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1. Osszefoglalas

A buzafehérjék fizikai és kémiai tulajdonsagai alapvetéen hatarozzak meg a buzaliszt
siitéipari minéségét, a sikér eroésségét. A sikér a polipeptid alapegységekbdl felépiilé
makropolimer, a gluteninekbdl és a monomer jellegii gliadinok keverékébdl all. A glu-
teninek a tészta rugalmassagat, a gliadinok a tészta plasztikussagat biztositjak. A két
fehérjecsoport egyiittesen adja ki a viz hozzaadasara kialakul6 sajatsagos komplex szer-
kezetet.

A buzafehérjék csoportositasanal oldhaté és nem oldhaté fehérjéket kiilonboztet-
hetiink meg. Az oldhato fehérjék csoportjaba tartoznak az albuminok és a globulinok.
A nem oldhaté csoportot az el6bb emlitett sikérfehérjék 6sszessége képezi: a-, -, y-, és
w-gliadinok, kénszegény prolaminok, kéndus prolaminok, kis és nagy molekulatomegti
glutenin alegységek (LMWGS és HMW GS) Ezen fehérjéket genetikai hatteriik alapjan a
nagy molekulatémegii, kénben szegény és kénben gazdag prolaminok csoportjaba is
sorolhatjuk. A buzafehérje kutatas az utobbi 25 évben a molekularis biolégia iranyaba
tolodott el, amelyet a polimerkémia és a kolloidika mddszereivel egészitenek ki. Mara
olyan vizsgalati modszerek és berendezések allnak rendelkezésiinkre, amelyek segit-
ségével a tésztajellemzok néhany gramm lisztb6l meghatarozhatok. A modszer cstcs-
teljesitményét a 2 gramm lisztbdl készitett probacipo siitési probaja jelenti egy gylszi
méretii edényt befogado specialis kemencében.

Aliszt kémiai 6sszetétele és funkcionalis tulajdonsagaiin vivo és in vitro kézvetleniil, illetve
in vivo kozvetetten is vizsgalhatok. Az arpa egy w-gliadin analdogjanak, egy C hordeinnek
a génjét szisztematikusan maédositva glutenin analég fehérjéket (ANG) allitottunk eld,
valtoztatva a géntermék méretét, a benne 1évé ciszteinek szamat és elhelyezkedésiiket a
polipeptidben. A bakterialisan expresszalt fehérjék minéségre valé hatasat in vitro inkor-
poracios kisérletekben vizsgaltuk, végiil az optimalisnak itélt hatast eredményezé génnel
buza-transzformaciot végeztiink. Ezzel a mdédszerrel olyan transzgénikus buzat sikeriilt
eléallitani, amelynek siitSipari mindsége 11%-kal haladta meg a kiindulasi buza adatait,
mikozben a dagasztasi energiasziikséglet 20%-kal csdkkent.

A nemesités vonatkozasaban a tanulmanyozott kiilonféle modellek alkalmazasanak leg-
fontosabb tanulsaga az, hogy a nagymérvii allél-allél kdlcsonhatasok kovetkeztében
a mindség javitasat célzé nemesitési gyakorlatban egy-egy allél bevitele helyett allél-
kombinaciodk kialakitasa a kivanatos.

" FBFD PTY LTD NSW 2119 Beecroft, 34 Hull Road Australia
" FBFD PTY LTD NSW 2119 Beecroft, 34 Hull Road Australia

Elelmiszervizsgalati kozlemények - 2014. LX. évf. 3. szam

-
=0
02z
W
il
Lo
(&)
k2
d b
.
25
- |
28
£ <
[/}
-]
(a]
2



n
(¢]
A
C
]
N
1!
>
r 4

-

P

DIASSOHIHINMIS S3 VIINIA 1HVdHIVNOEVO

2. Bevezetés

Az 1880-as évek végén Fredrick Guthrie - az elsé
ausztral buzanemesitd, William Farrer mellett dolgoz6
vegyész - egy Budapesten, a Ganz gyarban, promoé-
cids célbdl gyartott és Ausztraliaba kerilt kisméretd,
mUkédd malom-modell alkalmazasaval mérésekkel

Osszehasonlitotta Farrer vonalait, meghatdarozta a
lisztkihozatalokat. igy sziiletett meg a ma gabonaké-
miaként ismert szaktudomany, amelyben a kis Ganz
hengerszékes prébamalom volt az elsé laboratériumi
vizsgalo eszkdz [1086].

1.dbra. Guthrie rekonstrualt proba-malma’
Figure 1. The reconstructed small scale mill of Guthrie’

Guthrie jutott el8szér arra a gondolatra, hogy a bu-
zanemesités folyamataban a szelekcid egyik fontos
kritériuma — a terméshozam mellett — a buza miné-
sége legyen. Koncepciodja — amely napjainkig a miné-
ségvizsgalatok alapja - az volt, hogy a laboratérium-
ban az &rlés, a tésztakészités és a sltés folyamatat
a malmi és pékségi berendezésekkel azonos elvd, de
aranyosan lekicsinyitett modellekkel vizsgalja. Re-
konstrualt probamalma az 1. abran lathato.

Az elmult masfél évszazadban a buzaminéség foga-
lomkoérébe esd tulajdonsag-egylttes nagymérték-
ben differencialédott, bévilt. A gabonakémia - a
mindenkori tudomanyos-technikai tudasszintnek és
lehet6ségeknek megfeleléen — igyekszik ezeknek a
tulajdonsagoknak a meghatarozasara, értékelésére,
elérejelzésére alkalmas metodikakat kidolgozni és

alkalmazni a buzavertikum kulonféle szintjein, a ne-
mesitéstél a mez8gazdasagi termesztésen at a buza
tarolasa, forgalmazasa soran illetve a malom- és si-
t6iparban [18],[19].

Evezredes empirikus tapasztalat, hogy a késziilé
tészta konzisztencidja alapjan a pék képes eldon-
teni, hogy mennyi vizet hasznaljon a dagasztasnal,
és mennyi ideig dagasszon egy adott lisztbdl késztilt
tésztat. Ez adta az alapot a buzakémia fogalom-
rendszerének kialakitasahoz az empirikus reoldgiai
fogalmak és az azok meghatarozasara szolgalé mi-
szerek kidolgozasahoz, annak felismeréséhez, hogy
a kivaléo minéségu kenyér készitésének kritériuma a
sikérerésség és nyujthatdsag egyensulya a tésztaban
[105].

A rekonstrudlt Guthrie dltal hasznalt malom-modell Sydney-ben, a CSIRO Buzakutatd Intézetében volt éveken at kidllitva, majd annak
Canberraba torténd dtkdltézésekor elkallodott. 2012-ben egy lomraktadrban talaltak meg és vitték vissza Budapestre, a Sydney-i Dedk
Ferenc kér nagyvonalli segitségével. Ma az Ontédei Mizeum Ganz-gydjteményének féltve 6rzott darabja.

! The reconstructed model-mill used by Guthrie has been on exhibition in Sydney, at the CSIRO Wheat Research Institute for many
years, and later on, during the relocation of the Institute to Canberra, it was lost. In 2012 it was found in a lumber room and was taken
back to Budapest, through the generous support of the Sydney Dedk Ferenc circle. Today, it can be found at the Foundry Museum,

Budapest, as a treasured piece of the Ganz collection.
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1. Overview

Principally the physical and chemical properties of wheat
proteins determine the baking quality of wheat flour and
the strength of gluten. Wheat gluten, a unique complex
compound is formed during dough mixing from interact-
ing hydrated glutenin and gliadin proteins of the flour.
Glutenins are the macropolymers, built up by polypep-
tide subunits, gliadins are monomer type single polypep-
tides. The glutenins are responsible for the elasticity of the
dough, while the gliadins are responsible for the plasticity.

Wheat proteins can be distinguished as soluble and insol-
uble proteins. The soluble proteins belong to the groups
of the albumins and globulins. Numerous polypeptides
form the group of the insoluble proteins group, the above
mentioned gluten proteins: a—, B-, y— and w-gliadins, low
and high molecular weight glutenin subunits (LMW GS
and HMW GS, respectively). Based on the genetic back-
ground of these polypeptides they also can be grouped
as sulphur poor, sulphur rich and high molecular weight
(HMW) prolamins.

Research activity on wheat proteins has shifted in the di-
rection of molecular biology during the last 25 years, sup-
ported by polymer- and colloid chemistry. Nowadays, with
the applications of available methods and new analytical
equipment allow the determination of the dough proper-
ties using just a few grams of wheat sample. As the state
of the art of these methods, it is possible to make a baking
trial from 2 grams of flour in a thimble sized special oven.

The chemical composition and functional properties of
flour can be examined directly or indirectly in in vivo and
in vitro conditions. The gene of an w-gliadin analogue of
barley, called C hordein, has been systematically modified
to produce analogue glutenin proteins (ANG) by varying
the size of the gene as well as the number and location
of cysteine groups in the polypeptide. The effects of sup-
plementing the bacterially expressed ANG proteins into
the flour on the mixing properties have been tested by
in vitro incorporation experiments and the optimal gene
variant has been selected for wheat transformation. The
successfully produced transgenic wheat showed an 11%
improvement in baking quality, while the mixing energy
consumption decreased by 20%.

In the light of wheat breeding, the most important out-
come of these model based investigations is that, instead
of targeting the introduction of a certain individual allele of
HMW GS, it is more desirable to construct different allele
combinations, because the high impact of the allele-allele
interactions.

2. Introduction

In the late 1880s Frederick Guthrie — the cereal chemist
who worked with the first Australian wheat breeder, Wil-
liam Farrer, — compared the different wheat lines from Far-
rer with accurate laboratory measurements, determining
the flour yields. He used a small scale model mill, manu-
factured in Budapest at Ganz factory for promotional pur-
poses and was allocated to Australia. It was the born of
the scientific discipline, cereal chemistry and the minia-
ture roller mill from Ganz was the very research instrument
applied in this area. [106].

Guthrie first came to the idea that throughout the wheat
breeding process the quality of the wheat should be the
highlighted criteria in the selection process - in addition to
the yield what used to be in the focus before. His concept
- which today still is the fundamental philosophy of the
quality related research - was that, for the proper inves-
tigation of milling, baking and pasta-making processes
in the laboratory he must apply the same principles as
used in the technology by applying proportionately scaled
down models of mills and bakery equipment’s. His recon-
structed small laboratory mill is shown in Figure 1.

During the last one and half century the attributes for evalu-
ating wheat quality significantly differentiated and expand-
ed. Grain chemistry — according to the state of scientific
and technical knowledge - intend to develop and apply
methodologies, capable to determine and evaluate, predict
these properties, in the whole wheat chain, in wheat breed-
ing, agricultural cultivation, grain storage and distribution,
at milling and in the baking industry. [18], [19].

Based on the thousands of years of empirical experience,
the baker is capable to determine how much water is
needed at the mixing process, and how long he has to
mix the dough from a specific flour to prepare the desired
dough based on the his checking its consistency by his
hand. This empiric experience provided the basis for de-
fining the terms and concepts of empirical rheology and
for the development of those essential instrumentations
which led us to realize that the essential criteria for the
quality of the bread-making is ultimately related to the bal-
ance of gluten strength and dough extensibility [105].

3. Wheat proteins and baking quality

At first approximation, the possible use of a wheat sam-
ple is determined by two of its properties, grain hardness
and the protein content of the grain: the higher protein
content, the higher quality products. However it is very
important to note that — beyond the protein content - that
is equally essential to know what type of proteins are pre-
sent in what proportion. So, the baking quality of wheat is
determined by its protein content and composition.

The all-time knowledge base in relation to the quality at-
tributes on macro- and molecular level is inseparable from
the current state of plant biology, genetics, plant protein
structure, analytical separation techniques and identifica-
tion processes.

Beccari in 1728 described that the washing of wheat
flour dough with water produces a sticky substance with
strange consistency; what he called gluten [6]. One hun-
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3. Buizafehérjék és a siitSipari minéség

Egy buzaminta felhasznalasi lehetéségeit elsd kozeli-
tésben annak két tulajdonsaga, a szem keménysége
és fehérjetartalma hatérozza meg: a magasabb fe-
hérjetartalom értékesebb és jobb mindségl termé-
kek elballitasat teszi lehetévé. Az azonban rendkiviil
Iényeges, hogy a fehérjetartalmat mely fehériék és
milyen aranyban reprezentaljak.

A buza sitéipari minéségét nagymértékben annak
fehérjetartalma és fehérje-Osszetétele hatarozza
meg: a minéségi paraméterek makro- és molekularis
szint(i értelmezésével, azok meghatarozasi lehets-
ségeivel kapcsolatos tudasszint elvalaszthatatlan a
ndvénybioldgia, a genetika illetve a ndvényi fehérjék
szerkezetével, elvalasztasi és azonositasi lehetdsé-
geivel kapcsolatos mindenkori ismeretektdl.

Glutenin
polipeptid alapegységekbdl
feléplil6 makro-polimer

Gliadin

monomer fehérjék

Beccari 1728-ban irta le, hogy a buzalisztbdl készilt
tésztat vizzel mosva egy ragacsos, furcsa konzisz-
tencidju anyagot, sikért allitott el§ [6]. Szaz évnek
kellett eltelnie ahhoz, hogy kideriljon, hogy a sikér
f6tdmegében fehérje, és tovabbi 6tvennek, hogy rea-
lizaljuk, ez az anyag tdbb mint szaz kullénféle fehérje
komplex kdlcsbnhatasanak produktuma. A sikérkép-
z8 képesség a buzafehériék unikalis sajatossaga,
erre a buzaval botanikai rokonsagban lévé ndévények
(rozs, arpa, stb.) fehérjéi sem képesek. E tulajdonsag
illetve a sikér specialis reoldgiai tulajdonsagai avatjak
a buzat az emberiség egyik legfontosabb élelmiszer-
névényévé. Mindennek az okdra csak a napjainkra
Osszegylilt ismeretek alapjan tudunk elfogadhato
magyarazatot adni.

Sikér
a hidrataloédott glutenin- és gliadin-fehérjék
kolcsonhatasa altal létrejott komplex

Elasztikus Plasztikus szerkezet
Glutenin Gliadin Gluten .
macropolymer built up by polypeptides monomer proteins complex systelr.n g_f hydrtat'ed glutenin and
Elastic Plastic gliadin proteins

2. abra A buzaliszt stitéipari minéségét alapvetéen meghatarozo fehériekomponensek
Figure 2. Baking quality determining protein components

Osborne [68] uttoré tevékenységét kovetéen, amikor
is a buza fehérjéit oldhatésag alapjan frakcionalva
bevezette az albumin-, globulin-, gliadin- és glutenin
fogalmakat. Ett6l kezdve a gabonakémia fejlédését
egyértelmlen a gabonafehériék kémidjaval, elva-
lasztas-technikajaval majd a késébbiek folyaman az
azok genetikajaval kapcsolatos fejl6dés hatarozta
meg. Ennek tdbbek kbzt az az oka, hogy a sikérerés-

ség és nyujthatésag emlitett egyensulya a buzaliszt
gluteninjeinek (fehérje-alegységekbdl diszulfid hidak
altal feléptild linearis makropolimerek) és gliadinjai-
nak (monomer prolamin polipeptidek) aranyatdl fligg
[105]. A sikér, illetve a tészta elasztikus, tulajdonsa-
gaiért a gluteninek, mig a plasztikus sajatossago-
kért a gliadinok felelések, az elébbi erdsiti, az utébbi
gyengiti a tésztat (2. és 3. abra).
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dred years had to pass to find out that the main mass of
gluten is protein, and another 50 to realize that, this mate-
rial is a product of the complex interactions of more than
hundred different proteins. The ability of gluten formation
is a unique feature of wheat, not found even at the botani-
cally related crops (rye, barley, etc). This property and the
special rheological characteristic of gluten made wheat
to one of mankind’s most important plant food material.
Today we can finally provide reasonable explanation for
the complex reasons behind this on the basis of our ac-
cumulated knowledge.

Following Osborne’s [68] pioneering work where wheat
proteins have been fractionated according to their solu-
bility, the terms albumin, globulin, gliadin and glutenin
have been introduced. Since the progress of the cereal
grain chemistry is determined by achievements of protein
chemistry and separation techniques, and later on by the
genetics of these proteins. The most important reason
behind this is the fact that the above mentioned balance
between the strength and extensibility of the wheat flour
dough are directly related to the ratio of the two gluten
protein classes, glutenins and gliadins. The glutenins are
macropolymer proteins, consisting from protein subunits
bonded by disulphide bridges, while gliadins are mono-
mer polypeptides) [105]. The glutenins are responsible for
the elastic properties, the gliadins for the plasticity of the
gluten, the former reinforces it, and the latter weakens the
dough (Figures 2 and 3).

In the 80’-es, the solubility-based Osborne classification
system of wheat proteins has been replaced by a new, ge-
netics-based system (Figure 4.). This allowed relating the
proteins of different plant species to each other, to identify
the analogous genes and their products in the hexaploid
wheat genome and to make comparative analysis on the
different alleles. The biological function of the gluten pro-
teins in wheat is a storage function, therefore the natu-
ral mutations in the gene pool are not lethal, they are not
followed by selection, and thus the mutated genes can
be inherited. It is the biological background of the large
variation — polymorphism — of storage proteins in wheat
[98], [99].

These ideas have been adapted in real practice quickly
among the breeders. The High Molecular Weight (HMW)
[72], and Low Molecular Weight (LMW) [49] glutenin alleles,
and the so called gliadin blocks [64] after electrophoretic
separation - become chemical markers, important tools to
select the lines with better quality attributes [40].

For a long time, the main focus of research related to the
polymeric structure of glutenin and its relationships to
quality attributes concentrated on the question whether it
is a linear or branched polymer. Based on our nowadays
knowledge, in the glutenin polymer HMW glutenin subu-
nits builds up a linear backbone on which branches can
be found built up from LMW subunits. The size distribu-
tion of the polymeric proteins is a fundamental parameter
which determines the gluten strength. The research of
Orth and Bushuk [67] revealed that the longest polymers
— larger than a cutoff size - have the most impact on the
rheological characteristics of the dough. Later on the rela-
tive amount of this macropolymers (UPP%) [47], become
one of the most essential chemical indicators for quality.
Along with other parameters like flour protein content, glu-
tenin/gliadin ratio, HMW/LMW glutenin subunit ratio.

In the last 25 year the rapid development in the genet-
ics and molecular biology of wheat proteins resulted in a

breakthrough in the understanding of wheat quality at mo-
lecular level. The new research strategies and techniques
based on the three pillar of the central dogma — with the
active involvement of other co-science areas (polymer
chemistry, colloid science) - made new possibilities to
reveal the quality of wheat, wheat flour, and dough, in re-
lation to link it to genetic (G), environmental (E) and tech-
nological (T) effects and their complex interaction (G x E
and G x E x T) (Figure 5.). It provided the opportunity to
investigate the effects of certain, individual components
of the very complex wheat flour matrix. [18].

4. Functional investigations in micro-scale

For these studies, It was necessary to develop a whole new
group of small and micro-scale investigation techniques
to carry out these fundamenthal investigations and then
to utilize the outcomes in applied research and at the level
of routine measurements. Several novel equipment and
methodologies, requiring limited amount of test sample
(in extreme cases, one grain of wheat) have been devel-
oped and successfully used at the Wheat Research Labo-
ratory of the Australian CSIRO (Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organisation) partly through a
20-year long Hungarian-Australian collaboration [21], [22],
[23], [24], [30], [28], [45]. These devices have become in-
dispensable tools for basic research in wheat chemistry
in recent years and - after the establishment commercial
productions of certain equipment - these methodologies
appeared successfully in those commercial applications
where only a small amounts of test samples are available
(sch as in pre-breeding). Some of the instruments derived
from this fruitful partnership are listed here:

e 2g Mixograph [44],
e Micro-Extension Tester [82],
e Micro Noodle Machine [74],

e Micro Z-arm mixer, which is the micro sized version of
the still world-wide used valorigraph, developed by the
Hungarian Hankéczy at the 30’s [95], [50],

e METEFEM micromill [29], [97],
e Micro Zeleny apparatus [37],
e Micro-gluten washer [96];

The possibility of determining the characteristics of a
dough using only 2-5 grams of flour — and the capability to
monitor the effects on the rheological parameterscaused
by 2-20 mg of supplemented protein - provided a new
level investigating structure /function relationships. One of
the top performance of these efforts was to bake bread as
a baking test, requiring only 2 grams of flour, where the
mixed and rested dough was placed in the furnace in a
specially made thimble (figure 6).

5. Methods relating chemical composition to func-
tional properties

Three different strategic approaches can be applied to
examine the relationships between quality related proper-
ties and the chemical composition or its genetic makeup
(Figure 7.): applying in vitro or in vivo direct methods or
indirect methodology [39].

5.1. In vitro direct methods

In case of in vitro methods, the composition of a given
sample is sistematicly altered and the quality/functional
changes are monitored. This method was developed from
the so-called reconstruction methodology, where two or
more flour/dough samples have been fractionated into
their main componenets (starch, gluten, soluble com-
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3. abra A glutenin/gliadin arany hatasa a tészta dagasztasi tulajdonsagaira (A) és a kenyértérfogatra (B)
Figure 3. Effect of the glutenin/gliadin ration on the mixing properties (A) and on the bread volume (B)

Az Osborne-féle, oldhatosag alapjan kidolgozott fel-
osztast és nevezéktant a 80-as években a genetikai
alapokon allé rendszerezés valtotta fel (4. abra). Ez
lehetéve tette a kiilonbdzd ndvényfajok fehérjéinek
megfeleltetését, a hexaploid buza harom genomja-
ban lokalizalt azonos funkcioju gének illetve termé-
keik identifikalasat, a kiilonb6zé allélek 6sszehason-

litd vizsgalatat. A sikérfehérjék bioldgiai funkcidja a
buzandvényben raktarozasi funkcio, igy a természe-
tes mutdacioval el6alld modosulasok a genetikus allo-
manyban nem letalisak, azokat nem kdveti szelekcio,
tehat 6roklédnek. Ennek eredményképpen alakult ki
a raktarozasi fehérjék nagymértékl valtozatossaga
[98], [99].
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ponents), and these fractions have been systematically
combined, monitoring the functional parameters. In case
of the so called “base flour method” an isolated compo-
nent is added to the flour during the mixing process and
the functional properties, determined, are compared with
those of the original base sample. In this studies, it was
possible to use products of native and/or genetical modi-
fied genes produced by hetrolougous expression in E. coli
instead of the very complicated and labour intensive iso-
lation of individual flour protein compontns [92]. The ex-
perimental designe in case of supplementing monomeric
proteins is simple and problem-free [42], [102], while in
the case of polymeric subunits it must be ensured that
the supplemented polypeptide - like in case of the in vivo
situation — becomes the integral part of the protein poly-
mer. The technique to build glutenin subunits into the glu-
tenin polymer is called “incorporation”, which consist a
partial reversible reduction and subsequent redoxidation
step during mixing process carried out in the mixing bowl.
(Figure 8.) [25], [26].

Applying the incorporation technique, a direct relationship
has been successfully demonstrated between the size of
the natural HMW glutenin subunits and gluten strength
[20], [101]. These results were confirmed with the use
of bacterially expressed, gene modified HMW glutenin
subunits [3], [2]. The analogue experiments with LMW
glutenin subunits showed similar, but lower effects in ac-
cordance the smaller size of the polypeptides both in the
case of isolated [83], and bacterially expressed proteins
[63]. The chemical structure of HMW and LMW glutenins,
namely the number and location of cysteine groups in the
polypeptide also showed strong effects on the functional
properties [85].

The optimized parameters of the chemical processes,
namely the concentration of the reducing and oxidising
agents and the reaction time ensure that, - as it is shown
on Figure 8/A - the functional properties are remaining
unchanged, so the alteration in the measured parameters
originated from the incorporated subunit, marked with
red. (Figure 8/B). Particularly important results have been
achieved by the comparative analysis of G/lu-D1d and
Glu-D1a alleles (containing Dx5+Dy10 and Dx2+Dy12
polypeptides, respectively.). It was found that the signifi-
cantly different gluten strength between the investigated
samples is originated from the extra cysteine group locat-
ed on the N-terminal region of the Dx5 subunit [1]. Another
remarkable observation was achieved when the four Glu-
D1 subunits have been incorporated in pairs: synergic ef-
fects on the mixing properties and gluten strength was
found when the x and y type subunits were incorporated
in equimolar amounts [20].

The original idea of the model-flour method was inspired
by the Chemoton-theory of Ganti [43]. The aim was to de-
velop an experimental design, capable to study the dough
as a unit system?: to build up the simplest model flour,
which have analogue properties like the gluten or a real
dough matrix with the minimal number of the components
using starch, lipids, and different individual isolated wheat
proteins. Mixing the gliadin protein with in vitro synthe-
tized polymers of HMW and LMW glutenin subunits, and
by the addition of starch, soluble components, lipids re-
sulted in somewhat similar mixing characteristics like a
real dough, but it was found that to model the typical
visco-elastic properties, the system must contain more
polypeptide from each of the three main gluten protein
components. In the light of this experiment the unique na-

ture of wheat flour dough can be postulated: because of
the the large level of polymorphism of storage proteins in
the hexaploid wheat, the physical and physico-chemical
properties of the dough - such as the size of the aggre-
gates, the surface charge distribution etc.— can be in-
terpreted as continous parameters in large intervals as a
result of the interactions among the huge number of very
similar polypeptides.

5.2. In vivo direct methods

The direct proof of usefulness of the in vitro incorporation
methodology carried out on small-scale dough testing
machinery was provided by the functional characterisa-
tion of genetically modified wheat transforms with altered
glutenin composition. After introducing the missing genes
of different glutenin subunits into certain members of the
HMW glutenin null set of produced by Lawrence and his
co-workers [62], the mixing properties of this genetically
modified wheats were in agreement with those found with
the analogue incorporation ewxperiments. (Figure 9.).

The primary objective of the large number of wheat trans-
formation attempts with wheat storage protein genes [14],
[51], [52], [70], [76], [79], [80], [81], [87], [86], [85], [93], [94]
has not been to produce germplasm what can be used
at the pre-breeding phase for quality improvement, rather
they were aimed to study the effects of introduced native
or genetically modified wheat or non-wheat genes on the
quality parameters in vivo. In this regard, the experimentst
carried out by Tamas et al. [90], [91] are worth to espe-
cially mention. Glutenin analogue proteins (ANG) with
the modification of an w-gliadin analogue C hordein gene
from barley have been produced changing the size of the
gene product and/or altering the number and location of
cysteines in the polypeptide. The effects on the quality
of the base flours, caused by incorporation of the prod-
ucts of these genetically modified ANG genes produced
by bacterial expression have been monitored throughout
in vitro experiments (Figure 10.), finally wheat-transfor-
mations have been carried out using the gene that pro-
vided the best results in the in vitro experiments. Using
this procedure the transgenic wheat containing the gene
of polypeptide with the optimised structure, showed an
11% improvement in baking quality, while the energy con-
sumption of dough mixing decreased by 20% [53].

Comparing the behaviour of the transforments with the
results of the in vitro incorporation experiments, certain
limitations of the in vitro technique also have been ob-
served. With the exchange of the C-terminal region of Dx5
and Dy10 subunits, the Dx5-Dy10 hybrid in vivo produced
an intramolecular disulphide bridge, which functioned as
a chain terminator while the in vitro investigations could
not predict such structural anomaly.

5.3. In vivo indirect methods

During the past 30 years, huge amount of genetic, bio-
chemical and quality data have been collected and ap-
plied to establish databases and mathematical models.
These informations have become widely used in grain sci-
ence to explore the relationships between genotypes and
phenotypes, both in basic and in applied research. The
success of Payne-score [73] in wheat breeding improved
the selection for quality and made it more effective as well
as contributed to better understand the basic questions
and the cause/effects relationships in wheat genetics and
wheat chemistry. Parallel with the wide spread and the
successful applications of the Payne-score, as early as
the 90’s active research has been initiated aimed to de-
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4. dbra. A buzafehérjék oldhatdsdgon illetve genetikai elveken alapuld felosztasa [84].
Az abra alsé harmadaban bemutatott fotok a fehérjék méret-, illetve téltéskilénbségein alapulo
elektroforetikus elvalasztasat szemiéltetik.
Figure 4. The solubility- and the genetics based classification of wheat gluten proteins [84].
The photos in the lower third of the figure show the proteins separated by their size and charge
differences by using different electrophoresis techniques

Ezen ismeretek igen gyorsan gyakorlati alkalmazast
nyertek a nemesiték korében. Az elektroforetikusan
meghatarozott nagy molekulatémegl (HMW) [72], és
kis molekulatémegl (LMW) [49] glutenin allélek illetve
gliadin “blokkok” [64], mint kémiai markerek a miné-
ségre torténd szelekcid fontos eszkdzévé valtak [40].

A glutenin polimer szerkezetével illetve ennek a mi-
néségi paraméterekkel valé viszonyaval kapcsola-
tos kutatasok homlokterében hosszu ideig a polimer
linearis illetve elagazasos volta allt. Ma mar tudjuk,
hogy a polimer HMW glutenin alegységekbdl feléptlé
linearis vazahoz az LMW alegységek elagazo lancok
formajaban kapcsolédnak. A polimerek méretelosz-
lasa alapvetd paraméter a sikérer8sség szempontja-
bol. Orth és Bushuk [67] kutatasai ravilagitottak a leg-
hosszabb polimerek kitlintetett szerepére a sikér reo-
I6giai sajatossagainak kialakitasaban. Ez, a kés6bb
makropolimernek nevezett frakcid relativ mennyisé-
ge (UPP%) lett [47], a liszt fehérjetartalma, a glute-

nin/gliadin arany és a HMW/LMW glutenin alegység
arany mellett a kémiai alapu mindségvizsgalat leg-
fontosabb paramétere.

Az elmult 25 évben a genetika és buzafehérjék mo-
lekularis biolégiaja rohamos fejl6désének kdszénhe-
téen attorés kovetkezett be a buza minéségét meg-
hatarozé molekuldris szintl alapok megismerésében.
A centralis dogma harom alappillérére épulé Uj ku-
tatasi stratégiak és technikak, a tarstudomanyokkal
(polimerkémia, kolloidika) kardltve lehetéséget te-
remtettek a blza-, a blzaliszt- illetve a tésztadssze-
tétel genetikai (G), kornyezeti (E) és technoldgiai (T)
tényez6ktdl valo fliggésének, tovabba ezek gyakran
bonyolult (G x E illetve G x E x T) kélcsdénhatasainak
feltarasara (5. dbra). Igy a rendkiviil bonyolult kémiai
Osszetételli buzaliszt komponenseinek egyedi hata-
sait illetve az egyes komponensek kdlcsdnhatasaval
kapcsolatba hozhaté hatasokat meg lehetett hata-
rozni [18].
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velop new models which exceed the capability of Payne
score [46], [48], [41], [27], [17 ], [39].

The novelty of these new models is four-fold:

e These mathematical models are capable to predict
both gluten strength and extensibility;

e They can consider the effects of several HMW glutenin
alleles which were not involved in the original Payne-
score;

e Having realised that the rheological properties of the
dough is influenced not only by the HMW glutenin al-
leles but LMW glutenin alleles have significant impact
largly on extensibility, and additionally, the allele-allele
interactions also have a significant effect, the new
models like the “Wheat Simulator” developed by Ea-
gles and his co-workers [41] or the Protein Scoring
System (PSS) [27] describe the gluten strength and
extensibility as the sum effects of the individual HMW
and LMW alleles and their interactions;

e Unlike the arbitrary factors of Payne-score, the two
above mentioned models use factors for the charac-
terisation of the contributions of the alleles and their
interactions, determined by special regression tech-
niques. The rheological properties of the samples are
defined by the genetic potential of the glutenin alleles
and the parameters are predicted in the dimensions of
“Rmax” and “Ext” determined on the Extensograph.

The numerous applications reported in the scientific lit-
erature [41], [34], [27], [39], [66], [7], [61], [65], [75] clearly
proved that, the prediction models with appropriate cau-
tion in selecting the database and the statistical methods
are capable to predict the most important rheological pa-
rameters of the bread dough and predict the genetic po-
tential of the wheat based on the glutenin allele composi-
tion. These genetic data with some additional parameters
determined by the growing conditions such as the pro-
tein content and glutenin to gliadin ratio, the actual gluten
strength and extensibility of a sample can be estimated,
therefore the PSS model and similar models are useful for
developing breeding strategies, and solving quality con-
trol tasks in the grain industry.

In relation of breeding, the most important outcome of the
above models is that because of the high level of allele-
allele interactions, integrating allele combinations instead
of targeting the introduction of a certain allele is the more
desirable strategy during quality orientated selection in
breeding [27].

One of the many examples of food industry related ap-
plications of the PSS model is mentioned here. The model
is suitable to describe not only the rheological properties
of individual samples, but - with the knowledge of allele
composition and blending formulation - it is also capable
to describe the properties of the flour blends of different
wheat varieties. It is important, because the core prob-
lem of the flour blending technology in the industry is that
the quality parameters are not additive: Because of the
interaction between the blended components, synergic
effects and inhibition occurs, therefore the weighted aver-
age of the quality parameters of the components is not
equal with the real, measured quality of the blend. The
PSS model is able to overcome this problem, even us-
ing it as aim-function for solving the inverse problem, it
also provides an opportunity to optimise the formulation,
providing the blending formulation for the desired quality
of flour blend [17] using a similar principle like the ‘least-
cost’ optimization.

A method has ben recently developed by Oszvald et al.
[69] for the experimental determination of a and 3 coef-
ficients describing the of individual and interactive of in-
crements HMW and LMW glutenin subunits in the PSS
model. Throughout two incorporation experiments carried
out with rice and wheat flours as base flours, the individual
and interaction based effects can be separated: the indi-
vidual effects of the incorporated protein can be deter-
mined from the rice flour mixing while in case of wheat
flour, the resulting alteration of the mixing properties is
the sum of the individual effects and those derived from
the interaction of the supplemented protein with the prola-
mins in the wheat base flour.

6. About the quality of the Hungarian wheat

Utilising the good climatic and agronomic conditions of the
Carpathian Basin, high-quality wheat has been cultivated
here for thousands of years. During certain historical peri-
ods this product has been exported to considerable parts
of Europe. Beyond the environmental conditions, the ulti-
mate basis of the high quality, namely the reasonably high
gluten content and the good elasticity, is the special gen
pool found in the landraces of this region which has been
successfully conserved and improved by the spontane-
ous selection followed by conscious breeding.

The gene pool of the Carpatian landraces and cultivars
— at least in case of the storage protein genes — show a
number of specific features. As the results of research
undertaken continuously from the 80s [9], [11], [12], [13],
[771, [78], [75], [66], [57], [7], [61] show that the best of
the old Hungarian landraces, such as Bankuti 1201 con-
tains two HMW GS alleles whith superior contribution to
the gluten strength. These are the Glul-Ax [55], [57], [36]
and Glu7-Bal [59], [36] alleles, the containing the Ax2*B
and the overexpressing Bx7 subunits, respectively. The
presence of these alleles is coupled in the superior culti-
vars with an interesting expression feature which typical
for the regional wheat cultures. The wheat varieties cul-
tivated in the Carpathian Basin show higher than usual
gluten-content which come from the significantly higher
gliadin content. So, the molecular explanation of the ex-
cellent and outstanding baking quality of these landraces
is the presence of ‘good’ glutenin alleles providing strong
and stable gluten and the low, balanced glutenin/gliadin
ratio ensuring good extensibility.

In recent years, the aims of the conscious breeding efforts
are to exploit the potential of this special gene pool at
»Hungaricum level” and to implement the old Hungarian
landraces into the breeding programs for quality improve-
ment. The first promising results of this activity are the Mv
Karizma variety which contains the pedigree of the Banku-
ti 1201, and the ,,Pannon wheat” consortium, established
by many Hungarian researchers, breeders, distributors
and users, with the aim to improve the good appreciation
of Hungarian wheat at international level [10].

7. Recent quality-oriented wheat research trends, new
challenges

In recent years the new challenges originated from the de-
mands of the industry and the consumer, altered the tra-
ditional priorities of quality related research and develop-
ment in two directions. In the industry it become essential
to implement processes capable to reduce the produc-
tion cost of the end-products and therefore to use source
materials, new genotypes which are suitable for these
technological challenges. New requirements such as the
need for wheats with less mixing energy requirement but
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(E) és technoldgiai (T) hatasok illetve az ezek nyomonkdévetésére alkalmazott technikak feltiintetésével [18]
Figure 5. Schematic diagram of the chemical composition and quality attributes in the context of genetic (G), environ-

mental (E) and technology (T) effects and with the indication of techniques used in the follow-up processes [18]

4. Funcionalis vizsgalatok mikro-méretben

Ezen alapkutatasi szintl vizsgalatok elvégzéséhez,
majd ezek eredményeinek az alkalmazott kutatasban
illetve a rutin vizsgalatok szintjén térténd alkalmaza-
sahoz a buzamindsités eszkodztaranak egy teljesen
Uj csoportjat, a kis- és mikroméretl vizsgalati tech-
nikakat kellett kidolgozni. Olyan berendezésekre és
metodikakra volt szikség, amelyek limitalt mennyi-
ségu vizsgalati minta (extrém esetben egy buzaszem)
felhasznalasat igénylik [21], [22], [23], [24], [30], [28],
[45]. Az ausztraliai CSIRO (Commonwealth Scientific
and Industrial Research Organisation) Buzakutato
Laboratériumaban kifejlesztett készllékcsalad be-
rendezései illetve az immar 20 éves magyar-ausztral
egyuttmikodés keretében kifejlesztésre kerllt beren-
dezések az alapkutatas nélkildzhetetlen eszkdzévé
valtak. Tobb készllék sorozatgyartdsa és kereske-
delmi forgalomba kertilése utan sikeres alkalmazast
nyert minden olyan gyakorlati terileten, ahol csupan
kis mennyiségl vizsgalati minta all rendelkezésre (pl.
el6étenyésztés, pre-breeding). Az alabbiakban felso-
rolok néhany kifejlesztett berendezést az itt emlitett
kutato-fejleszt6 tevékenység eredményeibdl:

e 2g Mixograph [44],
o Mikro-Extension Tester [82],
e Micro Noodle Machine [74],

e Mikro Z-karu dagasztd, amely a Hankoczy altal a
30-as években kidolgozott és mind a mai napig vi-
lagszerte hasznalt Valorigraf mikro-valtozata [95],
[50],

e METEFEM mikromalom [29], [97],
e Mikro Zeleny apparatus [37],

e Mikro-sikérmosé [96];

A tésztajellemzd6k 2-5 gramm lisztbdl térténd megha-
tarozasi lehetésége az, hogy 2-20 mg izolalt fehérje
hatasat a reoldgiai paraméteren reprodukalhaté mo-
don detektalni lehet, a szerkezet/funkcié 6sszefliggé-
sek Ujabb szintjén adott lehetéséget a vizsgalatokra.
A metodika alkalmazasanak csucsteljesitményét a 2
gramm liszt felhasznalasat igénylé mikrokenyérsitési
préba jelentette, ahol a megdagasztott és pihente-
tett tészta gy(iszliben kerllt a specidlis kemencébe
(6. abra).
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stable, strong dough, or the increased demand for higher
water absorption are good examples for this industry-
driven trends. The other major revolutionary change in the
term ‘quality’ is caused by the consumer's strong demand
to get healthier, more nutritious but low-calorie contain-
ing baked goods in a wide product range satisfying even
those individuals who are sensitive to gluten containing
products.

This latter requirement forces the quality-improving pro-
fessionals to characterize wheat proteins on a completely
different level with the contribution of plant biology, food
science and technology moreover with the assistance of
medical research. The types of the wheat sensitivity dis-
orders with different mechanism but the same or similar
symptoms are established recently [88], furthermore the
amounts of the wheat proteins with the triggering toxic
or allergen epitopes are much more clarified as the re-
sults of the intensive proteomis research in this area. In
this context the extent of the toxicity/allergic effect of
the wheat samples [58], the genetic background of the
diseases and their prevalence also subjects of intensive
research activity [104]. Completely new manufacturing
and product development areas have been evolved for
gluten-free bakery product manufacturing [5]. Intensive
research investigations are carried out regarding to seek-
ing or to develop new wheat genotypes, wheat analogues
at both levels of basic and applied research. According to
the clinical results, for patients suffering from the most
severe wheat caused disease (celiac disease) the only
treatment is the gluten-free diet, while most of those who
are allergic to wheat-made products are able to tolerate
products manufactured from certain Triticum spelta gen-
otypes [89], [104]. An adequate example for successful
application of the molecular biology research in this area
is the results of Breen et al. [35], where a possible couse
of the decreased allergenicity of a spelt line was found:
this germplasm contains a mutated form of the allergenic
expensin protein. The presence of three extra amino acids
in the mutant modifies the conformation of the receptor-
binding loop, eliminating the biological effect.

These new requirements with enhanced emphases on
quality appeared in an era when the whole wheat pro-
duction/commerce/utilisation chain going through a sig-
nificant shift, altering the conditions for the ecomomically
feasible, profitable production of wheat in the world mar-
ket. The fact that the chiep but lower quality products of
the new “players” of the wheat market (e.g. Kazakhstan,
Ukraine, Brazil, etc) reduce the average prices, clearly in-
dicate that the only way for the traditional exporters to
protect their status and income to produce enhanced
and steady quality. It strongly emphasizes the increased
importance of the quality oriented basic and applied re-
search in these countries.

Meanwhile the breeding activity for developing new wheat
varieties with better quality and higher yield has also to
deal with problems caused by the abiotic and biotic stress
and the changing climatic effects as well as with the in-
creasing demand of the processing industry for the con-
sistency of quality. This latter requirement, the need for
consistant quality parameters of the source mateterial in
the mills and bakeries led the industry to use wheat and/
or flour blends exclusively, instead of grain of one single
variety. The other consequence has even more important
effects on the quality-oriented research and development
work: traditionally a baker used to bake bread from bread

flour, water and yeast, while nowadays an average bakery
formulation contains 30-35 different additives (emulsifiers,
stabilizers and various enzymes). Consequently, the qual-
ity of the wheat and the flour, as raw materials, moves
more and more away from the experienced quality of the
given technology and formula, and the technological fac-
tors dominate (T) in the G x E x T effects (Figure 5).

As the report of the largest wheat quality research project
of all time [66] concludes: the consideration of the opti-
mal allelic composition of the wheat storage proteins is
the necessary starting point in the process of developing
excellent baking quality but it is solely not sufficient con-
dition. The key question here is that the characterization,
interpretation of the genetic background of the individual
macro- and micro components of the flour, the qualita-
tive and quantitative aspects of the chemical composi-
tion, furthermore its alterations caused by the technology
process must be carried out in a complex manner and
never on an isolated way. The effects of pentosans and
wheat lipids on the flour quality are known for example
for a long time. These effects on bread volume have been
intensively investigated in the 80s and 90s [33], [60], [71].
discovering the existence of specific interactions of polar
lipids with certain gliadin proteins during dough mixing.
The resulting membrane-like structures is responsible for
gas retention ability [31], [32]. The interaction of the pen-
tosans with the gluten proteins and their effects on the
dough characteristics has been already described in the
70s [54], but the researchers only nowadays start to de-
velop suitable mathematical models to predict the water
absorption capacity involving the amunts of pentosans,
and that of their interacting soluble proteins, together with
the damaged starch content of the flour [75].

The sequencing of the entire wheat genom — a grandiose
international research activity - is nearing to be finalised
soon providing the molecular basis for the quality-orient-
ed research of the future [15], [38]. The multiple require-
ments of the different participants of the wheat chain are
so complex that the development of specific databases
and computer programs have been initiated to help the
breeder in ranking the different demands [4]. The success-
ful interdisciplinary efforts in the last five years - where the
functional genomics and proteomics, applied immunolog-
ical techniques together with the traditional grain testing
methodologies started to form an integrated tool system
— allow us to believe that the very complex requirements
on the quality of wheat will be achievable in the future.
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6. abra. A cipdtérfogat fehérjetartalomtdl vald fliggésének demonstraldsa 2 gramm lisztet igénylé mikro slitési probaval.
A fehérjetartalmat szisztematikusan valtoztattuk az alapliszthez (4-es minta) 5, 10 és 15 mg keményitét (1, 2 és 3-as
minta) illetve sikért (5,6,7-es minta) adagolva [99]

Figure 6. Demonstration of the relationship between bread volume and protein content applying a micro baking proce-
durel using 2 grams of flour. The protein content of the same flour has been altered systematically, by supplementing 5,
10 and 15 mg starch (sample 1, 2 and 3) and gluten (sample 5, 6, and 7) to the base flour [99]

5. A kémiai 6sszetétel és a funkcionalis tulajdon- szempontjabdl fontos funkciondlis tulajdonsagokkal
sagok viszonyanak vizsgalati modszerei alapvet8en harom kisérleti stratégia alapjan tanulma-

nyozhatjuk (7. abra): in vitro kdzvetlen, illetve in vivo
A kémiai Osszetétel illetve az ezt minéségileg meg- kodzvetlen vagy kdzvetett metodikat hasznalva [39].
hatarozd genetikai informacié viszonyat a minéség
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7. abra. A kémiai 6sszetétel és a funkcionalis tulajdonsagok viszonyanak vizsgalati modszerei
Figure 7. Methods for the investigation of the relationship of chemical composition and functional properties

5.1. In vitro kdozvetlen moédszerek

Az in vitro metodikék alkalmazasakor egy adott minta
Osszetételét szisztematikusan moédositjuk és mérjik
a kémiai dsszetétel hatdsara bekdvetkez6 minéségi/
funkcionalis valtozasokat. A mddszer az ugynevezett
rekonstrukciés metodikabdl fejl6doétt ki, amikor is két
vagy tobb lisztet/tésztat alkotéelemeikre (keményitd,
sikér, oldhatdé komponensek) bontottak, és sziszte-
matikusan Ujraegyesitettek, vizsgalva, hogy az egyes
funkcionalis paraméterek mely komponens jelenlété-
hez koéthetdk. Az ugynevezett alapliszt-mddszernél
egy adott liszthez tésztakészités/dagasztas kdzben
egy izolalt komponenst adagolunk, és a kapott funk-
cionadlis tulajdonsagokat az eredeti alapliszt adatai-
hoz hasonlitjuk. A liszt fehérjekomponenseinek rend-
kivil munkaigényes és koltséges kinyerése helyett az
adott esetben genetikailag modositott buzafehérje
gének termékeinek termeltetése mikroorganizmu-
sokban [92] megnyitotta az utat, hogy ok-okozati
relacidkat deritsliink fel a szerkezet-funkcié vonatko-
zasaban.

A kisérleti technika a monomer fehérjék vizsgalatahoz
egyszer( és problémamentes [42], [102], ugyanakkor
a polimer-alegységek esetén a sikeres in vitro mo-

dellezés feltételeként gondoskodni kell arrdl, hogy a
vizsgalandé polipeptid — az in vivo szituaciéval analdg
modon — a fehérje-polimer integrans részeként fejtse
ki hatasat. A glutenin alegységeknek a dagasztasi fo-
lyamat kdzben a glutenin polimerbe vald beépitésére
szolgalo technika, az “inkorporalas” egy reverzibilis
parcialis redukcidés és azt kdvetd reoxidacios Iépést
tartalmaz (8. abra) [25], [26].

Az inkorporaciés technika segitségével kdzvetlen
Osszefiiggést sikertlt kimutatni a természetes HMW
glutenin alegységek mérete és sikérerGsségre gya-
korolt hatéasa kozott [20], [101]. Ezeket az eredmé-
nyeket a kildnbdzd hosszusagu repetitiv.domaine-
ket tartalmazé, génmddositott HMW glutenin gének
bakteridlis expresszidval nyert termékein végzett ki-
sérletek is megerdsitették [3], [2]. A LMW glutenin
alegységekkel végzett analdg kisérletek hasonld, a
polipeptidek méretével aranyosan kisebb hataso-
kat eredményeztek mind a lisztbdl izolalt [83], mind
a bakteridlis expresszidval elSallitott fehérjék esetén
[63]. A HMW és LMW gluteninek kémiai szerkezeti
sajatsagai kdzott a polipeptidekben talalhaté cisztei-
nek szama és molekulan bellli elhelyezkedése meg-
hatarozénak bizonyult a funkcionalis tulajdonsagok
kialakitasa szempontjabdl [85].
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Glutenin polymer with altered subunit
composition and functional properties

8. abra A glutenin-polimer parcialis redukcidjan majd re-oxidacidjan (A) alapuld inkorporacios metodika (B)
sémaja és hatdsa az alapliszt dagasztasi gérbéjére [25], [26].
Figure 8.Schematics of the partial reduction and followed by re-oxidation of the glutenin polymer (A) and of the incorpo-
ration technique (B), with the related mixing curves. [25], [26].

A kémiai folyamatok optimalizalt paraméterei, a re-
dukalo- és oxidaloszer koncentracidi, illetve a reakci-
0id6k biztositjak, hogy a 8/A abran abrazolt esetben
a funkcionadlis tulajdonsagok valoban valtozatlanok
maradjanak, igy a 8/B abran bemutatott esetben
a jellemz6k megvaltozasa valéban a pirossal jelzett
alegység beépitésének a kdvetkezménye.

E vonatkozasban kiléndsen fontos eredményeket
hozott a Dx5+Dy10 polipeptideket tartalmazé Glu-
D1d és a Dx2+Dy12 alegységtartaimu Glu-D1a allél
Osszehasonlitd vizsgalata, bizonyitva, hogy a mintak
sikérer6sségében kimutathato szignifikans kilénbsé-
gért a Dx5 alegység N-terminalisaban talalhaté extra
cisztein a felelés [1]. A négy Glu-D1 alegység szisz-
tematikus inkorporalasi kisérleteinek masik érdekes

eredménye, hogy az x és vy tipusu alegységek ekvi-
molaris mennyiségben toérténd egylttes beépllése
szinergikus hatasokat eredményez a dagasztasi tu-
lajdonsagokban és a sikérerésségben [20].

A modell-liszt médszer kidolgozasanak indittatasat
a Ganti-féle Chemoton-elmélet [43] adta. A tészta,
mint rendszer egységrendszerének? meghataroza-
sara illetve tanulmanyozasara alkalmas kisérleti el-
rendezés kidolgozasa volt a cél: keményitd, lipidek
és kulonféle egyedi, izolalt buzafehérjék keverékébdl
“felépiteni” azt a legegyszer(ibb, legkevesebb kom-
ponenst tartalmazé modell-lisztet, amely képes a va-
I6sagossal analdg reoldgiai tulajdonsagokkal rendel-
kez6 sikért illetve tésztat képezni.

2 Egységrendszer alatt azt a minimalrendszert értjlik, amelynek barmely komponensét a rendszerbdl eltavolitva a fennmaradd rendszer
nem elégiti ki az eredeti rendszer kritériumait. Mig a Chemoton mint a prokaridta sejt egységrendszere, a sztéchiokinetikai €s kinetikai
[16] vizsgalatok alapjan megfelel a Ganti altal megfogalmazott életkritériumoknak [43], a tészta, mint rendszer esetén rendszer kritériu-
maként annak specidlis viszkoelasztikus reoldgiai sajatossdgai fogalmazhatdok meg.

2 The unit system refers to a system, where if any component is removed from the system, the remaining system is not meet with the
criteria of the original system While the Chemoton model refered to the unit system of the procaryota cell, and usied stochiometric
and kinetic studies [16] to meet with the criteria of the life by Ganti [43], dough as a system is defined as a system holding certain

viscoelastic rhelogical properties.
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A gliadint, a HMW és LMW glutenin alegységek in
vitro polimerizacioval eléallitott polimerjével valamint
keményitdvel, oldhaté komponensekkel és lipidekkel
Osszevegyitve a liszt dagasztasi goérbéjéhez valame-
lyest hasonlitd gérbéket kaphatunk, de ahhoz, hogy
a tipikus viszko-elasztikus tulajdonsagokat model-
lezhessiik, a harom sikérfehérje komponensbdl tobb
polipeptidet kellett a rendszernek tartalmaznia. A
buzaliszt unikdlis sajatossaga ezen eredmények tik-
rében éppen abbdl adodik, hogy benne a hexaploid
genom felépitése és a sikérfehérjéknek raktarozasi
szerepikbdl adédd nagymérvi polimorfizmusa ko-
vetkeztében nagyszamu, egymashoz igen hasonlé
polipeptid kdlcsdnhatasaként az egyes fizikai és fizi-
kokémiai jellemz8k — a kialakulé aggregatumok mé-
rete, fellleti toltéseloszlasa — egy széles tartomany-
ban folyamatosan értelmezhetdék.

-, 17+18, -
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L 34

Ax1
Dx5 §:
Bx17+By18

o
Dy10 —" S

1,17+18,-

5.2. In vivo kozvetlen médszerek

A buza genetikai transzformacioval eléallitott médo-
sitott glutenin-Osszetételli genotipusok funkcionalis
tulajdonsagainak mikromddszerekkel végrehajtott
jellemzése szolgaltatta az inkorporacios technika
hasznalhatésaganak legkdzvetlenebb bizonyitékat. A
[62] Lawrence és munkatarasai altal eléallitott HMW
glutenin null-sorozat megfelelé tagjaiba a hianyzé
gént transzformacidval bejuttatva [8], a genetikailag
maodositott minta dagasztasi tulajdonsagai mege-
gyeztek az analdg inkorporacids kisérletek soran ka-
pott eredményekkel (9. abra).
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9. dbra. A mindségjavitasi célbdl elvégzett elsé buzatranszformacio termékének elektroforetikus
és mikro-dagasztasi eredményei: a GluD1 gént nem tartalmazd buzavonalba bevitt Dx5 gén terméke
szignifikdnsan erésebb és stabilabb tésztat eredményez [8]
Figure 9. Micro-scale mixing results with the first transformed wheat-lines, developed for quality improvement:
the introduction o fthe Dx5 coding gene into a wheat line, null for the GluD1 gene, resulted in significantly
stronger and more stable dough [8]
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A mindségjavitast célz6 nagyszamu buzatransz-
formacio [14], [561], [62], [70], [76], [79], [80], [81],
[87], [86], [85], [93], [94] elsbdleges célja nem az
el6bnemesitésben  felhasznalandd, transzformalt
germplasm eléallitdsa volt, sokkal inkabb a techni-
kaval bevitt természetes, vagy genetikailag médosi-
tott buza- vagy nem buza gének egyes mindségi
paraméterekre valo hatasanak in vivo tanulmanyoza-
sa. E tekintetben a Tamas és munkatarsai altal vég-
zett kisérletek [90], [91] kllon emlitést érdemelnek.
Az arpa egy w-gliadin analdgjanak, egy C hordeinnek
a génjét szisztematikusan médositva glutenin analdg
fehérjéket (ANG) dllitottunk elé, valtoztatva a gén-
termék méretét, a benne 1évé ciszteinek szamat és
elhelyezkedésiiket a polipeptidben. A bakteridlisan
expresszalt fehérjék minéségre vald hatasat in vitro
inkorporacios kisérletekben vizsgaltuk (10. abra),
végll az optimalisnak itélt hatast eredményez6 génnel
buza-transzformaciot végeztiink. Ezzel a modszerrel
olyan transzgénikus buzat sikerllt eléallitani, amely-
nek sitdipari minésége 11%-kal haladta meg a ki-
induldsi buza adatait, mik6zben a dagasztasi ener-
giasziikséglet 20%-kal csokkent [53].

A transzformansok viselkedésének dsszehasonlitasa
az in vitro inkorporacios kisérletekben kapott adatok-

kal ravilagitott a technika korlataira is. A Dx5 és Dy10
alegység C-termindlis szakaszat felcserélve, a Dx5-
Dy10 hibrid in vivo egy intramolekularis diszulfid hidat
képezve a polimerizacié soran lancterminatorként
funkcional, amelyet az in vitro kisérlet nem tudott
modellezni.

5.3. In vivo kdzvetett modszerek

Az elmult 30 évben a genetikai, fehérje 6sszetételi és
mindségi adatok sokéves gylijtése/értékelése soran
kapott adatbazisok felhasznalasaval készllt mate-
matikai modellek a gabonatudomany gyakran alkal-
mazott eszkdzévé valtak a két tulajdonsag-halmaz
kozti kapcsolatok feltarasara mind az alap-, mind az
alkalmazott kutatasi tertileteken. A Payne score [73]
térhoditasa a buzanemesitésben intenzivebbé és ha-
tékonyabba tette a minéségre t6rténd szelekcidt és
nagymértékben hozzajarult a buzagenetika és bu-
zakémia szamos alapkérdésének ok-okozat szinten
tértén6 megvalaszolasahoz. A moddszer altalanos
elterjedésével és sikeres alkalmazasaval parhuza-
mosan, mar a 90-es években elindult az a folyamat,
amely a Payne-score lehet&ségeit meghaladni képes
modellek kidolgozasat célozta meg [46], [48], [41],
[271, 171, [39].
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10. abra. Bakteridlisan expresszalt genetikusan mddositott C-hordein gének termékei (ANG féhérjék),
és hatdsuk a dagasztasi iddre in vitro inkorporacios kisérlet soran [90], [91].
Figure 10. Genetically modified, bacterially expressed products of C-hordein genes (ANG proteins) and their effects
on dough development time during in vitro incorporation study [90], [91].

Az igy létrehozott modellek négy vonatkozasban
nyujtanak tdbbet az eredeti formulanal:

o A kialakitott matematikai modellek mind a sikérerds-
ség mind a nyujthatésag becslésére alkalmasak.
Szamos olyan HMWglutenin allél értékelésére is ké-
pesek, amelyek az eredeti Payne-score-ban nem
szerepeltek.

Azon felismerés kapcsan, miszerint a tészta reolo-
giai tulajdonsagait a HMW glutenin allélek mellett az
LMW glutenin allélek is befolyasoljak, tovabba az
allél-allél kdélcsdnhatasoknak is szignifikans szerepe
van, az Ujabb modellek, mint az Eagles és munka-
tarsai [41] altal kidolgozott “Wheat Simulator” illetve

a Protein Scoring System (PSS) [27] mindezt figye-
lembe véve a sikérer@sséget és a nyujthatésagot a
HMW és LMW glutenin allélek egyedi és kdlcsdnha-
tasaikbdl szarmazo hatasok dsszességeként irjak le.
A Payne-score Onkényesen felvett egyutthatoival
szemben a fenti két modell specialis regresszios
technikaval, statisztikai uton hatarozza meg az al-
[élek, illetve kdlcsdnhatasaik jellemzésére alkalmas
egyltthatdkat. igy az adott minta reoldgiai tulajdon-
sagai, a glutenin allélek altal meghatarozott gene-
tikai potencidlja az Extenzografos 'Rmax’ és ’Ext’
paraméterek dimenzidjaban becsulhetd.
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A szakirodalomban k6zolt alkalmazasok [41], [34],
[27], [39], [66], [7], [61], [65], [75] egyértelmlien bi-
zonyitjak, hogy megfelel6 koriltekintéssel valasztott
adatbazison és statisztikai médszerekkel kidolgozott
predikcidos modellek a buzaminta glutenin alléljeinek
ismeretében alkalmasak a kenyértészta legfontosabb
reoldégiai paramétereinek becslésére, a buza geneti-
kai potencidljdnak el6rejelzésére. Ezen genetikai ada-
tokat néhany, a termesztési kortilmények altal meg-
hatarozott paraméterrel, példaul a fehérjetartalommal
és a glutenin/gliadin arannyal kiegészitve, egy adott
minta sikérer8ssége és nyujthatosagi tulajdonsagai
megbecsllheték, igy a PSS modell illetve a hasonlo
modellek hasznosak a nemesitési stratégia kialakita-
sdban, illetve a gabonaipar minéségszabalyozasi fel-
adatainak megoldasaban.

A nemesités vonatkozasaban a fenti modellek alkal-
mazasanak legfontosabb tanulsdga az, hogy a nagy-
mérvU allél-allél kdlcsdnhatasok kdvetkeztében a mi-
ndség javitasat célzé nemesitési gyakorlatban egy-
egy allél bevitele helyett allél-kombinacidk kialakitasa
a kivanatos [27].

Az élelmiszeripari alkalmazasok kozil példaként egy
érdemel itt emlitést. A PSS modell nem csak egyedi
mintak reoldgiai tulajdonsagainak leirdsara alkalmas,

Rmax‘,

I 1 T 1
u: o 20 40 60 80 100
V100 80 60 40 20 0

Keverékosszetétel/Blend composition
[%]

i=1j=1

de az egyes komponensek allélosszetételének és a
keverési recepturanak az ismeretében képes kilon-
b6z6 buzafajtak keverék lisztjeinek jellemzésére is.
Mindez azért fontos, mert az iparban &ltalanosan
hasznalt liszt-keverési technoldgia sarkalatos prob-
[émaja az, hogy a mindségi paraméterek nem addi-
tivak. A keverék komponensek kdlcsdnhatasa miatt
inhibiciés és szinergikus hatasok lépnek fel, igy a
komponensek min&ségi paramétereinek a receptura
adataival sulyozott atlaga nem egyenlé a keverék-
bdl mért minéséggel. A PSS modell ezt a problé-
mat képes athidalni, sét, mint célfiiggvény az inverz
probléma megoldasara is alkalmat ad: A ’least-cost’
optimalizalashoz hasonlé elven, a kivant minéségu
lisztkeverék keverési aranyanak megadasara alkal-
mas [17].

A HMW illetve LMW glutenin allélek egyedi, illet-
ve kolcsdnhatasbdl szarmazd inkrementumait le-
ir6 - regressziés modszerrel meghatarozott - a és
egyUtthatok kisérleti meghatarozasara Oszvald és
mtsai [69] dolgoztak ki modszert: inkorporacios ki-
sérletben alaplisztként buzalisztet illetve rizslisztet
alkalmazva, rizsliszt esetén az inkorporalt fehérje
egyedi hatasa hatarozhaté meg, mig buzaliszt esetén
ehhez hozzaadddik az inkorporalt fehérjének az alap-
liszt prolaminjaival valé kdlcsénhatdsabdl szarmazoé
hatas is.

Linearis modell/Liear model

Rmaxyn= X,*Rmax, + x,*Rmax,

=11

i=1 F1
RmaXLIN = XU* (%Gii(HMW)u,i+Z’GJ*(LMW)U,J+ %%BU*(HMW)u, *(LMW)UJ) +

i=1j=1

=1 =
x (ZaCx FHMW),, +5 0(LMW), * T 26,2 (HMW), ; "(LMW),;) +

i=1j=1

Nem-linearis modell pay. rmax,, +x,*(ZZ By*HMW),; * (LMW)V,J)+ x,* 22 Bi*HMW),; *(LMW) ul,)
33 33

Non-linear model

11. abra A PSS model matematikai kifejtése egy kétkomponenst(i lisztkeverék sikérerésségének (Rmax) leirdsdra [17]
Figure 11. The mathematical description of the the nonlinear behaviour of dough strength (Rmax) in a two component
flour blend system using the PSS model [17]

6. A magyar buza minésége

A Karpat medencében a jo klimatikus és agrondémiai
feltételek mellett az itt él6 népek évezredek 6ta term-
esztenek kivalé minéségl buzat, bizonyos térténelmi
korszakokban Eurdpa tekintélyes részét latva el ke-
nyérgabonaval. A fenti kdrnyezeti koérilmények mel-

lett a kivalé minéségl ,,acélos”, de ugyanakkor rend-
kivll elasztikus, magas sikértartalmu tészta alapja a
spontan szelekcid, majd a tudatos nemesités altal
nagymeértékben befolyasolt génkészlet, amely - lega-
labb is a raktarozasi fehérjék vonatkozasaban — sza-
mos specifikus tulajdonsagot mutat.
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A 80-as években megkezdett és napjainkban is folyd
kutatasok eredményei szerint [9], [11], [12], [13], [77],
[78], [75], [56], [67], [7], [61] a régi magyar tajfajtak
legjobbijai, igy példaul a Bankuti 1201 tajfajta két, a
sikérerésséget szignifikansan nével6 HMW GS allélt
is tartalmaz. Ezek az Ax2*B alegységet magaban fog-
lalé Glu1Ax [55], [67] és a GluBx7 alegységet tulter-
meld (Glu1Bal) allélek [59], [36]. Ezeknek az allélek-
nek a jelenléte egy, a régio buzaira jellemzé érdekes
expresszios sajatossaggal parosul.

A Karpat medence buzaiban az atlagosnal maga-
sabb sikértartalom a szokdsosnal szignifikansan
magasabb gliadintartalomnak kdészénhetd. A kivald
sut8ipari minéség molekularis magyarazata ezeknél
a tajfajtaknal az erés és stabil sikért biztositd glute-
nin allélek és a j6 nyujthatésagot biztosité alacsony
glutenin/gliadin arany egymast kiegyenlitd jelenléte.

Az elmult évek tudatos nemesitési tOrekvése ezen
sHungaricum” szintld specialis génkészlet lehet6sé-
geinek kiaknazasa, a régi magyar tajfajtak felhaszna-
lasa a mindségjavitasra torekvd nemesitési munka-
ba. E torekvés elsé sikeres eredménye a pedigréjé-
ben a Bankuti 1201-et tartalmazé Mv Karizma fajta
illetve a magyar kutatok, nemesiték, forgalmazok és
felhasznalok Osszefogasaval Iétrehozott ,Pannon
buza” konzorcium, amelynek célja a magyar buza
hagyomanyos j6 nemzetkdzi megitélésének oregbi-
tése [10].

7. Napjaink mindség-orientalt buzakutatasi ira-
nyai, Uj kihivasok

A minéséggel kapcsolatos kutaté-fejleszt, az ipar
illetve a fogyasztd kdvetelményeit egyarant kielégi-
t6 kihivasok a korabbi prioritasokat két iranyban is
maodositottak. Egyrészt alapvetd fontossaguva valt a
késztermékek 6nkoliségét cstkkenteni képes folya-
matok, illetve az ezek hasznalatara alkalmas nyers-
anyagok, Uj genotipusok hasznalata. igy keriiltek el6-
térbe olyan mindségi kdvetelmények, mint a megfele-
I6 konzisztencia minél kevesebb dagasztasi energia-
szlikséglettel t0rténd biztositasa, vagy a fajlagosan
minél magasabb vizfelvev6képesség. A masik nagy
horderejl valtozast a mindség-fogalom alakulasaban
a fogyaszté azon egyre er6sebben megfogalmazott
igénye diktalta, hogy egészségesebb, magasabb
tapértékd, de alacsonyabb kaldriatartalmu sitSipari
termékeket igényel, olyan valasztékban, hogy a meg-
felel6 termékeket a kildnféle lisztérzékenységben
szenvedd fogyaszto is megtalalja.

Ez utébbi kivanalom a blza fehérjéinek teljesen mas-
fajta jellemzését igénylé feladatokat r6 a minéséget
biztositani, javitani szandékozé szakemberre egy
olyan tevékenységi korben, ahol a ndvénybioldgia,
az élelmiszertudomany és -technoldgia mellett az
orvostudomany képviselSire is fontos szerep var.
Napjainkban tisztazédnak a gyakran hasonlé tline-
teket okozd, de mechanizmusukban kiilénb6z6 buza
okozta rendellenességek tipusai [88], valamint a ki-

valtd okokat képez6 toxikus illetve allergén epitépo-
kat tartalmazo buzafehérjék mennyisége. Ennek kap-
csan fény derll egy buzaminta toxicitasanak/allergi-
as hatasanak mértékére [58], a betegségek genetikai
hatterére, el6fordulasanak gyakorisagara is [104]. A
gyartas- és gyartmanyfejlesztés teljesen Uj terlilete
fejlédott ki a sikérmentes sttdipari termékek elballi-
tasara [5]. Ezzel parhuzamosan az alap- és alkalma-
zott kutatas szintjén intenziv kutatas folyik a specialis
tulajdonsagokkal biré genotipusok és buza-analégok
keresése illetve kifejlesztése vonatkozasaban. A klini-
kai gyakorlat bizonysaga szerint a legsulyosabb buza
okozta megbetegedés, a colidkia esetén az egyedili
megoldas a sikérmentes diéta, ezzel szemben a buza
allergiaban szenveddk tekintélyes része toleralni ké-
pes bizonyos Triticum spelta genotipusokbdl készilt
termékeket [89], [104]. A molekularis bioldgia aktiv al-
kalmazasara ezen a terlileten j6 példa Breen és mun-
katarsai munkaja [35], ahol ennek a csOkkent allergén
hatasnak egy lehetséges okat sikeriilt felderiteni: a
kevésbé allergén spelta vonalak az egyébként aller-
gén expenzin fehérjének egy mutalt formajat tartal-
mazzak, amelyben az extra harom aminosav jelenlé-
te — médositva a receptorkétd hurok konformaciojat
— egyik oka lehet a megvaltozott bioldgiai hatasnak.

Az uj, illetve fokozott hangsulyt kapott igények olyan
korszakban kertiltek napirendre, amikor maga a bu-
zavertikum vilagszerte komoly valtozasokon ment
keresztll, modositva a gazdasagos, megfelel ha-
szont felmutatni tudd termelés feltételeit. Az a tény,
hogy a buza vilagpiacan megjelend ,,uj szereplék”, pl.
Kazahsztan, Ukrajna, Brazilia olcsd, de atlagos mi-
ndségl termékei perspektivikusan az atlagar csok-
kenését okozzak, illetve, hogy a hagyomanyos ex-
portérok csak a mindség fokozasaval, javitd buzak
elballitasaval képesek piacaikat megtartani és be-
vétellket szinten tartani, a mindéség jelentéségét és
az ezzel kapcsolatos alap- és alkalmazott kutatasok
fontossagat hangsulyozzak. Ugyanakkor az uj, jobb
mindségld és megfeleld terméshozamu buzafajtak
nemesitésekor szembe kell nézni az abiotikus és bi-
otikus stresszek, a valtozo klimatikus hatasok okozta
terméshozam- és mindéségcsdkkenés problémajaval
és a feldolgozdipar egyre fokozddd igényével a ter-
mény mindségének konzisztens volta irant. Ez utdbbi
kévetelmény, az allandé mindségi paraméterek iranti
igény vezetett arra, hogy manapsag a malom- illetve
sut8ipar szinte kizardlag csak buza- illetve lisztkeve-
rékekbdl dolgozik, nem egy-egy fajta termésébdl.

A masik kdvetkezménynek még ennél is fontosabb
hatéasa van a min&ségre orientalddé kutatd-fejlesztd
munka vonatkozasaban: mig valaha a pék lisztbdl,
vizbdl és éleszt6bdl készitett kenyeret, addig ma egy
atlagos sutodei receptura 30-35 kilonféle adaléka-
nyagot (emulgeatort, stabilizatort, kilonféle enzime-
ket) tartalmaz. Ennek kdvetkeztében a buza illetve a
liszt, mint alapanyag mindsége egyre tavolabb kertil
az adott technoldgia és receptura esetén tapasztalt
mindségtdl, a G x E x T hatasokon belll a technolo-
giai (T) hatas dominal (5.abra).
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Amint ezt a buzakémia torténetének legszélesebb
kor( vallalkozasaként szervezett brit kutatécsoport
altal kozzétett jelentés megfogalmazza [66], a buza
raktarozasi fehérjéinek optimalisan kivalasztott allé-
|6sszetétele a kivald sitdipari minéség szikséges,
de nem elégséges feltétele. A kivaldé minéség biz-
tositasanak zaloga az, hogy a buzaliszt makro- és
mikrokomponenseinek genetikai hatterét, a kémiai
Osszetétel mindségi és mennyiségi vonatkozasait a
lisztben, illetve ezek valtozasait a techoldgia soran ne
izolaltan, hanem koélcsdnhatasaiban, komplex médon
jellemezziik és értelmezziik. A buzalipidek és pento-
zanok hatasa a liszt mindségére régdta ismert. Az
el6bbiek és a kenyértérfogat viszonyat a 80-as, 90-
es években intenziven vizsgaltak [33], [60], [71]. Meg-
allapitottak, hogy a polaros lipidek bizonyos gliadin
fehérjékkel torténé specifikus kdlcsbnhatasa a da-
gasztas soran adja azt a membranszer(i szerkezetet,
amely a gazvisszatartd képességért felel6s [31], [32].
A pentozanok sikérfehérjékkel valé kdlcsdnhatasait,
illetve ennek hatasat a tészta jellemzéire mar a 70-es
években leirtak [54], de csak a kdzelmultban tortént
probalkozas a pentozanokat, oldhaté fehérjéket és az
6rlés soran keletkeztett sériilt keményité mennyisé-
gét tartalmazo, a vizfelvevbképesség elbrejelzésére
alkalmas matematikai modellek kidolgozasara [75].

A kozeljdvBben befejez8d6 grandidzus kutatasi pro-
jekt, a teljes buza-genom nemzetkdzi 6sszefogassal
torténd felderitése megteremti a molekularis alapo-
kat a jov6 min&ség-orientalt kutatasaihoz is [15],
[38]. A sokféle kdvetelmény, igény a minéség javita-
saval kapcsolatban oly sokrétl, hogy a prioritasok
tisztazasara specialis szamitdogépes adatbazisok és
programok kidolgozasa van folyamatban a nemesité
munkajanak megkdnnyitése érdekében [4]. Az elmult
Ot év sikeres interdiszciplinaris eréfeszitései — ahol a
funkcionalis genomika és proteomika az immunologi-
ai modszerekkel és a hagyomanyosabb gabonavizs-
galé metodikakkal egyitt alkalmazva fontos eszkdz-
ként vonul be a vizsgalati arzenalba — azt mutatjak,
hogy a minéséggel kapcsolatos igen komplex koéve-
telmények a jovében teljesitheték lesznek.
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