o0 razlikah v vsebnosti amiloze v baru [Setaria italica (L.) P. Beauv.]. Populacije bara z
waxy endospermom gojijo predvsem v vzhodnji Aziji in celinskemu delu jugovzhodne
Azije (Fukunaga in sod., 2002). Verjetno se je razvil iz ne-waxy tipa po domestifikaciji.
Divji prednik (S.italica ssp. viridis) ima ne-waxy o0z. navaden endosperem. Tako je
verjetno alel za nizko vsebnost amiloze nastal z mutacijo Wx alela divjega prednika
(Kawase in sod., 2005). Leta 2001 so raziskovalci v italijanski populaciji odkrili en genotip
vrste Triticum dicoccum, Ki nosi nic¢elni alel na Wx-Al lokusu (Boggini in sod., 2001). Tri
leta zatem so Verhoeven in sodelavci (2004) porocali, da so pri diploidnem ovsu (Avena
strigosa Schreb.) prvi nasli dva nizko amilozna mutanta s podobnimi lastnostmi kot druga
waxy zita. Leta 2009 je Gregori (2009) porocala, da so bili prvi, ki so pri rastlinah navadne
ajde (Fagopyrum esculentum Moench) cv. Siva nasli waxy mutante. S Sestletno usmerjeno
selekcijo in s tehniko obarvanja z jodovico, so nasli rastline ajde cv. Siva, ki so kazale
nizkoamilozne lastnosti. Glede na rezultate raziskave trdijo, da se s selekcijo lahko
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razvijejo nove linije ajde cv. Siva, ki imajo zmanjsan delez skupne amiloze v endospermu.
V letoSnjem letu pa so Guzman in sodelavci (2012) na molekulski ravni nasli nov waxy
alel v Spanskih linijah pire, ki je odgovoren za pomanjkanje amiloze v Skrobu endosperma.

5 LASTNOSTI WAXY GENA

Waxy fenotip je znacilen za rastline, ki imajo Skrob z malo ali ni¢ amiloze. Do tega privede
pomanjkanje ali inaktivacija proteina GBSSI (Pedersen in sod., 2005). GBSSI (granule-
bound starch synthase 1) ali waxy encim deluje v procesu sinteze Skroba. Odgovoren je za
sintezo amiloze in je prav tako vklju¢en v oblikovanje konéne strukture molekule
amilopektina (Mérida in sod., 1999). Obstaja ve¢ GBSSI oblik t.i. izooblik v rastlini. Ena
od GBSSI izooblik se nahaja izklju¢no v Skrobnem zrnu. Verhoeven in sod. (2004)
navajajo, da je pri zitih en GBSSI protein izrazen v endospermu in zrnih cvetnega prahu,
eden ali ve¢ ostalih GBSSI proteinov pa je izrazenih v drugih organih rastline. Waxy Zzita
Imajo pomankanje amiloze ali so brez amiloze v $krobu le v endospermu in cvetnem
prahu, medtem ko je v drugih organih, kot so listi, korenine, steblo in perikarp, $krob
normalen in vsebuje obic¢ajno razmerje amiloze in amilopektina. Na delovanje encima
GBSSI vplivajo mutacije na genih, ki kodirajo zapis za GBSSI izooblike, v zitih na waxy
lokusu (Patron in sod., 2002; Hylton in sod., 1996). Dominantni waxy alel (Wx) vpliva na
vsebnost amiloze, ki je navadno vecja od 10 %. Recesiven waxy alel (wx) pa povzroca
voskasti fenotip, pri katerem Skrob ne vsebuje ni¢ amiloze ali pa nekaj nad 0 % (Fukunaga
in sod., 2002).

Waxy gen je bil izoliran pri mnogih razli¢nih rastlinskih vrstah. Nasli so ga v naslednjih
vrstah zit: navadni psenici (Nakamura in sod, 1995), durum psenici (Vignaux in sod.,
2004.), rizu (Olsen in Purugganan, 2002), jeémenu (Domon in sod., 2002), baru ali
laSkemu muhvi¢u (Nakayama in sod., 1998), prosu (Graybosch in Baltensperger, 2009),
sirku (Pedersen in sod., 2005), ovsu (Verhoeven in sod., 2004) in koruzi (Eriksson, 1969).
Waxy lastnost je bila odkrita tudi pri krompirju (Flipse in sod., 1996), grahu (Denyer in
sod., 1995), rastlini Jobove solze (Coix lacryma-jobi) in amarantu (Amaranthus
hypochondriacus).

5.1 WAXY GEN PRI RASTLINAH

Pri koruzi (Zea mays L.) je za waxy endosperem odgovoren recesivni gen (wx), ki je na
kromosomu 9 (Fan in sod., 2008). Bao in sod. (2012) navajajo, da sta bila odkrita dva wx
alela: wx-D7 in wx-D10. Strukturne analize alelov so pokazale pomembno viogo DNA
insercij in delecij pri spontanih wx mutacijah (Huang in sod., 2010). Ker je waxy mutacija
zelo dobro vidna in prepoznavna v fenotipu koruze, je bila ta tema eden glavnih predmetov
genetskih raziskav v zadnjem stoletju pri koruzi. DNA zaporedje waxy lokusa pri gojeni
koruzi, je bilo doloceno Ze pred dvajsetimi leti. Sestavljen je iz 14 eksonov in 13 intronov
(Slika 5). V zadnjih Studijah so bila v $tevilnih Zea linijah tudi dolo¢ena zaporedja na waxy
lokusu (Fan in sod., 2008). Huang in sod. (2010) navajajo, da so bile na waxy lokusu
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koruze opazene viSje stopnje genetske raznolikosti v primerjavi z rizem. Insercije in
delecije se na waxy lokusu koruze pojavljajo pogosto in se tako lahko tudi uporabljajo kot
zelo informativni genski markerji. Rezultati njihove raziskave tudi kazejo, da ima Kitajska
waxy koruza unikatne tipe mutantov, mehanizme mutacij in edinstveno pot evolucije.

400bp

—_

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14

— - HHHHHHH HHHHH

Slika 5: Struktura waxy gena pri koruzi. Skatlice predstavljajo eksone oznagene od 1 do 14, od 5' do 3' konca.
Crte med eksoni pa predstavljajo introne (13) (Fan in sod., 2008; Huang in sod., 2010).

Navadna pSenica (Triticum aestivum L.) je aloheksaploid in ima tri skoraj identi¢ne sete
kromosomov podedovanih od treh diploidnih prednikov: A, B in D genome. Kromosomi
so znotraj teh treh genomov razdeljeni v sedem homolognih skupin.

Homologne skupine kromosomov

Genom wz-m

1 2 3 4 5 6
wx-B1
S | (|
S | I 11
N .
w11

Slika 6: Organizacija kromosomov pri navadni pSenici (Triticum aestivum L.) in prikaz waxy lokusov
(Graybosch, 1998).

Waxy lokusi, na katerih so geni, ki kodirajo zapis za GBSSI, se nahajajo na kromosomih
7A (wx-Al), 4A (wx-Bl) in 7D (wx-D1). Lokus wx-B1l se je prvotno nahajal na
kromosomu 7B, vendar se je med evolucijo pSenice zgodila recipro¢na translokacija, kar je
vodilo v izmenjavo genetskega materiala med kromosomoma 7B in 4A. Tako se lokus Se
vedno imenuje wx-B1, kljub temu da je na kromosomu A. Prisotnost enega ali dveh
nicelnih, nedelujocih waxy alelov vpliva na zmanjSano sintezo amiloze. Take rastline so
dobile poimenovanje 'partial waxy' oz. 'delni waxy', in so tudi bolj pogoste. PSenica s tremi
ni¢elnimi waxy aleli se imenuje waxy pSenica. Leta 1995 so bili Nakamura in sodelavci
prvi, ki so s tradicionalnimi tehnikami hibridizacije dobili prvo waxy psenico. Prvo waxy
heksaploidno pSenico so dobili s krizanjem 'delnih waxy' mutantov, Japonske sorte Kanto
107 in Kitajske sorte Bai-Huo. Kanto 107 je sorta pSenice z zmanjsano vsebnostjo amiloze,
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ki ima nicelne alele na dveh (wx-Al in wx-B1) od treh wx lokusov. Bai-Huo pa ima en
nicelen alel na D1 waxy lokusu (wx-D1). Tako so s krizanjem dveh 'delno waxy' pSenic
ustvarili novo, ne-amilozno linijo waxy psenice (Graybosch, 1998; Yoo in Jane, 2002).

Fujita in sodelavci (2001) navajajo, da jim je uspelo vzgojiti waxy mutanta iz diploidne
pSenice (Triticum monococcum L.). Semena Triticum monococcum var. flavescens so bila
tretirana z 1% mutageno snovjo EMS (ethyl methanesulfonate). 1zmed semen mutiranih
rastlin so s tehniko obarvanja z jodovico izbrali tista, ki so kazala manjSo vsebnost amiloze
oziroma so se obarvala rjavo rdeCe. Ta semena so bila nato uporabljena v poskusih, S
katerimi so potrdili, da so izolirali waxy mutanta iz diploidne pSenice (Triticum
monococcum L.). Ugotovili so, da je ta mutant nadzorovan z enim samim waxy genom in
nima popolnoma ni¢ amiloze.

Durum pSenico (Triticum turgidum L. var. durum) sestavljata le A in B genoma
(Graybosch, 1998). Pri durum pSenici Sta prisotna dva waxy proteina GBSSI in se nahajata
na wx-Al ter wx-B1 lokusu (Monari in sod., 2005), ki sta na kromosomu 7A in 4A (Sharma
in sod., 2002). Waxy durum psenico so vzgojili Zze Nakamura in sod. leta 1995. Razvoj
novih waxy linij durum pSenice pa poteka od leta 1997 na Univerzi Severne Dakote.
Njihov dolgoro¢ni cilj je razviti waxy in delno waxy kultivarje durum pSenice, ki bodo
prilagojeni na okolje v Severni Dakoti. Nove linije waxy durum pSenice so dobili z
vnosom waxy genov. Kultivar delno waxy heksaploidne psenice Ike je bil donor waxy
genov. Krizali so ga s sorto durum psenice Ben in tako dobili waxy durum F2 linijo. Nato
so opravili povratno krizanje s Kultivarjem Ben durum pSenice, da so vnesli starSevske
gene. S fenotipsko selekcijo, ki je temeljila na obarvanju cvetnega prahu in polovick zrnja
z jodovico, so dokonéno dolocili waxy rastline in heterozigotne linije, ki so vsebovale wx
alele. Nove waxy in delno waxy rastline durum psenice so potrdili z uporabo genskih
markerjev (Vignaux in sod., 2004).

Guzman in sodelavci (2012) navajajo, da so na molekulski ravni nasli nov waxy Wx-Al
alel (Wx-Alg prej znan kot ~Wx-Ala) v Spanskih linijah pire (Triticum spelta L.), ki je
odgovoren za pomanjkanje Wx-A1 proteina v endospermu. Opisana mutacija ni povezana
z najdenimi Wx-A1 mutacijami, ki so bile odkrite prej pri pSenici in durum p$enici. Lahko
pa najdba opisane mutacije pomaga pri novih raziskavah koncentracije amiloze v pSenici
ali vzgoji nove pSenice z manj$o vsebnostjo amiloze.

Pri rizu (Oryza sativa L.) je glutinasti fenotip kontroliran s strani enega recesivnega wx
gena (Mikami in sod., 1999), ki se nahaja na kromosu 6 (Lin in sod., 2011). Lokus na tem
genu je odgovoren za videz, izgled zrnja in tudi za vsebnost amiloze v endospermu med
ne-waxy linijami riza. Odkrita sta bila dva alela: Wx? in Wx® (Mikami in sod., 1999). Han
in sod. (2004) navajajo, da alel Wx* drasti¢no poveca stopnjo GBSSI, kar vodi v visoko
amilozna zrna. Alel Wx® pa vpliva na zmanjsano sintezo amiloze. Alel Wx? je v glavnem
prisoten v O. sativa indica rizu, medtem ko je alel Wx® prevladujo& v O. sativa japonica
rizu. Znanstveniki so na molekulski ravni ugotovili, da je razlika v vsebnosti amiloze v
zrnju posledica post-transkripcijske ureditve Wx alela. Kultivarji z visoko vsebnostjo
amiloze so razSirjeni predvsem v juzni Aziji, medtem ko so nizko amilozne sorte bolj
znacilne v vzhodni Aziji (Olsen in Purugganan, 2002). Obstajajo tudi vrste 'tropical
japonica ali javonica, ki predstavljajo ve¢ino sort, ki rastejo na jugu ZDA. Ti kultivarji so,
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glede na vsebnost amiloze, med visoko amiloznim indicas in nizko amiloznimi japonicas
kultivarji. Fenotip dolgozrnatega kuhanega riza pa je podoben visoko amiloznim sortam
(Larkin in sod., 2003). Obstaja tudi kultivar z motnim-neprosojnim (opaque) endospermom
v zrnju riza, ki je bil prvi¢ najden v Nepalu. Za to naravno mutacijo je odgovoren alel na
Wx genu. Zrnje z motnim endospermom ima enak izgled kot waxy zrnje, toda vseeno
vsebuje ~10 % amiloze. Podobne kultivarje z motnim endospermom so nasli tudi v Indiji,
Mjanmaru in Indoneziji (Mikami in sod., 1999).

Pri avtohtonih sortah waxy je¢mena iz Japonske, so na waxy lokusu, ki je na kromosomu 1,
nasli alel glxla, ki je odgovoren za zmanjSano vsebnost amiloze (Domon in sod., 2002).
Posebnost waxy mutantov pri jeémenu je, da imajo waxy rastline med 0 % in 13 %
amiloze v Skrobu, medtem ko imajo waxy kultivarji drugih vrst med 0,4 % in 9 % amiloze
v Skrobu (Patron in sod., 2002).

Denyer in sod. (1995) navajajo, da so pri grahu (Pisum sativum L.) izolirali mutante z
nizko vsebnostjo amiloze v $krobu. Recesivna mutacija na lokusu lam, vpliva na 59 kDa
veliko GBSSI, ki je zaradi te mutacije odsotna ali je njena prisotnost mo¢no zmanjSana.

Pri krompirju (Solanum tuberosum L.) so z obsevanjem monohaploida z rentgenskimi
zarki, izolirali brez amiloznega mutanta. Mutacija je monogenska in recesivna. Posledica
je, da mu v skrobnih zrnih primankuje encima GBSSI. Breamilozni fenotip amf lokusa je
rezultat toCkovne mutacije, pri kateri se je zgodila delecija enega baznega para na
strukturnem genu, ki kodira zapis za protein GBSSI. Razlika v sestavi $kroba je zelo lepo
vidna, ko $krob obarvamo z jodovico. Skrob amf mutanta se obarva rdece, medtem ko se
obicajni §krob obarva modro (Flipse in sod., 1996).

Proso (Panicum miliaceum L.) je opisano kot alotetraploid. Presentljiva je duplikatna
narava waxy lokusa, saj je v teh vrstah skoraj nepri¢akovana. Ugotovljeno je bilo, da je
waxy lastnost pod kontrolo duplikatnih recesivnih alelov wx-1 in wx-2, ki se nahajata na
dveh lokusih. Waxy mutanti pri prosu vsebujejo le 3,5 % amiloze v $krobu zrnja
(Graybosch in Baltensperger, 2009).

Pri diploidnem ovsu (Avena strigosa Schreb.) so Verhoeven in sodelavci (2004) prvi nasli
dva nizko amilozna mutanta, lam-1 in lam-2, ki kazeta podobne lastnosti kot druga waxy
zita. Genetske Studije kaZejo, da bi zdruzevanje obstojecih linij z razliénimi ni¢elnimi aleli
za GBSSI, lahko vodilo do heksaploidnega waxy ovsa. Medtem pa so lahko $krob, moka in
zrnje diploidnih nizko amiloznih mutantov pri ovsu uporabni pri testiranju morebitne
industrijske aplikacije waxy ovsa na splosno.

Pri baru [Setaria italica (L.) P. Beauv.] so Nakayama in sod. (1998) porocali o razlikah v
vsebnosti amiloze. Njihova genetska analiza je opredelila tri tipe alelov: ne-waxy (17,0-
31,9 %), nizko amilozni (7,8-16,0 %) in waxy tip (0 do 3,5 %).

Pedersen in sod. (2005) navajajo, da je pri sirku (Sorghum bicolor L. Moench) za waxy
lastnost odgovoren en wx alel. V raziskavi pa so nasli dva izrazito razlicna waxy alela.
Waxy GBSSI- alel, ki vpliva na odsotnost GBSSI, so poimenovali wx®; waxy GBSSI+ alel,
ki vpliva na prisotnost proteina GBSSI, ta pa je neaktiven, pa se imenuje wx". Ta dva alela
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sta na waxy lokusu zelo blizu skupaj. Alel wx" je dominanten nad alelom wx? v smislu
GBSSI sinteze. Oba pa sta recesivna v primerjavi z navadnimi tipi sirka (Wx), glede
vsebnosti amiloze.

5.2 NACIN DOLOCANJA WAXY GENA V RASTLINAH

Ali rastline nosijo waxy lastnost ali ne, lahko dolo¢imo s preprosto tehniko obarvanja
pelodnih ali Skrobnih zrn z jodovico (KI-I; raztopino). Pelodna ali $krobna zrna obicajnih,
ne-waxy (Wx) rastlin, ki vsebujejo obic¢ajno koncentracijo amiloze v $krobu, se obarvajo s
temno modro &rno bravo. Skrob nizkoamiloznih waxy (wx) rastlin se obarva rdeée rjavo
(Graybosch, 1998). Rastline, ki so heterozigotne za waxy gen (WX, wx), pa se obarvajo v
obeh odtenkih. Polovica pelodnih zrn se obarva temno modro ¢rno, polovica pa rdece rjavo
(Eriksson, 1962). Tako lahko ze v zacetku cvetenja izloCimo rastline, ki ne kazejo
nizkoamiloznih lastnosti.

Slika 7: Prikaz obarvanosti §krobnih zrn s KI-I, raztopino navadnih (A, C) in waxy (B, D) rastlin diploidne
psenice (Triticum monococcum L.) (Fujita in sod., 2001).
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6 ZAKLJUCEK

Waxy rastline so na obmoc¢ju drzav Azije Ze dolgo znane. Waxy gen vpliva na sestavo
Skroba, ki je spremenjen in lahko vsebuje samo amilopektin in ni¢ amiloze ali pa je delez
amiloze blizu 0 %. To vpliva na njegove fizikalne, kemi¢ne in strukturne lastnosti. Ker je
Skrob prevladujoca sestavina v sestavi semen pri zitih in drugih rastlinah, ima pomembno
vlogo pri kvaliteti, izgledu in strukturi prehranskih izdelkov. Lepljiv fenotip waxy Skroba
je tradicionalno zelo priljubljen pri kulturah na obmodju Azije. Zato je tam razSirjeno
raziskovanje vpliva waxy Skroba za njihovo prehrano. Pomembno je, da bi se v prihodnosti
njegova uporaba razsirila tudi na druge dele sveta. Ljudem bi se moralo priblizali waxy
rastline in predstaviti njihove lastnosti, tako bi se povecala njihova pridelava in njihova
uporaba v prehrani.
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