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Bevezetés:

buzaszem endospermium és fehérjetartalom alapjénikiiel az egyes miségi osztalyokat.
Elsssorban az Egyesiilt Allamokban, Kanadaban és Auigitia@ alakult ki blza miiség
szerinti osztalyozasi rendszer a vilagon. EurOpaisak az elmult évtizedben kéndtt meg
az eészak-amerikai mbségi osztélyok atvétele és alkalmazasa a nemesitésh
termesztésben, a feldolgozoiparban, valamint askedelemben. A magyar szabvany szintén
az europai rendszerhez hasonlé d¢eitést hasznal, és nem kuloniti el az egyesoséig
tipusokat az endospermium szerkezet, a szemszin amgletforma szerint. Alap\vign a
sikér mennyisége és ndigége alapjan malmi, javitd és takarmanyblza csoletrkilonit el.
Altalaban megallapithatd, hogy a magyar blza amkéamerikai osztalyozas szerint a
kemény, piros szeincsoportba sorolhatd. A kilonb®zaninéségi osztalyba tartozo buza
subipari tulajdonsagait, egyes nagy molekulasulyd (HM¥Wlutenin fehérje alegységek
jelenléte és az egyes alegységek relativ mennyesgyggrant befolyasoljak. A HMW glutenin
fehérje alegység génjei harom kulonbdakuszon kodoltak (Glu-Al, Glu-B1, Glu-D1) és
minden lokusz két kilénbdzszorosan kapcsolt gént tartalmaz (x, y tipus)aratékfehérje
Osszetétel azonositasa és a fajtakbéfiolulod allélek izolalasa leh&té teszi a fajtaban réjl
jO subipari és technoldgiai tulajdonsagok modern fajtaldveeré beépitését.

A Glu-Bl-en kédolt HMW gluteninek kozul a Bx7 szén@enyér és durum buza
fajtdban fordul & és midség meghatarozd szerepének vizsgalata napjainkiéndsen
nagy figyelmet kap. SDS-PAGE modszerrel a Bx7 aégyeésebb savot ad a tébbi HMW
glutenin alegységhez képest. Kulonbolzafajtak Bx7 alegységének mobilitasa kozott
azonban SDS poliakrilamid gélen kilénbségekettadalMarchylo és mtsai. (1992) szerint
legaldbb kétféle 1Bx7 fehérje létezik a kulonbdajtakban, melyeket 7 és 7*-nak neveztek
el. A 7* alegység korulbelll a telies HMW gluteriartalom 27%-t (pl. Cheyenne), mig a 7-
es a 41%-éat alkotja (pl. Chinese Spring). A HMWtghin alegységek mennyiségi elemzése
céljabdl Marchylo és mtsai (1989) RP-HPLC technid&lmaztak. Kimutattdk, hogy a Bx7
alegység mennyiségének novekedése a tésgsaegrenek és rugalmassaganak novekedését
vonja maga utan (Juhasz és mtsai, 2003).

A molekularis marker alapu szelekcio (MAS) a nendéshatékony eszkbze egy adott
agronomiai tulajdonsag javitasat célzd nemesitégiramban. A nemesitésben felhasznalni
kivant DNS allélek izolalasa lelie® teszi, az adott fajtdban (jjo tulajdonsagok modern
fajtdkba tortéfl beépitését. A megfeteimarkerek ismeretében a modszer gyors és hatékony

szelekcios lehéség, mar a nemesités korai generacioiban is. Amaikerek és a vellik



szoros 6sszefliggésben allo fiEégi tulajdonsagok ismerete segiti a neriksit 0j mirbségi

forrasok munkgjukba vald bevondsaba illetve a mdlyamatban lety keresztezési

programokbdl szarmazdé eredmények megértésében. Kézpfi munka keretében

megalapozhatunk egy olyan Uj modszert, ami gyor&s@igi értékelést tesz lebigé és segqiti

az Uj torzsek, fajtajeldltek kivalogatasat.

A palyazat soran vallaltuk:

Els5 év (2005):

1.

o

Az 1Bx7 gén promoterének klbnozasat két isméitoldi (egy normal- és egy
tultermeb) és harom hazai (egy Bx7-et atlag alatti szintermeb, egy normal-
valamint egy taltermé) buza fajtabal.

A megklonozott prométerek DNS szekvencidjanagtmagarozasat.

A meghatarozott DNS szekvenci@k silico elemzését. A tdltermelésben érintett
promoter elemek kereséseét.

Az 1Bx7 génjének megklonozasat két hazai buz@bid (egy normal- és egy
tultermeb).

Real-time PCR mddszer kidolgozasat az 1Bx7 gdeéidak meghatarozasara.

Masodik év (2006):

6.
7.

9.

A megklonozott gének DNS szekvencidjanak megbzdsa.

A megismert DNS szekvencidk alapjan markerekeis¥se a Bx7 allél variansainak
(Bx7 — Bx7*) elklonitésére.

A megismert DNS szekvenciak alapjan markerekeis¥se a Bx7 tultermelfajtak
azonositasara.

A tervezett markerek validalasa ismert tulajégyiskilfoldi és hazai buza fajtakon.

10. Az 1Bx7 géndozisanak meghatarozasa 6-8 isnidftildi (eblol 4-6 Bx7 tultermed)

bluza fajtaban és 3-4 régi magyar buza fajtaban.



Eredmények:
1. Promoéter szekvendlasi kisérleteinkhez harom BarlZAl tdrzset valasztottunk ki, az

alultermeb (AT) 11299 torzset, a normal termigINT) 11301 torzset és a tulterragTT)
11305 torzset. Ezen kivil a Chinese Spring (noteraheb) és Glenlea (tultermé) fajtakat
vizsgaltuk. Két leveles allapotu buza novéslykevelmintat vettink és QIAGEN ndvényi
genomi DNS kinyef kit (DNeasy) segitségével tiszta DNS mintéat atitok eb.

Az irodalomban korabban publikalt kétszer két primparral felszaporitottunk egy-egy, kb.
2,4 kbp hosszusagu DNS fragmentet, mely tartalmasgpt, a kodolo részt medeb, nem
atirodo 1,9 kbp hosszu szakaszt. A primerek szeakagn

A Glu-1Bx gén promaoterének amplifikaldsahoz haszndlt primere

B7KF 5' GAGCTCTCCCATCCAATTG 3
B7KR 5’ AGAAGCTTGG CCTGGATAGT 3’
B7BF 5’ GGGTCGATGGTATCAATCC 3
B7BR 5" GGCCTGGATAGTATGACCC &

A kb. 2,4 kbp hosszu DNS fragmenteket pCR2.1-TOR@dz06 rendszer segitségével
klénoztuk poli-A farkazés utan az Invitrogen cégékleti leirasat kvetve. Mind az 6t PCR
terméket a ligalas utan transzformaltuk és 3-3mialddl plazmidot preparaltunk az inszert
meéretének ellafrzéseére és restrikcios analizisre. EQy-egy pronsz@kaszt tartalmazé klont

kivalasztottunk szekvenalasra.

2. A szekvenalast mindkét szalon elvégeztik a ,primalking” mddszert alkalmazva, az
alabb megadott szekvencigju primerekkel, valamintklanozé vektoron & M13

primerekkel.

A Glu-1Bx gén promoterének szekvenaldsahoz hasznalt primerek

Forward primerek:

Bx7F14639 5' TTACCCAAACCCCAACTGCC 3
Bx7F15040 5' ACGAGAGAAGAAGTGCGTCG 3
Bx7F15470 5' ATGGGCTTTAGGAGAGATGG 3'
Bx7F15887 5' TAGGCTAAACTAACCTCGGC 3
Reverse primerek:

Bx7R16182 5 TAACGTCTCGGAGTTGCTGG 3'
Bx7R15771 5' GCTAAAGCCACGTAATGGG 3'
Bx7R15369 5' ATGACGTGCAAAAAAGTTGG 3'
Bx7R15027 5' CACGCCATCACTAATATTCCAC 3
Bx7R14665 5 TTTGCTGGGCAGTTGGG 3




A kapott szekvencia adatokat a GCG szoftvercsoregiisegével elemeztik és
Osszeallitottuk a teljes szekvenciat a nem kodgddtfeam) régidra, mind az 6t buzafajta
esetében. Az alabbi eltéréseket talaltuk (a pozi@igénbankban talalhaté szekvencia szerint

vannak megadva):

Pozici6 14331| 1458614764 | 14946/14947 150245414 | 15603| 15825 15924
Chinese Sp. A A A - G A T T C
Glenlea A AA A 43 bp insz C A T - C
Bankuti AT A A G A T C
Bankuti NT A A G G A T
Bankuti TT G A G 43 bp insz C A T C

3. A fenti tdblazat alapjan megallapitottuk, hogyiketrmeb Glenlea és Bankuti 1201 11306
fajtak Bx7 promoterében talalhatd egy 43 bp hoss®zercid az irodalomban ismert
normaltermel Cheyenne illetve az altalunk szekvenalt alul- ésmaltermeb fajtak Bx7
promoéteréhez képest. Az inszercid mind dominansidnkiodominans markerekkel (eléér
méreti PCR termék) kimutathat6. Mivel a PCR reakciok sondindig fenndll a reakci6
gatlasanak lehésége (hamis negativ reakcid), ezért a kodominankansrvezése mellett
dontéttink. A GCG programcsomag segitségéevel olpaimereket kerestink a Bx7
szekvenciaban, amelyek az inszercio két oldal&ih@ioak, de nincsenek jelen mashol az
adatbazisban taldlhatd szekvenciaban. Az igy kézéddt szekvenciakat BLAST program
segitségével leellénztik az 6sszes ismert névényi DNS szekvencidzainben, és azokat
tartottuk meg, amelyek kizarélag a buza Bx7 promin@e kobdnek. A kapott két-két forvard
€s reverz primert megszintetizaltattuk, hogy aaldlk alkotott 6sszesen 4 lehetséges primer
parbdl kisérleti uton valasszuk ki a legjobbat.

A Glu-1Bx gén promoterében talalhato inszercio kimutatasavazett primerek.

Név: Irany: Pozici6:| O.p.: Szekvencia:

Bx7F14642 | Forvard| 14637 54,4°d TTTTACCCAAACCCCAAGT
Bx7F14639 | Forvard| 14639 58,5°G TTACCCAAACCCCAACTGC
Bx7R15027 | Reverz | 15022 54,9°C CACGCCATCACTAATATTARC
Bx7R15369 | Reverz | 15369 53,2°C ATGACGTGCAAAAAAGTTGG




4. A korabban kivalasztott normalternig]11301) és tultermél(11306) torzsekdd tisztitott

DNS-t templatként hasznalva a Bx7 gént felszapiwitoés pCR2.1-TOPO (Invitrogen)
klbnozo rendszer segitségével klonoztuk. A klénoZH65 bp hosszd DNS fragmentet
Hindlll, Spel ésBstXI restrikcidos enzimekkel feldaraboltuk és a kivliggzakaszokat pGEM5
plazmid vektorba szubklénoztuk. A szubklonozas msokapott plazmidokon lév Bx7

fragmenteket M13 Forward és M13Reverse primereliszmalva szekvendltuk. A teljes Bx7
szekvenciat az igy kapott 400-500 bp hosszu szakbék a GCG programcsomag

segitségével szerkesztettik meg.

5. A Bx7 génre a primer3 szoftver segitségével PGRgreket és TagMan prébat terveztink.
A primerek specifikussagat ell@nztik klonozott HMW glutenin géneken és azt tailajt

hogy csak a Bx-en ad terméket a PCR reakci6. Atmaa PCR reakciot ABI 7000
készuléken optimalizaltuk. A reakciohoz a Glenléatmlalt DNS-t hasznaltuk templatnak.
Az optimalis reakcio elegy 750 nM forvard- és revprimert, és 100 nM TagMan prébét
tartalmazott. A PCR ciklusok 15 perc kezdeti deréatid utdn 15 mp 95 C és 40 mp 60 C

voltak.

A Glu-1Bx gén mennyiségi meghatarozaséra tervezett pringsrdlagMan proba.
Bx7F18096 TTTTACCCAAACCCCAACTG

Bx7R18196 CACGCCATCACTAATATTCCAC

Bx7Probe JOE-CAGGACAATGGCTGCAACCAGGAC-TAMRA

Belss referenciaként a puroindolin B gént terveztiinkznagi. Az elgként kiprobalt primer
par (Alary és mtsai, 2002) azonban rendkivikerimer-dimer képzési hajlamot mutatott,
ezért még TagMan prébaval kombinalva sefikda6tt megbizhatéan a reakci6. Kiprébaltunk
egy masik puroindolin B-re tervezett primer partr{@roso és mtsai, 2004), azonban
hasonloan rossz eredményt kaptunk. Ezért egy kiskulasulya glutenin génre (Terzi és
mtsai, 2003) és egy lipid transzfer protein géidarfy €és mtsai, 2002) tervezett primer part is
kiprobaltunk. Ez utobbi primer parral kaptuk a legggasabb reakcié hatékonysagot, ezért a
tovabbi kisérletek soran ezt hasznaltuk. A reateiméket SybrGreen | duplaszali DNS&ot
festékkel detektaltuk. A PCR ciklusok azonosakaloBx7 real-time PCR ciklusaival.



A lipid transzfer protein gén mennyiségi meghataséra szolgalo primerek.
Ltp490F TGCGACGGCGTCAAGAA
Ltp490R AGCGCTTTGGCGATCG

Mind a két reakcio teszteltilk genomi DN8Fkésziilt higitasi soron és a PCR hatékonysagot
kielégittnek (90-100 %) talaltuk.

6. A normal- és tultermél Bankati 1201 torzsh klonozott Bx7 gén szekvenciakat
0sszehasonlitottuk egymassal és az adatbankb#matél&zekvenciajaval (Cheyenne buzabol
szarmazik). Megallapithatdé, hogy a Bx7 HMW gluterighérjét normal- és talterntel
Bankuti 1201 torzsekben a Bx7 HMW glutenin géneleksencigjaban eltérés van. A
tltermeb tdrzsben egy pont mutacié és egy 18 nukleotididl duplikacié van a gén 3’
végéhez kozel. Mint az a Fuggelékben lathaté tsszetiitasbol kitnik, a Cheyenne buza
genomjaban taldlhat6 Bx7 HMW glutenin fehérje géeksenciaja megegyezik a Bx7 HMW
glutenin fehérjét normal mennyiségben tenBlnkati 1201 térzsben koédolt Bx7 HMW
glutenin fehérje gén szekvencigjaval.

A palyazat keretében elvégzett kisérleteink eregeiént megallapithatjuk, hogy a Bx7
HMW glutenin fehérjét taltermélBankuti 1201 térzs (11306) megkulonboztetheetobbibl

az 1Bx7 HMW glutenin gén szekvenciaja alapjan, dsimalva a 18 nukleotid hosszusagu
(CAA CCA GGA CAA GGG CAA) inszerciot. Ez a kilonbség alkalmasnak latszik RGR

alapu marker kidolgozasahoz a &ésiekben.

7. A GCG programcsomag segitségével olyan rovid szakat kerestink a Bx7
szekvenciaban, amelyek (az& pontban azonositott) 18 bp hosszl inszercié kedléh
taldlhatéak, de nincsenek jelen méshol az adatézisalalhatd szekvenciaban. Ezekre a
szakaszokra PCR primereket terveztiink agy, hogyoleadaspontjuk kozoétt a leltet
legkisebb kulonbség legyen. A programcsomag segitet leelledriztiik, hogy a tervezett
primerek nem képeznek-e masodlagos szerkezetapithdoop), illetve nem kddnek-e
egymashoz vagy sajat magukhoz (primer-dimer). Acoui@gos szerkezetet vagy primer-
dimert kép# primereket kizartuk. Az igy jonak talalt szekveik@t BLAST program
segitségével leellénztik az 6sszes ismert névényi DNS szekvencidzainben, és azokat
tartottuk meg, amelyek kizarélag a buza Bx7 géerkiadnek. A kapott két-két forvard és
reverz primert megszintetizaltattuk, hogy az &kahlkotott dsszesen 4 lehetséges primer
parbdl kisérleti uton valasszuk ki a legjobbat.



A Glu-1Bx gén 3’ végeén taldlhatd 18 bp inszercié kimutasanvezett primerek.

Név: Irany: | Pozicio | Olvadaspont; Szekvencia:

(5):
Bx7F18096 Forvard| 18096 | 58,9 °C GGGCAACAACCAGGACATGA
Bx7F18192 Forvard| 18192 | 58,5 °C GCAGTCAGGACAAGGGCAT
Bx7R18391 Reverz | 18410 56,0 °C GTTCTATCACTGCCTGGTCG
Bx7R18393 Reverz | 18412 54,9 °C GAGTTCTATCACTGCCTGGT

A Bx7 gén kédolé szakaszara tervezett primerek&éakuti 1201 11301 torzébizolalt
DNS-en teszteltik. A PCR reakci6hoz DynaZyme enzimasznaltunk a gyarté altal javasolt
pufferrel. A primerek mind a négy kombinaciobafikidtek, azonban a Bx7F18096 Forvard
primer hasznélata esetén 315-317 bp hosszu, mig7&1B182-vel 229-231 bp hosszu
termékeket kapunk. Tekintve, hogy a talterbiél és a normaltermébdl felszaporitott PCR
termékek kozott mindossze 18 bp kiulonbség varhesak a rovidebb termékeket ado
Bx7F18182-vel dolgoztunk tovabb. Ezzel a forvardimgrrel szemben mind a két reverz
primert kiprébaltuk és a reakciokat optimalizaltukz optimalis PCR korilmények a
kovetkedk voltak: kezdeti denaturacio 95°C-on 5 percig, andgnaturacio 30 masodpercig
95°C, kapcsolas 67°C-on 15 masodperc, vegul laseabbitds 72°C-on 15 masodperc, 45
ciklusban ismételve. Mivel a Bx7R18393 reverz prithasznalatakor gyakran megjelent egy
addiciondlis sav kb. 300 bp méretnél, ezért a B81B2-Bx7R18391 primerpért hasznaltuk a

tovabbiakban.

8. A Bx7 promoterre tervezett primereket (I&dpont) mind a négy lehetséges parositasban
kiprobaltuk PCR reakciéban a Bankuti 1201 1130&dk# izolalt Bx7 promotert tartalmazo
plazmidot hasznalva templatként. A PCR reakciohgmdZyme enzimet hasznaltunk a
gyartd altal javasolt pufferrel. A kapcsolasbnmersékletet gradiens PCR készilékben
(iCycler, BIO-RAD) optimalizaltuk mind a négy reaéa. Az elvégzett kisérletek alapjan
ugy taléltuk, hogy a Bx7F14639 feforvard primerrel a reakcid robosztusabbaiikadik,
valamint a Bx17 allél esetén is ad eredményt, mBx@F14642 jel primert hasznalva a
reakcio nem riikodik a Bx17 allélon. A reverz primerek kdzul miadkett j6 eredményeket
adott a Bx7F14639 primerrel szemben, azonban a BYUR/ hasznalata esetén a PCR
termék hossza csak 429 bp, mig a Bx7R15369 hasaredatén a termék 776 bp. A révidebb
PCR termék két okbdl isd@yos: (i) jobb a PCR reakcié hatékonyséaga, (ii)yohd a relativ



kilbnbség a normalternt@lél illetve a tultermeéinél kapott PCR termék hossza kozott, ezért
konnyebb az elvalasztasuk. Ennek megielela Bx7F14639-Bx7R15027 primer part talaltuk
a legjobban hasznélhaténak a tultein@x7 promoterében taldlhaté 43 bp inszercid
kimutatasara, és a tovabbiakban ennek markerkéhheasznalatat vizsgaltuk.

A reakciot kiprébaltuk Bankuati 1201 11305 torébklzolalt genomi DNS-en és a reakcid
kortlmeényeket tovabb finomitottuk. Az optimélis P& Ulmények a kovetkék voltak: 5

perc kezdeti denaturaciot (95°C) kédet denaturacio 95°C-on 30 masodpercig, majd
kapcsolas 60°C-on 20 masodpercig, végul lanchob#izab/2°C-on 40 masodpercig, 45
ciklusban ismételve.

9. A markert validaltuk ismert HMW allél 6sszetéiteBx7 normal- illetve taltermél
blazafajtakon (1. abra). Eredményeink azt mutatidkyy valamennyi Bx7+By8 allélt hordoz6
fajta a hosszabb (247 bp) PCR terméket, mig azé$8x7*+By9 fajta a rovidebb (229 bp)
terméket adja. A PCR termék mérete ugyanakkor nemelél a Bx7 tultermeléssel, hiszen a
Bx7 norméaltermel Chinese Spring ugyanugy a nagyobb terméket adid,arBx7 tultermel
Glenlea.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1. abra: PCR termékek elvalasztasa agar6z gélelektrof@@lzid. Bankati 1201
11306 2. Mv Emese, 3Bluesky, 4. Vona, 5. Chara, 6. Cheyenne, 7Chinese
Spring, 8. Glenlea9. Kukri AO8 10.Red Riverl 11. negativ kontrol. Vastag ligel
kiemelve a Bx7+By8 allélt hordozo fajtak.

A markert kiprobaltuk Bankuati 1201 izogén vonalakisn amelyeknek a HMW glutenin
fehérje Osszetételét korabban mar jellemezték,ggsaiGlu-Bl alléljuk mar ismert. Az
eredmények megésitették a kulfoldi fajtakkal kapott eredményektehat a hosszabb PCR
termék megjelenése egyértélem és kivétel nélkil a Bx7+By8 allélhez &dbtt, ugyanakkor
csak részlegesen korrelélt a Bx7 tultermeléssel.



1201 vonalak tesztelése a Bx7 génre tervezett PGiRkemel. Vastag bével
kiemelve a nagyobb PCR termék és a Bx7+By8 allél.

Bankuti 1201 vonal PCR termék mérete (bp Glu-Bdzésstel
B12 247 7+8
B18 247 7+8
B26 229 7*+9
B28 247 PE+8
B30 229 7*+9
B35 247 PE+8
B38 229 7+9
B41 247 PE+8
B44 229 7*+9
B47 247 7+8
B78 229 7%+9
B88 247 PE+8
B95 247 7+8

A markert validaltuk ismert HMW 6sszetétddx7 normal- illetve taltermél buzafajtdkon (2.
abra).Eredményeink azt mutatjak, hogy valamennyi Bx7etiteb fajta a hosszabb (429 bp)
PCR terméket, mig az 6sszes nem tultesrfegta a rovidebb (386 bp) terméket adja. A PCR
termék mérete ugyanakkor nem korrelal a Bx7*+Byklglelenlétével, hiszen a Bx7-et
tartalmazé Chinese Spring ugyanugy a kisebb termaé@, mint a Bx7*-ot tartalmazo
Cheyenne.

400 by —»

2. 4bra: PCR termékek elvalasztasa agardz gélelektrof@@izisl: Molekulasuly
standard (GeneRuler, Fermentas), 1. Cheyenne,i@e§€hSpring, 3Bluesky, 4:
Kukri , 5:Glenlea 6: Mv. Emese, 7: Vona, &hara, 9: Bankuti 1201 11306 A Bx7
tultermeb fajtak vastag bével vannak kiemelve.

A markert kiprébaltuk Bankati 1201 izogén vonalaksn amelyeknek a HMW glutenin
fehérje dsszetételét korabban mér jellemeztékg¥s iBx7 termelésik mértéke mar ismert.
Az eredmények megésitették a kulfoldi fajtakkal kapott eredményekisthat a hosszabb
PCR termék megjelenése egyertiedm és kivétel nélkil a Bx7 tultermeléshez dkiiitt,

ugyanakkor csak részlegesen korrelalt a kilo6liaiz-B1 allélok jelenlétével.



Bankuti 1201 vonalak tesztelése a Bx7 promotemeerett PCR markerrel. Vastag

betivel kiemelve a nagyobb PCR termék és a Bx7 tultkrsne
Bankuti 1201 vonal PCR termék mérete (bp Glu-Bizégetel
B12 386 7+8
B18 386 7+8
B26 386 7*+9
B28 429 7E+8
B30 386 7*+9
B35 429 7E+8
B38 386 7+9
B41 429 7E+8
B44 386 7*+9
B47 386 7+8
B78 386 7*+9
B88 429 7E+8
B95 386 7+8

10. A Glu-1Bx génddzisanak meghatarozasahoz genomi DNS-t ianl&8 ismert

nemzetkozi buzafajtabdl és 3 Bankuti 1201 vonalb@x7 illetve az Ltp génekre tervezett
primer-pérokkal real-time PCR-t végeztiink a 100rszan illetve 1000-szeresen meghigitott
DNS mintakon. Kalibratorként a Chinese Spring fajidzolalt DNS-t hasznaltuk 10-10000-
szeres higitasban. A kapott standard gorbék alapgghataroztuk minden mintaban a Bx7 és
azltp gének mennyiségét a kalibratorhoz (Chinese Spkiéggst. A két mennyiség
hanyadosa megfelel@u-1Bx géndozisanak. A 3. bran feltintettik a kapoékéket a
hozzajuk tartoz6 szoérassal. Amint az abran latregg,Bankuti 1201 vonal kivételével (ahol
az eredmények szérasa tul nagy) minden mintabdnree€e Spring-gel azonosGu-1Bx

géndozisa.
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3. abra: A Glu-1Bx géndozisa néhany buzafajtaban real-time PCR-rghatarozva.
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A palyazat keretében elért hasznosithatd eredmeények
A Glu-1Bx gén promoterére tervezett PCR markert egyiiktidés keretében az MTA

Martonvasari Meégazdasagi Kutatéintézete rendelkezésére bocsatatiokazt egy jelenleg
futé nemesitési programban hasznaljak Bx7 tultesmehalak azonositasara. Az
egyuttmikddés soran elért eredmények 2007. folyaman neidzdtiyoiratban kertlnek
kozlésre (1. készéilkezirat).

Az altalunk izolalt Bx7 prométer felhasznalhaté éldan vagy mas gabonaban transzgének

endospermium specifikus kifejezésére.



Osszefoglalas:

A palyazat keretében:

Megklénoztuk aGlu-1Bx gén promoéterét két ismert kilféldi (egy normal- ey
tultermeb) és harom hazai (egy Bx7-et atlag alatti szintermeb, egy normal-
valamint egy taltermé)) buza fajtabal.

Meghataroztuk a klonozott prométerek DNS szekvéatia

A tultermeb buzafajtdk prométerében azonositottunk egy 43 dgsaU inszerciot,
amely az alul- és normalterndeflajtakban nincs jelen.

Az inszercio kimutatasara kodominans PCR markevieiink és a markert ismert
nemzetkozi fajtakon validaltuk.

Megklonoztuk aGlu-1Bx gén fehérjét kodolé szakaszat két hazai (egy nibemaeb,
Bx7* allélt hordozo és egy tulterntgIBx7 allélt hordozd) buza fajtabol.
Meghataroztuk a klbnozott gének DNS szekvenciajat.

A Bx7 allél 3" végén azonositottunk egy 18 bp hdsszszercidt, amely a Bx7*
allélban nincs jelen.

Az inszercio kimutatasara kodominans PCR markevieiink és a markert ismert
nemzetkozi fajtakon validaltuk.

Kidolgoztunk egy real-time PCR mddszeiGh-1Bx géndbzisanak meghatarozasara.
Meghataroztuk &lu-1Bx génddzisat 8 ismert kilfoldi (ebb6 Bx7 taltermed) buza

fajtdban és 3 régi magyar buza fajtaban.

Budapest, 2007. februar 28.

Dr. Gardonyi Mark

témavezét



