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1. Bevezetés

A foldi népességnovekedés kovetkeztében felmeriild élelmiszerigény évrol évre komolyabb
kihivast jelent a mezOgazdasag és az élelmiszeripar szamara. A ndvénynemesités ezért manapsag
egyre inkabb feszegetni kényszerill a termesztett fajok genetikai terméspotencialjanak hatarait
(Ray és mtsai. 2012; Hall és Richards 2013). Ezen feliil a nagy teriileteken, monokultirdban
torténd termesztés €s intenziv vegyszerhasznalat, valamint az éghajlat valtozasa és a globalis
mobilitas kovetkeztében gyakran bukkannak fel olyan virulens kérokozok és kartevok, amelyek
ellen az adott él6helyen termesztett fajtak eredendden nem rendelkeznek ellendlld képességgel.
Ezek a korokozok és kartevok rovid id6 alatt jelentds karokat képesek okozni, €s ez kedvezdtlen
években akar éhinséghez is vezethet. Eppen ezért minden tarstudomany osszefogasara és
alkalmazdséra sziikség van annak érdekében, hogy az alapvetd élelmiszerek iranti kereslet és
kinalat kozti tartés szakadék legalabb ne novekedjen tovabb (Lobell és mtsai. 2009; de
Bossoreille de Ribou és mtsai. 2013; Curtis és Halford 2014).

Hasonloképpen, a hazai ndvénytermesztés hiizoagazatdnak szamitd gabonaféléknél is mar
jo 1ideje a termésmennyiség stabilitdisa a legfébb probléma. A buza ¢és a kukorica
termésatlagainak szélséértékei csak a legutobbi 15 év sordn (2,6 és 5,1 t/ha, ill. 3,7 és 7,8 t/ha)
egyarant kb. 100%-os kilengést mutattak (KSH 2016a). Figyelembe véve, hogy az agrariumnak
az ¢élelmiszeriparral egyiitt alkotott részesedése a GDP-bdl béven meghaladja az 5%-ot (KSH
2016b), az exportbol pedig a 7,5%-ot is, tovabba, hogy a gabonafélék részaranya a szantofoldi
vetésszerkezetben hagyomanyosan tobb mint kétharmados, konnyen belathatd, hogy a fenti
sz¢lsOséges termésingadozas jelenleg is €rzékenyen érinti a gazdasagi novekedés mertekét és
tervezhetdségét.

Megtetézve a klimavaltozds Magyarorszdgra nézve varhatéan erdsen negativ nettod
hatasaval (Nemzeti Eghajlatvaltozasi Stratégia, 2014) a jovében egy a mainal is nagyobb
mértékli  termés-instabilitdas  hazankra nézve kozvetlen gazdasagi és  tarsadalmi
kovetkezményekkel jarhat.

Ilyen foku kitettség mellett az egyre magasabb és stabil terméshozamok eléréséhez minél
sz¢élesebb genetikai alapokra épitett, botermd és kivalo koérnyezeti alkalmazkodd képességgel
rendelkezd fajtak sziikségesek. S habar kontinensiinkén rengeteg 1j fajtat bocsatanak ki évente,
amelyek tulajdonsdgaikban valamelyest feliilmuljak elddeiket, az 0 fajtdk ezektdl lényegi
tulajdonsdgaikban alapvetden nem térnek el.

Mivel a hagyoméanyos nemesités csak lassan vagy egyaltalan nem biztositja 1j
tulajdonsagokat kodold gének megjelenését a genomban, jelentds eldrelépést igazan olyan
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megoldasoktol varhatunk, amelyek képesek kozvetleniil vagy kozvetve felhasznalni mas
attorhetok és tagithatok azok a korlatok, amelyek az ivaros szaporodds behatarolasaval
megakadalyozzak az egy adott faj genomjabol hidnyzé hasznos tulajdonsagok, illetve az ezeket
kodolo gének kolesonvételét, , kipotlasat” mas fajok genomjabol.

Ez a folyamat alapvetden kétféle modon valosulhat meg: (i) izolalt gének kozvetlen
beépitésével a géntechnoldgia alkalmazasa révén (genetikai moédositds, genomszerkesztés,
mesterséges kromoszoma), vagy (ii) idegen fajok (interspecifikus) €és nemzetségek kozti
(intergenerikus) ivaros keresztezéssel.

Az idegen faju keresztezéssel végrehajtott teljes vagy részleges genomatvitel lehetosége
régota kutatott teriilet, ami esélyt jelent idegen fajok egyedi tulajdonsagainak egy 10j hibridben
torténd otvozésére. A biotikus és abiotikus stressznek ellenalld egzotikus genetikai alapanyagok
bevonasa a nemesitésbe (pl. tobbszori visszakeresztezés ¢€s szelekcid utan) jo adaptéacios
képességli ¢€s megndvekedett termésbiztonsagu alapanyag eléallitasdhoz vezethet, ami a
nemesités hagyomanyos modszereivel nem érheté el. Ennek érdekében a nemesités a mult
szdzad eleje ota keresi azokat a tdvoli kombinacidkat, amelyek keresztezés utjan életképes,

A termesztett, hexaploid buza (Triticum aestivum L.) a pazsitfifélék (Poaceae,
Gramineae) Triticum nemzetségébe tartozik, ami minddssze 6 fajt foglal magaba (Van Slageren
1994). A nemzetségen beliili hibridizacio lehetdségére a legkézenfekvobb bizonyiték a magasabb
ploidszintli fajok létezése, amelyek bizonyitottan a nemzetség diploid, egyszeres genomot
tartalmazo fajainak spontdn hibridizaci6jabol eredeztethetéek. Annak ellenére, hogy az
allopoliploid fajok és alfajok szama viszonylag magas, a Triticeae nemzetségcsoporton beliili
kombinaciok tobbsége nem eredményez utddokat, igy a természetes poliploidok csak egy sziik
halmaz genomjainak kiilonb6z6 kombindcioibol 4allnak. A szdvettenyésztési technikak
fejlodésével lehetéség nyilt olyan tavoli, nemzetségek kozti keresztezésekbdl is utédokat nyerni,
amelyek addig sikertelennek bizonyultak. {gy allitottak eld a mult szdzad folyaman Triticum x
Secale, Triticum x Hordeum, Triticum x Agropyron vagy Triticum x Aegilops kombinaciokbol
nemzetség hibrideket, amelyek koziil egyediil a sorban az elsd, a tritikalé futott be jelentds
karriert. Ez részben talan annak tudhat6 be, hogy iddben joval megeldzte a tobbieket, azonban
sokkal inkabb meghatdroz6 lehet az a tény, hogy ez volt az egyetlen kombinacid, amelynek
mindkét sziiléje hdziasitott, és a mezdgazdasagi termelésre kozvetleniil alkalmas genommal
rendelkezik. Ugyanez az elény mas domesztikalt fajok esetében is fennallhat, és kiillondsen igaz
ez az arpara, ami a buza egyik legkozelebbi rokona és a masodik legjelentdsebb gabonaféle az

¢északi féltekén. Az (6szi) arpa (Hordeum vulgare L.) a buzanal altalaban, jobban bokrosodik
10
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jobb sotiiréssel rendelkezik, és 7-10 nappal korabban arathatd, ami lehetové teszi a korai nyari
aszalyos id6szak elkeriilését, és gyorsabb szemfejlodést is jelent. Ugyanakkor a mindségi
paraméterek tekintetében sem elhanyagoland6, hogy esszencidlis aminosavak (pl. lizin) és
értékes tapanyagok (B-glikén, rostok és prebiotikumok) nagyobb mennyiségben talalhatok az
arpaban, mint a buzaban. Osszességében tehat a két faj eltérd genetikai potencidljanak egyesitése
intergenerikus hibridizacié — azaz nem-GM kozvetitette génatvitel — révén a buza termesztését és
mindségi Osszetételét egyarant kedvezd irdnyba tolhatja el. Az in vitro technikak alkalmazasaval
novények regeneralhatok ugyan bliza x arpa, illetve reciprok keresztezésekbdl, a mindkét sziild
teljes genomjat hordoz6 amfiploid eldallitasat a mai napig nem sikeriilt megvalositani.

A nemzetség hibridek jelentésége a gabonaféléknél azonban egyaltalan nem meriil ki a
nemesités bazisanak megujitasaban, hiszen kivalé modellként szolgalnak a (tdvoli) genomok
kozti kooperdcidban szerepet jatszo, valamint azt gatldé molekularis mechanizmusok feltarasara
is. Utobbiak kozé tartozik az ,,imprinting” (bevésddés), azaz a sziiléi genomok epigenetikus
szabalyozas révén kodolt eltérd expresszidjanak tartdés vagy ideiglenes megorzése a fejlodo
utdédban, valamint az un. uniparentalis kromoszémaeliminacid, ami az egyik sziiléi genom
kromoszémainak tomeges (részleges/teljes) kiesését jelenti elsésorban a korai embriofejlédés
mitotikus sejtosztodasai, majd pedig a rdkdvetkezd meidzis soran. Az ilyen novények tobbnyire,
a buza x arpa keresztezés esetében pedig kivétel nélkiil sterilek, és kiegészitd technikik
bevonasa nélkiil nem nevelheté bel6likk ivaros utdd. A jelenség hattere ma sem teljesen
tisztazott, de nagy valdsziniiség szerint a sziil6k sejtciklusanak diszharmonikus lefutdsdban vagy
a mikrotubulusok és a hiszton fehérjék kozotti dsszeférhetetlenségben keresendd (Sanei és mtsai.
2011). A dolgot még érdekesebbé teszi az, hogy egyes buza-arpa addicidés vonalakban a
kovetkez6 nemzedékbe atjutd apai arpa kromoszoémak fixalodnak, és az anyai kromoszoémakkal
megegyezden viselkednek, mas esetekben viszont a meidzisok sordn Ujra destabilizalodnak, és
csak kis szazalékban keriilnek at az utdédokba (Szakacs és Molnar-Lang 2010). Ezeknek a
jelenségeknek a megértése kulcsfontossagu egyfeldl a keresztezéses génatvitel hatékonysaganak
novelése szempontjabol, masfeldl a keresztezhetdség hatdrainak kitagitdsa tekintetében is,
amelynek révén 11, az eddigieknél tavolibb faj- és nemzetség kombindcidk allithatok eld.

Jol lathatd tehat, hogy a buza-arpa hibridek egyrészt hasznos nemesitési alapanyagot
biztosithatnak, de még fontosabb szerepiik lehet a keresztezhetdség jelenlegi hatdrainak
kitolasaban a gabonafé¢lék korében: ebben a mindségben modellértékiivé valhatnak a genomok
kozti egyiittmiikodés és gatlas megértésében, sbt, talan 0j jelenségek felfedezésében is. Eppen
ezért munkankban célul tliztiik ki a bliza x arpa keresztezés szisztematikus szaporodasbioldgiai,
biotechnologiai €és genetikai megalapozasat, valamint ebbdl kiindulva egy jol miik6dé hibrid

eldallitasi rendszer kialakitasat (a konkrét célkitiizéseket 1d. a 2. fejezet végén).
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2. Irodalmi attekintés

crer

crer

olyan bonyolult soksejtes életformak kialakulasa el6tt, mint a gombak, a ndvények, az allatok és
mi magunk, emberek. A haploid (gametofiton) és diploid (sporofiton) nemzedékek periodikusan
valtakozo ¢életciklusainak metszéspontja és egyben az 0j egyed fejlddésének kiinduld pontja a
zigbta, amely két ivarsejt Osszeolvadasa utdn egyetlen sejtben tartalmazza az adott szervezet
felépitéséhez és miikodéséhez sziikséges genetikai informéciot. Az egyedfejlédés soran ennek az
egyetlen kitilintetett sejtnek a sorozatos osztoddsai és az utddsejtek eltérd iranyba torténd
amelyek ujabb és ujabb szovettipusokat l1étrehozva formaljak meg az adott fajra jellemzd Uj
egyedet. Az evoluci6 sordn a zig6ta 1étrejottéhez vezetd folyamatoknak — az adott faj él6helyétol
¢és ¢életformdjatdl fiiggden — szamtalan alternativdja fejlodott ki, azonban a sziildi tulajdonsagok
genetikai informacidit hordozo ivarsejtek egyesiilése, majd a meidzis soran 1) kombinacidkban
vald szétvalasa, minden magasabb rendli €l6lényben hasonloképpen zajlik. Mig az allatok
szaporodasara az egyszeriiség, a két szabadon all6 ivarsejt fizikai taldlkozasa jellemzd, addig a
zarvatermd novényekben a zigota egy meglehetdsen Osszetett eseménysorozat végsd fazisaban, a
kettés megtermékenyités bonyolult folyamatanak eredményeképpen jon létre (Nawaschin 1898;
Guignard 1899; Russell 1993) (1. abra). A termd anyai szoveteivel koriilvett embridzsakban
lezajlo parhuzamos megtermékenyiilési események soran két fuzids termék jon 1étre: a diploid
zigota ¢és a triploid endospermium, amelyek — azonos genetikai hatteriik ellenére — 1ényegesen
eltérd fejlodési utat jarnak be (von Wangenheim 1962; Friedman 1995; von Wangenheim és

Peterson 2004).

13



Sporogenezis
Vira
9 Portok
Follen Pollentomlé
o m ®/ Mexé?ls
~ - Pollenanyaseltek (2n) Mlkrospérak (n)
At I '/
[ a]
(g p]
& Ovulum Megaspéra (n)

[ “ Meiocita
| [ @
[ @ P
D) // g\ ’ Z Melézns

=

98§

Megaspéra anyaseijt (2n)

i =& — @ -

| v — ..

10.14751/SZIE.2017.035

Gametogenezis
Kétsejtes pollen Erett pollen

Vegetativ sejt (n)

Generatlv sejt (n) Himivarsejtek (n)

8 magvas embriézsak Erett embriézsak

TR Antipodak —/ASZ\ {g]

N iifelel 7> \
(00 I \ Kozponti || &
)@ | sejt(2n) g '

—_— |

) —
‘ o |§ [
) Szinergida ‘0@(;’ 2 ]
-_— Petesejt (n) —= /. |g~}

,_
L

1 Embriogenezis

Endospermium

Csiranévény Globuléris proembrié

Kétsejtes proembrid

Endospermium (3n]

§-0-6-

Zigdta (2n)

Megnylt zigéta

1. abra. A sporogenezis, a gametogenezis és a kettés megtermékenyitést koveté embriogenezis sematikus
folyamata a zarvatermoé névényekben. (Kawashima és Berger 2014 nyoman)

Az alabbiakban rendszerbe szedve targyaljuk az ivaros szaporodas soran lezajlo folyamatokat a

pollen megtapadéasatol a himivarsejtek petekésziilékbe jutdsan at (progdmikus szakasz) a zigota

1étrejottével egészen a korai szemfejlodésig (posztgdmikus szakasz). Ismertetjiik €s értékeljiik az

ez alatt lezajlo fontosabb molekuldris folyamatokat, végiil az intergenerikus hibridizacid

sajatossagaival 0sszefliggésben megvizsgaljuk azokat a kritikus pontokat, ahol a sziil6i genomok

genetikai tavolsagabol adddoé inkompatibilitas kovetkeztében a szemfejlddés folyamata zavart

szenvedhet.

2.1 A progamikus szakasz rovid jellemzése

A virdgos novények esetében, —kiillondsen igaz ez a szélporozta ndvényekre— elkeriilhetetlen,

hogy az adott egyed virdgzasa soran ne keriiljon kozvetlen kapcsolatba mds novények

ivarsejtjeivel, ezért a pdarvalasztds ,szertartasa” az O esetikben a bibe felszinén az 1n.

progamikus szakaszban zajlik le. A pollenszem bibe felszinén valé megtapadasatol (amit a

pollenfal fehérjéi és a portok tapétum rétegének maradvanyai segitenek eld) a petesejt

aktivaciojaig tartd progdmikus szakasz — rovidsége ellenére — meglehetdsen 0sszetett események
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folyamata, ami a nem megfeleld, pl. idegen fajtol szarmazo vagy az alacsony vitalitdsu pollen
altali termékenyiilést hivatott megakadalyozni. A pollen ¢és a bibe kozti fizikai kontaktus
1étrejotte utan intenziv kémiai parbeszéd indul meg a recipiens bibével, majd a termd kiilonb6z6
részeivel, ami azt bizonyitja, hogy a pollen csirazasa, és ezt kovetden a tomld hajtasa tavolrol
sem vak tapogatdzas formajaban zajlik, hanem az anyai (sporofitikus, majd gametofitikus) sejtek
¢s szovetek aktiv kozremiikddésével, sot, tamogatasaval vagy éppen gatlasa mellett.

Ennek a petekésziilékig tartd utkeresésnek és ,idegenvezetésnek” tobb szakasza
kiilonithetd el:

- preovularis novekedés és kompetencia,
- ovulum és pollentomld kolcsonhatas,
- a pollentomlo lezarasa (Higashiyama és Takeuchi 2015).

A preovularis szakasz kezdetén, a kolcsonds felismerésen alapuld eldszirést kovetden a
pollenszemek csirazni kezdenek, majd az az anyai szOvetek a noévekedésnek indult
pollentdmldket jellemzden valogatads nélkiil a maghdz (ovéarium) irdnyaba terelik. A maghaz
megkozelitését elsésorban a specializalt sejtekbdl allo transzmisszids (vagy stigmatoid) szovet,
traktus konnyiti meg: ez pusztdn mechanikailag segiti el6 a pollentomlé haladéséat, ebben a
szakaszban valddi kémiai attraktansok nem vagy csak elenyészd mértékben milkddnek. A
sporofitikus anyai szovetek altal kibocsatott molekuldk €s hat6anyagok inkébb csak a pollen
csirazasat, a tomlé novekedését €s érését szabalyozzak, ami sziikséges az ezt kovetd, ovularis
kapcsolat megteremtéséhez. Ezeknek az anyagoknak a skaldja igen széles, a teljesség igénye
nélkil: viz, ionok (kalcium), kis molekulak (y-aminovajsav, GABA) hormonok
(brasszinoszteroidok), peptidek és fehérjék (pl. arabinogalaktanok: glikoproteinek és TTS —
transmitting-tissue-specific — fehérjék; ciszteinben gazdag, bibe-specifikus és lipidtranszfer
fehérjék; stb.).

A direkt ,,parvalasztds” a progadmikus fazis masodik, ovularis szakaszdban az egymadssal
verseng® pollentomlok kozotti szelekcid formajaban valosul meg. Ebben a folyamatban az anyai
gametofiton, pontosabban az embridzsdk petekésziiléke altal kibocsatott peptidszignalok
jatszanak aktiv szerepet, amelyeket az elmult évtizedben azonositottak. Kétszikiiekben (Torenia
spp., Arabidopsis spp.) az tgynevezett LURE (csali) peptidek (Okuda és mtsai. 2009), mig
egyszikiieknél — eddig jobbara csak kukoricaban — az EA1 (EGG APPARATUSL) peptidek
(Marton és mtsai. 2005) szerepét tartdk fel. A LURE csalad 60-70 aminosavbol allo, ciszteinben
gazdag defenzin-szerti peptidekbdl all, mig az EA1 és tarsai 50 aminosavbol épiilnek fel. Ezeket
a peptideket a szinergida sejtek bocsatjak ki, és eljutnak egészen a transzmisszids csatorna alsd
szakaszaig. Fajspecifikus hatdsuk annyira erdteljes €s univerzalis, hogy ha példaul a kukorica

ZMEA1 gént ludfii (Arabidopsis thaliana) ovulumban kifejeztették, majd kukorica pollennel
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megporoztak, akkor az tomldt hajtott, és a ZmEAT peptid koncentracié gradiense mentén lejutott
az Arabidopsis csirakapujahoz (mikropile) (Marton és mtsai. 2012).

Végiil a harmadik szakaszban bekovetkezik a célba ért pollentomld felrepedése, ami
biztositja a spermiumok szabadda valasat, és nélkiilozhetetlen feltétele a megtermékenyités altali
petesejt aktivacionak (Dresselhaus ¢és mtsai. 2016). A szinergida sejtekben talalhato
receptorszerti kinaz fehérjék (pl. FERONIA) a kozeled6 pollentdomld hatasara tobbféle
folyamatot inditanak el. Egyrészt szdmos 1épcson keresztiil (pl. NADPH oxidézok aktivalasa),
kozvetve serkentik az oxigén eredetli (féleg hidroxil) szabadgyokok képzodését, ami viszont
kalciumcsatorndk kozvetitésével indul be (Duan és mtsai. 2014). Masrészt egyéb peptidekkel
kolecsonhatasban pektin metilészterdz enzimek gatlasan keresztiil destabilizaljak a pollentomlo
sejtfalat. A kalciumcsatornak megnovekedett aktivitaisa a pollentdmlében hirtelen nagy
mennyiségli kalciumion bedramldsit eredményezi, ami a sejtfal meggyengiilésével egyiitt a
pollentoml6é felhasadasahoz, valamint a spermiumokat a vegetativ sejtbe zard endocitikus
membran kinyilasahoz vezet, igy biztositva a két spermium szabadba jutasat (Dresselhaus és

mtsai. 2016).

2.2 Megtermékenyités és petesejt aktivacio

A csirakapun 4t a receptiv szinergiddba behatold egyetlen pollentomlé felhasadasanak
kovetkeztében (1d. 2.1 fejezet) a spermiumok kiszabadulnak az Oket Osszezaro, vegetativ sejt
membranjabdl, mikdézben ezzel egyidejlileg a receptiv szinergida programozott sejthaléllal
egyetlen perc alatt szétesik. A himivarsejtek az igy felszabadult térben villamgyorsan, mintegy
10 masodperc alatt bevandorolnak a petesejt és a kdzponti sejt kozti sikba, majd néhany perc
elteltével megtorténik a gamétdk Osszeolvadasa. A plazmogdmia sordn a membranok
Ssszeolvadasat elBsegité Ca?* oszcillacio (Russell 1993; Denninger és mtsai. 2014) aktivalja a
nyugalmi allapotban 1év0 petesejt (és kozponti sejt) anyagcserefolyamatait, amelyek gyors
ujraszervezddést (de- és repolarizacid) kovetden felkésziilnek az elsé osztédasra (Wendrich és
Weijers 2013). Annak ellenére, hogy az ivaros szaporodas soran az embrid kizardlag
megtermékenyitett petesejtbdl fejlodhet, a petesejt nem csak kdzvetleniil a megtermékenyités
révén, hanem kozvetve, a progamikus események sordn keletkezd szignalok hatdsara is
aktivalodhat (Dresselhaus és mtsai. 2016). Az ilyen modon aktivalodott petesejtbdl kizarolag
anyai genomot tartalmazé, haploid névény fejlodik, amibdl vegetativ fejlodés soran spontan
genomreduplikacio kovetkeztében fertilis, dihaploid (DH) ndvény johet létre (Coe 1959;
Kumlehn és mtsai. 2001). A haploid partenogenezis kiindulépontjanak tekinthetd kozvetett

petesejt aktivacio jelenségére, a viragos novények esetében is széles korben talalunk példakat.
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Kozvetett petesejt aktivacio soran keletkeznek a Datura stramonium (Blakeslee és mtsai. 1921),
az alloplazmatikus ‘Salmon’ buza (Kihara és Koichiro 1962; Tsunewaki 1964) vagy a Solanum
tuberosum x S. phureja Keresztezés haploid utodai (Hougas és Peloquin 1957; Hougas és
Peloquin 1958). A kezdetben nyugalmi allapotban varakozo petesejt aktivacidjaval lezarul a
progamikus szakasz, és kezdetét veszi az ) nemzedék fejlédéséhez vezetd posztgamikus

szakasz.

2.3 Az embrio fejlodése

Az aktivaciot kovetden az in planta fejlddd zigota eldszor tobbnyire aszimmetrikusan osztodik,
¢és igy két eltéré méretli és szerkezetl sejt, egy kisebb, apikalis és egy nagyobb, bazilis sejt
keletkezik. A két utddsejt sorsa az egy- és kétszikli fajokban egyarant mar az osztodas
pillanatdban determindlt, és az embri6 elére meghatarozott szoveteinek kialakitasaért feleldsek
(Moller és Weijers 2009; Lau és mtsai. 2012). A bazalis sejt és utddsejtjei formaljak meg a
kétsziklieckben szuszpenzornak nevezett, tdpanyagok és hormonok szallitdsat végzd szervet
(egyszikliekben ez kevésbé jellegzetesen kiiloniil el), valamint a hipofizist, amely a gydkércstics
merisztéma kialakitdsdban jatszik fontos szerepet (Park és Harada 2008; Moller és Weijers
2009).

Az apikélis sejt szimmetrikus osztéddsok sorozataban formalja meg a globularis
proembriot, amely méretében ¢&s sejtszdmaban a zarvatermOkben nagyon hasonlo,
differencialatlan sejthalmazt alkot (Johri és mtsai. 1992; Moller és Weijers 2009; Lau és mtsai.
2012). A zarvatermOk embridira altalanosan jellemzd, hogy az elsd osztddasi ciklus ideje
viszonylag hosszti, kb. 24 o¢ra, majd az ezt kovetd osztodasok idOtartama a sejtszam
novekedésével fokozatosan csokken, aminek kovetkeztében eleinte csak lassan, majd egyre
intenzivebben novekszik a sejtek szama (Johri és mtsai. 1992; Suzuki és mtsai. 1992).

A proembrié ezutan jelentds morfologiai atalakulason megy keresztiil, el6szor hosszikas
bunkora emlékeztetd alakot vesz fel, majd az addig homogén szovetallomanyban megkezdddik a
szervek differencidlodasa. A megnyult proembrid két ellentétes polusan kialakul a hajtas- és
gyokérmerisztéma, és megjelenik a sziklevélkezdemény(ek), amely(ek) fajtol fiiggd megjelenést
biztosit(anak) a novényi embrionak (Johri és mtsai. 1992; Friedman 2001a; Moller és Weijers
2009; Lau és mtsai. 2012). Ez az ugynevezett dtmeneti fazis — miutan mar valédi, specifikus
szovetekkel rendelkezé embriordl beszélhetiink — a kalaszos gabonafélékben 6-9 nappal a
megporzast kovetden megy végbe (Suzuki és mtsai. 1992; Kranz és Lorz 1993; Fabidn és mtsai.
2011). Az ilyen kor embriok, bar még nem képesek autotr6f modon, a sajat életfolyamataikhoz

sziikséges minden vegylilet eldallitasara, de mar elég fejlettek ahhoz, hogy aszeptikus kultaraban
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sikerrel felnevelhetdek legyenek. Az embridkultira lehetdséget biztosit tobbek kozott olyan faj-
vagy nemzetség-keresztezésbol szarmazo novények felnevelésére (I1d. 4.3.2 fejezet), amelyek a
sziilok genetikai inkompatibilitasa kovetkeztében egyébként fejlodésiik korai szakaszaban, mar a

magkezdeményben elhalnanak (Ishikawa és mtsai. 2011).

2.4 Az endospermium fejlédése

A zigota fejlodésével parhuzamosan a harom (két anyai €s egy apai) sejtmagot tartalmazd masik
fuzids termék, az endospermium, az embridétol jelentOsen eltérd fejlédési utat jar be, ami a
kiilonb6zé ndvényfajokban nagyon kiilonbdzd megjelenési szoveteket eredményezhet
(Friedman 2001a). Az eltéré végeredmény ellenére a folyamat elsG, meghatarozo 1épései az
endospermium esetében is erdsen konzervalodtak a kiilonb6zé novényfajokban (Friedman
2001a; Costa és mtsai. 2004). A kariogamiat kovetden az endospermium triploid sejtmagja a
megagametogeneziséhez hasonlo, gyors osztddasok sorozatan megy keresztiil (Id. 4.2.2 fejezet),
amelyeket nem kovet a szomatikus sejtek osztodasanal megszokott citokinézis, €s nem
szintetizalodnak 1j sejtfalak sem (Brown és mtsai. 1994; Costa és mtsai. 2004; Olsen 2004;
Erilova és mtsai. 2009). Az igy keletkezd sokmagvl sejtet a szakirodalom conocitikus vagy
szabad sejtmagvas endospermiumnak nevezi, amely fajtol fiiggden eltéré szamu sejtmagot
tartalmazhat (Bennett és mtsai. 1975; Walbot 1994; Boisnard-Lorig és mtsai. 2001; Olsen 2004).

A conocitikus endospermium a jelenlegi ismeretek szerint egy alapallapotban sejtes
endospermiumhoz vezetd program késébbi modosulasaval alakulhatott ki az evolicid sordn
(Friedman 1998; Friedman 2001a; Friedman 2001b; Olsen 2004). Kalaszosok endospermium
fejlodésében megfigyelhetd, hogy az osztddast kovetden a sejtmagok kozott megkezdddik a
fragmoplaszt szervezddése, amit azonban nem (vagy csak részben) kovet a sejtfalalkotok
berakodasa (Brown és mtsai. 1994; Brown és mtsai. 1996a; Brown és mtsai. 1996b; Tian ¢€s
mtsai. 1998; Serensen és mtsai. 2002), A sejtfalak szintézise csak a fajra jellemz0 sejtmagszam
elérése utan, a kaldszosokban kb. 3 nappal megporzast kovetden kezdddik el (Bennett és mtsai.
1975; Walbot 1994), amikor a conocita mar akar 2000 sejtmagot is tartalmazhat, amelyek a
jelentdsen megnovekedett sejt membranja mentén taldlhatd vékony citoplazma savban
helyezkednek el (Bennett és mtsai. 1975).

A magok kozotti sejtfalak kialakulasa sugarirany mikrotubulus szervezddést kdvetden a
conocita sejtfalatol a kdzponti vakuolum iranyaba fokozatosan, fajtol fliggéen 3-6 nap alatt megy
végbe (Webb és mtsai. 1991; Brown és mtsai. 1994; Brown és mtsai. 1999; Boisnard-Lorig ¢€s
mtsai. 2001; Olsen 2001; Serensen és mtsai. 2002; Olsen 2004; Sreenivasulu ¢s Wobus 2013).
Az elso sejtréteg kialakulasa utan az 0j sejtek az ovulum felszinével parhuzamos (periklinaris)
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osztodasok tutjan, annak belseje felé terjeszkedve kitdltik a megnovekedett embriozsak altal
biztositott teret, és kialakitjak a végleges, sejtes szerkezetli endospermiumot (Brown és mtsai.
1994; Walbot 1994; Serensen ¢és mtsai. 2002).

A sejtfalak kialakulasa utan kezd6dé differencialodas soran 1étrejonnek az endospermium
specialis szovetei, amelyekben ugyan mutatkozik némi kiilonbség az egy- €s kétszikli fajok
endospermiumai kozott, de alapvetd funkcioik és felépitésiik 1ényegében megfelel egymésnak
(Friedman 1995; Friedman 2001a; Olsen 2004; Sreenivasulu és Wobus 2013). Minden
endospermiumnak van egy, egyetlen vagy tobb sejtsorbdl allo kiiltakaroja, tovabba az embrid és
az endospermium szovetei kozotti tapanyag és hormon transzportot biztositd mikropilaris,
valamint az endospermium ¢és az anyai szovetek kozotti 0sszekottetést megvaldsitd kalazalis
régidja (Brown és mtsai. 1999; Boisnard-Lorig és mtsai. 2001; Vinkenoog és mtsai. 2003; Olsen
2004). Végiil pedig funkcidjabol adéddéan minden endospermium legnagyobb tomegét a
jellegzetes, parenchima jellegli sejteket tartalmazo raktarozd szdvet adja. Az endospermium
feladata mérettdl és megjelenéstdl fliggetleniil ugyanaz: egyrészt biztositja a fizikai ,,anya-utod”
kapcsolatot, masrészt ,,altruisztikus” pusztulasa és felszivodasa révén folyamatosan tapanyaggal
latja el a fejlddd embridt (Carmichael és Friedman 1995; Friedman 1995; Friedman 1998;
Friedman 2001b; Olsen 2004) (2. abra).

Kukorica
endo |\ endo B DA endo
em
em e em Lpfen
2 DAP 4 DAP 10 DAP 18 DAP
Sejtmag-osztédasok Seijtfalak kialakulasa Sejtdifferencialodas Programozott
Migréacio Periklinalis osztodasok Endo-reduplikacio Sejthalal
Arabidopsis
endo
endo
% em
“oem 25
em -enidé
em C
4 DAP 5 DAP 8 DAP 18 DAP
Sejtmag-osztédasok Seijtfalak kialakulasa Sejtosztédas és Programozott

Seijtdifferencialodas

Sejtdifferencialédas

Sejtndvekedés

Sejthalal

2. abra. Az egyszikii és kétszikii endospermium fejlédése, a fennmaradé és a felszivodé endospermium.
(Bai és Settles 2015 nyoman)

em: embrid, endo: endospermium, DAP: a megporzastdl eltelt napok szama
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Az egyszikiiek fennmaradé endospermiuma a tidpanyag felhalmozasat kovetden
programozott sejthaldl Gtjan egy matrixba foglalt tdpanyagraktarat hoz létre, amelyet a csirdzas
sordn az aleuron rétegbdl felszabaduld enzimek fokozatosan bontanak le, tartésan tdmogatva
ezzel a csirazd embrio novekedését (Lopes és Larkins 1993; Grossniklaus és mtsai. 1998;

Nguyen és mtsai. 2007; Sabelli és Larkins 2009; Sreenivasulu és Wobus 2013) (2. abra).

2.5 A sziil6i genomok kolcsonhatasa

A két fuzios termékbol kiindulo jelentOsen eltérd ¢€letutak egy szelektiv szabalyozas meglétére
engednek kovetkeztetni, amely — az azonos genetikai hattér ellenére — nyilvanvalo kiilonbségeket
eredményez a kiindulasi sejtekben és utddaikban (Vinkenoog és mtsai. 2003). Mar a mult szédzad
elején is ismert volt a kettés megtermékenyitésben részt vevd anyai gamétak eltérd ploidszintje,
ami akkoriban az az embri6d és az endospermium kozti kiilonbségek elsé szamu feltételezett
okanak szamitott (Scott €s mtsai. 1998). Mig a petesejt egyszeres, addig a kdzponti sejt kétszeres
anyai genomot tartalmaz, ezért az egyszeres genomokat hordozé himivarsejtekkel tortént fuzio
utan egy kétszeres, Im + 1p (m = anyai vagy maternalis, p = apai vagy paternalis) genomot
tartalmazo zigoéta, illetve egy triploid, 2m + Ip genomot tartalmaz6 endospermium keletkezik
(Friedman 1995; Grossniklaus és mtsai. 1998; Olsen 2004; Gehring és mtsai. 2006), amelyek a
magkezdeményen beliill parhuzamosan, de egymastol fiiggetleniil fejléddve alakitjdk ki a
zarvatermOkre jellemz6 magot (Harper és mtsai. 1970; Grossniklaus és mtsai. 2001; Berger
2003; Berger és mtsai. 2006). Az 1920-as években figyeltek fel arra, hogy kiilonb6z6 ploidszintii
szllok reciprok keresztezései eltér6 mag-, ill. termésméretet eredményeztek, amit az
endospermium fejlettségével hoztak Osszefiiggésbe (Thompson 1930; Cooper és Brink 1947;
Haig és Westoby 1991; Grossniklaus és mtsai. 2001). A Triticum nemzetség eltéré ploidszintii
sziil6i kombinacioibol altalaban akkor kaptak a tobb és nagyobb méretli szemterméseket, amikor
az anyai partner ploidszintje az apai partnerének kétszerese volt; a forditott iranyt keresztezések
pedig szinte mindig rancos, kisméreti és kevesebb szemtermést eredményeztek, amelyek
alulfejlett endospermiumot tartalmaztak (Watkins 1924; Thompson 1930). A nemzetségcsoport
kiilonbozd fajainak keresztezéseit mindkét iranyban szisztematikusan elvégezve alaposabban is
igazoltdk, hogy eltéré ploidszintli keresztezésekben nagyobb mértékli szemkotés akkor
figyelhetd meg, amikor az alacsonyabb ploidszintli faj a pollenadd. Azokban a parositasokban,
amelyekben a kiilonbség mar haromszoros volt a sziilok ploidszintjében, nem vagy nagyon ritkdn
kaptak szemterméseket, és csak olyankor, amikor az anyai partner rendelkezett a nagyobb
kromoszémakészlettel (Thompson 1930; Belea 1976; Sharma 1995; Scott és mtsai. 1998).
Egyetlen kivételnek a btiza (Triticum aestivum, 2n = 6x = 42) x rozs (Secale cereale, 2n = 2x =
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14) keresztezés mutatkozott, ahol a haromszoros ploidszint kiilonbség ellenére is viszonylag
magas, akar 80% gyakorisaggal is sikeriilt hibrid szemterméseket eldallitani (Zeven 1987), mig
reciprok keresztezésben ez a kombinacid csak ritkdn bizonyult sikeresnek (Meister ¢és
Tjumjakoff 1928; Thompson 1930). Mas, pl. a Brassica (Sinskaia 1927; Morinaga 1934),
Nicotiana (McCray 1932), Secale (Hékansson és Ellerstrom 1950), Zea (Cooper 1951) és
Hordeum (Hékansson 1953) nemzetségeken beliil eltéré ploidszintli fajokkal végzett reciprok
keresztezések szintén arr6l tantiskodtak, hogy a jelenség a zarvatermOkre nézve altalanos
érvényll. és a mag fejlodését dontden befolydsolja az anyai és az apai genomok egymashoz
viszonyitott ardnya. Optimalis magfejlodés abban az esetben kovetkezett be, amikor az
endospermiumban két anyai genomra egy apai genom jutott, s a fejlodési rendellenességek a
2m : 1p aranytol barmelyik irdnyba tdvolodva egyre inkabb fokozodtak (Lin 1984; Ehlenfeldt és
Ortiz 1995; Grossniklaus és mtsai. 1998; Adams és mtsai. 2000; Vinkenoog és mtsai. 2003;
Lafon-Placette és Kohler 2016). Ez egyben azt is jelentette, hogy a két fuzios termékben az anyai
ill. apai genomok — szekvencia azonossaguk ellenére — funkcionalisan nem ekvivalensek
egymassal (Harper és mtsai. 1970).

Az eltérd ploidszintli keresztezések arra is ravilagitottak, hogy a megfelelé aranyoktol valo
eltérés mindig az endospermium fejlédésében okoz rendellenességeket, és az embrid fejlodését
tobbnyire nem befolyasolja (Scott és mtsai. 1998; Adams €és mtsai. 2000; Vinkenoog €s mtsai.
2000; Lafon-Placette és Kohler 2016). A leginkabb perdonté bizonyitékot kétségteleniil von
Wangenheim (1962) kisérletei szolgaltattak, aki eltérd ploidszintii ligetszépe (Oenothera elata
ssp. hookeri) specialis keresztezéseivel igazolta az anyai/apai hozzajarulas aranyanak az
endospermium fejléddésére gyakorolt dontd hatdsat. Valasztasa azért esett a ligetszépére, mert a
zarvatermOk tobbségével ellentétben kozponti sejtie — a Polygonum tipustt embridzsakra
jellemz6 kettdé helyett — csak egyetlen anyai genomot tartalmaz (Maheshwari 1950; Cailleau és
mtsai. 2010). Ezt a sajatossagot kihasznalva diploid és tetraploid sziilok keresztezésével olyan
hibrideket allitott eld, amelyek mindkét keresztezési iranyban egyarant triploid embriot és azzal
genetikailag teljesen azonos triploid endospermiumot eredményeztek azzal a kiillonbséggel, hogy
a 2x (9) x 4x (&) keresztezési irdinyban 1m : 2p, mig a reciprok keresztezésnél 2m : 1p volt az
anyai ¢és apai sziiloktdl szarmazo genomok ardnya (3. abra). A genetikai azonossag ellenére a
négy ,,zigota” két, eltérd iranyba fejlodott: mig a petesejt fuzids termékébol mindkét irdnyu
keresztezésben embrid, addig a koOzponti sejt eredeti fuzios termékbdl mindkétszer
endospermium fejlédott (von Wangenheim 1962).

Tovabbmenve, az endospermiumok a kiilonbozd ivarbol szdrmazd genomok konkrét
aranyara is joval nagyobb érzékenységet mutattak, mint az embriok. Mig az Im : 2p genom

Osszetételli endospermium mindig a megszokottndl nagyobb méretli és késon sejtesedd volt,
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addig a reciprok 2m : 1p genomarany ennél joval kisebb €s korabban sejtesedé endospermiumot
eredményezett. Von Wangenheim eredményei egyértelmiien igazoltdk, hogy a fuzids termékek
fejloddési irdnya a genetikai hattértél fliggetlenil mar a kiindulasi sejtekben kodolva van,
tovabba, hogy az endospermium normalis fejlédéséhez — szemben az embridéval —
clengedhetetlen az eltér6 ivart sziiloktél szarmazo genomok megfeleld aranya (von

Wangenheim 1962; Nishiyama €és Inomata 1966; Sarkar és Coe 1966; Lin 1984; Scott és mtsai.

1998).
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3. abra. Az eltérd sziil6i genomarany hatasa a ligetszépe embrié (fent) és endospermium (lent) fejlédésére
reciprok keresztezésben.

E két jelenség az evolucids tavolsag ellenére meglepd hasonldsdgot mutat az emlds allatok
embriofejlédésének sajatossagaval, amelyben a méhlepény mint extraembrionalis szovet egyfeldl
tapanyagtranszportot biztosit az anya €s az embrio kézott, masfeldl egy fejlodési ,,checkpoint”
mechanizmuson keresztiil ellenérzi az eltéré ivard gamétdk kompatibilitasat. A jelenleg
legelfogadottabb nézet szerint a zarvatermd nodvények az endospermium e masodlagos
funkcidjan keresztiil szabnak gatat a korlatlan (véletlenszer(i) keresztez6déseknek (Lafon-
Placette és Kohler 2016). A sziilo-specifikusan 6roklodd faktorok egyenstlyanak felboruldsara
az endospermium — a placentahoz hasonléan — érzékenyen reagal, fejlddése leall kivaltva ezaltal
a nem megfeleld genetikai hatterinek itélt embrio aborcidjat (1d. 4.2.1-2 fejezetek) annak
ellenére is, hogy ennek fejlédése dnmagaban nem lenne rendellenes (Scott €s mtsai. 1998;
Adams és mtsai. 2000; Vinkenoog és mtsai. 2000; Vinkenoog ¢és mtsai. 2003; Kinoshita 2007;
Gao és mtsai. 2012).

Az endospermium szintjén megnyilvanuld Onvédelmi mechanizmus létére tovabbi
egyértelmill bizonyitékot szolgaltatnak azok az inkompatibilis faj- és nemzetség keresztezések,
amelyekbdl a kimentett €retlen embriok megfeleld szdvettenyésztési technikak alkalmazasa
mellett életképes novényekké nevelhetdk. Az embrido és az endospermium eltérd sorsanak

ploiditastol vald fiiggetlenségét azok az andro- vagy ginogenetikus haploidok is igazoljk,
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amelyek annak ellenére, hogy kizardlag csak anyai vagy apai genommal rendelkeznek, in vitro
kortilmények kozott, de akar spontan is, életképes embridova fejlddnek (Maheshwari és mtsai.
1980). A gametofiton eredetli szovettenyészetekben a kiindulasi sejt ploidszintjétdl fliggetleniil
tobbnyire az embrionalis fejlédési ut a jellemzo: a hexaploid novények triploid mikrosporaibol a
megtermékenyitett kozponti sejttel megegyez0 ploidszint ellenére is embridok vagy embrioid
jellegli struktiurdk fejlédnek. Ezen eredmények tiikrében nyilvadnvalonak latszik, hogy a
sporofitikus embridfejlodés az alapvetd fejlodési program, és az endospermiumma valas egy
ploidszinttél fliggetlen extrakromoszomalis faktor 1étét feltételezi (von Wangenheim 1962;

Vinkenoog és mtsai. 2003).

2.6 Az anyai hatas

Az embri6 és az endospermium divergens fejlddésének magyarazatara a mult szazad végéig tobb
hipotézis is létezett. Von Wangenheim (1962) vetette {6l el0szor az azonos genetikai hatterti, de
eltéré sorsu fuzids termékek vizsgalata soran az extrakromoszomalis determinald faktorok
sziikségességét. A gametogenezis sordn a gamétak citoplazmajaba beépitett ismeretlen faktor
alternativdjaként hosszu ideig tartotta magat az anyai sporofitikus faktor elmélet, miszerint a

crer

kizardlag a kornyezé anyai szovetekbol szarmazo szignalok hatarozzak meg (Grossniklaus és
mtsai. 1998; Olsen 2004).

A kérdésre végiil egyértelmii valaszt a technoldgia fejlddése biztositott, ami lehetdvé tette
az egyedi ivarsejtek prepardlasat és in vitro fuzidjukat, valamint a fuziés termékek
fertilizacidja soran egyértelmiien kideriilt, hogy a sejtek sorsa az anyai szovetektél mentes
kornyezetben is eldre meghatarozott: a megtermékenyitett petesejtbdl csak embrioid struktura,
mig a kozponti sejt fuzios termékébdl kizardlag endospermium jellegli szovet fejlodott (Kranz és
Lorz 1993; Kranz és Dresselhaus 1996; Kranz ¢s mtsai. 1998; Kranz 2001). Kideriilt azonban,
hogy a filialis szovetek megfeleld helyen és idoben torténd differencialodasahoz azért az anyai
szovetekre is sziikség van, ugyanis a fent leirt in vitro fejlodott embridk és endospermiumok
morfoldgiailag lényegesen eltértek in planta fejlodott tarsaiktol, habar a sorsukat meghatarozé
faktorok mar a kiindulasi sejtek citoplazmajaban jelen kellett hogy legyenek (Kranz és Lorz
1993; Kranz és Dresselhaus 1996; Kranz és mtsai. 1998; Kranz 2001).

Az allati embridk vizsgalata soran valt ismertté az anyai hatds néven ismert jelenség,
miszerint az embri6 korai osztddasait vezérld program mar a petesejt citoplazmdjaban jelen van

RNS ¢és fehérjék formdjaban (Baroux és mtsai. 2009; Nodine és Bartel 2012). Az embrid
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genomjardl atirdédo gének fajtol fliggéen csak a 8-16 sejtes allapotban kapcsoldodnak be,
folyamatosan atvéve az iranyitdst a még az anyaban expresszalt génektdl (Tadros €s Lipshitz
2009). Az allatvilagban olyan extrém esetek is ismertek ahol az enukledlt zigotak egészen
larvaallapotig képesek fejlédni pusztan az anyai hatasu gének iranyitasaval (Harvey 1936).

Az anyai gének mutans allél alap, fenotipusos vizsgdlata a novényi embriok
beagyazottsaga miatt nem vagy csak nehezen kivitelezhetd. Az adott gén ugyanis a direkt anyai
hatds mellett sporofitikus uton, a kornyezé diploid sporofitikus szdvetekbdl szarmazod
szignalokon keresztiil is képes kozvetett hatast gyakorolni az embrio fejlédésére (Harper €s
mtsai. 1970; Ray 1997; Drews ¢és mtsai. 1998; Grossniklaus és Schneitz 1998; Chaudhury és
Berger 2001), és a kétféle hatas fenotipusos szétvalasztasa meglehetdsen nehéz. Ennek ellenére
az utoébbi években bizonyossagot nyert, hogy egyes novényfajokban mar a zigotaban
megkezdddik azon gének transzkripcidja (Harper és mtsai. 1970; Chaudhury és Berger 2001;
Schauer és mtsai. 2002; Grimanelli és mtsai. 2005; Tadros és Lipshitz 2009), amelyek
feltételezhetéen az embrio korai sejtosztoddsainak szabalyozasaban jatszanak nélkiilozhetetlen
szerepet (Scholten és mtsai. 2002; Grimanelli és mtsai. 2005; Okamoto 2005; Ning és mtsai.
2006).

A megtermékenyitést kovetden aktivalodo gének koziil sok a kromatin szervezddés, a DNS
metilacid és a sejtciklus szabalyozasdban vesz részt, €s a vegetativ szovetekben is expresszalodik
(Sprunck ¢és mtsai. 2005; Sprunck ¢és mtsai. 2012). Ezeken feliil szamos, csak a petesejtben
expresszalodo gént is felfedeztek (pl. 4j F-box és cink-ujj fehérjéket kodold géneket), amelyek a
petesejt identitasaért és a pollentomldk iranyitasaért lehetnek felelések (Okamoto 2005; Sprunck
¢s mtsai. 2005;). A ndivara gamétak, valamint a fuzios termékek expresszios elemzése kimutatta,
hogy a petesejtben nagy mennyiségben vannak jelen a transzkripcioért, valamint a
fehérjeszintézisért és -lebontasért felelds génekrdl atirodott mRNS-ek, amelyek a
megtermékenyitést kovetden aktivizalodva intenziv anyagcserefolyamatokat inditanak el
(Okamoto 2005; Sprunck és mtsai. 2005; Domoki és mtsai. 2013). A petesejt proteomikai
vizsgalata soran arra is fény dertilt, hogy a petesejt citoplazméjaban a legnagyobb mennyiségben
eléforduld fehérjék tobbsége a lebontd anyageserében részt vevd enzimek koziil keriilt ki
(Okamoto és mtsai. 2004). A petesejtek tehat intenzivebb anyagcserét mutatnak, mint azt

korabban feltételezték (Taylor és Vasil 1995).
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2.7 Az anyai/zigotikus atmenet

Az els6 zigota eredetii transzkriptumokat btizanal a ludfiihdz (Arabidopsis thaliana) hasonldan,
legkorabban a kétsejtes proembriobdl sikeriilt kimutatni (Vielle-Calzada és mtsai. 2000; Sprunck
¢s mtsai. 2005), ami arra utal, hogy a megtermékenyitést kdvetd intenziv valtozasok, valamint az
elsd sejtosztodas kizardlag az anyai RNS-ek és fehérjék iranyitdsdval megy végbe. Az intenziv
anyagcsere-folyamatok kovetkeztében a zigota €s a proembrid fehérje Osszetétele jelentdsen
megvaltozik az elsé osztodasok soran (Okamoto 2005; Sprunck és mtsai. 2005), viszont az
intenziv génexpresszios valtozasok csak néhany ciklussal késobb, a gdomb stadiumti embridban
tapasztalhatoak (Vielle-Calzada és mtsai. 2000; Sprunck és mtsai. 2005; Baroux és mtsai. 2009;
Sreenivasulu és Wobus 2013). A vizsgalt novényeknél ez az a fejlddési fazis, amikor befejezédik
az ugynevezett anyai/zigotikus atmenet, amelynek sordn az embrid genomjarol atirodott
zigotikus gének atveszik az irdnyitast az embrio fejlédése folott (Breuninger és mtsai. 2008;
Baroux és mtsai. 2009). Ezt tamasztottak ala az eltéro sziilék genomjarol atirddott allélspecifikus
RT-PCR eredmények is, amelyek segitségével arabidopsisban ¢és kukoricdban egyarant
bizonyitast nyert az apai genomrdl torténd transzkriptumok gémb stadiumban torténd tomeges
megjelenése, ami egyiitt jart a citoplazmaban tarolt anyai transzkriptumok hirtelen eltinésével
(Vielle-Calzada és mtsai. 2000; Baroux és mtsai. 2001; Grimanelli és mtsai. 2005; Baroux és
mtsai. 2009). A legajabb tudomanyos eredmények azt is mutatjak, hogy az anyai/zigotikus,
illetve az anyai/apai expresszio ilyen dinamikaja valtozésa csak az endospermiumra jellemzd.
Egyetlen sejtre korlatozott transzkriptumok vizsgalata soran igazolodott, hogy az embridban az
anyai/zigotikus atmenet igen koran, mar az elsé osztddas vége elott megtorténik (Hale €s
Jacobsen 2012; Nodine és Bartel 2012; Domoki és mtsai. 2013; Kawashima és Berger 2014). Az
anyai és apai transzkriptumok aranya mar a megnyalod zigétdban kiegyenlitddik, és ez az
egyensuly az embriogenezis kés6bbi stadiumaiban is megmarad (Kawashima és Berger 2014) (4.
abra).

A zigotikus gének tomeges megjelenésével egyiitt jard anyai/zigotikus atmenet
iranyitasaban feltételezhetden fontos szerepe van az embridfejlédés korai szakaszdban megjelend
zigotikus transzkripcids faktoroknak, amelyek amellett, hogy aktivaljak tovabbi zigotikus gének
expressziojat, kivaltjak az anyai RNS degradalodasat. Ilyen tobbek kozott a MEA (MEDEA) gén
(Id. 2.9.1 fejezet), amelynek expresszioja kozvetleniil a megtermékenyitést kovetden kimutathatd
mindkét fuzids termék citoplazmajaban (Vielle-Calzada és mtsai. 1999; Vinkenoog és mitsai.

2003; Jullien és mtsai. 2006).
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4. abra. Az anyai és zigotikus transzkriptumok idébeli valtozasai az ivaros fejlédési szakaszban.
(Kawashima és Berger 2014 nyoman)

A zigotikus allélok termékenyiilés el6tti némasaga feltételezhetden a zigotikus DNS erds
metilaltsagaval, valamint a zigotikus genomot tOmorité kromatin szerkezetével van szoros
Osszefiiggésben. Arabidopsis kiillonbozd fejlédési stddiumil embridzsakjaiban a fuzids termékek
mindkét sziil6t6l szarmazo genomja erésen metilalt, és ez a metilacidos mintazat az embrionalis
fejlodés egymast kovetd szakaszaiban jelentds valtozdsokon megy keresztiil. A metilacid
fokanak csokkenésével parhuzamosan novekszik a transzkripcids aktivitds, ami alapjan
feltételezhetd, hogy a sziildk a gamétdk DNS-ének metilalasan keresztiil szabnak gitat a
zigotikus transzkriptumok id6 eldtti megjelenésének (Vinkenoog és mtsai. 2003; Jullien és mtsai.
2006; Luo és mtsai. 2009).

A metilacids mintdzat kialakitdsa és fenntartasa ndvényekben két uton torténhet, amelyek
egymassal egyiitt hatva alakitjadk ki a metilacio-fliggé DNS inaktivitast. Az elsO alternativa a
gének promoterein taldlhatod, szimmetrikusan elhelyezkedd CG motivumok metildlasa, amit a
MET]1 metiltranszferdz enzim végez (Xiao és mtsai. 2003; Costa és mtsai. 2004; Arnaud és Feil
2006; Gehring €és mtsai. 2006; Jullien és mtsai. 2006; Kawashima és Berger 2014). Novényekben
egy ezzel parhuzamos rendszer is miikddik, amely a nem CG motivumok metilacidjdban jatszik
Szerepet: ez az Utvonal kozvetlen kapcsolatban van a siRNS-fliggd DNS metilacios uttal,
amelynek kulcsenzime a CMT3 kromometilaz (Cao és Jacobsen 2002; Berger és mtsai. 2006;
Jullien és mtsai. 2006; Kawashima és Berger 2014; Kim €s mtsai. 2014).
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2.8 A kromatinszerkezet valtozasa

Az anyai/zigotikus atmenet soran, a transzkripciés mintazatban torténd nagymértékii valtozast a
DNS szakaszok metilaltsiga mellett a kromatin szerkezetének jelentds valtozasai okozzak,
amelyek lefutdsa — amellett, hogy jelentds ivarspecifitas jellemzi — a kettds megtermékenyités
két fhzids termékében is kiilonbségeket mutat. Annak fényében, hogy a folyamat az ivarosan
szaporodo6 ¢€lolényekben nagyfoku hasonlosagot mutat (Ingouff és mtsai. 2007), feltételezhetjiik,
hogy az egyszikiiekben is az Arabidopsisban megismert modon mennek végbe a fuzios termékek
kromatin szerkezetének megtermékenyiilést kdvetd valtozasai.

A megtermékenyités pillanataban a himivarsejt genomja a petesejtéhez képest sokkal
kompaktabb, amit a zigota két sejtmagjanak jelentds méretbeli kiilonbsége is jol reprezental
(Scholten és mtsai. 2002; Ohnishi ¢és mtsai. 2014). Ez a kompaktsag a DNS-t és hozza
kapcsolodd hiszton és nem-hiszton fehérjéket magaba foglaldé kromatin szerkezetének a
figgvénye, ami a kromoszoman elfoglalt pozicid és az id0 fiiggvényében meglehetdsen
valtozatos lehet. A valtozatossadgot a H3 hiszton fehérjék biztositjak, amelyekbdl az Arabidopsis
genomjaban kilenc véltozat taldlhatd. Ide tartozik az altalanos centroméra hisztonfehérje, a
CENH3 (Talbert és mtsai. 2002) és ennek némileg moédosult H3.3-as valtozata, amelyek
megjelenése a himivara gamétakra korlatozodik, €s meghatdrozo szerepiik van az extrém
kondenzaci6 kialakitasdban (Okada és mtsai. 2005). CENH3-GFP fuzios fehérje alkalmazasaval
kimutattdk, hogy a CENH3 expresszidja az egysejtes haploid mikrospordban jelenik meg, és
(Talbert és mtsai. 2002; Fang ¢és Spector 2005; Lermontova és mtsai. 2006). A haploid
mikrospora elsé aszimmetrikus osztodasa utan kizarolag a generativ sejtben talalhatd, a vegetativ
sejtben nem lehet kimutatni. A generativ sejt tovabbi osztddasa soran keletkezd két himivarsejt
magjaban az expresszio tovabb fokozddik, és megtalalhatdo mind az 6t Arabidopsis kromoszéma
centroméraiban (Ingouff és mtsai. 2007). Szemben a CENH3 fehérjével, a himivarsejt-specifikus
H3.3 a mikrosporaban nem miikodik: a fehérje az aszimmetrikus osztédast kdvetden a generativ
sejtben jelenik meg, majd a masodik osztdodast kovetden szintén a himivarsejtek magjaban
akkumulalodik (Ingouff és mtsai. 2007).

A kettés megtermékenyitést kovetd orakban torténik meg a kariogdmia, azaz az anyai €s
apai sejtmagok Osszeolvadasa (Faure és mtsai. 1993; Ohnishi és mtsai. 2014). Az endospermium
kozvetleniil a kariogamia utan mitotikusan aktiv periddusba Iép, aminek legfébb bizonyitéka az
RBR1 (RETINOBLASTOMA RELATED 1) fehérje gyors megjelenése, amelyrdl kozismert,
hogy a sejtciklus G1-S fazisa k6zotti atmenet egyik kulcsfehérjéje (Weinberg 1995; Inze és De
Veylder 2006). A zigotaban ugyanennek a fehérjének a termelédése csak késébb, a megnyulasi
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periodusban kezdddik el, 8 oraval a kariogadmiat kovetéen (Ingouff és mtsai. 2007), bizonyitva a
zigota kezdeti, mitotikus szempontbdl nyugalmi periddusat. Ez id6 alatt a zigbta kromatin
szerkezetében jelentds valtozasok torténnek, ami a H3.3 hiszton fehérje gyors degradalédasan
keresztiil biztositja a kromatin allomany fellazulésat, lehetové téve a géneknek az apai genomrol
torténd atirodasat még az elsé osztodas eldtt (Ingouff és mtsai. 2007; Ohnishi és mtsai. 2014; She
és Baroux 2014).

Ezzel szemben az endospermiumban kozvetleniil a kariogdmiat kovetéen megkezdddik az
aktiv DNS szintézis, €s a triploid mag citokinézis nélkiili gyors osztodasokba kezd, megformalva
a szabad sejtmagvas vagy conocitikus endospermiumot (Faure és mtsai. 1993). Mire a zigota
els0 osztddasa befejezddik, a szabad sejtes endospermium fajtél fliggden akar mar 8-16
sejtmagot is tartalmazhat (Id. 4.2.2 fejezet), ami 3-4 befejezett ciklust jelent (Randolph 1936;
Narayanaswami 1954) (5. abra). Az Gjonnan képz6ddé sejtmagokban a H3.3 hiszton bar
csokkend intenzitassal, de jol kimutathat6 az apai kromoszémakon, a 4. osztodasi ciklus végéig
fenntartva azok nagyfoku kondenzaltsagat, majd ezt kovetéen fokozatosan eltiinik (Ingouff és
mtsai. 2007; Sanei és mtsai. 2011). Ez a lasst higulds parhuzamba hozhat6 a kizarolag a korai,
szabad sejtmagvas endospermiumra jellemzd apai genom inaktivitassal, amit szdmos lokusz

anyai alléljanak kizarélagos transzkripcidja bizonyit.

De novo biparentélis génexpresszié

Apai nucleus migréciéja Membranok 6sszeolvadasa Apai kromatin dekondenzécidja
‘Q*@*‘C"@*@"’@*Q*Q*@“
Embrié
Apai nucleus migracidja Membranok dsszeolvadasa De novo uniparentélis génexpresszié

09\, &9
_)_)_’ _’ _)@—)@_’ K -’:ndospermium
0 5 10 20 40 960

100 160 480

Eltelt id6 (perc)

5. abra. A génexpresszio és az apai kromatin wijraszervezédése az embrioban (fent) és az endospermiumban
(lent) az ido és a sejtosztodasok fiiggvényében. (Ohnishi és mtsai. 2014 nyoman, a szerzd altal kiegészitve)
kék: apai eredetii kromatin; bordo6: anyai eredetii kromatin; sarga: zigotikus kromatin

A fentiek alapjan nyilvanvald, hogy a DNS replikdcidnak — szemben a transzkripcidval —
nem elofeltétele a H3.3 hiszton aktiv lebontasa altal kozvetitett kromatin dekondenzacio,
valamint hogy az apai genom reaktivacidja a két fuzios termékben eltérd dinamikéval torténik
(Ingouff és mtsai. 2007) (5. abra). Mig a zigotaban kozvetlentil a kariogamiat kovetéen a H3.3

hisztonfehérje aktiv degradacioja biztositja a kromatin intenziv dekondenzalodasat, addig az
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endospermiumban ez egy fokozatos, tobb sejtcikluson ativeld folyamat: egy un. lasstt higulas
eredményeként megy végbe a hisztonfehérjék szubsztiticioja, amelynek fontos szerepe van a két

fzios termék eltérd irdnyba torténd tovabbfejlodésében (Ingouff és mtsai. 2007).

2.9 Genetikai imprinting (bevésodés)

A fuzids termékek spermium eredetli genomjat érintd, eltérd kromatin szervezddése az
expresszids mintazatukban is tetten érhetd. A két fuzids termék expresszidos valtozasainak
kovetése soran felfigyeltek arra, hogy bizonyos gének amellett, hogy expresszidjuk specifikusan
csak az egyik vagy csak a masik fuzios termékre korlatozodott, eltérd aktivitast mutattak annak
figgvényében, hogy a him vagy a néivari partner irdnyabol keriiltek az embrid vagy az
endospermium genomjaba (Vielle-Calzada és mtsai. 2000; Baroux és mtsai. 2001; Weijers és
mtsai. 2001; Scholten és mtsai. 2002; Ingouff és mtsai. 2007). Ez az ivarspecifikusan egyoldala
génexpresszid, ami tehat még a két fuzids termékben is jelentds kiilonbségeket mutat, feltehetéen
szintén szerepet jatszik az eltéré fejlodési utak meghatarozasaban (Vielle-Calzada és mitsai.

2000; Weijers és mtsai. 2001; Ning és mtsai. 2006; Ingouff és mtsai. 2007).

2.9.1 AFIS gének

Az érintett gének koOzott vannak az un. FIS gének: a MEA/FIS1 (MEDEA), a FIS2
(FERTILIZATION INDEPENDENT SEED?2) és a FIE/FIS3 (FERTILIZATION INDEPENDENT
ENDOSPERM) azok, amelyekrél bebizonyosodott, hogy kizardlag a virdg és a mag fejlodése
soran expresszalnak specidlisan az ivarszervekben és a termésben (Ohad és mtsai. 1996;
Grossniklaus €s Schneitz 1998; Kiyosue és mtsai. 1999; Ohad és mtsai. 1999; Ingouff és mtsai.
2005). Arabidopsis mutansok fenotipusos vizsgalata igazolta, hogy mindharom gén aktiv
szabdlyozdja a korai endospermium fejlédésének azaltal, hogy gatoljak a kozponti sejt
valamelyikének muténs alléljat hordoztdk, a kozponti sejt még a megtermékenyiilés elott
autonom moédon osztddni kezdett, €s részleges endospermium fejlodést eredményezett (Castle €s
mtsai. 1993; Ohad és mtsai. 1996; Chaudhury ¢s mtsai. 1997; Grossniklaus és Schneitz 1998;
Kiyosue és mtsai. 1999; Luo és mtsai. 1999). Mindharom mutdns fenotipusara jellemzd, hogy
viragaikban megporzas hidnyaban is olyan magkezdemények fejlédnek, amelyekben bar nincs
embrid, de endospermium kezdemény termékenyiilés nélkiil is kialakul benniik. Ennek a

kezdetleges sejthalmaznak a fejlédése a szabad sejtmagvas fazis végén ledll, ezzel jelezve, hogy
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az endospermium teljes kifejlddéséhez az embridzsdkban tovabbi feltételeknek is teljestilniiik
kell (Ohad és mtsai. 1996; Grossniklaus és mtsai. 1998; Grossniklaus ¢és Schneitz 1998; Kiyosue
¢s mtsai. 1999; Ohad és mtsai. 1999; Vinkenoog és mitsai. 2003; Kinoshita 2007; Curtis és
Grossniklaus 2008; Erilova és mtsai. 2009; Hehenberger €s mtsai. 2012).

Mivel az endospermium abban az esetben is ugyanigy fejlodik, amikor az ilyen mutansok
viragait vad tipusu pollennel megporozva azok petesejtje termékenyiil, és a zigota a vad tipusu
novényekkel azonos mddon fejlédik, ez egyértelmiien jelzi, hogy az endospermium fejlédésének
elakadasa nem az embri6 hianyabdl ered, hanem az ok magaban az endospermiumban keresendd
(Vinkenoog ¢és mtsai. 2003). A mutans ovulumokban az embriok fejlodése a megfelelden fejlodo
endospermium hidnyanak kovetkeztében ugyan ledll, de a torpedd stddiumt embridk aszeptikus
tenyészetben képesek ¢letképes ndvényekké fejlédni, bizonyitva ezzel, hogy a mutaciok hatasa
egyedill az endospermium fejlédésére korlatozodik. Az autondom fejlédésnek indult
endospermium részleges fejlédésével kapcsolatban szdmos tanulmany sziiletett arrél, hogy a
jelenség szoros Osszefliggésben van a MEA génnek az apai genomot érintd specifikus
inaktivitasaval (Kinoshita és mtsai. 1999; Luo és mtsai. 2000; Jullien és mtsai. 2006).

A szekvencia-specifikus MEA proba a szabad sejtmagvas endospermiumban csak két
anyai kromoszéman adott jelet; ezt megerdsitve az ivarspecifikus transzkriptumok kimutatdsara
iranyul6 RT-PCR kisérletekkel a szabad sejtmagvas endospermiumban csak az anyai
szekvenciarol atirodott RNS-t sikeriilt kimutatni, mig ezzel parhuzamosan az embridoban mindkét
szll61 szekvencia aktivan expresszalt (Kinoshita és mtsai. 1999). A jelenség, miszerint
meghatarozott gének nem azonos mértékben irddnak &t az eltérd ivaru sziil6tél szarmazo
kromoszomakrol, nagy hasonlosagot mutat az 4llati embriogenezis sordn megismert sziilo-
specifikus imprinting mechanizmussal, amely mint specialis onvédelmi ,.checkpoint”, a
megtermékenyiilés és ezaltal az apai genomrol szarmazo géntermékek hidnyaban meggatolja a
hibas termékenyiilési eseménybdl szarmazo6 utddok fejléddését (Kaufman és mtsai. 1977; Barton
¢s mtsai. 1984; von Wangenheim ¢és Peterson 2004; Guitton és Berger 2005; Kinoshita és mtsai.
2008; Ishikawa és mtsai. 2011; Piccolo és Fisher 2014). A jelenség magyarazata abban rejlik,
hogy az ivarsejt fejlddése soran a fejlédéshez nélkiilozhetetlen gének az egyik sziil6 genomjan
inaktivalodnak, és csak a megfeleld sziildvel valo termékenyiilés utan, a fizids termékben
komplementaljak egymast (Adams és mtsai. 2000; Cao és Jacobsen 2002; Vinkenoog ¢s mtsai.
2003; Ishikawa és mtsai. 2011) (6. abra). A tokéletes komplementaciohoz az imprintalt gének
megfeleld aranya is sziikséges: eltérd ploidszintli Arabidopsis reciprok keresztezések igazoljak,
hogy az endospermium helyes fejlddéséhez sziikséges 2m : 1p ardny szoros Osszefiiggésbe

hozhat6 az ivarspecifikus imprinting jelenség kovetkezményeivel (Grossniklaus és mtsai. 1998;
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Adams és mtsai. 2000; Curtis és Grossniklaus 2008; Erilova és mtsai. 2009; Cailleau és mtsai.

2010).

@8»“-3*@-{1“

CH3

@9 o

6. abra. TranszKkripciésan aktiv és inaktiv gének a himivarsejtben (fent) és a petesejtben (lent).
(Berger és mtsai. 2006 nyoman)

A MEA lokusznak csak az endospermiumra jellemzd és csak az apai genomot érintd
specialis csendesitése lehet az egyik f6 oka az endospermium sziiléi genomaranytol valo
figgésének (Kermicle 1970; Chaudhuri és Messing 1994; Lund és mtsai. 1995; Kinoshita és
mtsai. 1999; Vielle-Calzada ¢és mtsai. 1999). A MEA kulcsszerepére tovabbi indirekt
bizonyitékul szolgal, hogy a FIS gének szekvencidit részletesen elemezve kideriilt, hogy a MEA
¢és a FIE egyarant az un. Polycomb csoportba tartoz6 fehérjét kodol, amelyek nagy hasonlosagot
mutatnak az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) EZ (ENHANCER OF ZESTE) fehérjéjével,
amely a sziilé-specifikus imprinting egyik kulcsszerepldje (Vinkenoog és mtsai. 2000; Guitton és
Berger 2005; Arnaud és Feil 2006). Emellett talalhatok az Arabidopsisban csak az apai genomrol
atirodoé gének is, mint a MED (MEIDOS) és a MADS-box gének csoportjaba tartozo PHE1
(PHERES1) (Erilova ¢és mtsai. 2009). A PHEL génr6l ismert, hogy az anyai allél(ok)
némasagaért a csak a ndivarban és tobbnyire az endospermiumban aktiv FIS gének a feleldsek
(7. abra). A FIS gének barmelyikére mutans Arabidopsis vonalakban az anyai PHEL az apaival
megegyezO aktivitast mutat, igazolva a PHEL gén FIS géneknek alarendelt szerepét (Makarevich
és mtsai. 2008). A mutans phel allélnak nincs az endospermium fejlédésére defektiv hatasa,
ellenben azokban a ndvényekben, amelyekben a FIS gének valamelyikének mutécidja
kovetkeztében az endospermium koran abortalodik, a phel mutanssal kombinalva a letalis
fenotipus jelent6sen enyhitheté (Kohler és mtsai. 2003). Mindez azt mutatja, hogy a mea, fis, fie

mutaciol kovetkeztében fellépd abnormalis anyai PHE1 expresszié tehetd legalébbis részben

rrrrr
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2.9.2 A Polycomb gének szerepe az egyedfejlodés soran

A Polycomb gének az ¢ldvilagban széles korben elterjedtek, €s jol ismert funkcidjuk, hogy tobb
alegységbdl allo komplexeket alkotva mas géneket transzkripcidsan inaktiv allapotban tartanak
az egyedfejlodés meghatarozott szakaszaiban (Pirrotta 1997). A FIS gének mutacidinak a
fenotipusra gyakorolt hatasa alapjan feltételezhetd, hogy ezek a gének mas fejlédés-specifikus
gének expressziojat szabalyozzak, meggatolva tobbek kozott a kdozponti sejt megtermékenyiilés
gamétak imprinting mechanizmusa kdzismerten egy specifikus DNS metilacios gatlason alapul
(Neumann és Barlow 1996; Tilghman 1999), ami a gametogenezis meghatarozott idépontjaban
az érintett gének promotereinek egyes motivumain torténik meg. Bizonyitékok vannak arra is,
hogy kukorica endospermium fejléddésében szerepet jatszo gének imprinting mechanizmusa
szintén O0sszefliggésbe hozhat6 a DNS metilacidjaval (Lund és mtsai. 1995; Finnegan és mtsai.
1998; Dickinson és mtsai. 2012).

A mea mutans ndvények magfejlodésének jellemzdje, hogy ha a virdgokat olyan pollennel
termékenyitik, amelyekben a gén vad tipust valtozata talalhato, a himivarsejt altal kozvetitett
allél nem képes kompenzalni az anyai mutans allél okozta magfejlédési defektust (Ohad és
mtsai. 1996; Chaudhury és mtsai. 1997; Grossniklaus €s mtsai. 1998; Kiyosue és mtsai. 1999;
Ohad és mtsai. 1999). Ellenben, ha az apanévény homozigota a DDM1 (DECREASE OF DNA
METHYLATION1) l6kuszt érintd mutaciora, amely onmagéaban az érintett novény DNS-ének
jelentds hipometilaltsagat okozza (Vongs és mtsai. 1993), a pollen altal kozvetitett vad tipust
MEA allél komplementalja az anyai mutans mea allél okozta fenotipusos defektust, igazolva az
apai allél ivarspecifikus imprintingje és a DNS metilacio kozti szoros Osszefiiggést (Vielle-
Calzada és mtsai. 1999; Vinkenoog és mtsai. 2000; Schatlowski és mtsai. 2014).

A ndvényi sejtosztddas soran az Ujonnan képzddd DNS szalakra torténd metilacios
mintdzat atirodasanak kulcsenzime a DNS metiltranszferdaz 1 (MET1) enzim (Genger €és mtsai.
1999) (7. abra). Az antiszensz génnel transzformalt Arabidopsis novényekben a DNS
metilaltsaga a vad tipusi novényekéhez képest 13%-ra csokkent (Finnegan 1996). Mig
allatokban a genom ilyen mértékli hipometilaltsaga végzetes kovetkezményekkel jar, addig a
novények jelentdsebb valtozasok nélkiil képesek végrehajtani fejlédési programjukat szinte teljes
metilacids szabalyozas hidnydban is (Li és mtsai. 1993; Adams ¢és mtsai. 2000). A MET1
antiszensz (AS) konstrukcidval transzformélt ndvények leginkabb a virdag és a magfejlddés
teriiletén mutattak eltérést vad tipust tarsaikhoz képest. A METI1/AS ndvények termdiben
ontermékenyités esetén a vad tipustakhoz képest nagyobb méretii magok fejlédnek, ami

leginkdbb a 2n x 4n keresztezés soran tapasztalt kétszeres apai hozzajarulds esetén volt
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megfigyelhetd (Adams és mtsai. 2000; Vinkenoog ¢és mtsai. 2000; Vinkenoog ¢és mtsai. 2003).
Ha a METI1/AS noévényeket vad tipust pollennel termékenyitették, hasonld eredményt kaptak.
Ellenben, ha a vad tipust anyai partnert termékenyitették MET1/AS novénytdl szarmazd
hipometilalt pollennel, a vad tipushoz képes kisebb, a 4n x 2n keresztezésnél tapasztalthoz
hasonl6é magokat kaptak (Adams és mtsai. 2000; Vinkenoog ¢€s mtsai. 2000; Vinkenoog €és mtsai.
2003).

Az a tény, hogy a hipometilalt genom mindig az ellentétes oldali sziil6i hozzéjarulés
novekedéséhez hasonld fenotipushoz hasonlitott, egyértelmiien arra utal, hogy az endospermium
fejlodés egyensulyat biztositd gének alléljainak ivarspecifikus inaktivaldsa a DNS metilacios
mechanizmuson, ezen beliill a MET1 metiltranszferaz génen keresztiil valosul meg. Tovabbi
bizonyitékként, ha az eltérd ploidszintii reciprok keresztezéseket a MET1/AS transzformacioval
kombinaltdk, az eltéré sziilléi genom hozzdjarulasbol adodé egyenldtlenség a DNS
hipometilacidjan keresztiil redukalhaté volt (Adams és mtsai. 2000). A MET1/AS névények arra
is ravilagitottak, hogy a PHE1 gén FIS gének altali elnyomasa a MET1 kozvetitésével torténik,
ugyanis ezen novények ndi gametofitonjaban a PHEL expresszidja a vad tipusu FIS allélok
jelenléte ellenére kimutathatd volt (Makarevich és mtsai. 2008). A FIS gének és a METI
kozvetitette DNS metilacio kozotti szoros Osszefiiggés legékesebb bizonyitéka, hogy a mea, a fie
¢és a fis mutacio okozta fenotipust a MET1/AS allél komplementalni képes (Guitton és mitsai.
2004; Schatlowski és mtsai. 2014). A magfejlédési defektust okozo letalis fie mutaciot hordozo
virdgokat MET1/AS allélt hordoz6 pollennel termékenyitve életképes, az apai talsuly esetére
hasonlité magokat eredményeztek, kdzvetlen bizonyitékot szolgaltatva a funkcioképes allél apai
genomon torténé metilacié altali inaktivaltsagara (Vinkenoog ¢és mtsai. 2000). Ezzel
Osszhangban azok a termékenyitetlen fie ovulumok, amelyekben a kdzponti sejt (autoném
proliferacioval) apai genom hijadn csak a szabad sejtmagvas fazis végéig fejlodott, MET1/AS
hattérrel kiegészitve az epigenetikai ,,checkpointot™ attorte, €s sejtes szerkezetli endospermiumot,
valamint embriot nem tartalmazo, vad tipustiakhoz hasonlit6 magokat eredményezett

(Vinkenoog és mtsai. 2000; Schatlowski €s mtsai. 2014).
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7. abra. A sziil6i imprinting sematikus menete névényekben. (Iwasaki és Paszkowski 2014 nyoman)

A kozponti sejtben a DEMETER eltavolitja a metilcsoportokat a néivar-specifikus MEA és FIS2 promotereirdl,
valamint a himivar-specifikus PHEL gén 3' végérdl, és ezzel aktivalja a "polycomb group" (PcG) génkomplex
elemeinek atirddasat. Ezzel parhuzamosan a him gametofitonban a DNS metilacio fenntartja ezeknek a géneknek a
gatlasat: a MEA gatlasahoz még egy ismeretlen represszor (R) is sziikséges. A kdzponti sejt megtermékenyiilése
utan formalodoé endospermiumban a miikdd anyai MEA és FIS2 fehérjék a PcG komplex részeként metilacio itjan
gatoljak az apai MEA allél, valamint az anyai PHEL allélok atirodasat, és ezzel fenntartjak az ivarspecifikus
"imprinting"-et.
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Az ivarspecifikus imprinting jelenség ndévényi megfelel6jének megértése egyrészt
magyarazatot ad arra, hogy hogyan képesek egyes alapveten ivaros fajok bizonyos esetekben
apomiktikus uton, apai genom hozzdjaruldsa nélkiil is életképes utddokat 1étrehozni (Haig és
Westoby 1991; Vinkenoog ¢és mtsai. 2000), masrészt a ,.checkpoint” mechanizmus
manipuldlasan keresztiil olyan Iehetdséget biztosit, amellyel lehetové valik olyan tavoli
keresztezésekbdl is utddokat nyerni, amelyek a sziilok eltérd imprinting mintazata vagy a
ploidszint kiilonbség miatt fellépd endospermium fejlédési defektusok kovetkeztében

természetes Gton nem eredményeznek csiraképes magokat (1d. 4.4 fejezet).

2.10 Az idegen faju hibridizacié rovid torténete

Az els6 dokumentalt mesterséges fajhibrid eldallitdsa Thomas Fairchild londoni kertész nevéhez
fliz8dik (1717), aki Dianthus barbatus (9) és D. caryophyllus (&) keresztezésébdl allitott eld
olyan utédokat, amelyek megjelenésiikben részben mindkét sziilotdl eltérd, részben mindkét
szlilore emlékeztetd koztes fenotipust mutattak (Zirkle 1935). Fairchild azt is megallapitotta,
hogy az igy létrehozott ndvényi ,,0szvér” az allati megfeleldjéhez hasonléan nem hozott magot,
fenntartasa és szaporitasa csak vegetativ iton torténhetett (Zirkle 1935).

Az elsd atfogd tudomanyos munkat a témaban fél évszazaddal késébb egy német botanikus
Joseph Gottlieb Koelreuter jelentette meg 1760 ¢€s1766 kozott, amelyben 65 kiilonbozd
keresztezési kombinacid (13 nemzetség, 54 faj) eredményei alapjan bizonyitotta az eltérd fajok
keresztezhetdségét. Elsé mesterséges hibridje a Nicotiana rustica és a N. paniculata fajok
keresztezéséb6l szarmazott (Roberts 1929), amely Fairchild Dianthus ,,0szvérével” szemben
részben fertilisnek bizonyult. A kiillonb6z6 kombinacidkbdl szarmazd F1 ndvények megfigyelése
soran eldszor észlelte és dokumentalta a hibrid nemzedék gyakori sterilitasat, ami maig az egyik
fo korlatozd tényezdje a legtobb nemzetség hibrid eldallitdsdnak. Késobbi kozleményeiben
beszamolt a sterilitas altalanos mivoltarol, amit a természet onvédelmi mechanizmusanak
tulajdonitott, hogy igy szabjon gatat a kiilonb6z06 fajok keresztezddésébdl szarmazd ziirzavarnak.
Tovébbi jelentds tudoméanyos eredménye volt, hogy els6ként dokumentalta a faj és nemzetség
keresztezésekbdl szdrmazd utddokra jellemzd és a keresztezési iranytdl fliggetlen uniformitast,
amit N. glutinosa és N. perennis reciprok keresztezésekkel is alatamasztott, valamint leirta az F2
novények tulajdonsagainak sokszintiségét (Roberts 1929).

A gabonaféléknél az els6 dokumentalt nemzetség hibridet hexaploid buza (Triticum
aestivum) és rozs (Secale cereale) keresztezésével Wilson (1876) irta le, és az altala 1étrehozott
F1 ndévények a hibridekre jellemz6 modon viragzaskor sterilnek bizonyultak (Roberts 1929;

Bajaj 1990). Részben ezért, és részben mert eredményeit a késébbiekben sohasem sikertilt
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minden kétséget kizarolag igazolnia, az elsé nemzetség hibrideket ma mar Rimpau (1891) német
novénynemesitd nevéhez kapcsoljak (Bajaj 1990). Az altala ugyanebbdl a kombinacidbol
felnevelt 12 fertilis novény tekinthetd egyben az elsé sikeres hibrid gabonafélének, amelynek
késObbi szarmazékai és rokonai tritikalé néven a 20. szdzad legszélesebb korben termesztett
mesterséges hibridjei lettek. Rimpau F1 novényei kiillemiikben leginkabb az anyai genotipusra
emlékeztettek, nagyfokd uniformitdst mutattak, oOntermékenyités utdn homogén, az FI
nemzedékkel azonos fenotipusu F2 nemzedéket eredményeztek, és uniform tulajdonsagaik
nagyszamu nemzedéken keresztiil is valtozatlanul fennmaradtak (Bajaj 1990). Csak 45 évvel
késObb tette lehetdvé a citologiai technikdk fejlédése, hogy Lindschau, Ohler, ill. Miintzing
igazoljak, hogy a Rimpau hibrid utédainak minden testi sejtjében 56 kromoszoéma talalhato,
amelyekbdl 42 a buzatdl, 14 a rozstél szarmazik, igy a novény tokéletes oktoploid amfiploidként
Uj szintetikus ndvényfajnak tekinthetd (Lindschau és Ohler 1935; Miintzing 1936; Bajaj 1990).

A kezdeti sikereken felbuzdulva vilagszerte kutatasok kezdddtek a termesztett
kultarnovények hibridizacios lehetéségeinek vizsgalatara. A mult szazad mésodik felében a
heterdzis nemesités terjedésével egyre nagyobb hangsulyt kapott a lehetdleg minél eltérobb
tulajdonsagokkal rendelkezé egyedek keresztezésével torténd hibridek eléallitasa (Bajaj 1990).
A virdagok hormonkezelése, valamint az egyre fejlddé szovettenyésztési technikdk olyan
kombinaciokbol is lehetdveé tették faj- és nemzetség hibrid utdédok Ilétrehozasat, amelyek
korabban elképzelhetetlenek voltak (Molnar-Lang 2011). Az ilyen hibridek mindamellett, hogy
otvozték sziileik hasznos tulajdonsédgait, szdmos egyéb eldnnyel rendelkeztek, mint pl. a
szlilokénél magasabb muticios rata, gyorsabb ndvekedés, valamint a kdrnyezet valtozasaihoz
valo fokozott alkalmazkodo képesség (Stebbins és Pun 1953). Az Gsszes kozott talan a
legjelentdsebb elény az olyan Uj tulajdonsdgok megjelenése, amelyek fenotipusosan egyik
szlilére sem jellemzbek, pl. eltérd virdgméret és morfologia vagy a sziiléi enzimek
kolcsonhatasanak kovetkeztében megjelend 1) pigmentek és szinvariansok (Stebbins és Pun

1953; Harney és Grant 1981).

2.10.1 A kolchicin jelentésége az idegen faju hibridizacioban

Annak ellenére, hogy a termékenyiilést kovetden kimentett embriok aszeptikus koriilmények
kozotti felnevelése jelentdsen kiszélesitette a potencidlis keresztezési partnerek korét, nem
valtotta be teljesen a hozza flizétt reményeket. A mesterségesen felnevelt novények az esetek
tobbségében steril virdgokat hoztak, amelyek nem oOrokitették hibrid tulajdonsdgaikat a
kovetkezd generdciokba. A jelenség magyarazata, hogy a sziil6i fajok eltérd szamu és szerkezetli

kromoszomai a meiozis soran a haploid névényekhez hasonléan nem alkotnak parokat, €és ez az
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inompatibilitas a genetikai tavolsaggal aranyosan egyre inkabb fokozodik (Riley és Law 1965;
Sharma 1995). A nagy genetikai tavolsagok athidalasara lehetséges alternativaként olyan
citosztatikumok (pl. kolchicin, orizalin, stb.) alkalmazéisa biztositott lehetdséget, amelyek
lehetové tették az adott faj genomjanak megkettozését.

A kolchicinnel kezelt sejtekben a hatoanyag a tubulin fehérje alegységeihez kapcsolodva
megzavarja a mikrotubulusok polimerizaciojat, ezaltal meggatolja a megkettéz6dott
kromoszémaknak a sejt ellentétes polusaiba torténd vandorlasat. Ezekben a sejtekben a mitozis
megakad, €s olyan utddsejtet eredményez, amely a kiindulé sejt minden kromoszémajabol kettot
tartalmaz (Blakeslee és Avery 1937). A kolchicin alkalmazasaval l1étrehozott novények meidzisa
az F1 hibridekkel szemben normalis lefutidst, kromoszoémaik a meidzis elsd metafazisaban
bivalenseket alkotnak, majd egyenlden oszlanak el a keletkezd leanysejtek kozott. Az igy
fertilissé tett novények virdgait ontermékenyitve a tritikdléhoz hasonléan mindkét sziild teljes

genomjat hordoz6 amfiploid novényeket lehet eldallitani.

2.10.2 A molekularis citogenetika szerepe az idegen faju hibridizacio fellendiilésében

A mult szdzad végén a molekuldris citogenetika rohamos fejlédése ijabb lendiiletet adott az
idegen faju hibridek létrehozasat célzé kutatdsoknak. Az 1990-es években olyan 1j technologidk
keriiltek bevezetésre, amelyek lehetdové tettek az eltérd sziiloktdl szarmazd DNS szakaszok
azonositasat és nyomon kovetését. A fluoreszcensen jelolt DNS probéakkal torténd hibridizacid
(FISH) olyan pontossaggal tette lehetdvé a gabonafélék genomjainak molekularis citogenetikai
vizsgélatat, amilyenre kordbban nem volt lehetéség (Jiang ¢és Gill 1994). A GAA
trinukleotidokat nagy kopiaszamban tartalmazdo DNS proba a gabonafélék kromoszomain
specifikus  hibridizaciés mintdzatot ad, ezért segitségével a kromoszomak jol
megkiilonboztethetéek egymastol (Pedersen és mtsai. 1996). Ez a proba lehet6vé teszi a
kiilonb6zd gabonafélék kromoszomainak egyedi azonositdsat még az olyan dsszetett genommal
rendelkezd fajok esetében is, mint a termesztett buza (Pedersen és Langridge 1997). A modszer
arra is alkalmasnak bizonyult, hogy idegen faju keresztezésekbdl szarmazo faj- és nemzetség
hibridekben és azok szarmazékaiban nagy biztonsdggal azonositani lehessen a kiilonboz6
sziil6ktél szarmazod kromoszomakat (Szakacs és Molnar-Lang 2007). Az idegen faju hibridek
esetében a kiilonbozo fajhoz tartozo sziilok genetikai anyaga, legyen szo teljes genomrol, egész
kromoszémakrol vagy csak kromoszomatoredékrdl, genomi in situ hibridizécioval (GISH)
szintén elkiilonithetd egymdstdol az utédok mitotikus vagy meiotikus prepardtumain
(Schwarzacher és mtsai. 1989). Az eljaras soran a repetitiv probak helyett a donor faj

fluorokrommal jel6lt teljes vagy genomi DNS-¢ét hasznaljak hibridizacids probaként, és a
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recipiens faj jeloletlen DNS-ét alkalmazzak blokkol6 DNS-ként. Az igy jelolt

sejtmagpreparatumokon a kiilonb6zo sziiloktdl szdrmazd DNS szakaszok élesen elkiiloniilnek
egymastol, lehetévé téve az intergenomikus transzlokacidok kimutatasat. A transzlokacidkban a
beépiilt kromoszoma-szegmentum mérete és a transzlokacids toréspont helye is meghatarozhatd
(Mukai és mtsai 1993). A GISH modszer hatékonysaga a genetikai tavolsaggal forditottan
aranyos, igy a kozeli rokon fajok genetikai anyagénak elkiilonitése nehezen kivitelezhetd,
azonban az eljaras meglehetdsen hatékonynak bizonyult olyan tdvoli kombinacioknal mint a
buza x arpa (Molnar-Lang és mtsai. 2014).

Az 1990-es évek végére a molekularis markerezési technikak fejlodése azt is lehetové tette,
hogy az idegen faju keresztezésekbdl szarmazo utédok genetikai anyagaba beépiilt idegen faju
kromoszomakat vagy kromoszéma-szegmentumokat a citologiai modszerek mellett molekularis
markerekkel is nagy pontossaggal lehessen azonositani (Fedak 1998). Napjainkban a buza
genom kiilonb6z6 kromoszomaira térképezett mikroszatellit markerek szama a 2000-et is
meghaladja, de hasonlo6 a helyzet a rozs (Korzun és mtsai, 2001; Ma és mtsai, 2001) és az arpa
(Ramsay és mtsai, 2000; Li és mtsai, 2003) esetében is, ami lehetdséget biztosit az ezen fajok
kozotti transzlokaciok kimutatdsara és behataroldsara. Molekuléris markerekkel jol kimutathatd
példaul a koztermesztésben 1évo buzafajtak tobbségében megtalalhatd 1RS rozs kromoszémakar
eredetli transzlokacié (Hsam ¢és mtsai. 2000). Emellett a modszer rendkiviil alkalmasnak
bizonyult a blaza x arpa F1 hibridek molekularis kariotipusanak meghatarozasara (Polgari és

mtsai. 2014).

2.11 A termesztett buza keresztezhetosége

A termesztett buza (Triticum aestivum) kozismerten allohexaploid faj (2n = 6x = 42, AABBDD
genom), ami kb. 8000-10000 évvel ezel6tt, harom egyszeres genommal (2n = 2x = 14)
rendelkezé névény természetes, két 1épcsds hibridizacidja soran keletkezett (Huang €s mtsai.
2002), és citologiailag tokéletes amfiploidnak tekinthetd, azaz mindharom sziilGje teljes
kromoszémakészletét tartalmazza. A harom 0Os: az A genom részér6l a Triticum. urartu
(Chapman és mtsai. 1976; Dvordk és mtsai. 1993), a B genom részérdl feltételezhetdéen az S
genommal rendelkezé Aegilops speltoides vagy annak mindmaig ismeretlen kozeli rokona
(Sarkar és Stebbins 1956; Tsunewaki 2009), és a D genom részérél az Aegilops tauschii
(McFadden és Sears 1946) a Triticeae nemzetségcsoportba tartozé Triticum és Aegilops fajok.
Az allopoliploidia kdvetkeztében fellépd intergenomikus kdlcsonhatasok olyan 1j tulajdonsagok

megjelenését tették lehetdveé, amelyekkel eredetileg egyik diploid 6s sem rendelkezett. A
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hexaploid buza termdképessége, jo siitdipari mindsége, szarerdssége, télallosaga, mind a harom
sziil6i genom interferencidjanak eredményeként jott 1étre (Feldman és Levy 2012).

A harom genom egy fajban torténd egyesiilésének a jelentds elénydk mellett szamos
hatuliitéje is van. Az egyik ilyen jelentds probléma, hogy az Gjonnan létrejott specialis genom
kovetkeztében, jelentdsen lesziikiil azon vad fajok szama, amelyekkel az 0j faj természetes titon
szaporodni, képes. A sziil6i genomok kiillonbozdsége a meidzis sordn olyan citogenetikai
rendellenességeket eredményez, amelyek erdsen redukaljdk az utodok élet- és szaporitd
képességét, ezaltal az 0j faj genetikai értelemben elszigetel6dik természetes génforrasaitol (Soltis
¢és Soltis 1999; Kinoshita 2007; Feldman ¢és Levy 2012). A buzaval rokon fajok nagy része ivaros
uton keresztezhetd ugyan a buzéaval, de az utédok gyakran csokkent fertilitdsuak, ezért az igazi
nehézséget a buza és az idegen fajok kozotti hibridek fenntartasa jelenti (Belea 1976). Mivel a
hexaploid buzaéval homolog, csak AABBDD genomot hordozé faj a természetben, vadon nem
fordul eld (Peng és mtsai. 2011), ezért a keresztezéses génatvitelhez elengedhetetlen kiillonb6zo,

a keresztezés sikerét eldsegitd (porzasi, hormonalis és in vitro) technikak alkalmazésa.

2.11.1 A buza génforrasai

A buza génforrasai kozé tartozd fajok genomdsszetételiik alapjan harom csoportba sorolhatok
(Friebe €s mtsai. 1996). A hexaploid buza elsddleges génforrasai kozé tartoznak azok a fajok,
amelyek a buza valamely genomjaval homolog (A, B vagy D) genomot tartalmaznak. Ide
sorolhatok a tetraploid Triticum fajok, valamint az A és D genomok diploid dsei (Friebe és mtsai.
1996). Mivel az F1 nemzedék meidzisai soran a par nélkili kromoszomak instabilan
viselkednek, ezért az atvitt tulajdonsag fixalasahoz tobbszori visszakeresztezés sziikséges
(Molnar-Lang 2011).

A masodlagos génforrasok korébe azokat a fajokat soroljuk, amelyek legalabb egy a
hexaploid buzaéval homoldog genommal rendelkeznek (Friebe és mtsai. 1996). llyenek a
poliploid Aegilops és Triticum fajok, amelyek idegen faji keresztezésekben torténd felhasznalasa
a kiilonb6z0 genomok inkompatibilitisa miatt gyakran csak in vitro embridtenyésztés
alkalmazéasa mellett lehetséges (Molnar-Lang 2011). Az ilyen kombinaciokban a szemkdtés
aranya viszonylag magas, azonban az ilyen szemtermésekbdl csirdazd F1 hibrid nemzedék az
esetek nagy tobbségében steril, €s nem vagy csak ritkdn nyerhetéek tOliik természetes tton
csiraképes szemtermések (Thompson 1930). A probléma oka a genetikai inkompatibilitas, vagyis
a nem homolog genomok a meidzis soran részben vagy teljesen haploidként viselkednek. A par

nélkiili kromoszomak a keletkezd ivarsejtekben egyenldtleniil oszlanak el, ezért az F1 utodok
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fertilitdsa erdsen lecsokken. Ezt csak tobbszords visszakeresztezés vagy teljes genomduplikacio
alkalmazaséval lehet kompenzalni (Molnar-Lang 2011).

A harmadlagos génforrasok csoportjaba azok a fajok tartoznak, amelyek nem tartalmaznak
a hexaploid btzaéval azonos genomot (Fricbe és mtsai. 1996). Ide tartoznak azok a Secale,
Hordeum, Agropyron fajok, amelyek a nagyfoku kiilonbségek ellenére, még ha kis szamban is,
de eredményeznek életképes utdodokat. Az ilyen hibridek felnevelése szinte kizardlag csak in
vitro embridkultura alkalmazasaval lehetséges, ¢és az F1 utdodok fertilissé tételéhez

elengedhetetlen a meidzisban haploidként viselkedé genomok duplikéalasa (Molnar-Lang 2011).

2.11.2 Az idegen faju keresztezések nemesitési célja

A hexaploid buza kozvetlen rokonsagi korébe tartoz6é vad fajok szamos elényds agrondmiai
tulajdonsaggal rendelkeznek, tobbségiik abiotikus és biotikus stresszekkel szemben ellenélld
(Molnar-Lang 2011). A buzaval ivaros Uton keresztezhetdk, és a kedvezd tulajdonségaikat hibrid
utodaikba is 6rokitik (Belea 1976). Mindamellett, hogy az ilyen hibridek eldallitasa metodikailag
viszonylag egyszerii, meg kell emliteniink, hogy a hasznos tulajdonsagot hordozé génekkel
kapcsoltan olyan DNS szakaszok is atkeriilnek, amelyek agronomiailag kedvezdtlen
tulajdonsagokat kddolhatnak (Ortelli és mtsai. 1996).

Az idegen faju keresztezések végso célja az, hogy lehetdleg minél révidebb, csak hasznos
agrondmiai tulajdonsagot hordozé DNS szakaszt integraljunk a buza genomba transzlokacidok
formajaban. A nemesités szdmara hasznos és kedvezdtlen gének szétvalasztasa csak faradsagos
munkaval, sokszori visszakeresztezés €s megismételt szelekcid utan lehetséges (Molnar-Lang
2011). Ezt a problémat elkeriilendd, célszeri a keresztezést olyan rokonnal végezni, amely
tartalmazza a kivant tulajdonsagot kodoldé gént, viszont a kedvezdtlen agrondmiai
tulajdonsagokat kodold gének a domesztikacio soran genomjukbdl mar ki lettek szoritva (Kole
2011).

Szerencsére a pazsitfiifélék csaladja domesztikalt fajokban nagyon gazdag (Kole 2011),
viszont e széles korben termesztett fajok egyike sem kozvetlen rokona a termesztett buzanak,
azaz nem tartozik annak elsddleges génforrasai koz¢é (Friebe és mtsai. 1996). Ennek ellenére a
bluza domesztikalt rokonai kozott is taldlunk olyan fajokat, amelyek a buzaval ivaros Uton
keresztezhetéek ¢és olyan hasznos agronomiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, amelyek a

termesztett blizabol hianyoznak (Kole 2011).
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2.11.3 A rozs és az arpa mint két lehetséges keresztezési partner

A termesztett gabonafélék koziil a rozs (Secale cereale) (2n = 2x = 14, RR genom), a buza
legk6zelebbi  rokona (Bendich ¢és McCarthy 1970; Moore ¢és mtsai. 1993).
Alkalmazkodoképessége a gabonafélék kozott a legjobb, kivald hideg- és szarazsagtiird névény,
betegségekkel (levélrozsda, lisztharmat) szemben a buzanal ellenallobb, illetve a termesztés
koriilményeivel, valamint a talajjal szemben igénytelenebb (Kole 2011). A rozs a btzaval
ivarosan szaporithatd, az F1 hibridek részben fertilisek, ¢és oOrokitik sziileik intermedier
tulajdonsagait (Lindschau és Ohler 1935; Rajhathy és Kiss 1946; Belea 1976). A két faj kedvez6
tulajdonsagainak egyesitésére hoztak 1étre a két faj amfiploidjat, a hexaploid T. aestivum és a
rozs kombinaciojabol az oktoploid, valamint a tetraploid buza (T. durum) és a rozs
kombinéci6jabol a hexaploid tritikélét, amely mint az els6 szintetikus amfiploid ndvény, eldnyos
tulajdonsagai miatt mara komoly gazdasagi jelentdségre tett szert. A két faj hibridizaciojanak
masik fontos hozadéka az 1B-1R transzlokaci6é, amely a koztermesztésben 1évo buzafajtak
jelentds részében megtalalhaté (Hsam és mtsai, 2000).

Az arpa, Hordeum vulgare (2n = 2x = 14, HH genom), a genomelemzések alapjan a
termesztett buzdnak a rozsnal tavolabbi rokona (Bendich és McCarthy 1970; Moore és mtsai.
1993). Keresztezhet6éség szempontjabol szintén a bluiza harmadlagos génforrasaihoz tartozik
(Friebe és mtsai 1996): a két faj Osei feltételezhetden a pleisztocén korban valtak szét €s
kiilontiltek el egymastol, (Moore és mtsai. 1993; Gyulai és mtsai. 2004). Az arpa a hideg
mérsékelt 6vnek ma is a legfontosabb gabonaféléje: az egyik legrégebben haziasitott novény,
amely szamos értékes, a bizatol eltérd tulajdonsaggal rendelkezik. Az Gszi arpa az Gszi buzanal
altalaban egy héttel kordbban arathatd, j6 bokrosodési képesség jellemzi, egyes genotipusai
kivald so- és szarazsagtlirdk. Takarmanyozasi szempontbdl az arpa a bluzénal kedvezdbb
Osszetétell, bizonyos esszencialis aminosavakat (pl. lizin) a buzanal nagyobb mennyiségben
tartalmaz (Molnar-Lang 2011). A blza és az arpa mint az eurdpai szubkontinens két
legfontosabb termesztett gabonaféléjének keresztezésével megnyilna az ut a két termesztett faj
eltéré domesztikacidja soran és azdta szelektalt elényods tulajdonsagok 6tvozése elott.

Az arpa és a rozs szintén keresztezhetd egymassal, de a két faj hibridizacidjara tett minden
és mtsai. 1980; Sharma 1995), az apai genom az embriondlis fejlédés korai szakaszaban
elveszett. Ugyanigy tetraploid arpa x diploid rozs keresztezésébdl diploid arpa regeneransok

sziilettek (Bajaj 1986).
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2.12 A biiza (T. aestivum) x arpa (H. vulgare) nemzetség hibridek

A Triticum és Hordeum nemzetségekbe tartozo fajok keresztezésébOl mar szarmaztak fertilis
tritordeumot (2n = 8x = 56) a Hordeum chilense és a T. aestivum, a hexaploid tritordeumot (2n =
6x = 42) a H. chilense és T. turgidum keresztezésébdl allitottak el6 az F1 hibridek
genomduplikaciojaval (Martin és Chapman 1977; Martin és Sanchez-Monge 1980). Az igy
létrehozott szintetikus amfiploidok szamos hasznos agronomiai tulajdonsdgot mutattak ugyan
(Martin és Cubero 1981; Martin és mtsai. 1999; Hernandez és mtsai. 2001; Gyulai és mtsai.
2004), de a vad H. chilense kedvezdétlen tulajdonsagai miatt nem terjedtek el igazan (Martin és
mtsai. 1999).

A két termesztett faj (T. aestivum és H. vulgare) kozotti elsé dokumentalt keresztezési
probalkozas még a mult szazad elején tortént (Farrer 1904), de sok mas késébbi probalkozassal
egyetemben sikertelennek bizonyult, és szaz éves kisérletezés ellenére atiité eredményt, stabil
amfiploid nemzetséghibridet, a mai napig nem sikertilt elérni.. Az els6é bizonyitottan eredményes
keresztezés Kruse (1973) nevéhez kothetd, akinek négysoros arpa H. vulgare mint anyai partner
és kiilonboz6 termesztett buzak, T. aestivum, T. dicoccum, T. monococcum mint apai partnerek
keresztezéseibdl in vitro embriokultiraval sikeriilt életképes novényt felnevelnie (Kruse 1972),
azonban az utddok hibrid mivoltat nem tudta minden kétséget kizardan igazolnia (Bajaj 1990).
Ezt kdvetden tobbszor sikeriilt mindkét irdnyu keresztezési kombinaciobol életképes, részleges
hibrideket 1étrehozni (Islam és mtsai. 1975; Fedak 1980; Islam és mtsai. 1981; Mujeeb-Kazi és
Rodriguez 1984; Molnar-Lang és mtsai. 1985; Bajaj 1990; Koba ¢és Shimada 1992; Polgari ¢€s
mtsai. 2014). A vizsgalt keresztezési kombinaciok eredményeire altalanosan jellemzd, hogy
amikor az 4arpa volt az anyai partner, az joval nagyobb mértékli (15,4%) szemkotést
eredményezett (Islam és mtsai. 1975), mint a forditott iranyban (1,3%) (Islam és mtsai. 1981),
azonban az ilyen irdnyu keresztezésbdl szarmazo novények 100%-ban himsteril virdgokat
hoztak. Feltételezhetéen egy citoplazmasan 6rokl6dd faktor miatt mind az F1, mind a BC
populécidk a pisztilloidia fenotipusat mutattdk, azaz a portokjaik helyett is termdre emlékeztetd
képletek fejlodtek (Islam és mtsai. 1981; Mujeeb-Kazi és Rodriguez 1984). Ezzel szemben, ha a
buza volt az anyai partner, a kis gyakorisag ellenére sikeriilt fertilis utédokat nyerni mind az F1,
mind a BC populédcioban, amelyeket ontermékenyitve addicids vonalak formdjaban fixaltak az
arpa genom egyes kromoszomait (Islam és mtsai. 1981). A kezdeti sikerek hatasara intenziv
kutatasok kezdddtek a vilag szamos pontjan a buza x arpa kevert genetikai anyagot tartalmazd
vonalak létrehozasara. Enek eredményeként jott létre tobbek kozott a hasznos agrondmiai

tulajdonsagu sziiloktol szarmazdé Mv9Krl x ‘Igri’ teljes addicios sorozat (Szakacs és Molnar-
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Lang 2007), azonban a tritikaléval analog buza-arpa teljes amfiploidot nem sikerilt 1étrehozni. A
termékenyitett viragok hormonkezelésével az embri6 kihozatal jelentésen novelhets. Koba és
munkatarsa a buza x kukorica keresztezésekben mar bevalt 2,4-D kezelés alkalmazasaval 8,3%-
os. embrio kihozatalt értek el, amelyekbdl embridkultira alkalmazasaval nagy aranyban tudtak
novényeket regeneralni (Koba és Shimada 1992). Az igy létrehozott novények tobbsége
tartalmazta az arpa genomjanak egy részét, azonban a kromoszomak eloszlasara nézve nagyfoku
mozaikossagot mutattak (Koba és Shimada 1992). Emellett sikerrel hoztak 1étre haromvonalas
(trigenerikus) hibrideket is H. vulgare x T. aestivum x S. cereale kombinacidjabol H. vulgare x
T. aestivum * S. montanum kombinaci6jabol, valamint H. vulgare X Triticale kombinaciojabol
(Bajaj 1990). Ezek a kombinaciok a tobb kiilonboz6 eredetii genom interakcidjanak
kovetkeztében minden esetben nagyfoku kromoszoma instabilitast mutattak (Bajaj 1990).

A két faj majdnem teljes inkompatibilitdsanak okaival csak kevés tanulmany foglalkozott,
¢s ezek a mai napig sem tisztazottak teljes mértékben. A szakirodalomi adatok ellentmondésosak
azzal kapcsolatban, hogy mi a konkrét oka a szemfejlodés hidnyanak. Mig egyes szerzok a
pollentomlé fejlédési rendellenességeit hozzak Osszefliggésbe az jelenséggel (Vishnyakova és
Willemse 1994), addig masok nem talaltak Osszefliggést az idegen faju pollen bibén torténd
csirdzasi aktivitdsa, a pollentdomlé novekedési sebessége, illetve az abnormalis pollentomlék
aranya ¢s a magkotés kozott. Némely esetben az arpa pollenszemek a buza bibéken nagyobb
szamban ¢és gyorsabban csiraztak, mint a buza sajat pollenje, tovabba a pollentomlok

megjelenésiikben nem mutattak eltérést a sajat pollen tomldihez képest (Neeraj és Khanna 1992).

2.13 A keresztezhet6ség genetikai faktorai a Kr gének

A buza-rozs keresztezéseknél deriilt fény arra, hogy a blza kromoszoémain vannak olyan
l6kuszok, amelyek jelentdsen befolyasoljak a rozzsal vald keresztezhetdségét (Riley és Chapman
1967; Lange és Wojciechowska 1976). A Kr lokuszok a buza 5-6s homeoldg kromoszomain
talalhatok, és eltérd kihatassal vannak a keresztezhetOségre. A legerdsebb valtozat az 5B
kromoszoman talalhatd Krl 1okusz, de az 5A és az 5D kromoszoman talalhaté Kr2 és Kr3
l6kuszok is jelentds befolyassal birnak a buza rozzsal valo keresztezhetdségére (Krolow 1970).
A Kr gének dominans allélja a pollentomlé novekedésének gatlasan keresztiil akadalyozza meg a
termékenytilést, és igy az intergenerikus hibrid 1étrejottét (Lange és Wojciechowska 1976). A Kr
gének keresztezhetdségre gyakorolt hatdsanak részletes vizsgalata soran arra is fény deriilt, hogy
ezek a lokuszok a buzanak més fajokkal vald keresztezhetdségét is jelentdsen befolyasoljak.
Azok a buza genotipusok, amelyek a rozzsal jol keresztezhetOk, mdas fajokkal is konnyen

kombinalodnak (Thomas és mtsai. 1980; Koba és Shimada 1992).
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2.14 A biiza (T. aestivum) x arpa (H. vulgare) keresztezések elméleti problémaja

Az eddig leirtak alapjan vetddik fel a szempontunkbol Iényeges kérdés: melyik fazisban mi €s
hogyan romolhat el, ami megakadalyozza a sikeres idegen faju hibrid keresztezést? Ezen a
ponton érdemes kiilonbséget tenni a progamikus és posztgdmikus (azaz az ivarsejtek
Osszeolvadasat megeldzo, ill. az azt kovetd) szakaszok kozott. A fajon beliili megtermékenyiilés
sikerét  szabalyozé heteromorf és homomorf (sporofitikus/gametofitikus)  kereszt-
Osszeférhetetlenség tobbnyire mar a progamikus szakasz elején hatékonyan meggatolja a mas
fajtaja pollen csirdzasat és/vagy tomlOhajtasat, esélyt sem adva a megtermékenytiilésnek.
Alapesetben a pollen alig vagy egyaltalan ki sem csirazik, de eléfordul olyan forgatokonyv is,
hogy a pollentdémld annyira lassan hajt, hogy vagy el sem ér a magkezdeményhez, vagy ha
mégis, addigra mar nincs lehetdsége a termékenyitésre.

Sokkal Osszetettebb a helyzet a fajok (s6t, nemzetségek) kozti, tavoli keresztezések
esetében, ahol a posztgdmikus inkompatibilitds jatszik meghatarozd szerepet, amelynek
kiilonb6z6 (akar kombinalt) modozatai lehetnek: (i) a termékenyiilés illetve a petesejt aktivacio
elmaradasa (Id. 2.2 fejezet), (i1) a fuzids termékek abnormalis fejlddése a tavoli genomok
kolesonhatdsainak kovetkeztében, az embrid spontdn aborcidja (1d. 2.5 fejezet), (iii) az embrid
kozvetett aborcidja az endospermium hidnya miatt (1d. 2.5 fejezet).

A korabbi fejezetekben részletesen ismertetett tényezok tiikrében okkal feltételezhetjiik
tehat, hogy az altalunk kivalasztott, a sikeres hibridizacid szempontjabol tavoli rokonnak szdmitd
fajok (Id. 2.11.1 fejezet) keresztezése soran mind progamikus, mind posztgamikus okok
felmeriilhetnek mint az inkompatibilitas forrasai.

A Poaceae csalad mas nemzetségeibe tartozo fajok keresztezése soran megallapitast nyert,
hogy a pollencsirazas illetve a tomldhajtas még a fajon beliil is jelentds genotipus fliggdséget
mutat (Id. 2.13 fejezet). Kiilonosen igaz lehet ez a keresztezhetdség hatarmezsgyéjén talalhatd
bluza x arpa kombinacio esetében. A buza és az arpa reciprok keresztezések eltérd eredménye
(Id. 2.12 fejezet) alapjan szintén felmeriilhet a sziilok jelentdsen eltéré ploidszintjének
kovetkeztében fellépd anyai/apai ardnytalansdg mint az inkompatibilitas tovabbi forrasa (1d. 2.4
fejezet). Ezt a feltételezést még inkabb erdsiti az a tény, hogy a termékenyiilt szemtermések
kisszami embrid mellett sosem tartalmaztak endospermiumot. A preparalt embridk in vitro
kultardban sikerrel felnevelhetdek jelezve hogy az inkompatibilitds foként az endospermiumot

érinti (I1d. 2.12 fejezet).
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Ezen tények tiikrében egyértelmii, hogy a valasztott fajok keresztezhetdségének problémait
nem lehetséges egyetlen kozvetlen okkal megmagyarazni, az inkompatibilitas kérdéseinek
megvalaszolasara csak az Osszetett folyamat egymadsra épiild kulcseseményeinek kiilon-kiilon

részletes vizsgalata ad lehetdséget.

2.15 Célkitilizések

A 2. fejezetben attekintett irodalmi adatok és Osszefliggések alapjan, a dolgozatban késobb

részletesen ismertetett kisérleteket az alabbi célok kitlizése mellett terveztiik meg.

1. A progamikus szakasz Kkitiintetett eseményeinek (pollen megtapaddsa, csirazadsa és
tomléhajtasa a csirakapuig; a himivarsejtek kibocsatasa, transzportja és a ndivari gamétak
megtermékenyitése) fény-, fluoreszcencia és konfokalis mikroszkdpos vizsgalata in situ fixalt
mintakon és bedgyazott szdvettani metszeteken, kiilonds tekintettel az arpa pollen — btiza

termd kolcsOnhatasra.

2. A buza embridzsakjdban, ezen belill a petekésziilékben a megtermékenyitést kovetd
(posztgamikus) valtozasok nyomon kovetése: az on- és idegen termékenyitett ovulumokban

lezajlo folyamatok Osszehasonlitasa fény- és konfokalis mikroszkdpos modszerekkel.

3. A bliza x arpa keresztezések embrid és novénykihozatalanak maximalizalasa, a legjobban

keresztez6do genotipusok, kombinacidk, valamint tdmogatd kezelések kivalasztasaval.

4. A hibrid embriok kimentésének és felnevelésének hatékonyabbd tétele, valamint az in planta
fejlodo hibrid embridk citologiai és szovettani vizsgalata, azok vad tipusu tarsaival torténd

részletes 0sszehasonlitasa €s az esetleges kiilonbségek feltarasa.

5. A buza x arpa F1 hibrid nemzedék genomdsszetételének elemzése, kiilonds tekintettel a
kromoszoéma kiesés, illetve bennmaradds folyamatdnak mélyebb részletekben torténd
megismerésére, valamint az idegen kromoszoma/szegmentum beépiiléséhez vezetd

folyamatok sejtbiologiai vizsgalata.
6. Uj, az arpaval jol keresztez3d6 dihaploid biiza vonalak szelekcidja és jellemzése.

7. Annak megvalaszolasa, hogy kémiai kezeléssel lehetséges-e a tavoli hibridek embrid és

endospermium fejlodésére jellemzd abortiv defektusok enyhitése, illetve kikiiszobolése?
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3. Anyag és modszer

3.1 Novényanyag

A vizsgalatok targyat képezd nemzetség hibridek eléallitasahoz anyai sziiloként harom tavaszi
buza fajtat (Triticum aestivum L.; 2n = 6x = 42, AABBDD genomképlet) hasznaltunk. A
nemzetkozi referencidnak szamité ‘Chinese Spring’ (Sears ¢és Miller 1985) mellett egy masik
kinai fajta, a ‘Szecsuan’ (intézeti génbanki szama MVGB 1720) szerepelt. A harmadik buza
genotipus, a CS Ph' a ‘Chinese Spring’ szarmazéka volt, ami az Aegilops speltoides (Tausch) Ph'
génjét hordozza, ezzel gatolva a homeolég kromoszomak parosodasat szabalyozé Phl gént
(Chen ¢és mtsai. 1994; Dr. B. Friebe, Kansas State University, szivességébdl). A hatsoros tavaszi
sorarpa (Hordeum vulgare L.; 2n = 2x = 14, HH genomképlet) fajta ‘Morex’ (Rasmusson és
Wilcoxson 1979) volt az els6dleges apai partner, masodsorban pedig a ‘Golden Promise’
kétsoros tavaszi sorarpat alkalmaztuk, amit gamma besugarzas utan szelektaltak a ‘Maythorpe’
fajtabol (Sigurbjornsson és Micke 1969). Belsé kontrollként, a hibridek igazolasahoz, néhany
keresztezést végeztiink haploid indukalo Hordeum bulbosummal (2n = 2x = 14, HH
genomképlet). A keresztezhetOség pozitiv kontrolljaként pedig harom 0Oszi rozs fajtaval is
poroztunk: ‘Imperial’, ‘Mercator’ (mindkettd Secale cereale L.) és az éveld ‘Kriszta’ (S. cereale
x S. montanum vagy S. cereanum).

A téli keresztezésekhez a novényeket 2 hetes (tavaszi fajtak) és 6 hetes (6szi fajtak) 2°C-on
tortént jarovizacid utan 1,2 liter Grtartalm( milanyag cserepekbe lltetve, fitotroni kamraban
(Conviron, Winnipeg, Kanada) Tavaszl programon (Tischner és Koszegi 1997) vagy
tiveghézban (Global Glasshouse Kft., Szentes) neveltiik fel.

A tavaszi kisérletek ndvényanyagat jarovizacié utan szabadtéren, 1,2 liter {rtartalma
cserepekben blokkokra osztva neveltiik fel. A viragzasi id0 szinkronizalasdhoz az adott

genotipusok fejlodésének megfelelden eltolt vetési idosorokat alkalmaztunk.

3.2 Nemzetség hibridek eléallitasa
3.2.1 Keresztezés

Az iranyitott megporzashoz az anyandvények kalaszkait az antézis eldtt 2-3 nappal visszavagtuk,
majd a kalaszkak belsé viragait, valamint a megmaradt két virdgbol az Osszes portokot
eltavolitottuk (8. abra/A). A kasztralt kalaszokat celofan zacskédval izolaltuk, kizarva ezzel az

ismeretlen pollennel torténd megtermékenyitést. A megporzads a virdgzas napjan kézbdl
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porgetéses modszerrel tortént, ezutan a celofan zacskokat visszazartuk. Egy nappal a megporzast
kovetden a kalaszok alatti elsé internodiumba 1 mL 100 mg/L 2,4-D (2,4-diklorfenoxi-ecetsav,
Sigma-Aldrich) vizes oldatot injektaltunk.

8. abra. Buiza-arpa hibridek eléallitasi folyamat.

A porzasra el6készitett, kasztralt kalaszok, B, C: megnyult szemkezdemények (al-szemkezdemények) 14-16
nappal a megporzas utan, D, E: hibrid embri6 a szemkezdeményben, ill. taptalajra helyezve, F: taptalajon csirazo
embrid, G: hibrid névények a nevel6 kamraban

3.2.2 Demetilacios kezelés

Az ivarspecifikusan epigenetikailag inaktivalt gének (ld. 2.8.2 fejezet) reaktivalasahoz a
novényeket az Ujonnan képzddd DNS szalakra a metilacids mintdzat atirddasat megakadalyozo,
kémiailag modositott nukleozid analoggal (,,demetilalé dgens”?) kezeltik. A demetilald agenst

kiilonbozé idépontokban a 2,4-D injektalassal azonos modon juttattuk be a kaladsz alatti

‘Az agens megnevezését és az alkalmazott koncentracidt a birdldk titoktartasi kotelezettség mellett megkaptak.
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internddiumba. A kezeléseket harom idépontban 20-20 kalaszos ismétlésben végeztik el. A
kezelt kalaszokat 1 nappal a megporzast kovetéen 1 mL 100 mg/L 2,4-D oldattal minden esetben
injektaltuk. Tiz-tiz megporzott virdgzatbdl 14 nappal a megtermékenyitést kovetden kiszedtiik a
szemkezdeményeket, és felszini sterilizalas utan kimentettiik a fejlodé hibrid embridkat (1d. 3.2.3
fejezet). Az embriok szama és fejlettsége alapjan meghataroztuk a kezelések hatasaban
kimutathat6 eltéréseket, illetve a leghatékonyabb koncentraciot. A kezeléseket a kordbban
legnagyobb szamban hibrid utdédokat ad6 ‘Szecsuan’ x ‘Morex’ kombindcion vizsgaltuk, a
kontroll csoportot ugyanennek a kombinacionak az 1 mL 100 mg/L 2,4-D-vel injektalt

kalaszaiban fejlodo szemkezdemények képezték.

3.2.2.1 A megfelel6 fejlettségi allapot meghatarozasa

Hogy meghatirozzuk, melyik fejlettségi allapotban a legcélszerlibb gatolni a metilaciés mintazat
atir6dasat, a novényeket harom csoportra osztottuk. Husz kaldszt injektaltunk demetildcios
agenssel a meidzis allapotaban, 20 kalaszt pedig a megtermékenyiilés utani elsé osztodas S
fazisa elott, azaz 8 draval a megporzast kdvetden. A kezelt kalaszokat 20 db kezeletlen, kontroll
kalaszhoz hasonlitottuk. Egy nappal a megporzast kovetden mindhdrom csoport kalaszait
injektaltuk 1 mL 100 mg/L 2,4-D oldattal, majd a szemkezdeményeket 5-5 teljes kalaszbol 3 és 6
nappal a megporzast kovetden szovettani vizsgalat céljabol fixaltuk €s miigyantdba agyaztuk.
Tovéabba kezelésenként 10-10 kalaszbol 14 napos korban sterilizalast kdvetden kimentettiik a

fejlodé embridkat (1d. 3.2.3 fejezet).

3.2.2.2 Ivar szerinti demetilacio

Annak eldontésére, hogy a metilacids gatlas korlatozodik-e valamelyik ivarra, az anyai €s apai
novényeket kiilon-kiilon demetilacios kezelésnek vetettiik ala. A korabbiakhoz hasonléan a
‘Szecsuan’ x ‘Morex’ parositast haszndltuk, és a kezelést hasban 1évé kaldszokon, meidzis
allapotban végeztilk. Mind az anyai, mind az apai oldalr6l 20-20 kalaszt kezeltiink. A kezelt
anyai kalaszokat kezeletlen arpa kaldszokbol szarmazo6 virdgporral termékenyitettilk meg, mig a
kezelt arpa kaldszokkal kezeletlen anyaiakat poroztunk meg. Megporzas utan 1 nappal 1 mL 100
mg/L 2,4-D oldat injektalasaval indukaltuk az al- szemkezdemények fejlédését. A kiilonbségek
megallapitdsdhoz 5-5 kalaszbol 3 nappal, €és Gjabb 5-5 kaldszbol 6 nappal a megporzast kdvetden
kigytijtottiikk a szemkezdeményeket, amelyeket fixaltunk, majd miigyantaba dgyaztuk be tovabbi

vizsgalatok céljabol. A maradék 10-10 kalaszbol 14 napos korban sterilizalast kdvetéen
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kipreparaltuk az embriokat (I1d. 3.2.3 fejezet). Eredményeinket 1 nappal a megporzast kovetoen 1
mL 100 mg/L 2,4-D-vel injektalt kontroll kalaszok szemkezdeményeivel vetettiik 6ssze. Tovabbi
kontrollként kezelt vagy kezeletlen buza pollennel Ontermékenyitett buzakaldszokat is

alkalmaztunk.

3.2.3 Embriomentés

A megporzott kalaszokbol 14-21 nappal a termékenyitést kovetden 0sszegyljtottiik a megnyult
szemkezdeményeket (8. abra/B,C), amelyeket 3 percen keresztiil 70% etilalkoholban, majd 20
percen at 2% NaOCI (hipd) oldatban sterilizaltunk. Az igy fertdtlenitett szemkezdeményeket
steril milliQ vizzel tortént mosds utdn hosszanti irdnyban bonctlivel felhasitottuk, majd
tartalmukat megvizsgaltuk (8. abra/D). A preparalas soran talalt embriokat B5 (Gamborg és
mtsai. 1968) vagy N6D (Chu és mtsai. 1975) taptalajra (Mellékletek 8.2 fejezet) helyezve
csiraztattuk (8. abra/E,F), és a meggyokeresedett novényeket felnevelés céljabol tapkockaba,
majd 1,2 liter Girtartalmu cserepekbe iiltettiik (8. abra/G).

A fejletlen embriok felnevelésére a késébbi kisérletek soran egy moédositott modszert is
alkalmaztunk. A prepardlt embridkat félkemény, 3.4 g/L agardzt tartalmazd NO6D taptalajra
helyeztiik a csirazas kezdetéig. A genom megkettézésének céljabol a hajtasok megjelenése utan
az embriokat az el6z0 taptalajjal azonos Gsszetételli 0,01% kolchicinnel kiegészitett taptalajon 3
napig kezeltiik. A talél6 sejtekbdl torténd ndovényregeneracid céljabol az embridk néhany napra
kalluszosit6 RM1 taptalajra (Murashige és Skoog 1962) kertiiltek (Mellékletek 8.2 fejezet). A
novekedésnek indulo struktardkat ajra N6D taptalajon regeneraltuk, majd a hajtasok és gyokerek

megjelenése utan tiveghazban, cserépben neveltiik fel dket.

3.2.4 Genomduplikacio

A kromoszéma készlet megdupldzaséhoz, a meggyokeresedett novényeket 5-6 leveles allapotban
kimostuk a talajbol, majd gyokérzetiiket és hajtasaikat olloval 5-5 cm-re visszavagtuk. Az igy
elokészitett novényeket éjszakara 0,04% kolchicin + 5% dimetil-szulfoxid (DMSQO) oldatban
aztattuk, tigyelve arra, hogy a bokrosodasi csomo a folyadék szintje ala keriiljon. A kezelés utan
a novényeket 1 oran keresztiil foly6 viz alatt atmostuk, majd 0jra cserepekbe iiltettiik. A taléld

novényeket kihajtas utdn klimakamraban neveltiik fel.
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3.2.5 Szovettenyésztés

Eredménytelen genomduplikacid esetén a hasznos genotipusok megmentésére in Vitro
tenyésztést (szomatikus embriogenezis + organogenezis) alkalmaztunk. A ndvények kalaszait
éretlen (2-3 cm?) allapotban kipreparaltuk, a fenti modon sterilizaltuk (1d. 3.2.3 fejezet), majd a
viragzatot feldaraboltuk, és 2 mg/L 2,4-D-t tartalmaz6 RM1 téptalajra helyeztiik. A kalluszosodd
képleteket 2 hét utan friss, 1 mg/L 2,4-D-t tartalmazé RM1 taptalajra helyeztiik at, majd jabb 2
hét elteltével megismételtiik az atrakast 0,5 mg/L 2,4-D-t tartalmazdé RM1 téptalajra. Az igy
eléallitott kalluszokat N6D tédptalajon regeneraltattuk, majd a kapott ndvénykéket ismételten

kolchicin kezelésnek vetettiik ala a korabban leirtaknak (1d. 3.2.4 fejezet) megfelelGen.

3.3 Mikromorfolégiai vizsgalatok a megporzast kovetoen

3.3.1 Trypan kék festés

A bibe felszinén megtapadt €16 és elpusztult pollenszemek lathatova tételéhez (Keogh és mtsai.
1980) modszerét alkalmaztuk. A megporzott terméket 0, 15, 30 és 60 perccel a megporzast
kovetden Clarke oldatban (jégecet:etanol, 1:3) fixaltuk (Clarke 1851). A fixalt termdket 75°C
vizfurdében 5 percen keresztiill 0,1 mg/mL trypan kék (Sigma-Aldrich) festékkel festettiik,
amelyet etanol és laktofenol 1:1 ardnyl elegyében oldottunk fel. A nem kotédott festék
eltdvolitdsahoz a termdket 2,5 mg/mL klordl hidrat (Reanal) oldatban szobahdémérsékleten
¢jszakan at deritettiik. Ezt kovetéen a termOkrdl a bibéket éles pengével levagtuk, majd a
termdOket targylemezen vizcseppbe helyezve feddlemezzel lefedtiik, és fénymikroszkoppal

(Olympus BX51, Tokyo, Japan) vizsgaltuk.

3.3.2 Anilin kék festés

A sajat és idegen pollenszemek funkcioképességének megallapitdsdhoz a megporzott termdket
10, 30 és 60 perccel a megporzast kovetden egy €jszakan at Clarke oldatban (1d. 3.3.1 fejezet)
fixaltuk, majd Na-foszfat pufferben (0,07 M NayHPO4-2H,0, pH 9) tortént hdromszori mosas
utan anilin kék oldatban (0,1% a fenti pH 9-es foszfat pufferben) 1 oOrdn keresztiil
szobahOmérsékleten festettiik. A megfestett termokrdl a bibéket €les szikével levagtuk, majd egy

foszfat puffer cseppben fluoreszcencia mikroszkoppal (Olympus BX51) megfigyeltiik.
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3.3.3 Szovettani modszerek (fixalas, beagyazas és metszetkészités)

Az idegen pollennel tortént termékenyitésbol szarmazd embriok €s egyéb szovetek fejlodésének
vizsgalatdhoz a megporzott virdgokbdl antézis allapotban, tovabba 3 és 6 nappal a megporzast
kovetden termoket fixaltunk, 4% (w/v) paraformaldehid és 2,5% (v/v) glutaraldehid tartalmu Na-
foszfat pufferben (pH 7,2). A fixalt termdket Na-foszfat pufferben mostuk 3x fél 6ran at, majd
ezt kovetben novekvé  koncentracioji  alkoholsorban  (25-50-60-70-80-96-100%)
(BBI Solutions, Cardiff, Nagy-Britannia) etanolos (100%) oldataval, majd kétszer 100% Unicryl
mugyantaval itattuk at. Végiil az atitatott termdket Beam kapszuldkba helyezve, 200 uL 100%
Unicrylben 3 napon keresztiil -20°C-on UV megvilagitas mellett polimerizaltattuk.

A mintakbol a teljes megszilardulas utan Ultracut E ultramikrotom (Reichert-Jung, jelenleg
Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) segitségével a termdék hasi barazdajaval
parhuzamos, medialis sikban félvékony (1 um) metszeteket készitettiink. A szénhidratokat 1%
perjodsavas Schiff (PAS) festéssel, a fehérjéket 0,25% Coomassie Brilliant Blue R-250 festéssel
jeloltiik. A megfestett metszeteket Depex feddanyaggal (EMS, Fort Washington, USA) fedtiik le.
A metszetek vizsgalata a BX51 fénymikroszkdoppal (Olympus) tortént.

3.3.4 Konfokalis mikroszkopia
3.3.4.1 In situ pollentomlo vizsgalat

A pollentomléknek az anyandvény szovetein beliili nyomon kovetéséhez antézis koru
buzakalaszokat poroztunk buza, illetve arpa pollennel, majd 60 perc elteltével a kaldszokbol
kigytjtott termoket Clarke oldatban (Id. 3.3.1 fejezet) fixaltuk. A hisztokémiai festés
30-10%) alkoholsor orankénti cseréjével hidrataltuk, amit kétszeri pH 9-es foszfat pufferben
tortént mosas kovetett.

A pollentomldk lathatova tételéhez az igy el6készitett termdket anilin kék oldatban (0,1% a
pH 9-es foszfat pufferben) éjszakan 4t tortént inkubdlassal festettilk, majd a nem kotédott
festéket pH 9-es foszfat pufferben tortént kétszeri mosassal eltavolitottuk. A mosast kovetden a
mintakat novekvo koncentracioju (10-30-50-70-85-96-100%) alkoholsorban viztelenitettiik,
végiil BABB oldatban (benzil-alkohol és benzil-benzoat 1:2 aranyl elegye) tortént 2 Oras
deritéssel tettiik oket attetszové Sandaklie-Nikolova és mtsai. (2007 leirasa alapjan (eredetileg
Dent és mtsai. 1989).
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A deritett termdket sztereomikroszkop alatt €les pengével, a hasi barazdaval parhuzamosan
a medialis sikban hosszaba kettévagtuk iigyelve arra, hogy a vagas sikja a mikropiléhez a lehetd
legkdzelebb essen, és a vagas egyetlen hatdrozott mozdulattal torténjen, elejét véve a szovetek
roncsolddasanak. A mikropilét tartalmazé termo-felet fedélemezre cseppentett 20 u. BABB
cseppbe helyeztiik, gondosan tigyelve arra, hogy a metszési feliilet a feddlemez felé nézzen. Az
igy eldkészitett termo-felekre 1 mm vastagsagu szilikon tavtartd alkalmazéasa mellett targylemezt
tettiink, majd a mintakat TCS SP8 konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkoppal (Leica Microsystems,
Wetzlar, Németorszag) vizsgaltuk. Az anilin kék festéket HeNe Iézerrel 405 nm-en tortént
gerjesztést kovetden 460-535 nm tartomanyban detektaltuk. A Z (optikai tengely) mentén
képzett szeletsorozatok, valamint a térbeli rekonstrukciok a LAS (Leica Application Suite)

programcsomag Advanced Fluorescence moduljaval késziiltek.

3.3.4.2 In situ embriofejlodés vizsgalat

A pollentdomld csirakapun vald behatolasat kovetd események észleléséhez buza kalaszokat
poroztunk sajat vagy arpa pollennel. A megporzas utan 24 és 72 oraval a termoket kipreparaltuk,
majd a bibeszalak felé esd oldalon ejtett bemetszés utan a termdket két preparalo tii segitségével
ellentétes iranyba huzva kettéhasitottuk. A bemetszésnél mindig ligyeltiink arra, hogy a roncsolas
ne terjedjen néhany sejtrétegnél meélyebbre, és az integumentum csak az ellentétes irany huzas
kovetkeztében szakadjon el folyamatosan az alapi kalazatol a csirakapu (mikropile) irdnyaba.
Ezzel vettiik elejét a petekésziilék megsériilésének, valamint annak, hogy az embriozsak sejtjei
elmozdulhassanak. A termd-fél két szélének lenyomasa utan kiemeltik a szabadda valt
magkezdeményeket a helyiikrdl, és Clarke oldatban (1d. 3.3.1 fejezet) fixaltuk, amit 1 nap utan
70%-o0s alkoholra cseréltiink, majd az ecetsav teljes eltavolitdsdhoz a cserét 30-30 percre még
kétszer megismételtiik.
10%) alkoholsorba helyeztiik at, amit kétszeri pH 9-es foszfatpufferben tortént mosas kovetett. A
kimosott mintakat fél 6ran at festettik 50 uM SYTO 63 (Molecular Probes, Thermo Fisher
Scientific)y DNS festékkel, majd ndvekvé koncentracioju (10-30-50-70-85-96-100%)
alkoholsorban viztelenitettiik, végiil 1 6éran at BABB derité oldatban (benzil-alkohol és benzil-
benzoat 1:2 aranyu elegye) tettiik attetszévé Sandaklie-Nikolova és mtsai. (2007) leirasa alapjan
(eredetileg Dent és mtsai. 1989).

A deritett termdket mélyitett targylemezen 20 uL BABB cseppben 1 mm szilikon tavtartd
alkalmazasa mellett TCS SP8 konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkoppal (Leica Microsystems)

vizsgaltuk. A SYTO fluorokrom specifikus emissziojat HeNe 1ézerrel 633 nm-en tortént
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gerjesztést kovetden 650-750 nm tartomanyban detektaltuk. A Z (optikai tengely) mentén
képzett szeletsorozatok, valamint a térbeli rekonstrukciok a LAS programcsomag Advanced

Fluorescence moduljaval (Leica Microsystems) késziiltek.

3.4 A hibrid utodnemzedék vizsgalata
3.4.1 Aramlasi citometria

A sejtmagok izolalasahoz az 5-7 napos leveleket jégen, 800 uL LBO1 pufferben (15 mM Tris, 2
mM Na,-EDTA, 0,5 mM spermidin, 80 mM KCI, 20 mM NaCl, 15 mM B-merkaptoetanol és
0,1% Triton X-100, pH 7,5) éles pengével bevagdostuk, és az igy kapott, sejtmagokban gazdag
szuszpenziot 40 pum porusatméréji Cell strainer sziirdvel ellatott Falcon™ csovekbe (BD
propidium jodid (Sigma-Aldrich) hozzaadasaval 3 percig festettiik. A méréseket FACScan™
citométerrel (BD Biosciences, San Jose, USA) 488 nm argon lézer és 560 nm optikai szlir0
alkalmazasa mellett végeztilk. A genom méret meghatdrozasa 5000 sejtmag alapjan a
CellQuest™ (BD Biosciences) programmal tortént. Standardként az adott keresztezési

kombinaci6 sziil6i genotipusait hasznaltuk.

3.4.2 Molekularis markerezés
3.4.2.1 Osszes DNS tisztitasa

A néhany leveles fiatal novények leveleibdl 10 mg-ot 2 6ran at -80°C-on tortént fagyasztas utan
TissueLyserrel (Qiagen NV, Hilden, Németorszag) 2x1,5 percen at 29 Hz frekvenciaval
homogenizaltunk. Ezutdn a szuszpenziét 100 uL AquaGenomic™ oldat (MoBiTec GmbH,
Gottingen, Németorszag) ¢s 10 pL izopropanol hozzdadasa utdn vortex-szel kevertiik, majd
centrifugaval a fugacsO aljaba gytjtottiik. Az igy kapott keveréket 30 percen at 75°C-0s
vizfirdoben inkubaltuk, utdna 12.000 g-vel 5 percig centrifugaltuk. A feliilasz6t 80 pL
izopropanollal &sszekeverve jbol lecentrifugaltuk, majd a csapadékot 4°C-0s 70% etanollal
kétszer atmostuk. A megszaritott csapadékot 100 pL milliQ vizben feloldottuk, centrifugaltuk, és
a feliiluszot 1,5 mL-es centrifuga csévekbe atontve -20°C-on taroltuk.

A fragment analizatorral torténd elemzéshez (1d. 3.4.2.4 fejezet) egy specialis, a ndvényi
homogenizatum templatként valo direkt felhasznaldsat lehetdvé tévé gyors DNS eldkészitést

(Phire Plant Direct PCR kit, Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk. A fiatal novények
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leveleibdl éles pengével mintat vettiink, amit -80°C-ra tortént lehiités utdn TissueLyserrel
(Qiagen) 2 percen at 29 Hz-en homogenizaltunk. A homogenizatumbdl a templatot 200 pL-es
pipettahegynek a homogenizatumba torténd belemartasaval, majd ennek a kitben talalhat6 leoldo

pufferben (50 pL) torténd ledztatasaval allitottuk elo.

3.4.2.2 PCR reakcio

Az utdédnemzedék kromoszéma Osszetételének agardz géles meghatarozasdhoz (1d. 3.4.2.3
fejezet) az apai genom kromoszomaira specifikus primereket terveztiink (1.tablazat). Ezekkel a
primerekkel Veriti PCR késziilékben (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) polimeraz
lancreakciot hajtottunk végre, ami a 20 puL végtérfogatban az 1 pl. DNS templat mellett
tartalmazott 2 uL 10x DreamTaq™ puffert (Fermentas, Thermo Fisher Scientific), 2 uL 2 mM
dNTP-t, 0,5 puL-t mindkét primerb6l (0,5 mM), 0,25 puL (1 U) DreamTaq™ DNS polimerazt,
kiegészitve a fennmaradd 13,75 pL milliQ vizzel. A reakciot 5 perc 98°C-os denaturacidval
kezdtiik, amit kovetett egy 40 ismétléses ciklus (98°C 5 mp, primertdl fliggden X°C* 10 mp és
72°C, 25 mp), végiil pedig egy 72°C 7 perc elongacios 1épéssel zartuk. A reakcio ellendrzésére
minden reakcidban hasznéltunk negativ (anyai, buza DNS), pozitiv (apai, arpa DNS) és templat

nélkiili kontrollt (NTC).

*A tapadasi (annelacios) hdmérsékletet (Tm) mindig az adott primer olvadasi hdmérsekletének

megfeleléen mddositottuk.
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1. tablazat. Az arpa kromoszoémak azonositasahoz hasznalt primer parok

Kromoszoma | Gén/Lokusz Primer szekvencia (3'-3') Tm |Termék (bp)

2| F 3'-AGA AGA AGATCG GGT CCG CTA-3' 66,4C

1H HvCENH3x 801
R 5'-GTG CAA ACG GGA TGA GAA AATT-3" 66,2C
F 5'-TCC AGC CGA CAATIT CTT G-3' 64,2C

2H HvM36" ' 114
R 5'-AGT ACT CCG ACA CCA CGT CC-3 64,5C
F 3'-GCT GCT ATG AGG AGA GAA CC-3' 60,6C

3H ABG37T ; p 507
R 5-TGG TAT GAA ACA GGT GAA TA-3 55,4C
F 5'-TTA CTG AAG AAA AAC CTGTC-3' 53,4C

aH ABGA93® 509
R 5'-CTG ACT ACT GGA TGG ACC AC-3' 59,6C
F 5'-CCCTGCTCT TGC TTG TCG TAG-3" 66,1C

5H HvCsIF7 ; - 121
R 5-TAG CCA AGC AATTGCATTT-3 60,8C
.| F 5'-ATG GCT CGC ACG AAG AAA ACG G-3' 73,1C

6H HVCEMNH3[ - . 4s3
R 5-ATG GCG TCG GCT TGT TGCACC C-3 73,4C
F 5'-CAC GAC AGA CGG ACC AAA TG-3 66,6C

TH ABCABSE 438
R 5'-GCT ACT GGG ACA AAA TCT CC-3° 60,1C
Buza cDNS |F 53-GCCGTGTCCATGCCAGTG-3' 58,1C

Teszt/UPP 195
(TA30797) |R 3-TTAGCCTGAACCACCAGTGC-3' 60,1C

4STS szekvencidk: HYCENH3a és B, Sanei és mtsai. (2011); ABGx és ABC465, Kleinhofs és mtsai. (1993);
HvCsIF7, Burton és mtsai. (2008); ° (GA)13 SSR szekvencia: Liu és mtsai. (1996); UPP: universal plant primers
(univerzalis n6vény-specifikus primerek, (Paolacci és mtsai. 2009), F: forward, R: reverse

A fragment analizatoros meghatarozashoz (1d. 3.4.2.4 fejezet) egy optimalizalt Direct PCR
reakciot (Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk, amely lehetdvé tette a ndvényi
homogenizatum kozvetlen templatként torténd felhasznalasat. Az eldallitott templatbol 0,6 puL-t
hasznaltunk fel a 20 pL végtérfogati PCR reakcidhoz, ami ezen kiviil 10 pL Phire Plant PCR
Buffert (a dNTP-vel egyiitt), primereket (0,5 uM) és 0,4 uL Phire Hot Start Il DNS polimerazt
tartalmazott. A templatot a kitben pozitiv kontrollként talalhatdé ndvény-specifikus (plasztisz
trnV-GAC ¢és rml6 génekre specifikus) primer parokkal ellendriztik. Az apai genom
azonositasdhoz az arpa kromoszoémak karjain lokalizalt SSR és STS markereket hasznaltuk (2.
tablazat). A primerek mitkddését minden reakcioban ellendriztiik, a vizsgalt hibrid mintakkal
parhuzamosan negativ (anyai), pozitiv (apai) €s templatmentes kontroll (NTC) alkalmazasaval.
A Mastercycler (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) késziilékben az SSR markerekre
optimalizalt program a kovetkezd volt: 5 perc kezdeti denaturacié 98°C-on, majd 6x [98°C 6 mp,
61°C-55°C (-1°C/ciklus) 15 mp, és 72°C 25 mp], ezt kdvetden 34x (98°C 6 mp, 55°C 15 mp, és
72°C 25 mp), végiil pedig 72°C 1 perc. Az STS markerekre optimalizalt PCR 5 perc kezdeti
denaturaci6 98°C-on, majd 36x (98°C 6 mp, 64°C 15 mp, 72°C 25 mp), végiil 72°C 1 perc

programon tortént.
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2. tablazat. Az arpa kromoszomakarok azonositisahoz hasznalt SSR és STS markerek

Kromoszoma | Kromoszoma kar|  Lokusz SSR motivum | Termék (bp) Hivatkozas
1H 1HS HvCsIF9 MA [STS) 113 Burton és mtsai. (2008}
1HL HVHVAL {ACC)s 142 Ramsay és mtsai. {2000)
oH 2HS HvCslF4 MA (STS) 160 Burton és mtsai. (2008}
ZHL Bmag0125 (AG),g 131 Ramsay és mtsai. (2000)
aH 3HS HVLTPPB (AC),(AT). 220,233 | Ramsay és mtsai. (2000)
3HL HVMB0 [AG)..(GA)., 137,144 | Liu és mtsai. (1996)
4HS HYMA0 | (GA)4(GT),s(GA), 143 Liu és mtsai. (1996)
o aHL HVMG7 (GA)sy 142 Liu és mtsai. (1996)
SHS Bmac0163 | (AC)s(GC)5(AC),7 151 Ramsay és mtsai. (2000)
> SHL AF043094 (CTGT)s 156 Ramsay és mtsai. (2000)
eH 6HS Bmac0316 (AC),2 190 Ramsay és mtsai. (2000)
6HL EBmacOB06 | (CA),GA(CA)s 183 Ramsay és mtsai. (2000)
- 7HS HvM04 (AT), 218,233 | Liu és mtsai. (1996)
JHL HvCsIF6 MA [STS) 153 Burton és mtsai. (2008)

3.4.2.3 Agaroz gél elektroforézis

A reakcidtermékbdl 10 pL-t 2% agardz gélen (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Németorszag)
futtatva, a reakciotermék hosszanak megfeleld 1étra alkalmazasa mellett etidium bromidos festés
utan hataroztuk meg a keresett kromoszoma jelenlétét vagy hidnyat. Az elvalasztas eredményét

G:Box géldokumentacids rendszerrel (Syngene, Cambridge, Nagy-Britannia) fotoztuk le.

3.4.2.4 Fragment analizis

A PCR termékeket kétszeres higitds utan a kapillaris elektroforézis elvén miik6d6é Fragment
Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies, Inc., Ames, USA) berendezésben valasztottuk

el.

3.4.3 Genomi (GISH) és fluoreszcens (FISH) in situ hibridizacio

A hibrid novények kariotipizalasahoz a meiodzis allapoti portokokat kigytijtottiik a virdgokbol, és
Clarke oldatban (I1d. 3.3.1 fejezet) fixaltuk. A fixalt antérakbodl a fejlddé mikrosporakat 45%-0s
ecetsavban targylemezen kipréseltiik, majd feddlemezzel lefedtiik, és lang felett felforrédsitottuk a
preparatumokat. A fedélemezeket folyékony nitrogénben tortént fagyasztas utan eltavolitottuk, a
lemezeket ezutdn megszaritottuk, majd -20°C-on taroltuk. Az arpa 0Osszes DNS-b6l nick

transzlacioval allitottuk el a jel6lt probat digoxigenin-16-dUTP-vel (DIG-Nick Translation Mix,
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Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag). A GISH analizist — néhdny apré6 modositastol
(Szakacs és mtsai. 2013) eltekintve — Anamthawat-Jonsson és Reader (1995) modszere alapjan
hajtottuk végre. A hibridizacié soran a buza genomialis szekvenciakat jeldletlen bliza DNS-sel
szazszorosra higitott rodamin-konjugalt juh antidigoxigenin Fab fragmentumot (Roche), a
kontrasztfestéshez és a fluoreszcens jel kifakulasanak gatlasara pedig 1 pg/mL 4°,6-diamidino-2-
fenilindolt (DAPI) tartalmazé Vectashield fed6 oldatot (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
USA) alkalmaztunk. A hibridizalt mintakat Axioskop-2 epifluoreszcencia mikroszkoppal (Zeiss,
Oberkochen, Németorszag) vizsgaltuk. A felvételek SPOT CCD kameraval (Diagnostic
Instruments, Inc., Sterling Heights, USA) és Image-Pro Plus 4.0 szoftverrel (Media Cybernetics,
Inc., Rockville, USA) késziiltek.

A FISH vizsgalathoz a preparatumrol az el6z6leg kapott GISH hibridizacios jeleket 50%-
os formamidban 42°C-on (2x5perc) eltavolitottuk, amit szintén 2x5 perces 4xSSC+Tween
oldatban végzett lemosas kovetett. A prepardtumonként 30 pL hibridizaciés keverék 50%
formamidot, 10% 20xSSC-t, 1% SDS-t, 50 ng/uL lazac sperma (blokkol6) DNS-t és 40 ng
(GAA); centroméra koriili heterokromatinra specifikus (Pedersen és mtsai. 1996) FISH probat

tartalmazott. A hibridizalt mintdk mikroszkopos vizsgalata a GISH-nél fent leirt modon tortént.

3.5 Statisztikai elemzés

Az embridindukcios €és novényregeneracios adatok normadl eloszlasanak ellendrzése kvantil—
kvantil grafikon (Q-Q plot) és a Shapiro-Wilk teszt alkalmazasaval tortént. Mivel a normalitas és
a variancia homogenitasanak (Levene teszt) kritériumai az adatok nemlinedris (négyzetgyokos,
logaritmikus és arkusz szinusz) transzformdacidja utdn sem teljesiilt (pl. bimodalis eloszlas
esetén), ezért a szignifikancia vizsgalathoz a nemparametrikus Kruskall-Wallis tesztet
alkalmaztuk a szigoribb Bonferroni-féle korrekcioval, és ezt post-hoc elemzésként a paronkénti
Mann-Whitney U teszt kovette (Corder és Forema 2009). A szédmitasokat kiillonbozd, az MS
Excelbe épiil6 segédprogramokkal végeztiik, elsdsorban a Real Statistics Resource Pack
(www.real-statistics.com) révén, és az eredményeket fiiggetlen online kalkulatorokkal is

megerdsitettiik (pl. scistatcalc.blogspot.co.uk).
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4. Eredmények és megvitatasuk

Kitizott céljaink elsé pontjai alapjan (1d. 2.15 fejezet) a legfébb feladat a buza-arpa
hibridel6allitas folyamatanak szisztematikus jellemzése volt annak érdekében, hogy az esetleges
akadalyok vagy sziikk keresztmetszeti pont(ok) beazonosithato(k) legyen(ek). Ezért a
megtermékenyitéshez mint kozépponthoz viszonyitva két f6 fazisra bontottuk a folyamatot: az
azt megel6zd progamikus (prefertilizacios) €s az azt kovetd posztgamikus (posztfertilizacios)
szakaszra.

Az elsG szakaszban (Id. 4.1 fejezet) tobbféleképpen vizsgaltuk az arpa pollen
kompatibilitasat a buza bibéjével és termdjével a megporzast kovetden, nevezetesen a pollen
¢letképessége, csirdzasa és tomldhajtdsa a csirakapuig, majd a petekésziilékbe valo belépése
szempontjabol.

A masodik szakaszban (ld. 4.2 fejezet) egyrészt a megtermékenyiilés tényét, masrészt a
korai embrié €s endospermium fejlédés lefolyasat kiséreltilk meg rogziteni és nyomon kovetni.

A tovabbiakban mar a hibridel6dllitds folyamatat optimalizaltuk kiilonb6zdé kémiai —
novekedésszabalyozd és/vagy demetilacios — kezelésekkel (I1d. 4.3-4.4 fejezetek), illetve

molekuléris €s citologiai modszerekkel elemeztiik a kapott novények kromoszoma 6sszetételét.

4.1 A progamikus (prefertilizacios) szakasz citologiaja
4.1.1 Pollen életképesség

A buza bibepapillain megtapadt pollen (9. abra/A) életképességének meghatarozasahoz a sajat
vagy arpa pollennel egyarant mesterségesen megporzott buza kaldszokbdl a termdket 15, 30, 45
¢és 60 perccel a porzas utan fixaltuk, majd trypan kékkel festettiik. Ezutan fénymikroszkop alatt
vizsgaltuk a megtapadt pollenszemek vitalitasanak valtozasat (9. abra/B,C ). Mindegyik
idopontban 10-10 sajat, ill. arpa pollennel porzott buza termdt vizsgaltunk, amelyeket
véletlenszerlien valasztottunk ki a fixalt mintakbol. A kiilonb6z6 idépontokban meghataroztuk a
még €16 és a mar elpusztult virdagporszemek atlagos relativ gyakorisagat, majd az igy kapott
adatokat Osszesitettiik. Az arpa pollen életképességét minden idOpontban a sajat, kontroll
pollenéhez hasonlitottuk, és ennek fliiggvényében értelmeztiik (10. abra/A).

Megallapitottuk, hogy a buza bibe felszinén megtapadt bluza és arpa virdgporszemek
¢életképességében nem volt szamottevd kiilonbség. Az elsé vizsgalati idépontban — 15 perccel a
megporzast kovetéen — a buza pollen 44,6%-a bizonyult élonek, és az arpanal ez az értek 40,2%
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volt. Az ezt kovetd idopontokban — 30 és 45 perccel a megporzast kovetéen — az arpa pollen
szintén a buzaéval kozel megegyez0 vitalitast mutatott: a biizanal 22,8%, illetve 32,4%, mig az
arpa esetében 24,3%, illetve 35,3% volt az €16 viragporszemek gyakorisdga. A sajat és az arpa
pollen vitalitisa kozott jelentés eltérés csupan 60 perccel a megporzast kovetéen volt
tapasztalhato, amikor az €16 blza viragporszemek gyakorisaga (19,1%) tobb, mint kétszerese
volt az arpaénak (7,6%) (10. abra/A).

Mivel szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy a buza pollentdomlé az embriozsakig
megkozelitdleg 30 perc alatt képes eljutni (Lange és Wojciechowska 1976), és az arpa
pollentomlé novekedési sebessége ettdl nem tér el jelentdsen (Neeraj és Khanna 1992), ezért az
elsé pollentomldk a 60 perces mintavétel idején feltételezhetden mar beléptek a csirakapun,
meggatolva ezzel Gjabb pollentomldk célba érését, ami a csirdzdsnak indult pollen gyors
pusztulasat idézte elé (Vishnyakova és Willemse 1994). Ez lehet a magyarazata annak, hogy 60
perccel a megporzast kovetéen miért csokkent drasztikusan mindkét faj viragporszemeinek
¢letképessége. Ennek megfelelden az 1 oraval a megporzast kdvetden is €16 pollen feltehetéen

nagyon késon vagy egyaltalan nem csirazott Ki, ezért a tovabbiakban ezeket nem vizsgaltuk.

4.1.2 Pollen csiraképesség
4.1.2.1 Pollen csirazasa és tomléhajtas vizsgalata fénymikroszképpal

A viragporszemekbdl el6tord pollentomlok (Id. 2.1 fejezet) vizsgalatahoz szintén termékenyitett
és fixalt termoket festettiink anilin kékkel, majd fluoreszcencia gerjesztése mellett vizsgaltuk (9.
abra/D,E). A megporzas utan 15, 30, 45 és 60 perccel fixalt termékbol véletlenszertien
kivalasztott 10-10 sajat, ill. arpa pollennel megporzott buza termén szamoltuk meg azokat a
virdgporszemeket, amelyek legaldbb a pollen atmérdjének megfeleldé hosszisagu tomlot
hajtottak. A pollen csirdzoképességét az adott iddpontban a 10 termdén kicsirdzott
viragporszemek atlagos relativ gyakorisagabol hataroztuk meg. Az arpa pollen csirazoképességét
mindig a sajat, kontroll pollenéhez hasonlitottuk, és ennek fliggvényében értelmeztiik (10.
abra/B).
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9. abra. Az arpa pollen életképessége és tomlohajtasa biiza bibén.

A antézis allapotu btiza termd; B: a bibe felszinén megtapadt, 30 perce csirdzd arpa pollen trypan kék festést
kovetden. Az intakt plazmamembranu €16 pollen (nyillal jel6lve) nem vagy csupan kis mértékben mutat kék
szinezddést, az elhalt pollen kékre festddik; C: €I és elpusztult arpa virdgporszemek 30 perccel a megporzas utan;
D: anilin kékkel festett arpa pollen toml6hajtasa biiza bibe felszinén (30 perc). A kallozt tartalmazé pollentomlék
erds fluoreszcens jel6l6dést mutatnak; E: arpa pollentomlé novekedése a biiza bibe szveteiben (60 perc).

A buza bibe felszinén megtapadt sajat ¢és arpa pollen csirdzasat Osszehasonlitva
megallapithatd volt, hogy az arpa pollen és a buza bibe kozott nem 4ll fenn Osszeférhetetlenség.
Az arpa viragporszemek a bibén tortént megtapadas utan azonnal csirazni kezdtek, €s 15 perccel
a megporzast kovetéen mar 63,8%-uknal megfigyelhetd volt valamilyen mértéki
tomlénovekedés, ami jelentdsen meg is haladta a bizanal észlelt 44,4%-ot. Ugyanez a kiilonbség
mutatkozott 30 perccel a megporzas utan is, amikor arpa esetében a kicsirazott viragporszemek
gyakorisaga mar elérte a maximumat (94,6%), mig a sajat pollennek ilyenkor még mindig csak
62,7%-a mutatott tomlondvekedést. A buzanal a csucsértéket 45 perccel a megporzast kdvetden
mértiik; ekkor a kicsirazott buza viragporszemek gyakorisaga 78,8% volt, mig az arpa esetében
(89,8%) mar nem volt 1ényeges valtozas az el6z6 iddponthoz képest. Ujabb 15 perc elteltével,
azaz 1 Oraval a megporzast kovetden mar egyik kombinacidoban sem nétt a pollencsirazas: a buiza
bibe felszinén megtapadt arpa virdgporszemek 91,9%-anal volt lathatdé pollentomlé. A buzanal

ez az érték valamivel alacsonyabb volt: a pollen 81,7%-a kezdte meg a csirazast (10. abra/B).
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Mivel a kicsirdzott viragporszemek gyakorisaga 60 perc elteltével mar egyik pollendonor

esetében sem mutatott novekedést, valamint szakirodalmi adatokbol is ismert, hogy kortilbeliil 1

oraval a megporzast kdvetden végbemegy a megtermékenyiilés (Lange és Wojciechowska 1976),

ezért a pollen csirdzasanak alakulasat késobbi idépontokban nem vizsgaltuk.

A

50%

=g=Sajat pollen
40%

30%
=s=Arpa pollen
20%
10%
0%
15' 30 45'

Porzastdl szamitott id6 (perc)

100% I

60'

=s=Arpa pollen
80%
60%

=p=Sajit pollen
40%

20%
0%
15' 30 45'

Porzéstdl szamitott id§ (perc)

60'

10. abra. Sajat (buiza) és arpa pollen életképességének (A) és csiraképességének (B) a porzastol szamitott

idébeli valtozasai buiza bibén.

4.1.2.2 Pollentomlok novekedésének vizsgalata konfokalis mikroszkoppal

A mélyen az anyai szdvetekbe agyazott csirakapunal (mikropile) és annak kdzvetlen kozelében a

sajat (buza) és az idegen (arpa) pollen tomldk (ld. 2.1 fejezet) vizsgalatat anilin kék festést

kovetden konfokalis mikroszkop segitségével végeztiik (11. abra). Megallapitottuk, hogy mind a

bluza, mind pedig az arpa pollen altal hajtott tomlok képesek 1 oOra alatt elérni a csirakaput, és

némely jol lathato esetben be is jutottak azon, elérve a szinergida sejtek filiform apparatusat (11.

abra/C). Mindkétféle porzasnal talaltunk olyan pollentomléket is, amelyek a csirakapun még

nem léptek be ugyan a fixalas pillanatdban, de néhany mikrométerre megkozelitették azt,

valamint olyanokat is, amelyek a termd hati oldaldn az integumentum €s a maghdz falanak belsd

epidermisze kozti térben tartottak éppen a csirakapu iranyaba (11. abra/B).
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11. abra. Arpa pollentomlé novekedése biiza termében.

A: an6i gametofiton sejtjeinek elhelyezkedése a buza termdjében, B: pollentomlé (nyillal jelezve) a csirakapu
kozelében 60 perccel a megporzast kovetden, C: pollentdmld belépése a szinergidaba a csirakapun keresztiil
K: kézponti sejt, P: petesejt, S: szinergida, M: csirakapu (mikropile), PT: pollentomld
a mérce az abrakon egységesen 100 pm-t jelol

Kvantitativ adatok gytijtésére nem volt lehetéség, mert a legnagyobb elévigyazatossag
ellenére is a mintak jelentds része (>50%) megsériilt a termdk preparalasa kdzben, vagy pedig a
metszés sikja esett tilsdgosan tavol a csirakaputdl. Ez a probléma abbol adodott, hogy a
manudlis metszést a mintdk kis mérete és nagyfoku rugalmassaga miatt nem lehetett azonos
modon elvégezni.

A megfigyelések eredményeként tehat vizudlisan azt a kdvetkeztetést vonhattuk le, hogy a
eltérés: mindkét faj pollenje egyarant kicsirdzik a buza bibén, és hasonldé modon lehajt az

ovulumba, majd — mint latni fogjuk (I1d. 4.2 fejezet) — meg is termékenyiti a petekésziiléket.

4.2 A posztgamikus (posztfertilizacios) szakasz citomorfologiaja

4.2.1 A termok és ovulumok morfologiai és szovettani vizsgalata

A sajat vagy arpa pollennel porzott buza termdk (9. abra/A) belsejében lezajlé valtozasok
feltarasdhoz a porzds utan 5 mnappal kigyljtottik a kaldszokbol a termdket, majd
sztereomikroszkop alatt megvizsgaltuk (12. abral/a,b,c,d,e). A morfologiai szemrevételezést
kovetden a termdket félbevagtuk, majd kipreparaltuk a mikropilaris oldali, az embriot tartalmazo
ovulum-felet (12. abra/f,g,h,i,j), amelynek tartalmat izoozmotikus izolal6 oldatban (400 mM
mannitol, 200 mM gliikkéz, 2 mM CaCl,, pH: 5,8) vizsgaltuk, és a porzatlan, antézis kort

termOkhoz (12. abra/a), ill. ovulumokhoz (12. abra/f) hasonlitottuk. Megvizsgaltuk tovabba a
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hibrid keresztezésekben a szakirodalmi adatok szerint az embriokotést timogato 2,4-D kezelés

hatéasat is (Koba és mtsai. 1991).

Porzatlan Arpaval Porzott
+214'D +2,4'D

Porzatlan Onporzott Arpaval Porzott

Antézis 5 Nappal megporzast kovetéen

12. abra. Sajat (buiza) vagy arpa pollennel termékenyitett btiza termdk és ovulumok morfolégiai
osszehasonlitasa 5 nappal a megporzas utan.

fehér nyilhegy: ellenlabas sejtek, fekete nyilhegy: embrio; a mérce az abrakon egységesen 1 mm-t jelol

Mar a mintagyijtés kozben szembetiing volt a kétféle pollennel porzott és 2,4-D-vel kezelt
termok kozti méretbeli kiilonbség. A legnagyobb méretet az dnporzott termok érték el, amelyek
5 nappal a megporzas utan eredeti hosszuk haromszorosara nyultak, és jellegzetes kerekded
format vettek fel (12. abra/b). Megfigyelhet6 volt tovabba, hogy az énporzott termékon a 2,4-D
kezelés onmagaban nem valtott ki szemmel lathatd hatast: ezek a termdk méretiikben és
alakjukban is megegyeztek kezeletlen tarsaikkal (12. abra/b). Az arpaval porzott termdk
azonban a 2,4-D kezelés hatasara jelentds valtozast mutattak. A kezeletlen termdkon egyaltalan
nem latszottak a megnyulas jelei, s6t, az antézis koru termdk jellegzetes dombort teteje (12.
abra/a) ellaposodott, vagy egyes esetekben homoruva valt, sziniikben és allagukban pedig a
dehidratalodas jelei mutatkoztak (12. abra/c).Ezzel szemben a 2,4-D-vel kezelt termdk
méretiikkben és megjelenésiikben sokkal inkabb emlékeztettek oOnporzott, mint kezeletlen
tarsaikra. Az egyetlen észrevehetd eltérés az Onporzott transzverzalisan kitelt, U betiire
emlékeztetd alakjdhoz képest, hogy ezek a termdk inkdbb hosszikas, elnyljtott V betlire
hasonlitottak (12. abra/e). A nem porzott, de 2,4-D-vel kezelt term6knél minimalis megnyulas
mutatkozott, méretiikben és kiillemiikben — ahogy azt varni lehetett — leginkabb az antézis kort
termokre hasonlitottak (12. abra/d).
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A kipreparalt 5 napos ovulumokra ugyanezek a tendencidk voltak jellemzéek. Mig az
arpaval porzott kezeletlen buza termdkbdl kinyert ovulumok az antézis kora megporzatlanokhoz
hasonléan félgémb alakuak voltak (12. abra/h), addig a tobbi esetben az ovulumokra is jellemz6
volt a terméknél tapasztalt kisebb-nagyobb mértékii hosszanti megnyulas. A méretbeli eltérések
mellett a legszembetiin6bb kiilonbség a vagas sikjahoz legkézelebb 1évé ellenlabas sejtek
degradacigja volt, ami a szakirodalmi adatok szerint a megtermékenyiilés egyik elsd, szemmel
lathato kovetkezménye (An és You 2004). Az ellenlabas sejtek hidnyat az onporzott termdk
ovulumain kiviil egyediil az arpaval termékenyitett és 2,4-D-vel kezelt termdkben figyeltilk meg
(12. abralj), azt 6nalldan sem az arpa pollennel végzett porzas (12. abra/h), sem pedig a 2,4-D
kezelés (12. abral/i) nem valtotta ki, ezzel szolgaltatva kdzvetett bizonyitékot arra, hogy a buza-
arpa hibridek szemfejlodésének indukaldsdhoz a porzas vagy megtermékenyités ¢és a
hormonkezelés egyiittesen sziikséges. A jelenség feltehetden Osszefiigg a szemfejlodés masik
fontos feltételével, az anyai szovetek megnyulasaval, amirél ismert, hogy kivaltasdhoz a
kozponti sejt megtermékenyiilése és az endospermium fejlédése sziikséges szemben az
embriofejlodéssel, ami onmagaban nem indukalja az anyai szovetek megnyutlasat (Figueiredo és
Kohler 2014). A fejlddésnek indult, buza és arpa pollennel megporzott ovulumok kozti
legjelentdsebb kiilonbség az volt, hogy mig az énporzott termdk fél-ovulumainak csticsaban — a
megfeleld szogben tartva — lathatd volt a kornyezetétdl szinében elkiiloniild, az embridt takaro
laza szerkezetil, attetsz6 szovet, addig ilyen jellegli szovet az arpaval termékenyitett termdkben
sohasem volt fellelhet6 (12. abra).

Az embridzsakon belill zajlo folyamatok részletesebb vizsgalatdhoz az On- és idegen
pollennel porzott terméket 6 nappal a megporzast kovetden kigydjtottik, majd
paraformaldehides fixalas utdn miigyantaba agyaztuk. Ezt kovetéen 1 pm vastag, félvékony
metszeteket készitettiink beldliik, amelyeket hisztokémiai festést kovetden fénymikroszkop alatt
vizsgaltunk. Csak az eldkisérletek eredményei alapjan aktivaltnak itélt, arpa pollennel porzott és
ezt 1 nappal kdvetden 2,4-D kezeléssel tamogatott termoket vizsgaltuk, amelyeket az dnporzott

¢és azonos kornyezetben fejlodo term6kbol készitett metszetekhez hasonlitottunk (13. abra).
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13. abra. Sajat (biiza) (A) és arpa (B) pollennel termékenyitett 6 napos biiza szemkezdemények hosszmetszeti
felvételei.

ES: endospermium, Em: embrid, Nu: nucellusz, In: integumentum

Az 1-1 kalaszbdl szarmazd szemkezdemények vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az
ontermékenyitésbol szarmazd szemkezdemények mindegyike tartalmazott csepp formajua, hajtas-
¢és gyokérmerisztéma szervezOdést mutatd embriot (Id. 2.3 fejezet), amelyek atlagos hosszusaga
100 pm és szélessége 50 um volt (13. abra), de ett6l a mérettél a kalaszban elfoglalt poziciotol
¢s a szemkezdemény méretétdl fliggden 10-20% eltérés is eldfordult. Ezzel szemben az arpa
pollennel porzott és 2,4-D-vel kezelt szemkezdemények ugyan hosszra és alakra hasonld
méretiick és megjelenéstick voltak, a metszetek alapjan szervezodésiikben jelentds eltéréseket
mutattak az ontermékenyitett, kontroll csoport szemkezdeményeihez képest. Az anyai szovetek,
a nucellusz és az integumentum rétegek megjelenésében és szerkezetében nem volt lathato
kiilonbség, ezzel szemben a nucellaris epidermiszen beliil csak egy megnyult {ireg volt talalhato
az embridzsak helyén (13. abra). Az egyetlen kalaszbol szarmazo termdékben Gsszesen 1 db
embridt talaltunk: ez méretében egy fejlettebb, 6ntermékenyitésbdl szarmazd embrioval egyezett
meg, valamint morfologiadja és szerkezete sem tért el a normalis fejlédésmenetet koveto,
ontermékenyitett kontroll embrioktol (13. abra). A két minta kozotti legjelentésebb kiilonbség
az endospermiumban mutatkozott. Mig az Ontermékenyitett kontroll szemkezdemények
mindegyikében az egész magkezdeményt kitoltd nagy, parenchima jellegli sejteket tartalmazo
endospermiumot talaltunk (Id. 2.4 fejezet), amely a jol elkiiloniilé mikropilaris nyaki részen
keresztiil az embridhoz kapcsolodott (13. abra/a), addig az arpatermékenyitésb6l szarmazo
szemkezdemény endospermiuma helyén csak egy folyadékkal telt {ireg volt. Az embridhoz
kapcsolodo egyetlen szovet az embrid apikalis, dombort oldalahoz tapadt néhany sejtes struktira
volt. Ezen kiviil csak kevés, a folyadékkal telt tiregben nem lokalizalt sejtfalak nélkiili sejtmagot
talaltunk, amelyeken a leginkabb a lizis jelei mutatkoztak (13. abra/b).
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4.2.2 Az in planta embriofejlédés konfokalis mikroszkopos vizsgalata

A mikroszkopos megfigyelés soran Osszehasonlitottuk a buza vagy az arpa pollennel porzott
biza termdék embridzsdkjadban 1 és 3 nappal a megporzas utan lejatsz6do folyamatokat:
megvizsgaltuk, van-e szemmel lathatdé morfoldgiai kiilonbség az eltérd apai genomot tartalmazd
zigotak és  proembriok esetében, valamint van-e szamszerGsithetd kiilonbség a
megtermékenyiilések szamaban a sajat vagy arpa pollennel porzott baza termdkben (14. abra)?
Az i1zolalt és fixalt ovulumokban talalhat6 embridzsakok vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy a sajat pollennel porzott biiza termdk mindegyikében lathatdak voltak a megtermékenyiilés
egyértelmii bizonyitékai: a zigota minden esetben tul volt az elsé osztodason (14. abral/A), a
permanens szinergida sejt a degradalédas jeleit mutatta, az endospermiumban pedig
megfigyelhetd volt a conocitikus fazisra jellemz6 intenziv magosztddas és citoplazma szaporulat
(Id. 2.4 fejezet) (14. abra/A). A pollentomld vizsgalatahoz (ld. 4.1.2.2 fejezet) hasonloan itt is
eléfordult, hogy a gondos preparalas és fixalas ellenére az embridzsak sejtjei elmozdultak a
helytlikrdl, vagy megsemmistiltek, ami lehetetlenné tette a szamszerti adatgytjtést. Az arpaval
termékenyitett biza ovulumok tobbségének morfologidja lathatoan kiilonbozott a kontroll
ovulumokétol. Hasz preparalt ovulumot megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a zigota elsé
osztodasaval bezaruld elsd sejtciklus harom esetben a kontroll termdkkel megegyezé modon
teljesen végbement: itt az embridk jol lathatéan két eltéré méretii, kisebb apikalis €s nagyobb
bazalis sejtbdl alltak, az endospermium pedig tobb sejtmagvas strukturat alkotott (14. abra/B).
Egy alkalommal a zigdta épp az elsé mitdzis metafazisdban tartozkodott, és jol lathatod volt az
osztddasi orso, valamint a mikrotubulusok és a sejt kozépvonalaban felsorakoz6 erdsen
kondenzalt kromoszomak (14. abra/D). Ebben az esetben a korai sejtosztodasok alatt
végbemend apai kromoszdma eliminéciot is sikeriilt kdzvetleniil ,.tetten érni”, megerdsitve ezzel
azokat az eredményeket, amelyek szerint az arpa kromoszomak a tokéletlen
centroméra/mikrotubulus kapcsolatok miatt alkalmanként lemaradnak (14. abra/G), és nem
vesznek részt az osztodasi orsd szervezddésében (Sanei és mtsai. 2011). Az ilyen lemaradd
kromoszoémak a zigdta korai sejtosztdodasai soran nem kerlilnek 4t az utddsejtekbe, és az
egyedfejlodés kezdeti szakaszaban elvesznek (Sanei és mtsai. 2011). A szdéban forgd arpa
pollennel termékenyitett buza termdben egy kromoszoma jol lathatéan lemaradt a tobbi
kozépsikba vandorolt kromoszomatol (14. abra/D,G). Egy esetben sikeriilt kozvetleniil a
megtermékenyiilés el6tti allapotot is megfigyelniink. Az ovulumban jol lathato volt a mikropilén
at betord és a szinergida sejtek filiform apparatusdba belépd pollentomld, valamint az egyik
himivarsejt, amely a szinergidan val6 athaladas utan kozvetleniil a petesejt sejthartyajahoz

tapadt, mig a kozponti sejtben megfigyelhetd volt a termékenyliilés utani allapotra jellemzd
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harom sejtmag (14. abra/C). Ezeken az ovulumokon kiviil harom esetben talaltunk ép, sértetlen
allapoti embridzsakokat, amelyekben feltételezhetéen nem tortént termékenyiilés, vagy esetleg a
folyamat annyival késett az ontermékenyitett ovulumokhoz képest, hogy 1 nappal a megporzast
kovetden még nem voltak lathatdak a megtermékenytilés jelei. A maradék 12 esetben a fentebb
vazolt probléma miatt nem lehetett egyértelmi kovetkeztetéseket levonni az embridzsakban zajlod

eseményekrol.

14. abra. Sajat vagy arpa pollennel termékenyitett buiza termék embridinak és endospermiumainak fejlédése.

Ontermékenyitéssel (A, E) és arpa keresztezéssel (B, C, D, F) el8allitott embridk és endospermiumok 1 nappal (A-
D) és 3 nappal (E-F) a megporzas utan. D és G (felnagyitva): egy arpa kromoszéma kiesése az elsé mit6zis soran. H:
a lemarado6 arpa kromoszéma nagyitott képe
cc: kdzponti sejt, ce: conocitikus endospermium, fne: szabadsejtes endospermiumsejt, ec: petesejt, zy: zigota, em:
embrid, sc: szinergida sejt, fa: filiform apparatus, sp: himivarsejt (spermium), ne: nucellaris epidermisz, np:
nucellaris parenchima, L: hosszu kar, S: rovid kar, sa: szatellita, nyil: centroméra, nyilhegy: masodlagos befliz6dés
a mérce az abrakon 4 pm-t (H), 20 pm-t (A, B, C, D, G) vagy 100 um-t (E, F) jelsl

Az osztodasi sikbol lemaradd arpa kromoszomat morfoldgidja, valamint a rovid (S) és
hosszu (L) karok ardnya alapjan és részletes, nagy felbontast felvételek segitségével az aldbb
leirt médon azonositottuk. A kromoszéma masodlagos beflizédése (14. abra/H, nyilheggyel
jelolve) a lehetséges jeloltek korét kettore, az SH és 6H kromoszomakra sziikiti (Linde-Laursen
¢s mtsai. 1997). A két kromoszoma S/L karardnya (a szatellitekkel nem szamolva) a
szakirodalmi adatok alapjan régota ismert és diagnosztikus értékkel bir: SH — 0,41-0,49 (azaz a
rovid kar hossza kevesebb, mint a hosszt kar fele), és 6H — 0,60-0,68 (Tjio és Hagberg 1951;
Noda és Kasha 1978; Singh és Tsuchiya 1982). A lemaradd kromoszoma centroméra régioja (14.
abra/H, nyillal jeldlve) alapjan megallapitott kararany értéke 0,43-nak adodott, ami jo egyezést
mutat az SH kromoszémééval (és csak azzal). Itt érdemes hozzatenni, hogy a tobbi, nem
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szatellites arpa kromoszoma (1H-4H, 7H) karardnya még markansabban eltér; 0,70 és 0,99
kozott mozog (Tjio és Hagberg 1951; Noda és Kasha 1978; Singh és Tsuchiya 1982), tehat az
5H kromoszdéma az arpa kariotipusaban 0sszetéveszthetetleniil beazonosithato.

Elvileg felmeriilhet még, hogy a kérdéses lemarad6 kromoszoma akar a biiza genombdl is
szarmazhatna. A gabonaféléknél az idegen faju hibridekre jellemzO uniparentalis (csak apai)
genom eliminacid ismeretében ennek a feltevésnek nincsen realitdsa, de a teljesség kedvéért
megvizsgaltuk ezt a lehetdséget is. A hexaploid buza genomjaban csupan az alabbi szatellites
kromoszomak (és kararanyaik) johetnének szoba: 1B — 0,59, 6B — 0,83 (Endo és mtsai. 1984), de
ezek is messze esnek a kérdéses kromoszoéma kararanyatol.

OkKkal levonhat6 tehat a kdvetkeztetés, hogy a megfigyelt lemarado (és feltehetéen majd ki
is esett) kromoszoma nagy valdszintiséggel az SH kromoszomaval azonosithaté mar a zigota elsé
osztoddsa soran. A kiesd és bennmaradd arpa kromoszoémak gyakorisdgardl tovabbi részletes

A 3 nappal a megporzast kdvetden fixalt ontermékenyitett kontroll ovulumokban az
embrid mar tobbsejtes csepp format alkotott, és az endospermium taljutott a gyors sejtmagi
osztodasok egész soran, teljesen megformdlva a mikropilaris oldali, az embridt koriilvevd siirii
citoplazmajl, az embridt a korai fejléddés soran feltehetden tdpanyagokkal ellatd és a fejlodés
késébbi fazisaban kiiiriil zoénat (transzfer régio), valamint a vékony citoplazma rétegben a
nucellusz mentén az endospermium kalazalis vége felé gyongyfiizérszertien migralo sejtmagokat
(14. abra/E). A tiz kontroll ovulum mindegyikében talaltunk embriot és endospermiumot,
amelyek méretiikben és megjelenésiikben nem tértek el jelentdsen egymastol. Ezzel szemben a
tizenegy arpaval termékenyitett buza termdbdl tizben (90,9%) talaltunk embriot és kezdeti
stadiumban levé endospermiumot, amelyek azonban méretben és fejlettségben elmaradtak az
ontermékenyitett kontroll tarsaiktol, és egymashoz képest is elég valtozatos képet mutattak. A 3
napos embriok nagy része gombstadiumu volt, ami koriilbeliil 1 napos lemaradast jelent a csepp
alaku, kontroll embriokhoz képest. Az endospermium minden esetben néhany sejtmagvas,

fejletlen struktira formajaban volt lathato (14. abra/F).
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4.3 Intergenerikus buza-arpa hibrid novények eldallitasa 2,4-D kezeléssel
4.3.1 Embriomentés

A hibrid eléallitas szempontjabol legmegfelelobb anyai genotipus megvalasztasahoz
probakeresztezéseket végeztiink harom anyai genotipussal: ‘Chinese Spring’ (44 kalasz),
‘Chinese Spring’ Ph' (34 kalasz) és ‘Szecsuan’ (10 kalasz), amelyek mindegyikét a ‘Morex’
hatsoros tavaszi arpa pollenjével poroztuk meg. A 2,4-D kezelést kdvetd 14. napon a megporzott
kalaszokbdl kiszedtik a megnyult szemkezdeményeket, és sterilizalds utan kipreparaltuk a
tartalmukat (8. abra).

A preparalas utan 6sszehasonlitottuk az egyes buza fajtak arpaval valo keresztezhetdségét,
amit a kimentett embriok és a megporzott viragok szamanak hanyadosabodl hataroztunk meg. (3.
tablazat) Az eredmények szerint a ‘Szecsuan’ genotipus Viragai kotottek a legnagyobb szamban
embridkat (16%, 45 db), mig a szakirodalomban jol keresztezd6 genotipusnak leirt ‘Chinese
Spring’ viragai megkdzelitleg Otszor alacsonyabb gyakorisaggal (3,1%, 31 db) tartalmaztak
kimentheté embriokat. A harmadik genotipus a ‘Chinese Spring’ Ph' embriokotése a masik két

fajta értékei kozé esett: szemkezdeményei 7,2%-ban (62 db) tartalmaztak embriot (3. tablazat)

4.3.2 Novényregeneracio

Az aszeptikus koriilmények kozott kipreparalt embriokat szilard N6D taptalajon neveltiik fel,
kozben dokumentaltuk, hogy az adott bliza genotipusoktol szarmaz6 embriok milyen aranyban
életképesek, valamint milyen szdzalékban nevelhetdek szabad foldbe kiiiltethetd, hajtassal €s
gyokérrel rendelkezé egyedekké (3. tablazat). Az embriok funkcidképességét a kiiiltetett
novények €s a kimentett embriok szdmanak hanyadosabdl hataroztuk meg. Azt talaltuk, hogy a
‘Chinese Spring’ és a ‘Chinese Spring’ Ph' genotipussal valé keresztezésbdl szarmazo embriok
megegyezd gyakorisaggal voltak életképes novényekké nevelhetéek. A 31 db ‘Chinese Spring’
embrionak 74,2%-a (23 db) csirazott ki, mig a 62 db ‘Chinese Spring” Ph' embri6 75,8%-a (47
db) keriilt kiiiltetésre. A ‘Szecsuan’ genotipus itt is kiemelkedd eredményt produkalt: a 45 db
embrio 88,9%-a (40 db) kicsirazott, és életképes zold ndovényé fejlodott.

2 A fejezetben kozolt adatok az alabbi publikacioban jelentek meg:
Polgéri D, Cseh A, Szakacs E, Jager K, Molnar-Lang M, Sagi L (2014) High-frequency generation and
characterization of intergeneric hybrids and haploids from new wheat—barley crosses. Plant Cell Rep 33:1323-1331.
doi: 10.1007/s00299-014-1618-3
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3. tablazat A 2,4-D kezeléssel tamogatott buiza-arpa Kkeresztezések hatékonysaga

. . Megporzas Embrick Navények
Buza genotipus . . . . . L. . L .
Kalasz (db) Virdg (db) |Szdma (db) | Gyakoriséga (%)) 5zama (db) |Navény/Embrid (%) [Novény/Virdg (%)
‘Chinese Spring’ 44 1014 31 3,1 23 74,2 2.3
‘Chinese Spring’ Phl 34 864 62 7,2 a7 75,8 5,8
‘Szecsuan’ 10 285 45 16 40 88,9 14
Ossszesen ) 2163 138 6,4 110 79,7 3,1

A kisérlet végeredményeképpen a kililtetett novények szdmabol meghataroztuk az adott
blza genotipusra jellemz6 ndvény kihozatalt, amit a kitiltetett novények €és a megporzott viragok
hanyadosabdl hataroztunk meg. Mint a korabbi eredmények alapjan feltételezheto volt, az arpa
pollennel legjobb keresztezhetdséget mutatd buza genotipusnak a ‘Szecsuan’ genotipus
bizonyult, aminél a megporzott virdagok 14%-abdl sikeriilt névényeket felnevelniink. Ezt kovette
a ‘Chinese Spring’ Ph' 5,8%-0s novény kihozatallal, mig a leggyengébb eredményt itt is a
‘Chinese Spring’ hozta, hiszen a megporzott viragoknak minddssze 2,3%-abol tudtunk életképes

novényeket felnevelni (3. tablazat).

4.3.3 A hibridek molekularis elemzése
4.3.3.1 Genommeéret és ploidszint meghatarozasa

Az életképes embriokbol kihajtott és kitiltetett novényekbdl 4-5 leveles allapotban mintat
vettiink, amelyeket aramlasi citométeres elemzésnek vetettiink ala (15. abra).

A friss levelekbdl feltart sejtmagok DNS tartalmabol meghataroztuk az egyes novények
genom méretét, és ennek alapjan kovetkeztettiink arra, hogy tartalmaztak-e a haploid anyai
genom mellett apai kromoszoma(ka)t, esetleg kromoszoma szegmentumot. A citométeres
elemzés soran (4. tablazat) a diploid anyai és apai genotipusokat kiilsé (referencia) kontrollként
hasznaltuk, tovabba a vizsgélat hitelességét ellendrizendd a mintdkat kiegészitettiik 6t belsd
(vak) kontrollal, amelyek H. bulbosummal végzett porzasokbol szarmazd, haploid buza
novények voltak: ezekrdl ismert (Barclay 1975; Inagaki 1985), hogy a megtermékenyités utani
elsd osztddasok alatt kivétel nélkiil elveszitik az dsszes apai kromoszoémat. A bizonyosan anyai
haploid belsé kontroll novények (4. tablazat, alahuzott) kilétét csak a vizsgalat lezartaval, az

eredmények kiértékelése soran fedtiik fel.
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15. abra. Buza-arpa keresztezésbol szarmazoé F1 nemzedék genom méretének meghatarozasa.
(az aramlasi citométer Cellquest szoftvere altal generalt eredeti hisztogram)

Az azonos szinii gorbék két-két csticsa a sejtciklus G1 és G2 fazisaban levd sejtmagok DNS molekulaihoz kotédott
propidium-jodid fluoreszcencia emisszidjanak maximumait abrazolja. A hexaploid btizanak (zold gorbe) csupan a
G1 csucsa lathato a hisztogramon, mivel a G2 csucs az X tengely értéktartomanyan kiviil esik.

A vizsgalt novényeket a relativ fluoreszcencia értékek szerint ndvekvd sorrendbe
rendeztiik, majd a diploid sziilék genomméretei alapjan és a mérési pontatlansag figyelembe
vételével meghataroztuk azt a minimum értéket, amely alatt a kapott eredmény nagy
valdszinliséggel csak az anyai haploid genomot reprezentalja (4. tablazat). Ennek fiiggvényében
a hatart G1<98 és G2<196 relativ fluoreszcencia értéknél huztuk meg. Az ennél kisebb értékkel
rendelkezé novényeket anyai haploidnak mindsitettiik, az ennél nagyobb értéknél feltételeztiik,

hogy az adott ndvény genomyja tartalmaz legalabb egy apai kromoszomat.
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4. tablazat. Buza-arpa keresztezések (F1 nemzedék) genomméretei és a hibridek azonositasa

Vizsgalt minta Genom meret Kovetkeztetés
g1 | @2

‘Morex” Kontroll 451 93,2 Diploid
‘Szecsuan’ Kont. 130.5 - Diploid
‘Chinese Spring” Kontroll 178,2 - Diploid
‘Chinese Spring” Phl Kont. 193.6 - Diploid
‘Chinese Spring” Phl 7/1 68,0 148,0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/3 75,5 169,0 Haploid
‘Srecsudn’ 4/4 94,65 1714 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 31/1 85,0 172,0 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 12/4/2 81,3 174,0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/4 85,0 175,0 Haploid
‘Chinese Spring” Phil 24/1 87,1 1770 Haploid
‘Chinese Spring” Phl /6 87.8 177.7 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 11/2 89,0 178,2 Haploid
‘Chinese Spring” 7/2 90,7 178,3 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 13/2 38,3 179,0 Haploid
‘Chinese Spring” Phil 4/2 24,4 179,7 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 22/3 33,7 130,3 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 4/1 86,2 131,9 Haploid
‘Szecsudn’ 772 87,6 1824 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/8 91,2 134,1 Haploid
‘Szecsudn’ 81 89,2 184,5 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 8/1 91,4 135,5 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 8/3 89,0 185,7 Haploid
‘Szecsudn’ 3/1 92,2 185,9 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 13/1 93,5 136,3 Haploid
‘Szecsudn” 4/2 93,6 187,2 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/5 95,3 138,0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 22/2 95,0 138,06 Haploid
‘Chinese Spring’ 7/5 96,6 188,9 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 12/A/1 91,9 189,0 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 10/4/1 93,3 189,3 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 2/1 93,1 190,2 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 8/2 95,1 190,38 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 11/1 93,8 1920 Haploid
‘Szecsudn’ 91 92,8 193,0 Haploid
‘Chinese Spring” Phl 7/2 98,0 195,0 Haploid
‘Chinese Spring” Phil 8/4 93,0 201,0 Haploid???
‘Chinese Spring’ 20/1 105,6 202,6 Hibrid
‘Chinese Spring’ 7/6 08,1 204,6 Hibrid
szecsuan’ 12/5 104,9 206,7 Hibrid
‘Chinese Spring’ Phl 29/1 110,0 215,0 Hibrid
‘Chinese Spring’ Phi 8/5 107,7 216,1 Hibrid
‘Chinese Spring’ Phl 25/1 107,32 217,0 Hibrid
Szecsudn’ 33 105,09 219,6 Hibrid
szecsuan’ 311 111,7 227.8 Hibrid

alahuzva: buza x H. bulbosum anyai haploidok, félkdvéren: feltételezett hibrid ndvények

Az eredmények alapjan az 6sszesen megvizsgalt 74 ndvénybdl 66 esett genommérete

alapjan a biztosan haploidok csoportjaba, ami a ndvények 83,5%-at jelentette. Minddssze nyolc
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olyan novényi mintat (16,5%) talaltunk, amelyek a genom méret alapjan feltételezhetéen
tartalmaztak arpa kromoszémakat is a teljes haploid buza kromoszomakészlet mellett. A
feltételezett hibrid ndvények koziil ketté ‘Chinese Spring’, harom ‘Chinese Spring” Ph' és harom
‘Szecsuan’ anyai hattérrel rendelkezett, ami azt jelzi, hogy a kromoszéma kiesés vizsgalatahoz,
valamint a hibrid el6allitaishoz mindharom genotipus alkalmas. Mivel a genom méret csak
kozvetett bizonyiték az apai kromoszémak meglétére (vagy hianyara), ezért a mintakat (az anyai
haploidok mintegy felét és valamennyi hibrid-jeldltet, 4. tablazat) tovabbi elemzésnek vetettiik
ala (1d. 4.3.3.2 és4.3.3.3 fejezetek).

4.3.3.2 Kromoszomakar-specifikus molekularis markerek alkalmazasa

Az utédnovények sejtjeiben az apai kromoszomak vagy kromoszoéma Szegmentumok
azonositasahoz a novények leveleibdl izolalt DNS-t PCR reakcioban kromoszomakar-specifikus
SSR és STS markerekkel teszteltiik, amelyeket elézetesen az arpa SSR adatbazisbol (2. tablazat)

valasztottunk ki, majd a kapott PCR termékeket fragment analizatorral elemeztiik (16. abra).

BHy Hy Hy HoHy ................. Hy Hy Hy Hy HaHy HaHy Hy W

g

16. Abra. Buza-arpa keresztezések (F1 nemzedék egy része) 1H és 7H kromoszomara specifikus
markerelemzése.

B: arpa kontroll, W: buza kontroll, Ha: haploid, Hy: hibrid, 7HL és 1HS markerek: HvCsIF6, ill. HvCsIF9 (2.
tablazat)

Osszesen 32 ndvénybdl izolalt DNS mintat elemeztiink, amelyet kiegészitettiink 4 db H.
bulbosum keresztezésbol szarmazo, belsé kontrollként hasznalt, biztosan haploid névénnyel (5.
tablazat, alahtzott), valamint a diploid sziil6i partnerek mintaival (5. tablazat, arpa és buza
kontroll). Az eredményt akkor értékeltiik pozitivnak, ha az adott kromoszoéma mindkét karjara
tervezett primerparral pozitiv jelet kaptunk (5. tablazat), mig felemas eredmény esetén tovabbi
vizsgalatokat végeztiink, bizonyitand6 vagy cafoland6 az esetleges apai €s anyai kromoszomak

kozotti transzlokaciok lehetéségét (Id. 4.3.3.3 fejezet).
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5. tablazat. Buza-arpa keresztezések (F1 nemzedék) markerelemzésének osszesitése

. i Arpa kromoszéma karok . .
Vizsgalt minta Genomaosszetétel
1S |1HL | 2Hs |2HL | 315 [3HL |aus |aHL |5Hs [sHL |6Hs |6HL [7HS | 7HL

Arpa Kontroll X X X X X X X X X X X X X X Diploid szila

Buza Kontroll - - - - - - - - - - - - - - Diploid szila
‘Chinese Spring’ 7/5 e Haploid
‘Chinese Spring’ PRI 10/A/21| - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Ph111/1 | - - - - - - - - - - - - . - Haploid
‘Chinese Spring’ PhI11/2 | - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/4 - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/5 - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/6 - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring' Phl12/Af1| X X - - - - X - - - X - - - Hibrid
‘Chinese Spring’ Ph112/A/2| - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Ph113/1 | - - - - - - - - - - - - . - Haploid
‘Chinese Spring’ Ph113/2 | - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Ph118/1 | - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Ph11%/Af1| - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 2/1 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 22/2 - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring' Ph124/1 | - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Phi 25f1 ¥ X X X X X X X X X X X X X Hibrid
‘ChineseSpring’ Ph129f1 | X X X X X X X X X X - - - - Hibrid
‘Chinese Spring' PhI33/1 | - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 4/1 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 4/2 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/1 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/2 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/3 T Haploid
‘Chinese spring’ Phi 8/1 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/2 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/3 e Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/4 e e Hibrid
‘Chinese Spring’ Phl 8/5 - - X X - ¥ - X - ¥ - ¥ - - Hibrid
‘Chinese Spring’ Phl 8/6 e Haploid
‘Szecsudn’ 12/5 - - X X - - - - - - X X - - Hibrid
‘Szecsudn’ 3/1 e Haploid
‘Srecsudn’ 311 X X - X X X X X - - - - Hibrid
‘Szecsudn’ 33 ¥ X X X X X X X - X - - X X Hibrid
‘Szecsuan’ 9f1 - - - - - - - - - - - - - - Haploid
‘Szecsuan’ 9/2 e Haploid

félkovéren: feltételezett hibrid novények

A 32 megvizsgalt novénybdl 25 (78,1%) anyai haploidnak bizonyult, azaz egyetlen apai
kromoszomakarra sem adott pozitiv jelet. Ezzel 0sszhangban negativ volt az anyai diploid
kontroll, valamint a négy H. bulbosum keresztezésb6l szarmazo belsé kontroll ndvény is. A fenti
érték (78,1%) kozel esik a citométeres vizsgalat soran kapott 83,5%-0s haploid gyakorisaghoz. A
mintdk kozott egyetlen (3,1%) ndvény volt, amely az apai kontrollhoz hasonldéan az Gsszes

markerre nézve pozitiv eredményt adott, tehat teljes hibridnek bizonyult, tovabbi hét novény
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(18,8%) pedig részlegesen tartalmazta az apai genomot. Ot ndvény (11 arpa kromoszéma)
esetében csak az egyik kromoszoémakar adott pozitiv jelet, ami jelentds genom atrendezédésekre
utalhat: ennek megerdsitésére vagy kizarasara a mintak egy csoportjat tovabbi vizsgalatnak

vetettiik ala (ld. 4.3.3.3 fejezet, 6. tablazat).

4.3.3.3 Genomi in situ hibridizacio (GISH)

A kérdéses mintakon a tovabbiakban, kariotipusuk szemléltetéséhez, GISH-t alkalmaztunk:
chhez a novények portokjaibol készitett meiotikus kromoszoma preparatumokra rodaminnal
jelolt arpa DNS-t hibridizaltunk, lathatova téve a nem eliminalddott apai kromoszoémakat (17.
abra). A vizsgalatot 20 novényen végeztiik el, amit a korabbiaknak megfelelden kiegészitettiink

3 db H. bulbosum keresztezésbdl szarmazo novény mintajaval (6. tablazat).

17. abra. Buiza-arpa keresztezések (F1 nemzedék) GISH elemzése.

A: anyai haploid névény (2n=21), B: teljes hibrid (2n=28) hét arpa kromoszoémaval, D: részleges hibrid (2n=23) két
arpa kromoszoémaval, C: transzlokacio
az arpa kromoszomak nyillal jelezve, az dbran a mérce egységesen 5 pm

Két ndvény (10%) tartalmazta a 21 anyai kromoszoma mellett mind a 7 apai kromoszomat
(17. abra/B). Két esetben (10%) a novények az apai genom nagy részét (6, illetve 5
kromoszéma) hordoztak, és tovabbi novény (10%) csak 2-2 apai kromoszomat tartalmazott (17.
abra/C), ahol az egyikben (‘Szecsuan’ 3/6) a két apai kromoszoma mellett egy transzlokacid
(17. abra/D) is megfigyelhetd volt, igazolva a sziil6i genomok kozotti genom atrendezédést. A
maradék 14 névényben (70%) csak gy, mint a harom bels6 kontrollnal (6. tablazat, alahuzott)

apai kromoszomak vagy kromoszoma szegmentumok nem voltak jelen (17. abra/A).
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6. tablazat. Biiza-arpa keresztezések (F1 nemzedék) GISH elemzése

Minta Apai kromoszomak szama Kariotipus
‘Chinese Spring’ 20/1 5 Hibrid
‘Chinese Spring’ 7/2 0 Haploid
‘Chinese Spring’ 7/6 7 Hibrid
‘Chinese Spring’ 7/7 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phi 12/3 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/6 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 22/3 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 4/1 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Ph1 7/3 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/1 0 Haploid
‘Chinese Spring’ Phi 8/3 0 Haploid
‘Szecsuan’ 12/5 2 Hibrid
‘Szecsuan’ 12/8 0 Haploid
‘Szecsuan’ 3/1 0 Haploid
‘Szecsuan’ 3/11 6 Hibrid
‘Szecsuan’ 3/3 7 Hibrid
‘Szecsuan’ 3/6 241Tr Hibrid
‘Szecsuan’ 4/2 0 Haploid
‘Szecsuan’ 4/4 0 Haploid
‘Szecsuan’ 7/2 0 Haploid
‘Szecsuan’ 8/1 0 Haploid
‘Szecsuan’ 9/1 0 Haploid
‘Szecsuan’ 9/2 0 Haploid

alahtzva: biza x H. bulbosum anyai haploidok, félkovéren: feltételezett hibrid novények

4.3.3.4 A molekularis vizsgalatok eredményeinek 0sszegzése

A novények tobbféle elemzésével kapott részeredményeket egymadssal Osszevetve atfogd
értékelést készitettiink (7. tablazat). Negyvenkét lehetséges hibrid névény, valamint 6 db H.
bulbosummal végzett keresztezésbdl szarmazd haploid bels6é kontroll (7. tablazat, alahuzott)
mintdit vizsgaltuk meg részletesen. Az esetek 85%-ban (41 minta) legaldbb két modszerrel
kaptunk értékelhetd adatot, a maradék 15% (7 minta) esetében vagy a GISH (négy izben), vagy a
kromoszoma-specifikus markeres jellemzés (haromszor) eredménye kellden meggy6zd volt
ahhoz, hogy ezeket a mintakat megerdsité vizsgalat nélkiil is elfogadjuk. Az adatok Osszesitése
utan megallapitottuk, hogy a hibrid populacié minddssze harom egyede (7,1%) mutatkozott
teljes hibridnek, azaz a 21 anyai kromoszéma mellett a 7 db apai kromoszémat is tartalmazta
legalabb egy példanyban. Szerencsés véletlen, hogy a harom teljes hibrid novény mindegyike

mas-mas anyai genotipussal valo keresztezésb6l szarmazik. Tovabbi hét névényben (14,2%,
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szintén mindharom buza genotipussal) volt kimutathat6 az apai genom egy része (legalabb 2 db
kromoszoma), és ezt (egy kivétellel) legalabb két vizsgalat megegyezd eredménye egyiittesen

erdsitette meg.

7. tablazat. Biiza-arpa keresztezések (F1 nemzedék) molekularis vizsgalatainak dsszesitése

. . Vizsgalati mddszerek B R
Vizsgdlt minta . . L Genomasszetétel
Citometria | Molekularis markerek | GISH
‘Chinese Spring’ 20/1 Hibrid NT Hibrid (5kr) Hibrid (5kr)
‘Chinese Spring’ 7/2 Haploid NT Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ 7/5 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ 7/6 * Hibrid NT Hibrid (7kr) Hibrid (7kr)
‘Chinese Spring’ 7/7 NT NT Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 10/A/1 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph111/1 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph111/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph112/3 NT NT Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Ph112/4 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl112/5 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl112/6 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/Af1 Haploid Hibrid (3kr) NT Hibrid (3kr)
‘Chinese Spring’ Phl 12/A/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph113/1 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph113/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 18/1 NT Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 19/A/1 NT Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 2/1 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl22/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph122/3 Haploid NT Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 24/1 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 25/1 * Hibrid Hibrid (7kr) NT Hibrid (7kr)
‘Chinese Spring’ Phl 29/1 Hibrid Hibrid (5kr) NT Hibrid (5kr)
‘Chinese Spring’ Phl33/1 NT Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 4/1 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl4/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/1 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Ph1 7/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl1 7/3 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/1 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/2 Haploid Haploid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/3 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/4 Haploid Hibrid NT Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/5 Hibrid Hibrid (5kr) NT Hibrid (5kr)
‘Chinese Spring’ Phl 8/6 Haploid Haploid NT Haploid
‘Szecsuan’ 12/5 Hibrid Hibrid (2kr) Hibrid (2kr) Hibrid (2kr)
‘Szecsuan’ 12/8 NT NT Haploid Haploid
‘Szecsuan’ 3/1 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Szecsudn’ 311 Hibrid Hibrid (5kr) Hibrid (6kr) Hibrid (6kr)
‘Szecsudn’ 3/3 * Hibrid Hibrid (6kr) Hibrid (7kr) Hibrid (7kr)
‘Szecsudn’ 3/6 NT NT Hibrid (2kr+1Tr)| Hibrid (2kr+1Tr)
‘Szecsuan’ 4/2 Haploid NT Haploid Haploid
‘Szecsuan’ 4/4 Haploid NT Haploid Haploid
‘Szecsuan’ 7/2 Haploid NT Haploid Haploid
‘Szecsuan’ 8/1 Haploid NT Haploid Haploid
‘Szecsuan’ 9/1 Haploid Haploid Haploid Haploid
‘Szecsudn’ 9/2 NT Haploid Haploid Haploid

alahuzva: buza x H. bulbosum anyai haploidok, félkovéren: feltételezett hibrid ndvények, * teljes hibrid névények,
NT: Nem tesztelt, kr: arpa kromoszémak szama, Tr: Transzlokacio

Ot ndvénynél (11%, négy esetben kromoszoma marker és egy esetben GISH) talaltuk jeleit
a sziiléi genomok kozotti atrendezddésnek. Az alkalmazott modszerekkel a mintak 96%-dban

(46 novény) a genomosszetételt pontosan meg lehetett hatarozni, beleértve az alkalmazott hat
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belsé (vak) kontroll névényt, amelyek minden vizsgalatban és minden esetben a varakozasnak
megfelelden negativnak bizonyultak. Mind a tiz novénynél (hét haploid és harom hibrid), ahol
mind a haromféle vizsgalat elvégzésre keriilt, 100%-ban azonos eredményt kaptunk. Csupan két
alkalommal fordult el6, hogy az eredmények ellentmondodak voltak: mindkétszer az aramlasi
citometria és a molekularis markerek eredményei tértek el egymastol. A ‘Chinese Spring” 12/A/1
mintat, ami négy molekularis markerre nézve adott jelet (ebbdl kettét az 1H kromoszoma két
karjara), és bar genom mérete a citométerrel megallapitott haploid tartomanyba esett (4.
tablazat), pozitivnak értékeltiik. A ‘Chinese Spring’ Ph' 8/4 mintanal egyetlen kromoszémakarra
kaptunk pozitiv jelet, de ezt mas vizsgalattal nem sikeriilt megerdsiteni, ezért a haploid mintak

koz¢ (32 névény, 76,2%) soroltuk (7. tablazat).

4.3.4 A hibrid genetikai hattér fixalasa

Mivel mind a haploidok, mind az intergenerikus hibrid névények minden sziil6i kromoszoémabol
csak 1 db-ot tartalmaznak, ezért a meidzis soran a kromoszomaparosodas hijan steril ivarsejteket
tartalmazo viragok fejlédnek rajtuk, amelyekben nem kotédnek magok (Id. 2.10.1 fejezet). Az
esetlegesen hasznos kariotipusok kovetkezd generdcidba torténd  atorokitéséhez a
keresztezésekb6l szarmazod novényeket kiiiltetés utan két csoportra osztottuk. Az egyik
csoportnal (18 ndvény) in vivo kolchicin kezelést alkalmaztunk, ami a sejtciklus mitotikus
szakaszdban gatolja a megkett6z6dott kromoszomak szétvalasat, és ezt kovetden normalis,
diploid novénynek megfeleld sejtciklust eredményez (Blakeslee és Avery 1937). A maésik
csoport (35 novény) esetében pedig az anyai sziilével valo visszakeresztezéssel probalkoztunk
(Mujeeb-Kazi ¢és Rodriguez 1984), ami ugyan nagyobb valosziniiséggel eredményezhet
magkotést, de az eltérd genetikai hatteri sziilok miatt hasadd utddpopulacidt eredményez,
amelynek egyedeit 6ntermékenyiteni kell az addiciok fixalasahoz. Végiil azoknal a névényeknél,
amelyek jol bokrosodtak, megprobalkoztunk az éretlen kalaszkak in vitro tenyésztésével is (17
novény).

Bar a kolchicin kezelés eredményeként 6t novény kalaszaiban talaltunk szemterméseket, az
elézetes molekularis markerelemzés alapjan (ld. 4.3.3.2 fejezet) mindegyik anyai haploid
novénytol szarmazott (8. tablazat).

Az in vitro kalaszkatenyészet mint vegetativ szaporitasi modszer csak részben volt
alkalmas az F1 hibrid genomjanak tovabbi generacioba vald atmentésére. A kalaszkak
megfelelden kalluszosodtak, majd a kalluszokbol ndvényregenerald taptalajon sikeriilt
organogenezis révén 0j novényeket nevelniink, kihagyva ezzel a meidzis kritikus 1épését, amely

altalaban az intergenerikus hibridek F1 nemzedékének a végét jelenti. Az igy elallitott in vitro
/9



10.14751/SZIE.2017.035
novényeket Kkililtetve elméletileg tobbszor meg lehet ismételni a sporofiton szakaszt a
gametofitonba tortént atmenet nélkiil. Minddssze négy esetben sikeriilt ndvényeket regeneralni,
amelyek a molekularis vizsgalatok eredményei alapjan egyontetiien haploid anyandvénytol

szarmaztak. Ennek ismeretében ezeket a novényeket sem vizsgaltuk tovabb (8. tablazat).

8. tablazat. Buza-arpa hibridek genetikai hatterének fixalasa kiilonb6z6 moédszerekkel

i Genomfixdlas modszere . )
Genotipus . . A B .. |Genomiasszetétel
Kolchicin kezelés | Anyai backcross |In vitro tenyésztés
‘Chinese Spring’ Phl 12/5 X Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 12/6 X Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 22/2 X Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 22/3 x Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/1 X Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 7/3 X Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/1 X X Haploid
‘Chinese Spring’ Phl 8/6 X Haploid
‘srecsudn’ 12/5 X Hibrid
‘Szecsuan’ 4/2 X X Haploid
‘Szecsudn’ 4/4 X Haploid
‘Szecsuan’ 91 X Haploid

alahuzva: buaza x H. bulbosum anyai haploidok, félkovéren: feltételezett hibrid ndvény (X: életképes utod)

Az anyai partnerrel végzett visszakeresztez€s szintén alacsony hatasfokkal mikodott:
minddssze 6t ndvényen volt magkotés, és ezekbdl négy anyai dihaploidnak bizonyult. Egyediil a
‘Szecsuan’ 12/5 jelli névény mutatott mindharom vizsgalatban hibrid jelleget. A GISH alapjan
két teljes arpa kromoszomat tartalmazott, a molekularis markerek ezzel egybecsengden a 2H és
6H arpa kromoszoma mindkét karjanak meglétére szolgaltattak bizonyitékot (7. tablazat). A
Szecsuan’ 12/5 novényrdl szarmaz6 magot a csiranyugalom megtorése utan felneveltiik, majd
ontermékenyitettiik. A virdgok kiillemre fertilisnek mutatkoztak, és harom kaldszbdl 6sszesen 35
db F2 szemtermést kaptunk. A szemtermésekbdl nevelt F2BC1 populaciéban molekularis
markerekkel elemeztiik az arpa genom(részek) oroklodését. Annak ellenére, hogy a sziilé csak a
2H ¢és a 6H kromoszoémat tartalmazta, a vizsgalatot minden arpa kromoszomara elvégeztiik, a
tobbi kromoszomat negativ kontrollként felhasznalva. Biologiai kontrollnak a két sziil6i
genotipust, mig a reakci6 pozitiv kontrolljanak a Ta30797 (UPP) primer part alkalmaztuk, amely
az elokisérletek soran mind a buza, mind az arpa DNS-re pozitiv reakciot eredményezett (1.
tablazat).

Az egyszeri anyai visszakeresztezés kovetkezményeként feltehetéen hasado populacioban
a 35 tétel koziil 20 db (57,1%) nem tartalmazott egyetlen arpa kromoszémat sem, ami pontosan

megfelel a mendeli 6roklésmenet alapjan vart 56%-os hasadasi aranynak. A 2H kromoszomat
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nyolc (22,9%), mig a 6H kromoszoémat 6t esetben (14,3%) talaltuk addicioként, tovabba két

novény (5,7%) mindkét apai kromoszoémat megoérizte a genomjaban (9. tablazat).

9. tablazat. Apai (arpa) kromoszomak oroklodése F2BC1 hasad6 populacioban

Arpa kromoszémak

Kovetkeztetés
H | 3n aH 5H 6H 7H

Vizsgalt minta| Kontroll
H |

‘Szecsuan’ - - - - - - - -
X X X X X X X 1,2,3,4,5,6,7
2,6
X - b

‘Morex”
12/5f1
12/5/3
12/5/4
12/5/7
12/5/10
12/5/11
12/5/12
12/5/13
12/5/14
12/5/19
12/5/20
12/5/26
12/5/27
12/5/28
12/5/29
12/5/31
12/5/34
12/5/35

M

O e M o M D O M LMD M M MM MO

o oM o
>
o~
=)

kontroll: UPP, univerzalis novény-specifikus primer par (Paolacci és mtsai. 2009)

A F2BC1 populaciobol az apai genom barmely részét tartalmazo ndvényeket felneveltiik,
majd Ontermékenyitettiik, és az igy kapott szelektalt mono- vagy diszomés addiciés vonalakat

tartalmazd nemzedéket tételenként késdbbi vizsgalat céljabol megdriztiik.

4.3.5 Uj biiza dihaploid (DH) vonalak eléallitasa

Az arpa kromoszomat nem tartalmazé DH novények (Id. 4.3.3.5 fejezet, 8. tablazat) utodait
elvetve DH populaciokat allitottunk eld, és ezek egyedeit Osszehasonlitottuk a ‘Szecsuan’
genotipussal. A gametoklonalis variabilitas kovetkeztében 1étrejott Uj genetikai hatterti egyedek
koziil megprobalkoztunk a kiinduldsi populdcional kedvezdbb tulajdonsagokkal rendelkezd,
homozigota vonalak kivalogatasaval. Mivel eredetileg minden egyed arpaval valo
termékenyitésbdl szarmazott (csak utdlag elveszthette az apai genomot), ezért feltételeztiik, hogy
az 1j genotipusok megdrzik a jo keresztezhetOséget. A 2 éves kisérlet soran kivéalasztottunk egy

DH vonalat, amelyik a morfologiailag heterogén ‘Szecsuan’ genotipushoz hasonld mértékben
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keresztez6dik arpaval (szemkotés: 83,8%, ill. 81,5%, tovabba embrio kihozatal: 17,6% és 19,8%,
a vizsgalt 16, illetve 18 kalasz atlagaban), de egyéb fontos tulajdonsagban (ndvénymagassag,
novényenkénti kalasz szam) a sziilonél jobb paraméterekkel rendelkezik (18. abra). A
‘Szemafor’ elnevezésti DH vonal atlagosan 10 cm-rel alacsonyabb novésti (p<0,002) az eredeti
‘Szecsuan’ genotipusnal, ami jelentdsen csokkenti az egyébként meglehetosen gyenge
szarszilardsag miatti kalaszveszteséget. Emellett az uj DH vonalat a kiindulasi genotipushoz
viszonyitva szignifikansan (p<0,001) nagyobb bokrosodasi hajlam jellemzi. A ndvényenként
atlagosan kinevelt 1,5 kaldsz tobblet az egy novényre esd fitotroni és iiveghdzi nevelési
koltségek csokkentése szempontjabdl bizonyult hasznos tulajdonsagnak, és egyben megnovelte
az egy novényre jutd embriod kihozatalt is. A DH vonalak utdédelemzését mas potencialisan
hasznos novény esetében is elvégezziik: jelenleg tovabbi 25 DH vonal vizsgalata van

folyamatban, amelyeknél az els6dleges cél az arpaval valo keresztezhetdség novelése.

100 10
= I T 9
80 T — 8
70 7
60 =
50 T 5 OSzecsuan
a0 J— 4 OSszemafor
30 3
20 2
10 1
o ]

Atlagos néve nymagassag (cm) Atlagos kaldsz szam (db)

18. abra. A “‘Szecsuan’ genotipus és az abbél szelektalt ‘Szemafor’ DH vonal Atlagos magassiga és
bokrosodasi hajlama. mintaszam: n=14

4.4 Intergenerikus buza-arpa hibrid novények eléallitasa demetilacios kezeléssel

Eddigi tapasztalataink szerint a preparalt szemkezdemények az embrido mellett sosem
tartalmaztak kifejlett endospermiumot, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az embrié aborcidja
¢és fejlodésbeli lemaradasa az endospermium hianyaval, ill. csékevényességével hozhatok
Osszefiiggésbe (nem pedig a megtermékenyiilés elmaradasaval). Ezt a feltevést erdsiti az az
ismeret is, hogy az endospermium fejlédését nagyban befolyasolja az anyai és az apai sziiloktol
oroklott DNS specifikus szakaszainak eltéré metilacios mintazata (Kinoshita 2007), ami tavoli

fajok parosodasakor csak tovabb komplikalodhat (Thompson 1930; Adams és mtsai. 2000) (ld.
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2.8 fejezet). Ennck felderitésére, és ezzel az endospermium kulcsszerepének bizonyitasara
allitottuk be azt a kisérletet, amelyben a sejtciklus soran képz6édé j DNS szal metilacios
mintazatanak atirddasat gatoltuk (Grossniklaus és mtsai. 1998). Kiilon figyelmet szenteltiink a
megtermékenyiilést kovetd els6 néhany napos iddszaknak, amikor Osszehasonlitottuk a
morfoldgiai és szovettani valtozasokat az arpa pollennel porzott vagy onporzott viragok
ovulumaiban. Egyuttal valaszt kerestlink arra a kérdésre is, hogy a zigéta és a sok sejtmagvas
(conocitikus) endospermium szintjén megvalosuldé metilacion alapuld onvédelmi mechanizmus
(Kinoshita 2007; Ishikawa és mtsai. 2011) megzavarasaval befolyasolhato-e az embrid kihozatal
intergenerikus hibridekben?

A kisérletben arpaval termékenyitett buza névényeket demetilacios kezelésnek tettiik ki, és
ehhez két, a korabbi vizsgalatokban jol teljesité anyai genotipust (‘Chinese Spring’ és
‘Szecsuan’) alkalmaztunk (Id. 4.3.1 és 4.3.2 fejezetek), a porzasokat pedig a ‘Morex’
arpafajtaval végeztik. A metilacion alapuldé Onvédelmi mechanizmus megzavarasara
legmegfelelobb idOpont megvalasztasa érdekében harom csoportot alakitottunk ki: az
anyanovények kezelését két csoport esetében eltéré idében (meidzisban és 1 nappal a
megporzast kovetden) alkalmaztuk, mig a harmadik csoportndl a kezelést az apaként szolgalod
novények kalaszain végeztiikk el szintén meidzis allapotban. A demetilacios kezelés mellett
tovabbra is alkalmaztuk a porzast kovetd napon az anyai szdvetek fejlédését tamogatd 2,4-D
kezelést. Minden kezelést 20-20 véletlenszertien kivalasztott kaldszon végeztiink el, kiegészitve
csoportonként 15-15 ontermékenyitett és egyébként azonos modon kezelt kontroll kalasszal. A
kisérletet mindig az azonos kezelést kapott Ontermékenyitett kontroll csoport kaldszaihoz
hasonlitva értékeltiik ki, tovabba Osszehasonlitasi alapként a csak 2,4-D kezelésbol szarmazo

adatokat is felhasznaltuk.

4.4.1 Fiatal (3-6 napos) buza-arpa hibrid szemkezdemények fénymikroszképos vizsgalata

A szemkezdeményben zajlo folyamatok kovetéséhez a kiilonb6zo kezelést kapott kalaszokbol 5
nappal a megporzast kdvetden mintat vettiink, amelyek szemkezdeményeit sztereomikroszkop
alkalmazéséaval hasonlitottuk 6ssze. Mivel az 5 napos szemkezdeményben a szovetek kis mérete
¢s attetsz6sége miatt kdzvetleniil nem voltak jol lathatoak a kiilonbségek, ezért a tovabbiakban
az ezekbdl preparalt embriozsakokat izoozmotikus izolald oldatban figyeltiik meg. Az arpaval
porzott, preparalt ovulumok jelentds részében talaltunk embriot, amelyek fejlettségben nem
kiilonboztek lathatéan a kontroll csoport Ontermékenyitésbdl szarmazd embriditol (19.

abra/a,d,g,j nyillal jelolve).
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Az endospermiumok tekintetében viszont mar jelentds kiilonbség volt tapasztalhato. Mig
az Ontermékenyitett ovulumokban az endospermiumnak az embridval kozvetlen kapcsolatban
1év0 transzfer régid tomott, tobb sejtsor vastagsagu struktirat alkotott (19. abra/a), addig az arpa
pollennel termékenyitett kezelt mintak nagy részében egyaltalin nem (19. abra/d) vagy csak
kezdetleges sejtes szerkezetli endospermiumot talaltunk, amely tobbnyire egy sejtsor vastagsagu

volt, és az embrié domborua oldalahoz kapcsolodo vékony nyaki részbdl allt (19. abra/g,j).

19. dbra. Buza-arpa hibrid embriék és endospermiumok fejlédése demetiliciés kezelés hatasara.

a,d,g,j: izolalt 5 napos embri6 (nyilhegy) és endospermium, b,e,h,k: 12 napos szemkezdemények, c,f,i,l: embrid
(nyilhegy) és endospermium (nyil) 14 napos szemkezdeményekben; a,b,c: dntermékenyitett, d,e,f: arpaval
termékenyitett kezeletlen, g,h,i,j,k,1: arpaval termékenyitett demetilacids kezelésnek alavetett nGvények embridi,
endospermiumai, ill. szemkezdeményei

A részletes szovettani vizsgalat érdekében 3 és 6 nappal a megporzast kovetéen mindkét
csoportbol 3-3 kalasz szemkezdeményeit paraformaldehides oldatban fixaltuk, majd gyantaba
valo beagyazéast kovetden 1 pm vastagsagu, félvékony metszeteket készitettiink, amelyeket
hisztokémiai festés utan fénymikroszkoppal részletesen megvizsgaltunk. Osszehasonlitottuk az

ontermékenyitett vagy az arpa pollennel termékenyitett ¢és egyarant demetilacios és 2,4-D
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kezelést kapott buza szemkezdemények tartalmat, kiilonds tekintettel az embrié ¢és az
endospermium korai fejlodésére (20. abra).

Megallapitottuk, hogy 3 nappal a megporzast kovetden az dntermékenyitett kontroll és a
demetilacios kezelést kapott termdkben talalhaté embriok méretében és fejlettségében nem volt
jelentds eltérés. Az embriok mindkét esetben atlagosan 10-20 sejtbol alltak, €s 50-60 um
hosszusagu csepp alakot vettek fel (20. abra/A,B).
gradiens hatasanak volt betudhato. Megfigyeltiik, hogy a kezelt kalaszokban a legintenzivebben
mindig az injekcid helyéhez legkdzelebb talalhatd alsé szemkezdemények nyultak meg, majd a
megnyulds mértéke a kaldszban felfelé haladva folyamatosan csokkend tendenciat mutatott,
szemben az Ontermékenyitett kalaszokkal, ahol a szemkezdemények mérete mindig a kaldszok
kozepén volt a legnagyobb.

A legszembetiin6bb eltérés — hasonléan az Arabidopsisnal leirtakhoz (Lafon-Placette és
Kohler 2016) — ez esetben is az endospermium méretében és megjelenésében mutatkozott. A 3
napos ontermékenyitett kontroll szemkezdeményekben az endospermium koriil ekkorra kialakult
a jol elkiiloniild, sok citoplazmat tartalmazd sejtekb6l allo transzfer régid, ami az intenziv
embriénovekedéshez sziikséges tapanyag szallitisaban jatszik szerepet (20. abra/A) (Id. 2.4
fejezet). Az endospermium tobbi részét a megnovekedett nagy kozponti vakudlum toltétte ki,
amelynek keriiletén az endospermium szabad sejtmagjai egy vékony citoplazma rétegben
helyezkedtek el egy sejtsor vastagsagban, és kezdetét vette a nucelluszra merdleges irany,
antiklinalis sejtfalak kialakulasa a sejtmagok ko6zott, ami jellegzetes, kad alaka struktirakat
(alveolus) eredményezett (20. abra/A).

Ezzel szemben az arpaval termékenyitett és kezelt szemkezdeményekben az embriok
mellett nagyon ritkan talaltunk endospermiumot, és amikor igen, akkor az esetek dontd
tobbségében ez egy néhany sejtmagbol €s citoplazmabol allo, csékevényes struktiara volt. Két
alkalommal azonban talaltunk olyan szemkezdeményeket, amelyekben az endospermium
méretében és fejlettségében nem maradt el jelentdsen az ontermékenyitett kontrolltol, €s egy
izben az endospermium méretében felilmulta azt, tovabba szerkezetében is jelentGsen
kiilonbozott a kontroll szemkezdeményekben talalt endospermiumoktol (20. abra/B). Ebben a
szemkezdeményben az endospermium sejtesedése az alacsony sejtmagszam ellenére szinte
teljesen befejezddott, csupan kozépen maradt néhany sejt, amelyek koriil nem fejezddott be a
sejtfalak szintézise, és a kdzponti vakudlum iranyaba nyitottak voltak. A sejtmagok szama kevés,
a sejtek mérete pedig tobbszordse volt az Ontermékenyitett kontroll szemkezdeményekben
megfigyeltekhez képest. Tovabbi jelentés kiilonbség volt, hogy mig a Kkontroll

szemkezdeményekben a szinergiddk és az ellenlabas sejtek minden esetben nyom nélkiil
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felszivodtak a 3. nap végére, az arpaval termékenyitett szemkezdeményekben az ellenlabas
sejtek degradacioja nem tortént meg, ezeket a koran sejtesedé endospermium ,.korbendétte” (20.
abra/B)

A 6 napos szemkezdemények vizsgalata soran ugyanilyen kiilonbségeket figyeltiink meg.
Az Ontermékenyitett szemkezdeményekben az embridk kb. 100 um hosszsagl soksejtes csepp
formaja strukturat alkottak (20. abra/C). Az endospermium sejtesedése befejez6dott, a transzfer
régio jol elkiiloniilt az endospermium tobbi részétdl.

Az arpaval termékenyitett, kezelt szemkezdeményekben az embridk méretilkben ¢&s
megjelenésiikben a kontroll embriokhoz hasonloak voltak (20. abra/D), de az endospermium
mérete széles skalan valtozott a teljesen hianyzotol a teljesen lesejtesedett allapotig. A 3 napos
szemkezdeményekhez hasonldéan a nagyméretli endospermiumokban itt is érzékelheté volt a
kisebb foku differencialtsag, és az ellenlabas sejtek maradvanyai ekkorra mar eltiintek (20. abra/
D).

we‘_“‘

M P EL OIS S

20. abra. Buza-arpa hibrid embriék és endospermiumok mikromorfologiaja a demetilaciés kezelés hatasara.

3 (A, B) és 6 napos (C, D) ontermékenyitett kontroll (A, C), illetve kezelt (B, D) szemkezdemények hosszmetszeti
képe
ES: endospermium, Em: embrio, Tr: transzfer régio, El: ellenlabas sejtek
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4.4.2 Két hetes hibrid szemkezdemények in situ fénymikroszkopos vizsgalata

A szemkotés és a kezelés hatékonysadganak megallapitasdhoz 12-14 nappal a megporzast
kovetden kigyljtottik a szemkezdeményeket. A szemkotés gyakorisagdt a  megnyult
szemkezdemények és az Osszes megporzott virdg hanyadosaként hataroztuk meg. Azokat a
termoOket, amelyek a 2,4-D hormonkezelés hatdsara nem nyultak meg, a korabbi kisérletiink
eredményei (Id. 4.2.1 fejezet) alapjan nem-termékenyiiltnek nyilvanitottuk (10. tablazat). A
megnyulas alapjan tortént megkiilonboztetés megbizhatdsagat tovabb erdsiti az a tény, hogy az
onporzott kontrollban a viragok szamahoz viszonyitott szemkezdemények eléfordulasa (72,7%)
nem tért el az arpaval porzott viragokban talalhatdo szemkezdemények gyakorisagatol (74,8%).
Mivel a kiilonboz6 idészakokban és ivarban végzett kezelések szemkezdemény/virag aranyai
kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, elvetettiik azt a lehetdséget, hogy a nem megnyult

szemkezdemények esetlegesen a kezelések kovetkeztében pusztultak volna el (10. tablazat).

10. tablazat. A demetilacios kezelés hatasa a szemkotésre

D tilacid Porzas
emetranos ) virag (db)  Szemkezdemény (db) Szemkotés (%)
kezelés tipusa
x Arpa 680 383 56,3
1 nap —
Kontroll 250 192 76,3
) ., L x Arpa 352 280 79,5
Szecsuan Anya meiozis —
Kontroll 423 284 67,1
o % Arpa 314 225 71,7
Apa meiozis — ]
Kontroll 163 117 71,8
x Arpa 204 170 83,3
1 nap —
Kontroll 240 191 79,6
‘Chinese L x Arpa 172 130 75,6
o, Anya meiozis — ]
Spring Kontroll 264 209 79,2
L x Arpa 56 46 82,1
Apa melozis —
Kontroll 200 124 62,0
Osszesen 3318 2351 73,818
Arpa porzdsok szemkotési atlaga (%) 74,8
Kontroll porzdsok szemkdtési dtlaga (%) 72,7

A szemkezdemények felszinét sterilizaltuk, majd fénymikroszkép alatt, a hati oldalon
ejtett hosszanti bemetszést kovetden szétnyitottuk, és beliilr6l megvizsgaltuk azokat.
Feljegyeztiikk a szemkezdeményben taldlt embriok és endospermiumok szamat, valamint ezek
méretét és morfologidjat. Az arpa porzasbol szarmazod szemkezdeményeket az azonos kezelést
kapott, onporzott szemkezdeményekhez hasonlitottuk. Megallapitottuk, hogy 12-14 nappal a
megporzast kovetden a kétféle porzasbol szarmazd szemkezdemények kdzott mar felnyités elétt,

jelentés méretbeli kiilonbség tapasztalhato. Mig az dntermékenyiilt szemkezdemények teltebbek
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¢s kemény tapintasuak (19. 4bra/b), addig az arpa termékenyitésbél szarmazod
szemkezdemények hosszikasak, rancos, aszott megjelenésiick ¢és puha tapintastak voltak (19.
abra/e,h,k). A hosszirany metszést kovetden az Ontermékenyitett szemkezdeményekben
azonnal eldtint a fejlett, minden funkciondlis szervvel rendelkezé6 embrid ¢és az egész
szemkezdemény belsejét kitoltd endospermium (19. abra/c). Ezzel szemben az arpaporzasbol
kapott 2351 szemkezdemény nagy része (81%) teljesen iires volt, és sem embriot, sem
endospermiumot nem tartalmazott.

Azokban a szemkezdeményekben, amelyekben talaltunk embriot (332 db), ezek 78,3%-a
(260 db) — bar tobbnyire fejlett és jol elkiiloniilé csirapajzzsal (scutellum), riigyecskével és
gyokocskével is rendelkeztek — méretében jelent6sen elmaradt (19. abra/f) az ontermékenyitett
szemkezdeményekben fejlédo tarsaiktol (19. abra/c. Ezekben a szemkezdeményekben — a csak
2,4-D kezeléshez hasonloan (Id. 4.2.1 fejezet) — sohasem talaltunk az embridhoz kapcsoldédd
endospermiumot: az egyetlen szorvanyos jel, amely arra utalt, hogy az endospermium fejlodése
mar megkezdédott (28 esetben, 8,4%), az a folyadékkal telt maghazak hasi barazdaja mentén
eléforduld apro, kiilonalld és tomott sejtcsomok jelenléte (19. abra/f). Ugyanakkor 66 esetben
(19,9%) olyan embriokat is talaltunk, amelyek fejlettségben és méretben teljesen azonosak
voltak az ontermékenyitett, kontroll szemkezdeményekben talalhato tarsaikkal. Ezek mellett az
embriok mellett mindig talaltunk legalabb az embrid6 méretével azonos méretli kocsonyas
szerkezetli endospermiumot, amely fejlettségében elmaradt a kontroll szemkezdeményekben
fejlédé endospermiumoktol, de elégséges méretiire nétt ahhoz, hogy tamogatisa mellett
funkcioképes, a kontrollnak megfeleld méreti embrio fejlédhetett ki (19. abral/i). Tovabb
menve, ugyan csak négy esetben (1,2%), de a fejlett embrio mellett nagy, az egész
szemkezdeményt Kkitoltd, az Ontermékenyiilt kontrollhoz hasonlo, bar attél kisebb méretii
endospermium is fejlodott (19. abra/k,l). Az ilyen szemtermések az érést kovetéen rancosra
szaradtak, de a csiranyugalom megtdrése utdn nedves szlirdpapiron onalléan kicsiraztak, majd
¢letképes novénnyé fejlodtek. Két esetben (0,6%) a szemkezdemények belsejében az

endospermium helyén egy masik embridszerii képlet (embrioid) fejlodott (11. tablazat).

11. tablazat. Endospermium fejlédés a demetilacios kezelések hatasara

Endospermium fejlettsége ..
Mem valt Csokevenyes | Részleges | Csiraképes | Embrioid Osszes
ElGfordulas (db) 232 28 66 4 2 33z
Gyakorisag (%) 59,9 8,4 19,9 1,2 0,6 100
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4.4.3 Szemkotés és embrio kihozatal meghatarozasa

A kiilonboz6 idopontokben végzett demetilacios kezelések sikerességének megallapitasahoz az
embriok kimentése utdn meghatdroztuk a szemkezdemények szamahoz viszonyitott embrid
kihozatalt. A szemkezdemények és a megporzott viragok hanyadosa (70,5%, 10. tablazat)
megegyezett a korabbi, 2,4-D kezelésben kapott arannyal (72,6%): igy megallapitottuk, hogy a
szemkotésben nincs kiilonbség a csak 2,4-D-t vagy emellett demetilacios kezelést is kapott
novények kozott. Mivel a demetilacios kezeléstdl azt vartuk, hogy késlelteti az endospermium
fejlodés terminaciojat (Id. 2.9.2 fejezet), megndvelve ezzel az életképes embridk szamat, ezért az
egyes demetilacios kezelések hatasara fejlodé embriok szemkezdeményekre vetitett aranyat (az

embrié kihozatalt) a kizarolag 2,4-D kezeléssel elérthez hasonlitottuk (12. tablazat).

12. tablazat. Az eltéré idopontban végzett demetilacios kezelések hatasa a szemkotésre és az embrio

kihozatalra
Genotipus  Kezeléstipusa | Virdg(db) Szemk. [db) Szemk./Virdg (%) Embrid (db) Embrid/Szemk. (%) Embrid/Virag (%)
Demet. 1 nap 680 383 56 88 23 13
'S 7ecsuan’ Demet. anya me.i 352 280 80 88 31 25
Demet. apa mei 314 225 72 a2 41 29
2,4-D1nap 285 233 82 45 19 16
Demet. 1 nap 204 170 83 24 14 12
‘Chinese  Demet. anya mei 172 130 76 31 24 18
Spring” Demet. apa mei 56 46 82 3 7
2,4-D1nap 1014 710 70 31 4 3

szemk.: szemkezdemény, aldhtuzva: az embrid kihozatal értékei, félkovéren: a legeredményesebb kezelések

Megallapitottuk, hogy az embrio kihozatal mindkét genotipusban ¢és valamennyi
demetilacios kezelésnél meghaladta a (kizardlag 2,4-D kezelést kapott) kontroll értékeit. A
legszembetlinébb kiilonbséget a varakozasnak megfeleléen (Schatlowski és mtsai. 2014) (ld.
2.9.1-2 fejezetek) a meidzisban kezelt ‘Morex’ pollennel termékenyitett ‘Szecsuan’ esetében
kaptuk: a szemkezdeményekre vetitett 41%-os embriokihozatal tobb, mint kétszerese volt a csak
2,4-D-vel kezelt viragokban fejlodé embridok gyakorisaganak (19%). Az anyandvények
meiodzisban tortént demetilacios kezelése 31%, mig megporzas utan 1 nappal tortént kezelése
23%-o0s embrid kihozatalt eredményezett. A ‘Chinese Spring’ esetében hasonld volt a reakcio:
mindharom kezelésre jelentésen novekedett az embrié kihozatal. A csak 2,4-D-vel kezelt,
kontroll csoport 4%-os embrié kihozatalahoz képest a megporzast kovetd napon végzett
demetilacios kezelésnél 14%, az anyandvények meidzisban tortént kezelésénél pedig 24% volt
az embridkihozatal. A pollenadé novények meidzisban tortént demetilacios kezelése ‘Chinese
Spring’ esetében csak 3%-os ndvekedést eredményezett, de itt meg kell emliteni, hogy a sziil6k

eltérd viragzasi ideje miatt ezzel a genotipussal joval kevesebb keresztezést tudtunk végrehajtani.
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A mindossze két kalaszbol szarmazo szemkezdemények szama (46) meglehetésen alacsony volt
ahhoz, hogy errdl a kezelésrdl megbizhatd képet kapjunk. Az eltérd viragzasi idd, valamint a
‘Szecsuan’ genotipuséndl szerényebb keresztezhetOség egylittesen hozzdjarult ahhoz, hogy a

‘Chinese Spring’ buzat a késébbiekben keresztezési partnerként nem alkalmaztuk.

4.4.4 Novényregeneracio

A kimentett embriokat N6D novényregenerald taptalajra helyeztiik, majd meghataroztuk a kezelt
viragok szamara vetitett novény kihozatalt, tovabba a funkcioképes embridk aranyat, amelyet a
novénny¢ fejlodott és a kimentett embriok hanyadosaként kaptunk meg. A vizsgalat sordn a két
anyai genotipust ¢és a demetilacios kezelések Osszesitett értékeit Osszehasonlitottuk egymadssal,

illetve a korabbi kontroll kisérlettel (13. tablazat).

13. tablazat. Osszesitett embrio- és novény kihozatal a demetilaciés kezelések hatisara

Genotipus Kezelés tipusa | Virdg (db) Szemk.[db) Embric (db) Embrid/Szemk. (%) Névény (db) Névény/Embrid (%) Embric/Virdg (%) Névény/Virdg (%)
\ ., 2,4-D 285 233 45 19 a0 89 16 14
Szecsuan

Demet. + 2,4-D 1346 888 268 30 210 78 20 16
‘Chinese 2,4-D 1014 710 31 4 23 74 3 2
Spring’ Demet. + 2,4-D A32 346 58 17 15 26 13 3

szemk.: szemkezdemény, alahtzva: az embrio kihozatal értékei, félkovéren: a legmagasabb ndvény kihozatal

A ‘Szecsuan’ és a ‘Chinese Spring’ egymashoz viszonyitott keresztezhetésége az arpaval
szinte teljesen megegyezett a korabbi eredményekkel (Id. 4.3.2 fejezet): a ‘Szecsuan’ a korabbi
14%-hoz hasonléan 16%-ban, a ‘Chinese Spring’ pedig a korabbi 2,3%-hoz hasonléan 3%-ban
eredményezett életképes novényeket. A ndvényregeneralas eredményeképpen 210 db ‘Szecsuan’
¢s 15 db ‘Chinese Spring’ hatterli novényt iltettiink Ki, amelyeket tovabbi vizsgalatoknak
vetettiink ala (ld. 4.4.4 fejezet). A két fajta kozotti legjellegzetesebb kiilonbség a funkcioképes
embriok szamaban mutatkozott meg: mig a ‘Szecsuan’ anyandvényekbdl kimentett embriok
78%-ban, addig a ‘Chinese Spring’ embridk csak 26%-ban fejlédtek életképes ndvényekke (13.
tablazat).
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4.4.5 Az apai genom oroklédésének vizsgalata a kezelések fiiggvényében3

Az F1 nemzedék genetikai hatterének, valamint a kiilonboz6 kezeléseknek az apai genom
megmaradasara gyakorolt esetleges hatasainak megvizsgaldsdhoz a Kkiiiltetett ndévények
leveleib6l DNS-t izolaltunk. Ezt templatként felhasznalva, az arpa minden egyes
kromoszomajara specifikus 7 primer parral, valamint a reakcio mikodésének ellenérzésére
bevalt Ta30797 (UPP) primer parral (1. tablazat) PCR-rel meghataroztuk a ndvények
molekularis kariotipusat. A kisérletet a 210 db, demetilacios kezelést kapott ‘Szecsuan’ x
‘Morex’ novényen végeztik el, és megallapitottuk, hogy a ndvények 79,5%-a (167 db)
tartalmazott legalabb egy apai kromoszomat, 20,5%-ukban (43 db) ellenben az Gsszes apai
kromoszéma eliminalodott. Ez az anyai haploid gyakorisag joval alacsonyabb és kedvezdbb,
mint a csak 2,4-D kezeléssel kapott érték (76,2%, Id. 4.3.3.4 fejezet). A vizsgalt novények
19,5%-4anak (41 db) genomjaban mind a 7 arpa kromoszéma megtalalhato volt, mig 60% (126
db) csak részben 6rizte meg az apai genomot (21. abra).

| & ! 20 H B 22 I 22 il il I
25 _— 11 = L s e _— e b=

Anyai haploid 21+1Kr. 21+2Kr. 21+3Kr. 21+4Kr. 21+5Kr. 21+6Kr. 21+7Kr.
(21)Kr.

21. abra. Biuza-arpa F1 hibridek genomosszetételének megoszlasa az arpa kromoszomak szama szerint.
(n=210)

A (részleges) hibrid ndvényekben az egyes apai kromoszomak eléfordulasa hasonlo volt a
populacidéban. Legkevesebbszer a 6H (47%), és legtobbszor a 3H kromoszoma (61%) adott
pozitiv eredményt: a tobbi kromoszoéma a két érték kozotti gyakorisaggal fordult el a hibridek
genomjaban (22. abra). Tizenegy esetben fordult eld, hogy a ndvény csak egyetlen apai

kromoszomat tartalmazott (21. abra): ez négy alkalommal a 3H, haromszor a 4H, és két-két

A fejezetben kozolt adatok az alabbi publikacio részét képezik:
Polgari D, Mihok E, Sagi L Chromosome constitution and distribution in the first large-scale population of wheat-
barley (Triticum aestivum L. x Hordeum vulgare L.) hybrids. (kézirat, biralat alatt)
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izben az SH és a 7H kromoszdéma volt. Az 1H, a 2H és a 6H soha nem fordult eld egyediili apai

kromoszdémaként a hibridek genomjaban.

1H 2H 3H 4H 5H 6H 7H

22. abra. Az egyes arpa kromoszomak eléfordulasi gyakorisaga biiza-arpa F1 hibridekben. (n=773)

A kapott adatokat a kiilonb6z6 kezelések fliggvényében kiilon is értékeltiik (14. tablazat).
a legmagasabb, ahol a demetilacios kezelés a meidzis idején tortént. Mind az anya, mind az apa
kezelése az utddok 86%-aban megtartott legalabb 1 kromoszémat az idegen genombol, de még a
termékenyitést kovetd napon tortént kezelés 68%-os értékével is joval magasabb volt a hibridek
gyakorisaga, mint a kontroll csoportnal, ahol csak a szemkezdemények fejlédését indukalo 2,4-
D-vel tortént kezelés (14. tablazat).

14. tablazat. Arpa kromoszomak eléfordulasa a 2,4-D és demetilacios kezelések hatasara

L Tesztelt Kromoszdma specifikus molekularis markerek Hibridek

Kezelés tipusa L

névények 1H 2H 3H 4H 5H 6H TH (db) (%)

Anya mei. demet. 73 37 11 45 40 36 38 a7 62 86

Apa mei. demet. 61 23 36 a1 36 31 30 30 51 86

Demet. 1 nap i) 41 35 a0 29 42 29 34 52 68

2,4-D 1 nap 36 ] 6 5 6 3 4 3 8 22

Osszesen 246 106 118 131 111 114 101 114 173

félkovéren: a legeredményesebb kezelések
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4.4.6 A Keresztezhetoség apai genotipustol fiiggésének vizsgalata

A keresztezhet6ség apai genotipus fliggdségének vizsgalatahoz tesztkeresztezéseket végeztiink,
amelyekben a legjobban keresztezhetd ‘Szecsuan’ buzat tovabbi két eltéré eredetii €s
tulajdonsagu arpaval poroztuk. A ‘California Mariout’ fajtat rendkiviili szarazsagtiirése (Hendry
1919), a ‘Golden Promise’ sorarpat pedig jo szovettenyésztési reakcidja miatt valasztottuk a
kisérlet targyaul. A genotipus fliggdség meghatarozasahoz a szemkotést, az embrio és novény
kihozatalt a kizarélag 2,4-D kezelést kapott ‘Szecsuan’ x ‘Morex’ kombinacidé adatsoraihoz
hasonlitottuk (15. tablazat). Megallapitottuk, hogy mindkét genotipus keresztezhetd a buzaval,
tovabba szemkotésben (4l- szemkezdemény/virdg) Sem mutatkozott jelentds kiillonbség:
mindharom esetben a korabbi kisérletek soran tapasztalt 72,6%-os atlaghoz kozeli értéket
kaptunk (Id. 4.4.3 fejezet). Embri6 kihozatal szempontjabol a ‘California Mariout’ a masik két
genotipushoz képest ugyan tobb, mint kétszeres eredményt produkalt, de ezt a kiugrd értéket az
alacsony mintaszdmra vald tekintettel nem tekintettilk mérvadonak. A jovOre nézve mindenképp

sziikségesnek tartjuk a vizsgalat tovabbi genotipusokkal, valamint nagyobb mintaszammal valo

megismétlését.
15. tablazat. Hirom arpa fajta keresztezhetosége a ‘Szecsuan’ buzaval
Anya Apa Virdg (db) Szemk.(db) Embrié{db) Embrid/Szemk. (%) Novény (db) Novény/Embrid (%) Szemk./Virdg (%) Embrid/Virdg (%) Novény/Virdg (%)
‘Morex’ 285 233 45 13 40 89 82 16 14
‘Szecsuan’ ‘Calif. Mar.' 24 17 7 41 5 71 71 29 21
‘Golden Pr. 46 37 5 14 4 80 80 11 9

‘Morex” kontroll: korabbi kisérlet adatai (1d. 4.3.2 fejezet), szemk.: szemkezdemény, alahtizva: az embri6 kihozatal

értékei

4.4.7 A hibrid genetikai hattér fixalasa

4.4.7.1 Genomduplikacio

A molekularis elemzést kovetden kisérletet tettiink az atorokolt apai genom fixaldsara, amihez a
korabban szerzett tapasztalatok fényében (Id. 4.3.4 fejezet) az in vivo kolchicin kezelést
valasztottuk. A kezelést 210 novényen 4-5 leveles allapotban hajtottuk végre (23. abra/a). A
kezelés utan kihajtdo novényeket ujra molekularis markerelemzésnek vetettiik ald ellendrizendd,
hogy az egyedfejlédés sordn tortént-e valtozas az apai kromoszomak szdmaban, ezt kovetden

pedig a genom méret meghatarozasaval a kezelés sikerességét is ellendriztiik (16. tablazat).
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16. tablazat. A genomduplikaciét koveté molekularis markeres és aramlasi citométeres elemzés osszesitése

Vizsgilt Kromoszédmaspecifikus markerek Citometria| Arpakr.
minta | 1 | ou | 34 | an | su | e | 7 [O""| G1csics (db)
‘Morex’ X X X X X X X + 43 7
‘Szecsuan’| - - - - - - - + 333 0
1%/2 - - X - X - - + NT 2
117/1 - X X - X - - + 139 3
36/4/1 - - - X b X - + 135 3
3%/3 X - X X X - - + 141 4
20/3 - X X - X - X + 134 a
2%/2 X - X X X - X + 154 5
114/2 b A b - A X - + 135 5
117/5 X b - X b X - + 132 5
254/1 - X X X X - X + NT 5
1X/1 X X X - X X X + 168 6
17/1 X X X - X X X + 173 6
114/7 b A b b A X - + 133 ]
114/8 X b X X b - X + 156 ]
236/1 X X X X - X X + NT B
1%/5 X X X ¥ X X X + 143 7
32/7 X X X ¥ X X X + 147 7
3¥/6 b A b b A b X + 135 7
34/4 X b X X b X X + NT 7
109/2 X X X X X X X + 345 7(x2)?
112/3 X X X ¥ X X X + 141 7

sy

A kolchicin kezelésen atesett novények jelentds része elpusztult az elsé 3 hét soran, és
mindossze 20 db (9,5%) novény regeneralodott. A molekularis markerelemzés eredményei
alapjan mindegyik novény hordozta az apai genom egy részét. Hat novény (30%) az apai genom
valamennyi kromoszomajara pozitiv jelet adott, mig 6t egyedben (25%) csak egyetlen arpa
kromoszoma hidnyzott.

A duplikacio sikerességének meghatdrozasahoz aramlédsi citométerrel megmértiik a
novények genom méretét, amit a diploid anyai genotipus méretéhez hasonlitottunk.
Megallapitottuk, hogy a genom duplikacioja mindossze egyetlen novény, a 109/2 esetében volt
sikeres, ami 0,5%-os hatékonysagot jelent a kiinduldsi populdcidhoz viszonyitva, és 5% a
regeneransokra nézve. Ez az alacsony hatékonysag a jovoben mindenképp egy javitott
duplikacios eljaras kidolgozasat teszi sziikségessé.

A fixalt gyokércsucsokbol készitett preparatumok fluoreszcens GISH vizsgélata egyrészt

megerdsitette @ markeres elemzés eredményeit, masrészt ravilagitott arra, hogy a duplikacio
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legfeljebb csak a novény bizonyos részeiben kovetkezhetett be. A 109/2 F1 ndvény
gyokércsucsaban talalhato sejtekben ugyanis a 21 anyai kromoszoma mellett 9 apai
kromoszomat talaltunk. (24. abra/a). A kiegészité (GAA); mikroszatellit probaval (Szakacs és
mtsai. 2013) végzett in situ hibridizacio (24. abra/b) utan megallapitottuk, hogy a 109/2 névény
a 2H, 4H, 5H, 6H ¢és 7H apai kromoszomabol 1-1, mig az 1H és a 3H kromoszémabol 2-2
példannyal rendelkezett, tehat a teljes anyai és a teljes haploid apai genom mellett 2 db apai extra
kromoszomat tartalmazott. A jelenséget az F1 novény embriogenezisének korai szakaszaban

lejatszodo mitotikus defektusokkal magyaraztuk.

4.4.7.2 A hibrid genotipus atorokitése a kovetkezé nemzedékbe

A regeneransokat a molekularis vizsgalat eredményétdl fiiggetleniil felneveltilk, majd
viragzaskor a megjelend kaldszokat izolaltuk. A ndvényekre altalanossagban jellemzd volt a
torpe novés, a rossz bokrosodasi hajlam és a rendellenes kalaszmorfologia (23. abra/b), ami
minden esetben sterilitassal parosult. A citométeres vizsgalat alapjan a duplikécion sikerrel
atesett egyetlen novény, a 109/2 megjelenésében ugyan jobban emlékeztetett egy diploid
novényre, de portokjai viragzaskor steril megjelenésiick voltak, és nem szortak magukbol
viragporszemeket. A sterilitds megallapitasahoz a kalaszbol portokokat preparaltunk, a pollent
kigytjtottikk, majd ecetsavas-karmin festést kovetéen fénymikroszkop alatt megvizsgaltuk. Bar a
pollen nagy része rendellenes morfologiat mutatott, mert sem citoplazmat, sem sejtmagokat nem
tartalmazott, nagyon kis szamban (1-2%) normalis, citoplazmaval, keményitGszemcsékkel,

csirakapuval és harom sejtmaggal rendelkez6 viragporszemek is eléfordultak (23. abralc).
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23. abra. Buza-arpa hibridek genomduplikaciéja és az utédnemzedék jellemzése.

a: kolchicinnel kezelt novények, b: rendellenes kalaszmorfoldgia, ¢: steril és normalis (nyillal jel6lve)
viragporszemek, d: szemkotés (109/2 kalasz), e: F2 novény (109/2), f: fertilis F2 kalasz (109/2)

Beérés utan a kalaszokban a varakozasnak megfelelden egyediil a 109/2 novénynél
tapasztaltunk szemkotést: csakhogy egyetlen kaldszban mindGssze egyetlen szemtermést
talaltunk, ami csiraképesnek bizonyult (23. abra/d), ¢és beldle sikerrel fertilis (X jelit) novényt
neveltiink (23. abrale,f).
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4.4.7.3 Az F1 nemzedék molekularis vizsgalata

A csiranyugalom megtorése utan a fenti szemtermést kicsiraztattuk, majd DNS-t vontunk ki a
fejl6do novény levelébdl. A markerekkel ennek az X jelti novénynek a molekularis kariotipusat a
két sziildi DNS-hez viszonyitva értelmeztiik, tovabba kontrollként kiegészitettiik egy 7 arpa
kromoszomat tartalmazé novény (3X/6) DNS-ével (24. abral/c). Megallapitottuk, hogy a 109/2-
tél szarmazo egyetlen F2 novény az apai pozitiv kontrollhoz hasonléan minden kromoszoma
markerre nézve pozitiv eredményt adott, ugyanugy, mint a 3X/6 kontroll DNS. A vizsgalatokat
kovetden a novényt felneveltiik, kalaszait izolaltuk, majd Ontermékenyitettiik (23. abrale,f),
hogy az esetleges utddokban ellendrizziik az apai genom oOroklédését. Az F3 nemzedék

molekularis elemzése jelenleg is zajlik.

CTRL 1H 2H 3H

Ba Ar X 3x BU Ar X 3X g Ar X 3X BU Ar X 3X
e [ —

-
- — . —

C

4H 5H 6H 7H

Ba Ar X 3X Bu Ar X 3X Bu Ar X 3X Bu Ar

— —

24. abra. Buza-arpa hibrid F1 és F2 nemzedékének molekularis vizsgalata.

a: DNS marker elemzés, CTRL: kontroll, 1H — 7H: arpa kromoszoma-specifikus molekularis markerek, Bu: baza,
Ar: arpa, X: F2 és 3X: F1 hibrid névény, b: a 109/2 névény GISH elemzése,
c: a 109/2 noévény FISH mintazata; 1H, 2H, 3H, 4H, 5H, 6H, 7H: az azonositott arpa kromoszdémak
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

Az arpa pollennel termékenyitett buza termodkben lezajlo folyamatokat a pollennek a bibe
felszinén tortént megtapadasa pillanatatél a szemkezdemények két hetes koraig kovettiik, €s
Osszehasonlitottuk az ontermékenyitett buza termdkbdl fejlodd szemkezdeményekkel. Minden
meghatdroz6 esemény vizsgalatdhoz igyekeztiink megtalalni a megfeleld idépontot és modszert
annak érdekében, hogy megbizhaton azonositsuk a hasonlosagokat és az esetleges
kiilonbségeket.

Vizsgalatainkban azokra a kulcseseményekre 0Osszpontositottunk, amelyekrdl a tavoli
keresztezésekre vonatkozo szakirodalom alapjan ismert, hogy a fajok kozotti inkompatibilitas
meghatarozo6 tényez6i (Pickersgill 1993). Ez kezdetben a pollen csirdzasa, majd a pollentomld
novekedése a bibe ¢és a termd szdveteiben (Lange és Wojciechowska 1976), amihez mindkét
szlldi partner részérdl szamos feltételnek kell teljesiilnie, amig a pollentdmld eljut a csirakapuig
(Heslop-Harrison  1979; Hogenboom 1984; Serrano ¢és mtsai. 2008). A kovetkezd
eseménysorozat a pollentdomlé behatoldsa a csirakapun keresztiil a szinergida sejtek filiform
apparatusaba, amit a szinergidakbdl szarmazé specifikus szignalpeptidek iranyitanak, majd a
kibocsatott himivarsejtek transzportja a célsejtek membranjaig, ami szintén egy sok 1€pcsds, a
partnerek kozt zajlé bonyolult jelatviteli rendszeren alapuld kommunikacié végeredménye
a sziiléi genomok kozotti kolcsonhatasok eredményeként megindul az embrido és az
endospermium fejlddése, amelynek onvédelmi mechanizmusa hatékony posztfertilizacios gatat
alkothat az evolucids értelemben téves megtermékenyiilés kikiiszobolésére (Berger és mitsal.
2006).

5.1 A progamikus szakasz kulcskérdései

A buiza bibéjén megtapadt sajat és arpa pollen vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a tesztelt
keresztezési kombinacioban a két faj virdgporszemeinek viselkedésében nincs jelentds eltérés.
Megallapitottuk, hogy az arpa pollen a buza sajat pollenjénél valamivel gyorsabban csirazott,
ami Osszhangban van a buza és rozs pollenszemek vizsgalata soran tapasztaltakkal (Jalani és
Moss 1980). A termé meghatarozott pontjain (bibepapillak, bibe, bibeszal) kiilonb6zo
idépontokban  végzett szovettani vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy az arpa
pollenszemekbdl kihajtdo tomlék a buzacival teljesen megegyez6 modon fejlédtek: a vizsgalt

idépontokban bibefelszin és a csirakapu kozotti Gtvonal ugyanazon szakaszait érték el, mint
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amelyeket a sajat pollenszemekbdl kihajtd tomlok esetében figyeltiink meg. Az arpa
pollentdomlék morfologiai vizsgalata soran sikeriilt igazolnunk, az idegen pollentomlok a
sajatokéval megegyezd viselkedését. Hasonldan a buza X rozs keresztezések soran korabban
leirtakhoz (Lange ¢és Wojciechowska 1976; Vishnyakova ¢és Willemse 1994), a
megtermékenyitési esemény vagy legalabbis a pollentomlék csirakapun valé behatoldsa a
megporzastol szamitott 1 o6ran belill az idegen (arpa), €s a sajat (btiza) pollenszemek tomldinek
esetében is bizonyithatéan megtortént (25. abra). Az arpa pollen vitalitasa az id6 elérehaladtaval
a buza sajat pollenjénél nagyobb mértékben csokkent ugyan, &m ez az eltérés nem befolyasolta a
termékenyités sikerességét, mivel az ¢letképességbeli eltérés csak 1 oraval a megporzast
kovetéen volt kimutathaté, amikorra az elsd pollentdémlé mar elérte a csirakaput (Id. 5.1.2

fejezet).

5.1.1 A keresztezhetdség és a genotipus kapcsolata

A buza keresztezhet6sége szempontjabol ismert, hogy a Kr lékuszokon talalhatdé gének
dominans alléljai negativan befolyasoljak az idegen pollentomldk névekedését (Lein 1943) és az
arpa esetében is ismert a genotipus €s a keresztezhetdség Osszefiiggése (Taketa és mtsai. 1998).
Az éltalunk tesztelt genotipus-kombinacidban minden vizsgalati id6pontban a buza kontrollal
azonos aranyban taldltunk arpa pollentomléket a termék meghatarozott pontjain, ezért arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a buza x arpa hibridizacid esetében az esetleges progamikus
inkompatibilitasi faktorok a megfeleld genotipus valasztassal jelentésen redukalhatoak, vagy
akér nullara csokkenthetdek, mérsékelve ezaltal a prefertilizacios veszteséget. Mivel elsddleges
célunk a petesejt aktivacio és az azt kovetd események vizsgalata volt, ezért a kisérleteket csak
olyan genotipus-kombinaciokkal végeztiik el, amelyekrdl elékisérleteink és a szakirodalom
alapjan feltételeztiik, hogy nagy aranyban eredményeznek termékenyiilést, és igy elegendd
szamban biztositanak embriot a posztgamikus események vizsgalatdhoz. Ezért mas genotipus-
kombinaciok esetében nem lehet kizarni, hogy a megfeleld pollentomld hajtas és fejlodeés,
valamint az idegen pollen altali termékenytilés a buza-rozs keresztezésekhez hasonléan erdsen

fiigghet mindkét sziil genotipusatol.

100



10.14751/SZIE.2017.035

5.1.2 Az idegen pollentomlo és a szinergidasejt kolcsonhatasai

Az idegen faju keresztezések szempontjabol masodik kritikus szakasz, a csirakapu kozelében, a
pollentomldknek a szinergida sejtek altal irdnyitott mozgdsanak vizsgalatahoz konfokalis
mikroszkopot alkalmaztunk, amelynek segitségével nyomon tudtuk kovetni a pollentdomlének a
csirakapuhoz vald megérkezését kovetd eseményeket. Mas novényfajok ovulumainak részletes
vizsgalatabol tudjuk, hogy a pollentomlé — miutan lehajtott a csirakapu kozelébe — a szinergida
sejtek filiform apparatusanak szignaljait kovetve hatol 4t azon, és ennek az Osszetett
kolcsonhatasnak minimalis zavara is a pollentdomlok eltériilését okozza (Higashiyama és mtsai.
2002). Csak a tokéletes harmodnia esetén valdosul meg a pollentdomlé csirakapun keresztiili
behatolasa a szinergidaba, felhasadasa, majd a himivarsejtek kibocsajtasa, és az aktin
filamentumok altali transzportja a célsejtek membranjaihoz.

Megallapitottuk, hogy genetikai tavolsag ellenére az arpa pollentdomld a sajattal azonos
modon képes lehajtani a buza termd csirakapujahoz, athatolni rajta, majd a szinergidan valo
athaladas utan a kiszabaduld himivarsejtek képesek megtermékenyiteni a buza ndivaru gamétait.
Kovetkeztetéseinket két iddpontban, 1 €s 3 nappal a megporzast kovetden végzett dsszehasonlitd
vizsgalat eredményeire alapoztuk. Az eltéré termékenyitésbdl szarmazd embridzsdkokban
mindkét vizsgélati idépontban inkdbb mindségbeli, mint mennyiségbeli kiilonbségek
mutatkoztak. Egy nappal a megporzast kovetden ugyan tapasztaltunk némi lemaradést az
arpatermékenyitésbdl szarmazé embriok és endospermiumok esetében, ami alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a pollentdomld csirakapun valod belépése és az ivarsejtek fuzidja kozotti
események lezajlasdhoz az arpa termékenyitésnél hosszabb idére volt sziikség. A 3 napos fuzios
termékek szama nem tért el szignifikdnsan az Ontermékenyitettek 100%-o0s aranyatol, ami arra
utal, hogy a csirakapu kozvetlen kozelében lezajlé kolcsonhatdsok, valamint az arpa
himivarsejteknek a szinergidan keresztiil torténé kozvetitése ugyan lassabban zajlik le, de a
nbéivard gamétak termékenyiilése az arpa himivarsejtjeinek kozremiikodésével is rendben
megtorténik (25. abra).

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt kombinacioban a harmadik nap végéig nem volt szambeli
kiilonbség a megtermékenyités gyakorisagaban: a ‘Szecsuan’ szinergida sejtje sajatjaként ismerte
fel a ‘Morex’ pollentomldket, a kiszabaduldé himivarsejteket a petesejthez és a kozponti sejthez
széllitotta, és megtortént azok termékenyitése. Eredményeink jo egyezést mutatnak Laurie €s
Bennett (1988) megfigyeléseivel, akik hexaploid biza x kdoles keresztezések vonatkozasaban

dokumentaltdk a megtermékenyiilés atlagosan 70%-os gyakorisagat.
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25. abra. Buza x arpa keresztezések (voros vonal) eredményességének gyakorisaga az ontermékenyitett
kontrollhoz (kék vonal) képest a porzastol eltelt idé fiiggvényében.
folytonos vonal: altalanosan tapasztalt értékek, szaggatott vonal: jelen munka alapjan feltételezve,
Operc: életképes pollen az antéziskor, 15perc és 30perc: a pollentdmld lehajtasa a bibeszalba, ill. a termbbe, 3nap: a
globularis embriok gyakorisaga, 14nap: az éretlen embridk gyakorisdga

5.2 A posztgamikus szakasz kulcskérdései

Az idegen fajihibridek esetében altalaban kulcsfontossagli posztgamikus szakasz vizsgalatat
ismételten két idépontban, 3 €s 6 nappal a megporzast kdvetden végeztiik el, majd 14 nappal a
megporzast kovetden preparaltuk a fejlodésnek indult szemkezdemények tartalmat. A 3 és 6
napos metszeteken mar jelentds lemaradas mutatkozott az arpatermékenyitésbol szarmazo f0zios
termékek fejlddésében, ami az endospermium esetében volt sokkal hangsulyosabb. Még a 6
napos szemkezdemények embridinak mérete sem kiilonbozott jelentds mértékben az
ontermékenyitésbdl szarmazd embrioktdl, azonban a sejtes endospermium az esetek dontd
tobbségében teljesen hidnyzott, vagy minddssze egy néhany sejtbdl allo csokevény formajaban
volt jelen az embrié szomszédsagaban.

Eredményeink a btza-arpa intergenerikus hibridek vonatkozasdban megerdsitik azt az
altalanos tapasztalatot, miszerint a korai posztgamikus gatlas tilnyomo részt az endospermium
fejlédési zavaraiban nyilvanul meg, az embridra is kiterjedd rendellenességet csak elvétve talalni
a szakirodalomban (Pickersgill 1993). Ezzel szemben feltiing, hogy a normalis fejlddésmenettol
valo eltérés a posztgdmikus szakasz késdbbi fazisaiban fokozatosan atterjed az embridra is, majd
az idegen faju hibridekre jellemzé modon a fuzios termékek fejlodése a megtermékenyitést
kovetd 10 napon beliil leall. Mikroszkopos vizsgalataink eredményei alapjan valosziniinek tiinik,
hogy az eredetileg a vad tipustakkal azonos morfologiaju embriok fejlodésének elakadasa
els6sorban az endospermium aberracioira és pusztulasara vezethetd vissza. Ezt a megallapitast

tamasztjdk ald korabbi eredmények: arpa, buza ¢és rozs pazsitfifélékkel végzett tavoli
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keresztezéseiben tapasztaltdk azt, hogy a kombinaciok egy részében az embridk legfeljebb a
gombstadiumig fejlédnek normadlisan, majd ezt kovetden néhany napon beliil elpusztulnak

(Zenkteler és Nitzsche 1984).

5.2.1 Az anyai szovetek és az auxin szerepe a posztgamikus folyamatokban

A hibrid fuzios termékek és a szemtermés megfeleld fejlodésében az anyai szoveteknek is
meghatdrozo6 szerepe van. Alapesetben a megtermékenyitést kovetden a termd szovetei a fuzids
termékek novekedésével parhuzamosan megnyulnak, igy biztositva teret a ndvekvd embrid €s
endospermium szdmara (Bennett és mtsai. 1975; Ray 1997). Az arpaval termékenyitett buza
termdékben ez a megnyulasos ndvekedés elmaradt annak ellenére, hogy a megtermékenyiilés
megtortént, és a fuzios termékek fejlodésnek indultak. Az anyai szovetek ndvekedésének
szabalyozasaban feltételezhetden fontos szerepe van az auxin ndvényi hormonnak, amely mas
tavoli keresztezések esetében bizonyitottan fontos szerepet jatszik a fejlodd fuzids termékek és
az anyai szovetek kozotti kommunikacioban (Ray 1997).

Eredményeink azt mutattdk, hogy az arpaval termékenyitett termOk megnyuldsanak
elmaradasa feltételezhetéen a fuzids termékek iranyabol szarmazé szignalok, koztiik az auxin
hidanyanak a kovetkezménye. Exogén 2,4-D (mint auxin transzport inhibitor) alkalmazésaval
sikeriilt ugyanis kivaltani a megtermékenyiilés utan az anyai szovetek megnyulasat, kozvetlen
bizonyitékot szolgaltatva az auxin korai szemfejlédésben betoltott szerepére. Az a tény, hogy ez
a hatas termékenyitetlen viragok esetében sokkal mérsékeltebb volt, vagy egyaltalan nem volt
tapasztalhato, arra iS utal, hogy az anyai szovetek megnytilasanak indukalasaban az auxin mellett
mas, a megporzas/megtermékenyités altal aktivalt faktorok is fontos szerepet jatszhatnak. Mivel
ritkdn olyan szemkezdeményekben is talaltunk viszonylag nagyméretli embriot, amelyek nem
vagy csak nagyon kis mértékben nytltak meg, arra kdvetkeztettiink, hogy az auxin elsésorban a
fejlédd  endospermiumbol  szadrmazik, vagy transzportja az endospermium  aktiv

kozremukodésével torténik.

5.2.2 A faziés termékek fejlodési defektusai a posztgamikus szakaszban

A 14 nappal a megporzast kdvetden preparalt termdékben mar jelentés mennyiségi €s mindségbeli
kiilonbségeket tapasztaltunk az arpatermékenyitésbdl szadrmazd szemkezdeményekben az
ontermékenyitettekhez viszonyitva. Mig az dntermékenyités soran kozel 80%-ban csiraképes telt

szemtermések fejlodtek, addig az arpatermékenyitésbdl szarmazd szemkezdemények
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mindegyike rancos felszinii és aszott megjelenésii volt. Benniik csak az esetek 14%-aban (25.
abra) talaltunk fejletlen embridt, de — masok eredményeihez hasonléan (Koba és Shimada 1992)
— endospermiumot egyetlen esetben sem. Megallapitottuk, hogy a bliza x arpa keresztezések
inkompatibilitdsa az egyéb fajokkal végzett tavoli keresztezések soran korabban feltart
progamikus szakaszt befolyasold genotipus-fiiggd pollen-bibe ellentétek mellett, a posztgamikus
szakasz korai embrio és endospermium fejlodése soran fellépé zavarokban nyilvanult meg, ami
foként a hibrid endospermiumot érintette. A 3. és 14. nap kozotti jelentds embridveszteség (25.
abra), feltételezhetéen az endospermium hidnyabol adodé fejlodési  rendellenességek
kovetkezménye. A megfeleld fejlettséget elért embriok a prepardlast kovetden aszeptikus
koriilmények kozott, az endospermium hianyat kompenzalé taptalajra helyezve életképes, hibrid
novényekké voltak nevelhetéek, bizonyitékot szolgaltatva azok élet és funkcidképességére a

szll61i genomok genetikai tdvolsdganak ellenére (Koba és Shimada 1992; Polgari és mitsai.

2014).

5.3 A posztgamikus fejlodési defektusok hatterének meghatarozasa

A buza-arpa keresztezések soran fellépd inkompatibilitasi tényezdk helyének és idejének
ismeretében 0j mddszert dolgoztunk ki a hibrid eléallitds hatékonysaganak javitdsara. Miutan a
megfeleld fejlettséget elért embriokbol képesek voltunk nagy szazalékban ndvényeket
regeneralni, tovabba a hibrid embrié aborcidjanak okat az endospermium defektusaiban és
pusztulasaban talaltuk meg, ezért elsddleges célunk a rendellenességek kikiiszobolése, illetve az
endospermium fejléddésének meghosszabbitasa volt legalabb addig az allapotig, hogy az embridk
mar biztonsaggal kimenthetéek legyenek.

Az idegen faju hibridek posztgamikus fejlédési defektusaival kapcsolatban régdta ismert,
hogy az endospermium fejlédési zavarai sok esetben Osszefliggésbe hozhatok a sziilok
ploidszintjének kiilonbségével. Allopoliploid fajok reciprok keresztezései sordn bizonyitast
nyert, hogy minél nagyobb az eltérés a sziilok ploidszintjében, az endospermium fejlédése annal
nagyobb valoészintiséggel és annal korabban szenved zavart, ami kis kiilonbség esetén csokkent
szemtermés méretet, nagyobb kiilonbség esetén aborciot eredményez (Lin 1984; Scott és mtsai.
1998). Ezzel szemben viszont az is megfigyelhetd, hogy az embri6 fejlédésére nem vagy csak

kis mértékben van hatassal a sziil6i ploidszintkiilonbség (Kinoshita 2007).
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5.3.1 A buza és az arpa EBN értéke

Eltér6 ploidszinti Solanum fajok keresztezése soran vetették fol (Johnston és mtsai. 1980) az
endospermium egyensulyi érték (EBN) elméletét, melynek alapja, hogy az endospermium
megfeleld fejlodéséhez és sejtesedéséhez az anyai és apai genomok 2:1 aranya sziikséges. Az
ettdl valo eltérés abszolut értékével aranyban az endospermium fejlodése zavart szenved: nagy
kiilonbségek esetén az embrio életképességének ellenére az endospermium sejtesedése elmarad,
ennek kovetkeztében a mag aborcioja kovetkezik be (Ehlenfeldt és Ortiz 1995). Kiilonb6z6
keresztezési kombinacidkban ugyanazon fajok EBN értéke eltérd lehet, amit az eltérd ploidszinth
Solanum ¢és Avena fajok reciprok keresztezései is bizonyitanak (Johnston és mtsai. 1980).

Zenkteler és Nitzsche (1984) tavoli keresztezéseinek eredményei arra utalnak, hogy a
diploid rozs EBN ¢értéke kozelebb all a hexaploid buzédéhoz, mint a diploid arpaéhoz (17.
tablazat). Ezt alatimasztja a buza x rozs keresztezésekbOl szarmazd hexaploid, valamint
oktoploid tritikalé csaknem normalis endospermiumfejlédése is (Boyes és Thompson 1937).
Egyben arra is magyarazatot adhat, hogy a rozzsal termékenyitett buza termdokben miért fejlodik
endospermium, mig a szintén diploid arpatermékenyitésbdl szdrmazd magkezdeményekben ez
sohasem megy végbe (Koba és Shimada 1992). A Triticeae nemzetség tavoli rokon fajaival
elvégzett nagyszamu keresztezés Osszesitett adatai alapjan, meglehetdsen hasonlo kép rajzolodik
ki, ami szembetling Osszefliggéseket mutat a genetikai rokonsag mellett az eltér6 fajok ploidszint
kiilonbsége, keresztezhetésége és a hibrid szemek méretének tekintetében (Watkins 1924; Belea
1976; részletesen Sharma 1995).

17. tablazat. A Triticeae nemzetség tavoli rokon fajainak keresztezhetésége

NGgivari partner Himivari partner m/p ardny EBN eltérés Szemk. mérete” Endospermium fejlédése Kompatibilitas Hivatkozas
Triticum aestivum 6x S. cereale 2x 6,0 -4,0 Normal Késdi sejtesedés + Boyes és Thompson 1937
Triticum aestivum  6x H.vulgare 2x 6,0 -4,0 Kisebb Nincs sejtesedés - Polgéri és mtsai. Nem publ.
Hordeum vulgare 4ax H.vulgare 2x 4,0 -2,0 Kisebb Korai sejtesedés - Hakansson 1953
Secale cereale 4x S. cereale 2x 4,0 -2,0 Kisebb Korai sejtesedés - Hakansson 1950
Hordeum jubatum  4x S. cereale 2x 4,0 -2,0 Kisebb Nincs sejtesedés - Brinck és Cooper 1943
Triticum turgidum  4x S.cereale 2x 4,0 -2,0 Normal Késdi sejtesedés + Taira és mtsai 1978
Triticum aestivum  6x T. turgidum 4x 3,0 -1,0 Telt Korai sejtesedés + Thompson 1930
Hordeum vulgare 2x H.vulgare 2x 2,0 0,0 Normal Normal sejtesedés + Hakansson 1953
Hordeumvulgare  4x H.vulgare 4x 2,0 0,0 Normal Normal sejtesedés + Hakansson 1953
Secale cereale 2x S.cereale  2x 2,0 0,0 Normal Normal sejtesedés + Hakansson 1950
Secale cereale 4ax S. cereale ax 2,0 0,0 Normal Normal sejtesedés + Hakansson 1950
Hordeum jubatum  4x H. jubatum 4x 2,0 0,0 Normal Normal sejtesedés + Brinck és Cooper 1943
Triticum aestivum  6x T. aestivum 6x 2,0 0,0 Normal Normal sejtesedés + Boyes és Thompson 1937
Hordeum vulgare 2x S.cereale 2x 2,0 0,0 Kisebb Nincs sejtesedés - Brinck és Cooper 1944
Secale cereale 2x H.vulgare 2x 2,0 0,0 Kisebb Nincs endospermiumfejlédés - Brinck és Cooper 1944
Triticum turgidum  4x T. aestivum 6x 1,3 0,7 Aszott Késoi sejtesedés + Thompson 1930
Hordeum vulgare 2x H.vulgare 4x 1,0 1,0 Nagyobb Sejtesedés elmarad - Hakansson 1953
Secale cereale 2x S.cereale 4x 1,0 1,0 Nagyobb Késdi sejtesedés - Hakansson 1950
Secale cereale 2x T. aestivum 6x 0,7 1,3 Nagyobb Nincs sejtesedés - Muntzing 1933
Triticum aestivum*  6x H. vulgare* 2x 6-1 4-1 Nagyobb Vdltozatos 222 Polgdri és mtsai. Nem publ.

sziirke zona: EBN eltérés <1 alapjan varhatoan kompatibilis kombinacio, félkévéren: az EBN érték alapjan
feltételezhet6tél eltérd eredmény, *: demetilacios kezelést kapott sziilék, *: a szemkezdemény mérete az
ontermékenyitett anyai genotipuséhoz képest
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Ezen nemzetség keresztezések eredményeibdl az is nyilvanvaldan latszik, hogy az
endospermiumfejlodés defektusai ellenére az embridk a kombinaciok tobbségében életképesek,
(Finch és Bennett 1980), ami tovabbi bizonyitékot szolgaltat arra, hogy két faj

keresztezhetoségének kulcsa foként az endospermium fejlédési problémaiban rejlik.

5.3.2 A jelentés EBN Kkiilonbség kikiiszobolésének lehetésége

A buiza x arpa keresztezések inkompatibilitdsaért leginkabb felelds nagyfoku ploidszint eltérés
kikiiszobolésére olyan modszert dolgoztunk ki, amely lehetdséget biztositott az endspermiumban
sziil6-specifikusan megnyilvanulé gének kolcsonhatasainak kiegyensulyozdsira. Az ivarosan
szaporodo ¢€l6lények csiravonalaiban torténd ivarfiiggd allélspecifikus gatlas az allatoknal és a
ndvényeknél egyarant az érintett DNS szakaszok szelektiv metilacidja révén valosul meg (Li és
mtsai. 1993; Adams €s mtsai. 2000).

A fenti ,,imprinting” mechanizmus kulcsenzime a metiltranszferaz, amely egy reakcidsor
utols6 1épéseként metilcsoportot helyez a DNS citozin bazisaira, ami meggatolja a célzott
génekrél torténd expressziot. A metiltranszferdz gén mutacigja a genom nagyfoku
hipometilaltsdgat okozza, amit a ndvényi embridk (szemben a veliik parhuzamosan fejlédo
endospermiummal) jelentdsebb kovetkezmények nélkiil képesek elviselni (Adams és mtsai.
2000).

A metiltranszferaz deficiens névények anyai partnerként torténd felhasznaldsa esetén jelentOsen
csokkennek az eltérd ploidszint okozta jellegzetes endospermium fejléddési defektusok, valamint
azon génmutaciok (MEA, FIS, FIE) hatisai, amelyek az ivarspecifikus ,,imprinting”
kialakitdsaban jatszanak szerepet, €s expresszidjuk a generativ szervekre, azon beliil foképpen az
endospermiumra korlatozédik (Vinkenoog €s mtsai. 2000). A jelenség magyardzata, hogy a
metiltranszferaz deficiens novények kozponti sejtjeiben nem alakul ki az ivarspecifikus
metilacios mintazat, aminek kovetkeztében az endospermiumban mindkétféle ivarspecifikus
géntermék azonos mennyiségben termelddik, ami a 2m : 3p aranynak megfeleléen (26. abra)
Arabidopsisban éppen elégséges endospermium ¢és szemfejlodést eredményez (Vinkenoog €s

mtsai. 2003).
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26. abra. A metiltranszferaz enzim hidnyanak hatdsa az endospermium fejlédésére
és az eltéro ploidszintii keresztezésekre. (Vinkenoog és mtsai. 2003 nyoman)
M: anyai hozzajarulas P: apai hozzajarulas

Mivel buzaban és arpaban nem all rendelkezésre citozin metiltranszferaz mutéans, az
Arabidopsis thaliana antiszensz konstrukciéo (Finnegan és mtsai. 1998) alkalmazasa pedig
egyrészt a buza alacsony hatasfoku transzformalhatosaga, masrészt a poliploid genomja miatti
tobb 16kusz egyiittes inaktivalasanak sziikségessége miatt tiint kilatastalannak, ezért egy kémiai
kezelés alkalmazasa mellett dontottiink, amelynek hatasaval a genom in Vivo részlegesen
demetildlhat6. Az igy kivaltott fenotipus ennek megfeleléen ugyan mindig gyengébb a

metiltranszferdz deficiens ndvények fenotipusahoz képest, de varhatéoan detektalhatova valik.

5.3.3 A szelektiv metilacion alapul6é 6nvédelmi mechanizmus in vivo kémiai inaktivalasa

A demetilacios agens® egy nitrogénszubsztiticiot hordozo, moédositott nukleozid analog. Az
agens a DNS replikacio soran Gjonnan képz6édé DNS szal bazisait helyettesitheti: ezeken a
pontokon a metilacios komplex metiltranszferaz enzime nem tud metilcsoportot elhelyezni, ezért
a sejtosztodasok soran szintetizalddo uj DNS szalak metilaltsagi foka lecsokken (Lopez és mtsai.
2016). Mivel a sejtekben az agens mellett az intakt nukleotidok is jelen vannak, ezért a beépiilés
az Uj DNS szalak megfeleld helyeire véletlenszerlien, a két tipusi nukleotid ardnyanak
fiiggvényében torténik. Ennek kovetkeztében az ilyen kezelések hatdsa a DNS
hipometilaltsdgatnak tekintetében csak részleges, és a kivaltott fenotipus tobbnyire enyhébb a
metiltranszferaz deficiens novények fenotipusdhoz képest. A megfelel6 koncentracidban
alkalmazott demetilacios agens az éldvilagban univerzalis hatast, ennek megfeleléen a btza
hibridjeiben is igazoltak mar aDNS metilacio altal eredetileg inaktivalt allélokon hasonlé modon

helyreallitott génexpressziot (Vieira és mtsai. 1990).

* Az agens megnevezését és az alkalmazott koncentraciét a biraldk titoktartdsi kotelezettség mellett megkaptak.
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A kiilonb6z6 idépontokban elvégzett demetilacios kezelés eredményeként megallapitottuk,
hogy az részlegesen valoban helyreallitotta a hibrid endospermiumok fejlodését. A kezelt
kalaszok szemkezdeményeiben a hibrid endospermiumok pusztuldsat az esetek egy részében
sikertilt idében késleltetni, ami a kontroll vizsgalathoz képest jelentésen megnovelte a
kimenthet6 embriok szamat ¢és méretét. A meidzisban kezelt ‘Szecsuan’ x ‘Morex’
kombindcioban a kezelés tobb, mint kétszeresére ndvelte a funkcioképes embriok szamat (41%),
de a masik két iddpontban elvégzett kezelés is jelentésen megnovelte az embrio kihozatalt. A 3
€s 6 napos korban elvégzett szovettani vizsgalatok sordn az endospermium pusztuldsanak
késleltetését figyeltiik meg, sot tobb esetben az endospermium teljes mértékben sejtesedett, bar
ezen sejtek megjelenése és az endospermium szoveteinek struktiraja némileg eltért a vad tipusa
kontrollétol.

Ugyan a demetilacids kezelés jelentdsen megnovelte a termékenyiilt szemkezdeményekre
vonatkoztatott embrio kihozatalt, de a hibrid szemkezdeményekben az endospermium fejlédése
tovabbra is elmaradt a kontrolltél. Emellett jelentds szords mutatkozott az egyes
szemkezdemények endospermiumainak méretében ¢€s fejlettségében. Minddssze négy esetben, az
Osszes termékenyitési esemény 1,2%-ban figyeltink meg olyan mértékii endospermium
fejlédést, ami a teljes érést kovetden a szakirodalomban leirt kompatibilis keresztezésekre
jellemz6 rancos felszinii, de onalldan csirazni képes szemterméseket eredményezett. Az egyes
szemkezdemények kozotti jelentds kiilonbségek, valamint az endospermium fejlédés csak
alacsony gyakorisaggal torténd sikeres helyredllitdsa, a demetilacidos kezelés viszonylagos
irdnyithatatlansdgdnak a kovetkezménye, ami sejtenként eltérd mértékli és mintazath
metilaltsdgot eredményez. Ezen eredmények fliggvényében a jovore nézve mindenképp
sziikségesnek tartjuk az in vivo DNS demetilacio hatékonysaganak javitasat, amelyet TILLING
populaciokbol kivalogatott DNS metiltranszferaz mutansok alkalmazasaval, vagy CRISPR-Cas9
indukalta célzott génkilitéssel létrehozott metiltranszferdz deficiens ndvények keresztezési

partnerként torténd felhasznalasaval kivanunk megvalositani.
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5.4 A hibrid embriok eredetére vonatkozo kérdések

Annak ellenére, hogy egyes idegen faju hibrid kombinacidkban az apai genom az embrionalis
fejlédés els6 osztodasai soran teljesen eliminalodik (Laurie és Bennett 1989), a hasznos genetikai
informéci6 kromoszémaszegmentumok vagy mobilis genetikai elemek forméjaban atkeriilhet az
eliminalddoé kromoszémakrol az utéd genomjaba (Laurie és Bennett 1988). Mivel a buza x arpa
keresztezések egyik célja a két faj kozotti génatvitel biztositasa, utolsd 1épésként vizsgalatokat
végeztiink az egyes kezelésekbdl szarmazd novények hibrid eredetének igazolasara. Az F1
utédokban talalhatdé arpa genomszekvencidk el6fordulasabol vontunk le kovetkeztetéseket: a
keresztezésekbdl nyert embriok nagy része ivaros tton az idegen pollenbdl szdrmazo6 himivarsejt
altal megtermékenyitett petesejtbdl fejlédik, azonban nem zérhat6 ki a megporzas altal kivaltott,
csak anyai haploid vagy diploid sejtbdl kiinduld partenogenetikus vagy apomiktikus eredet sem
(Bakos 2007).

Az utdodok genom méretei alapjan egyértelmiien kizdrhaté a szomatikus eredet: a 74
megvizsgalt ndvény egyike sem mutatott erre utald diploid anyai genommeéretet. Ezzel egylitt az
is kizérhato, hogy a vizsgalt embridk esetleg kasztralasi hiba kdvetkeztében, ontermékenyitésbol
szdrmaztak volna. A vizsgalatok alapjan a csak 2,4-D kezelést kapott novények kozel 25%-anal
volt kimutathaté apai DNS szekvencia, a fennmaradé mintegy 75% haploidnak bizonyult
(Polgari és mtsai. 2014), amit korabbi kutatasok is megerdsitenek. Finch és Bennett (1982) két
kombinéaciobol kapott 10 ndvénybdl kilencet haploidnak talalt, mig Taketa és mtsai. (1995)
nyolcféle kombinacidbol regeneralt 35 ndvény koziil 19 haploidot (54,3%) azonositott. Végiil
Taketa és Takeda (1997) harom értékelhetd kombinacid 65 novénye koziil atlagosan 75,4% (49
ndvény) haploidot allitott eld. Vizsgalataink soran a kiilonb6z6 idépontokban a 2,4-D kezelést
kiegészitd demetilacios kezeléssel dsszesen 210 ndvénynél ezt a haploid aranyt sikeriilt 14-32%-
ra leszoritani, azaz a (részleges) hibridek aranyat 68-86%-ra emelni. Ez az eredmény egyben azt
is igazolja, hogy a kiinduldsi embriok talnyomo része a két sziild ivarsejtjeinek egyesiilésébdl,
ivaros uton keletkezett, noha nem zérhato ki teljes mértékben, hogy az anyai haploidok egy igen
kis része nem az alloplazmaés ‘Salmon’ buza mintajara partenogenetikus petesejt aktivacid utjan

fejlédne ki (Kumlehn és mtsai. 2001).

5.5 Az apai genom eliminaciojaval kapcsolatban felmeriilo kérdések

Az anyai haploidok zome bizonyithatdoan gamétafuziot kovetd és tobb sejtcikluson 4t tartd
fokozatos kromoszéma eliminacio kovetkeztében jott 1étre. Az arpatermékenyitésbdl szarmazo
ovulumok vizsgalatakor konfokalis mikroszkoppal sikeresen dokumentaltuk az apai
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kromoszomak mitdzisos lemaradasat mar az elsé osztddas soran. Korabbi vizsgéalatok sordn mas
kutatocsoportok is hasonld eredményekrdl szamoltak be. Buza x kukorica esetében (Laurie és
Bennett 1989), arpa és H. bulbosum esetében (Sanei ¢és mtsai. 2011) tapasztaltak hasonlo
uniparentalis eliminaciét. Utébbi kombinacid vizsgalata soran arra is fény deriilt, hogy 18°C
alatti homérsékleten jelentésen csokken a kromoszéma eliminacid mértéke a korai
embriogenezis soran (Pickering 1985).

Az eltérd vizsgalati csoportokbdl szdrmazé hibrid embridk genomdsszetételének vizsgalata
soran mi is jelentds eltéréseket tapasztaltunk a hibrid utédok és az anyai haploidok aranyaban,
amelyre vizsgalati koriilményeink kozott nem talaltunk magyardzatot. Mivel a megporzas utan
az anyandvények felnevelése szabadban, nem kontrolladlhaté koriilmények kozott tortént, ezért
feltételezhetd, hogy a kiilonbozo kezelésnek kitett csoportok embrioi eltéré hémérsékleti
tényezOk mellett fejlodtek, ami megmagyardzhatja a kromoszoma kiesés gyakorisdganak ilyen
jelentds mértékli eltéréseit a kiilonbozd kezelések és ismétlések sordn. Ennek tisztdzdsara a
jovoben kiilon vizsgalatokat terveziink elvégezni, amelyekben a kromoszoma kiesés

gyakorisagat kontrollalt koriilmények kozott kivanjuk megvizsgalni.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy kompatibilis buza-arpa kombindcidban a szaporodas
progamikus és a posztgamikus fazisa egyarant végbemegy. A progamikus szakasz ¢és a
megtermékenyités soran nem fedeztiink fel 1ényegi eltérést az ontermékenyitett btiza kontrollhoz
képest. A posztgamikus fazisban is foleg az endospermium fejlddésének (epigenetikus) gatlasa
eredményezett az idében eldrehaladva csokkend hibrid embriokihozatalt. Az endospermium
gatlasanak részleges felszabaditdsa kettds hozadékkal jart: egyrészt szignifikansan
megndvekedett az embrid €s ndvény kihozatal, masrészt jelentésen csOkkent az apai genom
eliminacidjanak gyakorisdga. Végeredményben tehat tobb részleges és teljes hibridet tudunk igy

eléallitani, amelyek mind nemesitési, mind pedig genomikai céli hasznositasra alkalmasak.
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6. Uj tudomanyos eredmények

Munkank soran a buza arpaval vald keresztezhet6ségének problémakorét jartuk koril:
Osszehasonlitottuk és parhuzamba allitottuk a sajat (btza) és arpa pollennel végzett porzas és
megtermékenyités soran lejatszodd folyamatokat. Az Osszehasonlitd vizsgalatok alapjan 1j
modszert dolgoztunk ki az idegen faju hibridizaciét megakadalyozo gatak attdrésére, ami minden
eddiginél hatékonyabb buza x arpa hibrid eldallitast tesz lehet6vé, megnyitva az utat 1j,
szintetikus amfiploid novények létrehozasa eldtt. Eredményeink az alabbiakban foglalhatok

0ssze:

1. A szaporodas progamikus szakaszaban a sajat (buza) és az arpa pollenszemek
¢letképességét, valamint a pollentdmldk hajtasat a buza bibén 6sszehasonlitva megallapitottuk,
hogy a vizsgalt genotipus kombinacidk esetében nem tapasztalhatd 1ényegi eltérés. Mind a buza,
mind az arpa pollen hasonldé mértékben csirdzott, hajtott tomlét, €s a csirakapun keresztiil nagy

gyakorisaggal elérte a szinergida sejteket.

2. A szaporodas posztgamikus szakaszaban a buza x arpa hibrid embriok fejlodése
az oOntermékenyitettekhez képest fokozatosan lelassult: a porzast kovetd 3. napra atlagosan
koriilbeliil 1 napnak megfeleld lemaradas alakult ki. Az endospermium esetében ez a kiilonbség

még szembetiinGbb volt.

3. Az Ontermékenyitett és a buza X% arpa hibrid szemkezdemények tovabbi
Osszehasonlitd vizsgdlatai soran megallapitottuk, hogy utobbiak fejlédése a 3. naptdl egyre
nagyobb mértékben lemarad. A lényegi kiilonbség a két vizsgalt csoport kozott, hogy a hibrid
endospermium fejlédése néhany gyors osztdédast kovetden elakadt, ami végsd soron az embriok
novekedésének teljes ledllasahoz vezetett. A megporzast kovetd 3-14. nap kozott a hibrid

embriok sikerrel kimenthetdk és novényekké nevelhetok.

4. Uj genotipus kombinéciok alkalmazasaval, valamint kémiai kezelésekkel minden
eddiginél 1ényegesen magasabb, atlagosan 30% (maximum 41%) embri6 kihozatalt értiink el, és
az embriok kozel négyotodébol (78%) ndvényeket regeneraltunk. Ez a hatékony hibrid eléallitasi
rendszer mar elégséges alapanyagot (268 embridt és 210 ndvényt) biztositott a tovabbi

kisérletekhez (1d. 5-8. pontok), és alkalmas a jovOben genomikai vizsgalatok kivitelezésére.
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5. Egy nagy, 210 felnevelt hibrid névény populacioban molekularis modszerek
(aramlasi citométer, kromoszoma-specifikus DNS markerek ¢és GISH) alkalmazasaval
megallapitottuk, hogy az egyedek mintegy 20%-a hianytalanul 6rokolte mindkét sziiléi genomot,
mig 60% esetében az arpa genom legalabb egy kromoszdmaja kiesett a fejlddés soran. Végiil
szintén kb. 20%-ban anyai haploidokat kaptunk, amelyekbdl az apai genom teljesen
eliminalodott, feltehetéen még az embriondlis fejlédés korai szakaszdban. Ezek az aranyok

lényegesen kedvezdbbek az eddig leirtaknal, és hatékony hibrid eldallitast tesznek lehetdve.

6. Modern mikroszkopos elemzés és klasszikus citogenetikai ismeretek 6tvozésével
mar a zigéta elsd osztddasa soran igazoltuk a korai kromoszoma kiesés jelenségét, és egy

lemaradé arpa kromoszomat (5H) sikerrel azonositottunk.

7. A Kizarélag anyai genommal rendelkez6 haploid ndvények genomjanak
duplikalasaval fertilis dihaploid (DH) ndvényeket allitottunk eld, amelyek eredetileg
kétségtelentil arpa termékenyitésbdl és uniparentalis genomeliminacio révén keletkeztek, igy
homozig6tak lehettek minden olyan allélra, amelyek az arpaval keresztezhetdséget befolyasoljak.
Ezekbdl a DH vonalakbdl uj, a kordbbiakndl jobb tulajdonsagokkal rendelkezd keresztezési
alapanyagot szelektaltunk.

8. Megallapitottuk, hogy demetilacios kezeléssel késleltetheté az endospermium
fejléddésének leallasa, s6t bizonyos esetekben annyira kitolhatd, hogy szinte normalis anatomiaja
¢s funkcioji endospermium fejlodik. Ezzel a mddszerrel elsdként allitottunk el bliza x arpa

keresztezésbol autondm csirazasra képes szemterméseket.
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7. Osszefoglalas

A f0ldi népességnovekedés kovetkeztében felmeriild élelmiszerigény évrdl évre komolyabb
kihivast jelent a mezdgazdasag €s az élelmiszeripar szamara. A novénynemesités ezért manapsag
egyre inkabb feszegetni kényszeriil a termesztett fajok genetikai terméspotencialjanak hatarait.
Mindemellett a hazai vetésteriilet donté hanyadan termesztett gabonaféléknél mar jo ideje a
termésmennyiség stabilitdsa a legfobb probléma. Megtetézve a klimavaltozas Magyarorszag
szempontjabol varhatdéan negativ nett6 hatasaval, a jovOben egy a mainal is nagyobb mértékii
termés-instabilitds hazankra nézve kozvetlen gazdasagi és tarsadalmi kovetkezményekkel jarhat.
Ilyen foku éghajlati kitettség mellett az egyre magasabb és stabil terméshozamok eléréséhez
minél szélesebb genetikai alapokra épitett, botermd ¢és kivald kornyezeti alkalmazkodd
képességgel rendelkezd fajtak sziikségesek. A genetikai alapok kivdnatos szélesitésének fontos
elemei az ivaros keresztezhetGség hatarat képviseld tavoli, rokon fajok. A tavoli (faj és
nemzetség) hibridek jelentGsége a gabonaféléknél azonban egyaltalan nem mertiil ki a nemesités
bazisanak megujitasaban, hiszen kivalé modellként szolgalnak a genomok kozti kooperacidban
szerepet jatszo, valamint azt gatldé molekularis mechanizmusok feltarasara is. Ezeknek a
jelenségeknek a megértése kulcsfontossagu egyfeldl a keresztezéses génatvitel hatékonysaganak
novelése szempontjabol, masfeldl a keresztezhetOség hatarainak kitdgitasa tekintetében is,
amelynek révén a jelenleginél tdvolibb faj- és nemzetség hibridek allithatok eld.

A fentiek ismeretében célul tiiztiik ki egy 10j, az idegen faju hibrid eléallitds mai korlatain
talmutatd moddszer kidolgozasat. Céljaink kozott szerepelt még: a buza x arpa keresztezések
embrid ¢és novény kihozatalanak maximalizalasa a legjobban keresztezddd genotipus
kombinaciok és tamogatd kezelések azonositdsa, valamint a hibrid embridk felnevelésének
hatékonyabba tétele révén, végiil pedig 0j, az arpaval jol keresztez6dd dihaploid (DH) buza
vonalak szelekcidja és a bluza x arpa F1 hibrid nemzedék genomdosszetételének vizsgalata,
kiilonos tekintettel a kromoszoma kiesés gyakorisagara.

A hibrid eléallitas szempontjabol legmegfelelobb genotipus-kombinacié megvalasztasahoz
kiilonbozd buza és arpa genotipusokkal végzett probakeresztezésekkel megallapitottuk, hogy a
‘Morex’ hatsoros tavaszi sorarpa pollenjével termékenyitett ‘Szecsuan’ tavaszi kinai buza viragai
kotottek a legnagyobb szamban embriokat (atlagosan 16%), ami Otszordse volt a
szakirodalomban jol keresztez6donek leirt ‘Chinese Spring” embrié kihozatalanak. Késobbi
vizsgélatainkban a ‘Szecsudn’ genotipust fokozatosan felvaltottuk az abbdl szelektalt 1j, jobb
tulajdonsagokkal rendelkez6, sajat buza-arpa keresztezéssel eldallitott DH vonalakkal. Az
epigenetikailag gatolt gének ivarspecifikus reaktivalasdhoz a novényeket a DNS metilacidjat
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gatlo agenssel kezeltik. Az altalunk elséként alkalmazott méddszerrel az eddigi maximumnal
lényegesen magasabb (atlagosan 30%, egy kezelés esetén 41%) embri6 kihozatalt értiink el,
amelyek kozel négyotodébol (78%) novényeket is regeneraltunk. Megallapitottuk, hogy
demetilacios kezeléssel az endospermium fejlodésének ledllasa késleltethetd, s6t bizonyos
modszerrel elséként allitottunk elé autonom csirdzasra képes bliza x arpa keresztezésbol
szarmazo hibrid szemeket. A felnevelt hibrid novények genomjat egy 210 egyedbdl allo
populacion molekularis modszerekkel (aramlasi citométer, DNS markerek és GISH) elemezve
megallapitottuk, hogy az egyedek mintegy 20%-a hidnytalanul 6rokolte mindkét sziiléi genomot,
60% esetében az arpa genom részlegesen kiesett a fejlédés soran, mig a novények tovabbi 20%-a
anyai haploidnak bizonyult. Munkank eredményeként sikeriilt a kitlizott céloknak megfelelden 1)
modszert kidolgoznunk az idegen faji hibridizaciot akaddlyozo gétak 4ttorésére, ami minden
eddiginél hatékonyabb buza x arpa hibrid eldallitast tesz lehetévé, megnyitva az utat uj,

szintetikus amfiploid ndévények 1étrehozésa elott.
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/. Summary

Food demand arising as a result of global population growth represents a more serious challenge
with the year for agriculture and the food industry. Therefore, plant breeding today is
increasingly forced to raise the limits of the genetic potential of crop plants. In addition, for
cereals cultivated on a vast proportion of domestic arable land yield stability has long been a
main problem. Combined with a projected negative net impact of climate change in Hungary, an
even greater crop instability in the future may have direct national economic and social
consequences. With such a high degree of climatic exposure the achievement of a higher and
more stable output requires high-yielding varieties on a broader genetic basis and with excellent
environmental adaptability. Important elements of the desirable widening of the genetic basis are
the distantly related species that represent the current boundary of sexual crossability. The
significance of ultrawide alien (interspecific and intergeneric) hybrids of cereals, however, is not
at all exhausted in renewing the breeding base as they are an excellent model for exploring
cooperative and inhibitory molecular mechanisms between the genomes involved.
Understanding these mechanisms is the key to increasing the efficiency of gene transfer via
sexual crossing as well as with regard to expanding the boundaries of crossability, by which even
more distant interspecific and intergeneric hybrids can be produced.

In view of the above, we aimed to develop a new approach, going beyond the limits of
today's ultrawide alien hybrid production. Also featured among our objectives: maximizing the
yield of embryo induction and plant regeneration in wheat x barley crossings via identification of
the best crossing genotype combinations and supportive treatments, and by improving the
efficiency of regeneration from hybrid embryos. And finally, the selection of new doubled
haploid wheat lines crossing well with barley and the study of genome composition in wheat x
barley F1 generation hybrids, particularly with regard to the frequency of paternal chromosome
elimination.

In order to find the most appropriate genotype combination for hybrid production, via test
crosses performed between different wheat and barley genotypes we determined that florets of
the Chinese spring wheat ‘Sichuan’ fertilized with pollen from ‘Morex’, a six-row spring malting
barley variety have set the greatest number of embryos (average 16%), five times as high as the
embryo yield obtained with the standard ‘Chinese Spring’ that is characterized as a highly
crossable genotype in the literature.

In subsequent investigations, this ‘Sichuan’ genotype has gradually been replaced with DH
lines with new and improved properties and selected from the original genotype via wheat-barley
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crossing. To specifically reactivate epigenetic inhibition of gene expression the donor plants
were treated with a DNA demethylating agent. With this method a substantially higher (average
of 30%, in a single experiment 41%) embryo yield was achieved than the maximum hitherto,
with four fifths (78%) of the embryos regenerating adult plants. We concluded that the
breakdown of endosperm development can be delayed with the demethylating treatment, and in
some cases even so that endosperms with almost normal morphology can develop. Using this
method the first seeds capable of autonomous germination were produced from a wheat x barley
cross. A complex molecular analysis (flow cytometry, DNA markers and GISH) of the hybrids’
genome in a population of 210 plants revealed that approximately 20% of the individuals fully
inherited both parental genomes, for 60% the barley genome was partially eliminated during
development, and a further 20% of the plants proved to be maternal haploids.

As a result of this work, in accordance with the objectives set, a new method has been
elaborated to break the barriers preventing alien hybridization. This achievement enables an ever
more efficient production of wheat x barley hybrids, paving the way for the creation of new,
synthetic amphiploid plants.
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8.2 Taptalajok dsszetétele

8.2.1 N6D Tiptalaj

Név Mennyiség (mg/L)
(NH4)2S04 462
KNO: 2830
Makro  KH:PO. 400
CaCl22H:0 166
MgSO. - 7H.0 186
MnSOs - 4H.0 4
HsBOs 0,5
Mikro ZnS0s - 7H20 0,5
Na:MoQas - 2H:0 0,025
CuSO: - 5H.0 0,025
CoClz - 6H:0 0,025
Retinol 0,01
Thiamine 1
Nicotinic acid 1
Riboflavin 0,2
Ca pantothenate 1
Folic acid 0,4
Vitaminok Pyridoxine 1
Cobalamine 0,02
Ascorbic acid 2
Calciferol 0,01
Biotin 0,01
Cholin cloride 1
Amino Benzoic acid 0,02
Malic acid 40
Citric acid 40
Savak Fumaric acid 40
Na-Pyruvate 20
Myo Inositol 100
Xylose 150
NaFeEDTA 25
Glutamine 750
Eayéb Casein Hydrolisate 250
Maltose 54000
Indolbutyric acid (IBA) 0,5
Kinetin 0,5
Phytagel 5000
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8.2.2 RMI Taptalaj

Név Mennyiség (mg/l)
(NH2)2504 232
KNOs 1415
Makro  KH:POa 200
CaClz - 2H:0 83
MgSO0s - 7H.0 93
MnSQOs - 4H.0 5
H3BOs 5
ZnS0s4 - 7H20 5
Mikro Na:MoQa - 2H:0 0,0125
CuS0Oas - 5H.0 0,0125
CoClz - 6H20 0,0125
KI 0,4
Thiamine 0,5
Nicotinic acid 0,5
Vitaminok Ca-pantothenate 0,25
Pyridoxine 0,5
Ascorbic acid 0,5
Biotin 0,25
Glycine 1
NaFeEDTA 16
Aspargine monohidrate 150
Egyéb  Glucose 200
Myo Inositol 100
2,4-D 2
Agar 21000
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9. Koszonetnyilvanitas

Koszonom az MTA ATK féigazgatdjanak, Prof. Balazs Ervin Grnak, az MTA rendes tagjanak,
hogy lehet6vé tette dolgozatom elkészitését, amihez az anyagi fedezetet az OTKA K101786 sz.
projekt biztositotta. Szintén kdszonettel tartozom Prof. Heszky Laszlé és Prof. Hornok Laszlo
akadémikus uraknak a tamogatasért, hogy posztgradudlis tanulmanyaimat a Szent Istvan
Egyetem Novénytudomanyi Doktori Iskolajaban végezhettem el.

Koszonet illeti meg Prof. Barnabas Beata akadémikust, korabbi osztily- és tars-
témavezetOmet, aki amellett, hogy folkeltette érdeklédésemet a ndvényi szaporodasbiologia
irant, hasznos tandcsokkal és észrevételekkel segitette munkamat. Kdszonettel tartozom Dr.
Jager Katalinnak, jelenlegi osztaly- és tars-témavezetémnek a mikroszkopos és szovettani
munkak soran nyujtott segitségéért €s tanacsaiért.

Halas koszonet témavezetomnek, Dr. Sagi Laszlonak, amiért hat év soran mind
szakmailag, mind emberileg tdmogatott, és mérhetetlen tiirelemrdl tanubizonysagot téve mindig
megtalalta a modjat, hogy visszatereljen a helyes ttra. Kdszonetemet fejezem ki a Sejtbiologiai
Osztaly valamennyi munkatarsanak. Dr. Fabian Attilanak a mikroszképos munkak mellett a
dolgozatom elkészitése soran adott hasznos tanacsait, Gondos Erikanak a ndévényanyag
kezelésében és a szovettenyésztésben végzett munkdjat nagyra értékelem. Halas koszonettel
tartozom Békné Kapral Emesének a mindennapi munkdm sordn nyujtott nélkiilozhetetlen
segitségéért, valamint azért, hogy a legmonotonabb munkakat is képes volt szorakozassa
valtoztatni. Szeretnék kdszonetet mondani Eitel Gabriella és Mihok Edit doktoranduszoknak a
szaporodasbioldgiai vizsgalatok soran nyujtott segitségiikért, valamint Fodor Szilvianak, aki a
tiszta eszkozoket biztositotta a vizsgalatokhoz.

Ko6szonettel tartozom Dr. Juhasz Angélanak ¢s Dr. Soos Vilmosnak, a proteomikai €s a
molekularis markeres kisérletekhez nyujtott segitségiikért, valamint hogy rendelkezésemre
bocsatottadk az Alkalmazott Genomika Osztaly miiszereit és eszkozeit. Koszonet illeti meg Dr.
Langné Molnar Martat, Dr. Linc Gabriellat, Dr. Cseh Andrast és Dr. Szakacs Evat az
egylittmiikodésért a molekularis €s citologiai munkék soran. Koszondm a Molekuldris Biologia
Osztily doktoranduszainak, Boldizsar Akosnak és Kalapos Balizsnak a dolgozatom
elkészitése soran nyujtott technikai tandcsait. Koszonettel tartozom Készegi Ferencnének az
adminisztracios teendékben vallalt segitségéért.

Végiil, de nem utols6 sorban koszondm Feleségemnek ¢és Sziileimnek a tiirelmet és megértést,

amivel munkamat és dolgozatom megirasat végig kisérték.
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