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1. BEVEZETES

Napjaink széls6séges idojarasi viszonyai: a korai hirtelen felmelegedés, majusi kanikula,
aszalyos ill. til nedves nyarak, a tal késén bekdszontd tavasz, elhuzodo felmelegedés; valamint az
egyre novekvl nyersanyag arak mellett, a ndvénynemesitdknek arra kell térekedniiik, hogy minél
nagyobb okoldgiai plaszticitassal rendelkezd, abiotikus (pl. hideg és szarazsag, stb.) vagy biotikus
eredetli (patogének) stresszekkel szemben ellenalldé nemesitési alapanyagot ill. hibridet allitsanak
eld rovid 1d6n beliil.

A korszerli ndvénynemesitési mithelyeknek szdmos modszer 4ll rendelkezésére ahhoz, hogy
nemesitési anyagaikban optimalizaljak a géndsszetételt és miikodést. Ezt szolgaljak a hagyomanyos
(a fenotipusos vagy molekularis marker alapu szelekcid) ¢€s korszerli géntechnologiai
biotechnologiai nemesitési modszerek. Mivel a konvencionalis nemesités hosszu 1d6t vesz igénybe,
ennek a problémanak az orvosldsa a korszerli biotechnologiai eljardsokban rejlik, amelyek
hatékonyan eldsegithetik a hibridek altalanos adaptacios képességének javitasat.

Genetikailag modositott novények eldallitasa alkalmas lehet a ndvények stressz-
tolerancidjanak fokozéasara, amde ezen szervezetek elismerése és elfogadasa még most sem
tisztazott az Eurdpai Unidban. Igen erds vita van az EU-n beliil arrdl, hogy a GM fajtdk vetdmagja
milyen feltételekkel allithaté eld, hozhatd forgalomba. A vita elsdsorban a vetdmag-eldallitas
feltételein és a GM vetémagvakban jelen 1évd genetikai modositas tliréshataran van, melyre az EU
még nem alkotott rendeletet. Tovabba vildgszerte egyre nagyobb a tarsadalmi elutasitds a
genetikailag modositott allat vagy névény eredetii €¢lelmiszerekkel szemben.

Egy masik lehetséges mod a novények stressz-tolerancidjanak ndvelésére, a
szovettenyészetek in vitro szelekcidja. Szamos abiotikus és biotikus stressz oxidativ uton, reaktiv
oxigén formak vagy azok szarmazékainak generdldsa révén fejti ki novénykdrositdé hatdsat.
Vizsgalatok igazoltak, hogy oxidativ stresszt indukalo vegytilet felhasznalasaval szomatikus eredetii
szovettenyészetekbdl szelektalt novények toleransabbnak mutatkoztak hideggel és egyes patogén
fertdzésekkel szemben, mint a kontroll ndvények. Ez a mddszer elsdsorban a kétszikli névényeknél
mikddik. Az egyszikii novényeknél nehézkes szomatikus sejtekbdl kiindulva fertilis ndvényt
eldallitani. A haploid indukcion alapuld novényregeneracids rendszer elonye, hogy a nemesitési 1d6
6-8 ¢évvel is lecsokkenthetd, hiszen mar az elsd doubled (di) haploid vagy kettds haploid
(késoébbiekben DH), nemzedékben homozigota utdodokat allithatunk eld, ami igen fontos a kukorica
nemesités esetében. A Magyar Tudomanyos Akadémia Agrartudomanyi Koézpont Mezdgazdasagi

Intézet NOvényi Sejtbiologiai Osztalyan az elmult évek soran kidolgoztak egy rutinszeriien
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alkalmazhat6 portoktenyésztési rendszert, amely lehetséget biztosit a haploid szovettenyészetek in
vitro szelekcidjara.

Mindezek tudataban célul tliztiik ki egy olyan 11j in vitro szelekcios technika kidolgozasat és
tesztelését, amely lehetdvé teszi mikrospora eredetli haploid szovettenyészetekbdl kiindulva DH,
fertilis, oxidativ karosodast el6idézé stresszekkel szemben -ellendlld kukorica genotipusok

eloallitasat.

Ennek megvaldsitsa érdekében a Ph.D. dolgozatomban bemutatasra keriild kisérletek céljai az

alabbiak voltak:

1. Oxidativ stresszekkel szemben ellenalldo homozigota DH kukorica vonalak
eléallitasa in vitro mikrospora szelekciéval, melyet reaktiv oxigén formakat
generalo vegyiiletek: paraquat (Pq), menadion (MD), metionin+riboflavin (MR), és
a terc-butilhidroperoxid (t-BHP) segitségével idéziink el6. Mindekozben az
alkalmazott szelekcidos agensek mikrosporak egyedfejlodésére gyakorolt hatasanak

vizsgalata citoldégiai és szovettani modszerekkel.

erer

annak érdekében, hogy megallapitsuk valoban nagyobb toleranciaval,
rendelkeznek-e oxidativ stresszel szemben, mint a kontroll névények tovabba, hogy
igazoljuk, hogy ez a tulajdonsig megnyilvanul-e az utédgeneracioban, azaz
oroklodik-e. Ennek igazolasara a szelektalt novények DH; utédgeneracidjanak

egyes fiziologiai, biokémiai és agronomiai sajatossagainak vizsgalata.
3. Sikeres szelekciés modszer Kkidolgozasa esetén az agronomiailag fontos

tulajdonsagokkal biré F; hibridek szelekcioba vonasa és azok tesztelése, valamint

csirazaskori hidegtiirésének vizsgalata.

10



DOI: 10.14751/SZ1E.2013.063

2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. Mikrospora indukcio, DH novények eléallitasa

2.1.1. A DH novények eléallitasanak és felhasznalasnak jelenésége a novénynemesitésben

A heter6zis nemesitésben a hibridek eléallitasanak legfontosabb alapanyagai a homozigota

vonalak, melyek létrehozdsa hagyomanyos nemesitési modszerekkel tobb évet vesz igénybe.
A haploid n6vények eléallitdsanak elényét mar a XX. szazad elején felismerték. Blakeslee és mtsai.
mar az 1920-as években felvetették a haploid ndovények nemesitési célu felhasznalasanak
lehetdségét, melynek alapjan Chase (1952) a gyakorlatban alkalmazta a természetes uton
indukalodott anyai eredetli haploidokat. A haploidok azonositasahoz egy dominansan 6rokl6do
antocidn marker gént haszndlt, amely antocidnos pigmentaciét okozott az embrion és az
endospermiumon, igy lehetévé tette a haploid és diploid szemtermések vizudlis uton torténd
elkiilonitését. Ha a szemtermés korona része pigmentalt volt, de az embrié nem, ez arra engedett
kovetkeztetni, hogy az embrié nem a kettds megtermékenyités eredményeképpen jott 1étre. Ebben
az esetben az endospremium triploid, az embrié pedig haploid volt. A modszer széles korben
mégsem terjedt el, mivel az anyai eredeti haploidok indukcidja kicsi (0,1 %) volt. Napjainkba Gjra
el6térbe keriilt, mert a multinacionalis cégek probaljak kiaknazni a technika eldnyeit és ezzel extra
profitot termelni. A technika eldnye abban rejlik, hogy a haploid szemek vizualis uton kdnnyen
kivélaszthatok, nemesitési szempontbol széles korben felhasznédlhatd, ugyanis a legtobb donor
genotipus szemtermései nem pigmentaltak, igy a domindnsan 6rokl6dé markergének jelenléte
konnyen megfigyelhetd. Olyan gének (P/I gén) is segitik a valogatast, amelyek a csirandvények
kolepotiljaban, vagy az elsddleges gyokérben fejezddnek ki €s antocianos szinnel jelzik jelenlétiiket
segitve ezzel a nem haploid novények kivalogatasat (Geiger, 2006). Hatranya viszont, hogy
l1éteznek olyan inhibitor gének (C1-I gén, Coe €s Sarkar, 1964), amelyek csokkenthetik az R/-nj gén
(amely egy domindnsan o0rokl6dé antocian markergén) miikodését, ami a szelekcid soran
megtévesztd lehet (Geiger, 2009). Tovabba, mig az in vitro androgenezis esetében igen gyakran
felléphet a kromoszémakészlet spontdn megkettéz6dése, addig a partenogenezissel 1étrejott
haploidoknak azt mesterséges uton kell megvaldsitani, ami tobbletmunkat igényel és koltséges.

A kromoszoma duplikaciot mesterséges uton, kolhicin kezeléssel indukaljak ugy, hogy a
szemeket (Gayen et al., 1994; Eder ¢és Chalyk, 2002), vagy a csirandvényeket (Zabirova et al.,
1996) kezelik.

A monoploid azaz az anyai eredetli haploid mddszer eddig publikalt leghatékonyabb
modszere az RWS indukalé vonallal végzett keresztezési kisérletbdl szarmazott. Ennek atlagos
haploidindukciés gyakorisaga 8,3% volt (Roéber et al., 2005), ami kozel azonos az androgenetikus

11
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haploid eldallitds soran elért novényregeneracids szinttel. Azonban e technika szabadalmi
védettséget €lvez, igy csak kevesek szamara hozzaférhetd.

A nemesités szdmara Uj lehetdségeket jelenthet a mikrospora eredetli androgenetikus
haploid, illetve kolhicin kezeléssel vagy spontdn mdédon rediploidizalt DH ndvények eldallitdsa. A
DH eloallitasi technikak alkalmazéasa lehetové teszi a kiilonb6zé génkombinaciok homozigdta
formaban torténd gyors rogzitését, mellyel jelentds 1d6- és munkaerd raforditas takarithaté meg a
nemesitési alapanyagok eldallitdsa soran. A nagy fertilitasu és elényds agrondmiai tulajdonsédgokkal
rendelkez6 DH vonalak kozvetleniil felhasznalhatok a heterdzis nemesitésben, a specialis piaci
igényeket kielégito, jo altalanos adaptacios képességgel rendelkezd hibridek eldallitasara (Heszky,
2003). Kukorica portokok tenyésztésével az 1970-es években, Kinaban kezdtek el intenziven
foglalkozni (Anonymus Research Group 401, 1975; Miao et al., 1978; Ku et al., 1981; Ting et al.,
1981). Néhany éven beliill nagyszdmi homozigéta vonalat sét, az elsd kereskedelmi értékii
hibrideket is Kindban (Kuo et al., 1985), majd az USA-ban (Bollon és Raquin, 1987) allitottak eld.
Kozel egy idében, Europaban és Amerikdban is intenziv kutatasok folytak és ezek fokuszaba kertilt
a kukorica portoktenyésztés (Nitsch, 1982; Genovesi és Collins, 1982; Pauk, 1985; Dieu ¢és Beckert,
1986), de a hatékony tenyésztési mddszer kidolgozasaban Iényeges akadalyt jelentett az igen erds
genotipus fliggdség. Jelenlegi ismereteink alapjan, csak bizonyos genotipusok mikrosporai
indukalodnak illetve képesek noOvényregeneraciora (kallusz, valamint embrid fejlesztésével)
(Pescitelli et al., 1994). A szakirodalomban szerepld portokvalaszt ado genotipusok: Hsiao-pa-tang
x Shui-pai (Miao et al., 1978), Batangbai (Ba-Tong-pai) (Cao és Leng, 1983), CH-13 (Nitsch et al.,
1982), Sarhad Yellow (Pauk, 1985), 1évén mind kinai eredetiiek, nem tartoztak a nemesitési
szempontbol Eurdpaban jelentds genetikai anyagokhoz (Brettel et al., 1981; Genovesi ¢és Collins,
1982; Pauk, 1985; Dieu és Beckert, 1986).

Az utébbiakkal végzett kisérletekben csak nagyon kevés éEletképes, csirazoképes
szemtermést sikeriilt eldallitani. Genovesi és Collins (1982) eredményei szerint egy statisztikailag
igazolt kisérletben a legjobb genotipus x taptalaj x hidegkezelés kombinacid 18,3% portok
indukeciot illetve 19,2% ndvény regeneraciot adott szazezer leoltott portok esetében, ami végiil két
¢letképes Ontermékenyitett szemet eredményezett. Nitsch és mtsai. (1982) megfogalmaztak azt a
tényt, hogy ahhoz, hogy a portokkultirabdl szarmaz6 vonalak a gyakorlati nemesités szdmara
felhasznalhatok legyenek, sziikséges azok magas androgenetikus kapacitdsa, valamint elfogadhaté
nemesitési értéke. Ebbdl kiindulva Petolio ¢s Thomson (1987) négy kereskedelmi vonal diallél
keresztezése alapjan kereste a valaszt, hogy javithatd-e a portokok vélaszadd képessége. Azt
tapasztaltak, hogy a jo valaszad6 képesség atorokitése a kis és nagy valaszado képességili vonalak

keresztezését kovetd szelekcidval oldhatdo meg.
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Cowen ¢és mtsai. (1992) rekalcitrans vonalak androgén valaszad6 képességének javitasara iranyuld
kisérleteikben megprobaltdk optimalizalni a tenyésztési koriilményeket (taptalaj Osszetétel,
donorndvény felnevelése, és tenyésztési koriilményeinek optimalizdldsa) de ez sem vezetett
eredményre. A szakirodalomban fellelhetd korabbi tobb éves tapasztalatok alapjan Murigneux és
mtsai. (1994) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kukorica androgenitdsa nagymértékben
0roklodo tulajdonsag, igy az keresztezési modszerekkel atvihetd kereskedelmi hibridekbe (Dieu és
Beckert, 1986). Ezen szakirodalmi adatok alapjdan a Magyar Tudomanyos Akadémia
Agrartudomanyi Kutatokozpont Mezdgazdasagi Intézetének NoOvényi Sejtbiologiai Osztalyan
elkezdtek foglalkozni olyan DH vonalak eldallitasaval, amelyek alkalmasak az in vitro haploid
indukcios képesség kialakitdsara az utédokban, valamint az igy létrehozott vonalak agrondmiai
tulajdonsagait és kombinalodo képességeit is vizsgaltak (Kovacs et al., 1992; Orosz és Barnabas,
1997 a,b; Barnabas et al., 1998; Barnabas ¢és Szundy, 1998; Obert et al., 1998; Barnabas et al.,
1999; Kovacs et al., 1999; Barnabas, 2003; Barnabas et al., 2003; Barnabas, 2005).

A fenti irodalmak a portok kultiras kisérletek eredményeirdl szamoltak be, azonban intenziv
kutatdsokat kezdtek az izolalt mikrospora eredeti DH ndvények eldallitdsa érdekében, nemcsak a
kukorica, hanem mas fajok esetében is. A modszer elénye, hogy a mikrosporakat izolaljuk, igy azok
szomatikus sejtek és szovetek nélkiil indukalodnak, ezaltal nem kell mas sejtek és szovetek
indukciojaval szamolni (Oleszczuk et al., 2004), valamint az embriogenezis folyamata sokkal
konnyebben tanulmanyozhaté (Indrianto et al., 2001). Az izolalt mikrospora tenyészeteken végzett
sejtszintli megfigyelések hozzajarulhatnak a tenyésztési koriilmények tovabbi fejlesztéséhez (Kim
et al., 2008), tovabba lehetdséget adnak pollen transzformacids vizsgalatok végzésére, mivel
célszeri objektumai lehetnek a genetikai transzformacidonak, valamint lehetévé teszik az
androgenezis szabalyozd gének pontosabb vizsgalatat (Touraev et al., 2001; Jahne et al., 1994,
Bolik ¢és Koop, 1991). A technika hatranya azonban, hogy a portokbol izolalni kell a mikrosporakat
in vitro koriilmények kozott, amelyek utdna sokkal érzékenyebben reagalnak a kdrnyezeti hatasokra
(taptalaj, homérséklet, fertézések) ezaltal nehezebben és kisebb hatékonysaggal lehet tenyészteni,
mint a portokban 1évé mikrosporakat és sok esetben tovabbi dajkasejt kultarara van sziikség, ami
rendkiviil megneheziti a tenyésztést. Mindezen nehézségek ellenére (bar a portok kultirés
kisérletekhez képest Iényegesen alacsonyabb indukciot elérve) azonban tdbb laboratdoriumban
sikeresen allitottak el izolalt mikrospora tenyészetekbdl fertilis DH kukorica novényeket (Coumas
et al., 1989; Gaillard et al., 1991; Genovesi ¢és Yingling, 1994; Pesticelli et al., 1994; Szarka et al.,
1999; 2001; Szarka, 2002; Obert et al., 2005).

A mikrospordk embriogén fejlédése révén mara mar a mezdgazdasagi szempontbol legfontosabb
fajok tobbségébdl sikertilt haploid ill. DH ndvényeket eldallitani. A DH technikat 259 novényfaj

esetén alkalmaztak sikeresen, 229 faj esetén portok és mikrospora kulturat, 30 faj esetén tavoli
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keresztezést hasznalva (Maluszynski et al., 2003a). Jelenlegi ismereteink alapjan 207 DH eredetii
fajta van koztermesztésben. Ezek koziil 95 arpa-, 47 repce-, 21 buza-, 8 sparga-, 8 paprika-, 7 rizs-,
6 dohany-, 5 tojasgyiimdlcs-, 4 triticale-, 3 sargadinnye- €s 2 szareptai mustar fajta (Thomas et al.,
2003).

A legjelentdsebb hazai eredményeket a dohany (Heszky, 1974), a rizs (Heszky és Pauk, 1976), a
buza (Bedo et al., 1988; Pauk et al., 1988), a kukorica (Morocz, 1991; Szarka et al., 1999), az arpa
(Monostori és Pauk, 1995), a paprika (Mityko et al., 1995), a sz616 (Mozsar és Viczian, 1996) és a
tritikalé (Karsai és Bedo, 1997; Monostori et al., 1998) esetében érték el.

Az els6é androgenetikus DH eredetli fajta a Heszky Laszlo és Simonné Kiss Ibolya altal eldallitott
Dama rizsfajta volt, mely 1992-ben kapott allami mindsitést (Heszky et al., 1991; 1996).

A szegedi Gabonatermesztési Kutatdé Kht.-ben nemesitett GK Délibab 1992-ben Eurdpaban
a masodik, a vilagon a negyedik mindsitett DH eredetli buizafajta volt (Pauk et al., 1995). A GK
Szindbad, GK Ambitus és a GK Tiindér fajtakat Szegeden (Pauk et al., 1995; Lokds-Toth et al.,
1997), mig az MTA ATK Mezb6gazdasagi Intézetében, Martonvasaron az Mv Szigma és az Mv
Madrigal fajtakat allitottak eld (Bedd et al., 1996). Valamint a szegedi intézetben 3 DH eredetii
fiiszerpaprika F1 hibridet: Slager F1, Bolerd F1 és Délibab F1, is eldallitottak (Lantos et al., 2011).

2.1.2. Gabonafélék (kiilonos tekintettel a kukoricara) mikrosporainak fejlédése természetes és

mesterséges korillmények kozott

A magasabb rendli ndvények torzsfejlédése soran redukalodott him ivaros nemzedéket a
portokban differencialodott pollenszem képviseli, melynek feladata a him ivarsejtek 1étrehozasa és
altaluk az apai genetikai informéci6 atadasa a megtermékenyités soran. A pollen fejlédése a portok
4 lokulamentumaban torténik. A pollenzsédkok belsejét kitoltd acrheosporium szdvetbdl kialakulod
mikrospora anyasejtek meiotikus osztodasaval 1étrejott tetradokbol kiszabaduld haploid sejtek a
mikrospdrak (Shivanna és Johri, 1985). A fliggetlenné valt mikrosporak érési folyamaton mennek
keresztiil (1. abra). A tetradbol kiszabaduld mikrospérak nagy kézponti sejtmaggal rendelkeznek (1.
abra), amely kiteszi a sejt egyharmadat ez az un. korai egysejtmagvas (early-uninucleate vagy EU)
allapot. Erre az allapotra jellemzd, hogy a citoplazma organellumban igen gazdag, és szdmos apré
vakuolumot tartalmaz. A tovabbiakban a mikrospéra mérete jelentdsen megnd, mig a sejtmag
anyaga kondenzalodik és a polus kozelében helyezkedik el, ez az Gin. koz€épso egysejtmagvas (mid-
uninucleate MU) fejlédési allapot (1. dbra MU). Ezt kdvetéen a vakudlum intenziv ndvekedés
kovetkeztében a sejtmag a podlussal ellentétes oldalra tolodik és a mikrospora belsejét egy nagy
kozponti vakudlum tolti ki, melyet egy vékony citoplazma réteg vesz koriil, ez az tin. kései
egysejtmagvas (late-uninucleate LU) allapot (1. abra LU). A tovabbiakban a sejtmag megnd, a

citoplazmaban tartaléktdpanyagok (keményitdt tartalmazé amiloplasztiszok, fehérje és lipidtestek)
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halmozédnak fel a vakuélumban oldott anyagokbdl és a mikrospéra felkésziil az els6 mikrospora
mitodzisra ez az Un. pre-mitotikus (pre-mitotic, PM) allapot (1. dbra PM). Az els0 mikrospora
mitozis egy kiilonleges osztddds, melynek eredménye két morfoldgiailag és funkciondlisan is
kiilonb6z6 sejt, a vegetativ és a generativ sejt (EB early binucleate). A vegetativ sejt magja nagyobb
¢s a benne 1évé DNS kevésbé kondenzalt allapotu, mint a generativ setjté. Ebben a fejlédési
fazisban csak a sejtmembran valasztja el a két sejtet egymadstdl (1. abra EB), majd késobb a
generativ sejt egy kalloz sejtfalat szintetizal, ami az intinéhez kapcsolddik (1. dbra, kétsejtes
pollen). Az elsé mikrospoéra mitdzis bekapcsolja az tn. pollen specifikus géneket, amellyel kezdetét
veszi a kétsejtes pollen allapot (Hanson et al., 1989; Mascarenhas, 1990). A gabonafé¢lék esetében
hamarosan bekovetkezik a masodik mitotikus (1. abra) osztddas, melynek soran a generativ sejtbol
kialakul a két him gaméta. Ez az Gn. haromsejtes (1. &bra, érett pollen) allapot jelenti a pollen érési
allapotanak befejezését, a gabonafélék esetében ebben az allapotban szorddik ki az érett pollen a

portokbol. A kukoricanal ezt a folyamatot részleteiben Pescitelli és Petolino (1988) vizsgalta.
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1. abra: MS-ak gametofitikus fejlodési Gtjanak sematikus abraja. Tetrad allapotbol kiszabadulé MS-4k, EU korai
egysejtmagvas MS-ak, MU kdzépso egysejtmagvas MS, LU késoi egysejtmagvas MS (ami ha nem természetes
koriilmények kozott fejlodik, illetve ha stressz éri akkor a fejlédése a sporofitikus ttra terelhetd), PM pre-mitotikus
allapot (az elsé mikrospora mitdzis megel6zo allapot), EB korai kétsejtes pollen, (pollenspecifikus gének bekapcsolasa)
kétsejtes pollen, érett 3 sejtes pollen.
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Altalanos tapasztalatok szerint, ha a mikrosporakat a fejlddésiik korai szakaszaban stressz
éri, akkor azok in vitro koriilmények kozott a sporofitikus fejlodési utra térhetnek at (Szakacs és
Barnabés, 1988; Touraev et al., 1997). Az in vitro androgenezis folyamatit tobb kutato
tanulmanyozta (Sunderland és Wicks, 1971; Sunderland és Dunwell, 1974; Sunderland és Dunwell,
1977; Raghavan 1978). A részletes citologiai vizsgalatok feltartdk a tenyésztett mikrosporakban
lejatszodo osztodasi folyamatok sajatossagait. A mikrospora fejlodésének lehetséges osztddasi utjait

a 2. abran mutatom be.
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2. abra: MS sporofitikus fejlodése, Shim és mtsai. (2006) alapjan. A kiinduld egysejtmagvas MS-bol az elsé MS
mitdzis utan a fejlodés tobbféle uton térténhet. A Ut: aszimmetrikus vagy egyenldtlen osztodas, B ut: szimmetrikus vagy
egyenld osztddas, C ut: A vagy B uton torténd osztodast kdvetden az utddsejtek fuzionalasa. Vegetativ sejtet attol
fiiggden, hogy haploid vagy diploid n ill. 2n attetszd korben jeldltem a generativ sejtet pedig sotét pottyel jeldltem.

A sporofitikus fejlddési utra terelt mikrospdrdkban intenziv mag- és sejtosztodas indul meg
(Sunderland és Evans, 1980; Hu ¢s Kasha, 1999; Hause ¢s Hause, 1996; Barnabas et al., 2001;
Indrianto ¢és mtsai, 2001). Az eldkezelést kdvetden néhany napon beliil a kései egysejtmagvas
mikrosporak osztédnak (Barnabas et al., 1987; Sunderland és Evans, 1980; Barnabas et al., 1999),
ami a kovetkezoképpen alakulhat. Az osztodasi utaknak két alaptipusat kiilonboztetjiik meg annak

megfeleléen, hogy az egymagvas mikrospora egyenld vagy egyenlétlen uton osztodik (2. abra). Az
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aszimmetrikus (egyenl6tlen) sejtmagosztdédas (A 1ut, 2. abra) vegetativ és generativ sejt magot
eredményez, de a tovabbiakban csak a vegetativ sejtmag osztdodik tovabb és az igy kialakulo
soksejtmagvas pollenszem kizardlag a vegetativ sejtmag utddokat tartalmaz. A folyamat sordn az
osztddasokat nem minden esetben koveti azonnal a sejtfalak kialakulédsa, igy soksejtmagvas illetve
soksejtes pollenszemeket egyarant megkiilonboztethetiink. Eléfordulhat az is, hogy az
aszimmetrikus osztédast kovetden a generativ sejtmag/sejt azonnal vagy néhany osztodas utan
degeneralodik. A tenyésztett mikrospora sejtmagjadnak szimmetrikus osztdédasakor (B ut, 2. dbra)
azonos értékli utoddsejtek keletkeznek. A C ut soran (2. 4bra) az elsé aszimmetrikus vagy
szimmetrikus (A vagy B 1t) sejtmagosztddast kovetden az utdd sejtmagvak fuzionalnak és az igy
1étrejott diploid sejtmag, osztodik tovabb. Raghavan (1978) egy nagyon ritkan eléforduld D utat is
leirt, melyben a mikrospodra elsd sejtmag osztddasa egyenldtlen, de ezt kdvetden a generativ sejtmag
osztodik tovabb és a vegetativ sejtmag eliminalodik, igy a soksejtesmagvas vagy soksejtes
pollenszem a generativ utddsejtekbdl épiil fel. A gabonafélék esetében mindharom (A, B, C)
osztodasi ut eléfordul, és ezeken az utakon 2-8 nap alatt fejloddnek ki a soksejtes pollenszemek,
majd tovabbi 3-6 nap kell ahhoz, hogy a mikrospoéra kiilsé fala az exine felhasadjon. Az exine
felhasaddsa utan a mikrospora f0 tomegét add nagyobb méretli sejtekbdl szabalyos embridk,
embridszeri strukturdk illetve a kukoricara leginkabb jellemz6 kalluszok fejlédnek. A tenyésztés 4-
5 hetétdl kezdve (kukorica esetében a tenyésztés 8-10 hetében) az embriok kicsirdznak, vagy a
kalluszok organogenezisével haploid vagy DH novények fejlddnek (Indrianto et al., 2001,
Maraschin et al., 2005b; Bakos, 2007).

Sajat megfigyeléseink szerint genotipustdl fliggden az A vagy a B osztodasi ut a jellemz0 (Szakacs
¢s Barnabas, 1988). A szerzok dsszefliggést véltek felfedezni a mikrospora osztédasi szimmetridja
¢s a folyamat eredményeképpen létrejott struktura (embrid vagy kallusz) kozott a vizsgalt bluza
genotipusok esetében ahol, dontden szimmetrikusan osztodott a mikrospora, a folyamat végén az
embriok megjelenése dominalt, az aszimmetrikus osztédasok eredményeképpen pedig a kallusz
fejlodés volt jellemzd. A kukorica in vitro androgenezise soran a mikrosporak elsé osztodasi tipusa
nagyrészt aszimmetrikus €s az androgenetikus fejloddési ttra 1épett struktarakbol zommel kallusz
fejlodik ki (Barnabas et al., 1987; Barnabas et al., 1999; Barnabds, 2003). A tenyésztett kukorica
mikrospordk aszimmetrikus osztodasat még a citoszkeleton alkotoelemeire hato vegyliletek pl.
kolhicin, n-butanol, 2-aminoetanol sem képesek szignifikansan megvaltoztatni (Barnabas et al.,
1999; Kovécs et al., 1999; Foldesiné Fiiredi et al., 2012).

A kukorica embri6 eredetli kalluszvonalak regeneracios képességét vizsgalva Armstrong és Green
(1985) I, 11, és NE (nem embriogén) kallusz tipust kiilonboztetett meg. A fehér kompakt I tipust a
magas regeneracidos képességli halvanysarga torékeny II tipust megel6zé formaként irja le. A 1I

tipus kalluszosité taptalajrol regeneracios taptalajra oltva nagy szamu regeneranst eredményezett.
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Jager és mitsai. (2005a,b) a kukorica korai indukciés fazisdban kialakult mikrospora eredetii
struktarak morfologiai bélyegeinek és regeneracidos képességének oOsszefliggését vizsgaltak. A
struktirakat 4 tipusba soroltdk: fehér kompakt, fehér attetszd, sdrga kompakt és sarga attetszo.
Meghataroztdk azok regeneracids gyakorisagat, a beldliik regeneralodott novények ploidszintjét és
szamat. Mig a tenyészetekben a fehér attetszé struktura fejlodott a legnagyobb gyakorisdggal
(azonban a legkisebb regeneracios gyakorisaggal birt), a legnagyobb regeneracids gyakorisdga a
fehér kompakt tipust struktiranak volt, ami tilnyomoérészt dihaploid volt.

Azonban az in vitro androgenezis hatékonysagat szamos tényezd befolyasolja (Keller és Armstrong,

1978). Ezek koziil az egyik legfontosabb a genotipus.

2.1.3. Az in vitro androgenezis hatékonysagat befolyasolé tényezok
2.1.3.1. A genotipus hatdsa az androgén valaszado képességre

A kukorica esetében az in vitro embriogenezis és a novényregeneracios képesség genetikai
hattere mind a mai napig kevéssé ismert. A molekularis térképezési és a QTL analizisbdl szarmazo
eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a haploid indukciés képesség genetikai
szabalyozasaban egy vagy néhany gén jatszhat szerepet (Cowen et al., 1992; Muringneux et al.,
1994; Beaumont et al., 1995; Rober et al., 2005).

A portok valasz genetikai hatterének tisztazadsara Cowen ¢és mtsai (1992) 98 S; 193/39 x B73
kukorica vonalak keresztezésébOl szarmazd csaladot vizsgéaltak meg RFLP markerekkel.
Eredményeik alapjan a gyakori portokvalasz két 6 recessziv, episztatikus (a 3. kromoszoma hosszi
karjanak végén, illetve a 9. kromoszéma centromeronja koriil elhelyezkedd), és két tovabbi kisebb
jelentdségli gén hatasara vezethetd vissza. A vizsgalt genotipus kdrben mért portok reakciot 57 %-
ban ez a négy gén hatirozta meg, melyek koziil hdrom kolcsonhatasban volt és homozigota
allapotban mutatta a legnagyobb hatast. Barret ¢s mtsai. (2004) c-DNS-AFLP mddszerrel négy gént
hataroztak meg, amelyek nagy androgén kapacitds hatterében allhatnak. Mindezek a kutatdsok azt
mutatjak, hogy ezen a teriileten még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A genotipus fliggdség a Poaceae csaladba tartozd fajok (kiilonosen a kukorica)
portokkultarainak sikerességét leginkabb befolyasold tényezd (Genovesi és Yingling, 1994;
Raghavan, 1997). A nemesitési gyakorlat szamdra hasznosithatdé eredményeket eddig szinte
kizarolag kinai genetikai anyagokat tartalmazd genotipusok portokkultaraival értek el.

Szamos kisérlet fokuszaban alltak az 0sszehasonlitd genotipus vizsgalatok. Ting és mtsai.
(1981) 6sszehasonlitd portok tenyésztési kisérletben a Dan-San 91, a King Hwang 13 hibridet
valamint a Stock 6 vonalat hasznaltdk. A harom genotipus koziill a Da-San 91 hibrid tiint ki
kimagaslo6 haploid indukcids kapacitasaval. Brettel és mtsai. (1981) 13 kiilonb6z6 (kinai, magyar és

egyéb nemzetkdzi) genotipus portokjainak valaszado képességét hasonlitottak Ossze. A vizsgalt 13
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genotipusbol 4 adott portokvalaszt, novényt regeneralni azonban csak a Seneca 60 genotipusbol
sikertiilt. Genovesi ¢és Collins (1982) kisérleteikben azt tapasztaltak, hogy a vizsgalatban szerepld
nem kinai eredetli genotipusok igen alacsony indukcids képességgel rendelkeztek (A 188, W22,
Alexho, Black Mexican Sweet, B73*Mo 17), egymas kozotti keresztezéssel ez a képesség csekély
mértékben javithato volt.

Barloy ¢és mtsai. (1989) 8 francia, kinai és amerikai eredetli spontdn DH kukorica vonal
(eléallitasukhoz nem hasznaltak antimitotikus szereket) Osszehasonlitasat végezték el, annak
érdekében, hogy megallapitsdk azok portoktenyésztésre valo alkalmassagat. Kisérleteikben a portok
eredetli embriogén tenyészetek aranya 0 és 31% kozott volt.

Az androgén valaszadod képesség keresztezéssel atvihetd a rekalcitrans vonalakba (Petolino és
Thomson 1987; Petolino et al., 1988; Barnabas et al., 1999).

Spitkd ¢és mitsai. (2006) tobb genotipus keresztezését és reciprok keresztezését vizsgaltak,
megfigyelték a portok valaszt, a ndvényregeneraciot és a fertilis novények szamanak alakulasat.
Valamint egyes esetekben kimutattak a reciprok keresztezések pozitiv hatdsait, de szignifikans
kiilonbséget nem tudtak igazolni.

Brisibe és mtsai. (2000) buza esetében nem talaltak Osszefliggést a mikrosporakbol kialakult
kalluszok morfotipusai és a mikrosporak eredete azaz a genotipus kozott.

Az adott genotipus portokjainak valaszadd képességét pozitiv, ill. negativ iranyban befolyasolhatja

a donorndvények fiziologiai allapota (Nitsch et al., 1982; Wassom et al., 2001).

2.1.3.2. A portok donornovények fiziologiai dallapotat meghatarozo kornyezeti tényezok
Altalanos tapasztalat szerint a portokdonor névények felnevelési koriilményei (szabadfold,

liveghaz, fitotron) is hatdssal vannak a benniik fejlddé mikrospérak androgenetikus vélaszadd
képességére. A kornyezeti tényezok koziil a fény spektralis intenzitasa és Osszetétele, a megvilagitas
hossza, a novénynevelési homérséklet, valamint a ndovények tadpanyag és viz ellatottsaga nagy
mértétben befolyésolja a donorndvények fitnessét (Barnabas et al., 1987; Genovesi, 1990).

Az liveghdzban, vagy fitotronban felnevelt novények mikrosporai altaldban kevésbé indukalhatok,
mint a szant6foldon nevelt ndvényekrdl szarmazd mikrosporak (Lazar et al., 1984; Dieu és Beckert,
1986). A novénynevelési koriilményeken kiviil az évjarat és a vetésidd hatdsa is szamottevd hatast
gyakorol. Genovesi (1990) a hdmérséklet napi ingadozédsanak tulajdonitotta az eltérd vetésidében
mutatkoz6 kiilonbségeket, amelyek az izolalt portok mindségére gyakoroltak negativ hatést.

Spitko és mtsai. (2010) négy év atlagaban vizsgaltdk a 4-4 vetésidoben elvetett kukorica portok
indukciojat, és azt tapasztaltak, hogy nemcsak a vetésido de az évjaratok is jelentds mértékben
hatnak a portokvalaszra. Kisérleteikben azt tapasztaltdk, hogy magyarorszagi viszonyok kozott a
vetést majus 10-ig be kell fejezni, mert az utana vetett genotipusok portok valaszadd képessége

jelentés mértékben romlott.
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A lehet6leg optimalis fiziologiai allapotti novényben fejlodé mikrospoérak fejlettségi allapota is

lényegesen befolyasolja a portok indukciojat.

2.1.3.3. A mikrospora fejlettségi allapot hatasa az androgenezis kivaltasara
Ahogy azt mar az elézéekben ismertettem, a portoktenyésztés hatékonysaga szempontjabol

kritikus tényezd, hogy a portokokban 1évé mikrospordk tulnyomd része milyen fejlettségi
allapotban van, az androgenetikus fejlodési utra vald atkapcsolds szempontjabol. A témaval
foglalkoz6 szerzok (Wenzel és Foroughi-Wehr, 1984; Petolino és Jones, 1986; Wheatly et al., 1986;
Barnabés et al., 1987; Coumans et al., 1989; Gaillard et al., 1991; Mitchell és Petolino, 1991; Mejza
et al., 1993; Hansen és Andersen, 1998a,b; Hu és Kasha, 1999; Pena-Valdivia és Rodrigez-Gracia,
1999; Indrianto et al., 1999, 2001; Zheng et al., 2001, 2002; Liu et al., 2002; Szarka, 2002; Jéger,
2005; Letarte et al., 2006; Bakos, 2007; Lantos, 2009; Spitko, 2010) véleménye abban megegyezik,
hogy a vizsgalt gabonaféléknél a koraitol a kései egysejtmagvas mikrospora fejlédési allapotnal
fiatalabb és iddsebb mikrosporak nem alkalmasak az androgenezis indukciojara.

Tapasztalt kutatok konnyen parhuzamot tudnak vonni a kaldsz illetve a cimer morfologiai jegyei €s
a portokokban 1évé mikrosporak fejlettségi allapota kozott (Chang és Neuffer 1989).

A mikrospordk genetikai programjanak sporofitikus fejlodési utra torténd atkapcsolasat kivalto
legfobb tényezének a stresszt tekintik (Szakacs és Barnabas, 1988; Touraev et al., 1997). A
stresszhatasok egy — még csak részben feltart — szignal transzdukcios folyamatot inditanak el, mely

lehetévé teszi a sporofitikus fejlédési iranyt (Touraev et al., 1997, 2001; Maraschin et al., 2005a).

1.2.3.4. A portokok elokezelésének szerepe az androgenezis kivaltisaban
A fiatal viragzatok, portokok eldkezeléseként a szakirodalmi adatok alapjan leggyakrabban

hideg ¢és magas homérsékleti kezelést ill. ozmotikus sokkot alkalmaznak. A hdmérséklet stressz
egyrészt a mikrospora citoszkeleton szerkezetében idéz el valtozasokat, eldsegitve ezaltal a
kés6bbi szimmetrikus sejtmagosztodast ezen kiviil az alacsony és a magas hdmérséklet egyarant
megvaltoztatja a génexpresszios viszonyokat elOsegitve az eldzetesen determinalt genetikai
program atkapcsolasat (Smykal, 2000; Shariatpanahi et al., 2006). Maga az in vitro kdrnyezet is
stressztényezOnek tekinthetd erre utal az a sajat tapasztalat, hogy bizonyos buza genotipusok
esetében a kaldszok eldzetes hidegkezelése nélkiil is magas haploid indukcidt lehet elérni. A
kukorica in vitro androgenezisének indukciojahoz sziikség van a fiatal cimerek hidegkezelésére.
Altalaban a 7-14 napig tarté 7-8 °C-on torténd hidegkezelés bizonyult hatékonynak (Petolino és
Jones, 1986; Coumans et al., 1989; Pescitelli et al., 1990, Barnabas, 2003). Pauk (1985) kedvezo
hatast ért el az éretlen kukorica portokok folyékony N¢ taptalajon 8° C —on sotétben torténd 14

napos elokezelésével.
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Vergne és mtsai. (1993) megfigyelték, hogy a DH5 x DH7 kukorica hibrid 7 napig 7 C°-on
hidegkezelt cimerében 1évé portokokban egy 32 kDa fehérje (MAR32) halmozddott fel, melynek
mennyisége korreladciét mutatott mikrospdra indukcido mértékével. Azonban korabbi munkdjukbol
(Vergne et al., 1990) kideriilt, hogy ez a fehjérje nincs meg a DH7 genotipusban, de a DH5-tel
alkotott hibridben megnyilvanul, igy a portokvalaszban heterozis hatast figyeltek meg.

Az in vitro androgenezis szempontjabol igen fontos tényezd az indukcios ¢és

ndvényregeneracios taptalajok dsszetétele, illetve az egyéb tenyésztési koriilmények.

1.2.3.5. Tenyésztési koriilmények, indukcios és regenerdcios taptalajok
Az in vitro androgenezis folyamata két f6 szakaszra tagolhato:

- a mikrospodra indukciéra melynek soran az eredeti genetikai programjuktol eltéritett
mikrosporakbol sorozatos osztédasokon révén embriok vagy kalluszok fejlédnek, és a
- novénydifferencidlédasra, melynek eredménye képpen a kalluszokbdl illetve
embriokbdl haploid/DH ndvények regeneralhatok.
Altalanosan elmondhato, hogy a két folyamathoz alkalmazott taptalajok (indukcids és regeneréacios)

Osszetétele eltér egymastol.

Indukcios taptalajok, indukcios fazis:

A mikrospoéra indukcidhoz a gabonafélék esetében hasznalt taptalajok, lehetnek szilard ill.
folyékony halmazallapotiiak, melynek legfobb Osszetevéi a makro és mikro elemek, a szerves
nitrogén valamint szénforrasok, a vitaminok, a hormonok és egyéb természetes kiegészitok.

A taptalaj ozmotikus potencidlja egy nagyon fontos faktor a mikrospérdk androgenetikus
fejlodésében. Az egyszikli novények altaldban magasabb ozmotikus koncentraciét igényelnek az
indukciohoz, mint a kétszikli névények.

Az indukcios taptalajok fontos alkotoelemei a szénforras és egyben ozmoregulator szerepet
betdltd cukrok (Sopory, 1979). Portoktenyészetek esetében a szachar6z mellett mono- és egyéb
oligoszacharidokat is alkalmaznak. A szén forrasként illetve ozmotikumként szolgal6 cukrok tipusa
is eltéro lehet a kiilonb6z6 gabonafajok esetében. Buza és az arpa esetében a maltozt és a gliikkozt
talaltak hatékonyabbnak az embriogenezis indukalasdhoz, illetve a novényregeneralashoz (Hunter
1988; Finnie et al., 1989; Chu et al., 1990; Orshinsky et al., 1990). A szachardz is jelentds szerepet
tolt be a mikrospordk embriogén fejléodésében (Hamaoka et al.,, 1991). Kukorica
portoktenyésztéshez hasznalt taptalajok esetében is a leggyakrabban hasznalt cukor a szachardz,
amit valtozé koncentracioban alkalmaztak: 6%-os (Nitsch et al., 1982), 9%-os (Tsay et al., 1986),
12%-0s (Ku et al., 1981) és 15%-o0s (Ting et al., 1981). A legnagyobb indukcids aranyt a 12%-os
szachardz tartalmt taptalajok esetében figyelték meg (Miao et al., 1978; Dieu és Beckert, 1986;
Genovesi, 1990).
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A portokkultarak indukcios taptalajainak fontos alkotdi a szerves nitrogénforrasok. Ehhez
leggyakrabban a laktalbumin hidrolizatumot (Ku et al., 1981), a kazein hidrolizatumot (Miao et al.,
1978), az aminosavak koziill pedig az L-aszparagint, a prolint és a glicint (Olsen, 1987)
alkalmaznak.

A leggyakrabban hasznalt vitaminok a tiamin (B;), a nikotinsav-amid (B3), és a piridoxin
(B¢), valamint a vitaminszerii hatdssal biré mio-inozitol.

A kétszikli novények pollen indukcidjanak kivaltdsdhoz nem feltétleniil sziikséges kiilsd
hormonpdtlas, azt sokkal inkabb kornyezeti stressz, az alkalmazott el6kezelés valtja ki (Touraev és
Heberle-Bors, 1999). Ezzel szemben a gabonafélék portokkultiraiban altalanosan alkalmaznak
szintetikus auxinokat ¢és citokinineket a kornyezeti stressz altal kivaltott embriogenezis
megerdsitésére. Ezen hormonok indukcioban betdltott pontos szerepe mindmaig ismeretlen.

A kukorica mikrospordk androgenetikus fejlédésének eldsegitésére a szakirodalmi adatok
szerint kiilonb6zé novekedés-serkentd anyagokat alkalmaznak. Az erre vonatkoz6 szakirodalmi
adatok alapjan nehéz egységes képet formalni. Egyes szerzdk a citokininek szerepét emelik ki, mig
masok az auxin tipusu ndvekedés szabalyoz6 vegyiiletekét, s6t gyakran az auxin antagonista TIBA-
t (2,3,5-trijod-benzoesavat) taldljadk hatasosnak (Genovesi és Collins, 1982), vagy Osszetett
hormonadast (2,4-D, NES, BA) alkalmaznak (Ting et al., 1981). Ennek az egyet nem értésnek a
feltételezett oka az, hogy igen keveset tudunk a genotipus a novénynevelési koriilmények és a
portokok endogén auxin tartalménak Osszefiiggéseirdl, illetve az eldkezelések és az endogén
hormonok kolcsonhatasairdl.

Portokkultirdban kezdetben MS taptalajt hasznaltak (Murashige és Skoog, 1962), amit
kés6bb auxinokkal (elsésorban 2,4-D-vel) egészitettek ki. Igazi attorést a Chu et al., (1975) altal
l1étrehozott Ng taptalaj jelentette, amit kiilonbozé modositassal elterjedten hasznaltak. Chu és mtsai.
(1975) eredetileg rizs portoktenyésztésének céljabdl alakitottak ki ezt a nitrogénforrasok hatasanak
tanulmanyozasara kifejlesztett taptalajt.

Az auxinok az indukcids fazisban fontosak, és befolyasoljak a mikrospora eredetii struktirak
késObbi regeneraciojat. A mikrosporak indukcidja és késobb zold novénnyé fejlodése
szempontjabol a legkedvezdbb hatasti auxinoknak a fenil-ecetsav €s a naftil-ecetsav bizonyultak
(Ziauddin et al., 1992; Castillo et al., 2000). A mikrospéra indukci6 kivaltasahoz sziikséges 2,4-D
mennyiségérol ellentmondodak az irodalmi adatok. Kuo és mtsai. (1994) magas auxin koncentraciot
alkalmazva a kukorica embridindukcido novekedését figyelték meg. A citokininek elsésorban az
embridszeri strukturak novénnyé fejlédésében jatszanak fontos szerepet. Igy a regeneracios
taptalajhoz adott citokininek bizonyos esetekben jelentdsen javitjdk a ndvényregeneracid

hatékonysagat (Pauk et al., 1991). Az abszcizinsav a sporofitikus fejlédés meginditasaban segithet,
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mivel noveli a stresszkezelést t0lél6 mikrosporak szamat, és akadalyozza a mikrosporak pollenné
fejlodését (Hoekstra et al., 1997; Van Bergen et al., 1999).

Tobb kisérletben megfigyelték, hogy kukorica esetén az endogén hormontartalom elegendd
volt a mikrospora eredeti struktirak kialakuldsanak kivaltasahoz, és kiils6 hormonpétlasra nem volt
szlikség (Nitsch, 1981; Tsay et al., 1986; Rashid, 1988). A hormonsziikséglet valosziniileg szintén
genotipus fliggd (Mandal ¢és Gupta, 1995; Gosal et al., 1997; Rakoczy-Trojanowska et al., 1997) és
azt a donor ndvények felnevelési koriilményei is befolyasolhatjak (Ferrie et al., 1995).

Az eddigi kutatasok alapjan az a konszenzus korvonalazodik, hogy a legkisebb, még optimalis
hormonkoncentracidkat alkalmazzak (Monostori et al., 2003; Zheng, 2003).

Az indukcios taptalaj nélkiilozhetetlen 0sszetevdje az aktiv szén, melynek az a szerepe, hogy
a portokokbdl felszabadul6 toxikus bomlésterméket megkoti, és ezaltal pozitivan hat a mikrosporak
androgenetikus fejlodésére (Weatherhead et al., 1978; Genovesi és Collins, 1982; Johansson 1983).
A taptalajba adagolt és autoklavozéssal sterilizalt aktiv szén megndvelte a szdvettenyésztés
hatékonysagat (Biiter et al., 1993). Alkalmazasanak hatranya azonban az, hogy egyéb taptalaj
alkotokat is megkdt, igy megakadalyozza, hogy a novények felvegyék azokat (van Winkle et al.,
2003). A folyékony taptalajok esetében nem hasznalnak aktiv szenet, a taptalaj hetenkénti
frissitésével érik el, hogy a toxikus anyagok ne halmozddjanak fel, ez azonban jelentsen
megnoveli mind a fertézések lehetdségét, mind pedig a munkaigényt.

A gabonaf€lék portoktenyésztésének hdskoraban alkalmaztak természetes tapanyag
kiegészitoket. A két leggyakrabban hasznalt természetes taptalaj kiegészitd a kokusztej és a
burgonyagum6 kivonat. A kokusztej elsdsorban a sejtosztoddsra és az embridfejlodésre hat
pozitivan (van Overbeek et al., 1941). A burgonyagumd kivonatot buza portok kulturaban
alkalmaztak, am a WI14-s taptalaj megjelenésével a szerepe jelentés mértékben csokkent.
Hormonszer(i hatdsuk miatt alkalmazzak dket a szovettenyésztésben hasznalt taptalajokhoz, ndvelve
azok hatékonysagat. A mikroanalitikai technikdk fejlédésével napjainkban mar beazonosithatd
ezeknek az anyagoknak az 0sszetevOi. Az egyéb természetes taptalaj kiegészitok nem feltétleniil
sziikségesek a szoOvettenyésztés soran, az embriogenezis indukalasdhoz, ¢és a ndvények
regeneralasahoz, azonban a ndvekedés és a fejlédés intenzitdsara valamint annak iddétartamara
hatnak (Maréti, 1976).

A taptalajokat kezdetben agarral, majd agardzzal, napjainkban pedig szintetikus Gerlit®-tel
szilarditjak.

A kukoricandl az indukcids téptalajok esetében az Ng és a YP téptalaj, valamint azok
modositasi alkalmazzak: az Ny (Miao et al, 1978; Brettel et al, 1981; Nitsch et al, 1982;), a YP (Ku
et al, 1981; Nitsch et al, 1982; Genovesi és Collins, 1982; Pauk, 1985; Petolino és Jones, 1986;
Dieu és Beckert, 1986; Barnabas, 2003), a Zheng 14 (Ting et al, 1981; Dieu és Beckert 1986).
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Az indukcits taptalajon a kukorica portokok tenyésztése 28 napig, 29 °C-on sotétben torténik
(Anyag és Modszer 2. abra), ezalatt a leoltott portokok indukalodnak és kialakulnak az embriok
illetve a kallusz szeri strukturdk (Barnabas, 2003). Majd a kialakult struktardk atkeriilnek a

regeneracios taptalajra (Barnabas, 2003).

Regeneracios taptalajok, névénydifferencialodas és novénynevelés:

A regeneracids taptalajban is megtalalhatok azok a nélkiilozhetetlen makro és mikro elemek
szerves nitrogén forrasok ¢és vitaminok, mint ami az indukcios taptalajokban. Kukorica esetében
leggyakrabban hasznalt taptalajok az Ng modositott valtozatai, amik mar csokkentett hormon
Osszetevokkel és cukortartalommal rendelkeznek, és nem tartalmaznak aktiv szenet (Barnabas,
2003) (Anyag és Modszer 2. tabldzat). Hormonokat tekintve, az auxin gatolhatja az embriok
fejlodését, ezért a ndvényregenerdcios fazisban sziikséges annak csokkentése valamint a
gyokérképzodés eldsegitésére gibberelinsav alkalmazasa is hatékony lehet. Az el6zdekben mar
emlitettiik a citokininek novényregeneraciora gyakorolt kedvezo hatasat.

A ndvény regeneracios szakasz mar fényen, 26 °C-on torténik (Barnabas, 2003). A
regeneracids taptalajra helyezett embriok embriogenezis, a kalluszszerii struktardk pedig
organogenezis utjan fejlédnek haploid vagy DH noévénnyé. A regenerdcios taptalajon Petri
csészében a kis novények addig vannak, amig megfelel hajtassal és gyokérrel nem rendelkeznek.
Ezek utdn nagyobb edénybe (kis livegben) hormonmentes és csokkentett cukortartalmi (2%)
taptalajra kerililnek. Hozzasegitve ezzel Oket a foldlabddaba valo adaptalasra. A kis ndvények
kitiltetés utani iddszak a novénynevelés egyik legkritikusabb pontja igy a novények felnevelése
vagy novényneveld kamraban vagy iiveghazban torténik. A novények nem rendelkeznek a kelld
vastagsagu kutikula réteggel €s nagyon nehéz adaptalni Oket a ndvényneveld kamra kornyezeti
viszonyaihoz. Ennek érdekében a kukorica portokkultirdval foglalkozéd kutatok kidolgoztak egy
adaptalasi modszert miszerint a ndvényeket kis foliasatorba teszik és napi tobbszori szelldztetéssel
szoktatjak Oket a novényneveld kamra levegdjéhez ¢és paratartalmahoz, majd egy-két hét utan
leveszik a foliat (Kovacs et al., 1999; Spitké 2010, személyes tapasztalat). A ndvények him és
ndviragait még virdgzas elétt izolaljak, majd 6nbeporzassal eldallitjak a DHy szemeket.

Az éltalunk hasznalt protokoll alapjan a portokkultira 1épéseit az Anyag és Moddszer 2. dbrajan

mutatom be.

2.1.4. Kromoszoma diploidizacio (kromoszoma szerelvény megkettozodése) lehetoségei

Elméletileg az in vitro androgenezis soran a haploid mikrosporakbdl haploid novények
jonnek létre. A gyakorlatban azonban ennél sokkal tarkabb a kép. A kiilonb6zé novényfajok ¢€s

azon beliil a genotipusoktodl fiiggden eltérd mértékben a tenyésztési folyamat sordn a sejtekben
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spontan kromoszoéma duplikacié torténhet. A spontan kromoszéma megkettézodés altalaban
endomitozis, endoreduplikacid, ill. sejtmagfuzid eredménye lehet a portoktenyésztés korai
szakaszaban (Sunderland et al., 1974; Keller és Armstrong, 1978; Barnabas et al., 1999). A
tenyésztés soran minél késébb kovetkezik be a kromoszémaszerelvény megkettézddése, annal
valdsziniibb, hogy a névény, amit regeneralunk mixoploid vagy kimerikus szerkezetii lesz.

A szakirodalmi adatok szerint a kukorica esetében a spontan kromoszoma reduplikacié a tobbi
gabonafélékhez képest joval alacsonyabb, csak 20% koriili (Martin és Widholm, 1996), és erdsen
genotipus fliggd (Wan et al., 1989; Barnabés et al., 1999). Szdmos agrondmiailag fontos fajnal a
spontan reduplikacié mértéke eltéro, az arpa esetében 70-90% (Subrahamanyam ¢s Kasha, 1975), a
termesztett buzanal 25-70 % kozott valtozik (Hu, 1978; Maluszynski et al., 2003 a, b), a rizsnél 50-
60% (Chen és Li, 1978), a rozs esetében pedig 50-90% kortil alakul (Maluszynski et al., 2003 a, b).
A dihaploid modszer gyakorlati alkalmazasanal elényos tulajdonsadgnak szamit, ha egy genotipus a
nagy in vitro androgenetikus képesség mellett, nagy spontan kromoszéma duplikacids képességgel
is rendelkezik, igy nagy szamu stabil DH utdd hozhato 1étre beldle. Amennyiben a kisérletben
felhasznalt genotipus spontan reduplikacios hajlama alacsony, akkor a folyamat eredménye képpen
létrejott haploid ndvények kromoszoma készletének megduplazésara antimitotikus szereket
alkalmaznak. A leghatasosabb szernek a kolhicin bizonyult, igy leggyakrabban ezt hasznaljak a
kromoszomakészlet megduplazasdhoz (Jensen, 1974). A kolhicin az 06szi kikerics (Colchicum
autumnale) érett magjanak alkaloidja (colchici semen). A mitozis metafazisaban (Levan, 1938) 1évo
sejtekben a magorso kialakuldsanak gatlasaval fejti ki hatdsat, igy a kromoszoméak magi pélusokra
valé vandorlasa nem kovetkezik be, ez pedig megkett6z6dott kromoszoma készlettel rendelkezd
sejteket eredményez. A legelterjedtebb genom duplikacios eljaras a fiatal ndvények gyokerének
n¢hdny oras alacsony hdmérsékleten torténd kolchicin (0,04%) kezelése (Metz és mtsai 1988).
Mivel a kolhicin erds sejtméreg szamolni kell a sejtekre gyakorolt toxikus hatdssal. A kezelés utan
altalaban a novények egy része elpusztul. El6fordulhat az is, hogy a tenyészdcsucs sejtjei koziil nem
mindegyik dupldzza meg a kromoszoma készletét, igy késObb a generativ fejlodés soran részleges
sterilitas 1éphet fel. A kukorica kiilondsen érzékenyen reagéal a fiatal névénykorban alkalmazott
kolhicin kezelésre, ennek kovetkeztében cimer illetve cséfejlodési rendellenességek €s a fertilitas
nagymértékii csokkenése tapasztalhato.

Barnabas és mtsai. (1991) elséként szamoltak be egysejtmagvas buza mikrosporak kolhicin
kezelésérdl portok tenyészetekben. Az indukcids fazisban adagolva nemcsak a genomduplikaciot
ndvelte meg, hanem szignifikansan csdkkentette az albin6 ndvények gyakorisagat is.

Az elsé igéretes eredmény publikalasa utdn, szamos laboratérium kezdett hasonlo kisérletekbe. Mas
agrondmiailag fontos faj esetében is hasonld eredmények sziilettek. Tobb faj esetében sikeriilt az

egysejtmagvas mikrosporak kromoszoma készletének duplikacioja, a leoltast kovetd, relative kis
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Mollers et al., 1994; Navarro-Alvarez et al., 1994). A tovabbiakban csak a kukoricaval kapcsolatos
kutatisok szakirodalmi adatokat mutatom be.

Saisingtong és mtsai. (1996) a portokok hideg (14 °C) és kolhicin kezelését a tenyésztés indukcios
fazisaban alkalmaztdk. Az indukcids taptalajhoz kiilonb6z6 koncentracioban (0; 5; 10; 100; 250;
500 ¢és 1000 mg/l) adagolt kolhicin hatasat vizsgaltdk naponta a tenyésztés elsé 7 napjan. Az 1-3
napos 250 mg/l és a 7 napos 5 mg/l kolhicin kezelés megndvelte az embridszerii struktiurdk aranyat,
a ndvényregeneracios gyakorisadg a kontrollhoz hasonl6 értékeket mutatott, igy a kezelések hatasara
tobb novényt tudtak eldallitani. A 4-7 napig tarté 50-1000 mg/l kolhicin kezelés esetében
csokkenést tapasztaltak az embrid-szerii strukturak szdmaban, €s sem negativ, sem pozitiv hatast
nem tapasztaltak a ndvényregeneracido esetében. Optimalis hatast a 7 napos 250 mg/l kolhicin
esetében értek el, amikor is azt tapasztaltdk, hogy a kezelés hatasara 50%-kal megnétt DH
novények szama. A kisérletsorozatok alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy bar a modszer
gyakorlati szempontbol igéretesnek tlinik, tovabbi hatékony eljarasok fejlesztésére van sziikség.
Antoine-Michard ¢és Beckert (1997) kiilonb6z6 rokonsagi korbe tartozo F; hibrideket vizsgaltak.
hétig sotétben 7 °C-on tenyésztett portokokon. Megallapitottak, hogy az alkalmazott kolhicin nem
befolyéasolta a portokok androgén kapacitasat, viszont mindkét kezelés esetében Iényegesen
megnovelte a DH névények szdmat a kontrollhoz viszonyitva.

Barnabés ¢és mtsai. (1999) kisérleteikben a hidegkezelés kdvetden az indukcids taptalajoz keverve
alkalmazték a kolhicint 0,02 és 0,03% koncentracidban a tenyésztett mikrosporak elsé mitozisanak
lezajlasaig 3 napig 29 °C-on sotétben. Ezutan a portokokat kolhicin mentes indukcids taptalajra
helyezték. A tenyésztés soran a 2. és 5. napon mintat vettek és citologiai vizsgalatokkal nyomon
kovették az osztdodasi szimmetria alakuldsat a kolhicin kezelés hatasara. A kezelés nem gyakorolt
sem negativ sem pedig pozitiv hatast a valaszadd portokokra. Kolhicin hatasara kis mértékben, de
nem szignifikansan novekedett a szimmetrikus osztddasok szama a kontrollhoz képest mindharom
hibrid esetében. A kallusz:embrid ardnyanak vizsgalatakor azt tapasztaltdk, hogy a kezelés hatasara
novekedett az embrid-szerli struktirdk ardnya, de ez sem volt szignifikans eredmény. Még az
alacsonyabb kolhicin koncentracié esetében is azt tapasztaltdk, hogy a kezelés hatasara
megnovekedett a fertilis ndvények szdma €s a magkdtés, de nem tapasztaltak (a szovettenyésztésre
jellemzd) abnormadlis virdgfejlodest. A 0,03%-os kolhicin kezelés esetében pedig szignifikans
novekedést taldltak a fertilis ndvények szdmaban és a magkotési adatoknal.

Koviacs ¢és mtsai. (1999) nagy androgén kapacitdssal biré F1 hibridet vizsgaltak. Az indukcids
taptalajba raktak 0,02 és 0,03% kolhicint és 3 napig inkubaltak, majd kolhicin mentes indukcids

taptalajra oltottak a portokokat, a tenyésztés 29 °C-on sotétben tortént. A kezelés nem befolyasolta
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statisztikailag megbizhatéan sem a valaszadd portokok szamat, sem pedig a haploid indukcios
képességet. Az osztdodasi szimmetriaviszonyok tekintetében sem tapasztaltak szignifikans
kiilonbséget a kontroll és a kétféle kolhicin koncentracio kozott, valamint az indukalddott struktarak
dontd része is kallusz volt a kezelésektdl fliggetleniil. Azt statisztikai adatokkal nem tudtak
alatdmasztani, hogy a kolhicin alkalmazasa elésegitheti a direkt embridgenezis gyakorisagat,
azonban azt sikeriilt bebizonyitaniuk, hogy jelentés mértékben megnoveli a fertilis névények
szamat a kontrollhoz képest. S6t a magkotés tekintetében szignifikdnsan kiilonbséget igazoltak. A
kezelések hatdsara tobb szemet kaptak a regenerans novényeken €s csokkent a ,tassel seed” jelleg.
Megallapitasuk szerint a modszer alkalmas lehet kozvetlen nemesitési felhasznalasra. Az
alkalmazott 0,02-0,03%-0s kolhicin kezelés nem befolyasolta a regeneracidos képességet, ami
megegyezett masok tapasztalataval is (Barcelo et al., 1994).

Obert és Barnabas (2004) tovabb fejlesztette a mdodszert és nem csak a kolhicin hatasat vizsgaltak,
hanem hormont (TIBA: 2,3,5-trijod-benzoesav) is alkalmaztak a taptalajban. Egy jo haploid
indukcios képességgel rendelkezd hibridet alkalmaztak kisérletsorozataik sordn és megfigyelték a
portok vélaszad6 képességét, a haploid indukcidt, az embri6 ill. kallusz-szer(i strukturdk aranyat és
a novényregeneraciot a hideg eldkezelés, TIBA (0,1 mg/l) és kolhicin (0,02%) jelenlétében,
hianyaban, valamint ezek kiilonb6z6 kombinacidjaban. A legnagyobb novényregeneraciot akkor
kaptak, amikor mindharom faktor jelen volt a tenyésztés soran.

Bar szakirodalmi adatok alapjan a kromoszoma kett6zddés elérése céljabol a kolhicin a
leghatdsosabb antimitotikus 4gens, egyéb vegyiiletek hasznalata is fellelhetd a szakirodalomban.
Wan ¢és mtsai. (1991), négy a kolhicin hatdsmechanizmuséval nagyjabol megegyezd herbicidet
vizsgaltak annak érdekében, hogy megallapitsdk azok hatékonysagat a kromoszoéma diploidizacid
tekintetében. Portok eredeti kalluszokat kezeltek kiilonb6z6 koncentracioban 2-3 napig
amiprophos-metillel (AMP), pronamiddal, oryzalinnal és trifluralinnal. Kisérletsorozataik alapjan
azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy az AMP ¢és a pronamid alkalmas lehet a kolhicin kezelés
kivaltasara, azonban kis mértékii negativ hatast tapasztaltak a kallusz ndvekedésre, a
novényregeneraciora kovetkezésképpen a regeneralodott novényekre. Az oryzalin volt a
leghatdsosabb a kromoszoma duplikaciora, azonban a trifluralinal egyiitt olyan negativ hatast
gyakoroltak a kallusz regeneréciora, hogy azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy nem helyettesithetik

a kolhicint.

2.2. Novénynemesités eszkoztara az abiotikus stressztiiro-képesség fokozasara

A nemesitok egyik célja a nagy oOkologiai plaszticitdssal rendelkezd abiotikus (hideg,
szarazsag, hd) ¢és biotikus (patogén gombdk) kornyezeti stresszekkel szemben ellendlld fajtak és

hibridek el6éallitasa, és mielébbi termesztésbe vonasa. Mivel ismert, hogy szamos biotikus ill.
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abiotikus  stressz  oxidativ ton (reaktiv  oxigénformédk, vagy azok szarmazékainak
felhalmozodasaval) fejti ki novénykarositdé hatdsat, a novények altalanos adaptacios képességének
novelésére iranyulo térekvések gyakran fokuszalnak az oxidativ stressz-tolerancia fokozasara. A
tovabbiakban azokat az eredményeket ismertetem, melyek célja olyan ndvények eldallitasa,
szelekcidja, melyek a kiilonboz6 biotikus és abiotikus stresszekkel szembeni tolerancia fokozasat
cé¢lozzak meg.

Altalanos tapasztalatok szerint a szelekcio konvencionalis nemesitéssel, transzformécidval
ill. szovettenyészetekben alkalmazott in vitro szelekcioval oldhaté meg. A konvencionalis
nemesités esetében egy egy tulajdonsagra torténd szelekciod utan keresztezéssel viszik be a kivant
tulajdonsagot, géntechnologiai alkalmazasok esetében egy-egy gén bevitele és ennek hatasara
valamely antioxiddns enzim, vagy vegyiilet tiltermelése, mig az in vitro szelekcid esetében az egész

sejt altalanos adaptacios képességének egyidejii megnovekedése valtja ki a stressz-toleranciat.

2.2.1. Hagyomasnyos kukoricanemesitésben alkalmazott markertechnikak

A konvenciondlis ndvénynemesités sordn a kedvezd génkombinaciokat, oroklédo
variaciokat a fenotipusos bélyegek alapjan a nemesitdé megtalalja, szelekcidoval kiemeli és
keresztezéssel 1) genotipust allit eld beldliik. Hazai novénynemesité mithelyek szdmos hideg és
szarazsagtiird hibridet allitottak el6 hagyomanyos nemesitéssel. Az egyik legfontosabb oxidativ
modon hat6 abiotikus stressz a hideg, amely hazankban a kukorica kezedti fejlédési fazisaban
gyakran fellép. A hideggel szembeni tliréképesség kialakitdsanal nagyon fontos a vonalak ¢és a
hibridek keléskori hidegtiirésének és korai fejlodési erélyének az ismerete. A fajtaleirasokbol
kiragadott példaként az aldbbi hibridek rendelkeznek ezzel a tulajdonsaggal: Dekabl DKC6323,
DKC 3705, Mv277, Mv521. A magas hdmérséklettel parosuld vizhidny leggyakrabban a kukorica
virdgzéasakor 1ép fel hazankban. Az aszalytiiré hibridek fontos tulajdonsaga a virdgas idején a nagy
pollentermeld képesség €s a him és ndviragzas dsszehangoltsdga, valamint a levél elszaradasanak
lasst titeme. Kivalo aszalytiird hibridként ismert példaul a PR38A79, Szegedi TC367, az Mv Hunor
¢s az Mv Tarjan.

A nemesitési alapanyagokban meglévé genetikai variabilitasra fenotipusos szinten
morfoldgiai tulajdonsagok, illetve izoenzim, vagy tartalékfehérje mintazatok alapjan lehet
kovetkeztetni. Genotipusos szinten pedig a kiilonb6z6 DNS markerekkel (RFLP, RADP, SCAR,
SSR, AFLP) kapott mintdzat monomorf vagy polimorf jellege a mérvadd. A molekularis marker
alapt szelekcid eredményei felkeltették a klasszikus kukoricanemesitéssel foglalkozé kutatok
érdeklodését (Pelemand és Van Der Voort, 2003, Ribaut és Rabot, 2007). A molekularis
novénynemesités célja olyan kozvetlen DNS szintli valtozasok eldidézése, melyek céliranyosan

javitjdk a ndvény agronomiai szempontbdl fontos tulajdonsdgait, vagy uj tulajdonsiagok
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kifejlesztését teszik lehetévé. Azaltal, hogy a fenotipusosan vizsgalhat6 tulajdonsagokat nem fedik
el, vagy befolyasoljak a kornyezeti tényezok, a molekularis nemesités sokkal hatékonyabb lehet a
novény- €s populdcioszinten végzett klasszikus szelekcional (Bedd et al., 2007). A molekuléris
markerszelekcids technikdk azonban igen koltségesek, ido- és munkaigényesek nagyszamu
nemesitési anyag tesztelése esetén. Eldrelépést jelenthet a kukoricanemesitésben is az un. SNP
(single nucleotid polimorphism) felhasznaldsa, mivel egy genomban igen nagy gyakorisaggal fordul
elé (Edwards és Mogg, 2001). A génmiikodés szabalyozasan alapuld géncsendesités, vagy az un.
RNS silencing valamint a TILLING- technika szintén gyakorlati eldnyt ad6 lehetdségek. A
korszerli biotechnolédgiai, géntechnologiai modszerek felhaszndldsaval a kivant 0j genotipus
eldallitasahoz sziikséges 1d6 lerovidithetd, bizonyos gének frekvencidja megndvelhetd, egy
nemzedék alatt genetikailag homozigota utddok Aallitatok eld. A klasszikus és a molekularis

ndvénynemesités modszerei azonban nem kizarjak, hanem kiegészitik egymast.

2.2.2. Géntechnologiai modszerek alkalmazasa
Transzgénikus technikdval sikeresen allitottak el abiotikus stresszekkel szemben ellenalld
novényeket, melyeket az alabbiakban sorolok fel:

o fokozott oxidativ stressztiird képességgel rendelkezd Pq tolerans cukorrépat (Tertivanidis et
al., 2004),

e dohanyt (Slooten et al., 1995; Kwon et al., 2002),

e kukoricat (Van Breusegem et al., 1999),

e oxidativ stressztliré képpességli dohanyt (Dedk et al., 1999),

e Pq, +-BHP és s0 tolerans sz616t (Zok et al., 2010),

e Pq, s6 és szarazsagtlird rizst (Zhao €s Zhang, 2006; Prashant et al., 2008),

e Pq, H,O,, nehézfém tolerans nadképti csenkeszt (Festuca arundinacea L.) (Lee et al., 2007)

e Pq¢s kadmium tolerans burgonyat (Eltayeb et al., 2010),

e Pq, H,O,, alacsony homérséklettel és szarazsaggal szemben tolerans ludfiivet (4drabidopsis
thaliana L.) (Gaber et al., 2006),

e 50 ¢és ho tolerans dohanyt (Roxas et al., 2000),

e vizhiany okozta stressztolerans dohanyt (Yan et al., 2003),

e kadmium tolerans dohanyt (Guan et al., 2009)

e 50O ¢s alacsony homérséklet altal eldidézett stressztolerans rizst (Matsumara et al., 2002;
Moriwaki et al., 2008),

e 50 és szarazsag tolerans dohdnyt (Badawi et al., 2004),

e szarazsagtlird és télallo lucernat (McKerise et al., 1996),

o fotooxidativ stressz tolerans buzat (Melchiorre et al., 2009).
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A stressztolerancia fokozddasat a legtobb esetben valamilyen antioxiddns enzim génjének
beépitésével érték el. A géntechnologiailag modositott novények (GMO) vitatott megitélése, ill.
Magyarorszagra vonatkoz6 termesztési tilalma miatt ezt a kérdést részleteiben nem kivdnomk

elemezni.

2.2.3. In vitro szelekcios modszerek

Az in vitro szelekcids modszerek egy alternativ megoldast nytjthatnak az abiotikus
stresszekkel szemben ellenalldé novények eldallitasara. Szamos novényfaj esetében az in vitro
szelekcido modszere széleskdrben alkalmazott nemesitési modszer gy a biotikus, mind az abiotikus
stressztolerancia fokozasara. Az un. szomaklonalis variabilitds kiakn4zésanak alapja az in vitro
kornyezet hatadsara a tenyésztett sejtekben fellépd genetikai megvaltozas (mutacid, kromoszéma
atrendezddések ¢és rekombindciok, megvaltozott DNS metilacid, transzpozon aktivacid, gén
amplifikacid). Ez lehetdveé teszi, hogy in vitro szelekcidval olyan ndvényeket allitsunk eld, melyek
ellenallonak bizonyulnak az alkalmazott szelekcids dgenssel szemben.

Elsdként Furusawa és mtsai. (1984) szelektaltak szomatikus eredetii szovettenyészetek
felhasznalasaval Pg-tolerans dohanyndvényeket. Késébb kimutattdk, hogy ezen ndvények
ellenallobbak voltak a biotikus stresszekkel, valamint egyes abiotikus pl. hideg, h6 és a HgCl, altal
eldidézett) stresszekkel szemben is (Barna et al., 1993). Kidertilt, hogy ezeknek a ROF-kal szemben
rezisztens dohanyndvények antioxidans kapacitdsa sokkal nagyobb, mint a kontroll ndvényeké
(Gullner et al., 1991, 1995; Barna et al., 1993). Burgonya szomatikus eredetli szovettenyészeteibol
is eredményesen szelektaltak oxidativ stresszeket jol tiird novényeket Pq felhasznalasaval (Kiraly,
2002). In vitro szelekcio segitségével szamos, s6 (Lu et al., 2007; Querios et al., 2007), szarazsag
(Sabbah ¢és Tal, 1990; Hasissou és Bouharmont, 1994; Purushothan et al., 1998) és nehézfémekkel
(Cu, Pb, Zn, Mn) (Tanaka et al., 1988; Rout et al., 2007) szemben ellenallé novényt allitottak mar
el6 (Rai et al. 2011). A tovabbiakban Dark6 és Barnabas (2012) sszefoglaldé munkaja alapjan
tablazatos formaban mutatom be azokat az eredményeket, melyekben igazoltak, hogy az in vitro
szelekcid sordn a fokozott abiotikus stressztolerancia kialakuldsa antioxiddns enzimaktivitas

megnodvekedésével jar egyiitt.
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1. tablazat: Oxidativ stressztolerans ndvények eldallitas in vitro szelekcioval, kiilonbozo fajok esetében.

Szelekciods agens Novényi objektum | Novényi faj Stressz tolerancia Szerzok
Pb embriogén kallusz | kukorica Oxidativ stressz, APX és | Zacchini et al., 2003
GR névekedés
Zn, Mn szomatikus repce Zn, Mn tolerancia Rout et al., 1999
eredetii kallusz POD ¢és Kat csokkenés
v-sugarzas, NaCl sejt aggregatum édes burgonya Sétlirés He et al., 2009
SOD novekedés
NaCl kallusz csillagpazsit S6 és szarazsag tlirés Lu et al., 2007
szuszpenzid burgonya So tiirés Queiros et al., 2007
megnovekedett
aszkorbinsav tartalom
Pq szomatikus és dohény Pq, SO,,HgCl,, fagy és Tanaka et al., 1988
organogenetikus héstressz tolerancia
Cu kallusz Réz tolerancia Rout and Sahoo,
POD ¢és Cat ndvekedés 2007
NaCl NaCl tolerancia Rout et al., 2008
POD ¢és Cat ndvekedés
Hydroxy-prolin kallusz bliza fagytiirés Tanatu és Dorffling,
1991
PEG kallusz Szarazsag tlirés Abdelsamad et al.,
SOD novekedés 2007
Na-benzonat és Pq kallusz Szarazsag Li, 1998
SOD, GR ¢és POD
novekedés
Pq kallusz sziirke nyar Pq megndvekedett GsT, Bittsanszky et al.,
GR, LOX 2009
dohany Pq, hideg, h6, HgCl, Barna et al., 1993
burgonya Pq, hideg Kiraly, 2002

A bemutatott szakirodalmak egyértelmiien igazoljak, hogy az in vitro szelekcio alkalmas oxidativ
stressz-tolerans novények eldallitasara. De vajon miikddik-e ez a rendszer haploid mikrospordkon

is?

2.2.4. A haploid sejtszintii in vitro szelekcié genetikai alapja

A haploid him gametofiton fejlédése sordn végbemend génexpresszids valtozasok a
gabonafélék esetében mar az 1980-as évek eleje ota foglalkoztattak a kutatokat. A génexpresszios
valtozasokat a kornak megfelelé molekularis bioldgiai vizsgalatokkal kozelitették meg €s probaltak
bizonyitani (Tanksley et al., 1981; Singh et al., 1985; Stinson €s Mascarenhas, 1985; Sari Gorla et
al., 1986; Stinson et al., 1987; Vergne ¢s Dumas, 1988; Ottaviano et al., 1988; Raghavan, 1989;
Acevedo ¢és Scandalios, 1990; Frova, 1990). A molekularis genetikai vizsgalatok arra az
eredményre vezettek, hogy a zarvatermdé novények haploid életciklusdban expresszalédd gének
mintegy 70%-a (kozottiik az abiotikus stressztiird képességéért felelds gének) a sporofitikus
egyedfejlodési szakaszban is megnyilvanulnak (Tanksley et al., 1981; Willing és and Mascarenhas,
1984; Sari Gorla et al., 1986; Ottaviano et al., 1988; Acevedo és Scandalios, 1990; Frova, 1990).
Ezek kozott szdmos struktirgént, cukor-keményitd bioszintézisben szerepet jatszd gént, hormon

bioszintézisért, proteolizisért, valamint tobb stressztiirésért felelés gént (pl. MnSOD, APX génjei)
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azonositottak (Kermin et al., 2003; Imin et al., 2004; Hochholdinger et al., 2006; Hosp et al., 2006;
Joosen et al., 2007; Cordewener et al., 2009; Takac et al., 2011). Ezek az eredmények alatamasztjak
a mikrospora szintli szelekcid lehetdségét. Mivel egy portokban néhany 100-t6l tSbb ezer
mikrospoéra talalhato, a szoma- és gametoklonalis variabilitds miatt a szelekcids bazis 1ényegesen
megnovelhetd. A mddszer gyakorlatban torténd kiprobalasanak egyik kritériuma a mikrosporakbol
in vitro regeneralhat6 novények mennyisége. A hatékony portoktenyésztési metodikdk lehetdséget
teremtettek a mikrospora szelekcios modszer kiprobalasra. Sikeresen allitottak eld
portoktenyészetben végzett in vitro szelekcidval: fuzarium tolerdns buza novényeket (Fadel és
Wenzel 1993), fagytolerans buzat (Kovacs ¢s Barnabas 1997), hideg tolerans rizst (Gupta et al.,
1996), so tolerans rizst (Lee et al., 2003), tritikalé x buza F, névényekbdl Al tolerans vonalakat
(Karsai et al., 1994), Al tolerans buza torzseket (Barnabas et al., 2000). Az eldzdekben idézett
publikaciokban a szerzdk igazoltdk az in vitro szelekcio hatasat, de részleteiben nem vizsgaltdk a
hatterében 4ll6 fizioldgiai és biokémiai valtozasokat. Erre az Al és az alacsony pH tolerans btiza
esetében néhany évvel késobb (Darko et al., 2004) keriilt sor. Barmennyire is sikeres az in vitro
szelekcid, a szovettenyésztés okozta genetikai instabilitds (Bednarket et al., 2007) miatt sziikséges
az utddgeneraciok tesztelése annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy a szerzett tulajdonsag
oroklodik-e.

A jelen dolgozatomban Osszegezziik azokat az eredményeket, melyek soran igazoljuk, hogy
oxidativ stressztolerans kukorica DH vonalak is eldéallithatok mikrosporak in vitro szelekcigjaval,
valamint fiziologiai és biokémiai vizsgalatokkal bizonyitjuk, hogy az oxidativ stressztlird képesség

az utodgeneraciokban is megnyilvanul.

2. 3. Oxidativ stressz-folyamatok a névényben

Eltekintve a klasszikus Selye Janos (1936; 1978) megalkotta stresszelmélet ismertetésétol,
minden olyan koriilményt, vagy anyagot, ami kedvezdtlen hatassal van a novények anyagcseréjére,
novekedésére, vagy fejlodésére stressznek tekintiink (Lichtenthaler, 1996). A novényeket érd
stresszhatdsok (pl. erés fényintenzitéds, sz€élsdséges homérsékletek, szarazsag, so- vagy nehézfém-
szennyezés, sebzés, rovarrdgas vagy -nedvszivogatds, virus-, baktérium- vagy gombafertézés)
kovetkeztében lényeges anyagcsere valtozasok jonnek létre. Ezek egy része a stressz nélkil is
meglévd anyagcsere-utak, -kapcsolodasok, -szabalyozasok modosuldsat, mas résziik 1) gének
aktivalasat kovetd alternativ biokémiai folyamatok sorat jelenti. Szinte valamennyi tipusu (biotikus,
vagy abiotikus) stressz esetében az egyik legjellegzetesebb valasz a reaktiv oxigénformak (ROF)
képzddése, €s a sejten beliili oxidativ mikrokdrnyezet kialakulasa.

Korabban a ROF megjelenésére a ndvényekben egyértelmilen, mint karositd tényezdre

gondoltak. Méra mar tudjuk, hogy jelenlétiik igen szabdlyozott és fontos szerepet tdltenek be
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szamos (elsésorban a H,0,) jelatviteli utban, génexpresszids folyamatokat szabalyoznak (Halliwell
2006; Foyer ¢és Noctor 2009). Ugyanakkor a tulzott mértékli felhalmozddasuk karositja a
makromolekuldkat: nukleinsavakat, lipideket, fehérjéket, szénhidratokat (Foyer et al. 1994),
valamint fehérje oxidaciot, lipid peroxidaciot, nukleinsav és pigment karosodast okoznak. A ROF
novényekben ill. a stresszvalaszok soran betoltdtt komplex szerepét szamos 6sszefoglald, konyv, ill.
konyvfejezet ismerteti (Asada, 2006; Karuppanapandian et al., 2011; Sharma et al., 2012). A
tovabbiakban csupan azokat a szempontokat szeretném kiemelni, melyeket fontosak a dolgozat

szempontjabol.

2.3.1. Reaktiv oxigén formak (ROF) tipusai

Az ¢l szervezetekre gyakorolt hatasukat tekintve a molekularis oxigénbdl, altalaban
fémionok katalizalta folyamatokban keletkezd gyokok a legjelentdsebbek (Candeas, 1989). A
leggyakrabban eléfordul6 ROF a ndvényekben a hidrogén peroxid (H,0;), szuperoxid gyok,
hidroxil gyok, szinglet oxigén, ill. kiilonb6zd szarmazékaik, mint pl. a lipidperoxidok.

A molekularis oxigén két parositatlan, parhuzamos spinii elektronnal rendelkezik.
Gerjesztési energia hatasira a molekularis oxigénbdl szinglet oxigén ('O,) keletkezik. Ez vizes
kozegben koriilbeliil 4 pus ideig van jelen, majd atadja gerjesztési energiajat és endoperoxidokat
vagy hidroperoxidokat hoz 1étre (Knox és Dodge, 1985).

Egy elektron felvételével a molekuléris oxigénbdl szuperoxid-aniongyodk (O;7) jon 1étre. Ez
kozepesen reakcidképes, rovid féléletidejii (2-4ps) ROF, mely nem jut at a sejtmembranon. Jo
redukal6 és gyenge oxidaloszer. Sok autooxidacios reakcidoban keletkezik (Ederva, 2005).

A szuperoxid gyok, H,0,-d4 alakulhat tovabbi elektronfelvétellel. A H,O, kdzepes
reakcioképességli, 1 pus féléletidejii molekula. Enyhén oxidél, de nagy a diffuzios tavolsaga, képes
membranokon keresztiil is diffundalni. Lipidekkel reagalva hidrogén atomok elvonasaval lipid
autooxidaciot indithat el (Vranova et al., 2002).

A legreaktivabb oxigénforma a hidroxil-gyok, amely a Haber-Weiss vagy Fenton reakcid
soran fémkatalizator jelenlétében H,O, keletkezik. Szuperoxid gydk jelenlétében a fémionok
redukalodnak, igy képesek katalizalni a H,O, atalakuldsat hidroxil-gyokké. Mivel a sejtek nem
rendelkeznek olyan enzimmel, amely képes a hidoxil-gyokot elimindlni, ezért fontos, hogy

mennyisége a sejtekben ne legyen sok, mert az sejthalalhoz vezet (Grant €s Loake, 2000).

2.3.2. Reaktiv oxigén formak (ROF) keletkezése a novényi sejtekben

A ROF képzddhetnek a kloroplasztiszokban, mitokondriumokban, peroxiszomakban, a
sejtmembranhoz ill. sejtfalhoz kotott enzimatikus folyamatok révén, valamint a citoplazmaban is. A
kloroplasztisz a legfontosabb helye a ROF képzddésének a novényekben. A plasztiszban miikodd

e
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biztositott. Az elektrontranszport folyamatok zavara (az elektrontraszport komponensek redukalt
allapota a fényenergia hasznositas csOkkenése (triplett allapotti klorofill molekulak képzddése)),
valamint fokozott fotorespiracid kovetkeztében szuperoxid és hidroxil gyokok, szinglet oxigén és
H,0, képzddése figyelheté meg (Edreva 2005). A mitokondridlis elektrontranszport lancban
kornyezeti stresszhatasok kovetkeztében szintén végbemehetnek olyan mellékreakciok, melyek
ROF-at eredményeznek. A mitokondridlis ROF produkcidja azonban sokkal kisebb, mint a
kloroplasztiszokban el6forduld, valamint fokozott fotorespiracio kovetkeztében.

A kiilonbozé helyeken lokalizalt (pl. peroxiszomadk, sejtfal, sejtmembran) oxidazok és
peroxidazok reakciotermékeként, is keletkeznek ROF. Példdul: a peroxiszomakban, a
fotorespirdcioban szerepet jatszo glikolat-oxidaz, vagy a membrankotott NADPH-oxidaz, és

sejtfalhoz kotott peroxidazok katalizalta reakcioban (Mittler, 2002; Edreva, 2005).

2.3.3. Reaktiv oxigén formak (ROF) karosit6o hatasai

A ROF tulzott felszaporodésa a sejtekben oxidativ karosodast indukal. A szabad gyokok és
azok szarmazékai minden molekula csoportot képesek karositani: nukleinsavakat, lipideket,
fehérjéket és szénhidratokat (Foyer et al., 1994). A fehérjéket alkoté aminosavak oxidacidja a
legtobb esetben funkciovaltozast eredményez, ami megnyilvanul pl. enzimek katalitikus helyének
valtozéasa esetén az enzimek aktivitdsanak modosuldsaban, vagy a diszulfid hid kotések atalakuldsai
révén a fehérjék masodlagos és harmadlagos szerkezetének megvaltozdsdban. A lipideket alkoto
telitetlen kettds kotések oxidéacioja lipidperoxidaciot idéz eld, mely lancreakcioszeriien drasztikus
membrankarosodast idéz el a sejtekben. Ez érinti gyakorlatilag az 0sszes membrant, beleértve a
kloroplasztisz tilakoid membranjait, mitokondridlis krisztadkat, a tonopaszt membrant és a
sejtmembrant is. Mindezek karosoddsa visszafordithatatlan membran ateresztéképesség-
novekedéssel jarnak, mely végsd soron a sejt ionegyensulydnak felboruldsédhoz, ill. sejthalalhoz
vezet. Ebben a vakuolum sejtmembranjanak (tonoplaszt) ,lyukacsossa™ valdsa is fontos szerepet
jatszik. A vakudlum rengeteg mérgezd fenol vegyiiletet tartalmaz, és lipid peroxidacio soran ezek
az anyagok a citoplazmaba dmlenek, ahol tovabbi mérgezé anyagok keletkeznek, ami a citoplazma
gyors pusztuldsdhoz vezet (Tausz 2001). A sejthalal jol jellemezhetd az ionkidramlas mérésével. A
modszer az oldatok vezetoképességének valtozasan alapul (Mittler et al., 1996).

A szintén sok telitetlen kettdés kotést tartalmazo fotoszintetikus pigmentek is igen
érzékenyek a reaktiv oxigén gyokokre. Oxidaciojuk klorofill tartalom csokkenést (bleaching)
eredményez.

A kloroplasztisz igen érzékeny a ROF okozta kdrosodésra. A plasztisz fehérjék, lipidek és
fotoszintetikus pigmentek karosodésai a fotoszintetikus apparatus gyors funkcidvesztését idézik eld,

ami ¢érinti a PS II miikodését is (Song et al., 2006; Krieger-Liszkay et al., 2011). A PS II
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aktivitdsanak megvaltozasa jol jellemezhetd klorofill a fluoreszcencia mérésének modszerével. E
modszert széles korben alkalmazzak a fotoszintetikus apparatus miikodésének jellemzésére (Krause
¢s Weiss 1991, van Kooten és Snel, 1990). Stressz koriilmények kozott, beleértve az oxidativ
karosodast is, a fotoszintetikus milkodést jellemzd paraméterek (pl. az Fv/Fm paraméter)
megvaltozasa jol jellemzi az adott novény stresszérzékenységét. (Genty és Meyer, 1994; Baker et
al., 2001; Nebdal ¢s Whitmarsh, 2004; Ralph et al., 2005).

Mindezek mellett természetesen szamos egyéb karosodas is létrejon a ndvényekben ROF
tulzott mértéki képzddése soran, de mivel a dolgozatomban foként a fentebb emlitett folyamatokat

vizsgaltuk, a tobbire most nem térnék ki.

2.3.4. Reaktiv oxigén formak (ROF) jelatviteli szerepe

A ROF-nak sejtkarosito hatasuk mellet szerepiik lehet antioxiddns és mas védekezd
mechanizmusok beinditasdban (Prasad et al., 1994; Grant és Loake, 2000; Shao et al., 2008). A
sejtekben a ROF mennyiségét Osszetett antioxidans védekezd mechanizmusok szabalyozzak.
Egyrészt megakadalyozzdk a ROF felhalmozdodéasat, masrészt a kis koncentraciovaltozasok
szabalyozasat teszik lehet6vé.

Kimutattdk a ROF szerepét szamos jelatviteli Gtban (Foyer et al., 1997; van Brensegem et
al., 2001; Neill et al., 2002). Kiilsdleg adott abszcizinsav hatasara megnd a H,O, mennyisége, igy a
kiilonboz6 abszcizinsav-hatasok kozvetitésében szerepet jatszhat a H,O, (pl: Katl expresszio, vagy
a sztomazarodasi indukcio).

Az 6zon-indukalt sejthalalt H,O, felhalmozdodas el6zi meg dohény, paradicsom ¢és nyir
fajokban, mig Arabidipsis, Rumex és Malva fajok esetében a felhalmozddo reaktiv oxigénforma a
szuperoxid-gyok (Wohlgemuth et al., 2002). Szojabab esetében a sejthalal indukcidjaban a NO és a
H,0, ardnya volt a dont6 (Overmyer et al., 2003).

A hidrogén-peroxid kiillonb6zd stresszhatasok kovetkeztében aktivalodo jelatviteli utak
kozos komponense, igy szerepe lehet a kereszttolerancia kialakulasaban (Pastori és Foyer, 2002).
Kereszttoleranciardl akkor beszéliink, hogyha egy bizonyos stresszre tolerancia alakul ki a
ndvényben, és tovabbi, egyéb stresszorral szemben is nagyobb ellenallo-képességet mutat (Shaaltiel

et al., 1988; Pastori és Foyer, 2002).

2.3.5. Védekezo mechanizmusok

Az oxidativ stressz kifejezés olyan sejtallapotra vonatkozik, amelyben a ROF koncentracioja
megemelkedik. Kialakulasdhoz az oxidativ koriilményeket kivaltdé mechanizmusok, feltételek
(biotikus vagy abiotikus stresszorok) felerdsodése, valamint az ROF-kat eliminald antioxidans
védelmi rendszer mikodése kozotti finom egyensuly felboruldsa sziikséges (Cadenas 1989;

Scandalios, 1990; Smirnoff, 1998; Apel és Hirt 2004; Diaz-Vivancos et al., 2006). A sejtszintii
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stresszvalasz 1ényegében ezen elemek aktivitdsanak megvaltozasa. Stressz hatasara nem egy Uj
védekezd rendszer alakul ki, hanem egy mar meglévd rendszer aktivitasa valtozik meg. Amikor
stressz hatdsara felbomlik az egészséges sejtben fennallo reaktiv oxigéngyokok és az antioxiddnsok
kozotti egyensuly a ROF talsulyba keriinek, ami sejthalalt indit be (Kiraly 2002).

Az antioxidans védekezOrendszert enzimatikus és nem eznimatikus komponensekre
kiilonithetjiik el (Foyer et al., 1994; Noctor ¢és Foyer, 1998; Meneguzzo et al., 1999). A nem
enzimatikus rendszert antioxidans tulajdonsagu vegyiiletek alkotjak, melyek lehetnek vizoldhatok,
mint példdul a glutation (GSH, vy-glutamil-ciszteinil-glicin) és az aszkorbinsav, illetve a
lipidoldhatok, mint példéul az a-tokoferol, vagy a f-karotin. Az enzimatikus elemek koziil szamos a
ROF atalakitasat végzi, mig az aszkorbat-peroxidaz (APX) és a glutation-reduktaz (GR) az elébbi
szuperoxid-dizmutdz (SOD) kozvetleniil a szuperoxid-aniongyok, mig a katalaz (Cat) hidrogén-

peroxid semlegesitésében vesz részt (Dat et al., 2000).

Szuperoxid dizmutdz (SOD)

A szuperoxid-dizmutazok fém-tartalma enzimek. Minden aerob szervezetben megtalalhatok,
novényekben a fém kofaktor alapjan harom tipust azonositottak: Cu/Zn-SOD, elsdsorban a
citoszolban de a kloroplasztisz sztroméjaban és a peroxiszomakban is megtalalhaté; Mn-SOD,
mitokondriumban ¢€s a peroxiéomakban, Fe-SOD, kloroplasztiszban azonositottdk, de nem minden

esetben (Bowler et al., 1992, 1994; Bueno et al., 1995). Az enzimek a szuperoxid gyok

crer

Aszkorbat-glutation ciklus

A kloroplasztiszban nincs kataldz aktivitas, igy az ott keletkezd H,O,-t az Gn. aszkorbat-
glutation ciklus semlegesiti. A folyamat elsd 1épéseként a keletkezett H,O, a kloroplasztiszok
sztroméjaban lokalizalt APX vizzé redukdlja mikdzben az aszkorbinsavbol monodehidro-
aszkorbinsav keletkezik. A monodehidro-aszkorbinsav egyrészt spontan aszkorbinsavva ¢s
dehidroaszkorbinsavval  diszproporcionaldédik, masrészt a NADPH-fliggd monodehidro-
aszkorbinsav-reduktdz segitségével kozvetleniil aszkorbinsavva alakulhat. A diszproporcid soran
keletkezett dehidroaszkorbinsav redukciojat a dehidroaszkorbinsav-reduktdz végzi redukalt
glutation (GSH) hidrogénjeinek karara. Az igy keletkezett oxidalt glutation (GSSG) redukcidjat a
GR enzim végzi NADPH felhasznaldsaval (Smith et al., 1988; Inzé és Van Montagu, 1995).
A rendszer enzimei és szubsztatjai mas sejtkompartmentekben is megtalalhatok (Klaphcek et al.,
1990). Az APX izoenzim aktivitdst mutattak ki a kloroplasztiszon kiviil a citoplazmaban és az
apoplasztban. Az enzim alacsony pH optimuma arra enged kovetkeztetni, hogy a sejt savas

részeiben mukodik leghatékonyabban, igy pl. a vakuolumban, illetve az apoplasztikus térben
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(Asada, 1992). Bar a GR aktivitas f6 helye a kloroplasztiszban van (Bielawska és Joy, 1986), GR
aktivitast azonositottak mitokondriumban ¢és a citoszdlban is (Foyer et al., 1991). A GR szerepe
sejt redox allapotanak kialakitasaban, ami kozponti jelentdségli a génexpresszids szintli védekezd

folyamatok szabalyozasaban (Szalai et al., 2009; Potters et al., 2010; Foyer és Noctor, 2011).

Katalaz

A katalaz az egyik legjelentésebb H»O, semlegesitd enzim. A H,O, vizzé és oxigénné
torténd atalakitasat katalizalja. A novényekben a peroxiszoOmakban, a glioxiszomakban és —
kukorica esetében — a mitokondriumokban talalhaté meg (Salin, 1987; Scandalios, 1990; Willekens

etal., 1997).

Glutation-S-traszferaz

A GsT nem tekintheté antioxidans enzimnek, mivel kozvetleniil nem reagdl a szabad
gyokokkel. FO feladata, hogy az elektrofil és hidrofil komponenseket kapcsolja a glutationhoz, igy
segit a sejt méregtelenitésében. Tobb izoformdjat azonositottak (Mauch és Dudler, 1993). Aktivitasa
tobb esetben nétt herbicidek ill. herbicidek hatasat semlegesitd vegyiiletek hatasara (Dean et al.,
1990), oregedés ill. etilén kezelés hatdsara (Meyer et al., 1991) tovabba auxin kezelés esetében

(Takahasi és Nagata, 1992).

Ezen enzimek aktivitdsainak megvaltozadsa mutathatd ki szdmos abiotikus (pl. hideg, szarazsag, so,
herbicidek, nehézfémek) stressz soran (Smith et al., 1989; Mitusko et al., 1991; Foyer et al., 1991;
Kocsy et al., 2000, 2001; Pal et al. 2005; Szalai és Janda, 2009). Vizsgalatok sora igazolta, hogy a
kiilonb6z6 stressztiirésii novényekben az antioxidans enzimek aktivitasai kiilonbozdek (Kocsy et al.,

2001; Gill és Tuteja, 2010).

2.3.6. Oxidativ stresszt indukald vegyiiletek

A tovabbiakban roviden ismertetném azokat a ROF-kat képzd vegyiileteket és hatasukat,
melyeket a munkank soran felhasznaltunk.
Paraquat (Pq)

A Pg-tal oxidativ stresszt lehet el6idézni, ezért a kutatok széles korben alkalmazzak a
laboratériumi stressz-vizsgalatoknal.

A Pq (1,1’-Dymethyl-4,4’-bipyridinium vagy N,N’-dimethyl-L,L’-dipyridylium; vagy
methyl vilogen): [C1,H4N2]*") egy totalis (nem szelektiv) kontakt hatdsu gyomirtd szer. Elsésorban

novényekre hat, de toxikus az emberre, allatra és egyéb mas nem fotoszintetizald organizmusra is
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(Preston, 1994; Li, 1998). Bar emberre is rendkiviil veszélyes, mégis tobb orszagban hasznaltak és
még jelenleg is hasznaljdk gyomirtd szerként. Fitotoxikus hatdsa annak tulajdonithato, hogy
alacsony redoxipotencialll agens 1évén a fotoszintetikus elektrontraszport lancban a PSI redukalo
oldalan az FeS, az elektront atvéve a természetes elektrontranszport Utrol eltériti és azt molekularis
oxigénre juttatva szuperoxid anion gyokoket general (Bowyer és Camilleri, 1985; Kunert és Dodge,
1989; Fujii, 1990). A szuperoxid gyok ¢€s a beldle keletkezd, tovabbi ROF feleldsek kozvetleniil a
fitotoxikus hatasaiért (Babbs et al., 1989), mikdzben ezek a molekulak képzddnek a Pq visszaalakul
eredeti allapotaba. Ennek kovetkeztében hidba miikddik az elektron 4tadd lanc, a NADPH redukcio
¢s a fotofoszforilacido nem megy végbe, a Calvin-ciklus enzimei gatlodnak (Dodge, 1994).

A reakcio folyamatos ismétlddése oxidativ stresszt idéz el a levelekben, ami klorofill degradaciot,
membran-karosodast, és végiil a levelek elszaraddsat okozza. A paraquat fény hidnyéban is toxikus,
de ennek hatdsmechanizmusa még nem ismert. Feltételezhetd, hogy fény hidnydban a Pq
masodlagos hatdsa érvényesiil, azaz a mitokondrialis I. és IL.: komplex szolgél elektron donorként a

szuperoxid gyok képzodéséhez (Cochemé és Murphy, 2008).

Metionin egységnyi riboflavinnal (MR)

A metionint a molekularis oxigén elektrondonor tulajdonsdga miatt hasznaltdk néhany
kisérletben. Kimutattdk, hogy metionon kezelés hatasara riboflavin (fényérzékenységet okozo
anyag) jelenlétében torténd megvilagitas mellett ROF halmozodnak fel, egylittes alkalmazasuk

soran alapvetden befolyasoljak a fotoszintézist, H,O, generalnak (Bray et al., 1993).

Menadion (MD)
A menadion szuperoxidokat general. Féként a citoplazmatikus folyamatokra gyakorol
drasztikus hatést, tovabba sejtmag-degradaciot is okoz a sejtciklus-szabdlyozés gatlasa altal (Thor et

al., 1982; Prasad et al., 1994; Reichheld et al., 1999).

terc-butil hidroperoxid (t-BHP)

A t-BHP egy lipid hidroperoxid, ami a telitetlen lipidmolekulak autooxidéaciojat indukalja
(Bouvier et al.,, 1998). Mivel a szerves butilhidroperoxid erdsen hidroféb, kénnyen éthatol a
membranokon, és elsdsorban a lipofil molekuldkat (telitetlen zsirsavak, kettds kotésti pigmentek,
klorofillok, karotenoidok) karositja. Ennek kovetkeztében a membranok, ill. telitetlen membranhoz
kapcsolodo molekuldk degradalodnak. Ezaltal a --BHP nagymértékben képes kdrositani a tilakoid
membranrendszert, valamint hatdsara jelentds mértékben csokken a klorofill (a+b) és a karotinoid

tartalom (Bouvier et al., 1998).
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Ezek a vegyiiletek a sejtek redox rendszereit alapvetéen befolyasoljak egyrészt a
fotoszintézis folyamatainak megvaltoztatasa révén (Pq, MR), masrészt a sejtciklus szabalyozas
befolyasolasa altal (MD) illetve sejtmembranok lipid alkotérészének kérositdsaval (--BHP). A Pqg-
on kiviil nem taldltunk szakirodalmi adatokat arra vonatkozoan, hogy a fentiekben felsorolt
vegyiiletek milyen toxikus hatast gyakorolnak az in vitro tenyésztett novényi sejtekre, illetve azok
alkotorészeire. Egyaltalan nem talaltunk szakirodalmi adatokat, hogy ezeket a szelekcids dgenseket

hasznaltak volna in vitro mikrospora szelekciora.

Mindezen szakirodalmi adatok idokoltak a dolgozatom célkitiizéseit, és a célok elérése

érdekében az Anyag és Mddszer fejezetben bemutatasra keriild kisérleteket végeztiik el.

39



40

DOI: 10.14751/SZ1E.2013.063



DOI: 10.14751/SZ1E.2013.063

3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Mikrospora eredetii novények eldallitasa és az in vitro szelekcio6

3.1.1. Donor novények nevelése

A kisérletek alapanyagdul egy kinai eredetii, jo haploid indukcios képességgel (ez tobb év

atlagaban ~50% portok véalaszadd képességet jelent amit sajat tapasztalatbol tudunk) rendelkez6 F,

hibrid (A18) szolgalt, melynek sziilépartnerei is portok kultirdbdl szdrmazd, egzotikus eredetii

kukorica DH vonalak (DH240xDH314). Azért ezt a hibridet valasztottuk tgynevezett modell

genotipusnak, mert megbizhatéan j6 haploid indukcids és novényregeneracios eredményeket ad,

valamint nagy a spontan rediplidizacios képessége (nagy spontan rediploidizacids képesség ~43%

Jager et al., 2005a,b), ami azt jelenti, hogy a kromoszoma duplikalédasahoz nem feltétleniil

szilkséges antimitotikus szereket (pl. kolhicin) alkalmazni. A modellkisérletet kdvetden, jo

agrondmiai tulajdonsagokkal rendelkezd F; hibrideket vontunk be a szelekcids kisérletekbe, melyek

a kovetkezok voltak:

DH109x0Oh43
DH105xHMv5405
DH109xSR88
HMv5405xDH105
DH109xHMv5405
DH141xGL62
DH62xGL62

Az F, hibridek sziilékomponenseinek eredete ¢s a nemesitésben valo felhasznalasa:

A DHI109 genotipus 100%-ban egzotikus eredetii. A Chi 592 kinai eredetii vonal ,,per se”
szelekcioval kivalasztott kozvetlen DH leszarmazottja.

A DH 105 jo6 androgén kapacitassal bir, jol 6rokiti az androgén valaszadd képességet.
Sziilokomponensei: SR88xChi592.

A DHG62 sziilékomponensei: DH105xHMv5405.

DH141szol6komponensei: (HMV5405xDH109)xHMv5405.

Az SR88 egy szulfonilurea rezisztenciara szelektalt vonal.

Az Oh43 egy régi (1949-ben bejegyzett, G.H. Stringfield ltal, az Ohioi Kisérleti Allomason
allitottak eld (Troyer, 1999)) de a nemesitésben napjainkban is gyakaran felhasznalt
beltenyésztéses vonal amelyet szomatikus (éretlen embrid eredetil) szovettenyésztésben is

alkalmaznak.
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e A HMv5405 egy martonvasari elit beltenyésztéses vonal, amely szovettenyésztésre nem jol
reagal, tobb martonvasari kereskedelemben 1évd hibrid sziilékomponense. Az 1990 évek
kozepén allitottak eld, kimagasld értékli lodent rokonsagi korhoz tartozik. Napjainkban is
hasznaljak szamos kereskedelmi értékii hibrid eléallitasdban.

e A GL62 vonal kitliné kombinal6do képességgel rendelkezik; egyedisége, hogy hordozza a
Lfyl (leafy) gént ami a csdizesiilés feletti tobblevelliségért felelds gén, igy gyakran szerepel

martonvasari silohibridekben.

A donornévények magjait Conviron TCL tipust csiraztaté szekrényben (Controlled
Environments Ltd, Winnipeg, Kanada) 26 °C-on Petri csészében (10 mag/csésze) sziirépapiron,
steril vizben csirdztattuk. Ot nap mllva a ndvénykéket 20 literes vodrokbe iiltettiik
(viragfold:Vegasca:homok 3:1:1 aranyu keverékébe), és novényneveld kamraban (Conviron GB-
48) neveltiik a kovetkezd klimatikus feltételek mellett: 18/15 °C-os nappali/éjszakai homérséklet,
16 oras 200 uE m™ s fotoszintetikusan aktiv sugarzas (PAR), 80%-os relativ paratartalom. A
homérsékletet 2 hetente 2-2 °C-kal emeltiik, amig el nem érte a 22/20 °C-ot. A vilagitast Tungsram
izzo6k biztositottak. A portok kultardhoz sziikséges cimerek begylijtése a cimerhanyas eldtt
kezdddott, amikor a virdgzat mar jol kitapinthato volt a 3 felsd levélen keresztiil (3. dbra:1 kép). Ez
a csirazastol kb. 75+4 napra kovetkezett be. Ebben a fenoldgiai fazisban a portokok mar kozépso
stadiumu egysejtmagvas mikrosporakat tartalmaztak, amit karmin-ecetsavas festéssel (Alexander,
1969) ellendriztiink. A fiatal cimereket a borito leveleikkel egyiitt aluminium féliaba csomagoltuk,
¢és a sporofitikus fejlédés indukcidjahoz sotétben 7 napig 7 °C-on torténd eldkezelésnek vetettiik

ala.

3.1.2. Portok kultura és novényregeneralas

A portok tenyésztést a Sejtbiologiai Osztalyon korabban kidolgozott, Barnabas (2003) altal
leirt protokoll szerint végeztiik, 1épéseit a 3. abrdn mutatom be. Roviden, a hideg eldkezelést
kovetden, minden cimerag kozepébdl 1-3 izolalt portokbdl gyorsprepardtumot készitettiink és
fénymikroszkop alatt Gjra meghataroztuk a mikrospordk fejlettségi allapotat. Tenyésztésre csak
azokat a cimeragakat hasznaltuk fel, melyek kozéps6 vagy kései egysejtmagvas mikrosporakat
tartalmaztak. A kivalogatott cimeragakat 70%-os etanollal mostuk, kereskedelmi hypo 20%-o0s
oldataval - detergens (Tween 20) hozzaadéasaval - sterilizaltuk 20 percig, ezutdn haromszor mostuk
steril vizzel. Az felhasznalt taptalajokat autoklavozéssal sterilizaltuk 20 percig, 121 °C-on. A
portokokat aszeptikus koriilmények kozott, moddositott Yu Pei (Genovesi és Collins, 1982;
Barnabas, 2003) (2. tablazat, 3. abra: 5. kép) taptalajra helyeztiik, 4 Petri csészénként 500 db-ot. A
portok tenyészeteket sotétben 29 °C-on 80%-os relativ pdratartalom mellett inkubaltuk kb. 1
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hénapig. Az indukaloédott embrid- (3. abra: 6. kép) ill. kallusz-szerti (3. abra: 7. kép) struktarakat
megszamoltuk, és modositott N regeneracios taptalajra (Chu, 1978; Barnabas, 2003) (2. tablazat és
3. abra: 8. kép) helyeztiik dket. Az athelyezett strukturdkat 26 °C-on 16 6ras megvilagitas mellett 50
pumol m® s PAR fényintenzitison tenyésztettik tovabb, mindaddig, amig megfelelé (0,5 cm)
gyokérrel és hajtassal nem rendelkeztek. Ezutan a ndvénykéket atraktuk 2%-os cukrot tartalmazé
hormonmentes NgO; taptalajra (3. abra: 9. kép) (Barnabds, 2003) 0,2 1 iivegekbe, és addig neveltiik,
amig megerdsodtek. A legalabb 5 cm-es hajtassal és megfelelden fejlett gyokérzettel rendelkezd
novénykéket 5 cm atmérdjii tapkockaba {iltettiik (Jiffy Products International AS Ltd., 2. abra: 10.
kép), ¢és folidval takartuk le. Ez a ndvénynevelés legkritikusabb Iépése, mert konnyen
kipusztulhatnak a nodvények. Naponta tobbszori szelloztetéssel adaptaltuk a ndvényeket a
klimakamraban 1év6 70%-os relativ paratartalomhoz, ami kb. 3 hetet vett igénybe. Az adaptacios
szakasz utan novényneveld kamraban neveltiik fel a ndvényeket a kukoricaneveléshez hasznalt
»BK” novényneveld programon (Tischner et al., 1997). Megfigyeltik a novények fejlodését,
virdgzasat, ¢és Ontermékenyitettiik oket (3. abra: 11. kép). Csak azokat tekintettiik fertilisnek,

amelyek sajat onbeporzasbodl legalabb egy szemet produkaltak (3. abra: 12. kép).
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mYP N6 N6 01
mg/l mg/1 mg/l
KNO; 2500 2830 2830
NH4NO3 165 - -
(NH4)2-SO4 - 463 463
CaCl,2H,0 176 166 166
KH,PO4 510 400 400
MgSO4- 7TH,O 370 158 158
ml/l ml/l ml/l
FeNa,EDTA 10 10 10
N, vitaminok+glicin - 10 10
MS mikroelemek (Murashige és Skoog, 1962) 10 10 10
mg/l mg/1 mg/l
L-aszpragin 150 - -
Myo-innozitol 100 - -
Thiamine-HCL 0,5 - -
2,3,5- TIBA 0,1 -
IAA - - 1
Kinetin - 0,5 2
NAA - 1 -
Casein 500 500 500
g/l g/l g/l
Szachar6z 120 40 20
Aktiv szén 5 - -
Gerlit 2 - -
Agar - 6 6
pH 5.8 5,8 5,8

mYP: Genovesi és Collins, (1982) altal leirt YP taptalaj alapjan modositott taptalaj (Barnabas,

2003)
Ne: Chu (1978) altal leirt taptalaj

NsO;: hormonmentes és 2 %-os cukrot tartalmaz6 N taptalaj (Barnabas, 2003)

Az indukcios és regeneracios valaszok jellemzéséhez az alabbi mutatokat figyeltik meg és

szamoltuk ki:

e Portok valasz: leoltott portokok koziil hany szazalékan talalunk MES-t.

e Embri6 indukcid: 100 leoltott portokrol képzodott MES szama (darabban adjuk meg).

e NoOvény regeneracids %: a képzodott MES hany szazalékabol fejlodott kisnovény.

e Embrid :

kallusz: morzsalékos MES (3. abra: 7. kép).
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3. abra 1-7: Indukcids fazis (1-7): A cimer begyiijtésével kezdodik (1.), amit 7 napig 7 °C-on az elokezelés kovet (2). Ezalatt a MS elérik a kései egysejtmagvas allapotot (3, 4).
Sterilizalast kovetéen a portokok indukcids taptalajra keriilnek (mYP) (5). A portokok sététben, 29 °C-on, 80%-os relativ paratartalom mellett 4 hétig inkubalédnak, majd amikor
megjelennek a mikrospora eredetii struktirak, [embrio (6) kallusz (7)] regeneracios taptalajra keriilnek.

10.

3. abra 8-12: Regeneracios és novénynevelési fazis (8-12). Ebben a fazisban a MES-ak regeneracios taptalajra(Ne) kertilnek (8). A tenyésztés fényen, 26 °C-on,
70%-os relativ paratartalom mellett torténik. Amikor a ndvénykék hajtassal és gyokérzettel rendelkeznek, csokkentett cukor és hormon tartalmu taptalajt(NeO,)
tartalmaz6 livegbe keriilnek (9). Amikor megfeleld hajtassal és gyokérrel rendelkeznek a ndvények tapkockaba (10), majd vodorbe keriilnek és ndvényneveld
kamraba (11) ontermékenyitéssel 1étrejon a DHy cs6 (12).
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3.1.3. In vitro szelekeio

Az in vitro szelekcid megvaldsitasahoz kiilonb6zé koncentracidban alkalmaztunk ROF-at
generald vegyiileteket mind az indukcios, mind pedig a regeneracids taptalajban (Ambrus et al.,
20006).

Ezek a kovetkezok voltak:
» paraquat (methyl viologen, Sigma M-2254) 0,5, 1, 5 és 10 uM koncentracidoban (Pq),
» L-metionin (Reanal) megegyez6 mennyiségii riboflavinnal kombinalva (Sigma R-4500)
1, 10, 50 és 100 uM koncentracidban (VI1),
» menadion (Sigma M-5625) 10, 50, 100, és 1000 uM koncentracidéban (11)),
» tert-butyl hydroperoxid (Merck S2676045) 100, 1000, és 10000 uM koncentracidban (7-
BHP).

A szelekcios adgenseket steril sziirdn (Millipore filter 0,45 um 4tmérdjii) keresztiil adagoltuk
a mar kihiilt, de még folyékony allagu taptalajhoz. A MD 96% etanolban, mig a riboflavint 1 M
NaOH-ban oldottuk fel. A MR tartalmu taptalajra oltott portok tenyészeteket fényen inkubaltuk.
Kezelésenként 5000-8000 portokot oltottunk taptalajra (3. tablazat).

3.1.4. Citologiai és szovettani vizsgalatok

A citologiai és szovettani vizsgalatokat 7 ill. 30 napos portok kulturabol szarmazo
mikrosporakon ill. mikrospora eredetli embrio- vagy kallusz-szerti strukturakon (MES) végeztiik.
Minden kezelésb6l 15-15 portokot vizsgaltunk, és a festéseknél mintdnként 10 véletlentil
kivalasztott latoteret értékeltiink. A vizsgdlatokat Olympus BX 51-es kutatdé mikroszkoppal
végeztik, és Olympus Camedia C-3030 digitalis fényképezdgéppel rogzitettiik az eredményeket.

A mikrospérak életképességét fluoreszcein diacetat (FDA, Serva 21575) festéssel
(Widholm, 1972) allapitottuk meg. A portokokat targylemezre helyeztiik, és 200 ul 0,3 M mannitol
oldatban maceraltuk. A festéshez az FDA torzsoldatbdl (2 mg/ml 100%-os aceton) 10 ul-t 1 ml 0,3
M mannitol oldatba tettiink, majd ebbdl egy cseppet adtunk a mikrosporakhoz, és fedélemezzel
letakartuk.

A sejtmagok és az embriofejlddés vizsgalatat 4',6-diamidino-2-phenylindol (DAPI) festéssel
végeztiik (Vergne et al., 1978). A festés soran 100 pl 0,1%-o0s Triton X-100 tartalma 1 pg/ml DAPI
oldatot adtunk a mannitolban 1évé mikrosporakhoz, majd fed6lemezzel letakartuk. Megfigyeltiik,
hogy a kukorica mikrosporainak festéséhez 5-10 perc festési id6 sziikséges. Mindkét festési
eljarashoz a fent emlitett kutaté mikroszkopot hasznaltuk.

A szOvettani vizsgéalatokhoz a 30 napos portok kulturdbdl szadrmazd struktirakat

mugyantdba agyaztuk. Ehhez a Spurr, (1969) altal leirt protokoll szerint a mintdkat 2,5%-0s
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glutaraldehidet tartalmazé 0,1 M foszfat pufferben (pH 7,2) 2 napig 4 °C-on fixaltuk, majd 2x 40
percig mostuk 0,1 M foszfat pufferben, ezutdn 5%-o0s ozmium tetra-oxidban fixaltuk, majd 2 x 40
perc foszfat pufferes mosés utan a viztelenitési procedira kdvetkezett szobahdmérsékleten: 25%-os
etanol (30 perc), 50%-os etanol (30 perc), 70%-o0s etanol (egy éjszakan at), 90%-os etanol (30 perc),
96%-o0s etanol (30 perc), 100%-os etanol (2 x 30 perc). Ezutan a gyantaba valo beagyazast 4°C-on
végeztiik: Spurr gyanta és alkohol 1:3 aranyu elegyében 16 oran at, Spurr gyanta és alkohol 1:1
aranyu elegyében 16 oran at, majd Spurr gyanta és alkohol 3:1 aranyu elegyében 16 6ran at. Végiil
tiszta Spurr gyantaban 3 napig taroltuk a mintakat, majd minden egyes mintat felcimkézve szilikon
mintatartoba raktunk, és 2 napig 60-70 °C-on szaritdszekrényben polimerizaltunk.

A mintak félvékony (1,0 um) metszését Reichert-Jung Ultracut E ultra mikrotommal (Leica
Mikrosysteme, Bensheim, Germany) végeztiikk. A fénymikroszkopos vizsgalatokhoz a metszeteket
0,5%-os toluidin kék oldattal festettiik. A festéshez a metszetekre Toluidin kék oldatot (Sarkany és
Szalai, 1957) cseppentettiink, majd metszetmelegitén 20 masodpercig melegitettiik a mintat, végiil
desztillalt vizzel lemostuk a festéket. A metszeteket szdradas utdn DEPEX-szel fedtiik le és a fent

emlitett fénymikroszkdppal vizsgaltuk, majd digitalis fényképezdgéppel dokumentaltuk.

3.2. DH; utodnovények eloallitasa, novényfiziologiai és biokémiai tesztelése

3.2.1. DH; utodok felnevelése

A fitotronban felnevelt DHy novények ontermékenyitésével eldallitott szemtermését a fent
emlitett médon csirdztattuk és ndvényneveld kamraban neveltiik fel a DH; novényeket a fiziologiai
vizsgélatokhoz (Id. 3.1.1.). Vizsgélatainkat a mar teljesen kifejlodott, de még az dregedés jeleit nem

mutatd leveleken a 4. dbran bemutatott fenoldgiai fazisban végeztiik, és a virdgzas elétt befejeztiik.

4. abra: A fiziologiai vizsgalatokhoz felhasznalt ndvények.
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A fizioldgiai és biokémiai tesztekbe bevont genotipusok az alabbi taptalajrol szarmaztak:
A18 hibrid esetében:
e 0,5 uM Pq: P1, P3, P4, P6, P7, P10, (tovabba P8, P9, P11, P13 amelyek magjai nem
csiraztak ki, ezért ezeket nem tudtuk tesztelni).
e 1 uMPq: P2,P5, P12, P14 és P15.
H1 hibrid esetében:
e 0,5uM Pq: P1, P3, P4, P6, P7, P10, P12, P13, P14, P15.
e | uM Pq: P2, PS5, P§, P9, P11, P16.
H2 hibrid esetében:
e 0,5uM Pq: P3, PS5, P7.
e 1 uM Pq: H1, H2, H4, Hé6.
H3esetében:
e 0,5uM Pq: H1, H2, H4, He.
e 1 uM Pq: H3, H5.

3.2.2. A novények kezelése

A ndvények oxidativ stressz-tolerancidjat Usztatasos kisérletekben vizsgéltuk. Ehhez a
novényekbdl 1,3 cm atmérdji levélkorongokat vagtunk ki dugéfurdval, melyeket 50 uM Pq
tartalmu Tris-HCI (50 mM, pH 7,6) oldatokban (1 ml/levélkorong) usztattuk. A kontroll kezelés
nem tartalmazta a Pq-ot. A leveleket kontroll ill. Pg-ot tartalmaz6 oldattal val6 infiltralas utan 4 ill.
24 6raig usztattuk 400 pmol m™ s PAR megvilagitas mellett (Darké et al., 2009). Az igy kezelt

leveleket hasznaltuk a fiziologiai és biokémiai mérésekhez.

3.2.3. A klorofill a fluoreszcencia indukcio mérése

A levelek klorofill a fluoreszcencia indukcids paramétereit PAM 2000 fluoriméterrel (Walz,
Pq tartalmu pufferben (Id. 3.2.2.), majd 30 perces sitétadaptalds utan elészor meghataroztuk a
levelek minimalis fluoreszcencia értékét (Fy), majd a maximalis fluoreszcencia (F,) mérése
kovetkezett, amelynek gerjesztése 2000 umol m?s"' PAR értéket meghalado 1,0 s id6tartamt fehér
fény felvillanasaval tortént. A mért paraméterekbol meghataroztuk a II. fotokémiai rendszer (PS II)

optimalis kvantum hatéasfokat (F,/F.,), ahol F,/Fy,= (Fi,-Fo)/Fy, (van Kooten €s Snel 1990).

3.2.4. A Klorofill (a+b) tartalom meghatarozasa

A mintak 24 6rés kezelése utan spektrofotometrias modszerrel meghataroztuk klorofill (a+b)

tartalmukat (Lichtenthaler, 1987). Minden kisérlethez 3-3 levélkorongot hasznaltunk, amelyeknek

48



DOI: 10.14751/SZ1E.2013.063

megmértiik a tomegét, majd 2,5 ml 80%-os acetonnal extrahaltuk a pigmenteket. A mintakat 3000
fordulat/perc fordulatszamon 5 percig 4 °C-ra hiitétt HARRIER 18/80R centrifugaban
centrifugaltuk. A feliiluszot leontottiikk, az iiledékhez 2,5 ml 80%-os acetont adtunk, é&s
centrifugaltuk a fentiek szerint. A feliiliszokat 6sszegytijtottiik, és 80%-os acetonnal feltoltottiik 10
ml végtérfogatra. Ezeket a lépéseket sotétitett helységben végeztiikk, a mintakat végig sotétben,
jégen taroltuk, és a feltarast kovetd 1 oran beliil lemértik. A méréseket Cary-100 UV-Vis
spektrofotométerrel (Varian, Mulgrave, Australia) végeztik, 646,8, 663,2 ¢és 750,0 nm
hullamhosszokon. A kapott eredményekbdl a klorofill (a+b) tartalmat pg/g friss tomegre
vonatkoztatva hataroztuk meg (Lichtenthaler, 1987).

3.2.5. Az ionkiaramlas mérése

Az ionkiaramlas meghatarozasa a levélkorongok 24 oran keresztiil torténd Gsztatdsa utan az
oldat ionvezetd képességének mérésével tortént. A vizsgalatokhoz 30-30 levélkorongot (30-30 ml)
oldatot hasznaltunk kezelésenként. Az oldat ionvezetd képességét Automatic Saeed Analyser

ASAG610 (Agro Sciences, USA) tipusti konduktométerrel mértiikk meg (Darko et al., 2009).

3.2.6. Rezisztencia faktorok szamitasa

Az adatok koénnyebb értékelhetdsége és a DH vonalak jobb 6sszehasonlithatésaga érdekében
a fizioldgiai mérések eredményeibdl rezisztencia faktort (Rf) szamitottunk.
Viszonyitasként a nem szelektalt DH genotipust hasznaltuk, melynek Rf értéke 1. Az ennél
magasabb Rf érték azt mutatja, hogy az adott (szelektalt) vonal nagyobb tolerancidval rendelkezik a
Pq okozta oxidativ stresszel szemben a viszgélt paraméter tekintetében, mint a nem szelektalt DH
genotipus. Minél nagyobb ez az érték, annal nagyobb az adott vonal oxidativ stressz-toleranciaja.
Klorofill a fluoreszcencia indukcids paraméter rezisztencia faktoranak meghatirozédsa az
alabbi képlet alapjan tortént:
Rffvim = Py[(FVv/Fm)py/ (Fv/Fm)p)/ DH[(Fv/Fm)py/ (Fv/Fm)p]
Ahol Fv/Fm = a PS II optimalis kvantumhatéasfoka, [(Fuax-Fo)/Fmax lasd: 3.2.3. pont]
DH = nem szelektalt (kontroll) DH vonal,
Py = Pq -tal szelektalt genotipusok,
P = usztatasos kisérletben pufferben mért érték,
Pq = Pq tartalmu oldatban mért jellemz6 értékek.
Vagyis a Pq tartalmu oldatban kezelt levélkorongokon mért Fv/Fm paraméter értékét osztottuk a
kontroll (pufferben) koriilmények kozott tartott levélkorongokon mért Fv/Fm értékével. A
rezisztencia faktrort az egyes Pq-tal szelektalt genotipusok, ill. a nem szelektalt DH (kontroll)

genotipus igy szdmolt eredményeinek hdnyadosa adja.
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A klorofill tartalom eredményei alapjan szamolt rezisztencia faktor meghatarozéasa az alabbi képlet
alapjan tortént:
Rfki, = DH(Klop-Klopg)/Px(Klop-Klop,),
Ahol Klo = a levélkorongok klorofill (a+b) tartalma (pg/g friss stilyban).
Az ionkidramlas mérésének eredményei alapjan szdmolt rezisztencia faktor meghatarozéasa
az alabbi képlet alapjan tortént:
Rfionvez = DH(ionvezpg-ionvezp)/Py(ionvezpg-ionvezp),
Ahol ionvez. = az oldat ionvezetd képessége, melybe a levélkorongokat helyeztiik.
Az utobbi két esetben a képletek tovabbi értelmezése és roviditései az Fv/Fm leirasanal

megegyezOk (lasd fent).

3.2.7. Antioxidans enzimek aktivitasanak mérése

Kontroll és Pq kezelt levélkorongokon megmértiik egyes antioxidans enzimek aktivitasat.
Ezek a szuperoxid-dizmutaz (SOD), a glutation reduktaz (GR), a glutation-S-transzferaz (GST), az
aszkorbat peroxidaz (APX), és a kataldz (Cat) enzimek voltak. Négy oras usztatasos kezelés (1d.
3.2.2.) utén a levélkorongokat dorzsmozsarban eldorzsoltiik 1:5 (mg minta/ml puffer) ardnyban
alkalmazott preparaléo pufferrel (100 mM Na-K foszfat puffer, pH 7,5, 0,2 mM
dietiléntriaminpentaecetsav, 4%-os polyvinylpolypyrrolidon, Sigma P-6755). A homogenatumot
Eppendorf™ csdvekbe t5ltéttiik, majd 15000 fordulat/perc fordulatszamon 20 percig centrifugaltuk
4 °C-ra hatott HARRIER 18/80R centrifugaban. A feliiliszot pipetta segitségével egy masik
eppendorfba raktuk, és a mérésekhez a tovabbiakban ezt hasznaltuk. A mérések alatt a mintakat
jégen tartottuk. A méréseket pedig szobahdmérsékleten végeztiik.

A SOD (EC 1.15.1.1.) enzim aktivitasat spektrofotometridsan hataroztuk meg Paoletti és
Mocali (1990) modszerének modositasaval. A kontroll reakci6 minden esetben 800 pl
trietanolamin—dietanolamin puffert (100-100 mM, cc. HCl-dal beéllitott pH 7,4), 4 ul NADH-t (7,5
mM), 25 ul EDTA-MnCl,-oldatot (100 mM EDTA és 50 mM MnCl,) és 100 pl névényi kivonatot
tartalmazott. Az abszorbancidt 340 nm-en 5 percig mértiik, majd 100 ul 10 mM 33 merkaptoetanol-
oldatot adtunk a kiivettdkba. Az abszorbancia csokkenését tovabbi 20 percen keresztiil mértiik.
Kalibracidos gorbét SOD-oldattal (Sigma-Aldrich) allitottunk eld.

A GR (EC 1.6.4.2) aktivitasat Smith ¢és mtsai., (1988) szerint hataroztuk meg: a 5,5’-
dithiobis(2-nitrobenzoesav) (DTNB) szubsztrat redukcidjat 412 nm-en 2 percig mértiik, melyet az
enzimmikodés soran keletkezett redukalt glutation (GSH) okozott. Az 1 ml végtérfogata
reakcidelegy a kovetkezOket tartalmazta: 100 mM Na-K foszfat puffert (pH 7,5), 0,2 mM
dietiléntriaminpentaecetsavat (Sigma D-6518), 0,75 mM DTNB-t (Sigma D-8130), 0,1 mM
NADPH-t (Fluka 93220), és 0,5 mM oxidalt glutationt (GSSG, Fluka 49740). A reakciot 50 ul
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novényi kivonattal inditottuk, és Cary-100 UV-Vis spektrofotométerrel (Varian, Mulgrave,
Australia) mértik.

A GST (EC 2.5.1.18) aktivitasat Habig és mtsai., (1974) szerint hatdroztuk meg. Az enzim
aktivitdsat 340 nm-en 2 percig mértiikk. A reakcidelegy végtérfogata 500 pl volt, és tartalma 100
mM Na-K foszfat pufferben (pH 7,5) 1 mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzidin (CDNB, Sigma 138630)
¢s 5 mM GSH (Fluka 49750) volt. A reakciot 10 pl ndvényi mintaval inditottuk.

Az APX (EC 1.11.1.11) meghatarozasa Nakano és Asada, (1987) leiradsa alapjan tortént, a
ndvényi minta feltardsanal a puffer 2 mM aszkorbinsavat is tartalmazott (Uotila, 1995). A
reakcioelegy végtérfogata 2 ml volt, és 50 mM Na-K foszfat pufferben (pH 7,5) 0,5 mM
aszkorbinsavat, 0,1 mM hidrogénperoxidot ¢és 50 pl novényi mintat tartalmazott. A reakciot a
hidrogénperoxiddal inditottuk €és szobahdmérsékleten 290 nm-en 2 percig mértiik.

A Cat (EC 1.11.1.6) meghatarozasa Aebig, (1983) leirdsa alapjan tortént, a hidrogénperoxid
fogyéasat kovetve nyomon. A reakcidelegy végtérfogata 3 ml volt, és 100 mM Na-K foszfat
pufferben (pH 7,5) 10 mM hidrogénperoxidot és 60 ul névényi mintat tartalmazott. A reakciot a

hidrogénperoxiddal inditottuk és szobahdmérsékleten 240 nm-en 2 percig mértiik.

3.2.8. Toxikus oxigén formak in situ kimutatasa

Az oxidativ stressz hatdsara felszabaduld toxikus oxigén formak, szinglet oxigén,
szuperoxid gyok ill. hidrogénperoxid kimutathatok in situ festési eljarasokkal. Ehhez a
levélkorongokat 24 6ra megvilagitas mellett Uisztatdsos kisérletekben kezeltiik (1d. 3.2.2.), majd in
situ festési eljarasokkal mutattuk ki a felhalmozdédott ROF-at.

A szuperoxid gyokok felhalmozddasa jol lathatova tehetd nitrotetrazolium-kékkel (NBT,
Sigma 6876) vald festéssel, ugyanis a vilagossarga NBT festék kék szinli formazan csapadékot
képez a szuperoxid gyokkel reagalva (Fryer et al., 2002). A leveleket 6 mM NBT-vel infiltraltuk,
majd 8 orat festettiik. Amikor a kék csapadék megjelent, kivontuk a klorofillt a levelekbdl annak
érdekében, hogy ne zavarja a detektalast. Ehhez tejsav:glicerin:etanol (1:1:4) aranyu elegyében
infiltraltuk a levélkorongokat, majd 5 percre forrasban 1évé vizfiirdobe helyeztiik (Fryer et al.,
2002).

A H;0; jelenlétét DAB (3,3°-diaminobenzidin; Sigma D-8001) festéssel mutattuk ki (Fryer
et al., 2002). A stressz hataséra felszabadul6 H,O, egy barnas szinli polimerizacios terméket képez
3,3’-diaminobenzidinnel (DAB, Sigma D-8001) (Thordal-Christensen et al., 1997). A kezelt
levélkorongokat 5 mM DAB (pH 3,8) oldatban infiltraltuk, majd 2 dra festést kvetden, amikor mar
megjelent a s6tétbarna csapadék, a jobb detektalhatdsag érdekében a fent emlitett modon kivontuk a

levelekbdl a klorofillt.
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A megfigyelést Olympus BX 5l-es kutatomikroszképpal végeztik, ¢és digitalis
fényképezdgéppel rogzitettiik.

3.3. Csirazaskori hidegtiirési vizsgalatok

A csirazaskori hidegtesztet (in. ’cold-teszt’) Hercegh, (1978), Marton, (1992) és Marton ¢€s
Kdszegi, (1997) altal leirtak szerint végeztiik, steril koriilmények kozott. A fitotronbol szarmazéd
DH; magokat eldszor 70%-o0s etanollal mostuk, majd steril vizzel oblitettiik. Ezutan 30 percig
razattuk a kereskedelmi hypo 20%-os oldataban (benne 0,1%-0s Tween 20), ezutan haromszor
oblitettiik steril vizzel. A fertOtlenitésre azért volt sziikség, mert a hideg hatdsara nagyon elhuzodott
a csirazas, ami fertézéssel jart egyiitt. A magokat nedves szlirdpapirt tartalmazd Petri csészékben
(4x10 mag) csirdztattuk (5. abra) két homérsékleten: 22 °C-on és hidegben, 8 °C-on fényen.
Megtigyeltiik a csirazashoz sziikséges idot (a kisérlet elinditasatol a magvak csirazasaig eltelt napok
szdma), a csirdzasi %-ot (a kikelt magok szizalékos ardnya a csirdzasra lerakott magokra
vonatkoztatva) mindkét hdémérsékleten. A kapott eredményekbdl Herczegh (1978) szerint,
meghataroztuk a vonalak csirdzasi indexét (Csl) (a maximalis kelési szdzalék és a csirazasig eltelt
napok szamanak hanyadosa).

Csirazasi index= maximalis kelési szazalék / a csirazasig eltelt napok szama.

5. abra: Kukorica magok csiraztatasa.
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3.4. Hidegtiirési faktor szamitasa

Hasonloképpen az Pq indukélta oxidativ stressz kezelésekhez, az DH vonalak jobb
Osszehasonlithatésaga ¢s az adatok konnyebb értékelhetdsége érdekében a hidegkezelés
eredményeibdl hidegtiirési faktort szamitottunk. Ehhez a csirazasi index (Csl) értékeit hasznaltuk:

Hidegtiirési faktor= Px (Csl 15 ¢/ Csl 122 ¢)/ DH (CsI 18 ¢/ Cslt22°c)
Ahol:
DH = nem szelektalt (kontroll) DH vonal,
Px = Pq szelektalt genotipusok.

3.5. Szantofoldi tesztek

A kisérleteket harom ismétlésben véletlen blokk-elrendezésben vetettikk el a ,,Tikrosi”
tenyészkertben. A kisérleti teriilet tapanyagban gazdag, rendszeresen istallo- és miitragyazott,
valamint gyomirtassal jo kultur allapotban tartott erddmaradvanyos csernozjom volt. A kisérleteket
kézi vetése vetdpuskaval tortént 2006. majus 02-an, 2007. aprilis 27-én és 2008. aprilis 30-an. A
vizsgalt genotipusokat a tenyészkertben optimalis termesztési koriilmények kozott (80x26 cm, sor
¢s tdtavolsagra, 4,8 novény/m’) neveltik. A talajmiivelési (mélyszantds, kombindtorozas,
hengerezés), ndvényapolasi (Ontdzés, talajlazitas) és novényvédelmi (gyomirtds, inszekticides
kezelés) munkak a tenyészkerti kisérletek és nemesitési programok részletes eldirdsai szerint
torténtek, melyet az MTA ATK MGI Kukoricanemesitési Osztdly munkatarsai végeztek el. A
kisérlet alapanyagdul szolgaldé kukoricaszemeket fitotronban allitottuk elé és 4 °C-on taroltuk,
minden évben ugyanabbdl a mintdbdl szarmazé szemeket vetettiik el.

A szantofoldi vizsgalatok soran felvételeztiik a csirazasi szdzalékot, a ndvénymagassagot, az
50%-o0s him- és ndviragzast (vetéstol a viragzasig eltelt napok szamaval kifejezve), a
termékenytilési szazalékot (a tényleges ¢és potencidlis termékenyiilés aranya), valamint a

szemszamot.

3.6. Statisztikai értékelés

A legtobb esetben az adatok kiértékelése (atlag, szoras) excel (2007) program segitségével
tortént. A kezelés hatasat szignifikansnak tekintettiink, amennyiben a szorasok (kontroll és kezelt
novény kozott) nem voltak atfeddk. A genotipusok kozotti kiilonbségek elemzésére t-probat
alkalmaztuk (ezeket jeldltiik * ill **-gal). Ahol sziikséges volt (antioxidans enzimek hatdsanak
elemzése), az adatok statisztikai értékeléséhez variancia analizist (Tukey post hoc test, (Statistica,

6.1. statsoft) alkalmaztunk.
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4. EREDMENYEK

4.1 Mikrospora eredetii novények eloallitasa és szelekcioja oxidativ stresszt indukalo

vegyiiletek felhasznalasaval

Az egyes szelekcios agenseknek a mikrosporak sporofitikus fejlodésére gyakorolt hatasat a
mikrospordk életképességének, a képzdodott struktardk szamdénak, tipusanak (megjelenési
formdjanak) valtozasan keresztlil, valamint citologiai és szOvettani vizsgalatokkal kovettiik
nyomon. Meghatdroztuk tovabba a ndvények regeneracios képességét, s az onmegtermékenyitéssel

eléallitott fertilis névények szamat. Eredményeinket a kovetkezékben Osszesitjiik.

4.1.1. A szelekcios agensek hatasa a mikrosporak androgenetikus fejlodésére a modell (A18)

genotipus esetében

Kisérleteinkben a kontroll (a 6. abran piros vonal jeldli), azaz szelekcids agenst nem
tartalmaz6 taptalajon alkalmazott portok kultirds tenyészetekben a portokok mintegy 50%-an
megfigyelhetd volt kiilonbozd kallusz és embridszert struktardk megjelenése (6. A abra, portok
valasz %). Mivel egy portokon akar tobb mikrospoéra eredetli struktira (MES) is kifejlodhet, a MES
gyakorisadga akar 100% felett is lehet. A kontroll esetben ez meghaladta a 124%-ot (piros vonal, 6.
B ébra). Ezzel a szemben a kiilonboz6 szelekcids dgensek jelentds mértékben csokkentették tigy a
portok vélaszt (%), mint a MES szdmat (6. A és B abra). Legdrasztikusabb hatast a Pq fejlette ki a
mikrospdra indukcidra. Mar igen kis koncentracioban (0,5-10 uM) is jelentds mértékben gatolta
portokokban kifejlédd strukturak megjelenését. A MR és MD ett6l magasabb (1-100 uM, ill. 10-
1000 uM) koncentréacio tartomanyban okozott csdkkenést. A legnagyobb koncentracioban (1000-
10000 uM) a #-BHP-t kellett alkalmaznunk ahhoz, hogy a kontrollhoz képest szignifikdnsan
alacsonyabb portok valaszt érjiink el, remélve ezzel a sikeres szelekciot. Sot a legkisebb alkalmazott
koncentracio (100 uM) esetében sem a portokvalaszokban, sem a mikrospora eredetti struktirak

szamaban nem volt szignifikdns kiilonbség a szelekcids dgenst nem tartalmazé kulturdkhoz képest.
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indukcidjanak (B) gyakorisagara. A szelekcids dgenst nem tartalmazoé kontrollok vonatkozo értékeit (50+5% ill.

124+5%) piros vonal jeldli.

FDA festés segitségével 7 ¢és 30 napos portok kultirabol szarmazé struktardkban

meghataroztuk az életképes mikrosporak és MES szamat. A szelekcids agensek minden esetben

csokkentették mind a 7 (7. A éabra) illetve mind a 30 (7. B &bra) napos portok kultarabdl szarmazo

struktirak életképességét. A koncentracid ndvekedésével csokkent az életképes mikrosporak ill.

MES szama (7. A és B abra). A legtoxikusabb szelekcids dgensnek ezen vizsgalataiknal is a Pq

bizonyult. A legnagyobb koncentracioban a t-BHP-t kellett alkalmaznunk az

csOkkenéséhez, a kontroll adatokat piros vonallal jeloltiik (7. A és B abra).
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7. abra: Kiilonb6z6 koncentracioban alkalmazott szelekcids agenseket tartalmazo taptalajra oltott, 7 (A) és 30 (B)
napos portok kultirabol szarmazé A18 mikrospordk (MS) ill. mikrospora eredeti strukturdk (MES) életképessége
(meghatarozéasa FDA festéssel tortént). A szelekcids dgenst nem tartalmazo kontrollok vonatkoz6 értékeit (16,6+5% ill.

0,062+5%) piros vonal jeldli.
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Megfigyeltiilk tovabba, hogy a szelekcios agensek hatdssal voltak az embrio- és kallusz-
szerli strukturdk megjelenési idejére is (8. dbra). A kontroll tiptalajon a MES mintegy 60%-a a
leoltast kdvetd 3. héten jelent meg. Ettol 1 héttel késobb, azaz az inkubacio 4. hetében jelent meg a
Pq, a MR és a ~-BHP tartalmu taptalajon a MES szintén megkdzelitdleg 60%-a. A legnagyobb
kiilonbséget a kontrollhoz képest a MD tartalmt taptalaj esetében tapasztaltuk: itt a MES tilnyomo
része csak az inkubécid 6. hetében jelent meg, ami 3 hetes késést jelentett a kontrollhoz képest (8.

abra tovabba ez a késés jol megfigyelhetd az 10. D és I abran).
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8. abra: Mikrospora eredetii strukturak (MES) megjelenésének eloszlasa az A18 kukoricaban a portok leoltasatol eltelt
id6 fiiggvényében.

Tapasztalataink szerint egyes ROF hatassal voltak a képz6dd MES megjelenési forméinak
(embridszerti és kallusz-szeri strukturdk) kialakulasara is. Kontroll azaz nem szelekcids
koriilmények kozott az A18 kukorica hibrid esetében az embridszerii €és kallusz-szerti struktirak
atlagosan ~30:70 ardnyban fordultak el6. A Pq és a MR ettdl 1ényeges eltérést nem okozott, de a ¢-
BHP ¢s a MD kezelés hatdsara ez az arany statisztikailag igazolhatdan jelentdés mértékben eltért.
Megfigyeltiik, hogy ~-BHP hatasara a kallusz-szerti struktardk aranya (82%), mig MD hatéaséra az

embrid-szerl struktardk aranya (48%) novekedett meg szignifikdnsan a kontrollhoz képest (9. dbra).
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9. abra: Mikrospora eredetli strukturak (MES) tipusainak gyakorisaga (atlag + 5%) a teljes inkubacios id6 (7 hét) végén
szelekcios agensenként az dsszes koncentraciot 6sszevonva. A szignifikans (p<0,01) kiilonbséget * jeloli.

Ezen eredményeinket jol szemléltetik, illetve kiegészitik a citologiai és szdvettani
vizsgalataink. A kontroll, szelekcidos agenst nem tartalmazé indukcids taptalajrol szarmazod
portoktenyészetekben 7 nappal a portokok leoltasa utan szépen fejlett tobb sejtes mikrosporakat
figyeltiink meg (10. abra A). A legtobb szelekcids agens erdteljes kromoszoma kondenzaciot és
degeneralt sejtmagok képzddését idézte elé a mikrosporakban, ami kiillonbozé mértéki
sejtdegradaciokhoz vezetett (10. abra Pq (B), MR (C), MD (D) és -BHP (E)). A tenyésztés késébbi
szakaszaban (30 nap elteltével) a portokokban, ill. azok feliiletén, szdmos MES-t talaltunk
mindenféle abnormalis elvaltozas nélkiil (10. F abra, itt egy ikerembriot latunk) a kontroll esetében.
A Pq és a MD sejtelhalast is indukalt a mikrosporak tovabbi fejlddése soran, ezaltal gyakoribba
valtak az amorf rendellenes embridk (10. G és I dbra). A 10. abran is jol lathatd, hogy a MD
késleltette az embrioszera struktarak megjelenését (10. I abra), melyek sokkal fejletlenebbek voltak
a tobbi struktarahoz képest, megerdsitve ezzel a korabbi megfigyelést (8. abra). A 10. J. abra pedig
egy tipikus /~-BHP tartalmu taptalajon nevelkedett kalluszt mutat, melyen jol latszik a nem szabalyos
kallusz struktira. A 30 napos portoktenyészetekbdl szdrmazd mintdk fél-vékony metszeteinek
tanulmanyozasakor a kontroll esetében mar szovet differencialodast tapasztaltunk (10. K. dbra).
Ezzel szemben a kezeléseknél a struktirak nem voltak olyan fejlettek, mint a kontroll esetében, ami
ugyancsak alatdmasztja a 8. dbra megfigyeléseit, miszerint a szelekcios dgensek hatdsira egy vagy
harom héttel késébb jelentek meg a MS eredetli strukturdk. Pq kezelés hatdsara heterogén
sejtpopulaciot tapasztaltunk, ami jellemz6 volt a legtobb mintara (10. L. dbra). Az MR, tartalmu
taptalajrol szarmazd kalluszok toluidin kékes festése utan lipidcseppek felhalmozddasat figyeltiik
meg (10. M. 4bra, nyillal jelolve). Az MD kezelés hatasara nagy sejtmagokat ill. erésen fest6dod
foltokat lathattunk (10. N. 4bra), mig a +-BHP kezelés kovetkeztében szamos nagy kiterjedésti,
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toluidin kékkel erésen festddo membrannal koriilhatarolt sejtorganellumok jelentek meg a sejtekben

(10. O. abra, nyillal jelolve).
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10. abra: Szelekcids agenseket fartalmazd A18 portok knltirahal szarmazé 7 napos MS-ak (A-E) és 30 napos MES (F-
J) citologiai vizsgalata DAPI festéssel, valamint 30 napos portok kultirabol szarmazoé struktarak szovettani vizsgalata
(K-0) félvékony metszeteken, Toluidin kék festéssel. A, F és K: kontroll taptalajrol; B, G és L: 1 uM Pq tartalmu
taptalajrol; C, H és M: 10 uM MR. tartalmu taptalajrol; D, I és N: 0,1 mM MD tartalmu taptalajrol; és E, J és O: 10

mM #-BHP tartalmu taptalajrol .
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4.1.2. A szelekciés agensek hatasa a novényregeneraciora és a fertilitasra. Az in vitro szelekcio

eredménye a modell (A18) genotipus esetében

A mikrospéra eredetii struktarakat (MES) a megjelenésiik utdn regeneracios taptalajra
helyeztiik és meghataroztuk a ndvényregeneracios képességet kontroll koriilmények kozott, illetve a
szelekcid hatasara. A szelekcidos 4genst nem tartalmazd taptalajrol szarmazé MES-ak
novényregeneracios képessége atlagosan 14% volt. (11. 4bra piros vonal és 3. tdblazat). Az
alkalmazott szelekciés agensek Osszes koncentracigjandl a kontrollhoz képest szignifikdnsan
alacsonyabb volt a regeneracios szazalék. Koziiliik a legnagyobb regeneracios szazalékot a Pq 0,5
UM kezelés esetében tapasztaltunk és a koncentracié ndvekedésével a ndvényregeneracio csokkent.
Ez elmondhat6 a tobbi szelekcios dgens esetében is, ahogy novekedett az alkalmazott koncentracio,
ugy csokkent a novényregeneracios szazalék. Azonban, megfigyeltiik, hogy az MR 1uM kezelés
esetében a novényregeneracios szazalék alacsonyabb volt mint a 10 uM kezelés esetében.

A Pq 10 uM, MR 100 pM ¢és MD 1000uM kezelések esetében a ndvényregeneracios
szazalék az abrazolhatosag hataran volt (ezek voltak a legnagyobb koncentraciok az adott kezelés

estében).
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gyakorisagara. A szelekcids agenst nem tartalmazo kontroll értékét (14%=+5 %) piros vonallal jeldltiik.

A regenerdlodott novények egy része még gondos nevelés ellenére is elpusztult, a
megmaradok egy része pedig nem volt fertilis. Azt, hogy a regeneralédott novénybdl mennyi fertilis

DH novényt sikeriilt eldallitanunk a 3. tadbldzatban mutatom be. A Pq kezelés esetében az
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alkalmazott négyféle koncentracio (0,5; 1; 5; 10 uM) koziil csak a két legkisebb koncentracid
esetében sikeriilt fertilis novényt eldallitani (3. tablazat).

A MR kezelésnél 10 uM koncentracio bizonyult a fertilis ndvény eldallitds szempontjabol a
legsikeresebbnek. A MD kezelésnél az alkalmazott négy koncentracid koziil is csak egy esetben
(100 pM) tudtunk fertilis novényt eldallitani. A #BHP kezelésnél az Osszes alkalmazott
koncentracional sikeriilt novényt eldallitanunk. Ebben az esetben a novények szamaban
megmutatkozik az alkalmazott koncentracio hatdsa: a legkisebb (100 pM) koncentraciondl sikeriilt
a legtobb (8 db), az 1000 uM koncentracional 2 db fertilis novényt regenerdltunk, mig a
legmagasabb koncentracié esetében bar sikeriilt névényt regeneralnunk, azonban azok nem voltak
fertilisek.

Az in vitro szelekcids technika sikeres kidolgozéasa illetve, hogy sikeriilt fertilis DH
ndvényeket regenerdlni in vitro szelekcios kornyezetbdl, alapot adott arra, hogy szélesebb genetikai
bézison is kiprobaljuk az in vitro szelekciét. Eppen ezért agronomiailag fontos tulajdonsagokkal

bir6 hibrideket vontunk a kisérleteinkbe, melynek eredményeit a kovetkezokben ismertetem.
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Kezelés Koncentracié | Tenyésztett | Portok valasz MES/100 Novény Kitiltetett Fertilis Magkétés
(LM) portok (%) leoltott portok | regeneracié | ndvényke | novény (db/cso)
(db) (db) (%) (db) (db)
Kontroll - 8000 50,0+2,5 124,0+£6,2%* 14,0+0,7 140*+7 28#+1,4 50-120
0,5 7000 20,8+1,04** 40,2+£2,01%* 10,1+0,5* 154+7,7 10+0,5* 8-95
Pq 1 7000 13,0+0,65** 22,3+1,11%* 3,5+0,17%* | 43+2,15%* | 540,25%* 3-167
5 7000 10,0£0,5%* 18,4+0,92%* 1,2+0,06** 0+0** 0+0** -
10 7000 3,5+0,17** 5,6+0,28** 0,05+£0%** 0+0** 0+0** -
MR 1 5000 32,0+1,6%* 109,0+5,54 0,540,02** | 9+0,45** 0+0** -
10 5000 30,0£1,5%* 72,8+3,64* 3,8+£0,19%* | 69+3,45%* | 10+0,5%* 1-146
50 5000 14,0+£0,7%* 45,042,25%* 1,2+0,06%* 6+0,3%* 0+0** -
100 5000 5,040,25%* 9,6+0,48** 0,01£0%** 0+0** 0+0** -
MD 10 5000 30,2+1,5%* 11,0+0,55%* 3,5+0,17** 7+0,5%* 0+0** -
50 5000 22,041,1%* 95,0+4,74* 2,3+0,11%*% | 224],1%* 0£0** -
100 5000 19,6+0,98** 62,0£3,1** 1,8+0,09%* | 29+1,45%* | 3+0,15%* 2-53
1000 5000 9,6+0,48** 19,54+0,97** 0,01+0%** 1+0,05%* 0+0** -
100 5000 52,6+2,63** 102,0+5,1 5,4+0,27%* | 5443,7%* | 8+0,4%* 6-95
t-BHP 1000 5000 28,0+£1,4%* 49,0+£2,45%* 4,4+0,22%% | 21+1,05%* | 240,1** 1-120
10000 5000 18,0+£0,9%* 32,0+1,6%** 2,3+0,11%* 12+0,6** 0+0** -

A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeloli.

# kivalasztott ndvény (a fitotroni klimakamra mérete €s koltségigénye miatt nem az 0sszes kontroll taptalajrol regeneralt novényt neveltiik fel)
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4.1.3. Az in vitro szelekcio hatasa a portok valaszra, az embri6 indukcios és regeneracios %-

ra a hibridekben

A modell (A18) genotipuson végzett kisérletek tapasztalatai alapjan az in vitro szelekciot
megvaldsitottuk agrondmiai szempontb6l fontos hibridek bevonasaval is. Ennek elsé 1épéseként
meg kellett hatdrozni azon lehetséges hibridek korét, melyek alkalmasak ezekhez a vizsgélatokhoz.
Megvizsgaltuk 7 db F, hibrid haploid indukcids képességét. A kisérlet eredményeit a 4. tablazatban
mutatom be. Kideriilt, hogy a jo agronémiai tulajdonsagokkal bird F, hibridek, tobb mint a fele alig

adott portokvalaszt és csak 3 hibrid esetében sikeriilt fertilis ndvényt regeneralni.

4. tablazat: A portoktenyésztés soran felhasznalt F; hibridek portokvalasza, embrié indukcidja,
ndvényregeneracidja, valamint a fertilis ndvény kihozatalanak eredményei kontroll kdriilmények kozott.

Hibridek Tenyésztett Portok valasz Embrio Novény Fertilis
portok (db) (%) indukcio (%) | regeneracio (%) | ndvény (db)

Al8 8000 50,0+2,5 124,0+6,2 14,0+0,4 28
DH109xOH43 2000 5,0+£0,25%* 8,0+0,04** 1,5+0,07** 0+0**
DH105xHMv5405 2000 4,240,21%* 9,2+0,46** 2,340,11** 0+0**
DH109xSR88 2000 4,840,24** 6,0+£0,3** 0,540,02%* 0£0**
HMv5405xDH105 2000 10,0+0,5%* 12,040,6** 2,540,12%* 0£0**
DH109xHMv5405 2000 42,1+2,1 99,0+4,95 10,0+0,5* 15+0,75*
DH141xGL62 2000 48,7124 98,34+4,91 13,0+0,65 7+0,35*
DH62xGL62 2000 45,242 .26 99,24+4,96 12,9+0,64 10+0,5%

A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeldli.

Az AI18 hibridhez hasonld portok vélaszt harom (DHI109xHMv5405, DH141xGL62 ¢és
DH62xGL62) F; hibrid esetében tapasztaltunk. Ezen hibridek embrié indukcidja és
ndvényregeneracios %-a is megkozelitette az A18 hibrid esetében tapasztaltakat. Fertilis novényt is
csak az elébb emlitett F; hibridek esetében sikeriilt regenerdlni. A varakozassal ellentétben azonban
nem sikeriilt novényt regenerdlni az egyébként jO haploid indukcios képességgel rendelkezd
DH105xHMv5405 és DH109xSR88 hibridek esetében, ami az évjarat hatassal magyarazhato. Az a
tény, hogy az A18 hibrid esetében sokkal tobb ndvényt sikeriilt regeneralni a lerakott portokok
szdmaval magyardzhato.

Ezutan mar csak azokat a hibrideket vontuk be a szelekcidba, amelyeknél az eldkisérletben
sikertilt fertilis DH novényt eldallitani kontroll koriilmények kozott és csak azon koncentraciokat
hasznaltuk, amelyeket az A18 hibrid esetében sikeresen alkalmaztunk. Az eredményeket az 5.
tablazatban mutatom be. Mind a hirom (Pq, MR, #-BHP) szelekcids agens alkalmazasa soran

sikeriilt fertilis novényt eldallitani mindharom hibrid esetében (5. tablazat).
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5.tablazat: A szelekcios agensek hatasara adott portok valasz, embri6 indukcid, névényregeneracio, valamint az
eléallitott fertilis novények szama a kiilonb6z6 hibridek esetében.

Hibridek Paraméter Pq MR +-BHP
0.5 uM 1.0 uM 10 uM 100 uM 1000 uM
Portok vélasz % 20,8+1,04 | 13,0+£0,65 | 30,0+1,5 52,6+2,63 28,0+1,4
Al8 Embrio indukcid (%) | 40,2£2,01 | 22,3+1,11 | 73,043.,8 102,0+5,1 49,0+2,45
Regeneracio (%) 10,1+0,5 3,4+0,17 | 3,8+0,19 5,4+0,27 4,4+0,22
Fertilis novény (db) 10+0,5 540,25 10+0,5 8+0,4 240,1
HI hibrid Portok valasz% 21,0£1,05 | 19,7+0,98 | 34,0+1,7 21,3+1,06 0+0
DH109x Embri6 indukci6 (%) | 45,0£2,25 | 34,0+1,7 | 57,3+1,86 46,0+2,3 0+0
HMv5405 Regeneracio (%) 6,6+0,33 | 5,840,29 0,30 7,3£0,36 0+0
Fertilis novény (db) 9+0,45 7+0,35 1£0,05 240,1 0+0
H2 hibrid Portok valasz% 26,2+1,31 | 19,8+0,99 | 33,0+1,65 18,4+0,92 0,7+0,03
DH141x Embri6 indukci6 (%) | 42,3£2,11 | 253£1,26 | 68,0434 59,8+2,99 0,8+0,04
GL62 Regeneracio (%) 7,5+0,37 | 4,4+022 | 82+045 11,0+0,55 0+0
Fertilis novény (db) 4+0,2 3+0,15 4+0,2 6+0,3 0+0
H3 hibrid Portok valasz% 33,0£0,16 | 28,3+£1,41 | 20,8+£1,04 | 31,0£1,55 9,4+0,2
DH62x Embri6 indukci6 (%) | 64,0£3,25 | 62,3+£3,11 | 50,6+2,53 64,2+321 19,9+0,99
GL62 Regeneracio (%) 11,240,56 | 6,8+0,34 | 9,0+0,45 8,9+0,44 5,4+0,27
Fertilis novény (db) 4+0,2 240,1 240,1 240,1 1+0,05

A szelekcid sordn az A18 hibridhez hasonldan az Osszes szelekcids agens csokkentette a
portokvalaszt, az embri6o indukciot, a regeneracios képességet valamint a fertilis DH novények
szamat a kontrollhoz képest mindhdrom hibrid esetében. Pq és MR tartalmu taptalajrol mindharom
hibridnél sikeriilt fertilis ndvényt regeneralni. Azonban ~-BHP alkalmazasakor csak az alacsonyabb
koncentracion tudtunk fertilis ndvényeket regenerdlni mindharom hibridnél. Magasabb #-BHP
koncentracional a H1 és H2 hibridnél egyaltalan nem sikeriilt ndvényt regeneralni és a H3 hibrid

esetében is csak 1 db fertilis DH novényt kaptunk.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy oxidativ stresszt indukalé vegyiiletek alkalmazdsdval in
vitro mikrospora szelekcioval sikeresen dllitottunk elo fertilis DH kukorica novényeket, az Al8
modell genotipus esetében. A tenyésztés soran elvégzett citologiai és szévettani vizsgalatok
segitettek képet formdlni arrol, hogy a szelekcios agensek milyen hatassal vannak a mikrosporak
egyedfejlodeésére, tovibba ezen szerek lehetséges hatasmechanizmusarol. A szelekciot
megvalositottuk nemcsak modell genotipuson, hanem agronomiailag értékes vonalak F; hibridjein

is.

A szelekcid eredményessége az utddnovények fizioldgiai tulajdonsdgainak (stressztiird

képességének) vizsgalatdval meghatdrozhatd. A tovabbiakban ezekrdl a vizsgalatokrol lesz szo.
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4.2. Pq tartalmu taptalajrol szelektalt utodnovényeinek (DH; generacio) fiziologiai és

biokémiai vizsgalata

A fiziologiai vizsgélatok eredményei koziil csak a Pq tartalmu taptalajrol szelektalt
genotipusok tesztjeinek eredményeit mutatom be, mivel ezen genotipusokat vizsgaltuk széles
korben.

Azt hogy melyik hibrid DH; utédjan milyen vizsgalatokat végeztiink el, a 6. tabldzatban foglaltam

0ssze:

6. tablazat: A vizsgalt tulajdonsagok a tesztelt hibrideknél

AlS8 H1 H2 H3
Pq hatésara klorofill a fluoreszcencia indukcid + + + +
ionkiaramlas valtozasat + + +
Klorofill (at+b) tartalom + - - -
antioxidans enzimek aktivitasanak valtozasat + - - -
toxikus oxigénformak felhalmozodasanak in + - - -
situ kimutatasat
Hideg hatasara | csirazasi % + + + +

4.2.1. Klorofill a fluoreszcencia indukcié mérése

A paraquat (Pq) elsddleges hatohelye a kloroplasztiszban taldlhat6. A Pq hatasara a PSI
akceptor oldalan képzddo toxikus oxigén formak karositjak a fotoszintetikus apparatus szerkezetét,
ami fotoszintetikus aktivitas csokkenéshez vezet. Ez a csokkenés gyorsan detektalhatéd a klorofill a
fluoreszcencia modszerével, az Fv/Fm fluoreszcencia paraméter segitségével. Az eredményeket a
12. A, B, C és D abran mutatom be. Az abran jol latszik, hogy tobb szelektalt genotipusnal Pq
hatasara kisebb mértékben csokkent az Fv/Fm paraméter, mint a nem szelektalt kontroll genotipus
esetében. Az A18 eredetli Pq szelektalt DH; utédok esetében 9 vonalnal (P1, P2, P3, PS5, P7, P10,
P12, P14, P15) a nem szelektalt DH vonalhoz képest szignifikdnsan kisebb mértékben csokkent a
fotoszintetikus aktivitas (12. A ébra).

A HI1 jelzésii hibridbdl szarmazo6 Pq szelektalt DH; utodjainal 9 (H1P1, H1P2, H1P4, HIPS, H1PS,
HIP9, H1P10, H1P11, H1P14) (12. B abra), a H2 jelzési hibridnél ketté (H2P3, H2P7)(12. C abra)
¢s a H3 jelzésti hibridnél is ketté (H3P3, és H3P5) (12. D abra) Pq szelektalt DH; genotipusnak
szignifikansan kisebb mértékben csokkent a fotoszintetikus aktivitisa, mint az azonos hibridbol

szarmaz6 a nem szelektalt DH vonalakénak (kontroll).
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12. abra: Az Fv/Fm paraméter valtozasa Pq kezelés hatasara Pq tartamu taptalajon szelektalt DH vonalakban.

K = kontroll, Pg-ot nem tartalmazoé puffer, Pq 50uM Pq tartalmu puffer. A18 kukorica (A) Hi = a kiindulasi A18
hibrid, D = nem szelektalt DH genotipus, P1-15 = A18 eredetii Pq szelektalt DH vonalak. H1 = a kiindulasi
(HMv5405xDH109) hibrid, H1D = nem szelektalt DH genotipus, HIP1-16 = Pq szelektalt DH vonalak. H2 = a kiindulé
(DH141xGl62) hibrid, H2D = nem szelektalt DH genotipus, H2P1-7 = Pq szelektalt DH vonalak. H3 = a kiindulo
(DH62xGL62) hibrid, H3D = nem szelektalt DH genotipus, H3P1-6 = Pq szelektalt DH vonalak. A szignifikans
kiilonbséget * jeloli.
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12. abra: Az Fv/Fm paraméter valtozasa Pq kezelés hatasara Pq tartamu taptalajon szelektalt DH vonalakban.

K = kontroll, Pq-ot nem tartalmazé puffer, Pq 50uM Pq tartalmu puffer. A18 kukorica (A) Hi = a kiindulasi A18
hibrid, D = nem szelektalt DH genotipus, P1-15 = A18 eredetii Pq DH vonalak. H1 = a kiindulasi (HMv5405xDH109)
hibrid, H1D = nem szelektalt DH genotipus, H1P1-16 = Pq szelektalt DH vonalak. H2 = a kiindul6é (DH141xGl62)
hibrid, H2D = nem szelektalt DH genotipus, H2P1-7 = Pq szelektalt DH vonalak. H3 = a kiindul6 (DH62xGL62)
hibrid, H3D = nem szelektalt DH genotipus, H3P1-6 = Pq szelektalt DH vonalak. A szignifikans kiilonbséget * jeloli.
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4.2.2. Klorofill (at+b) tartalom valtozasa Pq kezelés hatasara az A 18 eredetii DH;

novényekben

A Pq hatdsédra képzddd toxikus oxigén szarmazékok konnyen reagalnak az olyan
kettdskotésti molekulakkal, mint példaul a klorofill. Igy a Pq nagyobb mértékii fitotoxikus hatisa
nyomon kovethetdé a klorofill (a+b) lebomlasdnak megfigyelésével, vagyis a klorofill tartalom
mérésével. Vizsgalataink eredményeit a 13. dbran mutatom be. Megfigyeltiik, hogy a Pq kezelés
hatasara a nem szelektalt DH; vonal és a hibrid esetében a klorofill tartalom csokkenése 25% korili
volt. A Pq szelektalt vonalak DH; utodjai koziil a P1, P2, P3, P5, P10, P12, P14 ¢és P15 jeli
genotipusok kezelés utani klorofill tartalma alig 5-10%-kal csokkent, ami arra utal, hogy ezekben a
Pq hatésa nem volt olyan fitotoxikus, mint a tobbi genotipus esetében. Talaltunk azonban olyan
vonalakat is (P4 ¢és P6), melyek kezelés hatdsara hasonlo klorofill csokkenést mutattak, mint a nem

szelektalt DH genotipus.
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13. abra: Az A18 kukorica klorofill (a+b) tartalom valtozasa Pq kezelés hatasara Pq szelektalt DH vonalakban. K =
kontroll, Pg-ot nem tartalmaz6 puffer, Pq 5S0uM Pq tartalmu puffer. Hi = a kiindulé A18 hibrid,
D = nem szelektalt DH genotipus, P1-15 = A18 eredetii Pq szelektalt DH, vonalak. A szignifikdns kiilonbséget * jeldli.

4.2.3. Az ionkiaramlas mérése Pq kezelés hatasara

A Pq hatasara képzddé ROF fitotoxikus hatasara a sejt membran integritdsa felborul, a
sejtnedv kiaramlik, amit ionvezeto-képesség mérésével detektalhatunk. Az ionkiaramlas mérésének
eredményeit a 14. A, B, C és D abran szemléltetem. Az A18 eredetli kukorica Pq szelektalt DH;
utddjainal 6 esetben (P2, PS5, P10, P12, P14 és P15) (14. A ébra), a H1 hibrid DH; utddjainal 9
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(H1P1, H1P2, H1P5, H1P6, H1P8, H1P9, HIP10, HI1P11 és H1P15) (14. B abra), a H2 jelzésti
hibrid DH; utodjainal 6t (H2P1, H2P2, H2P3, H2P5, H2P7)(14. C abra) és a H3 jelzési hibrid DH,
utodjainal négy ((H3P3, H3P4, H3PS és H3P6) (14. D abra)) vonal esetében kevésbé ndtt meg Pq
hatdsara az ionkidramlds mértéke, mint a megfeleld hibridbdl szarmazé a nem szelektalt DH

genotipusoknal.
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14. abra: Az ionkiaralmas eredményei Pq kezelés hatasara szelektalt DH vonalakban.

K = kontroll, Pg-ot nem tartalmazoé puffer, Pq 50uM Pq tartalmazé puffer. A18 kukorica (A) Hi = a kiindul6 A18
hibrid, D = nem szelektalt DH genotipus, P1-15 = A18 eredetli Pq szelektalt DH vonalak. H1 = a kiinduld
(HMv5405xDH109) hibrid, H1D = nem szelektalt DH genotipus, HIP1-16 = Pq szelektalt DH vonalak. H2 = a kiindul6
(DH141xGl62) hibrid, H2D = nem szelektalt DH genotipus, H2P1-7 = Pq szelektalt DH vonalak. H3 = a kiindulo
(DH62xGL62) hibrid, H3D = nem szelektalt DH genotipus, H3P1-6 = Pq szelektalt DH vonalak. A szignifikans
kiilonbséget * jeldli.
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4.2.4. Az eredményekbdl szamitott rezisztencia faktorok

A fent bemutatott eredmények egyszeriibb attekinthetdsége érdekében rezisztencia faktort
szamoltunk (l1d. Anyag ¢és Mddszer, 43-44. old.). Ez azt mutatja, hogy az adott DH vonal hanyszor
tliri jobban a Pq fitotoxikus hatdsat a megadott paraméter alapjan. Viszonyitasi alapnak a nem
szelektalt DH vonalat hasznaltuk, ezért annak az Rf értéke minden esetben 1. A 7. tablazatban az
A18 kukorica eredetli Pq szelektalt DH; genotipusok rezisztencia faktorait mig a 8. tablazatban a

tobbi hibrid Pq szelektalt DH; genotipusainak rezisztencia faktorait mutatom be.

7. tablazat: A18 kukorica (Hi), nem szelektal DH, vonal (D) és Pq szelektalt (P1-15) DH; vonalak rezisztencia faktorai

Hi| D | Pl | P2 | P3 | P4 PS5 P6 | P7 | P10 | P12 P14 P15

Rfpypm | 1,1 L,O | 1,7% | 2,4% | 1,5% | 0,4 | 7,1**% | 0,9 | 1,7* | 1,6* | 2,1* | 10,5%* | 4,9%*

Rf o 08| 1,0 [2,0% [ 2.2% [ 1,6% | 0,8 [4,1%% | 0,6 | 1,2 [3,0% | 2,2% | 3.4%% |3 4%

Rfionve: (1,1} 1,0 | 1,1 | 1,2 | 1,1 | 1,2 | 1,8* | 1.3 | 1,0 | 1,2 |2,5%*% | 3.4%% | 1,8%

Rfpyrm = a klorofill a fluoreszcencia indukcié eredményeib6l szamolt rezisztencia faktor. Rfy,, = a klorofill (a+b)
tartalom eredményeibdl szamitott rezisztencia faktor. Rfi,,y.,. = az ionkidramlas eredményeibdl szdmitott rezisztencia
faktor.

A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeldli.

Az A18 hibrid Pq szelektalt DH; utédainak vizsgalata azt mutatta, hogy az Fv/Fm paraméterbol
szamolt rezisztencia faktor alapjan 9 genotipus, a klorofill tartalom valtozasa alapjan 8 és az
ionkiaramlds mérése alapjan szamolt rezisztencia faktorok esetében szintén 8§ genotipus
szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott, mint a nem szelektalt DH vonal. Ezek koziil 6 (P2, PS5,
P10, P12, P14, P15) olyan genotipust sikeriilt szelektalnunk, ami mindharom vizsgalt tulajdonsag

esetében szignifikansan nagyobb értéket mutatott a nem szelektalt DH vonalhoz képest.

A HI hibrid Pq szelektalt DH; utodainak értékelésekor azt tapasztaltuk, hogy az Fv/Fm
paraméterbdl szamolt rezisztencia faktor alapjan 9 genotipus, az ionkidramlas rezisztencia faktora
alapjan szintén 9 genotipus szignifikdnsan nagyobb értéket mutatott, mint a nem szelektalt DH
vonal. Ezek kozil 7 genotipus (HIP1, H1P2, H1P5, H1P§, H1P9, H1P10, H1P11) esetében
mindkét tulajdonsagra nézve szignifikdnsan nagyobb rezisztencia faktor értékeket szamoltunk a
mért adatok alapjan (8. tablazat).

A H2 hibrid Pq szelektalt DH; utodjainak vizsgalatakor az Fv/Fm paraméter rezisztencia faktora 2
genotipusnal, az ionkidramlés rezisztencia faktora 5 genotipusnal szignifikdnsan nagyobb értéket
mutatott, mint a nem szelektdlt DH vonal. Kettd (H2P3, H2P7) genotipusnal mindkét mért

tulajdonsag tekintetében nagyobb rezisztencia faktort hataroztunk meg (8. tablazat).
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A H3 hibrid Pq szelektdlt DH; utdédjainak eredményeibdl szamolt rezisztencia faktor
tanulmanyozasakor azt tapasztaltuk, hogy az Fv/Fm paraméter tekintetében 2 €s az ionkiaramlas
tekintetében pedig 4 olyan genotipust talaltunk amelyeknek a rezisztencia faktora magasabb volt a
nem szelektalt DH vonalénal. Két (H3P3, H3P5) genotipusnak volt szignifikdnsan nagyobb a
rezisztencia faktora mindkét mért tulajdonsag esetében a nem szelektalt DH genotipushoz

viszonyitva.

8. tablazat: Hibridek rezisztencia faktorai

Genotipus Hl HID H1P1 H1P2 HIP3 H1P4 H1PS HIP6 HI1P7
RFpypm 0,8 1,0 3,8%* 1,5*% 1,1 1,6* 3,2* 1,2 0,9
RFionvez 1,1 1,0 1,2* 1,3% 0,8 1,1 6,9%* 1,5% 0,9
Genotipus H1P8 | H1P9 | H1P10 | H1P11 | HIP12 | HIP13 | HI1P14 | HIP15 | HIP16
RFrvEm 12,6%% | 2,8%* 2,1* 15,9** 1,1 0,9 2,7%* 1,4 0,9
RF;onvez 1,4* 1,2 1,2* 1,4* 1,0 1,1 1,1 1,2 1,1
Genotipus H2 H2D H2P1 H2P2 H2P3 H2P4 H2P5 H2P6 H2P7
RFgy/Fm 1,2 1,0 1,3 1,3 1,5% 1,0 1,4 1,1 3,9%*
RFionvez 1,1 1,0 1,2% 1,3* 1,3* 0,8 1,3* 0,9 1,3%
Genotipus H3 H3D H3P1 H3P2 H3P3 H3P4 H3PS H3P6

RFrvEm 0,7 1,0 1,0 1,0 3,1%* 1,2 1,8*% 1,0

RFionvez 0,9 1,0 1,1 1,1 1,3*% 1,2* 1,7*% 1,2*

H1 = a kiindul6 (HMv5405xDH109) hibrid, H1D = nem szelektalt DH genotipus, HIP1-16 = Pq szelektalt DH vonalak.
H2 = a kiindul6 (DH141xGl162) hibrid, H2D = nem szelektalt DH genotipus, H2P1-7 = Pq szelektalt DH vonalak.
H3 = a kiindul6 (DH62xGL62) hibrid, H3D = nem szelektalt DH genotipus, H3P1-6 = Pq szelektalt DH vonalak. Rf
rvrm = a Klorofill a fluoreszcencia indukcid eredményeibdl szamolt rezisztencia faktor. Rfiq,e, = az ionkidramlas
eredményeibdl szamitott rezisztencia faktor. A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeldli.

Az adatok értékelésekor azonban meg kell emliteniink azt a tényt, hogy a nem szelektalt DH
genotipusok koziil egy-egy véletlen szertien kivalasztott DH vonalat hasznaltunk. A vizsgalatokhoz
kontrollalt koriilményen nevelt ndvények sziikségesek. Mivel a kukorica igen nagy helyigényii
novény ¢és a novényneveld kamara koltsége igen magas, ezért nem tudtuk a teljes hasadoé haploid
vonal-szarmazékot letesztelni. Azonban irodalmi adatok szerint, amint ezt Touraev és mtsai. (2001)
Osszefoglalojukban kifejtik, hogy a mikrospdorakbdl szarmaz6 DH vonalak 0sszessége reprezentélja
a kiindulasi hibrid genetikai variabilitasat, vagyis a végtelen szamu (teoretikusan el6allithatd) nem
szelektalt DH vonal ezen tulajdonsagainak atlaga kiadja a kiindulési hibrid genetikai variabilitasat.
Annak elkeriilésére, hogy igen nagyszdmi nem szelektdlt DH vonalat kelljen hasznalnunk, a
kisérletekbe bevontuk a kiindulasi hibrideket is. A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a
kiindulasi hibridek és a hozza tartoz6 nem szelektalt DH vonalak rezisztencia farkotainak értékei

szignifikansan nem térnek el.
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Osszefoglalva a fiziolégiai mérések és az abbol szamolt rezisztencia faktorok eredményeit az aldbbi
megallapitdsokat tettiik: Osszesen 17 olyan genotipust szelektaltunk, amelyeknek a rezisztencia
faktora a mért tulajdonsdagok tekintetében szignifikansan nagyobb volt, mint a kontrollként hasznalt
nem szelektalt DH genotipusoké, ami azt jelenti, hogy nagyobb toleranciaval rendelkeznek a Pq
okozta oxidativ stresszel szemben, mint a nem szelektalt DH kontroll genotipusok vagy a kiindulasi
hibridek. Ezen genotipusok a Pq dltal indukalt oxidativ stresszel szemben ellenallobbak, mint a nem

szelektalt DH kontroll genptipusok és a kiindulo hibridek.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink az A18 kukoricabol szdrmazd azon genotipusokon (a
kiindulasi hibrid és a nem szelektalt DH vonalon kiviil), amelyek a rezisztencia faktorok alapjan
szignifikdnsan nagyobb toleranciat mutattak a Pq okozta oxidativ stresszel szemben, mint a nem

szelektalt DH vonal. Ezek a P2, P5, P10, P12, P14 és P15 jelzésti DH vonalak voltak.

4.2.5. Toxikus oxigén formak kimutatasa in situ festési eljarasokkal

A ROF képzddésének mennyiségét in situ festési eljarassal is nyomon kovettiik. A Pq
kezelés hatasara felhalmozodd szuperoxid gyokoket NBT festéssel mutattuk ki. A 15. dbran jol
lathato, hogy mig a Hi és a D festett levélkorongokon nagyon sok kékes elszinezddés talalhato,
addig a szelektalt vonalakon kevesebb, ill. alig 14athatd a kékes elszinezddés, ami azt jelenti, hogy

ezekben a genotipusokban Pq hatasara kevesebb szuperoxid gyok halmozodott fel, ami a Pg-tal
szembeni nagyobb toleranciara utal.
Pq kezelt NBT festett levélkorongok
. A ..
D P5

Pq kezelt DAB festett levélkorongok

A A ‘4
Hi D P2

15. abra: Szuperoxid gyok és hidrogén peroxid kimutatasa levélkorongokon NBT és DAB festéssel, 10 pM Pq kezelést
kovetdéen. Hi = a kiindulasi A18 hibrid, D = nem szelektalt DH genotipus, P2-P15 = Pq szelektalt DH vonalak.

P15

i

£

P5  PI2 P15
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Ugyanezt tapasztaltuk, amikor a Pq hatdsara felhalmozddott hidrogén peroxidot mutattuk ki
DAB festéssel. Mig a kontroll genotipusoknal (Hi és D) szinte az egész levél barnés elszinezddési
volt, a Pq szelektalt vonalakban ez csak foltokban volt lathato.
Béar az eredmények kvalitativek azonban latvanyosan és meggy6zden tdmasztjdk ala azt a
kovetkeztetést, hogy a Pq tartalmazé taptalajrol szelektalt vonalakban kevésbé halmozddnak fel a
toxikus oxigénformdk, mint a kontroll genotipusokban (azaz a nem szelektalt DH vonal és a
kiindul6 hibrid), ami a nagyobb oxidativ stressz tolerancidval magyardzhatd. Ezek az eredmények

megerdsitik a fiziologiai vizsgalatok eredményeit.
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4.2.6. Az antioxidans enzimek aktivitasa

A kisebb ROF felhalmozddéas egy magasabb antioxidans kapacitds kovetkezménye is lehet.
Ezért megvizsgaltuk szamos szuperoxid dizmutaz (SOD), aszkorbinsav peroxidaz (APX), katalaz
(Cat), glutation-reduktdz (GR), antioxidans enzim és a méregtelenitésben fontos szerepet jatszo
glutation-S-tarnszferdz (GST) enzim aktivitdsdt. Az enzimaktivitds eredményeit csak azon
genotipusok esetében mutatom be (16. dbra), amelyek a fiziologiai vizsgélatok alapjan nagyobb
oxidativ stressz toleranciaval rendelkeztek a Pq szemben, mint a nem szelektalt DH vonal. Az

0sszehasonlitashoz a nem szelektalt DH vonalat (D), valamint a hibridet (Hi) hasznaltuk.

Hi D P2 P5 P10 P12 P14 P15 Hi D P2 P5 P10 P12 P14 P15
Kontroll Pg-kezelt

16. abra: Szelekcios agenst nem tartalmazé (kontroll) és 5¥10°M Pq tartalmu pufferben tisztatott levélkorongokon
mért antioxidans enzimek relativ aktivitasai. 1-nek tekintettiik D vonal kontroll koriilmények kdzott mért aktivitasait.
Ezek a kovetkezok voltak: GR: 0.437 uM GSSG/g FW min; GsT: 4.09 uM GSH / g FW min ; APX: 3.55 uM ASC/ g
FW min ; Cat: 41.1 uM H,0,/ g FW min; SOD: 9.2 EU/ g FW. Ehhez viszonyitva adtuk meg mind az egyes vonalak,
mind a kezelések hatésait. Hi = a kiindulasi A18 hibrid, D = nem szelektalt DH genotipus, P2-P15 = Pq szelektalt DH
vonalak. * jelzi a D-t6l (azaz amikor a nem szelektalt vonalhoz hasonitottuk) szignifikansan magasabb aktivitasokat; #

jelzi az adott genotipusnak a kontrollhoz (Pq-mentes pufferben tsztatott levélkorongokhoz) képest magasabb
aktivitasat.

A GR esetében az alapaktivitas (kontroll, Pq mentes pufferben tisztatott mintdkon mértve) a
P5, P12, P14 és P15 genotipusoknal szignifikinsan nagyobb volt, mint a nem szelektalt DH (D)
novényé¢. Pq hatdsara a GR aktivitds megemelkedett a legtobb vonal (kivéve D és P12) és az A18
hibrid (Hi) esetében is. A PS5, P14 és P15 szelektalt vonalak magasabb GR aktivitasa Pq kezelt

mintakban is megmaradt.
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A GsT tekintetében az alapaktivitas a P10 és P15 vonalak esetében volt magasabb volt, mint
a nem szelektdlt DH genotipusé¢ (D), mig a P2 és P12 vonal és az A18 hibridé (Hi) kissé
alacsonyabb volt, Pq hatasara a P2, PS5, P14 és P15 vonalnal tapasztaltunk aktivitas novekedést.

A SOD alapaktivitasa a PS5, P14 és P15 szelektalt DH vonalakban szignifikdnsan magasabb
volt, mint a nem szelektalt DH (D) genotipusban. Pq kezelés szignifikdns enzimindukciot csak a
P14 ¢és P15 genotipusok esetében idézett el6. Ezen genotipusokban a nem szelektalt DH-hoz
képesti magasabb SOD aktivitas Pq kezelést kovetden is megmaradt.

Az APX mérését kovetden azt tapasztaltuk, hogy az enzim alapaktivitisa a legtobb Pq
szelektalt vonalnal (kiv. P12) magasabb volt, mint a nem szelektalt DH vonalban (D) és a hibridben.
Pq kezelés hatdsara az enzim aktivitdsa altaldban megndtt, de a Pq szelektalt vonalakban ez
andvekedés kifejezettebb volt, mint a nem szelektdlt DH (D) genotipusban. Mindezek
eredményeképpen az APX aktivitds a P10, P12, P14 és P15 mintdkban szignifikdnsan magasabb
volt Pq kezelést kovetden is, mint a nem szelektalt DH-¢é (D) és a hibridé. Az A-18 hibrid (Hi)
esetében az aktivitas alig valtozott.

A Cat alapaktivitdsa a PS5, P12 és P15 vonal esetében volt szignifikdnsan magasabb, mint a
nem szelektalt DH vonalban (D). Pq hatasara a legtobb DH vonal esetében jelentdés mértékben
megnoétt az enzimaktivitas (a P12-nél eleve magas volt), mig a hibrid esetében nem tapasztaltunk
aktivitds valtozast. Ez azt eredményezte, hogy Pq kezelt mintdkon PS5, P10, P14 és P15 Pq
szelektalt DH vonalak aktivitasai szignifikdnsan meghaladtdk, a nem szelektalt vonalban mért

értékeket.

Osszes vizsgalt antioxidans enzim aktivitasat tekintve elmondhatd, hogy a szelektalt vonalak koziil
a P5, P12, P14, és P15 vonalak antioxidans kapacitasa meghaladta a nem szelektalt DH és hibrid
ndvény antioxidans kapacitasat, és Pq kezelés hatisara is jelentdsebb aktivitdst mutattak az

el6zéekhez képest.

4.2.7. A szelektalt DH; vonalak csirazaskori hidegtiirési vizsgalata

A csirazaskori hidegtlirési vizsgalatokba az A18 hibrid esetében a nem szelektalt DH
vonalon kiviil csak azokat a szelektalt genotipusokat vontuk be, amelyek a Pq tolerancia
vizsgalatainal a nem szelektalt DH vonalhoz képest nagyobb tolerancidval rendelkeztek, a hibridek
Pq szelektalt utddjainak esetében az Osszes genotipust teszteltiik, mert a Pq okozta oxidativ stressz
vizsgalatakor csak a legfontosabb teszteket végeztiik el.

Megfigyeltilk a csirdzast, a csirdzasi %-ot, a csirazashoz sziikséges 1d6t kontroll
hémérsékleten és hideg kezelés hatasara, valamit meghataroztuk a csirdzasi indexeket. A mért és

szamolt eredményeket a 9, 10, 11 és 12 tablazatokban mutatom be.
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Az eredményekbdl (9. tablazat) kideriil, hogy a csirazas mértéke igen valtozo volt az egyes
vonalak kozo6tt, ami az in vitro szelekcios technika kovetkezménye lehet. Szobahdmérsékleten a PS5,
P10, és P14 vonal csirdzasi %-a haladta meg a nem szelektalt DH genotipusét. Tovabba a legtobb
szelektalt DH genotipusnak (kivéve P2, P12) kevesebb idd kellett a csirazashoz, mint a nem
szelektalt DH vonalnak. Az eredményekbdl az is kideriil, hogy a kiindulasi A-18 hibrid kontroll
homérsékleten a legjobban teljesitett, a hibridhatasnak koszonhetden. A hidegen torténd csirdztatas
esetében jelentds csokkenést tapasztaltunk a szobahdémérséklethez képest. A P5, P10 és P14 vonalak
csirazasi %-a nem csokkent jelentés mértékben a hideg hatasara, mig a tobbi vonalé, koztiik a nem
szelektalt DH genotipusé igen. A kontroll koriilmények kozott jo csirazoképességgel rendelkezd
A18 hibrid csirazoképessége is jelentés mértékben lecsokkent, ami utalhat egzotikus eredetére. A
csirdzashoz sziikséges id0 természetesen megndtt a hidegen torténd csirdztatskor, de a PS5, P10 és
P14 vonalnak kevesebb idére volt szliksége, mint a nem szelektalt DH genotipusnak. A szoba ill.
alalcsony homérsékeleten meghatarozott csirazasi indexek alapjan gy tiinik, hogy a Pq szelektalt

vonalakban (P5, P10, P14, P15) a szelekcid javitott a DH ndvények csirdazoképességen.

9. tablazat: A hideg hatasa a csirazasra, az A18 hibrid és az abbdl szarmazo DH; genotipusok esetében.

Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi
Ty°C sziikséges index T°C sziikséges index
idé (nap) T»°C id6 (nap) T°C
Hi 98+4,75 3,5+0,15 28,0+1,4%* 53+2,65 13+0,65 4,0+0,2*
D 504+2,5 6,0+0,3 8,3+0,41 15+0,75 15+0,75 1,0+0,05
P2 45+2.25 7,0+£0,35 6,4+0,32 12+0,6 16+0,8 0,75+0,03
P5 90+4,5 3,5+0,15 25,7+1,85%* 85+4,25 13+0,65 6,5+0,32%*
P10 75+3,75 4,0+0,2 18,7+0,93** 60+3 14+0,7 4,3+0,21*
P12 38+1,9 6,0+0,3 6,3+0,31 10+0,5 1740,85 0,6+0,03
P14 95+4,75 4,0+0,2 23,7+1,18%* 90+4,5 13+0,65 6,9+0,34%*
P15 50+2,5 5,0+0,25 10,0+0,5 20+1,2 18+0,9 1,1£0,05

Hi = a kiindulasi A18 hibrid, D = nem szelektalt DH; genotipus, P2-P15 = Pq szelektalt DH, vonalak. A szignifikans
(p<0,05 ¢s 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeloli.
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A HI hibrid és a beldle szelektalt DH; vonalak eredményeit a 10. tdblazatban mutatom be. A
szobahOmérsékleten torténd csiraztatas eredményei egyontetiiek, egyetlen genotipust (H1P3)
talaltunk, melynek nem volt megfeleld a csirdzésa. A csirdzdshoz sziikséges id0 esetében, tobb
olyan genotipus (HIP1, H1P3, H1P10, HI1P12) volt, amelynek szignifikansan tobb id6 kellett a
csirdzashoz, mint a nem szelektalt DH ill. a tobbi genotipusnak. Ennek megfeleléen a csirdzasi
index atlagosan 34,4+4,9 volt, (kivéve H1P3 = 5,2+0,26 és HIP10 = 19,6+0,98). Hideg kezelés
hatasara, hasonléan a korabbiakhoz, a csirazasi % lecsokkent és a csirdzashoz sziikséges 1d6
megnodvekedett a legtobb szelektalt DH vonal esetében. A hidegben torténd csirdzas tekintetében azt
tapasztaltuk, hogy szdmos olyan genotipus van, amely a nem szelektalt DH genotipushoz képest
szignifikansan nagyobb csirdzasi %-kal rendelkezik. A HI hibridbdl 13 Pq szelektalt genotipus
(H1P2, H1P4, H1PS5, H1P6, H1P7, H1P8, H1P9, H1P10, H1P11, HIP12, H1P13, H1P14, HI1P15,
HI1P16) hidegben mért csirdzasi %-a meghaladta Gigy a kiindulasi hibrid, mind pedig a kontrollnak
valsztott nem szelektalt DH vonal csirdzasi %-at. Azonban 3 genotipust talaltunk amelyek (H1P1,
H1P3, HI1P12) elmaradtak a nem szelektdlt DH vonaltol. Ebb6l a HIP12 jelolésti genotipus
egyaltaldn nem csirazott ki. A csirdzashoz sziikséges 1dd tekintetében a nem szelektalt DH vonalhoz
képest szignifikdnsan tobb idére volt sziiksége a HIP3 ¢és HIP6 ill. a HIP16 jelolést
genotipusoknak, azonban az 0sszes tobbi genotipusnak kevesebb (vagy megegyezd) ido kellett a
hidegben torténd csirazashoz, igy azok csirdzéasi indexe is szignifikdnsan nagyobb volt, mint a

kiindulési hibridnek valamit a nem szelektalt DH genotipusnak.
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10. tablazat: A hideg hatasa a csirdzasra a H1 (HMv5405xDH109) hibrid és az abbdl szarmazé DH; genotipusok
esetében.

Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi Csirazasi % | Csirazashoz | Csirazasi
T»°C szilkséges | index (Csl) Ts°C szilkséges | index (Csl)
id6 (nap) T»,°C id6 (nap) Ts°C
H1 100+0 3,240,16 32,2+1,61 10+0,5 18,3+£0,91 0,5+0,02*
HI1D 94447 3,1£0,15 30,3+1,51 2541,25 16,6+0,83 1,5+0,07
H1PI1 100+0 3,7+0,18 27,0£1,35 10+05 15,5+0,77 0,6+0,03
H1P2 100+0 3,1£0,15 32,2+1,61 804 14,0+£0,85 | 5,7+0,28%**
H1P3 20+1 3,8+0,19 5,240,26%* 540,25 22,0+1,1 0,2+0,01**
H1P4 100+0 2,8+0,14 35,7+1,78%* 60+3 13,5+£0,67 | 4,4+0,22%*
H1PS5 100+0 2,3+0,11 43 542, 17** 65+3,25 13,5£0,67 | 4,8+0,24%*
H1P6 90+4,5 2,9+0,14 31,0+1,55 90+4,5 20,2+1,01 | 4,5+0,22%*
H1P7 95+4,75 2,6+0,13 36,5+1,82% 90+4,5 14,2+0,86 | 6,3+0,31**
H1P8 100+0 3,2+0,16 31,2+1,56 85+4,25 16,9+0,84 | 5,0+0,25%*
H1P9 100+0 3,2+0,16 31,241,56 100+0 16,9+0,84 | 5,9+0,29%*
HI1P10 100+0 5,1£0,25 19,6+0,98%** 70435 11,7+0,58 6,0+0,3%*
HI1P11 100+0 3,0£0,15 33,3+1,66 70+3,5 14,7£0,73 | 4,8+0,24**
HI1P12 10040 3,4+0,17 29,4+1,47 0+0 0+0 0+0%*
HI1P13 100+0 2,6£0,13 38,5+1,92%* 100+0 13,6+0,68 | 7,3+0,36**
HI1P14 100+0 2,3+0,11 43,542, 17** 90+4,5 15,9+0,79 | 5,7+0,28%*
H1P15 100+0 2,8+0,14 35,7+1,78%* 5542,75 15,0+0,75 3,7+0,18*
H1P16 100+0 2,5+0,12 40,0+£2* 6043 17,7+0,88 3,4+0,17*

HI1 = a kiindulasi (HMv5405xDH109) hibrid, HID = nem szelektalt DH, genotipus, HIP1-16 = Pq szelektalt DH,

vonalak. A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeloli.
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A H2 hibrid és a bel6le szelektalt DH; vonalak eredményeit a 11. tablazat szemlélteti. A
szobahdmérsékleten torténd csirdzasnal a csirdzasi % eredményei hasonld képpen alakultak, mint a
kordbban emlitett genotipusoknal, viszont a H2 hibridnek volt a legkevesebb idére sziiksége a
csirazashoz és a nem szelektalt DH genotipus csirdzashoz sziikséges idejét egyik szelektalt vonal
sem haladta meg. A hidegben torténd csirdztatds eredményei mar nagyobb szérdst mutattak. A
hibrid a nem szelektalt DH és a H2P4 genotipus csirdzasi %-a jelentdsen lecsokkent. A csirdzashoz
szlikséges 1d6 a legnagyobb mértékben a hibrid csirdzasdnal nétt meg, de a nem szelektalt DH
vonalhoz képest tobb iddre volt sziiksége a H2P4 és H2P5 genotipusoknak. A hidegkezelés hatasara
a kiindulasi hibridnek és a H2P4 genotipusnak szignifikansan alacsonyabb, mig a tobbi szeletalt

genotipusnak szignifikansan nagyobb volt csirdzasi indexe a nem szelektalt DH vonalhoz képest.

11. tablazat: A hideg hatasa a csirazasra a H2 (DH141xGL62) hibrid és az abbol szarmazd DH,genotipusok esetében.

Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi
Tx,°C sziikséges index Ts°C sziikséges index
idd (nap) T»°C 1d6 (nap) Ts°C
H2 1000 2,5+0,12 40,04+2%* 15+0,75 21,4+1,07 0,7+0,03*
H2D 1000 3,5+0,17 28,6+1,43 60+0,3 15,3+0,76 3,94+0,19
H2P1 1000 3,1+0,15 32,3+1,61 95+4,75 13,9+0,69 6,8+0,34*
H2P2 95+4,75 3,0+0,15 31,7+1,58 95+4,75 11,2+0,56 8,54+0,42%*
H2P3 100+0 2,6+0,13 38,5+1,92* 90+4,5 11,4+0,57 7,9+0,39**
H2P4 100+0 2,7+0,13 37,0+1,85% 30+1,5 18,7+0,93 1,6+0,08*
H2P5 100+0 3,4+0,17 29,4+1,47 80+4 16,0+0,8 5,0£0,25*
H2P6 100+0 3,3+0,16 30,3%1,51 10040 14,7+0,73 6,8+0,34*
H2P7 100+0 3,4+0,17 29,4+1,47 10040 14,3+0,7 7,0+£0,35*

H2 = a kiindulasi (DH141xGL62) hibrid, H2D = nem szelektalt DH, genotipus, H2P1-7 = Pq szelektalt DH; vonalak.

A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeldli.
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A H3 hibrid és a beldle szelektalt DH; vonalak eredményeit a 12. tablazatban mutatom be. A
szobahdmérsékleten gyakorlatilag itt is 100%-os volt a csirdazds mértéke. Nem szelektalt DH (H3D)
¢s a H3P2 genotipusoknak volt sziiksége a legrovidebb csirazasi idére (2,5+0,12 nap). Harom
(H3P4-6) genotipusoknak azonban, még a hibridnél is tobb idére volt sziiksége a csirdzdshoz. A
kiindulasi hibridnek (H3) és a H3P4-6 genotipusoknak szignifikdnsan alacsonyabb volt, mig a tobbi
genotipusnak szignifikansan nem tért el csirdzasi indexe a nem szelektalt DH genotipusétol.

Hideg kezelés hatdsdra torténd csirdzéas tekintetében azt tapasztaltuk, hogy a hibrid és a nem
szelektalt DH genotipus csirdzasa csokkent le a legnagyobb mértékben, majd H3P2, H3P4 ¢és H3P6
jelzést genotipusoknak. A tobbi genotipus csirdzasi %-a nem valtozott Iényegesen a
szobahOmérséklethez képest. A hidegben torténd csirdzashoz sziikséges id0 esetében 4 (H3PI,
H3P3, H3P5, H3P6) genotipusnak szignifikansan kevesebb idére volt sziiksége a nem szelektalt DH

rrrrr

szelektalt DH genotipusé.

12. tablazat: A hideg hatasa a csirazasra a H3 (DH62xGL62) hibrid és az abbdl szarmazé DH;genotipusok esetében.

Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi Csirazasi % | Csirazashoz Csirazasi

T5,°C sziikséges index Tg°C szlikséges index

idé (nap) T»°C id6 (nap) Ts°C
H3 10040 3,2+0,16 31,2+1,56* 80+4 14,0+0,7 5,7+0,28
H3D 10040 2,5+0,12 40,0+2 80+4 15,0+0,75 5,3+£0,26
H3P1 100+0 2,6+0,13 38,5+1,92 100+0 12,9+0,64 7,7+£0,38*
H3P2 100+0 2,5+0,12 40,0+2 90+4,5 15,5+0,77 5,8+0,29
H3P3 100+0 2,9+0,14 34,5+1,72 100+0 14,3+0,71 7,0+£0,35*
H3P4 95+4,75 3,7+0,18 24,3+1 21** 85+4,25 18,0+0,9 4,7+0,23
H3P5 100+0 3,5+0,17 28,6+1,43* 100+0 13,1+0,65 7,6+£0,38*
H3P6 10040 3,6+0,18 27,8£1,39% 95+4,72 13,940,695 6,8+0,34*

H3 = a kiindulasi (DH62xGL62) hibrid, H3D = nem szelektalt DH,; genotipus, H3P1-6 = Pq szelektalt DH vonalak. A

szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeldli.
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4.2.8. Az eredményekbdl szamitott hidegtiirési faktor

A fent bemutatott eredményekbdl a rezisztencia faktorhoz hasonld viszonyszamot
hataroztunk meg. Ez az értékszam azt mutatja, hogy az adott Pq szelektalt DH vonal hanyszor jobb
csirazasi képességgel rendelkezik, mint a nem szelektalt DH vonal. A hidegtiirési faktort (HF) a
csirdzasi indexek adatai alapjdn hataroztuk meg (a 3.4 fejezetben megadott képlet alapjan) és

értékeit a 13. tablazatban mutatom be.

13. tablazat: Az egyes genotipusok hidegtiirési faktorai

Genotipus Hi D P2 P5 P10 P12 P14 P15
HF 1,1 1,0 0,9 2,1* 1,9* 0,7 2,4* 1,0
Genotipus H1 HID HIP1 H1P2 HI1P3 H1P4 H1P5 H1P6 H1P7
HF 0,3 1,0 0,5 3,6%* 0,9 2,5%* 2,2%% 2,9%* 3,5%*

Genotipus | HI1P8 H1P9 H1P10 | H1P11 | HI1P12 | H1P13 | H1P14 | H1P15 | H1P16

HF 3,2%* 3,8%* 6,1** 2,9% 0 3,8%* 2,6%* 2,0* 1,7*
Genotipus H2 H2D H2P1 H2P2 H2P3 H2P4 H2P5 H2P6 H2P7
HF 0,1 1,0 1,5*% 2,0* 1,5*% 0,3 1,3 1,6* 1,7*
Genotipus H3 H3D H3P1 H3P2 H3P3 H3P4 H3P5 H3P6
HF 1,3 1,0 1,5* 1,1 1,6* 1,5% 2,0* 1,9%

HF= Hidegtiirési faktor. HF= 1asd:Anyag és Mddszer fejezet. Hi = a kiindulasi A18 hibrid, D = nem szelektalt DH,
genotipus, P2-P15 = Pq szelektalt DH; vonalak. H1 = a kiindulasi (HMv5405xDH109) hibrid, H1D = nem szelektalt
DH, genotipus, HIP1-16 = Pq szelektalt DH; vonalak. H2 = a kiindulasi (DH141xGL62) hibrid, H2D = nem szelektalt
DH, genotipus, H2P1-7 = Pq szelektalt DH; vonalak. H3 = a kiindulasi (DH62xGL62) hibrid, H3D = nem szelektalt
DH, genotipus, H3P1-6 = Pq szelektalt DH vonalak. A szignifikans (p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeldli

Az A18 eredetli Pq szelektalt vonalak esetében harom vonalnal (PS5, P10, P14) nagyobb

hidegtlirési faktort tapasztaltunk, mint a nem szelektalt DH genotipus ¢és a kiindulasi A18 hibrid
(Hi), ami azt mutatja, hogy a hideg kevésbé hat hatranyosan a csirdzasukra. A tobbi hibrid esetében
a H1 hibrid eredetii Pq szelektalt vonalaknal 13 (H1P2, H1P4-11 és HIP13-16), a H2 hibrid eredeti
Pq szelektalt vonalaindl 5 (H2P1-3, H2P6-7) és a H3 hibrid Pq szeletalt vonalainal 5 (H3P1, H3P3-
6) genotipus szignifikdnsan nagyobb hidegtlirési faktorral rendelkezik, mint a kontrollként hasznalt
nem szelektalt DH genotipus, ami eldny0s lehet a korai csirdzaskor, ill. a késén bekdszontd tavasz
idején.
Osszességében elmondhatjuk, hogy a vizsgalt 35 db paraquat tartalmi taptalajrol szelektalt vonal
koziil 26 rendelkezik szignifikansan nagyobb hidegtiirési faktorral, mint a kontrollként hasznalt nem
szelektat DH genotipusok. Ez azt mutatja, hogy ezen genotipusok toleransabbak a hideg okozta
oxidativ stresszel szemben csiranéveny korban.
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4.2.9. A szelekcio eredményének dsszegzése

Osszefoglalva a vizsgalt vonalak fiziologia és biokémiai tesztjeinek eredményeit
elmondhatjuk, hogy az A18 hibridbdl 6 olyan DH vonalat sikeriilt in vitro szelektalnunk, melyek Pq
kezelés hatdsara mindharom paraméter (az Fv/Fm, klorofill (a+b) tartalom és az ionvezetd
képesség) alapjan szdmolva nagyobb rezisztencia faktorral rendelkeztek. A legnagyobb ¢és az dsszes
vizsgalt tulajdonsdgban a kontrollhoz képest szignifikdnsan nagyobb rezisztencia faktorral
talaltuk.

Kimutattuk tovabba, hogy a rezisztens DH; novényekben a toxikus oxigén formak
(szuperoxid gyok, H,O;) felhalmozodésa kisebb mértékii, mint az A18 hibrid €s a nem szelektalt
DH; vonalban.

Az antioxidans enzimek tekintetében elmondhatjuk, hogy azok alapaktivitisa szamos Pq
szelektalt DH; vonalban megndvekedett a nem szelektalt DH; genotipushoz, valamint a Hi
hibridhez képest. Az in vitro szelekcidval eldallitott vonalak tobbségénél az alapaktivitason tul a Pq
okozta oxidativ stressz hatdsara, szignifikdnsan megnovekedett az antioxidans enzimek aktivitésa.

Tesztjeink eredményeihez hozzavéve a csirazaskori hidegtolerancia index eredményeit,
megallapithatd, hogy azok a vonalak csirdztak jobban alacsony hdmérsékleten, amelyek (P5 , P10
¢s P14) az Osszes vizsgalt tulajdonsag esetében nagy rezisztencia faktorral rendelkeztek, illetve
amelyeknél az antioxidans enzimek fokozott aktivitast mutattak.

A tobbi hibrid 0sszes adatat dsszevetve azt tapasztaltuk, hogy azon genotipusok, amelyek a
Pq okozta stresszel szemben nagyobb rezisztencia faktorral rendelkeztek, mint a nem szelektalt DH
genotipus, azoknak a csirazéaskori hidegtlirései is szignifikdnsan jobbak voltak. Ezt a H1 hibridnél 6,
a H2 hibridnél 2 ¢és a H3 hibridnél 2 vonalndl tapasztaltuk, amelyek szintén a magasabb Pq

Osszességében tehat elmondhato, hogy tobb szelektalt genotipus esetében kereszttolrancia
alakult ki. Az eredmények Osszesitése alapjan készitettem el a 17. Osszefoglald dbrat. A mindkét
tulajdonsagra megvizsgalt szelektalt DH vonalbol 17 db toleransabbnak bizonyult a Pq okozta
oxidativ stresszel szemben, 26 db toleransabb volt a csirazaskori hidegstresszel szemben. Ezek
koziil 13 db mind a Pg-tal, mind pedig a csirdzaskori hideggel szemben is toleransnak bizonyult a

kontroll genotipusokhoz viszonyitva.
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In vitro szelektalt vonalak Pq tolerancia és csirazaskori hidegtlirés vizsgalata (35 vonal)

Mindkét tulajdonséagra vizsgalt Pq szelektalt DH vonalak:

Pq toleréns: sirazaskorban hidegtlird:
Al8: 3

H1:7
H2:3

H3:3

H1:2 H2:2 H3:1

17. abra: In vitro mikrospora szelekcioval eldallitott vonalak fiziologiai és biokémiai tesztelése (35 db)
A18: kiindul6 hibrid Pq szelektalt DH, utddjai. H1 = a kiindulasi (HMv5405xDH109) hibrid Pq szelektalt DH,
utddjai. H2 = az eredeti (DH141xGL62) hibrid Pq szelektalt DH, utodjai. H3 = az eredeti (DH62xG162) hibrid Pq
szelektalt DH; utodjai.

Az, hogy az Al8 eredetli vonalak milyen egyéb agronomiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek,

szant6foldi vizsgalatokkal teszteltiik és a kovetkez6kben mutatom be.
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4.2.10. Szanté6foldi tesztek eredményei

A szelektalt DH vonalakat szant6foldon is teszteltiik, azért, hogy megfigyeljiikk miként hatott
a szelekcio a novények agronomiai tulajdonsagaira. Ennek érdekében harom évben (2006-2008)
Martonvasaron kisparcellas kisérletekben vizsgaltuk Pq szelektalt A18 kukorica ndvényeket. Harom
év (2006, 2007 és 2008) atlagos adataihoz (14. tabldzat) a szant6foldi tesztelések soran
felvételeztiik a kelési szazalékot, a ndvénymagassagot, az 50%-os him- és ndviragzast (vetéstol a
viragzasig eltelt napok szdmaval kifejezve), a termékenytilési szazalékot (a tényleges és potencialis
termékenytlilés aranya), valamint a szemszamot.

14. tablazat: A kelési szazalék, ndvénymagassag, him- és ndviragzas, termékenyiilési gyakorisag, valamint a szemszam
szant6foldi értékei 3 év (2006, 2007 és 2008) atlagaban.

Kelési % | Novénymagassag | Himviragzas | NOviragzas | Termékenyiilési | Szemszam
(cm) (nap) (nap) % (db/cs6)

Hi 80+8** 168+15%* 78,8+£2,0%* 81,4+2,0%* 81+]12%* 521+68**
D 5446 114+4 85,3+2,2 87,2+2,1 43+10 143+15
P2 35+£10%* 105+5 84,1+2,1 85,0+1,7 4248 120+26
P5 T1LT** 125+4%* 81,8+2,0* 83,7+2,0* 4317 118+17
P10 TOL£5%* 140+4* 82,9+1,9% 84,3+1,9* 44+7 135422
P12 TTE6** 138+5% 83,6+1,7 84,1+1,8* 45+10 1374+23
P14 B1+7** 134+44* 80,5+2,0* 81,6+1,9* 58+11* 134423
P15 65+7* 118+5 84,4+2,0 86,1+1,8 41+10 74+18%*

Hi = a kiindulasi A18 hibrid, D = nem szelektalt DH genotipus, P2-15 = Pq szelektalt DH vonalak. A szignifikans
(p<0,05 és 0,01) kiilonbséget * ill. ** jeloli

Az adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a Pq szelektalt vonalak kelési képessége a P2 (ami
statisztikailag igazolhatéan kisebb volt) genotipust kivéve minden esetben szignifikansan nagyobb
volt, mint a nem szelektalt DH genotipusé (D). Ez a szelekcid pozitiv hatdsanak tulajdonithato,
hiszen a szoOvettenyésztés szdmos esetben csokkenti a csirazoképességet. A ndvénymagassag
tulajdonsag tekintetében azt tapasztaltuk, hogy a P2 genotipus alacsonyabb volt, mint a kontroll, a
P10, P12 és P14 Pq szelektalt vonalnal szignifikdnsan magasabb értéket mértiink. A legmagasabb a
P10 genotipus volt, de az Osszes szelektalt vonal lemaradt a hibrid eredményeitdl, amely nem
meglepd, hiszen ezek a vonalak homogén genetikai alapanyagnak tekinthetok.

A him ¢és nOviragzas tekintetében is ezt a tendenciat tapasztaltuk. A legkorabban (a vetéstdl
a viradgzasig eltelt napok szdma) a hibrid virdgzott (mind a him, mind a ndvirdgzas tekintetében). A

PS5, P10 és P14 Pq szelektalt vonalakban ugy a cimerek, mind a bibe elébb viragoztak, mint a nem
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szelektalt DH-nal. A P12 genotipusndl a bibe statisztikailag igazolhatéan elébb virdgzott, mint a
nem szelektalt DH vonal ndviragai. A kontrollnal tapasztalt him viragzas esetében ~85 nap és a
ndviragzas esetében ~87 nap, nemesitési szempontbol igen hosszii tenyészidonek szamit. A
szelekcid ezt pozitivan befolyédsolta, ami nemesitési szempontb6l nagyon jelentds, hiszen igy
konnyebben beilleszthetdk a keresztezési programba.

A termékenyiilési szazalék tulajdonsag tekintetében szignifikans kiilonbséget csak a P14 Pq
szelektalt vonalnal és a kiindulasi hibridnél figyeltiink meg, a nem szelektalt DH (D) vonalhoz
viszonyitva, igy e tulajdonsdgban a szelekcidnak nem volt pozitiv hatésa.

A szemszam tulajdonsag esetében azt tapasztaltuk, hogy az Gsszes Pq szelektalt genotipus
lemaradt a nem szelektalt DH vonaltol, és a kiindulasi hibrid szignifikdnsan nagyobb értéket
mutatott. A szelektalt genotipusok kozott szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk kivéve a P15
genotipus esetében, ami jelentdsen kevesebb szemet produkalt.

A vizsgélt tulajdonsagok tekintetében elmondhatjuk, hogy a szelekcid6 nem rontotta a
fontosabb agronomiai jellegeket, tovabba nemesitési szempontbdl jelentds javulast értiink el a

viragzasi 1d6 tulajdonsag tekintetében.

4.2.11. Uj tudomanyos eredmények:

e Elséként alkalmaztunk oxidativ stresszt indukalo vegyiileteket in vitro mikrospéra
tenyészetekben, és irtuk le ezen vegyiiletek kukorica mikrosporak egyedfejlodésére
valamint a differencialédo struktirak finom szerkezetére gyakorolt hatasat.

e Elsoként allitottunk elé oxidativ stresszt indukalé vegyiiletek alkalmazasaval in vitro
mikrospora szelekcioval fertilis DH kukorica novényeket, valamint eldallitottuk azok

e Fiziologiai ¢és biokémiai tesztekkel kimutattuk, hogy a Pq szelektalt DH novények
kozill szamos nagyobb toleranciaval rendelkezik a toxikus oxigén formakat generalo
Pq-tal szemben, mint a kontroll novények.

e Bebizonyitottuk, hogy az in vitro mikrospéra szelekcio soran kialakult oxidativ stressz-

tolerancia oroklodik.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Szelekcios agensek mikrosporak egyedfejlodésére és a novényregeneraciora gyakorolt

hatasa

Az in vitro mikrospora szelekcio kidolgozéasa és alkalmazédsa sordn a szelekcids agensek
mikrosporakra  gyakorolt hatdsdnak  vizsgalatakor szamos tulajdonsidgot  vizsgaltunk.
Eredményeinkbdl az alabbi megallapitasokat, javaslatokat és felmeriilé kérdéseket tettem.

Megéllapitottuk, hogy a kezeletlen kontrollhoz képest a tenyésztett mikrospordkban
lejatsz6dd osztodasi folyamatokat lelassitottdk az alkalmazott szelekcidos agensek. A
legdrasztikusabb hatast a menadion (MD) fejtette ki (Ambrus et al., 2005), 6sszhangban a masok
altal tett megallapitassal, hogy a MD befolyasolja a sejtosztodasi folyamatokat (Thor et al., 1982,
Prasad et al., 1994; Reichheld et al., 1999). Megfigyelésiinket a szOvettani vizsgalatok is
alatamasztottadk. A mikrosporakbol differencidlodo strukturdk sejtmagjainak tobbsége morfologiai
abnoralitast (sejtmag fragmentacid, lizis) mutatott. Valamennyi kezelés esetében nagymértéki
lipidfelhalmozodas volt megfigyelhetd a mikrosporakbol formdlodd struktirdk sejtjeiben. Az
altalanos tapasztalatok szerint ez a sejteket ért, erds stresszhatést jelzi.

Az alkalmazott stresszorok koncentraciojuk fliggvényében kisebb-nagyobb mértékben
csokkentették a mikrospora eredetli strukturak életképességét. A legdrasztikusabb hatast a Pq
fejtette ki, amely még a legalacsonyabb (0,5 uM) koncentracioban is a felére csokkentette a
struktirak életképességét a tenyésztés 7 napjan.

A kontroll kezelés esetében az embridszerti €s kalluszszerli struktirak megjelenési aranya a
szakirodalmi adatokkal &sszhangban volt (Kovacs et al., 1999), azonban a kontrollhoz képest
szignifikansan megnovekedett az embrioidok aranya a MD kezelés hatdsara, mig a +-BHP kezelés
hatasara a kallusz szerli struktiirdk ardnya ndvekedett. A MD feltehetden a citoszkeletonra gyakorolt
hatdsanak eredménye képpen megndvelte a szimmetrikus osztédasok szdmat, a szakirodalombol
ismeretes, hogy az embrioidok kialakulasa jellemzd a szimmetrikus sejtosztodas kovetden.

Eddigi vizsgalatainkbol kidertilt, hogy az alkalmazott dgensek eddig masok altal feltart
hatasai az in vitro tenyésztett mikrosporakbol fejlédd strukturdk sejtjeiben is megnyilvanulnak
(lipidfelhalmozddas, abnormadlis sejtmagok). Mivel a mikrospérdk kloroplasztiszokat nem
tartalmaznak, a fotoszintetikus apparatusra gyakorolt destruktiv hatdsok ebben az esetben szerkezeti
szinten nem voltak vizsgalhatok. gy feltételezhetd, hogy a mikrospérdkban is a Pq masodlagos
hatdsa érvényesiil, azaz a mitokondrialis 1. és II: komplex szolgél elektron donorként a szuperoxid
gyok képzddéséhez (Cochemé és Murphy, 2008). Ennek feltardsa azonban tovabbi vizsgalatokat
igényel. Feltételezhetjiik, hogy az elpusztult struktirdk nem rendelkeztek megfeleld detoxikald

mechanizmussal. Mivel az ultrastruktaralis vizsgalatokkal jaré nehézségek miatt nem tudtunk
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minden részletre kiterjedd megfigyeléseket tenni ezért ezeket a vizsgalatainkat célszeri tovabb
folytatni még teljesebb kép kialakitasa érdekében.

A regeneracids szazalék alakuldsanak tekintetében azt tapasztaltuk, hogy majdnem az dsszes
szelekcids agens esetében az alkalmazott koncentracidé novekedésével csokkent ez a tulajdonsag.
Azonban az MR 1 illetve 10 uM kezelések szintje kozotti a regeneracios szazalék, az altalanos
tendenciaval szemben ellentétesen alakult. Valoszintinek tartjuk, hogy az 1 uM MR tartalmazo
taptalajrol szarmazo kalluszok zome abba a csoportba tartozhatott amelyet Jiger és mtsai (2005) az
alacsony gyakorisaggal regeneralodo tipusba sorolt.

A koncentracionként leoltott mintegy 5000-8000 portokbdl mindegyik szelekcids agens
hasznalataval sikeriilt fertilis novényeket eldallitani, de a MD kezelés esetében ez kis hatékonysagu
volt. A fertilitdsra vonatkoz6 eredményeinek értékelésénél azonban meg kell jegyezniink, hogy a
DH el6allitas soran a novényregeneralas az egyik legnehezebb feladat (Ezt a problémat kukoricaval
foglalkozo kollégakkal is megvitattuk nemzetkozi konferencidkon, feltételezésiinket személyes
kozlések alapjan allitjuk). A kis novények leveleinek még nem alakult ki a kutikula rétege és
nagyon nehéz adaptélni 6ket a normadl ill. a névényneveld kamra kornyezeti feltételeihez. Még ha
sikeriilt is a novényeket felnevelni, sok esetben taldlkoztunk proterandia ill. protiginia jelenséggel,
ami azt jelenti, hogy vagy a ndé vagy a him virdgzas késett annyit, hogy nem tudtuk az
ontermékenyitést megvalositani. A moddszer javitdsa érdekében javasoljuk az ilyen eredetli
problémak kivédését korai kolhicin kezeléssel, ugyanis szakirodalmi adatok alatamasztjak, hogy az
virdgzasi problémak megsziintek (Barnabas et al., 1999; Kovécs et al., 1999).

A MD kezelés esetében eldallitott novények alacsony szama, a varakozassal ellentétes
eredményt adott. Miutan megallapitottuk, hogy a szelekcids agens megnovelte az embrioszeri
struktirdk aranyat a tenyészetekben arra szdmitottunk, hogy tobb novényt sikeriil regeneralnunk. A
MD sejtciklus szabalyozasra gyakorolt hatdsdnak koszonhetden a kialakult embridk nem voltak
funkcid képesek, a regeneracids taptalajra valo athelyezés utan nem csirdztak ki. Erdekesnek
talaljuk az MD szimmetrikus sejtosztddasra gyakorolt hatasat és javasoljuk ennek tovabbi citologiai
¢s molekuléris bioldgiai vizsgalatat kukorican és mas gabonaféléken is.

A kapott eredmények alapjan azonban felmeriilhet a kérdés, hogy az alkalmazott szelekcios
eljards soran indukélhatok-e mutaciok? A kezelésnek kitett F, mikrosporak szamat (kb. 10
millid/kezelés) tekintve ez is elképzelhetd, de leginkdbb a genetikai hasadasbol eredd variabilitas,
sz¢éles szelekcidos bazis lehet az alapja az oxidativ stressztlird képességre tortént sikeres
szelekcionak. Ezt az a tény is megerdsiti, hogy a disszertacioban kozolt kisérletek folytatdsa soran
bebizonyosodott, hogy a megemelkedett oxidativ stressztolerancia a tovabbi DH nemzedékekben

(DHj.s) is stabilan 6roklodott.
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Ami gatat szab annak, hogy e jol miikodd technika szélesebb korben elterjedjen az a
genotipus fliggés, vagyis a konnyen elérhetd indukalhatdo genotipusok kis szama, ezért nagyon
fontosnak tartjuk az in vitro androgenezis genetikai hatterének tovabbi molekuldris genetikai

vizsgélatat.

5.2. Az in vitro szelektalt vonalak DH; utodgeneracidjanak fiziolégiai és biokémiai vizsgalatai

Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a Pq szelektalt vonalak DH,; utddjai valoban
nagyobb oxidativ stressztoleranciaval rendelkeznek-e, mint a kontroll DH genotipus kiilonbdzo
fiziologiai és biokémiai teszteket végeztiink el.

Megéllapitottuk, hogy az A18 eredetli Pq szelektalt vonalak koziil 6 vonal szignifikdnsan
nagyobb rezisztencia faktorral rendelkezett a vizsgalt tulajdonsagok ((Fv/Fm, ionvezetd képesség
klorofill (a+b) tartalom)) esetében, mint a kontroll genotipus, ami azt mutatja, hogy ezekben a
genotipusokban a Pq okozta toxikus hatés, kisebb mértékii volt, mint a kontroll névényben. Ezzel
parhuzamosan in situ festési eljarassal kimutattuk, hogy ezekben a genotipusokban az oxigén
gyokok felhalmozodasa is kisebb mértékii volt. A Pq szelektalt levelekben kevesebb toxikus oxigén
forma halmozodott fel Pq kezelés hatasara ezért kevésbé festddtek a levelek.
szarmaz6 vonalak (DH; utédgeneracidja) rendelkeztek a legmagasabb rezisztencia faktorral. Ez azt
jelentheti, hogy minél nagyobb a szelekciés nyomas (letdlis koncentracion beliil), annal nagyobb
toleranciat érhetiink el.

Egyes antioxidans enzimek vizsgalataval megallapitottuk, hogy a szelektalt vonalakban
szamos antioxidans enzim aktivitdsa magasabb volt tigy alapallapotban, mind Pq indukélta oxidativ
stressz koriilmények kozott. Ugyanakkor az egyes vonalak antioxidans kapacitasa eltéré volt, ami
az egyedi gén kombinacioval rendelkezé mikrosporak szelekcidjanak kovetkezménye is lehet. Az is
megallapithatd volt, hogy a magas rezisztencia faktorral rendelkezd genotipusokban, mint pl. PS5,
P14 ¢és P15 tobb enzim alap illetve Pg-indukalt aktivitdsa is magasabb volt. Ez eldnyt jelenthet a
kiilonb6z6é ROF elleni komplex védekezés soran.

Meghataroztuk a szelektdlt vonalak csirdzaskori hidegtiirési indexét. Szant6foldi
koriilmények kozott a kukorica csirazasakor gyakran eldfordul hazankban alacsony homérséklet:
ennek hatdsara elhuzodik a csirdzas, a kelés hidnyos lesz, tovabba a kartevik és a patogén gombak
konnyebben karositjak a csirdkat, illetve a fiatal ndvényeket. A vizsgalt genotipusok kontroll és
hideg homérsékleten torténd csiraztatasabol kapott eredmények nem tértek el a szakirodalomban
fellelhet adatoktol (Marton és Koszegi, 1997). Megéllapitottuk, hogy a nagy rezisztencia faktorral
rendelkezd vonalak nagy hideg tolerancia indexel rendelkeznek(P5, P10, A15, H1P2, HIPS, H1PS,
H1P9, HIP10, H1P11, H2P3, H2P7, H3P3, H3P5). Azonban volt néhany olyan genotipus is, melyik
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a tobbi vizsgalat esetében nagyobb rezisztencia faktorral rendelkezett, de a hidegtiirési faktora igen
alacsony volt (P2, P12, P15, HIPI), illetve forditva, mig oxidativ stressztlirése nem volt
kiemelkedd, hidegtiirése meghaladta a kontroll DH vonalét (H1P4, H1P6, H1P7, HIP12, H1P15,
HIP16, H2P6, H3P1, H3P4, H3P6). Hasonld eredményt kaptunk fiatalkori hidegtlirés vizsgalatanal
is (Ambruset al., 2008; Darké et al., 2011), de mivel ezek az adatok csak az A18 hibrid esetén
ismertek, jelen dolgozatban ezeket az eredményeket nem targyaljuk. Megemlitem tovabba, hogy
munkatarsaim, mas stresszfaktorok (szarazsag, patogén fertdzés) vizsgalataval is igazoltak, hogy az
oxidativ stressztolerancia fokozéasa mikrosporak in vitro szelekcidjaval keresztolerancia kialakulasat
eredményezheti, mely elényt jelenthet mas abiotikus stresszekkel szemben is. Ez hasznos
agronoémiai tulajdonsag lehet akéar a vetés/kelés koriili hideg, vagy a kordn bekdszontd szarazsag
elkeriilésében. Ennek igazoldsahoz azonban a tobb éven keresztiil torténd szantofoldi tesztelés
elengedhetetlen.

Mindezen vizsgalatok eredményei ramutattak arra, hogy sikeresen megvaldsithatdo a
mikrosporak in vitro szelekcidja reaktiv oxigén gyokoket indukald vegyliletek felhasznalasaval,
beldliik fertilis DH oxidativ stresszekkel szemben ellendlldo novények allithatok eld. A kidolgozott
technika nemcsak modell genotipuson miikddik, hanem alkalmazhaté nemesitési szempontbodl
jelentds genotipusok in vitro szelekciodjara is. Ezaltal j6 adaptacios képességgel rendelkezo értékes

nemesitési alapanyagok allithatok elo.
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6. OSSZEFOGLALAS

A kukorica hazankban az egyik legnagyobb teriileten termesztett gabonafaj, amely foként
allati takarméanyként igen fontos szerepet jatszik a mezdgazdasagi termékek piacan. A modern
kukoricanemesit6 miihelyek ezért, egyre inkdbb alkalmazzdk a klasszikus moddszerek mellett
mindazokat a korszerli biotechnologiai eljarasokat, melyek hatékonyan eldsegithetik a hibridek
hideg- és szarazsagtiirésének, betegségekkel és kartevokkel szembeni ellendllo-képességének a
javitasat. Szamos abiotikus, ill. biotikus stressz oxidativ uton, reaktiv oxigénformdk generalasa
révén fejti ki novénykdrositd hatasat. Szamos kisérlet bizonyitja, hogy az oxidativ stressz-
tolerancidért felelds gének a ndvények sporofitikus és gametofitikus életciklusa sordn egyarant
aktivalodnak Ez a genetikai atfedés megteremti a mikrospdra eredetii haploid szovettenyészetek
felhasznaldsanak lehetOségét in vitro szelekcidra, az oxidativ stresszekkel szembeni ellenallo

képesség fokozésara.

Munkank soran célul tiiztiik ki, egy olyan j in vitro szelekcios technika kidolgozasat, amely
lehetdvé teszi mikrospora eredetli haploid szovettenyészetekbdl kiindulva oxidativ karosodast
eldidézo stresszekkel szemben ellenallo fertilis, DH kukorica genotipusok eldallitasat, valamint az
igy eldallitott vonalak tesztelését novényfiziologia és biokémiai modszerekkel annak érdekében,
hogy megallapitsuk valéban nagyobb oxidativ stressztolerancidval rendelkeznek-e, mint a kontroll

novények.

Kisérleteinkben egy jo haploid indukcids képességgel rendelkezd sajat eldallitasu modell F,
hibridet (A18) hasznaltunk, majd a késobbiekben fontos agronomiai tulajdonsagokkal rendelkezd
H1, H2, H3 jelzésii hibrideket is vizsgaltunk. Az in vitro mikrospora szelekcidét mind az indukcios,
mind pedig a regeneracios fazisban kiilonb6zé koncentracidoban alkalmazott reaktiv oxigén
formakat generdld vegyiileteket (paraquat, metionintriboflavin, menadion ¢és terc-
butilhidroperoxid) felhasznalasaval valositottuk meg. Megvizsgaltuk ezen vegyliletek hatasat a
portok valaszadd képességére, a képzddott mikrospora eredetli strukturak szamara, a
ndvényregeneracidra és az igy eldallitott fertilis DH ndvények szdmara. Citologiai és szdvettani
vizsgalatokkal nyomon kovettiik a szelekcidés agensek hatdsat a mikrospordk egyedfejlodésére.
Vizsgalataink azt mutattak, hogy az Osszes szelekcios dgens csokkentette a portokok indukciojat, az
embrio ill. kallusz szeri struktirdk, valamint a fertilis DH novények szdmat. Egyes szelekcios
agensek sejt degradaciot és kromoszoma kondenzaciot okoztak. Az A18 genotipuson kiviil mind a 3

F; hibrid (H1, H2, H3) mikrosporaibdl sikeriilt ndvényeket regeneralni. A regeneralodott DH

93



DOI: 10.14751/SZ1E.2013.063

novényeket Ontermékenyitettiikk, az igy kapott szemeket eliiltettiik és a beldliikk csiraz6 DH;
novényeket fiziologiai €s biokémiai vizsgalatoknak vetettiik ala. Ezek a kovetkezok voltak: klorofill
a fluoreszcencia indukcidé ¢és ionkidramlas mérése, klorofill (atb) tartalom meghatarozasa
antioxidans enzim aktivitds mérése, toxikus oxigénformdk in situ kimutatdsa, és csirdzaskori
hidegtiirési vizsgalatok.

Kisérleteinkbe 11 db A18 eredetii, 16 db H1 hibrid eredet(i, 7 db H2 hibrid eredetii, 6 db H3
hibrid eredetli paraquat tartalmu tdptalajrol szdrmazé DH vonalat vontunk be, kontrollként a
szelekcids dgenst nem tartalmazé taptalajrol regeneralt DH vonalakat hasznaltuk. Elvégeztiik ezen
novények Pq tolerancidjanak tesztelését novényfiziologiai és biokémiai vizsgalatokkal, valamint a
kapott eredményekbdl kiszamoltuk a vonalak rezisztencia faktorat. A fiziologiai tesztek alapjan 6
db A18 eredetli vonal szignifikdnsan nagyobb rezisztencia faktorral rendelkezett a Pg-tal szemben,
mint a nem szelektalt DH genotipus. In situ festéssel (DAB, NBT) megnéztiik, hogy ezen vonalak
leveleiben Pq hatdsara mennyi toxikus oxigén forma halmozodik fel. Megallapitottuk, hogy mind a
szuperoxid gyok, mind pedig a H,O, sokkal kisebb mennyiségben volt jelen a Pq szelektalt DH
vonalak leveleiben, mint a nem szelektalt DH vonal levelében. Hasonl6 vizsgélatokkal kimutattuk,
hogy 7 db HI hibrid eredetii, 2 db H2 hibrid eredetii és 2 db H3 hibrid eredetli Pq szelektalt
vonalnak szignifikansan nagyobb volt a Pg-tal szembeni rezisztencia faktora, mint a nem szelektal
DH vonalaké. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a vonalak Pq okozta oxidativ stresszekkel
szemben toleransabbak, mint a nem szelektadlt DH genotipusok. Megvizsgaltuk a hideg (mint
oxidativ uton hato stressz) csirdzasra gyakorolt hatdsat. Azt tapasztaltuk, hogy 3 db A18 eredetii
vonal szignifikdnsan nagyobb hidegtiirési faktorral rendelkezett, mint a nem szelektdlt DH
genotipus. Ezeknek a vonalaknak a Pq okozta fiziologiai vizsgéalatok alapjan kapott rezisztencia
faktoraik is szignifikansan nagyobbak voltak, mint a nem szelektalt DH vonalé. A t6bbi hibridbdl
szarmazo6 vonal esetében a Pq indukalta fiziologiai hatdsok alapjan a nagy rezisztencia faktorral
rendelkez6 vonalak egy részének a hidegtiirési faktora is nagyobb volt, mint a nem szelektalt DH
vonalakénak. Mindez azt jelenti, hogy ezek a vonalak nemcsak a Pq okozta stresszel, hanem egyéb
oxidativ uton hato (pl. hideg) stresszel szemben is toleransabbnak bizonyultak, mint a nem

szelektalt DH genotipusok.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy in vitro mikrospora szelekcioval oxidativ stressztolerans DH

novények allithatok eld.
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7. SUMMARY

In Hungary maize is one of the crops grown on the largest area, and plays an extremely
important role on the market for agricultural products, mainly as livestock feed. Modern maize
breeding workshops therefore make increasing use of up-to-date biotechnological techniques in
addition to classical methods, as these effectively promote improvements in the chilling and drought
tolerance of the hybrids and their resistance to diseases and pests. Numerous abiotic and biotic
stress factors exert their damaging effects on plants in an oxidative manner, by generating reactive
oxygen species. Many experiments have proved that the genes responsible for oxidative stress
tolerance are activated during both the sporophytic and gametophytic phases of the plant life cycle.
This genetic overlapping makes it possible to utilise haploid tissue cultures of microspore origin for
in vitro selection aimed at enhancing resistance to oxidative stress factors.

The aim of the present work was to elaborate a new in vitro selection technique starting
from haploid tissue cultures of microspore origin to develop fertile DH maize genotypes resistant to
stress factors that induce oxidative damage, and to test these lines using plant physiological and
biochemical methods in order to determine whether they really have greater oxidative stress
tolerance than the control plants.

A model F; hybrid genotype (A18) developed in Martonvasar, having good haploid
induction ability, was used throughout the experiments, while tests were also made on three hybrids
with important agronomic traits (H1, H2, H3). In vitro microspore selection was performed by
applying various concentrations of compounds generating reactive oxygen species (paraquat,
methionine+riboflavin, menadione and tert-butyl hydroperoxide) in both the induction and
regeneration phases. The effect of these compounds was examined on the responsiveness of the
anthers, the number of microspore-derived structures formed, plant regeneration, and the number of
fertile DH plants produced. Cytological and histological analyses were performed to monitor the
effect of the selection agents on microspore development. The results showed that all the selection
agents reduced anther induction and the number of embryo-like or callus-like structures and of
fertile DH plants. Some of the selection agents caused cell degradation and chromosome
condensation. Plants were successfully regenerated not only from the A18 genotype, but also from
the three F; hybrids (H1, H2, H3). The regenerated DH plants were self-pollinated and the DH;
plants obtained from the seeds were subjected to physiological and biochemical analyses: the
measurement of chlorophyll a fluorescence induction and ion leakage, the determination of the
chlorophyll (a+b) content, the measurement of antioxidant enzyme activity, the in situ detection of

toxic oxygen species and cold tests to determine chilling tolerance at germination.
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Eleven lines originating from the A18 hybrid, 16 from H1, seven from H2 and six from H3,
all selected on medium containing paraquat, were included in the physiological and biochemical
analyses, together with DH lines regenerated from medium containing no selection agent, as a
control. The data obtained were used to calculate resistance factors. The results of the physiological
tests indicated that, in terms of Pq resistance, six lines of A18 origin had significantly greater
resistance factors than the non-selected DH genotype. In situ staining (DAB, NBT) was used to
detect the quantity of toxic oxygen species accumulated in the leaves of these lines in response to
Pq and it was found that much smaller quantities of both superoxide radical and H,O, were present
in the leaves of Pg-selected DH lines than in those of the non-selected DH line. Similar analyses
revealed that six lines of HI origin, two of H2 origin and two of H3 origin had significantly higher
Pq resistance factors than the non-selected DH lines, suggesting that these lines were significantly
more tolerant of oxidative stress induced by Pq than the non-selected DH genotypes. The effect of
cold (as a stress factor acting in an oxidative manner) on germination was also examined and three
lines of A18 origin were found to have significantly greater chilling tolerance than the non-selected
DH genotype. The resistance factors calculated for these lines on the basis of physiological analyses
were also higher than those of the non-selected DH line. In the case of lines originating from the
other hybrids, some of the lines with high resistance factors for physiological traits also had a
higher chilling tolerance index than the non-selected DH lines, indicating that these lines were not
only more tolerant of Pg-induced stress than the non-selected DH genotypes, but also of other stress
factors that exert their effect in an oxidative manner (e.g. cold).

The results proved that in vitro microspore selection was a feasible technique for producing

DH plants tolerant of oxidative stress.
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