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1. BEVEZETES

A novénynemesitést segjinddszerek kdre szamos Uj eszkdzzeflilt a ndveényi szévetek és
sejtekin vitro tenyészthéiségének kidolgozasa révén. A szomatikus hibridiz&s a haploid
novenyek alallitasi eljarasai kilénosen jol hasznosithatonakryultak, és kiemelkédgyakorlati
szerepet jatszottak a szovettenyésztési modszeémsittk

A protoplaszt fuzid -technikailag- megszintetteéaényi genomok egyesittisegének faji
korlatait. A tavoli keresztezések természetes inpatbilitasi akadalyait sok esetben sikeresen
feloldottak a fuzids eljarasok segitségével. A baphovények dlallitasa a gyakorlati nemesités
eszkozévé valt, leroviditve, hatékonyabba téve ®qgyd/ények nemesitési folyamatat. Emellett

mindkeét terilet fontos Uj leh&tégeket nyitott meg a sejtsZintévényi kutatasokban.

Egyes novényfajok esetében a transzgénes és mikeogpodszerrel ééllitott fajtak,

hibridek is a gyakorlati nemesités részévé valtglainkra.

Az emlitett eljarasok kulcsa minden esetben a ngivéetin vitro fenntarthatésaga, melyre a
novények mind fajonként, mind genotipusonként nagyailonb6d mértékben alkalmasak.
Altalanossagban elmondhat6, hogy a j6 szovettetggisés agronomiai értékek ritkan jarnak
egyutt. Gyakorlati szempontbél fontos, hogy a s#@wnyészet karosodas nélkil, hosszabb ideig
fenntarthatd, és termékeny novények regeneralaas&emas legyen. Egyedi génkonstrukciok
bejuttatasahoz  elegetid egy-egy transzforméaciéra  alkalmas  genotipus, ndélyb
visszakeresztezéssel (backcrossing) a célfajtaupy, beltenyésztett vonalba juttathaté a géninAz
vitro haploid eljarasoknal vagy szomatikus hibridizaéiéezonban nem kerullietmeg maganak a
cél-genotipusnak a szovettenyészibétie. Ez utdbbi terlleteken tehat a gyakorlatilal&aas a

mai napig is genotipusos korlatokba ttkozik.

Klléndsen igaz ez a kukoricara, mely a szovetterigés nehezen "megmunkalhato”
alapanyagainak soraba tartozik, protoplasztokra ésikrospOrara alapozott eljarasok esetében
egyarant. A mikrospoéra eredenhdvények dlallitdsa vagy a génbeviteli eredmények gyakran kis
szamu, szabadalmaztatott, korlatozott hozzaféskdi genotipushoz kétnek, ami gatolhatja a
modszerek szélesebb kdalkalmazasat, s indokoltta teszi a felhasznallggidotipusok kdrének

bovitését.

A mikrospéra tenyésztés a ndvénynemesités toblodqmintjan hasznos kiegégzihoddszer
lehet. A megfelé homogenitas eléréséhez tébb évi beltenyésztéségék. A haploid modszer

ezt a szakaszt elméletileg egyetlen generacioralitbeti le. A tobbi haploid eljaras kozoétt, a



mikrospora moédszer a transzgénikus noveényékllgiasara iranyuldé munkakban is érdiésre

tarthat szamot. Jeldigégét az adja, hogy kilénallé haploid sejtekbetlelkgittatni a géneket. A
genom megkeiizése utdn az idegen gén is természetes allapdidtaticlos homozigdta formaban
jelenik meg. Ez érelépés lehet a korabbi diploid sejttranszformdoodkképest, ahol a bejuttatott

génnek a diploid genomba kell beilleszkednie.

A haploid médszer alkalmas a recessziv gének halaggyors vizsgalatara is. Keresztezéses
modszerrel ez is csak tobb beltenyésztéssel@dhamnig a haploid eljarassal csak a termékeny DH

novények felnevelésére és tesztelésére van szikség.

A felsorolt lehebségek mikrospora moédszerrel tokiérkiaknazasa azonban jelenleg
korlatozott a kukoricanemesitésben, mert vilagezextmindossze néhany genotipus mikrosporai

alkalmasak fertilis novény &illitasra.

A mikrospora vizsgalatokhoz felhasznalt kukoricanaépusok elzetes androgenetikus és
agronomiai szelekcio eredményekent (Morocz 199hdkét szempontbodl értékes tulajdonsagokat
mutattak. A kisérletek soran arra is valaszt kérdsthogy mikézben az indukciéra alkalmas
genotipust mikrosporakat szelektaljuk a tenyeszmsan, kapcsolédnak-e ehhez nemesitési
szempontbdl hatranyos tulajdonsagok (fattyasodésgémy habitus, gyenge tebképesség, -

kombinalédbokéepesség) a mikrospora ereaétvények utddaiban.

A szomatikus hibridizaciot hosszu 6idéta sikeresen alkalmaztdk az egymassal nem
keresztezhét fajok, $Ht nemzetségek kozotti hibridek |étrehozaséra, nkelylkedved
tulajdonsagainak egyesitése a nemesités szamarhbkor elérhetetlen volt. Az eljarast azonban
nemcsak fajok k6zotti génatvitelre hasznaljak. Atkas génlokalizalasra és genom koélcsdnhatasok
vizsgalatara is. A protoplaszt fuzié hasznos eszkiizpéldaul a citoplazmas o6roklés kutatasaban,
hiszen lehéivé tette két kilonbdz sejt teljes citoplazméjanak egyesitését. A nerssit
alkalmazasok kozott szamos példa taldlhatdé betegdbapallosag, fonalféreg rezisztencia,
szarazsadg és hidégési tulajdonsagok, vagy citoplazmas himsteriligikeres atvitelére. E
tulajdonsagok elisorban a gazdasagi céllal termesztett ndvényeknagrai ertékét novelték. A
disznovények esetében is hasznos mddszernek blzomyazomatikus fajkeresztezés, olyan
morfoldgiai tulajdonsagok, mint példaul 0 virdgszialak, novénymagassag stb. kialakitdsaban.

Elsdsorban a kétszik fajokkal (Nicotiana, Daucus, Solanum, Medicagoaddica) végzett
fuzids kisérletek bizonyultak sikeresnek. Az egyznovények kozll a rizzsel és az arpaval

sikerilt szdmottey ereményeket elérni.



A kukoricasejtekkel végzett szomatikus hibridita@zonban szinte alig érintett terllet
maradt, annak ellenére, hogy napjainkig szazn&hb mas noévényfaj bevonasaval hoztak létre
kulonbo® szomatikus hibrideket. A kukorica és buza faj satkus egyesitésére pedig -

ismereteim szerint- nem tortént korabbi kisérlet.

A szovettenyeésztés “klasszikus” és altalanos gyataiszerintin vitro kdrnyezetben a sejt
metabolizmus fenntartdsahoz szikséges sok, vitkmesoszeénhidratforrasok mellett kulcsszerep
jut a dedifferencialt sejtosztédas fenntartasdheagy a nodvényregenerdlashoz szikséges
kilénb62 hormonkombinacidkra.

Ebben a dolgozatban a kukorica mikrosporak tengéértés a szomatikus kukorica sejtek
végeztem, melyeket Morocz és mtsai (1990, 1991)é&izedes munkaval alakitott ki. Mindkét
modszer kiegés#itrésze lehet egy nemesitési programnak, ezért Sokéodés, hogy milyen
szovettenyészetek alkalmazhatok a modszerdlkodietésére. A Kkisérletekben felhasznalt
tenyészetek szovettenyesztési szempontbol egydlémmdje az, hogy hormonmentes N6M
taptalajon, kallusz allapotukat, illetve ndvénynegeald képességiket egyarant grexye, tartdésan
tenyészthdiek. Feltételeztiik, hogy ezek a tulajdonsagoékgl jelentenek a mikrospéta tenyésztés

és a szomatikus hibridizaci6 soran is.

A dolgozatban bemutatasra kériiisérletek céljai az alabbiak voltak:

1. Termékeny DH (doubled haploid) kukorica novérgtedllitani eb az ismert élzetes
eredmeényekhez képest egysidr modszerrel: éketes portok izolalds, dajkatenyészetek és

kolchicin alkalmazasa nélkil.

1.1. Megnovelni a mikrospérak izolalas utani élpgsségét a kukorica genotipus protoplaszt

tenyésztéséhez bevalt taptalaj vagy valtozatalrabkeasaval.

1.3. Megvizsgalni, hogyan hat a taptalajokban h&$zpH, ozmotikus érték és a 2,4-D

regulator a mikrosporak életképességére.

1.4. Osszehasonlitani a kisérletek alapanyagauinbisPH TC és a béllik szarmazo,

tisztan mikrospora eredeMH SC névények androgén véalaszat.
2. Albind kukorica szuszpenzié és buza mezofilluotgplasztok fazidja polietilén glikollal.
2.1. Z06ld hibrid kolonidk szelekcioja, és nbvényeegralas.

2.2. A regeneransok hibrid jellegeinek morfologiaimolekularis vizsgalata.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Haploid névények, mikrosporaindukcio

A haploid mdédszer lehé&té teszi, hogy a gamétak szintjén jelentkeAltozatossagot az
intakt novények szintjere hozzuk. A haploid és DBvények létrehozédsa leldséget ad a
gametoklonadlis variabilitas, és a fenotipusosamégjjeleid, recessziv tulajdonsagok nemesitési
felhasznalasara. A haploidnemesités soran, az amer@cio alatt éhllithatd homozigota
genotipusok alkalmazéasa lerdviditi a nemesitésslakaszat, mely a kereszte#katkiegyenlitett
vonalak (torzsek) éhllitasaig terjed. Az idegentermékenyiindvények 6-10 generacios
ontermékenyitési szakasza, végeredményben lerdettliegy generaciora. Az dntermékenydl
fajok F1 és F2 novényei illetve a még hasado FadfZsek egy generacid alatt rogzitiet
Novelheti a szelekcio hatékonysagat az, hogy hogdtai térzsek szabadfoldi alkalmazasa
pontosabb képet ad az agronémiai teljesitménykigiémgdekél. A gyorsabb szelekcios ciklusok
hozzésegithetik a nemegitlj kdrokozé és abiotikus stressz rezisztenciatdwd, vagy javitott
lisztminésedi fajtak eballitasdhoz. A haploid technikdk alkalmazasa a oidsanemesitésbem
vitro szelekcidban, ndvényi transzformacios eljarasokbangéntérképezési programokban is
hasznos lehet (Luchett és Darvey 1992, Abd El-Mailideet al. 1993, Kovacs és Barnabas 1997,
Karsai és Bedl 1998, Barnabas et al. 2000).

A haploid ndévények nemesitési célu felhasznalaséslakit - |ényegében napjainkig
ervényes médon - mar 1922-ben 6sszefoglaltak (Blakeet al. 1922). A haploidok kutatasanak
torténetében et&ént Harlan talélt haploid gyapotnévényeket 1920:-lizzt koveben Blakeslee és
mtsai Datura stramoniumban 1922-ben, Chipman éddspaal dohanyban 1927-ben, Gates esti
kankalinban 1929-ben, Randolph kukoricAban 1932-4mntén megfigyelte haploid ndvények
eléfordulasat, de e formak nemesitési célra valé gahalasara Chase dolgozott ki olyan modszert
1952-ben, amellyel a spontan monoploid névényekabsan felismerte (Balint 1990). A Chase-
modszer szerint az alapanyagokat olyan marker pérdoz6 szifivel keresztezik, amelynek
hibridjeiben mar a csiranévényeken megfigyegih@tmarkergén hatasa (Al, A2. P1, biborpiros),
igy a fehér gyokeir - partenogenikus erediet monoploid névények konnyen kivalogathatdk, majd
diploidizdlas utan nemesitési vonalként felhasztéhk (Balint 1990). A spontan kukorica
haploidokat Chase (1969) eredményesen alkalmaztsiedelmi hibridek létrehozasara (Balint
1990).

Szamos egyeb sikeres haploidsédlitasi modszert is kidolgoztak. Megnévelt haploid

indukciot eredményezett az anyai haploid indukdaalak (“inbred Stock 6”) (Coe 1968), és az



apai haploidokat eredményespontan mutacio (“indeterminate gametophite”) (Kiete 1969)
alkalmazasa. Ezek a modszerek sem bizonyultak arotdjesen alkalmasnak neméisitonalak
gyors eballitasra. Bként az egyszéen alkalmazhaté genetikai markerek hidnya korlatozt
alkalmazasukat (Dieu és Beckert 1986).

Kasha és Kao 1971-ben felfedezte fel a Bulbosummnikat, melyben ddordeum vulgarex
H. bulbosun hibrid zigétaban lezajlo kromoszéma deléciét kégr, szbvettenyésztési modszerrel
(embryo rescue) nevelik fel a haploid arpa novéeyetDudits és Heszky 2000). Ezzel a
modszerrel Jensen arpa monoploidokat allitait 4£b-13,4 % gyakorisaggal, 1974-ben (Balint
1990).

A tavoli keresztezéseken és genom eliminacion #&apin. bulbosum technika mas
keresztezési kombinaciokban is hasznosnak bizaniyen példaul a biza x kukorica keresztezés,
mellyel a haploid bliza ma mar rutinsgem allithaté € (Dudits és Heszky 2000).

Fontos eredmények szllettek az anyai (ginogenikap)oidokkal végzett kisérletesdbis.
Szamos élzetes sikertelen probalkozas utan (Sachar és Kd@a@, Maheswari 1958, Maheswari
és Lal 1961), Tulecke (1964) Allitottéeklssként ginogenikusGinko biloba haploid kalluszt,
amelyet tovabbi eredmények kovettek. Sikeresenkiathk haploid kallusz&olanum melongena
megtermékenyitetlen ovulumbaol (Uchimiya és Murashl®74), és ezt kouvin tovabbi mintegy
30 noévenyfaj ovulum és ovarium tenyésztése erederatiyhaploid tenyészeteket és novényeket a
90-es évek masodik feléig (Keller és Korzun 6sgglafdja 1996). A sikeres kisérletek kiterjedtek
olyan gazdaséagilag nagy jelésédi kaldszos ndvényfajokra is, mint a rizs (AsselinBiuville
1980), buza (Lu és Vu 1986), kukorica (San és DpmB®84, Lu és Vu 1986). Hazankban
cukorrépa ginogenikus haploidokat allitottaé sikerrel (Potyondi és Heszky 1992).

Az in vitro haploidok kutatasanak koraidiskzakaban ®atura portokokkal elért eredmények
utdn (Guha és Maheswari 1964) a kutatok éfitdde jelertis mértékben a mikrosporak vitro
androgenezise iranyaba fordult, bar a ginogenikaisidd eballitasi kisérletek is folytatodtak.
Napjainkig mintegy 80 nemzetség csaknem 300 noegdnydk pollenjétl sikerilt az in vitro
androgenezis indukcidjaval haploid kalluszt, emiriéetve novényt d@allitani (Dudits és Heszky
2000).

Ennek soran a portokokba zart vagy szabad mikréakpegy részén vitro indukcids kezelés
hatasara, mitotikus osztédasokkal kisért spordijbdéesi utvonalra tér at eredeti gametofita
programja helyett. Jahne és Lorz 6sszefoglaléjpjata(1995), a legtébb noévényfaj esetében az
egy- és korai kétmagvas mikrospora allapot kozéizisok bizonyultak legalkalmasabbnak az



indukciora. Arpaban és buzaban a kozép- ésilggymagvas (Ziauddin et al. 1990, Olsen 1991,
Mejza et al. 1993), rizsben az egymagvas-korai &gtras (Cho és Zapata 1990, Datta et al. 1990),
kukoricaban a kés egymagvas- korai kétmagvas allapotd mikrosponakikciojat irtak le (Barloy

et al. 1989, Coumans et al. 1989, Gaillard et @01). Az el§ mitdzis utan lényegesen eltérhet a
sporofita fejpdés tovabbi formaja aszerint, hogy haploid kallkszeagy haploid embridk
fejlédnek ki (Barnabas et al. 1988). Fluorokrom fest&kéekelblt buza mikrosporakon vegzett
vizsgalatok alapjan 0sszefliggést lehetett kimutatd osztdédas tipusa (szimmetrikus,
asszimmetrikus) és a kialakul6 haploid strukturdtrfoiogiai jellege (kallusz, embrid) kozott
(Szakéacs és Barnabas 1988, Barnabas et al. 198&)ektronmikroszkopos vizsgalatokkal igazolt
eredmények azt mutattak, hogy a szimmetrikus osstodmbrio-, az aszimmetrikus osztodast
kalluszfejbdés koveti (Barnabas et al. 1988). Az Mv exp. 28®dkorica hibrid
pollenembriogenezisét tanulmanyozva val6éaék tartottak, hogy a tbbbmagvu pollenszemek a
vegetativ sejttl fejlédnek ki (Barnabas et al. 1987). Hasonlé eredméjutmtak Pescitelli és

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

Fontos szerepe van a haploid kromoszémaszerelvéagduplazasanak, mely természetes
aton is létrejohet, mikor az épollenmitozis utan kialakuld két sejtmag fuziorés,ezek®él az un.
C tipusu fejpdés soran kodzvetlenil DH embridk és novények jaletgtre (Dudits és Heszky
2000). Az androgenezis gyakorlati alkalmazasabaml@n nagyon hasznosnak bizonyultiaz
vitro kolchicin kezelés, amely megduplazza az egymagudsospéra haploid kromoszéma
szerelvényét. KukoricAban Wan és mtsai (1989) lyitottdk a modszer hatékonysagat 0,05 %
kolhicint tartalmazé D taptalajon (Duncan et al83§ mellyel 72 Ora kezelés utan nem talaltak
haploidokat a kezelt kalluszokbdl regeneralt noednykozott. Barnabas és mtsai (1991) a
mikrosporak kolhicin kezelésére dolgoztak ki hatgkanddszert. A modszer &lye, hogy a
kolhicin kezelés nyomén gyakoribb lett a szimmeisilosztoédas a vizsgalt blza tenyészetekben, és
igen jelentsen megnovelte a DH novények gyakorisagat. A mpdms osztédas és
differencialéodas formait hasonldénak talaltak a kéigeknél (Heberle-Bors 1985) és a
gabonaféléknél is (Zheng és Ouyang 1980, Coumank &089). A buza mikrospirakon végzett
vizsgalatok tbbbnyire a szimmetrikus osztédastttddeggyakoribbnak (Zheng és Ouyang 1980,
He és Ouyang 1984).

Az in vitro mikrospora indukcié hatékonysagat dirt befolyasolja a donor névények
fejlettsége (Ouyang et al. 1973, He és Ouyang 19f#Hotipusa (Genovesi és Collins 1982, Dieu
és Beckert 1986, a ndvények élettani allapota (Ogy al. 1987) és az alkalmazott hidegkezelési
(Jing et al. 1982, Dieu és Beckert 1986), tenyetgitalajok (Chu et al. 1975, Ku et al. 1978, Miao
1980, Ting 1981, Brettel et al. 1981, Genovesi 6B 1982). A citoplazma is jeletg hatassal
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lehet a mikrospora embriogenezisre valamint a ha@e szomatikus szovetek tenyészibégyére

is (Sagi és Barnabas 1989). Az androgén indukdidshga kifejpdé haploid struktarak szama igen
jelensen kulonbdzik ndvenyfajok kozott és fajon belUkidonbdz genotipusok kozott is. A
buzaval szerzett tapasztalatok alapjan az induleBD % kozott valtozott, és csak néhany
genotipus bizonyult ellenallénak (Barnabas et 888l Kovacs és Barnabas 1993). Az androgén -
foként portok eredét- haploidok felhasznalasara ma mar j6 példakathiatunk a buza (Ouyang et
al. 1973, Picard és de Buysier 1973, Heszky andcM&876), az arpa (Olsen 1991, Mordhorst és
Lorz 1993, Jahne et al. 1994) és a repce nemdsigése (Beversdorf et al. 1987, Swanson et al.
1987). Szamos novenyfajbol sikerilt szabadalmatztjpakat is eballitani, példaul tavaszi (Hu et
al. 1988) eésiszi buza fajtakat (Pauk et al. 1995, Khus és Viind&96), vagy az androgenetikus
szomaklon modszerrel hazankbarsként eballitott és regisztralt fajtat, a DAMA néwizsfajtat
1992-ben (Heszky et al. 1991, 1996). Ezt kdvettBKaDélibab DH buzafajta 1993-ben tortént
allami minssitése (Pauk et al. 1995), majd tovabbi szegednasonvasari dihaploid buzafajtak
elismerése (GK Szinbad, Mv Szigma, Mv Madrigal)d8et al. 1996, Barnabas et al. 2000).

Wenzel és mtsai németorsz4agi adatok alapjan kéggstefoglalojabol (1994) a#inik ki,
hogy e novények (repce, arpa, buza) nemesitésirgrpgiba mar az 1970-es évek kdzépét
vilagszerte beéplilt a haploidok alkalmazasa. Eisetban a portok tenyésztési sikereken alapult,
de az emlitett névényfajok izolalt mikrosporait j&6 eredménnyel tenyésztették. Napjainkig a
kovetke®d fajok izolalt mikrosporaibdl regeneraltak novéngekAtropa belledonna, Brassica
napus, Brassica carniata, Datura innoxia, Hordeuaigare, Hyosciamus sp., Nicotiana rustica,
Oryza sativa, Petunia hybrida, Solanum melongeraarsm tuberosum, Triticum aestivum,
Triticale, Zea maystb. (Dudits és Heszky 2000).

A kukoricanak a tobbi fontos gazdasagi novénnyeizésasonlitva viszonylag kég az
1980-as évek legvégén jelentek meg aé mltkrospoéra haploidjai (Coumans et al 1989, Pdiicite
et al 1989, Wenzel et al. 1994), azonban csak ggyspecialis genotipusra korlatozédtak az

eredmények.

A mikrospérak androgenezisének portokon beliliazszolalt formabarab initio (Pescitelli
et al. 1994) tortéhindukcidja a ndvény fajok tuinyomé tébbségénéljgielkilonithed nehézségi
foku feladatot jelent. A portok kultiraval altal&b#bb genotipussal, és nagyobb hatékonysaggal
lehetséges a haploid indukcié. A portok tenyésiélefelnevelt névények felhasznaldsa soran
azonban sok problémét okozhat az, hogy hogy eg¢szetben egyidéeg ebfordulhatnak ,n” és
a diploid portok falbdl szarmazé ,2n” sejtek is. aMerek nélkil nehéz megkilénbdztetni a

portokfal diploid, €s a mikrospora ,n” vagy spont@hl (2n) kalluszait vagy embridit. A portok



modszerrel élallithatd novények vegyes ploidszintierGu és mtsai (1983) kukoricaval elért
eredményei tanuskodnak. Vizsgalatuk soran 8 gemotigbé portok tenyészeidb nyert
névényeinek citologiai vizsgalatat végezték el. @vények 60,9 %-a haploid, 28,3%-a diploid és
10,8 %-a mixoploid volt. Ezek a nehézségek kikUusHidiok az izolalt mikrospora tenyésztéssel.
(Dudits és Heszky 2000). Az izolalt mikrosporakaploid egy sejtes rendszer tovablingleit is

kinaljak:

Pontosabb informaciét kaphatunk a taptalaj fejlesiztisérletek eredménysiy mert a
mikrosporak kdzvetlendl érintkeznek a taptalajgligy kikliszobolhét a portokfal bioldgiali

sZir6 hatasa.

Mod nyilik a sejtszint haploid szelekciora, ami a recessziv gének ledhkora

szelekcios szintje lehet.

In vitro termékenyitéshez felhasznalhatd himivarsejt iastiz igen alkalmas forras

lehet, ha fenntartjuk az in vitro gametogenezist.

Lehetséget ad pollen transzformacios vizsgalatokhoazésndrogenezist szabalyozo

gének pontosabb vizsgalatara.

Az eredmények ellenére, még az androgenetikus smaingd sikeresnek szamitdé névények
esetében is megoszlott a felhasznalok, a nethesdlasztasa az androgenetiléssa hagyomanyos
haploid technikdk gyakorlati alkalmazasa kozottolfmatka €s Pauk (2000) szerint, a kiterjedt
kutatasok és a bluza androgenéitifelhalmozott tudas ellenére, a mikrospora erieddt torzsek
nemesitési alkalmazdsa még mindig hattérbe szaidapl a blza x kukorica keresztezéssel
eléallitott haploidok mellett. Véleményik szerint,cvdbblépéshez az egyes genotipushoz igazitva
kell javitani a tenyésztési korilményeket addigg ralkalmasak lesz a nemesitési igényeknek

megfeleb szamu DH vonal ékllitsara (Puolimatka és Pauk 2000).

A hazai bluza kisérletek alapjan, a haploid torze#éllitdsa hatékony eszkdz lehet a
nemesitésben és fajtafenntartasban, mert a megitibegyyomanyos torzsek és portok erédzt
valtozataik terriképessége, mésege, agronomiai értéke, genetikai variabilitasatébilitasa is
azonos értéknek tekinthet (Kertész et al. 2000). Ahhoz, hogy a haploid médsz nemesités
hatékony részéveé valhasson, a gyakorlatban forgostipusokbdl kell szamu, genetikailag stabil

DH néveényeket kellett biztositani a nemesitési ppogkhoz (Barnabas et al. 2000).

A haploid mdédszer alkalmazasanak fentebb emlidetéfjai és feladatai minden tekintetben

azonosak a kukorica esetében is. A kukorica pokidiemyésztésével &zor Kinaban sikerlt
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haploid névenyeket &dllitani (401 kutatécsoport 1975, Ku et al 1978)gret al. 1981, Kuo et al.
1985), ezt kovették az észak- amerikai, majd eurépadmények (Nitch 1982, Genovesi and
Collins 1982, Pauk 1985). Az él$aploid nemesitégbszarmazd kereskedelmi értékukorica
hibrideket is Kindban hoztak létre, szaznal is tisbbitro androgén vonal &ééllitasa utan (Kuo et
al. 1985), de a modszer a mai napig is fejlesztis @l. A legnehezebben legghet korlatot az
jelenti, hogy a jelenleg ismert moddszerekkel csaizoryos genotipusok serkentblet
noévényregeneraciéra képes kallusz vagy embridsiegsére (Pescitelli et al. 1994). A kezdeti
eredmények alapjan @&eljes portokvalaszra képes genotipusok, mint addpa-tang x Shui-pai
(Miao et al. 1778), Batangbai (Ba-Tong-pai) (CaoLésng 1983), CH-13 (Nitch et al. 1982),
Sarhad Yellow (Pauk 1985) tobbnyire nem tartoznak nemesitési szempontbdl elit
genotipusokhoz. A korai kukorica portok kisérlete&sik fontos jellemde, hogy kevés névényen
sikeriilt életképes szemeket nyerni. Genovesi €slin€0l(1982) statisztikailag ellénzott
kisérleteiben példaul, szazezer portok leoltaggjaiea legjobb genotipus x taptalaj x hidegkezelés
kombinacio 18,3 %-o0s portok indukciot eredményezetieknek a kalluszoknak és embrioknak
19,2 %-a feppdott novényekké, de csak 2 dntermékenyitett szewyetek, és két tovabbi vonalat
sikerilt egymassal keresztezni. E tapasztalatgijéalaPetolino és Thompson (1987) arra keresett
valaszt, hogy javithaté-e a portok reakcio. Negeg&kedelmi vonallal végzett diallél keresztezések
alapjan egyarant jelefgnek talaltak az altalanos és specialis kombin&iégesség portok valasz
novelb hatasat. Tapasztalataik alapjan lehetségesnedttédarta nagy gyakorisaggal valaszold
genotipusok szelekcidjat.

A portok valasz genetikai hatterének tisztazasanaed és mtsai (1992) 9§ $93/39 x B73
kukorica vonalak keresztezé$ébszarmazo csaladot vizsgaltak meg RFLP markerekkel
Eredményeik alapjan a gyakori portokvalasz kéetessziv, episztatikus (a 3. kromoszoma hosszu
karjanak végeén, illetve a 9. kromoszéma centromjarkaril elhelyezked), és két tovabbi kisebb
jelentbsédi gén hatasara vezetheatissza. A vizsgalt genotipus kérben mért portakosot 57 %-
ban ez a négy gén hatarozta meg, melyek kozul h&docsonhatasban volt és homozigota
allapotban mutatta a legnagyobb hatast.6kbs molekuléris vizsgalatok soran Vergne és mtsai
(1993) azonositottak egy hidegkezelésre tefdéeB2 kD mérei fehérjét a DH5 x DH7 kukorica
hibridben. A hidegkezelés 7. napjan meért fehénmeédr mennyisége pozitiv korrelaciét mutatott a

kisérletben szereplgenotipusok portok indukciéjaval, és csak a reéagaltozatokban fordult &l

A portokbdl kiszabaditott, izolalt mikrospérakra é&vényes, hogy nehezebben, kisebb
hatékonységgal lehet tenyészteni, mint a sértethdérakat. Rdadasul eddig vilagszerte minddssze
Ot kukorica genotipusrol szamoltak be, melyek iltotaikrospérai indukalhatéak voltak, és

szovettenyészeteikb novényeket tudtak é&éllitani (Pescitelli et al. 6sszefoglaloja 1994). A
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témakorben megjelénkdzlemeényekdl az tinik ki, hogy azok a kbdzvetett mikrosporatenyésztési
eljarasok voltak hatékonyabbak, melyekben a mildcip izolalasat megé&téen a portokokat a
cimert®l kiemelték, és étenyésztették (Pescitelli et al. 1989) vagykekelték (Genovesi és
Yingling 1990, 1994). Gaillard és mtsai (1991) p&rtajkatenyészetet alkalmaztak a mikrospora
tenyésztéshez. Ez azonban megterheli a médszertakpzolalashoz sziikséges tobbletmunkaval.
A dolgozatban szergplmunka a masik csoportba, a kdzvetlen izolalasi smédhez sorolhato,

mely gyorsabb, egysaésb, ezért a gyakorlati felhasznalé szamabaygsebb lehet.

A szerdk tdbbsége a mikrospora modszer hatékonysagat, |@lithatd mikrospoéra-
embriok szaman méri le. Az eddigi eredmények atapgonban, a termékeny novenyekaditasa
legalabb ilyen fontos szempont, hiszen életképemek, azaz termés hijan nehezen képzekblet
barmilyen tovébbi, példaul nemesitési felhaszndtamek a dolgozatnak az eredményei kozott
ezért szerepel kdzponti helyen a termékeny miknaspdvenyek @dllitdsa.

Az embriészam és a fertilis novényéllitas jelenis fejlesztését szamolt be Genovesi és
Yingling (1994). Ezt a dolgozatot mefeben csakék dokumentaltak a termékeny ndvények
eléallitdsat, és szamoltak be azok életképes utodraakes! is. Eredményeiket a fentebb emlitett
két eljaras koziul azonban a kozvetett médszerték é&l.
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2.2. Szomatikus hibridizacio

A ndvénynemesités alapja a keresztezéssel létrhmmuulaciokban végzett szisztematikus
szelekcid. A fajtak, hibridek tilnyomé tobbségeofajbeliili, genotipusok kdzotti kereszteztisb
ered. Ha e ndvényfajon belll egy- egy szikségegdamsag mar nem talalhaté meg, akkor értékes
génforrasul szolgalhatnak a termesztett névények nakonai. Ezekben az esetekben tavoli
keresztezések alkalmazasaval, faj és nemzetsegldkbietrehozasaval lehet a vad faj génjeit
bevezetni a termesztésre alkalmas genotipusokhjd, titzb visszakeresztezés utan lggteni a
vad faj genetikai allomanyét a kivant tulajdonségwidoz6 génekre.

A genetikailag tavoli fajok, nemzetségek beporzadasesztezhéségének azonban
természetes korlatai vannak, melyek a rendszetfartlsag novelésével @ddnek. Az ivaros
keresztezés csak egy viszonyladikszokonsagi koron belll lehetséges. A két dkadalyozo
mechanizmus a gaméta- dsszeférhetetlenség, ésrid bihbrid pusztulasa (Dudits és Heszky
2000). A faj- és nemzetséghibridek tulajdonsagdisedankban Belea (1986) készitett dsszefoglald

munkat.

A szomatikus hibridizacio lehg&téget ad az ivaros inkompatibiliths megkertlésérelgan
hibrid névények létrehozasara, melyek fontos algpgok lehetnek: nemesitési szempontbdl az (;
tulajdonsagok miatt, alapkutatasi szempontbol pedignkompatibilitassal 6sszefitgdérdések
tanulmanyozasahoz. Ehhez a névények a testi sejkj&i vitro egyesitésére van szilkség, melyet a

szomatikus sejtek esetében a sejtfal eltavolitdzaneeg.

A szomatikus hibridizacio otlete Ernst Kister adglistol szarmazik, aki €lként figyelt
meg protoplasztfuziét a kilencszazas évek elejad(® és Heszky 2000). A mddszer gyakorlati
alkalmazasaig meg tovabbi kdzel hetven évre valikszg, el§sorban a protoplasztalhatosag
hatékony sejtfal eltavolitd modszert Cocking fejtette ki 1960-ban, mikoMyrothecium

verrucariagombabdl nyert cellulazzal sikeresen allitodt ghradicsomgyokér protoplasztokat.

Cocking eredményéhez hasonld jetesdige volt a polietilén glikol (PEG) fuziogén hatasa
bizonyit6 felfedezésnek is (Kao és Michayluk 19WAllin et al. 1974). A két nagyszabasu Ujitas
lendlletet adott a kutatasoknak, mert kaput nyitothdvényi protoplaszt- névény rendszerek
kiépitéséhez, és az ehhez szorosatdkdszomatikus hibridizacios eredményeknek is. Az 1630
evektl egyre szélesebb korben kezdték kidolgozni a pltaszt fuzidos eljarasokat a
legkulonbddbb ndvényfajok paraszexudlis keresztezésére (MditatiNagata, Takebe 1971, Kao,
Michayluk 1974, Umbelliferaceae: Dudits et al. 197G@ramineae: Terada et al. 1987,
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Cruciferaceae: Toriyama et al. 1987, Rutaceae: gerost al. 1988, Solanaceae: Kim et al. 1993,
Fabaceae: Crea et al. 1997).

A PEG mellet még szamos egyéb fuzios kezelést atalkitottak, de a legjeletgebb
alternativa az elektrofuzio lett (Zimmermann ésebeith 1981).

Mind a PEG kezelés, mind az elektrofuzié szélestddr alkalmazhat6. A ndévenyi
protoplasztok mellet baktérium- és gombaprotoptdsztvalamint allati sejtek egyarant
fuziondltathatok ezekkel a moddszerekkel. A sejtékzidja nem fajspecifikus fiziko-kémiai
folyamat. A membranok szerkezetében élewmagyfoki hasonlésag lelge teszi még
rendszertanilag igen tavoli fajok hibridizaciojat(Dudits és Heszky, 2000). Salhani et al. (1985)
tapasztalata szerint az altaluk elekrofuzioval eggé egérsejtek és petania protoplasztok
hibridsejtjeiben a névényi és allati sejikidések egyarant megmaradtak és még ilyen partnerek
esetében is lehetséges a sejtfizdgyuttmikddés (Dudits és Heszky 2000).

Az el novényi sejtfuzios eredmények a Solanaceae csatadartozo, ivarosan is
keresztezhétfajokkal szulettek, éssként alapkutatasi érddidést szolgaltak (Melchers és Labib
1974, Gleba és Hoffmann 1978, Carlson et al. 186%ver et al. 1976). A modszert felhasznéltak
génlokalizdlasra és genom kdlcsonhatdsok vizsgalaga(Gleba és Sytnik 1984, Negrutiu et al.
1989). A sejtfuzié kiegészitnemesitési eszkozkent is alkalmazasra kerilt, zeshkivitelezhet

ivaros keresztezések helyettesitésére (Hansemnriesl285, Samoylov et al. 1996).

A gazdasagilag jeleés fajokbdl (Solanum -Austin et al. 1985, CichoriuRembaud et al.
1993, Brassica - Sjodin et al. 1989, Oryza - Kyazekal. 1989, Citrus-1988, Grosser et al. 1988,
Asparagus- Gibson et al. 1988) és ivaros uton nemesktezhét vad rokonaikbdl agrondmiailag is
ertékes tulajdonsagokkal bir6 kombinacidkat hotéaite. Sor kerllt rezisztencia gének atvitelére,
melyek hatékonynak bizonyultak bakteridlis (Pregszat al. 1991, Kim et al. 1993, Hansen és
Earle 1995, Polgar et al. 1996, Laferriere et 809), gombas (Hansen és Earle 1997), virusos
betegségekkel (Austin et al. 1985, Gibson et 88).9%t fonalférgekkel szemben is (Lelivelt et al.
1993). Megvalodsult a citoplazmas himsterilitas satkas atvitele (Kyozuka et al. 1989, Akagi et
al. 1995), és kisérletek torténtek szarazsag egftirds javitasara is (Preiszner et al. 1991, Begum
et al. 1995, Louzanda et al. 1993).

Annak ellenére, hogy tébb mint szaz kiulonbdbvényfaj hibridjét hoztak eddig Iétre (Guo
és Deng dsszefoglaldja 1998), nagyon kevés addhadd a kukorica szomatikus hibridj@i(Kao,
Michayluk 1974, Brar et al. 1980). Ennek egyik @kalehet, hogy viszonylag kevés a megtelel
kukorica protoplaszt forras (Rhodes et al. 198&)iRes Sondall 1989, Shilito et al. 1989, Mdrocz
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et al. 1990). A masik akadalyt a fuzids kezeléesogdd hatdsa jelentheti, melyre a kukorica
protoplasztok néhany egyéb nehéz szovettenydsauptfajhoz (Chapel et al. 1984, Krasnyanski
és Menczel 1995) hasonl6an érzékenyek.

A gyakorlatban tobbféle fuzids, illetve szelekckimnbinaco alakult ki. A zold mezofillum és
fehér (albind, szuszpenzids, vagy mezokotil) pretsgiok alkalmazasa megkonnyiti a fazio
megfigyelését, lehévé teszi a hibrid sejtek azonositasat, kivalogatas# alapja lehet a
szelekcionak is (Kao és Michayluk 1974, Dudits ket 1977, 1979). Novelhéta zold-fehér
szelekcidé biztonsaga, ha a faziét a szuszpenzidwdélt protoplasztok (IOA) jod-acetamiddal
veégzett kezelése @i meg, mely gatolja a sejtmagikddését (Mizuhiro et al. 2001). A sejtek
elté szir festése is kivitelezhétmoddszer, ha a protoplasztok természetes allapatuklzonos
szinmek (Keller, et al. 1973).

Mas rendszerekben csak a szelekcié vagy a novéelasesoran ismerhik fel a hibrid
jellegek, kulonboé kiegészib hatdsok alapjan, mint példaul helyreallitott hajt@generacio
(Nakano et al. 1996), két antibiotikum rezisztencia (Ichikawa et al 198¢h&nmakers et al.
1994).

A hibridizacios kisérleteld nyert kalluszok, ndvények genetikai jellegéneksgalatara a
citolégiai és a molekularis modszerek adnak letet, melyek kozil gyakori az izoenzim, RAPD

ésin situ hibridizacios technikak alkalmazasa.

A dolgozatban bemutatdsra kérithunka célja olyan fuzids kérilmények kialakitdsst,v
mely lehebvé tették albind kukorica és z6ld buza sejtek eitg®est, a hibrid sejtek osztodasat, s

veés soron alkalmas volt z6ld kaluszok kivalogatas&a@ényregeneralasra.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mikrospdra eredéindvények dlallitasa
3.1.1. Donor névények

Az el kisérlet alapanyagaul a PH TC haromvonalas kultiohibrid szolgalt, amelynek
vonalai portoktenyésztésb szarmaztak (Morocz 1997, Morocz nem kozolt erealysk). A
mikrospora tenyésztéshez kapcsolodé cimebkezeléseket, a novényregeneralast eés
novénynevelést a Gabonatermesztési Kutatd Kht. KekoszoOvettenyésztési laboratoriumaban
Mérocz Séndor altal kialakitott médszerek alapj&geztem. A ndvények nevelése a nyari
id6szakban szantofoldon, télen tveghazi korilményekoko 2 |-es cserepekben tortént. A
foldkeverék homokot,ézeget és Floraska B viragfoldet tartalmazott 1drdnyd keverékben. A
névényhazban 25/18C-os ldmérsékleten, éjszakai megvilagitast kaptak a na@kr(20-t6l 7
oréig). A vilagitast Na és HGLR OSRAM higardgglampék (400 W) biztositottdk. A névények
naponta ontozést, és hetente kb 0.5-1ligrdgyat (Volldinger) kaptak. A mintédk bdgiésére az
volt a legmegfelélbb allapot, mikor a cimerek mar kitapinthatoak aklaz atlagosan harom-ot
felsé levélen keresztil. Ebben az allapotukban marltasztak a ké& egymagvas mikrospoérakat,
melyek alkalmasak azn vitro indukciora. Ezt a fejlettséget Uveghazban 60-79 n#an,
szantofoldon 68-75 nap utan érték el a ndvényekedyijtott cimerek nianyag és papir tasakba

kerultek, és hidegkezelést kaptdlicfon sététben tartva 14-28 napig.
3.1.2. Mikrospoéra izolalas és tenyésztées

A hidegkezelés utan, a cimereket a takarélevelekilkkiemelve, a virdgzatokat csipesszel
lehantottam a cimer tengedyr Ezutan 10 perces fellleti fétlenités tortént a kereskedelmi hypo
50%-0s oldataval. A feftlenits szer maradékat harom steril vizes 6blitéssel iitam el. A
mikrosporak feltarasa egy kavédaralora szerélmeixerrel tortént, amely jol helyettesitette az
altaldnosan hasznalt, de Iényegesen dragabb Walengort. Egy-egy mintabdl 300-400 viragzat
kerillt med@rlésre 100 ml ISO oldatban (Gaillard et al. 19%hységesen 8 mp-ig. A feltart vegyes
fejlettsédi mikrosporakat élszor kisfirtem a tormelékdl (210 um Tetex s#rével), majd 60um-es
lyukbésédi (Polymon) s#rével 6sszegfjtottem. Az igy nyert frakcid 2 ml ISO oldatban
szuszpendalads, majd kétfazisu Percoll gradienstraldé20 és 30 %-0s) rétegezés utan
centrifugalasra kerdlt (1000 fordulat/perc, 3 pgrcHarom mikrospoéra frakcio jelent meg, melyek
kozll csak a legfets a 20 %-os Percoll folé UszO sejtek kerultek tdwéisztitasra, mely egy
kovetked centrifugalasbal allt 0,44 M-os szaharozt tartaitngenyéeszi taptalajon (Gaillard et al.

1991). Ebben a szakaszban a mikrospérak tovabbfréétiora valtak szét, ami a tenyésztésre
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legalkalmasabb késegymagvas, korai kétmagvas mikrosporak konceidédat eredményezte a
felsé rétegben. A tenyésztést a sejtek 0,09 M-os szaltartalmu taptalajjal végzett mosasézéed

meg (Gaillard et al. 1991). A mikrospérak tenyéset&x16/ml siriiségben, 35 x 10 mm-es
Greiner csészékben, 2 ml tenyéséptalajban (a tovabbiakban mYP) tortént (Gaillerél. 1991).

Az oldat 0,35 M szahar0zt tartalmazott. A taptdtajeszehasonlitasa 24 cseészes Greiner talcakban
tortént. Minden mikrospéra tenyészet sotétben \28t°C-on, 14 napig, majd 20- 2%&C-ra és
valtoz6 megyvilagitas ala keriltek egészen a kolorkitejlédéséig. Kolhicinkezelést nem
alkalmaztam sem a mikrosporak, sem @&l sarjadé névények kezelése soran.

Az 1 mm-es atmét elé® koloniakat N6M (Mdérocz et al. 1990) hormonmentslard (5¢g/
Gelrite) taptalajra helyeztem, melyen 21 naposté@okkal a kalluszok és ndévények egyarant jol
fejlodtek 20C —on és folyamatos megvilagitds mellett. A gyoke®-10 cm-es hajtashosszu
noévények csapvizes mosas utan atlltetésre kerdltightebb leirt foldkeverékbe. A ndvényeket
mianyag tasakokkal boritottam le, hogy biztositsankeadeti fejbdéshez szikséges paras
mikroklimat. Tiz nap utan az életképes noévényekitkik a tasakokat, melyeket eltavolitottam. A
mikrospéra novények a donor noveényekével azonosdamast kaptak. A febitt novény
allomanyon keresztezéseket és dntermékenyitéségeziem.

3.1.3. Novényregeneralas

A folyékony mikrospora tenyésgbldatokban ndvekiegy mm nagysagot etekalluszokat
csipesszel raktam at szilard 50 ml N6M hormonmetdpsalajra. Az intenziv kallusznévekedés
érdekében a kalluszokat 10-14 naponként oltottanfrias taptalajra. A nodvényregeneralas
meginditdsahoz 3-4 hétre kellett ritkitani az awdkat. Az els kisérletben kulonb@z F1
csaladokat képvis@lPH TC cimerekdl izolalt mikrosporak tenyészthetegét vizsgaltam meg.
Nyomon kévettem az azonos korllmények kozott nelidtid ndvények androgén reakcidinak

cimerenkénti variabilitdséat.
3.1.4. A taptalajok hatasa a mikrosporak éleképgsse

A masodik kisérlet célja a mikrospéra tenyésztémikszakaszaban tapasztalhaté alacsony
életképességi arany javitasa, valamint a két gametindrogén reakcidjanak dsszehasonlitdsa volt.
A kisérletben a ppN6M/89 (Médrocz et al. 1990), mN6Bs a mYP (Gaillard et al. 1991)

taptalajokat vizsgaltam meg kulonkédenyésztési szakaszokban.

Az mN6M taptalaj hasonldéan készil, mint a ppN6M&&al az eltéréssel, hogy 0,1 g/l
szaharozt tartalmazott és a 0,475 Osmol/kg ozmoikték vizzel kerult bedllitdsra. A taptalaj 2,4-
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D-t nem tartalmazott, pH-ja KOH-dal 5,8-ra lett liééa. Az N6 jellegi mikrospora tenyését
taptalajok és az mYP vitamin oldatainak steriligal&#réssel (0,2um lyukbssédi membranon),
mig az mYP tébbi alkotorészének csiramentesitésaklavozassal (126C 25 perc) tortént. Az
oldatokat 4°C-on taroltuk felhasznalasukig. A kisérletben feltralasra kertltek mind az eredeti
PH TC, mind az MH SC ndvények cimerei, melyek & &isérlet sordn két mikrospora vonal

keresztezésébszarmaztak.

A pH, ozmotikum és a 2,4-D hatasok vizsgalatAhomBl6M taptalaj kilénb&k valtozatai
késziltek el ugy, hogy mindegyik Osszétdiét-két ertéke kerllt vizsgdlatra: pH 3,0 és pB, 5,
ozmotikum 0,475 és 0,600 Osmol/kg valamint 2,4-Déx 0 mg/I.

A fenti taptalaj valtozatok (1. tablazat) hatasaté# mikrospérak mennyiségén mértem le,

kisérletenként legalabb 1500 mikrospdra megszaiodhs

Az elokisérletek sordn a mikrosporédk korai életképessdgévizsgalata fluoreszcein
diacetatos (FDA) festéssel is megtortént (adatokutatasa nélkil), de az értékelés egyissiatse
erdekében az disnapi szamolasoknal a megn dirti citoplazmas mikrosporak, a 7. napi
ertékelésnél pedig az osztddo és a szemmel lathaBasejteket szamoltam meg, mivel ezek
konnyen megkulonboztetlidt voltak az elpusztult, kilresedett vagy 06sszezsadyit

mMikrosporaktol.
3.1.5. Statisztikai értékelés

A téptalaj kisérletekhez randomizalt teljes blokieedezést alkalmaztam. Ismétlésként az

egyes cimerek szolgéltak. A varianciaanalizis ardsicft Excel programmal végeztem el.
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3.1.6. Oldatok, taptalajok

1. tAblazat: A mikrospdra tenyésztési kisérleteKbthasznalt taptalajok és torzsoldatok:

ppN6M/89 MN6M mYP
mg/l mg/I mg/l
KNO3 2830 2830 2500
(NH4) ,SO, 463 463 0
KH,PO, 400 400 510
MgSOx7H.0 370 370 3700
CaChx2H,0 300 300 176
NH;NO; 0 0 165
mi ml mi
N6 vitaminok+ glicin (Chu et al 1975) 1 1 0
Strauss vitaminok —L aszparagin (Green 1975) 0 0 1
MS mikroelemek (Murahige and Skoog 1962) 1 1 1
FeNaEDTA 5 5 2,5
mg/| mg/I mg/l
Frukt6z 30000 30000 0
Glukoz 50000 50000 0
Malt6z 2500 2500 0
Galaktoz 2500 2500 0
Galakturonsav 500 500 0
Glukuronsav 500 500 0
L-asparagin 500 500 0
L-glutamin 100 100 0
L-serin 100 100 99
Inosit 0 0 100
Szahar6z 10000 100 29950
24D 0,4 0 0
Naftil ecetsav 0,7 0 0
Zeatin (kevert izomerek) 0,7 0,7 0
PH 2,9-3,0 5,8 5,8
(Bedllitas (KOH) (KOH)
nélkul)
mOsmol/kg | mOsmol/kg | mOsmol/kg
Ozmotikum 700 475 475
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A kisérlethez felhasznalt tdrzsoldatok:

mg/100ml
MnSO, |[ZnSO, |[H3BO3 | KJ Na,MoO, | CuSO, [ 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
N6 vitaminok+ glicin (Chu ef
al 1975) 100 50 50 200
mg/10ml
Thiamin HCI Piridoxin HCI  |Niacin Glicin Ca- pantoteat
Strauss vitaminok —L
. 2, 2, 1 77 2,
aszparagin (Green 1975) ° ° 3 °
g/l
FeSQx7H20 NaEDTA Megjegyzés
FeNaEDTA 45 perc forralas, majd 1l-re
5,57 7,45 feltoltés, tarolas: 4°€-on
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3.2. Kukorica x buza szomatikus hibridizacio
3.2.1. Protoplaszt donor névények

A blza protoplasztok forrdsa a GK Othalom fajtat {@abonatermesztési Kutatd Intézet,
Szeged) (3.A. abra). A kukorica protoplasztokat 4160 albiné kukorica sejtvonalbdl izolaltam
(3.B.abra). A tenyészet a H229 x C2-A-18 novényekigktenyészetéth szarmazott (Morocz
1991), és protoplaszt tenyésztisgigre tortént szelekcioé soran kertlt kivalasztasra.

3.2.2. Szuszpenzids tenyészetek

A sejttenyészetek kialakitasa és fenntartasa N@j€kony taptalajon tortént (Morocz et al.
1990). A sejtszuszpenziokat (2 g/50 ml N6M) hetiltassal tenyésztettem, mig protoplasztélasra
alkalmassa valtak. A fuziora legmegfélah sejtallapot ismételhgtége érdekében,dilisérletként
42 db 2g/50 ml szuszpenziét tenyésztettem vizsgakaeg, melyekdl naponta harom minta
sejttomeg novekedését, pH és ozmotikum értékeitememeg (Osmomat 030-D). A mintak
O0szekeverése utan kovetkezett a protoplaszt imlat@jd a fuzid, melynek sordn az izolalhato
protoplaszt mennyiséget és a hibrid sejtek aramgitem.

3.2.3. Novénynevelés

A buzanovényeket (GK Othalom) steril korilények dibzsiraztattam. A magokat 1 percig
abszolut alkohollal, 3 percig 0,1 %-o0s higany Iddal, 15 percig kereskedelmi hypo 50 %-0s
oldataval kezeltem, majd haromszor lemostam sterdserélt vizzel. A névényeket nyolc napig 18

cm-es Schott csdvekben, Gelrittel szilarditottistapvizen neveltem 22C —os ltmérsékleten
folyamatos megvilagitasban.

3.2.4. Protoplaszt izolalas

A kukorica protoplasztokat Morocz et al. (1990)dsa szerint izolaltam, azzal az eltéréssel,
hogy kétszakaszos enzimes emésztést alkalmaztadral#4°C-on razatas nélkili kezelést, két
Ora szobabmérsékleten végzett, kiméletes razatdssal kisaakasz egészitett ki. A bulza
mezofillum protoplasztok izolalasahoz 8 napos osémtes korilmeények kozott nevelt ndvenyek
levéllemezét vagtam le, majd belehelyeztem 10 nilgllatba (Sarhan és Cesar 1988). Harminc
perc Usztatds utan a leveleket 2-3 csepp “A” old&tdalmazo6 Petri csészébe helyeztem, és az
epidermiszt csipesszel eltavolitottam a levelekakpgrol, majd a 2 g nyazott levelelet 10 ml

izolalé oldatban (Sarhan és Cesar 1988) °&4on tartottam 4 oOran at. Ezt kogeh a
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protoplasztokat 60 um-es lyubdedi sirén elvalasztottam a tormelékt majd 1000 fodulat/perc

centrifugalassal letlepitettem, végil UM oldatbanastam (Uchimaya é€s Murashige 1974).
3.2.5. Kukorica és buza protoplasztok fuzidja

Az izolélt protopasztokat 2:1 aranyban (1 millickkuca és 0,5 millié buza) 6sszekevertem,
és 10 ml UM oldatban felszuszpendaltam, majd leifagéltam. A sirii protoplaszt szuszpenziét
(1,5 x 106 /400 ul UM) 20 percig Ulepitettem egyrith atmédjii cseppben, 35 mm-es Greiner
Petri csészében, razkddas mentes helyen (kikapdapiinaris boxban). Mikor a sejtek
hozzatapadtak a csésze aljahoz, egy ml, 40 %-odKaldatban (Kao és Michayluk 1974) oldott,
3500 MW Sigma poly etiléen glikolt (PEG) adtam hozmagyon lassu, folyamatos pipettazassal,
gondosan elkeriilve a csepegtetést, a protopladeti@izitasat illetve felsztatasat. Ot perc PEG
kezelés utan 10 ml Kao C moséoldattal higitottaRE& oldatot, igen lassu pipettazassal adagolva
és eltavolitva a keveréket. BefejeEpésként a mosdoldatot 1 ml ppN6M /89 teny@saptalajra
cseréltem (Modrocz et al. 1990). A higitas hatekaggs a fuzidos €s moso oldat keveréek ozmotikus

értekének mérésével ellimztem minden ml moséoldat hozzaadasa utan.
3.2.6. A szomatikus hibridek azonositasa

A hibrid sejtek el§ szamlalasa kozvetlenil a fuzié utan tortént, fékyoszkop segitségével.
A tenyészeteket LGT (low gelling temperature) agaab beagyaztam, igy a jol lathato hibrid
sejtek helyzetét a csésze aljan bejeldltem. A 2éidimutatd, feltételezett hibrid kalluszok, majd
novények vizsgalata sordn kromoszomaszamlalast, Dai®ereket alkalmaztunk (RAPDy situ
hibridizacid), valamint morfoldgiai 6sszehasonlit&s hideg tesztet végeztink el.

A szamlalashoz Feulgen mddszerrel festettem megradszomakat.

A molekularis DNS vizsgalatot RAPD (Randomly Amm@d Polimorfic DNA) primerekkel
végeztem el. A DNS-t CTAB mddszerrel (Bousquetl e1890) tisztitottam. A reakcio oldat (PCR,
Polymerase Chain Reaction) ajdérfogatban a kovetkézisszetefket tartalmazta: 10 mM Tris
HCI (pH 8,5), 50 mM KCI, 2mM MgGCl| 100 pl dNTP keverék (Pharmacia), 5 pmol primer
(Operon Alameda), 10 ng genomi DNS, és 0,5 egyséd) (Tag polimeraz enzim (Boehringer
Mannheim). A reakciét Hybaid Omnigene PCR készid¢kiégeztem el a kovetk&programmal:

1 perc denaturacié 9AC-on, majd 35 cikluson at 30 mp 9&-on, 1 perc 72C, 5 mp 94°C-on,
végul egy ciklusban 30 mp 3&-on és 10 perc 72C-on.
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A reakci6 termékeket 2,0 %-0s agar6z gélen valgtamoel. A festés 0,Ag/ml tdoménysétg)

ethidium bromidos vizes oldatban tortént. A kezélésartama 30 perc volt.
3.2.7.In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciot Gontér Ildikd végezte el (Szarkaabt 2002). Az albind kukorica
kromoszéma preparatumokékészitése Kao et al. (1974) leirdsa szerint tdrténprotoplaszt
izolalas (Morocz et al. 1990) és az acetokarmiessék kivételével. A buza és a hibrid névények

kromoszomainak ékészitése gyokércsucsbol, szétnyomott preparatuamoidstént.

A fluorescensin situ hibridizaci6 Reader és mtsai. (1994) leirasa atagjészilt el. A
buzabdl izolalt teljes genomi DNS-t a beiktatotirsikalas 1000-1500 bp métiedarabokra torte. A
DNS jel6lése az alabbiak szerint torténtulSNick transzlaciés puffer (0.5 M Tris HCI, pH: 7.8
0.05 M MgC}, 0.5 mg/ml Bovine Serum Albumin), @ jel6letlen nukleotid mix (0.5 mM dCTP,
dGTP, dATP in 100 mM Tris HCI oldatban, pH: 7.5)% 8l flourokrom jeldlés$ nukleotid keverék
(2 wl 0.05 mM dTTP, 2.5l Fluorogreen [Amersham]), 1 pul 100 mM dithiotréitss 200 ngjul
bluza DNS hozzaadasa utan a keveréket steril viigZzgl térfogatira egészitettik ki. Ezutarnub
DNS polimeraz/DN-az | (Gibco) hozzdadasa utan@gedldatot 15 € —on 3,5 éran at inkubaltuk.
Az inkubécios id végén 5 pl 0.3 M EDTA (pH: 8.0) hozzdadaséavaltaitlik le az enzim
aktivitast. A jeloletlen ketts szali kukorica DNS-t 20 perces autoklavozassgszgdisitottuk,
majd a proba 30 szoros mennyiségében hozzaadvaoansaszekvenciak lekdtésére hasznaltuk a
hibridizacié soran. Az oldathoz 0,1 térfogat 3 Mr@drium acetat oldatot, majd 3 térfogatnyi etil-
alkoholt adtunk. Osszekeverés utan a csapadék aldttavalt ki —80 °C —on. Centrifugalas utan a
fellluszét eltavolitottuk és a DNS csapadékot 40AC500 pl 70% -os etilalkohollal mostuk at,
majd Ujabb centrifugalas és a felllusz6 eltavaditdtsin a csapadékot 10-12 6raig szaritottuk, végl
20 pl TE pufferben feloldottuk. A targylemezre dGivel hibridizalé oldatot (20 pl 25%-0s dextran
szulfat, 5ul 20x SSC, 1,25 pl 10 %-os natrium dddsulfat) pipettaztunk, majd 50 ng jeldlt
prébat és kompetitor DNS-t adtunk hozza. Ezutandkatinkubalas kovetkezett 6&8-on. Végill
mosas utdn a 1 pl/ml koncentracioju DAPI (4, 6 ndie-2-fenilindol) festés kovetkezett. A
kromoszomakat Zeiss Axioskop 20 epifluorescens osikkdppal vizsgaltuk meg, kiegészitve egy
10-es és egy harom savos, 25 szaniiosel, az FITC illetve a DAPI megjelenitésére. A Kégte
egy SPOT CCD kamera rogzitette SPOT program segiteé (Diagnostic Instruments, Inc). A
képfeldolgozast Image Pro Plus programmal végezitiik

21



4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Kukorica mikrospora tenyésztés, és haploid noviéeyillitasa

A magasabb reridnovények sejttenyészetei kdzul egyedil az izowdrospdra szuszpenzid
jelent igazan kulon allo sejteket tartalmazo temgéeket, de kevés azoknak a fajoknak a szama,
melyekre a mikrospéra tenyésztés modszere rutifiszekidolgozott lenne (Dudits és Heszky
2000).

A szakirodalomban megjelent izolalt mikrospéra-esmtesi kisérleteketoként a DH
vonalak eballitasa és a haploid sejttranszforméacié lébége motivalta. Ahhoz, hogy ezek a
modszerek tulléphessenek a kisérleti szinten, Kalnahzhatéak legyenek gyakorlati feladatok
megoldasara, olyan mikrospdra-néveény rendszerresgékség, mely végeredményként életképes
termést tud nyujtani. Az irodalmi 0Osszefoglalobamlieett portok tenyésztési kisérletek
eredmeényeként ismertté valtak a valaszadd genatfpastenyesztésre eredményesen alkalmazhat6
taptalajok, a megfelél hideg ebkezelés, és a ndvényregenerdlashoz, kromoszomadshtiz

szlikseéges kezelések is.

Ezekre a portok eredményekre éplltek r4 az izdtakorica mikrospora tenyésztesi
kisérletek, melyekben a B5 (Coumans et al. 1988)(Retolino et al. 1988, Gaillard et al. 1991),
és N6 (Pescitelli et al. 1989), alapu taptalajaktklmaztak eredményesen. Megfigyethdtogy a
mikrospora tenyésztési korilmények optimalizalashatekonyan ndvelték a mikrospora embriok
szamat (Petolino et al. 1988, Pescitelli et al.919Baillard et al. 1991). Ugyanakkor a®dzdtes
irodalmi eredmények kdzil csak Genovesi és Ying(it#P4) mutattdk be a termékeny mikrospéra
noévények utddgeneracidjat is. Ennek egyik oka ldketés mtsai (1978) megfigyelése, mely
szerint a nincs 0sszeflggés minden genotipus esetdb embrioid fefldés gyakorisaga és a

novényregeneralas hatékonysaga kozott.

A PH TC mikrosporak tenyésztése soran a kordbbiekdnyekben leirtakhoz hasonl6
tapasztalatokat nyertem az izolalds és a tenyéselds szakaszaban: az életképességik
megkozelitette Gaillard és mtsai (1991) adataig @dumans mtsai (1989) alacsonyabb, 50%-0s
életképessegl szamoltak be. Az mN6M taptalajpan hasonlé meragismikrospora maradt
életben a tenyésztés &lmapjan, mint Coumans mtsai (1989) és Pescitellimésai (1990a)
kisérleteiben. A méasik két taptalajon ennél alagabh értéket tapasztaltam, amit az mYP esetében
az is okozhatott, hogy az altalam hasznalt gensitigi szereplforrasanyagok N6 jelldg(Morocz

et al. 1990) taptalajokhoz alkalmazkodtak, a ppNE&MAptalajnak pedig tul alacsony a pH értéke.
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Eltérést jelent a korabbi kozleményé@kiviszont az, hogy a valaszadé mikrosporakbal
embridk helyett (Pescitelli et al. 1989, Gaillatdaé 1991) fenntarthato kalluszok figjinek, és a
regeneréloképes vonalakbdl tartdsan, nagyszamungoaithatd eb. Ez ndveli a magfogas
esélyét, mig az embrio6t fejleézgenotipusoknal (Gaillard et al. 1991) minden edthdl egy
novény sarjad, ezért ha -példaul névéenyapolasi mbatt- nem sikeril a magfogas, akkor

potolhatatlanul elveszhet egy-egy Uj DH vonal.

Az irodalmi adatokbdl aziihik ki, hogy az eddigi munkak tdbbségiely az embrié szam
(Pescitelli et al. 1989, 1990 a,b, Genovesi és Miggl990), vagy a ndévényregeneralas novelésén
(Gaillard et al. 1991) mérték a rendszer hatekoggisaremékeny ndévényeikr Coumans et al.
(1989), Gaillard et al. (1991) tettek emlitést, @ersi €s Yingling (1994) pedig ezt képekkel is
dokumentaltdk szabadalmuk leirasdban. Az utObbikketeményben azonban a magas embrid
szam elérésehez és hatékony ndvényregeneralasjraztelayeszetre (Gaillard et al. 1991), illetve
portok izolalasra és @&tezelésre volt szikség (Genovesi and Yingling 1994) itt bemutatott
rendszer mentes ezékta munkaigényes szakaszoktol, mivel a mikrospéeakviragzatbol
kozvetlenldl kerlilnek izolalasra, és alkalmasak alolttermékeny novények regeneralasara

dajkatenyészet nélkdl is.

Az utédnemzedék megjelenitését azert tartom foatgsmert tapasztalataim alapjan ez a
biztositéka a teljes mikrospora- ndvény rendszermkvéenyeink egy részén éalllitott magok
ugyanis esetenként csiraképtelenek voltak, vagk cg@nge terméketlen noévények Sejtek
beblik. Ezt alatamasztjak a korai eredmények koziuldva mtsai (1978) tapasztalatai, amikor 65
ontermékenyitéssel nyert DH kukorica maghbdl cshkaiB-talaltak embridt, és csak egy csirazott ki.
A termékeny novények ilyen szintie még nem jeleliretépést a modell érték terméketlen
rendszerhez képest sem nemesitési, sem transzfésrgrempontbdl. Példaul Gaillard és mtsai
(1991) Altal kialakitott, mikrospéra embriokat igeatékonyan termélrendszert transzformacios
kisérletekre hasznaltak fel Jardinaud és mtsai §l9Bredményesen optimalizaltak a tranziens

expresszio korulményeit, de nem sikerult transagénnévényeket regeneralniuk.

A mikrospora-tenyéséttiptalaj kisérleteinket az az altalanos tapadzitatkkolta, hogy az
izolalt mikrospoérak életképessége a tenyésztésrelpjaiban toredékére csokken. Ezen prébaltam
javitani a ppN6M/89 taptalaj alkalmazasaval, angetpYP—-nél Iényegesen gazdagabb 6sszététel
sajatosan alacsony pH-ju (3,0) (1. tablazat), ¢$£89 genotipus (Morocz et al. 1990) diploid
sejtjei (protoplasztjai) igen jol tenyésztbletbenne. Mivel ez a genotipus szerepelt a PH TC
pedigréjében, és a PH TC 6ebtes portok indukcidja hasonl6 hormon autotrof lusait

eredményezett, ezért azt feltételeztem, hogy aasgdrak is kedveéren reagalnak a ppN6M/89—

23



ra. Valdjaban ezzel ellentétes eredmeényt kaptantafazat). E tapasztalat alapjan készitettem el
az mN6M taptalajt, mely megegyezett a ppN6M/89 étetelével, de pH, ozmotikus értékei, és
2,4-D mentessége a mYP taptalajéval volt azonogelEa modositassal az mN6M az mYP
taptalajndl is jobb tulélést biztositott a mikrosgddak, bar a tenyészté$mlhaladtaval ez azdly
csokkent. Hasonlo jelenségrszamoltak be Pescitelli et al. (1990a) az izalat@chnika és az
alacsony Bmeérseéklet dinyds hatasaival kapcsolatban. A részletes taptatajetre a pH, az
ozmotikum és a 2,4-D tartalom hatasainak rangsatédidga, valamint a PH TC és az MH SC
genotipusok 0Osszehasonlitaisa érdekében Kkerllt gor. taptalaj valtoztatdsok kozul
legjelentsebbnek a pH bizonyult, és meggtést nyert az 5,8-as pH hasznalatanak helyessége,
amit Genovesi és Yingling (1994) valamint Pesditéls mtsai (1989) kdzleményeiben is

megfigyelhetink.

Barloy és mtsai (1989) kozlése szerint az Altalikksgélt androgén hibrid ndévények
(DH5xDH7, DH7xDH9) cimerei kdz6tt nem volt jeléstkilonbség a valaszad6 antérak szamaban.
Ebbsl arra kovetkeztettek, hogy a donor ndévények nevetérilményei nem befolyasoljak az
androgenezishez szikséges gének Kkifeiézét. Ezzel ellentétben nagyfokd variabilitast
tapasztaltam mind az azonos feltételek kozoétt meREl TC mind a MH SC ndvények cimerei
kozott (5. tablazat), valamint ddzakos valtozas is megfigyellietvolt a mikrospora indukcio
hatéekonysagaban. Tapasztalatomat kézvetve az t&aradaztja, hogy az ugyancsak a DH5xDH7
mikrosporakat tenyészt Gaillard és mtsai (1991) mar utaltak az egységésémynevelési
korilmények fontossdgéra, az innen éretlatasok varidciéra a mikrospdéra valaszban.
Kisérleteimben az androgén reakciora egyébkénnpittatoan képes PH TC és MH SC hibridek
egyes novényei kozott tapasztalt indukalhatésagabiitas kozvetve arra utal, hogy a genetikai

hattér mellett a ndvény aktualis élettani allapstiontos az androgén folyamatban.

A tenyészetek fenntartasa és a ndvényregeneraggsieeiisodott az N6M hormon nélkdli
taptalajon tartdsra. A mikrospéra indukciotol azbeidk kialakulasaig tarté szakaszra hasonlo
megfigyelést irtak le Coumans és mtsai (1989).tAgasztaltak, hogy a mikrospora indukciétél az
embriok kialakulaséig tartd szakaszban az endoggmdnok hatdsa elegefrtek bizonyult a
tenyésztéshez. Esetlinkben ez az egész tenyésldigzakra jellemé& volt. A névényregeneraciot
és a kallusz fefldést az embriogén illetve dedifferencialt szévei&svalogatasaval lehetett
szabdlyozni. (Osszehasonlitasul: Genovesi és Yigg(il994) aktiv szenet és hormonokat is
tartalmazo6, embrioid érl&l majd regenerald, végul un. befdjeraptalajokon allitottak &l
novényeiket)
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Egyes korabbi eredményekben igen nagy szerepetlkaptkilonféle dajkatenyéeszetek.
Gaillard és mtsai (1991) leirasa szerint az altaigkt nagyszamu embrioéallitasahoz a nyitott
mikrospora tenyészeteket egy légtérbe, kozos tetiyésénybe kellett helyezni a mésik, fedetlen
csészében Usztatott portokokkal. Az ilyen modorek&zott “gaz kornyezet” nélkil csak nagyon
kevés embridt nyertek. Buza mikrospora tenyéspidisiikacioboél ismert, hogy ovariumok nélkil a
mikrospora sejtkoloniak nem fégtek két hétnél tovabb (Puolimatka et al. 1996)hlkb és
Wenzel (1985), valamint Mejza és mtsai (1993) em@uyei szintén megésitik a dajkatenyészet
fontossagat az arpa és a buza mikrospora tenyBemtésdz ilyen kiegészitések esetében azonban, a
dajkatenyészetként szolgaldo néveényi részek prefmaakézimunka igényes lépéssel terheli a

modszert, ezért kisérleteinkben nem alkalmaztuketze

Bér az izolalt kukorica mikrosporéakkal kapcsolathjelent meg olyan bizakod6 vélemény,
amely elképzelhéhek tartotta a repcéhez hasonlithatd §zivdtékonysag elérését (Gaillard et al.
1991), ez azonban a mai napig sem teljestlt mataldékl. A legjelerisebb akadalyt az
indukciora alkalmas genotipusokikbssége valamint termékeny ndovényebaditasi nehézseégei

jelentik.

Osszefoglalasul, a kovetkezredményeket tartom fontosnak az itt bemutatothk@bol.
Megkiséreltiink 6sszedllitani egy egysiaétett, koltségtakarekos, kozvetlen mikrosporaatédi
modszert. Termékeny kukorica névényeket és azokingtdzedékét is produkaldé mikrospora-
noévény rendszert sikerllt {tkddtetni, tehat évitettitk a kozvetlen mikrospéra tenyésztés
eredményeit (Pescitelli et al. 1994), mert hasoatfitig csak komplex, kdzvetett mddszerrel értek
el (Genovesi és Yingling 1994).

A portok tenyésztésseldllitott PH TC és az itt bemutatott kisérletékbzarmazo MH SC
genotipusok novelték az eddig ismert, mikrospédalkeiora alkalmas genotipusok szamat (Brettel
et al. 1981, Petolino et al. 1988, Barloy et al899Genovesi és Yingling 1990, 1994). A
genotipusok korabbiaktdl eltéfjelle hozzajarulhat a mikrospéra indukcio genetikatterének
pontositasahoz. Figyelembe véve, hogy az eddigiotkedk ab initio mikrospora indukcidra
alkalmas genotipusok altalaban a portok tenyésztdsvesebb embriot, illetve haploid névényt
eredmeényeztek, fontos lenne pontositani az anteiaz égysejtes mikrospoéra indukcié genetikai
szabalyozasanak esetlegesen @lféltegét. A nemesitési alkalmazashoz tovabbi ferszempont,
hogy a mikrospora indukciot meghatarozé gének l@pdaak-e nemesitési szempontbd@ngis

vagy hatranyos egyéb tulajdonsagokkal.
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Kukorica szomatikus hibridizaci6

A buza és kukorica kozotti hibridizacids célu ivarkeresztezések kevés eredményre vezettek a
genetikai 0sszeférhetetlenség miatt (Laurie és 8#ri®88, Inagaki és Tahir 1992). Ezekben az
esetekben a kukoricakromoszémak elvesztek a befoladaszilben, a megporzas utan, ezért a
gyakorlatban buza haploidédllitasra hasznaltak a médszert. Mivel e két fajjgiéek esetleges
kombinaciojara nem volt korabbi példa, ezért mebgalioztunk szomatikus hibridjik
létrehozasaval. Az eljards mas, filogenetikailagoliafajok esetében eredményesnek bizonyult
(Kisaka et al. 1997). A paraszexualis hibridizagiédmeényeit tobbnyire kétszikajokkal érték el
(Crea et al. 1997). Az egystidkkel végzett kisérletek kevesebb sikert hoztakjahonafélek
protoplasztaldsi nehézségei, valamint megieleszelekcios rendszerek hidnya és a

névényregeneralasi nehézségek miatt.

A laboratoriumunkban (Gabonatermesztési Kutato,li3zeged) rendelkezésre allé morfogén
albind kukorica sejt szuszpenzié j6 alapul szolgéiizids kisérletekhez. A sokéves vizsgalati id
alatt egyetlen zold revertans regenerans noévénmyt takltunk sem a fenntartott tenyészetekben,
sem a PEG kezelést kapott, csak albiné kukorictoplasztokat tartalmazé kontrollban. Mivel
azonban az albiné fenotipus genetikai hatterét isemerjik, nem zarhatjuk ki maradéktalanul az

albino fenotipus spontan reverziéjanak lékégeét.

A kukorica és buza protoplasztok egyesitgiseem lehetett redlisan egyutikods hibrid
genom létrejottét feltételezni, hiszen varhat6 eadizomatikus inkompatibilitas (Dudits 1982) a két
faj filogenetikai tavolsaga és az eliéélettani tulajdonsagai miatt. Volt azonban edékebb

kromoszOoma darabok, gén szegmentumok atvitelére.

A fazioét kovet mikroszképos megfigyelés kétségtelenll bizonyataalz osztédd, PEG
kezelelés hatasa nyoman |étrejott hibrid sejtelenjétét, melyeken lathatdé volt a bulza
kloroplasztiszok és kukorica citoplazma kevereddd§éhany szaz életképes sejtegyesiiesb
minddssze hét zoldailkalluszklont és csak egy regeneraloképes tenyatssiderilt eballitani.
Ezek az adatok jol mutatjak, hogy a létrehozhabdidhikallusz szévetekben csak igen ritka esetben
all helyre az albind defektus. A filogenetikailagvali fajok hibridjeinél hasonl6éan alacsony

hibridizaciés hatéekonysag figyelldaineg (Kisaka et al. 1997).

A molekuléris és citologiai folyamatok vizsgalaést értelmezését megnehezitette, hogy csak

egy hibridet sikerilt égallitani. A hosszun vitro regenerélasi itszak soran mind a névények
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életképessege, mind a regeneracio hatékonysagé, jami j6 egyezést mutat példaul a répa
hibrideknél kordbban megfigyelt folyamatokkal (Dwsdiet al. 1977, 1980). A jelenség a
kromoszOmak elvesztésével, vagy atreiddézével lehet dsszefliggésben. Az 6sszeférhetailensé
reakciok kiterjedt hatasat j0I mutatta az ivarse&nnormalis nmikodésének hianya. A hibrid
genotipust csak vitro tenyészetben lehetséges fenntartani6Eab is kovetkezik, hogy varhato a
genetikai allomany folyamatos valtozasa ezekbeemyekben. Ez dsszhangban van a korabbi
tapasztalatokkal (Dudits és Heszky 2000), hogyegyrazoknak a protoplasztfuziés kisérleteknek
a szama, melyek dedifferencialt hibrid sejtvonalaedmeényeztek. Ezekben a kalluszsejtként
fenntartott hibridekben a genomdsszetétel igenozélt(Dudits és Heszky 2000). Esetlinkben a
kukorica genotipus hosszl tavu regeneracios kép@&ssi koszonhéén a vizsgalt idlszak alatt
regenerélt névények megtartottak az 56-os kromoagpamukat. A kukorica x blza megporzasos
keresztezésekben a kukorica genom eliminalddik. Gaiok kisérletekben nem alkalmaztunk
besugarzast, hogy megfigyelhessiik, hogyan tortéaikeliminacio a szomatikus hibridekben.
Szovettenyésztési szempontbdl a két donor genotiil kizukoricanak volt esélye a talélésre, mert
a buza mezofillum protoplasztak vitro kortilmények kozott nem képesek osztddasra. A kokor
tulajdonsagokat mutaté fenotipus megfigyelésénakromoszoma vizsgélattol azt vartuk, hogy
bepillantast enged a szelektalt z6ld kalluszok@snyek genetikai dsszetételébe. Mivel a buza és
kukorica kromoszomak méretiikben és alakjukban Isnfesen kilonbdznek, biztonsaggal
kijelenthet, hogy a szelektalt szovetek csak kukorica kromos#@t tartalmaztak. A zoéld
regenerans novényekben tdbb alkalommal 56 kromo&tzdataltunk. A nagy és szabalytalan
kromoszOmaszamra magyarazatot adhat a fuzié sord?E@ hatasara gyakran 6&rduld
tobbsz6ros sejt egyestlés, majd a regeneracioasdasdkn lezajlo kromoszoémavesztés. Hasonld
jelenséget figyeltek meg disznévények és hagymafiiibridjeinél is (Mizuhiro et al. 2001,
Buiteveld et al. 1998). A morfoldgiailag felismetéidiza kromoszomak hianya sziikségessé tette,

hogy molekularis eszkdzokkel deritsik ki a szelek@notipus eredetét.

A RAPD vizsgalat buzara utalé szekvenciakat jehineg. A baza DNS jelenlétét mzsitu
vizsgalat tette lathatova. Mivel a teljes DNS-t|alk, azt feltételezzik, hogy repetitiv szekvencia
darabok éplltek be a kukorica genomba, ezt azonbanbizonyitottuk. Tekintettel a nagy szamd,
sok kromoszéman eloszlott baza jelre, feltételgidkehogy kiterjedt genetikai atrendees zajlott
le a szibi DNS-ben. Ezt iinik alatamasztani az is, hogy hosszU regeneradiiszak alatt, a
kezdetben gyorsan elhal6 torz hajtaskezdeményeketzitosan felvaltottak a normalishoz kdzeli
megjelenéé novények. A genom 0Osszetétel értelmezéséhez gpotlnydjthat egy korai

“ sz

(Szabados és Dudits 1980). A korai kromoszOma kwré@®d (premature chromosome
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condensation PCC) teljes fragmentaciot idézhétagl interfazisban lév magban. A citoldgiai
vizsgalatok kromatin darabokat mutattak ki, melkébesek beépullni a hibrid sejtek interfazisban
levé magjaba, az egymast kotedsztodasi ciklusok soran. Bar ezek az S fazistiddi korai
kromoszéma kondenzaciok nagyon ritkak, mégis magydul szolgalhatnak a buza DNS szigetek

kialakulasara.

Bar egyedi és sok tekintetben még ismeretlen danetseményhez jutottunk a buza DNS-t
is tartalmazé kukorica genotipussal, a regeneraitények tobb tovabbi lehitéget kinalnak
genetikai és stressz vizsgalatokra. A buza oldalrhatd tulajdonsagok kozétt a hidags

vizsgalataiinik logikusnak.

A létrehozott hibrid genotipusnak nincs kozvetleamesitési jeledsége. Sikertlt azonban
kialakitani olyan sejt fuzios kortlményeket, melykdzott lehetvé valt a két faj genomjanak
egyesitése. Ez lelésttget ad a buza régiok higitasara példaul kukaidcénérd visszahibridizalas

esetén.

A z0ld kolonidk szelekcioja alapjan a fuzio hatéksdga igen alacsony, ezeért — fazids
kisérletek folytatasa esetén- célszdenne szelektalhatd markert (pl. foszfinotricinetiic
transzferdz) hordozé buza levél protoplasztokatKra al. 1998) alkalmazni. A szelekcids nyomas
miatt esetleg tobb hibridsejtben valhat aktivva @a DNS. Ebben az esetben a hibridek

azonositasa is biztosabb, mert a szelektiv gérregyyé bizonyiték a buza genom jelenlétére.
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5. OSSZEFOGLALAS

A hormonmentes taptalajon fenntarthat6-, és regéhéepessegét is hosszu ideig tred

kukorica genotipusokat két szévettenyésztési szathpbfontos teriileten alkalmaztam.

1, A mikrospéra tenyésztés soran az volt a cél,yhag modszert dajkatenyészetek
alkalmazasa illetve portok @enyésztés nélkil, az eddig leirt genotipuskdititbe, és nem
utolsésorban a termékeny utddnemzedéket is prdzantakalmazzam. Megvizsgaltam az
agronomiai értékeket is hordozé PH TC haromvonkid®rica genotipus mikrospoéra reakcidjat
harom folyékony tenyésittaptalajon. Az izolalas sordn elhagytam a portokldkenyésztését, a
novenyeballitashoz egy mikrospora tenyé$&s egy hormonmentes fenntarté-regenerald taptalajt
alkalmaztam. Az mN6M taptalajon 12%- kal tdbb mdgdra élte tul a tenyésztéséelsapjat (P=
5%), mint a kontrollként hasznalt taptalajon. Allkszokbol nagy mennyiség néveny
regenerélasa utan termékeny DH vonalakat (ML-B;25) és azok hibridjeit sikertlt felnevelni.

A létrehozott vonalak és hibridjeik alkalmas foo#slehetnek a mikrospéra indukciot ségit

kukorica gének tovabbi koncentracidjara és geniesikanositasara.

s sz

2, Kukorica x buza nemzetség hibridek Iétrehozags#@reltem meg protoplasztfazioval. A
szomatikus hibridizacié sikeres eszkdznek bizonyailtermészetes keresztezisggi hatarok
kiterjesztésében sok ndvényfaj esetében. A kiséiet arra kerestem valaszt, hogy egyesittiet
két faj szomatikus sejtjei és életbentarthatokkebaid sejtek. Tenyésztett albind kukorica és buza
mezofillum protoplasztokat polietilén glikollal eggitve, sikerdlt hibrid sejteket Iétrehozni, majd
ezekldl zold ndvényeket regeneralni. A két siidejtforrasbdl dnalldan (fuzion kivil) nem lehétet
z6ld novényeket éhllitani. A regeneralt novények gyokércsucsai 56nkwszomat tartalmaztak,
melyek egyérteliien kukorica jelleget mutattak. Harom RAPD primelenpétett meg hibrid

jellegre utalé mintat a teljes novérdylizolalt DNS-.

A fluorescens in situ hibridizacié buza DNS jeld¢éténutatta ki a kukorica kromoszémakon.
A regeneralt névények helyreallitott z6ld szintessimelése, valamint jelefgen megndvekedett
mérete és vitalitasa jelentettek morfolégiailag(Kiztes) tulajdonsagot. A regeneralt névények
kukorica és buza DNS egyedi és ismeretlen kevetdkglozzak, és szamos lefsiget nydjtanak

tovabbi genetikai és stressz vizsgalatokra.
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