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DH
FDA
ISO
LGT
MH SC
mN6M
mYP
PEG
PH TC

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

doubled haploid, dihaploid

fluorescens diacetat

isolation solution, mikrospora izolald oldat

low gelling temperature (agardz), alacsony olvadaspontl agar6z
mikrospora eredetii hibrid (kétvonalas) single cross

modositott N6M taptalaj

modositott Yu Pei taptalaj

polietilén glikol

portok hibrid three way cross, haromvonalas portok eredetii hibrid

ppN6M/89 N6M protoplaszt taptalaj

RAPD

Randomly Amplified Polimorfic DNA



2. BEVEZETES

A novénynemesitést segitd modszerek kore szamos 1 eszkozzel boviilt a névényi szovetek és
sejtek in vitro tenyészthetdségének kidolgozasa révén. A szomatikus hibridizacid és a haploid
novények eldallitasi eljarasai kiillondsen jol hasznosithatonak bizonyultak, és kiemelkedd gyakorlati

szerepet jatszottak a szovettenyésztési modszerek kozott.

A protoplaszt fizid -technikailag- megsziintette a névényi genomok egyesithetéségének faji
korlatait. A tavoli keresztezések természetes inkompatibilitasi akadalyait sok esetben sikeresen
feloldottak a fuzios eljarasok segitségével. A haploid novények eldallitasa a gyakorlati nemesités
eszkozévé valt, leroviditve, hatékonyabba téve egyes ndvények nemesitési folyamatat. Emellett

mindkét tertilet fontos 11j lehetéségeket nyitott meg a sejtszintii novényi kutatasokban.

Egyes novényfajok esetében a transzgénes ¢és mikrospora modszerrel eldallitott fajtak,

hibridek is a gyakorlati nemesités részévé valtak napjainkra.

Az emlitett eljarasok kulcsa minden esetben a novényi €élet in vitro fenntarthatosaga, melyre a
novények mind fajonként, mind genotipusonként nagyon kiilonb6zé mértékben alkalmasak.
Altalanossagban elmondhato, hogy a jo szovettenyésztési és agronomiai értékek ritkan jarnak
egyiitt. Gyakorlati szempontbdl fontos, hogy a szdvettenyészet karosodas nélkiil, hosszabb ideig
fenntarthato, és termékeny novények regeneralasara alkalmas legyen. Egyedi génkonstrukciok
bejuttatdisdhoz  elegendd  egy-egy  transzforméciora  alkalmas  genotipus,  melybdl
visszakeresztezéssel (backcrossing) a célfajtaba, vagy beltenyésztett vonalba juttathatd a gén. Az in
vitro haploid eljarasoknal vagy szomatikus hibridizacional azonban nem keriilhetd meg magénak a
cél-genotipusnak a szovettenyészthetdsége. Ez utobbi teriileteken tehat a gyakorlati alkalmazas a

mai napig is genotipusos korlatokba iitkozik.

Kiilonosen igaz ez a kukoricara, mely a szovettenyésztés nehezen “megmunkalhatd”
alapanyagainak soraba tartozik, protoplasztokra és a mikrosporara alapozott eljarasok esetében
egyarant. A mikrospodra eredetli novények eldallitdsa vagy a génbeviteli eredmények gyakran kis
szamu, szabadalmaztatott, korlatozott hozzaférhetdségli genotipushoz kotddnek, ami gatolhatja a
modszerek szélesebb korti alkalmazasat, s indokoltta teszi a felhasznalhaté genotipusok korének

bovitését.

A mikrospoéra tenyésztés a ndvénynemesités tobb fontos pontjan hasznos kiegészité modszer

lehet. A megfelel6 homogenitas eléréséhez tobb évi beltenyésztés sziikséges. A haploid modszer



ezt a szakaszt elméletileg egyetlen generacidra roviditheti le. A tobbi haploid eljaras kozott, a
mikrospéra mddszer a transzgénikus ndvények eldallitdsara iranyuld munkakban is érdeklodésre
tarthat szamot. Jelent0ségét az adja, hogy kiilonallé haploid sejtekbe lehet bejuttatni a géneket. A
genom megkettdzése utan az idegen gén is természetes allapotban, kétallélos homozigdta formaban
jelenik meg. Ez eldrelépés lehet a korabbi diploid sejttranszformaciokhoz képest, ahol a bejuttatott

génnek a diploid genomba kell beilleszkednie.

A haploid modszer alkalmas a recessziv gének hatasdnak gyors vizsgalatara is. Keresztezéses
modszerrel ez is csak tobb beltenyésztéssel érhetd el, mig a haploid eljarassal csak a termékeny DH

novények felnevelésére és tesztelésére van szilikség.

A felsorolt lehetdségek mikrospora modszerrel torténd kiakndzasa azonban jelenleg
korlatozott a kukoricanemesitésben, mert vilagszerte is minddssze néhany genotipus mikrospérai

alkalmasak fertilis novény eldallitasra.

A mikrospora vizsgélatokhoz felhasznalt kukorica genotipusok eldzetes androgenetikus és
agronomiai szelekcio eredményeként (Morocz 1997), mindkét szempontbol értékes tulajdonsagokat
mutattak. A kisérletek soran arra is valaszt kerestiink, hogy mikézben az indukcidra alkalmas
genotipusu mikrosporakat szelektdljuk a tenyésztés soran, kapcsolodnak-e ehhez nemesitési
szempontbol hatranyos tulajdonsadgok (fattyasodds, ndvény habitus, gyenge termdképesség, -

kombinalodoképesség) a mikrospora eredetii ndvények utddaiban.

A szomatikus hibridizaciét hosszi id6 ota sikeresen alkalmaztdk az egymadssal nem
keresztezhetd fajok, sO6t nemzetségek kozotti hibridek 1étrehozéasara, melyek kedvezo
tulajdonsagainak egyesitése a nemesités szamara korabban elérhetetlen volt. Az eljarast azonban
nemcsak fajok kozotti génatvitelre hasznaljak. Alkalmas génlokalizdlasra és genom kdlcsonhatasok
vizsgalatara is. A protoplaszt fuzid hasznos eszkdz volt példaul a citoplazmas 6roklés kutatasaban,
hiszen lehetdveé tette két kiilonbozd sejt teljes citoplazméjanak egyesitését. A nemesitési
alkalmazasok kozott szamos példa talalhaté betegség ellendllosag, fondlféreg rezisztencia,
szarazsdg ¢s hidegtlirési tulajdonsdgok, vagy citoplazmas himsterilitds sikeres atvitelére. E
tulajdonsagok elsdsorban a gazdasagi céllal termesztett novények agronomiai értékét novelték. A
disznovények esetében is hasznos moddszernek bizonyult a szomatikus fajkeresztezés, olyan

morfologiai tulajdonsadgok, mint példaul 0 viragszin,- alak, novénymagassag stb. kialakitasaban.

Elsésorban a kétszikii fajokkal (Nicotiana, Daucus, Solanum, Medicago, Brassica) végzett
fuzios kisérletek bizonyultak sikeresnek. Az egyszikli novények koziil a rizzsel és az arpaval

sikertilt szdmottevd ereményeket elérni.



A kukoricasejtekkel végzett szomatikus hibridizdcié azonban szinte alig érintett teriilet
maradt, annak ellenére, hogy napjainkig szdznal is tobb mas ndvényfaj bevonasaval hoztak létre
kiilonb6zé szomatikus hibrideket. A kukorica €s bluza faj szomatikus egyesitésére pedig -

iIsmereteim szerint- nem tortént korabbi kisérlet.

A szovettenyésztés “klasszikus™ és altalanos gyakorlata szerint in vitro kornyezetben a sejt
metabolizmus fenntartasahoz sziikséges sok, vitaminok és szénhidratforrasok mellett kulcsszerep
jut a dedifferencidlt sejtosztédas fenntartasdhoz, vagy a novényregeneralashoz sziikséges

kiillonbdz6 hormonkombinaciokra.

Ebben a dolgozatban a kukorica mikrospordk tenyésztését és a szomatikus kukorica sejtek
fuzios kisérleteit, szdvettenyésztési szempontbol kozos tulajdonsagokat mutatd genotipusokon
végeztem, melyeket Morocz ¢és mtsai (1990, 1991) egy évtizedes munkaval alakitott ki. Mindkét
modszer kiegészitd része lehet egy nemesitési programnak, ezért fontos kérdés, hogy milyen
szovettenyészetek alkalmazhatok a moddszerek mikodtetésére. A kisérletekben felhasznalt
tenyészetek szovettenyésztési szempontbol egyedi jellemzdje az, hogy hormonmentes N6M
taptalajon, kallusz allapotukat, illetve novényregeneralo képességiiket egyarant megorizve, tartdosan
tenyészthetdek. Feltételeztiik, hogy ezek a tulajdonsdgok eldnyt jelentenek a mikrospota tenyésztés

¢és a szomatikus hibridizacid soran is.

A dolgozatban bemutatasra keriil6 kisérletek céljai az alabbiak voltak:

1. Termékeny DH (doubled haploid) kukorica ndvényeket allitani elé az ismert eldzetes
eredményekhez képest egyszerlibb modszerrel: eldzetes portok izoldlas, dajkatenyészetek és

kolchicin alkalmazasa nélkiil.

1.1. Megndvelni a mikrosporak izoldlas utani életképességét a kukorica genotipus protoplaszt

tenyésztés¢hez bevalt taptalaj vagy valtozatai alkalmazasaval.

1.3. Megvizsgalni, hogyan hat a taptalajokban hasznalt pH, ozmotikus érték és a 2,4-D

regulator a mikrosporak életképességére.

1.4. Osszehasonlitani a kisérletek alapanyagiul hasznalt PH TC és a bel6liik szidrmazo,

tisztan mikrospora eredett MH SC novények androgén valaszat.
2. Albino kukorica szuszpenzio és buza mezofillum protoplasztok fuzidja polietilén glikollal.
2.1. Zold hibrid kolonidk szelekcioja, és ndvényregeneralés.

2.2. A regeneransok hibrid jellegeinek morfoldgiai és molekularis vizsgélata.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Haploid ndvények, mikrospdraindukcio

A haploid modszer lehetévé teszi, hogy a gamétak szintjén jelentkezd valtozatossagot az
intakt novények szintjére hozzuk. A haploid és DH ndvények Iétrehozasa lehetOséget ad a
gametoklonalis variabilitas, és a fenotipusosan is megjelend, recessziv tulajdonsdgok nemesitési
felhasznalasdra. A haploidnemesités soran, az egy generacio alatt eldallithatdé homozigota
genotipusok alkalmazasa lerdviditi a nemesités elsé szakaszat, mely a keresztezéstdl a kiegyenlitett
vonalak (torzsek) eldallitasaig terjed. Az idegentermékenyiildé novények 6-10 generacios
ontermékenyitési szakasza, végeredményben lerdvidithetd egy generacidra. Az Ontermékenyiild
fajok F1 és F2 novényei illetve a még hasadd F6-F7 torzsek egy generacid alatt rogzithetok.
Novelheti a szelekcié hatékonysagat az, hogy homozigota torzsek szabadfoldi alkalmazasa
pontosabb képet ad az agrondmiai teljesitménykiilonbségekrdl. A gyorsabb szelekcids ciklusok
hozzésegithetik a nemesitét ) korokozo és abiotikus stressz rezisztenciat hordozo, vagy javitott
lisztmindségl fajtak eldallitdsdhoz. A haploid technikak alkalmazédsa a muticios nemesitésben, in
vitro szelekcioban, ndvényi transzformacios eljarasokban és géntérképezési programokban is
hasznos lehet (Luchett ¢s Darvey 1992, Abd El-Maksaoud et al. 1993, Kovacs ¢és Barnabas 1997,
Karsai és Bed6 1998, Barnabas et al. 2000).

A haploid ndvények nemesitési célu felhasznilasanak elveit - lényegében napjainkig
érvényes modon - mar 1922-ben 0sszefoglaltak (Blakeslee et al. 1922). A haploidok kutatdsanak
torténetében elséként Harlan talalt haploid gyapotnovényeket 1920-ban. Ezt kovetden Blakeslee és
mtsai Datura stramoniumban 1922-ben, Chipman és Goodsped dohanyban 1927-ben, Gates esti
kankalinban 1929-ben, Randolph kukoricdban 1932-ben szintén megfigyelte haploid ndvények
el6fordulasat, de e formak nemesitési célra valo felhasznalasara Chase dolgozott ki olyan mddszert
1952-ben, amellyel a spontan monoploid novényeket biztosan felismerte (Bélint 1990). A Chase-
modszer szerint az alapanyagokat olyan marker gént hordozo sziilovel keresztezik, amelynek
hibridjeiben mar a csirandvényeken megfigyelhetd a markergén hatasa (Al, A2. P1, biborpiros),
igy a fehér gyokerti - partenogenikus eredetli - monoploid névények kénnyen kivalogathatok, majd
diploidizalas utdn nemesitési vonalként felhasznalhatéak (Balint 1990). A spontan kukorica
haploidokat Chase (1969) eredményesen alkalmazta kereskedelmi hibridek létrehozasara (Balint
1990).

Szamos egyéb sikeres haploid eldallitasi mddszert is kidolgoztak. Megndvelt haploid

indukciot eredményezett az anyai haploid indukalé vonalak (“inbred Stock 6) (Coe 1968), és az



apai haploidokat eredményezd spontan mutacidé (“indeterminate gametophite”) (Kermicle 1969)
alkalmazésa. Ezek a modszerek sem bizonyultak azonban teljesen alkalmasnak nemesitéi vonalak
gyors eldallitasra. Foként az egyszerien alkalmazhaté genetikai markerek hianya korlatozta

alkalmazasukat (Dieu és Beckert 1986).

Kasha ¢és Kao 1971-ben felfedezte fel a Bulbosum technikat, melyben a Hordeum vulgare x
H. bulbosum hibrid zigdtaban lezajlé kromoszéma deléciot kdvetden, szovettenyésztési modszerrel
(embryo rescue) nevelik fel a haploid arpa ndévényeket (Dudits és Heszky 2000). Ezzel a
modszerrel Jensen arpa monoploidokat allitott elé 4,5-13,4 % gyakorisaggal, 1974-ben (Balint
1990).

A tavoli keresztezéseken és genom eliminacion alapuld Un. bulbosum technika mas
keresztezési kombinaciokban is hasznosnak bizonyult. Ilyen példaul a buza x kukorica keresztezés,

mellyel a haploid bliza ma mar rutinszertien allithat6 eld (Dudits és Heszky 2000).

Fontos eredmények sziilettek az anyai (ginogenikus) haploidokkal végzett kisérletekbdl is.
Szamos eldzetes sikertelen probalkozas utan (Sachar és Kapoor 1958, Maheswari 1958, Maheswari
¢s Lal 1961), Tulecke (1964) allitott eld elséként ginogenikus Ginko biloba haploid kalluszt,
amelyet tovabbi eredmények kovettek. Sikeresen indukaltak haploid kalluszt Solanum melongena
megtermékenyitetlen ovulumbol (Uchimiya és Murashige 1974), és ezt kovetden tovabbi mintegy
30 névényfaj ovulum és ovarium tenyésztése eredményezett haploid tenyészeteket és ndvényeket a
90-es évek masodik feléig (Keller és Korzun osszefoglaloja 1996). A sikeres kisérletek kiterjedtek
olyan gazdaséagilag nagy jelent6ségii kalaszos novényfajokra is, mint a rizs (Asselin de Bauville
1980), buza (Lu és Vu 1986), kukorica (San és Demarly 1984, Lu és Vu 1986). Hazankban
cukorrépa ginogenikus haploidokat allitottak el6 sikerrel (Potyondi és Heszky 1992).

Az in vitro haploidok kutatasanak korai id6északaban a Datura portokokkal elért eredmények
utdn (Guha és Maheswari 1964) a kutatok érdeklodése jelentés mértékben a mikrosporak in vitro
androgenezise iranyaba fordult, bar a ginogenikus haploid eldallitasi kisérletek is folytatodtak.
Napjainkig mintegy 80 nemzetség csaknem 300 novényfajanak pollenjébdl sikeriilt az in vitro
androgenezis indukcidjaval haploid kalluszt, embridt, illetve novényt eldallitani (Dudits és Heszky

2000).

Ennek sordn a portokokba zart vagy szabad mikrospordk egy része in vitro indukcios kezelés
hatdsara, mitotikus osztédasokkal kisért sporofita fejlédési utvonalra tér at eredeti gametofita
programja helyett. Jahne és Lorz Osszefoglaloja alapjan (1995), a legtobb ndvényfaj esetében az

egy- ¢s korai kétmagvas mikrospora allapot kozotti fazisok bizonyultak legalkalmasabbnak az



indukciora. Arpaban és bizaban a kozép- és kés6i egymagvas (Ziauddin et al. 1990, Olsen 1991,
Mejza et al. 1993), rizsben az egymagvas-korai kétmagvas (Cho és Zapata 1990, Datta et al. 1990),
kukoricaban a késdi egymagvas- korai kétmagvas allapota mikrosporak indukcigjat irtak le (Barloy
et al. 1989, Coumans et al. 1989, Gaillard et al. 1991). Az elsé mitdzis utan lényegesen eltérhet a
sporofita fejlddés tovabbi forméja aszerint, hogy haploid kalluszok, vagy haploid embriok
fejlédnek ki (Barnabas et al. 1988). Fluorokrom festékekkel jelolt btiza mikrospérakon végzett
vizsgéalatok alapjan Osszefiiggést Iehetett kimutatni az osztdédas tipusa (szimmetrikus,
asszimmetrikus) és a kialakulo haploid strukturdk morfolédgiai jellege (kallusz, embrid) kozott
(Szakacs és Barnabas 1988, Barnabas et al. 1988). Az elektronmikroszkopos vizsgalatokkal igazolt
eredmények azt mutattdk, hogy a szimmetrikus osztodast embri6-, az aszimmetrikus osztodast
kalluszfejlodés koveti (Barnabas et al. 1988). Az Mv exp. 2804 kukorica hibrid
pollenembriogenezisét tanulmanyozva valosziniinek tartottdk, hogy a tobbmagvl pollenszemek a
vegetativ sejtbdl fejlddnek ki (Barnabas et al. 1987). Hasonlé eredményre jutottak Pescitelli és

Petolino (1988) is elit kukorica vonalak portok tenyészeteinek vizsgalata soran.

Fontos szerepe van a haploid kromoszomaszerelvény megduplazasdnak, mely természetes
uton is létrejohet, mikor az elsd pollenmitozis utan kialakulé két sejtmag fuzional, és ezekbdl az un.
C tipusu fejléddés sordn kozvetleniil DH embriok és novények johetnek létre (Dudits és Heszky
2000). Az androgenezis gyakorlati alkalmazasaban azonban nagyon hasznosnak bizonyult az in
vitro kolchicin kezelés, amely megduplazza az egymagvas mikrospora haploid kromoszoma
szerelvényét. Kukoricdban Wan és mtsai (1989) bizonyitottdk a modszer hatékonysagat 0,05 %
kolhicint tartalmazo D téptalajon (Duncan et al. 1985), mellyel 72 o6ra kezelés utdn nem taldltak
haploidokat a kezelt kalluszokbol regenerdlt novények kozott. Barnabas és mtsai (1991) a
mikrosporak kolhicin kezelésére dolgoztak ki hatékony moddszert. A mddszer eldonye, hogy a
kolhicin kezelés nyoman gyakoribb lett a szimmetrikus osztédas a vizsgalt bliza tenyészetekben, €s
igen jelentésen megndvelte a DH ndvények gyakorisagdt. A mikrospora osztodds ¢és
differencialodas formait hasonlénak talaltak a kétszikiiecknél (Heberle-Bors 1985) és a
gabonaféléknél is (Zheng és Ouyang 1980, Coumans et al. 1989). A buza mikrospérakon végzett
vizsgalatok tobbnyire a szimmetrikus osztodast talaltak leggyakoribbnak (Zheng és Ouyang 1980,
He és Ouyang 1984).

Az in vitro mikrospoéra indukcié hatékonysagat dontéen befolydsolja a donor ndvények
fejlettsége (Ouyang et al. 1973, He és Ouyang 1984), genotipusa (Genovesi és Collins 1982, Dieu
¢s Beckert 1986, a novények élettani allapota (Ouyang et al. 1987) és az alkalmazott hidegkezelési
(Jing et al. 1982, Dieu és Beckert 1986), tenyésztd taptalajok (Chu et al. 1975, Ku et al. 1978, Miao
1980, Ting 1981, Brettel et al. 1981, Genovesi és Collins 1982). A citoplazma is jelent6s hatassal
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lehet a mikrospdra embriogenezisre valamint a haploid és szomatikus szovetek tenyészthetdségére
is (Sagi ¢és Barnabas 1989). Az androgén indukci6 hatdsara kifejlodo haploid struktirdk szama igen
jelentésen kiilonbozik novényfajok koézott és fajon beliil a kiillonb6z6 genotipusok kozott is. A
buzaval szerzett tapasztalatok alapjan az indukcié 8-80 % kozott valtozott, és csak néhany
genotipus bizonyult ellenalléonak (Barnabas et al. 1988, Kovacs és Barnabas 1993). Az androgén -
foként portok eredetl - haploidok felhasznaldsara ma mar jo példakat talalhatunk a buza (Ouyang et
al. 1973, Picard ¢és de Buysier 1973, Heszky and Mesch 1976), az arpa (Olsen 1991, Mordhorst és
Lorz 1993, Jahne et al. 1994) és a repce nemesitésében is (Beversdorf et al. 1987, Swanson et al.
1987). Szamos novényfajbol sikeriilt szabadalmaztatott fajtakat is eléallitani, példaul tavaszi (Hu et
al. 1988) és 6szi buza fajtakat (Pauk et al. 1995, Khus és Virmani 1996), vagy az androgenetikus
szomaklon moddszerrel hazankban els6ként eldallitott €s regisztralt fajtat, a DAMA nevii rizsfajtat
1992-ben (Heszky et al. 1991, 1996). Ezt kovette a GK D¢libab DH buzafajta 1993-ben tortént
allami mindsitése (Pauk et al. 1995), majd tovabbi szegedi és martonvasari dihaploid buzafajtak

elismerése (GK Szinbad, Mv Szigma, Mv Madrigal) (Bed¢ et al. 1996, Barnabas et al. 2000).

Wenzel ¢és mtsai németorszagi adatok alapjan késziilt 6sszefoglaldjabol (1994) az tiinik ki,
hogy e ndvények (repce, arpa, buza) nemesitési programjaiba mar az 1970-es évek kozepétdl
vilagszerte beépiilt a haploidok alkalmazésa. Ez els6sorban a portok tenyésztési sikereken alapult,
de az emlitett ndvényfajok izolalt mikrosporait is jO eredménnyel tenyésztették. Napjainkig a
kovetkezd fajok izolalt mikrosporaibol regeneraltak ndovényeket: Atropa belledonna, Brassica
napus, Brassica carniata, Datura innoxia, Hordeum vulgare, Hyosciamus sp., Nicotiana rustica,
Oryza sativa, Petunia hybrida, Solanum melongena, Solanum tuberosum, Triticum aestivum,

Triticale, Zea mays stb. (Dudits és Heszky 2000).

A kukoricanak a tobbi fontos gazdasagi ndvénnyel Osszehasonlitva viszonylag késén, az
1980-as évek legvégén jelentek meg az elsé mikrospora haploidjai (Coumans et al 1989, Pescitelli
et al 1989, Wenzel et al. 1994), azonban csak egy-egy specidlis genotipusra korlatozodtak az

eredmények.

A mikrosporak androgenezisének portokon beliili, és az izolalt formaban ab initio (Pescitelli
et al. 1994) torténd indukcidja a ndvény fajok tilnyomo tobbségénél két jol elkiilonithetd nehézségi
foku feladatot jelent. A portok kultaraval altaldban tobb genotipussal, és nagyobb hatékonysaggal
lehetséges a haploid indukcié. A portok tenyészetekbdl felnevelt ndvények felhaszndldsa soran
azonban sok problémat okozhat az, hogy hogy egy tenyészetben egyidejiileg el6fordulhatnak ,,n” és
a diploid portok falbol szdrmazé ,,2n” sejtek is. Markerek nélkiil nehéz megkiilonbdztetni a

portokfal diploid, és a mikrospora ,,n” vagy spontan DH (2n) kalluszait vagy embrioit. A portok
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modszerrel eldallithatd novények vegyes ploidszintjérdl Gu és mtsai (1983) kukoricaval elért
eredményei tanuskodnak. Vizsgalatuk soran 8 genotipus 46 portok tenyészetébdl nyert
novényeinek citologiai vizsgalatat végezték el. A novények 60,9 %-a haploid, 28,3%-a diploid ¢és
10,8 %-a mixoploid volt. Ezek a nehézségek kikiiszobolhetdk az izolalt mikrospora tenyésztéssel.
(Dudits ¢és Heszky 2000). Az izolalt mikrosporak a haploid egy sejtes rendszer tovabbi eldnyeit is
kinaljak:

Pontosabb informaciét kaphatunk a taptalaj fejlesztési kisérletek eredményeirdl, mert a
mikrosporak kozvetleniil érintkeznek a taptalajjal és igy kikiiszobolhetd a portokfal bioldgiai

szurd hatasa.

Mod nyilik a sejtszinti haploid szelekciora, ami a recessziv gének legkorabbi

szelekciods szintje lehet.

In vitro termékenyitéshez felhasznalhatdo himivarsejt izolaldshoz igen alkalmas forras

lehet, ha fenntartjuk az in vitro gametogenezist.

Lehetdséget ad pollen transzformaciods vizsgéalatokhoz, és az androgenezist szabalyozo

gének pontosabb vizsgalatara.

Az eredmények ellenére, még az androgenetikus szempontbdl sikeresnek szamitdé névények
esetében is megoszlott a felhasznalok, a nemesitdk valasztasa az androgenetikus és a hagyomanyos
haploid technikak gyakorlati alkalmazasa kozott. Puolimatka és Pauk (2000) szerint, a kiterjedt
kutatasok és a buza androgenezisrdl felhalmozott tudas ellenére, a mikrospora eredetti DH torzsek
nemesitési alkalmazdsa még mindig hattérbe szorul példaul a buza x kukorica keresztezéssel
eléallitott haploidok mellett. Véleményiik szerint, a tovabblépéshez az egyes genotipushoz igazitva
kell javitani a tenyésztési koriilményeket addig, mig alkalmasak lesz a nemesitési igényeknek

megfeleld szami DH vonal eldallitasara (Puolimatka ¢s Pauk 2000).

A hazai buza kisérletek alapjan, a haploid torzsek eldallitdsa hatékony eszkoz lehet a
nemesitésben ¢€s fajtafenntartasban, mert a megvizsgalt hagyoményos térzsek és portok eredetti DH
valtozataik termOképessége, mindsége, agrondmiai értéke, genetikai variabilitdsa és stabilitasa is
azonos értéklinek tekinthetd (Kertész et al. 2000). Ahhoz, hogy a haploid moédszer a nemesités
hatékony részévé valhasson, a gyakorlatban fontos genotipusokbol kell szamu, genetikailag stabil

DH ndévényeket kellett biztositani a nemesitési programokhoz (Barnabas et al. 2000).

A haploid modszer alkalmazéasanak fentebb emlitett f6 céljai és feladatai minden tekintetben

azonosak a kukorica esetében is. A kukorica portokok tenyésztésével elészor Kinaban sikeriilt
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haploid ndvényeket eldallitani (401 kutatocsoport 1975, Ku et al 1978, Ting et al. 1981, Kuo et al.
1985), ezt kovették az észak- amerikai, majd eurdpai eredmények (Nitch 1982, Genovesi and
Collins 1982, Pauk 1985). Az elsé haploid nemesitésbdl szarmazo kereskedelmi értékii kukorica
hibrideket is Kindban hoztak 1étre, szaznal is tobb in vitro androgén vonal eldallitdsa utan (Kuo et
al. 1985), de a modszer a mai napig is fejlesztés alatt all. A legnehezebben legydzhetd korlatot az
jelenti, hogy a jelenleg ismert modszerekkel csak bizonyos genotipusok serkenthetok
novényregeneraciora képes kallusz vagy embrid fejlesztésére (Pescitelli et al. 1994). A kezdeti
eredmények alapjan erdteljes portokvalaszra képes genotipusok, mint a Hsiao-pa-tang x Shui-pai
(Miao et al. 1778), Batangbai (Ba-Tong-pai) (Cao és Leng 1983), CH-13 (Nitch et al. 1982),
Sarhad Yellow (Pauk 1985) tobbnyire nem tartoznak a nemesitési szempontbol elit
genotipusokhoz. A korai kukorica portok kisérletek masik fontos jellemzoje, hogy kevés ndvényen
sikeriilt életképes szemeket nyerni. Genovesi és Collins (1982) statisztikailag ellendrzott
kisérleteiben példaul, szazezer portok leoltasa alapjan a legjobb genotipus x taptalaj x hidegkezelés
kombinaci6 18,3 %-os portok indukciot eredményezett. Ezeknek a kalluszoknak és embridknak
19,2 %-a fejlodott novényekke, de csak 2 dntermékenyitett szemet nyertek, és két tovabbi vonalat
sikeriilt egymassal keresztezni. E tapasztalatok alapjan Petolino és Thompson (1987) arra keresett
valaszt, hogy javithato-e a portok reakcid. Négy kereskedelmi vonallal végzett diallél keresztezések
alapjan egyarant jelentdsnek talaltak az altalanos €s specidlis kombinalodoképesség portok valasz
noveld hatasat. Tapasztalataik alapjan lehetségesnek tartottdk a nagy gyakorisaggal valaszolo

genotipusok szelekciojat.

A portok valasz genetikai hatterének tisztdzasara Cowen és mtsai (1992) 98 S; 193/39 x B73
kukorica vonalak keresztezésébdl szarmazo csaladot vizsgaltak meg RFLP markerekkel.
Eredményeik alapjan a gyakori portokvalasz két 6 recessziv, episztatikus (a 3. kromoszoma hosszu
karjanak végén, illetve a 9. kromoszoma centromeronja koriil elhelyezkedd), és két tovabbi kisebb
jelentdségli gén hatasara vezethetd vissza. A vizsgalt genotipus korben mért portok reakciot 57 %-
ban ez a négy gén hatirozta meg, melyek koziil harom kdlcsonhatdsban volt és homozigota
allapotban mutatta a legnagyobb hatast. Késébbi molekularis vizsgéalatok soran Vergne és mtsai
(1993) azonositottak egy hidegkezelésre termelddd 32 kD méretii fehérjét a DHS x DH7 kukorica
hibridben. A hidegkezelés 7. napjan mért fehérjetermék mennyisége pozitiv korrelaciot mutatott a

kisérletben szerepld genotipusok portok indukcidjaval, és csak a reagald valtozatokban fordult eld.

A portokbol kiszabaditott, izolalt mikrosporadkra is érvényes, hogy nehezebben, kisebb
hatékonysaggal lehet tenyészteni, mint a sértetlen antérakat. Raadasul eddig vilagszerte mindossze
Ot kukorica genotipusrdl szdmoltak be, melyek izolalt mikrospéorai indukalhatéak voltak, és

szovettenyészeteikb6l novényeket tudtak eldallitani (Pescitelli et al. Osszefoglaloja 1994). A
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témakorben megjelend kozleményekbdl az tiinik ki, hogy azok a kdzvetett mikrosporatenyésztési
eljarasok voltak hatékonyabbak, melyekben a mikrospdrak izolaldsat megel6zéen a portokokat a
cimerbdl kiemelték, és eldtenyésztették (Pescitelli et al. 1989) vagy eldkezelték (Genovesi ¢és
Yingling 1990, 1994). Gaillard és mtsai (1991) portok dajkatenyészetet alkalmaztak a mikrospdra
tenyésztéshez. Ez azonban megterheli a modszert a portok izolalashoz sziikséges tobbletmunkaval.
A dolgozatban szereplé munka a masik csoportba, a kozvetlen izoldldsi modszerhez sorolhato,

mely gyorsabb, egyszeriibb, ezért a gyakorlati felhasznalé szamara elényosebb lehet.

A szerzOk tobbsége a mikrospora modszer hatékonysagéat, az eldéllithatd mikrospora-
embriok szdman méri le. Az eddigi eredmények alapjan azonban, a termékeny névények eldallitasa
legalabb ilyen fontos szempont, hiszen életképes szemek, azaz termés hijan nehezen képzelhetd el
barmilyen tovabbi, példaul nemesitési felhasznédlds. Ennek a dolgozatnak az eredményei kozott

ezért szerepel kozponti helyen a termékeny mikrospora névények eldallitasa.

Az embridszam ¢és a fertilis ndvény-eldallitas jelentds fejlesztésérdl szamolt be Genovesi és
Yingling (1994). Ezt a dolgozatot megel6zden csak Ok dokumentaltdk a termékeny ndvények
eloallitasat, és szdmoltak be azok életképes utddnemzedékérdl is. Eredményeiket a fentebb emlitett

két eljaras koziil azonban a kozvetett modszerrel érték el.
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3.2. Szomatikus hibridizacio

A ndvénynemesités alapja a keresztezéssel 1étrehozott populaciokban végzett szisztematikus
szelekcio. A fajtak, hibridek talnyomo tobbsége fajon beliili, genotipusok kozotti keresztezésbol
ered. Ha e novényfajon beliil egy- egy sziikséges tulajdonsag mar nem talalhatéo meg, akkor értékes
génforrasul szolgalhatnak a termesztett novények vad rokonai. Ezekben az esetekben tavoli
keresztezések alkalmazasaval, faj és nemzetség hibridek létrehozéasaval lehet a vad faj génjeit
bevezetni a termesztésre alkalmas genotipusokba, majd tobb visszakeresztezés utan lesziikiteni a

vad faj genetikai allomanyat a kivant tulajdonsagot hordoz6 génekre.

A genetikailag tavoli fajok, nemzetségek beporzasos keresztezhetdségének azonban
természetes korlatai vannak, melyek a rendszertani tdvolsag novelésével er6sdodnek. Az ivaros
keresztezés csak egy viszonylag sziik rokonsagi koron beliil lehetséges. A két 6 akadalyozd
mechanizmus a gaméta- Osszeférhetetlenség, és a hibrid embrid pusztuldsa (Dudits és Heszky
2000). A faj- és nemzetséghibridek tulajdonsagairél hazankban Belea (1986) készitett 6sszefoglald

munkat.

A szomatikus hibridizacié lehetOséget ad az ivaros inkompatibilitds megkeriilésére és olyan
hibrid névények 1étrehozésara, melyek fontos alapanyagok lehetnek: nemesitési szempontbdl az 1ij
tulajdonsagok miatt, alapkutatasi szempontbdl pedig az inkompatibilitassal Osszefliggd kérdések
tanulmanyozasahoz. Ehhez a ndvények a testi sejtjeinek in vitro egyesitésére van sziikség, melyet a

szomatikus sejtek esetében a sejtfal eltdvolitasa eldz meg.

A szomatikus hibridizacié otlete Ernst Kiister citolégustol szarmazik, aki els6ként figyelt
meg protoplasztfuzidt a kilencszazas évek elején (Dudits és Heszky 2000). A mddszer gyakorlati
alkalmazasaig még tovabbi kozel hetven évre volt sziikség, els6sorban a protoplasztalhatosag
hatékony sejtfal eltavolito modszert Cocking fejlesztette ki 1960-ban, mikor Myrothecium

verrucaria gombabol nyert cellulazzal sikeresen allitott eld paradicsomgyodkér protoplasztokat.

Cocking eredményéhez hasonld jelentdsége volt a polietilén glikol (PEG) fuziogén hatasat
bizonyité felfedezésnek is (Kao és Michayluk 1974, Wallin et al. 1974). A két nagyszabasu 1jitas
lendiiletet adott a kutatasoknak, mert kaput nyitott a névényi protoplaszt- névény rendszerek
kiépitéséhez, és az ehhez szorosan kdtddd szomatikus hibridizacios eredményeknek is. Az 1970-es
évektdl egyre szélesebb korben kezdték kidolgozni a protoplaszt fuzids eljarasokat a
legkiilonbozobb novényfajok paraszexualis keresztezésére (Nicotiana: Nagata, Takebe 1971, Kao,

Michayluk 1974, Umbelliferaceae: Dudits et al. 1979, Gramineae: Terada et al. 1987,
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Cruciferaceae: Toriyama et al. 1987, Rutaceae: Grosser et al. 1988, Solanaceae: Kim et al. 1993,

Fabaceae: Crea et al. 1997).

A PEG mellet még szdmos egyéb fuzids kezelést is kialakitottak, de a legjelentdsebb

alternativa az elektroftizio lett (Zimmermann és Scheurich 1981).

Mind a PEG kezelés, mind az elektrofuzidé széles kortien alkalmazhatd. A ndvényi
protoplasztok mellet baktérium- és gombaprotoplasztok, valamint allati sejtek egyarant
fuzionaltathatok ezekkel a modszerekkel. A sejtek fuzidja nem fajspecifikus fiziko-kémiai
folyamat. A membranok szerkezetében levé nagyfoki hasonlésdg lehetévé teszi még
rendszertanilag igen tavoli fajok hibridizaciojat is (Dudits és Heszky, 2000). Salhani et al. (1985)
tapasztalata szerint az altaluk elekrofizioval egyesitett egérsejtek és petinia protoplasztok
hibridsejtjeiben a novényi €s allati sejtmiikodések egyarant megmaradtak €s még ilyen partnerek

esetében is lehetséges a sejtszintii egylittmitkdés (Dudits és Heszky 2000).

Az els6 novényi sejtfuziés eredmények a Solanaceae csalddhoz tartozd, ivarosan is
keresztezhetd fajokkal sziilettek, és foként alapkutatasi érdeklddést szolgaltak (Melchers és Labib
1974, Gleba és Hoffmann 1978, Carlson et al. 1972, Power et al. 1976). A modszert felhasznaltak
génlokalizalasra és genom kolcsonhatasok vizsgalatara is (Gleba és Sytnik 1984, Negrutiu et al.
1989). A sejtfuzio kiegészitd nemesitési eszkozként is alkalmazasra keriilt, nehezen kivitelezhetd

ivaros keresztezések helyettesitésére (Hansen és Earle 1995, Samoylov et al. 1996).

A gazdasagilag jelentds fajokbol (Solanum -Austin et al. 1985, Cichorium -Rambaud et al.
1993, Brassica - Sjodin et al. 1989, Oryza - Kyozuka et al. 1989, Citrus-1988, Grosser et al. 1988,
Asparagus- Gibson et al. 1988) és ivaros Gton nem keresztezhetd, vad rokonaikbol agronomiailag is
értékes tulajdonsagokkal bir6 kombindciokat hoztak létre. Sor keriilt rezisztencia gének atvitelére,
melyek hatékonynak bizonyultak bakterialis (Preiszner et al. 1991, Kim et al. 1993, Hansen ¢és
Earle 1995, Polgar et al. 1996, Laferriere et al. 1999), gombas (Hansen és Earle 1997), virusos
betegségekkel (Austin et al. 1985, Gibson et al. 1988), s6t fonalférgekkel szemben is (Lelivelt et al.
1993). Megvalosult a citoplazmas himsterilitds szomatikus atvitele (Kyozuka et al. 1989, Akagi et
al. 1995), és kisérletek torténtek szarazsag és hidegtlirés javitasara is (Preiszner et al. 1991, Begum

et al. 1995, Louzanda et al. 1993).

Annak ellenére, hogy tobb mint szdz kiillonb6zd ndvényfaj hibridjét hoztdk eddig 1étre (Guo
¢s Deng Osszefoglaloja 1998), nagyon kevés adat talalhat6 a kukorica szomatikus hibridjeirdl (Kao,
Michayluk 1974, Brar et al. 1980). Ennek egyik oka az lehet, hogy viszonylag kevés a megfeleld
kukorica protoplaszt forras (Rhodes et al. 1988, Prioli és Sondall 1989, Shilito et al. 1989, Morocz
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et al. 1990). A masik akadalyt a fuzids kezelés karositd hatdsa jelentheti, melyre a kukorica
protoplasztok néhany egyéb nehéz szovettenyészhetdségii fajhoz (Chapel et al. 1984, Krasnyanski

¢s Menczel 1995) hasonldan érzékenyek.

A gyakorlatban tobbféle fizids, illetve szelekcids kombinacé alakult ki. A z61d mezofillum és
fehér (albind, szuszpenzids, vagy mezokotil) protoplasztok alkalmazasa megkonnyiti a fuzié
megfigyelését, lehetové teszi a hibrid sejtek azonositasat, kivalogatasat, st alapja lehet a
szelekcionak is (Kao és Michayluk 1974, Dudits et al. 1977, 1979). Novelheté a zold-fehér
szelekcio biztonsaga, ha a fiziot a szuszpenziobodl izolalt protoplasztok (IOA) jod-acetamiddal
végzett kezelése elézi meg, mely gatolja a sejtmag miikodését (Mizuhiro et al. 2001). A sejtek
eltérd szinll festése is kivitelezhetd moddszer, ha a protoplasztok természetes allapotukban azonos

szintiek (Keller, et al. 1973).

Mas rendszerekben csak a szelekcid vagy a novénynevelés sordan ismerhetdek fel a hibrid
jellegek, kiilonb6zd kiegészitd hatasok alapjan, mint példdul helyreallitott hajtds regeneracio
(Nakano et al. 1996), kett6s antibiotikum rezisztencia (Ichikawa et al 1987, Schoenmakers et al.

1994).

A hibridizécios kisérletekbdl nyert kalluszok, ndvények genetikai jellegének vizsgélatira a
citologiai €s a molekuldris modszerek adnak lehetdséget, melyek koziil gyakori az izoenzim, RAPD

és in situ hibridizacios technikak alkalmazasa.

A dolgozatban bemutatasra keriild munka célja olyan fuziés koriilmények kialakitasa volt,
mely lehetévé tették albind kukorica €s z0ld buza sejtek egyesitését, a hibrid sejtek osztodasat, s

vésO soron alkalmas volt z6ld kaluszok kivalogatasara és novényregeneralésra.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Mikrospora eredetii novények eldallitasa
4.1.1. Donor névények

Az els kisérlet alapanyagaul a PH TC haromvonalas kukorica hibrid szolgalt, amelynek
vonalai portoktenyésztésbdl szdrmaztak (Morocz 1997, Morocz nem kozolt eredmények). A
mikrospéra tenyésztéshez kapcsolodd cimer eldkezeléseket, a ndvényregeneralast ¢és
novénynevelést a Gabonatermesztési Kutato Kht. Kukorica szdvettenyésztési laboratoriumaban
Morocz Séandor altal kialakitott modszerek alapjan végeztem. A ndvények nevelése a nyari
idészakban szant6foldon, télen iliveghdzi koriilmények kozott, 2 l-es cserepekben tortént. A
foldkeverék homokot, tézeget és Floraska B virdgfoldet tartalmazott 1:1:1 ardnyt keverékben. A
novényhazban 25/18 °C-os hémérsékleten, éjszakai megvilagitast kaptak a névények (20-t6l 7
oraig). A vilagitast Na és HGLR OSRAM higanygdz lampak (400 W) biztositottdk. A ndvények
naponta 0ntozést, és hetente kb 0.5-1 g miitragyat (Volldiinger) kaptak. A mintdk begyiijtésére az
volt a legmegfelelobb allapot, mikor a cimerek mar kitapinthatéak voltak az atlagosan harom—ot
fels6 levélen keresztiil. Ebben az allapotukban mar tartalmaztak a késéi egymagvas mikrosporakat,
melyek alkalmasak az in vitro indukcidra. Ezt a fejlettséget liveghazban 60-78 nap utan,
szant6foldon 68-75 nap utan érték el a novények. A begylijtott cimerek milanyag és papir tasakba

keriiltek, és hidegkezelést kaptak 7°C-on s6tétben tartva 14-28 napig.
4.1.2. Mikrospora izolalas és tenyésztés

A hidegkezelés utan, a cimereket a takardlevelek koziil kiemelve, a viragzatokat csipesszel
lehantottam a cimer tengelyrdl. Ezutan 10 perces feliileti fertotlenités tortént a kereskedelmi hypo
50%-os oldataval. A fertdtlenité szer maradékat harom steril vizes Oblitéssel tavolitottam el. A
mikrosporak feltardsa egy kavédaralora szerelhetd mixerrel tortént, amely jol helyettesitette az
altalanosan hasznalt, de 1ényegesen dragabb Waring blendort. Egy-egy mintabdl 300-400 viragzat
keriilt megorlésre 100 ml ISO oldatban (Gaillard et al. 1991), egységesen 8 mp-ig. A feltart vegyes
fejlettségli mikrosporakat eldszor kiszlirtem a térmelékbdl (210 pm Tetex szlirdvel), majd 60 pm-es
lyukbdségli (Polymon) sziirdvel Osszegyiijtdttem. Az igy nyert frakci6 2 ml ISO oldatban
szuszpendalas, majd kétfazisu Percoll gradiens oldatra (20 és 30 %-o0s) rétegezés utan
centrifugalasra keriilt (1000 fordulat/perc, 3 percig). Harom mikrospora frakcio jelent meg, melyek
koziil csak a legfelsd, a 20 %-os Percoll folé Usz6 sejtek keriiltek tovabbi tisztitasra, mely egy
kovetkezd centrifugalasbol allt 0,44 M-os szahardzt tartalmaz6 tenyésztd taptalajon (Gaillard et al.

1991). Ebben a szakaszban a mikrosporak tovabbi két frakcidra valtak szét, ami a tenyésztésre
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legalkalmasabb késéi egymagvas, korai kétmagvas mikrosporak koncentralédasat eredményezte a
felso rétegben. A tenyésztést a sejtek 0,09 M-os szahardz tartalmu taptalajjal végzett mosasa elozte
meg (Gaillard et al. 1991). A mikrosporak tenyésztése 6x10°/ml stiriségben, 35 x 10 mm-es
Greiner csészékben, 2 ml tenyésztd taptalajban (a tovabbiakban mYP) tortént (Gaillard et al. 1991).
Az oldat 0,35 M szahardzt tartalmazott. A taptalajok dsszehasonlitasa 24 csészés Greiner talcakban
tortént. Minden mikrospdra tenyészet sotétben volt, 28 °C-on, 14 napig, majd 20- 24 °C-ra és
valtozd6 megvilagitds ald kerliltek egészen a kolonidk kifejlodéséig. Kolhicinkezelést nem

alkalmaztam sem a mikrosporak, sem a bel6liik sarjadd novények kezelése soran.

Az 1 mm-es atmérét elérd kolonidkat N6M (Morocz et al. 1990) hormonmentes, szilard (5g/1
Gelrite) taptalajra helyeztem, melyen 21 napos atoltdsokkal a kalluszok és novények egyarant jol
fejlodtek 20°C —on és folyamatos megvilagitas mellett. A gyokeres, 6-10 cm-es hajtashosszi
novények csapvizes mosds utan atiiltetésre keriiltek a fentebb leirt foldkeverékbe. A novényeket
mianyag tasakokkal boritottam le, hogy biztositsam a kezdeti fejlédéshez sziikséges paras
mikroklimat. Tiz nap utdn az életképes ndvények kindtték a tasakokat, melyeket eltavolitottam. A
mikrospora névények a donor ndvényekével azonos gondozast kaptak. A felnétt novény

allomanyon keresztezéseket ¢s ontermékenyitéseket végeztem.
4.1.3. Novényregeneralas

A folyékony mikrospora tenyésztd oldatokban novekvd egy mm nagysagot elérd kalluszokat
csipesszel raktam at szilard 50 ml N6M hormonmentes taptalajra. Az intenziv kallusznovekedés
érdekében a kalluszokat 10-14 naponként oltottam at friss taptalajra. A ndvényregeneralés
meginditasahoz 3-4 hétre kellett ritkitani az atoltasokat. Az elsd kisérletben kiilonb6zé F1
csalddokat képvisel6 PH TC cimerekbdl izolalt mikrospdrak tenyészthetOségét vizsgaltam meg.
Nyomon kdvettem az azonos koriilmények kozott nevelt hibrid ndvények androgén reakcidinak

cimerenkénti variabilitasat.
4.1.4. A taptalajok hatdsa a mikrosporak éleképességére

A masodik kisérlet célja a mikrospdra tenyésztés korai szakaszaban tapasztalhatd alacsony
¢letképességi arany javitasa, valamint a két genotipus androgén reakcidjanak dsszehasonlitasa volt.
A Kkisérletben a ppN6M/89 (Morocz et al. 1990), mN6M, ¢és a mYP (Gaillard et al. 1991)

taptalajokat vizsgéltam meg kiilonboz6 tenyésztési szakaszokban.

Az mN6M téaptalaj hasonldan késziil, mint a ppN6M/89 azzal az eltéréssel, hogy 0,1 g/l

szahar6zt tartalmazott és a 0,475 Osmol/kg ozmotikus érték vizzel keriilt beallitasra. A taptalaj 2,4-
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D-t nem tartalmazott, pH-ja KOH-dal 5,8-ra lett bedllitva. Az N6 jellegli mikrospdra tenyésztd
taptalajok és az mYP vitamin oldatainak sterilizalasa sziiréssel (0,2 um lyukbdségli membranon),
mig az mYP t6bbi alkotorészének csiramentesitése autoklavozassal (120 °C 25 perc) tortént. Az
oldatokat 4 °C-on taroltuk felhasznalasukig. A kisérletben felhasznalasra keriiltek mind az eredeti
PH TC, mind az MH SC noévények cimerei, melyek az elsé kisérlet soran két mikrospora vonal

keresztezésébdl szarmaztak.

A pH, ozmotikum ¢és a 2,4-D hatasok vizsgalatdhoz az mN6M taptalaj kiilonbozd valtozatai
késziiltek el ugy, hogy mindegyik Osszetevd két-két értéke keriilt vizsgalatra: pH 3,0 és pH 5,8,
ozmotikum 0,475 és 0,600 Osmol/kg valamint 2,4-D 0,2 és 0 mg/I.

A fenti taptalaj valtozatok (1. tdblazat) hatasat az ¢é16 mikrosporak mennyiségén mértem le,

kisérletenként legalabb 1500 mikrospdra megszamolasaval.

Az elOkisérletek soran a mikrosporak korai életképességének vizsgalata fluoreszcein
diacetatos (FDA) festéssel is megtortént (adatok bemutatasa nélkiil), de az értékelés egyszeriisitése
érdekében az elsd napi szdmoldsokndl a megndétt, siirli citoplazméas mikrospérdk, a 7. napi
értekelésnél pedig az osztdodd és a szemmel lathatoan €16 sejteket szadmoltam meg, mivel ezek
konnyen megkiilonboztethetok voltak az elpusztult, kiliresedett vagy 0Osszezsugorodott

mikrosporaktol.
4.1.5. Statisztikai értékelés

A taptalaj kisérletekhez randomizalt teljes blokk elrendezést alkalmaztam. Ismétlésként az

egyes cimerek szolgaltak. A varianciaanalizis a Microsoft Excel programmal végeztem el.
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4.1.6. Oldatok, taptalajok

1. tdblazat: A mikrospodra tenyésztési kisérletekhez felhasznalt taptalajok és torzsoldatok:

ppN6M/89 mN6M mYP
mg/1 mg/1 mg/1
KNO; 2830 2830 2500
(NH4) ,S04 463 463 0
KH,PO4 400 400 510
MgSO4x7H,0 370 370 3700
CaCl, x2H,0 300 300 176
NH4NO3 0 0 165
ml ml ml
N6 vitaminok+ glicin (Chu et al 1975) 1 1
Strauss vitaminok —L aszparagin (Green 1975) 0 0 1
MS mikroelemek (Murahige and Skoog 1962) 1 1 1
FeNa,EDTA 5 5 2,5
mg/1 mg/1 mg/1
Fruktéz 30000 30000 0
Gliikoz 50000 50000 0
Maltéz 2500 2500 0
Galaktoz 2500 2500 0
Galakturonsav 500 500 0
Gliikuronsav 500 500 0
L-asparagin 500 500 0
L-glutamin 100 100 0
L-serin 100 100 99
Inosit 0 0 100
Szahardz 10000 100 29950
24D 0,4 0 0
Nalftil ecetsav 0,7 0 0
Zeatin (kevert izomerek) 0,7 0,7 0
PH 2,9-3,0 5,8 5,8
(Beallitas (KOH) (KOH)
nélkiil)
mOsmol/kg | mOsmol/kg | mOsmol/kg
Ozmotikum 700 475 475
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A Kkisérlethez felhasznalt torzsoldatok:

mg/100ml
Mn SOy, Zn SO, H3BO3 KJ Na,MoO, | Cu SO, CoCl,
x4H20 X7H20 x2H,0 x5H,0 X6H,0
MS mikroelemek 2230 | 860 | 620 83 25 2.5 2.5
(Murahige and Skoog
1962)
mg/100ml
Thiamin HCI Piridoxin HCI Nikotinsav Glicin
: et olic
N6 vitaminok+ glicin (Chu et 100 50 50 200
al 1975)
mg/10ml
Thiamin HC1 Piridoxin HC1 | Niacin Glicin Ca- pantoteat
Strauss Viltamlnok -L 2.5 2.5 13 77 2.5
aszparagin (Green 1975)
g/l
FeSO,7H20 Na,EDTA Megjegyzés
FeNa,EDTA 45 perc forralas, majd 11-re
5,57 7,45 feltoltés, tarolas: 4-8°C-on
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4.2. Kukorica x buza szomatikus hibridizacio
4.2.1. Protoplaszt donor névények

A bliza protoplasztok forrasa a GK Othalom fajta volt (Gabonatermesztési Kutatd Intézet,
Szeged) (3.A. abra). A kukorica protoplasztokat a H 1160 albin6 kukorica sejtvonalbol izolaltam
(3.B.abra). A tenyészet a H229 x C2-A-18 novények portoktenyészetébdl szarmazott (Morocz

1991), és protoplaszt tenyészthetdségre tortént szelekcid soran keriilt kivalasztasra.
4.2.2. Szuszpenziods tenyészetek

A sejttenyészetek kialakitasa és fenntartdsa N6M folyékony taptalajon tortént (Moérocz et al.
1990). A sejtszuszpenziokat (2 g/50 ml N6M) heti atoltassal tenyésztettem, mig protoplasztalasra
alkalmassa valtak. A fuziora legmegfelelobb sejtallapot ismételhetdsége érdekében, eldkisérletként
42 db 2g/50 ml szuszpenzidt tenyésztettem vizsgaltam meg, melyekbdl naponta harom minta
sejttomeg novekedését, pH és ozmotikum értékeit mértem meg (Osmomat 030-D). A mintak
Oszekeverése utan kovetkezett a protoplaszt izolalas, majd a fuzid, melynek sordn az izolalhato

protoplaszt mennyiséget és a hibrid sejtek aranyat mértem.
4.2.3. Novénynevelés

A buzandvényeket (GK Othalom) steril koriilények kozott csiraztattam. A magokat 1 percig
abszolut alkohollal, 3 percig 0,1 %-os higany kloriddal, 15 percig kereskedelmi hypo 50 %-os

oldataval kezeltem, majd haromszor lemostam steril ioncserélt vizzel. A novényeket nyolc napig 18

cm-es Schott csovekben, Gelrittel szilarditott steril csapvizen neveltem 22 9C —os homérsékleten

folyamatos megvilagitasban.
4.2.4. Protoplaszt izolalas

A kukorica protoplasztokat Morocz et al. (1990) leirasa szerint izolaltam, azzal az eltéréssel,
hogy kétszakaszos enzimes emésztést alkalmaztam: 14 ora +4 °C-on razatas nélkiili kezelést, két
ora szobahdmérsékleten végzett, kiméletes razatdssal kisért szakasz egészitett ki. A buza
mezofillum protoplasztok izoldlasdhoz 8 napos csiramentes koriilmények kozott nevelt novények
levéllemezét vagtam le, majd belehelyeztem 10 ml “A” oldatba (Sarhan és Cesar 1988). Harminc
perc usztatds utan a leveleket 2-3 csepp “A” oldatot tartalmazd Petri csészébe helyeztem, és az
epidermiszt csipesszel eltdvolitottam a levelek fonakjardl, majd a 2 g nyuzott levelelet 10 ml

izolalé oldatban (Sarhan és Cesar 1988) +4 °C-on tartottam 4 Oran at. Ezt kovetden a
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protoplasztokat 60 um-es lyukbdségii sziirén elvalasztottam a térmeléktdl, majd 1000 fodulat/perc

centrifugalassal leiilepitettem, végiil UM oldatban atmostam (Uchimaya és Murashige 1974).
4.2.5. Kukorica és buza protoplasztok fuzioja

Az izolalt protopasztokat 2:1 ardnyban (1 millié kukorica és 0,5 milli6 buza) osszekevertem,
¢s 10 ml UM oldatban felszuszpendaltam, majd lecentrifugaltam. A siirQi protoplaszt szuszpenziot
(1,5 x 106 /400 ul UM) 20 percig iilepitettem egy 10 mm atmérdji cseppben, 35 mm-es Greiner
Petri csészében, razkodas mentes helyen (kikapcsolt laminaris boxban). Mikor a sejtek
hozzatapadtak a csésze aljahoz, egy ml, 40 %-0s Kao D oldatban (Kao és Michayluk 1974) oldott,
3500 MW Sigma poly etilén glikolt (PEG) adtam hozza, nagyon lasst, folyamatos pipettdzassal,
gondosan elkeriilve a csepegtetést, a protoplasztok fellazitasat illetve felusztatdsat. Ot perc PEG
kezelés utan 10 ml Kao C mosooldattal higitottam a PEG oldatot, igen lassu pipettdzassal adagolva
¢s eltavolitva a keveréket. Befejezd 1épésként a mosooldatot 1 ml ppN6M /89 tenyésztd taptalajra
cseréltem (Morocz et al. 1990). A higitas hatékonysagat a fuziods és moso oldat keverék ozmotikus

értékének mérésével ellendriztem minden ml mosooldat hozzaadasa utan.
4.2.6. A szomatikus hibridek azonositasa

A hibrid sejtek elsé szdmlalasa kdzvetleniil a fizid utan tortént, fénymikroszkop segitségével.
A tenyészeteket LGT (low gelling temperature) agar6zzal bedgyaztam, igy a jol lathato hibrid
sejtek helyzetét a csésze aljan bejeldltem. A zoldiilést mutatd, feltételezett hibrid kalluszok, majd
novények vizsgalata soran kromoszomaszamlalast, DNS markereket alkalmaztunk (RAPD, in situ

hibridizacid), valamint morfologiai 6sszehasonlitast, €s hideg tesztet végeztiink el.
A szédmlalashoz Feulgen modszerrel festettem meg a kromoszomakat.

A molekularis DNS vizsgélatot RAPD (Randomly Amplified Polimorfic DNA) primerekkel
végeztem el. A DNS-t CTAB moédszerrel (Bousquet et al. 1990) tisztitottam. A reakci6 oldat (PCR,
Polymerase Chain Reaction) a 20 ul térfogatban a kdvetkezo 6sszetevoket tartalmazta: 10 mM Tris
HCI (pH 8,5), 50 mM KCI, 2mM MgCl,, 100 ul dNTP keverék (Pharmacia), 5 pmol primer
(Operon Alameda), 10 ng genomi DNS, és 0,5 egység (unit) Taq polimeraz enzim (Boehringer

Mannheim). A reakciot Hybaid Omnigene PCR késziilékkel végeztem el a kdvetkezd programmal:
1 perc denaturacié 94 9C-on, majd 35 cikluson at 30 mp 35 9C-on, 1 perc 72 °C, 5 mp 94 OC-on,

végiil egy ciklusban 30 mp 35 9C-on és 10 perc 72 ©C-on.
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A reakcid termékeket 2,0 %-os agardz gélen valasztottam el. A festés 0,5 ug/ml toménységi

ethidium bromidos vizes oldatban tortént. A kezelés id6tartama 30 perc volt.
4.2.7. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciot Gontér 11dikd végezte el (Szarka et al. 2002). Az albin6 kukorica
kromoszoma preparatumok elokészitése Kao et al. (1974) leirasa szerint tortént, a protoplaszt
izolalas (Morocz et al. 1990) és az acetokdrminos festés kivételével. A buza és a hibrid novények

kromoszdémainak eldkészitése gydkércsticsbol, szétnyomott preparatumokban tortént.

A fluorescens in situ hibridizacié Reader és mtsai. (1994) leirdsa alapjan késziilt el. A
buzabdl izolalt teljes genomi DNS-t a beiktatott szonikalas 1000-1500 bp méretli darabokra torte. A
DNS jeldlése az alabbiak szerint tortént: 5 pl Nick transzlacids puffer (0.5 M Tris HCL, pH: 7.8,
0.05 M MgCl,, 0.5 mg/ml Bovine Serum Albumin), 5 ul jeldletlen nukleotid mix (0.5 mM dCTP,
dGTP, dATP in 100 mM Tris HCI oldatban, pH: 7.5), 3,5 ul flourokrém jel6lésti nukleotid keverék
(1 ul 0.05 mM dTTP, 2.5 pl Fluorogreen [Amersham]), 1 ul 100 mM dithiotreitol és 200 ng/ ul
buza DNS hozzdadasa utan a keveréket steril vizzel 45 pl térfogatira egészitettiik ki. Ezutan 5 pl
DNS polimeraz/DN-4z I (Gibco) hozzdadasa utan a jell6 oldatot 15 C° —on 3,5 6ran at inkubaltuk.
Az inkubécios id6 végén 5 pl 0.3 M EDTA (pH: 8.0) hozzdadasaval allitottuk le az enzim
aktivitast. A jeloletlen kettds szalu kukorica DNS-t 20 perces autoklavozassal egyszalusitottuk,
majd a proba 30 szoros mennyiségében hozzdadva az azonos szekvenciak lekotésére hasznaltuk a
hibridizacidé soran. Az oldathoz 0,1 térfogat 3 M-os natrium acetét oldatot, majd 3 térfogatnyi etil-
alkoholt adtunk. Osszekeverés utan a csapadék 1 6ra alatt valt ki —80 °C —on. Centrifugalas utdn a
feliiluszot eltavolitottuk és a DNS csapadékot 4 °C-on 500 pl 70% -os etilalkohollal mostuk at,
majd ujabb centrifugalas és a feliiluszo eltavolitdsa utdn a csapadékot 10-12 oraig szaritottuk, végiil
20 pl TE pufferben feloldottuk. A targylemezre 6tven ul hibridizalo oldatot (20 pl 25%-os dextran
szulfat, Sul 20x SSC, 1,25 pl 10 %-os natrium dodecil szulfat) pipettaztunk, majd 50 ng jeldlt
probat és kompetitor DNS-t adtunk hozza. Ezutdn két ora inkubalds kovetkezett 65 °C-on. Végiil
kromoszémakat Zeiss Axioskop 20 epifluorescens mikroszkdppal vizsgaltuk meg, kiegészitve egy
10-es és egy harom savos, 25 szamu sztrével, az FITC illetve a DAPI megjelenitésére. A képeket
egy SPOT CCD kamera rogzitette SPOT program segitségével (Diagnostic Instruments, Inc). A

képfeldolgozast Image Pro Plus programmal végeztiik el.
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5. EREDMENYEK,

5.1. Mikrospora eredetii novények eldallitasa
5.1.1. Mikrospéra izolalas és tenyésztés

A késoi egymagvas, korai kétmagvas PH TC mikrospora frakcié a 20 %-os Percoll/ISO réteg
folott jelent meg (1.A. dbra). Kozvetleniil az izolalas utdn a mikrospérak 65-90 %-a ¢t (1.B-C.
abra), melyek koziil az életképesek aranya gyorsan csokkent. A reakcidra képes mikrosporak
méretiikben megndvekedtek (1.D. abra), és 4-5 szazalékuk a tenyésztés elsd hetében dajka
tenyészet alkalmazasa nélkiil osztddni kezdett (1.E. 4bra). Egy résziikb6l egy honap utdn

mikrospoéra kolonidk fejlodtek (1.F. abra).
5.1.2. Regeneraldképes, fenntarthato tenyészetek létrehozasa PH TC mikrosporakbol

A PH TC mikrospora koloniak koziil 40 (25 %) érte el a kallusz méretet (>1 mm), és 24 (15%)
volt alkalmas novényregeneraciora képes fenntarthato tenyészet kialakitasara hormon mentes N6M

taptalajon (2. tablazat) (2.A. abra).

2. tablazat: A PH TC kukorica genotipus mikrospora reakcidja 160 cimerminta alapjan

Fejlettségi allapot Osszes mikrospéra | Viélaszado F; Mikrospora

valasz/160 F, cimer cimer valasz

db (%) Db db /F; cimer

Mikrospora eredetti kallusz 40 (25) nincs adat nincs adat
Fenntarthat6 tenyészet 24 (15) 6 2...12
Regeneralo tenyészet 6 (3,8) 4 1..3
Termékeny novényt 42,5 4 1-1
regenerald tenyészet
Ontermékenyitheté DH ) 2 1-1
vonalak

Hat tenyészetbdl nyertem z6ld ndvényeket, melyek koziil négy vonal bizonyult fertilisnek.

Albiné névények nem fejlodtek.
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5.1.3. Termékeny mikrospdra névények és az utédnemzedék

A mikrospora tenyészetek fenntarthatd és boséges novényregeneracids képességet mutattak.
Egy atoltasi ciklus alatt (21- 25 nap) tiz-tizenkét kiiiltetésre alkalmas ndvényt lehetett felnevelni 1-
1,5 g leoltott kalluszbol (2.B. ébra). A tenyészetek ndvényregeneracios képessége €s a novények
mindsége a kisérletek két éve alatt nem romlott. A termékeny DH vonalak koziil ketté (ML-8, ML-
15) csak szabadfoldi koriilmények kozott bizonyult fertilisnek. Az tiveghazi hatds a masik két vonal
(ML-1, ML-2) termékenyithetdségét is alacsony szintre vetette vissza, viszont hibridjiik mind

szant6f6ldon, mind iiveghazban igen életerdsnek és termékenynek bizonyult (2.C,D,E,F ara).
Ontermékenyitett szemeket az ML-1 és az ML-2 novényeken sikeriilt eléallitani.
5.1.4. A taptalaj modositasok hatasai a mikrosporak ¢€letképességére

Az mN6M taptalajjal sikeriilt megnovelni a mikrospérak életképességét az mYP ¢és a

ppN6M/89 taptalajokhoz képest a tenyészetés korai szakaszaban (3. tdblazat).

3. tablazat: A tenyésztd taptalajok hatdsa a mikrosporak életképességére (% =SE), a mikrospora-

koloniak (MSPK, £SE), és regeneralo kallusz tenyészetek (RK, =SE) szaméara

Eletképességi % Mikrospora koloniak (db) Regeneralod
Téptalaj kallusztenyészetek
(db)
1. nap 7. nap 30. nap 6. honap
PpN6M/89 6,1£1,5 1,0+0,3 2,5+0,9 0,0
Mn6M 25,316,2 5,8%0,7 246,0£28,2 5,3x1,8
YPM-G 13,2429 4,110,8 165,3£15,9 1,5+0,5

EDbbdl a kisérletbdl azonban termékeny névényeket nem nyertem.

A megvizsgalt taptalajok koziil az 5,8-as pH-ju szignifikansan jobb volt (P=1%) a pH 3-as
értéklinél. Ezzel szemben a leirt ozmotikus értékek és a 2,4-D nem befolyasoltdk a mikrosporak

¢letképességét. (4. tablazat).

26



4. tdblazat: A pH, 2,4-D és az ozmotikus érték (Osmol/kg) hatasai az mN6M taptalajban tenyésztett

mikrosporak életképességére a tenyésztés 1 napjan szdmolva (%, £SE) (n=12). A csillaggal

(*) jelolt értékek szignifikans kiillonbséget jeldlnek.

pH érték 1. napi 2,4-D mg/1 1. napi ozmotikus 1. napi
¢letképesség ¢letképesség érték ¢letképesség

%=SE (2) %+SE Osmol/kg %*SE
3,0 9,77+1,87* 0,2 13,98+1,71 0,475 13,94+2,28
5,8 16,98+1,72* 0 13,47+2,39 0,600 12,76+1,90

A MH SC mikrospordk az mN6M taptalajban életképesebbek voltak fejlédésiik korai
szakaszaban (29,7%), mint az eredeti PH TC tenyészetek (18,64%).

Azonos nevelési és tenyésztési koriilmények kozott nevelt F; donor ndvények androgén

reakcioja kozott is jelentds variabilitast tapasztaltam (5. tdblazat).

5. tablazat: Azonos koriilmények kozott nevelt és feldolgozott iiveghazi PH TC cimerek

mikrospodra reakcidjanak valtozékonysaga (78 napos névénynevelés, 18 nap hidegkezelés

+7°C-on).
Minta Fed6 Szeparalt mikrospora Mikrospora reakcio
Sorszam | levél | frakciok mennyisége (mm) | Osztodas | Mikrospora | Fenntarthatd | Novény | Termékeny
(db) 20% 20/30% 30% kolonia kallusz regeneralas novény
tenyészet
/29 4 2 5 8 - - - -
/30 5 8 0,5 0 - - - -
/31 4 0,5 3 3 + + - -
/32 5 2 5 5 + + - -
/33 5 6 1 0,5 + + + +
/34 5 2 3 3 + + + +
/35 3 1,5 4 6 + + + -
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1. abra : Sikeres kukorica mikrospoéra indukcié. A: az izoldlt mikrosporak frakcionalasa. B: izolalt
mikrosporik. C: fluorescein diacetattal festodé életképes mikrosporak. D: életképes mikrospérak 7 napos
tenyészetben . E: oszt6dé mikrospora. F: mikrospora koléniak.
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2. abra: Termékeny mikrospéra névények eldallitiasa. A-B: intenziv névénysarjadas. C: MSP-1, MSP-2 DH
vonalak és hibridjiik (MSP1x2). D: MSP-1, MSP-2 és MSP1x2 szabadfoldi nemzedék és az F2 E: MSP 1x2
iiveghazi termés. F: szabadfoldi nemzedék

29



5.2. Kukorica x buza szomatikus hibridizacié
5.2.1. Protoplasztok izolalasa, fizidja, tenyésztése

Azonos izolalasi korilmények kozott a kukorica protoplasztok mennyisége 4-10 mig a buza
protoplasztoké 1-2  milli6 kozott valtozott. Az ismétlédd tenyésztések soran, a kukorica
szuszpenziok tomeg gyarapodasa, pH és ozmotikum értékeinek valtozasai jol ismételhetd gorbéket
kovettek. A fuzids kezelések eredményessége a protoplasztok ,,mindségén” mulott, mely azonban
nem volt mérhetd az emlitett négy mérhetd valtozoval. Az eredményes fizié szempontjabdl jo
kondicidban levo protoplasztokat nem karositotta a kezelés és az egyesiilt sejtek ardnya a 20 %- ot
is elérte a legjobb kisérletben. A hibrid sejteket jol megkiilonbdztette az, hogy mind a buza
kloroplasztiszokat, mind a kukorica protoplasztok fonalas citoplazmajat tartalmaztak (3.C. abra).
Az €16 sejtek aranya azonban, még a legjobb esetekben is igen gyors iitemben, a tenyésztés elsod
hetében 2% ala csokkent anélkiil, hogy a sejtek egyet is osztddtak volna. A taléld hibrid sejtek
altalaban a tenyésztés tizedik napjan, 5-7 nappal a sértetlen kukorica sejtek utdn kezdtek el
osztédni. A buza kloroplasztiszok még 3-4 héttel a sejtegyesitést kovetden s
megkiilonboztethetéek voltak a kukorica citoplazmaban (3.D. dbra). Késobb azonban a 10- 50

sejtes kolonidkat mar nem lehetett megkiilonbdztetni, az albind kukorica kolonidktol.
5.2.2. Z6ld n6vények regeneracioja

Hét zoldiilo embriogén kalluszt szelektaltam feltételezett hibridként, melyek harom fliggetlen
kisérletbdl szarmaztak. Az els6 differencialédast mutatd zold embrid hat honappal a fuzids kezelés
utan fejlodott ki, de a hajtas és gyokértenyészicsucsok kialakulasa utdn a ndvekedés megallt és az
embrid elhalt. Ezt kdvetden, az atoltasi idokozok megnodvelésével a tenyészetekben tobb embrid
jelent meg, melyek mar alkalmasak voltak ndvényregeneraciora (3.E. dbra). Egy kallusz klonbol
sikeriilt zold novényeket nevelni, melyek a novényregeneracié 6-12. honapjai kdzott szinte minden
atoltassal javuldé morfologiai megjelenést mutattak, de termést nem sikeriilt eldallitani
ontermékenyitéssel és idegen porral sem. A zold kalluszok és ndvények csak a fuzios kezelésnek

kitett tenyészetekbdl fejlédtek ki.
5.2.3. A feltételezett hibrid tenyészetek vizsgalata

A z6ld tenyészetek normal kukorica novényekké fejlodtek (3.F. abra). A citoldgiai vizsgalat
soran valtoz6 szdmu (47-56) kromoszomat taldltunk az egyes mintdkban. A ndvényregeneraciot
megel6zden, kalluszokbdl készitett prepardtumokon pro-metafazisban levé kromoszomakat

talaltunk a jol szamolhaté és azonosithatd metafazis helyett. Késébb, a regeneralt novény
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gyokércsucs preparatumaban 56 kromoszomat taldltunk, de ép, vagy akar toredékében felismerhetd
buza kromoszémat nem sikeriilt azonositani. A regeneralt novények hibribdjellegére elészor a zold
plasztiszok megjelenése, valamint az eredeti albind kukoricdhoz képest 8-10-szeres méret
novekedés utalt. Az els6 DNS vizsgalatot RAPD moddszerrel végeztiik el. A Operon sorozatbdl az
A 07, 09, 10-es eredményezett hibridjellegre utalé savokat (4.A,B,C. abra). Két kisérletben hasonlo
méretli PCR fragmentumot figyeltiink meg, mikor a z6ld novények teljes DNS kivonatat hasznaltuk
templatként. Tovabbi molekuléris bizonyitékot keresve in situ hibridizaciot végeztiink a regeneralt
z6ld kukorica novények kromoszomadin, mely kimutatta a kukorica genomban feltételezett buza
specifikus DNS-t (3.G,H,I. abra). Morfologiai szempontb6l koztes hibrid tulajdonsagot nem
talaltunk.

5.3. Uj tudomanyos eredmények

Uj tudoményos erdeménynek tartom:

I, Az elsé hazai mikrospora eredetli vonalak eldallitdsa az ismert eldzetes
eredményekhez képest egyszeribb mddszerrel: portok izolalas és eldtenyésztés,

dajkatenyészetek valamint kolchicin alkalmazésa nélkiil.

2, A mikrospora novények masodik nemzedéke (PH SC) folényének kimutatasa a

kiindulasi névényekhez (PH TC).
3, A pH szerepének kimutatésa, taptalaj kisérletekkel.
4, A kukorica és buza protoplasztok fuziés modszerének kidolgozasa.
5, Eletképes kukorica x buza hibrid sejtvonal és novények létrehozasa.

6, A hibrid ndvények jellemzése DNS vizsgalatokkal.
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3. abra: Kukorica és buiza protoplasztok szomatikus hibridizicidja. A: biiza mezofillum protoplaszt -donor
novények. B: albiné kukorica protoplaszt-donor névények. C: sziil6i és hibrid sejtek a fizié utan. D: oszt6do
hibrid sejt. E: albiné és hibrid kalluszok. F: hibrid névények. G: buiza kromoszéma. H: hibrid kromoszéma. I:
kukorica kromoszoma.
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4. abra : a kukorica (M), hibrid (H) és biiza novények DNS mintdzata. A: OPA 07, B: OPA 09 és C: OPA 10
primerekkel
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6. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

6.1. Kukorica mikrospora tenyésztés, és haploid ndvények eldallitasa

A magasabb rendii ndvények sejttenyészetei koziil egyediil az izolalt mikrospora szuszpenzid
jelent igazan kiilon all6 sejteket tartalmazo tenyészeteket, de kevés azoknak a fajoknak a szama,
melyekre a mikrospdra tenyésztés modszere rutinszerlien kidolgozott lenne (Dudits és Heszky

2000).

A szakirodalomban megjelent izolalt mikrospora-tenyésztési kisérleteket foként a DH
vonalak eldallitasa és a haploid sejttranszformacid lehetdsége motivalta. Ahhoz, hogy ezek a
modszerek talléphessenek a kisérleti szinten, és alkalmazhatoak legyenek gyakorlati feladatok
megoldésara, olyan mikrospéra-novény rendszerre van sziikség, mely végeredményként életképes
termést tud nyujtani. Az irodalmi Osszefoglaloban emlitett portok tenyésztési kisérletek
eredményeként ismertté valtak a valaszad6 genotipusok, a tenyesztésre eredményesen alkalmazhato
taptalajok, a megfeleld hideg eldkezelés, és a novényregeneralashoz, kromoszémaduplézéshoz

szlikséges kezelések is.

Ezekre a portok eredményekre épiiltek rd az izoldlt kukorica mikrospora tenyésztési
kisérletek, melyekben a BS (Coumans et al. 1989), YP (Petolino et al. 1988, Gaillard et al. 1991),
¢s N6 (Pescitelli et al. 1989), alapu téptalajokat alkalmaztak eredményesen. Megfigyelhetd, hogy a
mikrospodra tenyésztési koriilmények optimalizaldsaval hatékonyan ndvelték a mikrospora embridk
szdmat (Petolino et al. 1988, Pescitelli et al. 1989, Gaillard et al. 1991). Ugyanakkor az eldzetes
irodalmi eredmények koziil csak Genovesi és Yingling (1994) mutattak be a termékeny mikrospora
szerint a nincs Osszefliggés minden genotipus esetében az embrioid fejlédés gyakorisaga és a

ndvényregeneralas hatékonysaga kozott.

A PH TC mikrospordk tenyésztése soran a korabbi kozleményekben leirtakhoz hasonld
tapasztalatokat nyertem az izolalds és a tenyésztés els6é szakaszaban: az ¢letképességiik
megkozelitette Gaillard és mtsai (1991) adatait, mig Coumans mtsai (1989) alacsonyabb, 50%-os
¢letképességrol szdmoltak be. Az mN6M tdptalajban hasonld mennyiségli mikrospora maradt
¢letben a tenyésztés els6 napjan, mint Coumans mtsai (1989) és Pescitelli és mtsai (1990a)
kisérleteiben. A masik két taptalajon ennél alacsonyabb értéket tapasztaltam, amit az mYP esetében
az is okozhatott, hogy az 4ltalam hasznalt genotipusban szerepld forrasanyagok N6 jellegli (Mérocz

et al. 1990) taptalajokhoz alkalmazkodtak, a ppN6M/89 taptalajnak pedig tal alacsony a pH értéke.
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Eltérést jelent a korabbi kozleményektdl viszont az, hogy a valaszaddé mikrosporakbol
embriok helyett (Pescitelli et al. 1989, Gaillard et al. 1991) fenntarthatd kalluszok fejlédnek, és a
regeneraloképes vonalakbdl tartdsan, nagyszamu ndvény allithatdo eld. Ez noveli a magfogas
esélyét, mig az embriot fejlesztd genotipusoknal (Gaillard et al. 1991) minden embriobdl egy
novény sarjad, ezért ha -példaul novényapoldsi hiba miatt- nem sikeriil a magfogés, akkor

pétolhatatlanul elveszhet egy-egy Gj DH vonal.

Az irodalmi adatokbol az tiinik ki, hogy az eddigi munkak tobbsége foleg az embrid szdm
(Pescitelli et al. 1989, 1990 a,b, Genovesi és Yingling 1990), vagy a novényregeneralas novelésén
(Gaillard et al. 1991) mérték a rendszer hatékonysagat. Temékeny novényekrél Coumans et al.
(1989), Gaillard et al. (1991) tettek emlitést, Genovesi és Yingling (1994) pedig ezt képekkel is
dokumentaltdk szabadalmuk leirasdban. Az utobbi két kozleményben azonban a magas embrio
szam eléréséhez és hatékony novényregeneralashoz dajka tenyészetre (Gaillard et al. 1991), illetve
portok izolalasra és eldkezelésre volt sziikség (Genovesi and Yingling 1994). Az itt bemutatott
rendszer mentes ezektdl a munkaigényes szakaszoktdl, mivel a mikrosporak a virdgzatbol
kozvetleniil keriilnek izolalasra, ¢és alkalmasak voltak termékeny ndvények regeneralasara

dajkatenyészet nélkiil is.

Az utddnemzedék megjelenitését azért tartom fontosnak, mert tapasztalataim alapjan ez a
biztositéka a teljes mikrospéra- novény rendszernek. Novényeink egy részén eldallitott magok
ugyanis esetenként csiraképtelenek voltak, vagy csak gyenge terméketlen ndvények fejlodtek
beldliik. Ezt alatdmasztjak a korai eredmények koziil Miao és mtsai (1978) tapasztalatai, amikor 65
ontermékenyitéssel nyert DH kukorica magbodl csak 8-ban talaltak embriot, és csak egy csirazott ki.
A termékeny ndvények ilyen szintje még nem jelent eldrelépést a modell értékii, terméketlen
rendszerhez képest sem nemesitési, sem transzformacids szempontbol. Példaul Gaillard és mtsai
(1991) altal kialakitott, mikrospora embriokat igen hatékonyan termeld rendszert transzformacios
kisérletekre hasznaltak fel Jardinaud és mtsai (1995). Eredményesen optimalizaltdk a tranziens

expresszio koriilményeit, de nem sikertilt transzgénikus ndvényeket regeneralniuk.

A mikrospora-tenyésztd taptalaj kisérleteinket az az altalanos tapasztalat indokolta, hogy az
izolalt mikrosporak életképessége a tenyésztés elsd napjaiban toredékére csokken. Ezen probaltam
javitani a ppN6M/89 taptalaj alkalmazasaval, amely a mYP-nél 1ényegesen gazdagabb Osszetételd,
sajatosan alacsony pH-ju (3,0) (1. tablazat), és a HE/89 genotipus (Morocz et al. 1990) diploid
sejtjei (protoplasztjai) igen jol tenyészthetok benne. Mivel ez a genotipus szerepelt a PH TC
pedigréjében, és a PH TC elézetes portok indukcidja hasonld hormon autotrof kalluszt

eredményezett, ezért azt feltételeztem, hogy a mikrospodrak is kedvezden reagalnak a ppN6M/89—
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ra. Valdjaban ezzel ellentétes eredményt kaptam (2. tablazat). E tapasztalat alapjan készitettem el
az mN6M taptalajt, mely megegyezett a ppN6M/89 osszetételével, de pH, ozmotikus értékei, és
2,4-D mentessége a mYP taptalajéval volt azonos. Ezzel a mddositassal az mN6M az mYP
taptalajnal is jobb tulélést biztositott a mikrosporaknak, bar a tenyésztés elérehaladtaval ez az elény
csOkkent. Hasonld jelenségrdl szamoltak be Pescitelli et al. (1990a) az izolalasi technika és az
alacsony homérséklet elényds hatdsaival kapcsolatban. A részletes taptalajkisérletre a pH, az
ozmotikum ¢€s a 2,4-D tartalom hatasainak rangsorolhatosaga, valamint a PH TC és az MH SC
genotipusok  Osszehasonlitdsa érdekében keriilt sor. A tiptalaj valtoztatdsok koziil
legjelentdsebbnek a pH bizonyult, és megerdsitést nyert az 5,8-as pH hasznalatanak helyessége,
amit Genovesi ¢s Yingling (1994) valamint Pescitelli és mtsai (1989) kozleményeiben is

megfigyelhetiink.

Barloy ¢és mtsai (1989) kozlése szerint az altaluk vizsgdlt androgén hibrid ndévények
(DH5xDH7, DH7xDH9) cimerei kozott nem volt jelentds kiilonbség a valaszadd antérak szamaban.
Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a donor ndvények nevelési koriilményei nem befolyasoljak az
androgenezishez sziikséges gének kifejezddését. Ezzel -ellentétben nagyfoka variabilitast
tapasztaltam mind az azonos feltételek kozott nevelt PH TC mind a MH SC ndvények cimerei
kozott (5. tablazat), valamint iddszakos valtozas is megfigyelhetd volt a mikrospora indukcid
hatékonysagaban. Tapasztalatomat kozvetve az is aldtdmasztja, hogy az ugyancsak a DH5xDH7
mikrosporakat tenyésztd Gaillard és mtsai (1991) mar utaltak az egységes novénynevelési
koriilmények fontossagara, az innen ered0 hatdsok variaciora a mikrospora valaszban.
Kisérleteimben az androgén reakcidra egyébként bizonyithatéoan képes PH TC és MH SC hibridek
egyes novényei kozott tapasztalt indukalhatosagi variabilitds kdzvetve arra utal, hogy a genetikai

hattér mellett a n6vény aktualis €lettani allapota is fontos az androgén folyamatban.

A tenyészetek fenntartdsa €és a ndvényregeneralas leegyszertisodott az N6M hormon nélkiili
taptalajon tartdsra. A mikrospdéra indukciotol az embriok kialakuldsaig tartd szakaszra hasonlo
megfigyelést irtak le Coumans és mtsai (1989). Azt tapasztaltak, hogy a mikrospodra indukciotol az
embriok kialakuldsaig tartd szakaszban az endogén hormonok hatasa elegenddének bizonyult a
tenyésztéshez. Esetiinkben ez az egész tenyésztési idoszakra jellemzd volt. A ndvényregeneraciot
¢s a kallusz fejlédést az embriogén illetve dedifferencidlt szovetrészek valogatdsdval lehetett
szabalyozni. (Osszehasonlitisul: Genovesi és Yingling (1994) aktiv szenet és hormonokat is
tartalmazd, embrioid érlelé, majd regenerald, végiil Gin. befejezd taptalajokon allitottdk eld

novényeiket)
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Egyes korabbi eredményekben igen nagy szerepet kaptak a kiilonféle dajkatenyészetek.
Gaillard és mtsai (1991) leirasa szerint az altaluk elért nagyszama embrio eléallitasahoz a nyitott
mikrospora tenyészeteket egy 1égtérbe, kozos tenyészté edénybe kellett helyezni a masik, fedetlen
csészében usztatott portokokkal. Az ilyen moédon létrehozott “gdz kornyezet” nélkiil csak nagyon
kevés embriot nyertek. Buza mikrospora tenyésztési publikaciobol ismert, hogy ovariumok nélkiil a
mikrospora sejtkolonidk nem fejlodtek két hétnél tovabb (Puolimatka et al. 1996). Kohler és
Wenzel (1985), valamint Mejza ¢és mtsai (1993) eredményei szintén megerdsitik a dajkatenyészet
fontossagat az arpa és a bliza mikrospora tenyésztésben. Az ilyen kiegészitések esetében azonban, a
dajkatenyészetként szolgdld ndvényi részek prepardlasa kézimunka igényes lépéssel terheli a

modszert, ezért kisérleteinkben nem alkalmaztuk ezeket.

Bar az izolalt kukorica mikrosporakkal kapcsolatban jelent meg olyan bizakod6 vélemény,
amely elképzelhetdnek tartotta a repcéhez hasonlithatd szintli hatékonysag elérését (Gaillard et al.
1991), ez azonban a mai napig sem teljesiilt maradéktalanul. A legjelentdsebb akadalyt az
indukciora alkalmas genotipusok sziikossége valamint termékeny novények eléallitasi nehézségei

jelentik.

Osszefoglalasul, a kdvetkezd eredményeket tartom fontosnak az itt bemutatott munkabol.
Megkiséreltiink Osszeallitani egy egyszerusitett, koltségtakarékos, kdzvetlen mikrospora izolalasi
modszert. Termékeny kukorica ndvényeket és azok utddnemzedékét is produkaldé mikrospora-
novény rendszert sikeriilt mukodtetni, tehat bovitettik a kozvetlen mikrospdora tenyésztés
eredményeit (Pescitelli et al. 1994), mert hasonlét eddig csak komplex, kozvetett modszerrel értek

el (Genovesi és Yingling 1994).

A portok tenyésztéssel eldallitott PH TC és az itt bemutatott kisérletekbdl szarmazo MH SC
genotipusok novelték az eddig ismert, mikrospora indukcioéra alkalmas genotipusok szamat (Brettel
et al. 1981, Petolino et al. 1988, Barloy et al. 1989, Genovesi és Yingling 1990, 1994). A
genotipusok korabbiaktol eltérd jelle hozzajarulhat a mikrospéra indukcid genetikai hatterének
pontositdsdhoz. Figyelembe véve, hogy az eddigi kukorica ab initio mikrospora indukcidra
alkalmas genotipusok altaldban a portok tenyésztésnél kevesebb embridt, illetve haploid novényt
eredményeztek, fontos lenne pontositani az antéra €s az egysejtes mikrospora indukcid genetikai
szabalyozasanak esetlegesen eltérd jellegét. A nemesitési alkalmazashoz tovabbi fontos szempont,
hogy a mikrospdra indukciot meghatarozo gének kapcsolddnak-e nemesitési szempontbdl eldnyos

vagy hatranyos egyéb tulajdonsagokkal.
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6.2. Kukorica szomatikus hibridizacio

A buza ¢és kukorica kozotti hibridizacios célu ivaros keresztezések kevés eredményre vezettek a
genetikai Osszeférhetetlenség miatt (Laurie és Bennett 1988, Inagaki és Tahir 1992). Ezekben az
esetekben a kukoricakromoszomak elvesztek a befogadd buzasziildben, a megporzas utan, ezért a
gyakorlatban buza haploid eldallitasra hasznaltdk a mddszert. Mivel e két faj génjeinek esetleges
kombinacidjara nem volt kordbbi példa, ezért megprobalkoztunk szomatikus hibridjik
létrehozasaval. Az eljaras mas, filogenetikailag tavoli fajok esetében eredményesnek bizonyult
(Kisaka et al. 1997). A paraszexualis hibridizacié eredményeit tobbnyire kétszikii fajokkal érték el
(Crea et al. 1997). Az egyszikiiekkel végzett kisérletek kevesebb sikert hoztak, a gabonafé¢lék
protoplasztalasi nehézségei, valamint megfeleld szelekcidos rendszerek hidnya ¢és a

novényregeneralasi nehézségek miatt.

A laboratoériumunkban (Gabonatermesztési Kutat6é Kht., Szeged) rendelkezésre 4116 morfogén
albind kukorica sejt szuszpenzi6 jo alapul szolgalt a fuzios kisérletekhez. A sokéves vizsgalati id6
alatt egyetlen zold revertans regenerans novényt sem taldltunk sem a fenntartott tenyészetekben,
sem a PEG kezelést kapott, csak albind kukorica plotoplasztokat tartalmaz6 kontrollban. Mivel
azonban az albind fenotipus genetikai hatterét nem ismerjiik, nem zarhatjuk ki maradéktalanul az

albin6 fenotipus spontan reverziojanak lehetoségét.

A kukorica és buza protoplasztok egyesitésétol nem lehetett redlisan egyiittmiikodd hibrid
genom létrejottét feltételezni, hiszen varhato volt a szomatikus inkompatibilitds (Dudits 1982) a két
faj filogenetikai tdvolsadga és az eltérd élettani tulajdonsdgai miatt. Volt azonban esély kisebb

kromoszéma darabok, gén szegmentumok atvitelére.

A fuzidt kovetd mikroszkdpos megfigyelés kétségteleniil bizonyitotta az osztodd, PEG
kezelelés hatdsa nyoman Iétrejott hibrid sejtek jelenlétét, melyeken lathaté volt a buza
kloroplasztiszok ¢és kukorica citoplazma keveredése. Néhany szaz életképes sejtegyesiilésbol
minddssze hét zo6ldild kalluszklont és csak egy regeneraloképes tenyészetet sikertilt eldallitani.
Ezek az adatok jol mutatjak, hogy a létrehozhat6 hibrid kallusz szovetekben csak igen ritka esetben
all helyre az albind defektus. A filogenetikailag tavoli fajok hibridjeinél hasonléan alacsony

hibridizacidés hatékonysag figyelhetd meg (Kisaka et al. 1997).

A molekularis és citologiai folyamatok vizsgalatat és értelmezését megnehezitette, hogy csak

rrrrrr
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¢letképessége, mind a regeneracid hatékonysaga javult, ami jo egyezést mutat példaul a répa
hibrideknél korabban megfigyelt folyamatokkal (Dudits et al. 1977, 1980). A jelenség a
kromoszomak elvesztésével, vagy atrendezddésével lehet Gsszefiiggésben. Az Osszeférhetetlenségi
reakciok kiterjedt hatdsat jol mutatta az ivarszervek normalis milkddésének hidnya. A hibrid
genotipust csak in vitro tenyészetben lehetséges fenntartani. Ebbdl az is kovetkezik, hogy varhato a
genetikai adllomany folyamatos valtozasa ezekben a novényekben. Ez 6sszhangban van a korabbi
tapasztalatokkal (Dudits és Heszky 2000), hogy egyre nd azoknak a protoplasztfiizids kisérleteknek
a szama, melyek dedifferencialt hibrid sejtvonalakat eredményeztek. Ezekben a kalluszsejtként
fenntartott hibridekben a genomdsszetétel igen valtozd (Dudits és Heszky 2000). Esetiinkben a
kukorica genotipus hosszu tava regeneracids képességének kdszonhetden a vizsgalt idoszak alatt
regeneralt novények megtartottak az 56-os kromoszémaszamukat. A kukorica x buza megporzasos
keresztezésekben a kukorica genom elimindlodik. A fzids kisérletekben nem alkalmaztunk
besugarzast, hogy megfigyelhessiik, hogyan torténik az eliminicidé a szomatikus hibridekben.
Szovettenyésztési szempontbol a két donor genom koziil a kukoricanak volt esélye a talélésre, mert
a buiza mezofillum protoplasztok in vitro koriilmények kozott nem képesek osztodasra. A kukorica
tulajdonsagokat mutatd fenotipus megfigyelésén tal, a kromoszéma vizsgalattol azt vartuk, hogy
bepillantast enged a szelektalt zold kalluszok és novények genetikai dsszetételébe. Mivel a buza és
kukorica kromoszoméak méretiikben és alakjukban is jelentésen kiillonboznek, biztonsaggal
kijelenthetd, hogy a szelektalt szovetek csak kukorica kromoszomakat tartalmaztak. A zold
regenerans novényekben tobb alkalommal 56 kromoszomat talaltunk. A nagy é€s szabalytalan
kromoszoémaszadmra magyarazatot adhat a f0zi6 soran a PEG hatasara gyakran el6éfordulod
tobbszords sejt egyesiilés, majd a regeneracids szakaszban lezajlo kromoszémavesztés. Hasonlo
jelenséget figyeltek meg diszndvények és hagymafélék fajhibridjeinél is (Mizuhiro et al. 2001,
Buiteveld et al. 1998). A morfologiailag felismerhetd biiza kromoszomak hidnya sziikségessé tette,

hogy molekularis eszk6zokkel deritsiik ki a szelektalt genotipus eredetét.

A RAPD vizsgalat buzara utald szekvenciakat jelenitett meg. A btiza DNS jelenlétét az in situ
vizsgalat tette lathatova. Mivel a teljes DNS-t jeldltiik, azt feltételezziik, hogy repetitiv szekvencia
darabok épiiltek be a kukorica genomba, ezt azonban nem bizonyitottuk. Tekintettel a nagy szamu,
sok kromoszoman eloszlott buza jelre, feltételezhetjiik, hogy kiterjedt genetikai atrendezddés zajlott
le a sziildi DNS-ben. Ezt tlinik aldtdmasztani az is, hogy hosszl regeneracids iddszak alatt, a
kezdetben gyorsan elhald torz hajtaskezdeményeket fokozatosan felvaltottak a normalishoz kozeli
megjelenésii novények. A genom Osszetétel értelmezéséhez jo alapot nyujthat egy korai

crer

(Szabados ¢és Dudits 1980). A korai kromoszoma kondenzicié (premature chromosome
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condensation PCC) teljes fragmentaciét idézhet eld az interfazisban levd magban. A citologiai
vizsgalatok kromatin darabokat mutattak ki, melyek képesek beépiilni a hibrid sejtek interfazisban
levé magjaba, az egymast kovetd osztodasi ciklusok soran. Bar ezek az S fazishoz ko6tédod korai
kromoszdma kondenzéaciok nagyon ritkak, mégis magyarazatul szolgalhatnak a buza DNS szigetek

kialakulasara.

Bar egyedi €s sok tekintetben még ismeretlen genetikai eseményhez jutottunk a btiza DNS-t
is tartalmazé kukorica genotipussal, a regeneralt névények tobb tovabbi lehetdséget kinalnak
genetikai €s stressz vizsgalatokra. A buza oldalr6l varhato tulajdonsdgok kozott a hidegtiirés

vizsgéalata tlinik logikusnak.

A létrehozott hibrid genotipusnak nincs kozvetlen nemesitési jelentdsége. Sikeriilt azonban
kialakitani olyan sejt fuzios koriilményeket, melyek kozott lehetové valt a két faj genomjanak
egyesitése. Ez lehetdséget ad a biza régidk higitasara példaul kukoricaval torténd visszahibridizalés

esetén.

A z0ld kolénidk szelekcidja alapjan a fizid hatékonysaga igen alacsony, ezért — fuzios
kisérletek folytatasa esetén- célszerli lenne szelektalhatdé markert (pl. foszfinotricin acetil
transzferdz) hordozo buza levél protoplasztokat (Pauk et al. 1998) alkalmazni. A szelekcids nyomas
miatt esetleg tobb hibridsejtben valhat aktivvd a buza DNS. Ebben az esetben a hibridek

azonositasa is biztosabb, mert a szelektiv gén egyértelmi bizonyiték a bliiza genom jelenlétére.
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7. OSSZEFOGLALAS

A hormonmentes taptalajon fenntarthato-, és regenerald képességét is hosszu ideig megdrzd

kukorica genotipusokat két szovettenyésztési szempontbol fontos teriileten alkalmaztam.

I, A mikrospora tenyésztés soran az volt a cél, hogy a modszert dajkatenyészetek
alkalmazasa illetve portok el6tenyésztés nélkiil, az eddig leirt genotipuskort bdvitve, €s nem
utolsdsorban a termékeny utdédnemzedéket is prezentdlva akalmazzam. Megvizsgaltam az
agronomiai értékeket is hordozo PH TC haromvonalas kukorica genotipus mikrospora reakcidjat
harom folyékony tenyésztd taptalajon. Az izolalas sordn elhagytam a portokok elétenyésztését, a
novényeldallitashoz egy mikrospéra tenyésztd és egy hormonmentes fenntarto-regenerald taptalajt
alkalmaztam. Az mN6M taptalajon 12%- kal tobb mikrospdra élte til a tenyésztés elsé napjat (P=
5%), mint a kontrollként haszndlt taptalajon. A kalluszokbol nagy mennyiségli ndvény
regeneralasa utan termékeny DH vonalakat (ML-1,-2,-8,-15) és azok hibridjeit sikeriilt felnevelni.

A létrehozott vonalak és hibridjeik alkalmas forrdsok lehetnek a mikrospéra indukciot segitd

crer

2, Kukorica x buza nemzetség hibridek létrehozasat kiséreltem meg protoplasztfuziéval. A
szomatikus hibridizaci6 sikeres eszkOznek bizonyult a természetes keresztezhetOségi hatarok
kiterjesztésében sok novényfaj esetében. A kisérletekkel arra kerestem valaszt, hogy egyesithetdk-e
két faj szomatikus sejtjei €s életbentarthatok-e a hibrid sejtek. Tenyésztett albind kukorica és buza
mezofillum protoplasztokat polietilén glikollal egyesitve, sikertilt hibrid sejteket 1étrehozni, majd
ezekbdl zold ndvényeket regeneralni. A két sziildi sejtforrasbol 6nalldan (fuzion kiviil) nem lehetett
z0ld novényeket eldallitani. A regeneralt ndvények gyokércsucsai 56 kromoszémat tartalmaztak,
melyek egyértelmiien kukorica jelleget mutattak. Hairom RAPD primer jelenitett meg hibrid

jellegre utal6d mintat a teljes névénybdl izolalt DNS-bdL.

A fluorescens in situ hibridizacié buiza DNS jelenlétét mutatta ki a kukorica kromoszémakon.
A regeneralt novények helyreéllitott zold szintest termelése, valamint jelentdsen megnovekedett
mérete ¢s vitalitasa jelentettek morfologiailag 1j (koztes) tulajdonsdgot. A regeneralt novények
kukorica és buza DNS egyedi és ismeretlen keverékét hordozzék, és szdmos lehetdséget nydjtanak

tovabbi genetikai és stressz vizsgalatokra.
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