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BEVEZETES

A buza egyik legfontosabb tulajdonsdga a buzaszem fehérje
tartalma és ennek koOszonhet6éen a sikértartalma. A
terméshozam mellett ez a tulajdonsag hatarozza meg a termény
piaci értékét, igy ennek minGségi és mennyiségi javitdsa kiemelt
nemesitési cél. Altaldnosan elfogadott, hogy a bulzaszem
tartalékfehérje tartalma rendkivili médon fligg a genetikai és
kornyezeti hatdsoktdl. A sikér kialakuldsa szempontjabdl a
tartalékfehérjék két fontos tipusa a kis és nagy molekulatomeg(
glutenin alegységfehérjék (LMW- és HMW-GS).

Noha a kis és nagy molekulatomegli gluteninek mindségi
tulajdonsagokkal valé Osszefliggése egy igen részletesen
tanulmanyozott  kutatdsi  terlilet, a glutenin  gének
expresszidjanak folyamatardl jelenleg kevés ismeret All
rendelkezéslinkre. Pontosan nem ismerjlk, hogy mi inditja el az
expresszidjukat, mi okozza a termel6désik leallasat és mi
biztositja a szovetspecifikus termel6désiiket. Nem tisztazott a
gének promoétereiben taldlhatd kilonb6z6 cisz szabalyozd
elemek szerepe, illetve nem ismert az ezekhez kapcsolédd
transzkripcidés faktorok pontos funkcidja. Eddig megjelent
eredmények alapjan a kénben gazdag kis molekulatomegl
glutenin  és a gliadin gének cisz-szabdlyozas mellett
epigenetikailag is szabalyozottak, mig a nagy molekulatomegu
glutenin alegység gének esetében a metilacido nem jatszik
szerepet a szabalyozdsban [1]. Az egyes kutatdcsoportok



tobbnyire csak egy-egy gén alapvet6 szabalyozasat vizsgaltak,
am a szabalyozas jobb megértése megkivanja a teljes
géncsaladok promoéter szekvencidjdnak jellemzését, és az
expresszios profiljukkal vald 6sszevetését.

A modern nemesit6k a genetikai és legujabban a genomikai
eredmények felhasznaldsdval, az ott felhalmozott ismeretek
mentén hatdrozzak meg céljaikat. Habar a prolaminok mindsége
(egész pontosan kedvezé allélikus Osszetétele) mar egy régi
nemesitési cél, e fehérjék mennyiségét befolydsolé tényezdk
még nem ismertek, marpedig az ezekre irdnyulé célirdnyos
szelekcid nagyban segitené a nemesit6k munkajat [2]. A
kornyezeti hatdsok kialakuldsa és erGssége a tartalékfehérje
génekkel kolcsonhaté transzkripcids faktoroktdl fligg, ezaltal a
kornyezeti befolyadsoltsag mértéke feltételezhet6en maga is
genetikailag meghatdrozott folyamat. Mindezt felismerve,
hissziik, hogy ha a polimerképzé sikérfehérjék szabalyozasat
részleteiben megismerjlik, hosszutavon képesek lesziink a
kornyezeti hatdsoktdl valé fliggését enyhiteni és a hozamot
stabilizalni (avagy a potencidlis és a varhatd hozamot kozeliteni).

A kutatdmunka sordn célunk volt a fehérjemennyiség és ezaltal
a sikér polimer kialakulasaban kiemelt szerepet jatszé6 HMW és
LMW glutenin génekhez tartozd promodter szekvencidk cisz
regulaciés elemeinek 0Osszehasonlitasa, jellemzése, az
adatbankokban taldlhaté gének expresszids adatainak in silico
feldolgozasa, a velik kolcsonhaté transzkripcids faktorok



azonositdsa és a szabalyozasi folyamatokra egy-egy lehetséges
,mechanikai” modell kidolgozdsa - kovetve Werner és
munkatdrsai gondolatmenetét [3]. Ennek értelmében a
kutatémunkam soran az alabbi feladatokat hataroztuk meg:

1. AHMW glutenin gének promodtereinek funkcionalis elemzése,
valtozasainak 6sszevetése sajat és kdlcsonhaté transzkripcids
faktorok génaktivitdsi adataival, majd egy szabalyozasi modell
leirdsa, illetve javaslattétel a nemesitési programokban a
sikér mennyiséggel és mindséggel kozvetlen kapcsolatba
hozhatd célgénekre.

2. A HMW glutenin gének promotereinek filogenetikai
vizsgalata. Az x és az y-tipusli gének duplikaciét kovetd
szétvaldsdnak lehetséges funkcionalis kovetkezményeinek
leirdsa. Iranymutatds a tartalékfehérjék szempontjabdl
megfontolandd keresztezési alanyok kivalasztasara.

3. LMW glutenin gének promotereinek funkcionalis elemzése,
Osszevetése a génaktivitasi adatokkal és a feltételezhet6
atirasi mechanizmus feltarasa.

4. A HMW-GS szovetspecifikussagat okozd folyamatok
kisérletes vizsgalata a feldllitott modell alapjan.

MODSZEREK

A vizsgalatunk targyat képzé LMW illetve HMW glutenin
alegységfehérje gének alléljai nagyfoku szekvencia hasonldsagot
mutatnak. Expressziod szintjiik mérése microarray maédszerekkel



lehetetlen a kereszt-hibridizacié magas mértéke miatt. Hasonld
problémadk jellemzik a transzkripciés faktorok expresszidjanak
mérését is. Ugyanazon csalddhoz tartozd TF-ok kozotti
kiilonbség a hibridizaciés technolégiak alkalmazhatdsaga
szemszogébdl legtobbszor minimalis. Ugyanakkor a promoéterek
és TF-ok funkciondlis jellemzéséhez elengedhetetlen az
expresszidos szintek pontos mérése az allélok szintjén. A
kutatomunka legels6 |épése tehat egy igen nagy érzékenységd,
am egyszerd expressziométer (vagy transzkriptométer)
fejlesztése volt. Ezzel majdnem parhuzamosan késziilt el a
promoter szekvencidk grafikai megjelenitését szolgdld promoéter
profilozé alkalmazas, amely az adatok egyedi vizualizaciéjaval
segitette a munkankat. A promédterek moduljainak felderitésére
irédott a Modul Detektiv perl-szkript csomag, ami a motivumok
és motivumcsoportosulasok jelent6ségét mérte. Vizsgalatainkba
156 db HMW-GS és 360 db LMW-GS szekvencidt vontunk be,
ezek kozul 122 és 170 db rendelkezett értékelhet§ hossziagu
(500 bp-ndl nagyobb HMW-GS esetén illetve 30 bp-ndl nagyobb
LMW-GS esetén) promoéterrel. A promoéterek elemzéséhez Place
és PlantCare adatbazisokat illetve az irodalom alapjan
azonositott cisz motivumokat hasznaltunk. Ahogy nétt a
kutatasba bevont adatok szama, dgy valt egyre inkdbb
sziikségessé az eredmények intuitivabb, emberileg jobban
értelmezhetd feldolgozasanak maédja. Ezért kidolgoztunk egy Uj
ko-expresszids haldzatszerkesztési eljarast, amely a grafelmélet
bevondsaval segitette a genetikai alhdlézatok detektaldsat. A



filogenetikai elemzésnél 139 a Triticeae térzshoz tartoz6 HMW-
GS promoétert vizsgaltunk.

A HMW-GS promoter funkcionalis elemzésénél génbelbvésen
alapulé tranziens génexpresszids kisérleteket végeztliink. A
konstrukcié épitésénél parhuzamosan hasznaltuk a promadter
ABRE|CBF motivumklaszterének szubsztiticids és delécids
mutansait. A PBF gén promoterének izolalasat nested PCR-rel és
klénozdassal végeztiik.

EREDMENYEK

A HMW-GS gének promdter mintdzata jellegzetesen eltér a gén
két paraldgja, az x- és az y-tipusu gének kozott.

A HMW-GS promoéterén 6 jol elkilonils, erGsen konzervalt
promoéter modult azonositottunk, ezeket ,bazalis” illetve CRM1-
CRMS5 néven jeloltik.

Kisérletesen igazoltuk, hogy a CRM1-es modul ABRE|CBF
motivumcsoportja kiilénleges befolyassal bir a HMW-GS gének
szovetspecifikus atirddasanak szabdlyozdsaban.

A ko-expresszids haldzat alapjan 6sszesen hat kis szabalyozd kort
azonositottunk, név szerint: Glulx, Gluly, ,Korai”, ,Vezérl§”,
ABI3 illetve ABA/L1L kapcsolt.

A paralég HMW-GS gének 6nallé alhdlozatokba tomoriltek a
HMW-GS és transzkripcios faktorok ko-expresszids halézataban.



A paraléog HMW-GS gének eltéré mddon reagalnak a kdrnyezeti
hatasokra.

Az LMW-GS gének leginkdbb a x-tipusi HMW-GS gének
alhalézataba tomorilnek.

Az LMW-GS gének expresszidja két jellemzéen eltérd aktivitas
dinamika mentén alakul.

A két glutenin gén expresszid szintjét leginkdbb meghatarozo
,Vezérl6” program id6beni lefutdsa genotipusonként eltérd
lehet. igy az ebben a programban azonositott TF-k (pl. SPA és
PBF) kiemelked6 szerepet jatszanak a glutenin gének
expresszidjanak genotipusok kozotti eltéréseiben.

A promoéterek izoldlasat és szekvendlasat kovetGen
megallapitottuk, hogy PBF-5A as -5B I6kuszokon kddolt PBF gén
promotere jelent&sen eltér a Glenlea és Chinese Spring kozott.

A Triticeae térzs HMW-GS promoétereinek 0Osszehasonlitasa
alapjan a kenyérbuza promotere alig valtozott a kenyérbuza
10 000 éves torténete alatt.

Az x- és y-tipusu promoterek kozott megfigyelhetd kiilonbségek
gradualisan alakultak ki egy hibrid tipust promaéterbdl.

KOVETKEZETESEK

Ujszeri megkdzelitésiink és a célnak megfelelSen fejlesztett
informacids technikai eszkozeink lehetévé tették a HMW és
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LMW glutenin gének promodter szerkezetének alapos
tanulmanyozasat és moduldris szerkezetének leirdsat. A feltart
cisz szabdlyozé modulok motivum 0Osszetétele valtozott a
glutenin gének tipusa (x vagy vy, illetve s, i vagy m) illetve
kromoszémalis elhelyezkedése szerint (A, B vagy D). A valtozasok
jol dokumentalhato aktivitas kilonbségekkel jarnak egyutt.

Az LMW glutenin géneknél tapasztalt eltérések a promodterek
kozott rdmutattak arra, hogy az LMW glutenin géneknél fontos
a genetikai hatds. A HMW-GS promodterek esetén azonban az
allélikus variancia alig jellemzd, ami egyrészrél arra utal, hogy
fontos szelekcids tényez6 lehet. Mdsrészrdl viszont tovabbra is
nyitva hagyja a kérdést, hogy mi befolyasolja a kilonb6z6
genotipusok esetében megfigyelt aktivitas kiilonbségeket.

A kérdésre a jelenlegi adataink fényében egyetlen vdlaszt
talaltunk megalapozottnak. Eszerint a blza nemesitése soran a
vizsgalt tartalékfehérje gének nem vagy csak alig valtoztak,
ellenben a vellk koélcsonhatd transzkripcids faktorok aktivitdsa
valtozott a kiilonb6z6 nemesitési vonalak kozott. A Triticeae
nemzettség csalddhoz tartoz6 HMW glutenin gének prométerei
visszaigazoltak feltevésiinket. A kédold gének és a hozzajuk
tartozé szabalyozdé régidk nagyfoku konzervdltsdga a buza
rokonsagi korén bellil arra utal, hogy a promodter er@ssége
nehezen fokozhaté. Minden eltérés a tartalékfehérjék
transzkripcidés dinamikajaban a kolcsonhatd TF intenzitdsanak
fliggvénye. Ezt tdmasztjak ald a génexpresszids vizsgalataink



eredményei is. A jellemz&en eltéré sitbipari minGséggel bird
Glenlea és Chinese Spring genotipusok kozott a ,Vezérlg”
génprogram kinetikdja markdns kiilonbséget mutatott. Ezen
eltérést részben magyarazza, hogy az 5A és 5B kromoszémdkon
taldlhatd PBF gének promodterei a bemutatott eredmények
szerint jelentdsen eltérnek a vizsgdlt két genotipus kozott. Ez a
szignifikdns kulonbség tovabbi genotipusok elemzését kdvetben
alkalmassa vélhat a fehérjetartalommal és a kedvezd minGséggel
tarsuld sikér fehérjék mennyiségével, ill. aranyaval kapcsolatba
hozhaté markerek fejlesztésére.

A Triticeae nemzettség csalddhoz tartozd fajokon végzett
filogenetikai elemzéseinkkel betekintést nyertlink a HMW
glutenin gének evolucidjaba illetve nemesitési torténetikbe. A
megszerkesztett filogenetikai fa topoldgidja alapjan igazoltuk,
hogy az y-tipusu promoéterek kevésbé szertedgazdéak, mint az x-
tipustak. Szdmos olyan motivum eltlint az vy-tipusu
promoéterekbdl, amely a vizsgdlt Elymus, Dasopyrum, Leymus
fajokban még x-y hibrid jellegli promdterekben jelen volt.

Feltételezhet6, hogy a kezdetben er6s, intenzitasaban az x-
tipusi génekhez kozelit6, kornyezeti hatasoknak vald
kitettségében viszont az y-tipushoz hasonlité HMW glutenin
‘6sgén’ promodter a duplikaciét kovetben szétvalt. Az x-tipus
aktivitasa stabilizdlodott az endospermiumban, valamelyest
levalt a kornyezeti hatasok jelatviteli csatornairdl, mig a y-tipusu



promoter megdrizte a kornyezeti hatasoknak vald kitettségét és
igy a ‘ballaszt’ szerepét az N/C egyensuly kényes fenntartasaban.

A munka sordn kirajzolédott eredmények alapjan a korabbi
HMW glutenin marker szelekciés nemesitési stratégia helyett
javasolt a fehérje tartalommal és a kedvezd sikérmindséggel
Osszefliggésbe hozhatd nemesitési stratégiat az alabbiakban
foglalndnk ossze: (i) Vadfajok keresztezésénél célszer( lenne az
y tipusu HMW glutenin gének promdtereit kdzeliteni az x-tipusu
promdterhez vagy legalabb vadtipusokban taldlt hibrid
promoterekhez. (ii) Szelekcidos marker tervezésnél javasolt az
egyes erGsen konzervalt célgének expresszids szabdlyozasaban
szignifikdns szerepet jatszo transzkripcios faktorok, igy példaul a
PBF TF promodterét haszndlni, mint fehérjetartalommal
Osszefliggésbe hozhaté markert.
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