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1. BEVEZETES

Hazéankban a mezdgazdasagi ndvények termésbiztonsagat nagymértékben befolyasoljak
a kiilonbozo biotikus és abiotikus kdrnyezeti tényezdk. A termésbiztonsag az egyik f6
alappillére a termesztés gazdasdgossaganak, amely a mezOgazdasagilag fontos
novényfajoknal a vetOmagtermesztésben is jelentds célkitlizés. A vetOmagtermesztés
kozvetlen kapcsolatban all a virdgzasbiologidval, mint alaptudomannyal. A zarvatermd
sporofiton nemzedék életciklusa a kettds megtermékenyitéssel kezdddik. Ezért a
szaporodasbiologiaval kapcsolatos kérdések kozvetleniil érintik a vetdmagtermesztés
alapjait, kiemelt kutatasi teriiletnek szamitanak. Fontos gazdasagi ndvényeink genetikai
diverzitdsdnak ndvelése a novénynemesitési kutatdsok egyik alapvetd célja, melynek
megvalositdsdra a hagyomdnyos genetikai, embriologiai mddszerek és az in vitro
manipulécids technikak egyiittes alkalmazasa nagy esélyt ad.

A valtozo kornyezeti hatdsoknak, pl. extrém iddjardsi valtozdsoknak kitett novények
egyedfejlodésiik generativ szakaszdban igen érzékenyen reagédlnak elsdsorban
terméscsokkenéssel a  kiilonb6zd abiotikus  stresszhatdsokra. Ezért célszerli
megvizsgalni és részletesen megismerni azokat a kritikus fazisokat a him és ndi
gametofiton fejlédésében, melyek a legsériilékenyebbek ¢és ezaltal nem kivant
terméskiesés kovetkezhet be. A ndvények generativ fejlddésére hatdssal van a
kornyezet, mint bonyolult komplexum, ennek kozvetleniil és kozvetve érvényesiild
tényezoivel. Kutatasi eredmények igazoljak, hogy a termesztési tényezOk hatdsai nem
fiiggetlenek egymadstol, a pozitiv kolcsonhatdsok egylittes valtoztatasa bizonyos
aranyban termésnovelo.

A kornyezeti hatasok laboratoriumi koriilmények kozott céliranyosan is tervezhetdk (pl.
mesterséges novénynevelési technikdk igénybevételével). Az un. in vitro kornyezet
lehetéséget teremt az  egyedfejlddési, differencialodasi  folyamatok  jobb
nyomonkovetésére €s a kiilonbozo kornyezeti tényezok hatasanak direkt vizsgalatara.

A ndvényi szervezetbe vagy az abbol szdrmazd, in vitro tenyésztett sejtekbe torténd
beavatkozasok akkor lehetnek eredményesek, ha azokat céliranyosan, az egyedfejlédés,
ill. a novényi sejtciklus megfeleld fazisaiban hajtjuk végre. Az utdbbi években a
mikroszkdpos technikék, valamint a sejt- és szovettenyésztési modszerek fejlodése

nagymértékben hozzajarultak a ndvényi ivaros folyamatokrol alkotott és morfoldgiai



megfigyelésen alapuld ismereteink bovitéséhez, megteremtve az in vitro beavatkozasok
lehetdségét.

A novényi 1ivaros folyamatokrél rendelkezésiinkre 4ll6 ismeretek alapvetd
informacioként szolgalnak napjainkban a kisérletes szaporodasbiologia egyik fontos
tertiletét képezd in vitro fertilizacios kutatasokhoz is. Izolalt himivarsejtek és petesejtek
Osszeolvasztasaval életképes utdd hozhatd 1étre és ez elvileg lehetdvé teszi hibridek
eldallitasat is a buza és rokon fajai k6zott, a protoplasztfizibhoz hasonld gametoplaszt-
fazioval.

A beavatkozas szempontjabol nem elhanyagolhaté annak vizsgélata, hogy milyen
fiziologiai allapoti sejtek alkalmasak az in vitro fuzidra. A fajok kozotti in vitro
ivarsejtfuzid megvalositasahoz részletes informaciora van sziikség az egyes Triticum
fajok pollen- és embridzsak fejlodési folyamatairol természetes koriilmények kozott in
situ, valamint in vitro. A két ivar fejloddés-szinkronitdsanak ismerete lehetdvé teszi a
gamétak megfeleld idépontban és a fuziora alkalmas kondicidban torténd izolalasat,
mely a fuzi6 hatékonysagéanak egyik legfobb kritériuma.

Napjainkban a nemesitési gyakorlat részérél nagy igény van ¢€leterds dihaploid, antéra,
illetve mikrospora kultirabol szarmazo dihaploid vonalak eléallitdsdra a nemesités
genetikai bazisanak kiszélesitése és a vonaleldallitas idejének lerdviditése érdekében. A
Martonvasaron létrehozott génbankban a magas androgenetikus kapacitdsu exotikus
kukoricdk genotipusai haszndlhatok genetikai forrasként. A magas indukcios képességet
mutatd genotipusok antérakulturdjdban szdmos mikrospéra eredetli struktira
formalodik, amelyeknek csupan egy része képes fertilis novénnyé fejlddni. A zigotikus,
illetve androgenetikus embriogenezis, valamint a kallogenezis tanulmanyozasat célzo
Osszehasonlito morfologiai vizsgélatokkal kivanjuk feltarni az in vitro kdrnyezetben
lejatszodo folyamatok jellemzd sajatossagait, hogy ismeretiikben javitani tudjuk a
haploidindukci6 hatékonysagat és lehetévé tegyiik a modszer gyakorlati alkalmazésat.

A hazai mindségi bortermelésiink vilagpiacon elfoglalt rangos helye indokolja a
szOlovel végzett kutatasok jelentdségét. A kutatasok vizsgalati eredményei olyan - a
sz6lében 1j — biotechnologiai mddszerek kidolgozasdhoz nyujtanak alapokat, melyek
segitségével a szOlOnemesités, elsdsorban a rezisztencidra torténd nemesités rovidebbé
¢s hatékonyabbd tehetd. A célok kozott szerepld 1j technikai megoldasok
kifejlesztésével és a haploid technikakkal olyan ndvények allithatok eld, melyek a
korszeri molekularis genetikai modszerekkel lehetévé teszik fontos tulajdonsagok —

kiilonbozé korokozoval szembeni rezisztencia, a fajtdk biotikus, abiotikus



stressztolerancia — genetikai alapjainak vizsgalatat. A két borsz6l genotipuson végzett

vizsgélataink kiterjedtek a sz616 him és ndi gametofitonjdnak tanulmanyozasara.

Fontos gazdasagi novényeinkkel végzett kisérletes szaporodasbioldgiai kutatasaink; az

ivaros folyamatok egyes szakaszainak részletes feltardsa €s mesterséges (in vitro)

kornyezetbe helyezése nagymértékben hozzédjarulhat a vetdmagtermesztés alapjairol

alkotott ismereteink kiszélesitéséhez és az ivaros nemzedékek, ndvényi gamétdk

biotechnologiai célu felhasznalasahoz.

Kutatési céljainkat a kovetkezékben foglaltuk ossze:

1.

Kiilonb6z6 genomdsszetételi és eltérd ploidszintl Triticum fajok him és noéi
gametofitonja differencialodédsanak nyomonkdvetése in vivo €s in vitro kdrnyezeti

kortilmények kozott.

. A blza him és ndi gametofiton fejlédési szinkronviszonyanak feltardsa. Ennek

ismeretében egy kozvetett vizsgalati modszer segitségével a buza néi gametofiton

fejlodési fazisanak meghatarozésa.

. A buza petesejt in planta fejlédésének tanulmanyozdsa az embridzsdk érése soran.

. Az izolalt buza petesejt morfologiai és funkciondlis jellemzése a fiatal allapottol az

oregedésig fény ¢€s elektronmikroszkdpos vizsgalattal.

. A Triticum fajok in planta fejlodott fiatal embridinak jellemzése térfogatuk alakulasa,

valamint morfoldgiai sajatsdgaik alapjan. Az eredmények segitséget nyujtanak az in
vitro fertilizdci6 sordn mesterségesen létrehozott interspecifikus, intergenerikus

embridk tanulméanyozasahoz.

. A hidegkezelést kapott kukorica mikrospora embriogenezisének tanulményozasa fény

és elektronmikroszkop segitségével.

. A sz6ldvirag fejlddésdinamikdjanak megismerése, a him és a néi gametofiton

fejlodési allapotanak meghatarozasa, jellemzése.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Gabonafélék him és noi gametofitonjanak szervezodése természetes ¢és

mesterséges kornyezetben

A gabonak kozil a blza és a rozs virdgzasanak ¢és megtermékenyiilésének
tanulmanyozasarol, a viragzast és termékenytilést befolyasold tényezdk hatasairdl mar a
mult szdzad elején beszdmolt Obermayer (1918) megemlitve, hogy az akkor
rendelkezésre allo kiilfoldi adatok mennyiben igazolddtak be a mi viszonyaink kozott,
mennyiben hidnyosak vagy ellenkeznek tapasztalatainkkal.

A fent idézett munka megallapitja, hogy:

-a viragszervek, fO6leg a him részek mindségének nagy befolydsa van a
termékenyitésre,

- a termékenyiilésre a ndi ivarszervek mindsége is befolyassal van,

- az 1ddjarasi viszonyok behatasa az egyes viragra éppugy megnyilvanul, mint a
viragzas altaldban vald folydsara. Kedvezbtlen az alacsony homérséklet, azonkiviil a
némely évben a mar bedlld nagy hdség,

- a magfejlédés elakadasanak kérdése nem a termékenytilés sikertelenségén mulik,
hanem bizonyos korlatok kozt ez inkdbb taplalekkérdés,

- a J0 vagy rossz termékenyiilés elsdsorban 6rokl6do fajtatulajdonsag.

Ugyancsak természetes korliilmények kozott végzett részletes vizsgalatrol szdmolt be
(Lelley et al. 1955). A buza pollen kialakulasat és fejlodését, a petesejt és az embridzsak
differencidlodasat, az embrid fejlodését leirva hangstlyozza, hogy a természetes
fejlodés gondos tanulmanyozasabol merithetdk az ismeretek, melyek lehetévé teszik
olyan modern médszerek kidolgozasat, amelyekkel leghatdsosabban avatkozhatunk be a
szaporodasi folyamatokba novénynemesitési célbol.

A novénynemesités célja és fontos feladata a fajtdk hozaméanak és a termés
mindségének folyamatos javitasa. Ezt a ndvények ivaros folyamatain alapul6 klasszikus
modszerek és a modern biotechnologiai eljarasok (szovettenyésztés, géntranszformacio,

crer

novények kiilonbozd egyedfejlédési ciklusainak részletes ismerete (Barnabas et al.

1988b).
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2.1.1. A him ivaros nemzedék kialakulasa, a mikrosporak sporofitikus és

gametofitikus fejlodése in vitro

A him ivaros nemzedékkel, a pollennel kapcsolatos komplex (genetikai, fizioldgiai és
biotechnologiai) kutatasok kozel egy évtizedes stagnalast kovetden az 1980-as években
ujra a tudomanyos érdeklddés kozéppontjaba keriiltek és szdmos, a gyakorlat szdmara is
érdekes kérdést hoztak felszinre (Barnabas et al. 1988a).

A zarvatermOkhoz tartozd gabonafélék him gametofitonja kialakuldsa in vivo
kornyezetben, egyetemi tankonyvekbdl ismert folyamat: a loculamentum belsejét kitoltd
sporogén szdvetbdl kialakulé mikrospora-anyasejt redukcios osztodasaval 1étrejon a
tetrad, amely négy haploid egymagvi mikrosporabol all. A mikrosporak tovabbi
fejlddése, a mikrogametogenezis, melynek folyaman két egymast kovetd mitotikus
osztddassal hdarom-sejtes, a kettds megtermékenyitésre alkalmas pollenszemek
alakulnak ki (Nawaschin 1898). A mikrosporogenezis ¢s a mikrogametogenezis pontos
¢és részletes ismerete azért is fontos, mert a folyamat kezdetén a fejlddés sporofitikus
iranyba terelhetd, amely lehetévé teszi az in vitro androgenezist és a pollenhaploidok
eldallitasat (Dudits — Heszky 2000).

Fejlodésiik korai szakaszaban in vitro kornyezetbe helyezett mikrosporak, a normalis
gametofitikus fejlodésiiktdl eltérden, ismételt osztodasok révén kiilonbozoé soksejtes
strukturdkat (kalluszokat és proembriokat) hoztak 1étre, melyekbdl életképes haploid
novényeket sikeriilt nagy szamban regenerdlni. A mesterséges koriilmények kozotti
portoktenyésztéssel kapcsolatos kutatdsok az 1930-as években kezdddtek el. A
kutatasok célja eldszor a mikrosporogenezis és mikrogametogenezis vizsgalata volt in
vitro. La Rue (1952) ismertette néhdny nyitvatermd faj pollenjébdl eredd
szovetszervezddésérdl szold vizsgalatait. Kozel tiz év elteltével Guha et al. (1964)
szamolt be elséként arrdl, hogy portokkultirdban pollenbdl nagyszamu haploid
embrioidot, novényt tudtak felnevelni. Ezt kovetden napjainkra mar 300 ndvényfaj
fiatal pollenjébdl sikeriilt haploid kalluszt, embriot, és azokbdl ndvényeket eldallitani in
vitro androgenezis indukcié Utjan (Ouyang et al. 1973, Raghavan 1986). Az
androgenezist kivaltd indukci6 valamilyen abiotikus stressz lehet (Touraev et al. 1997),
mely a mikrospérak esetében jelenthet tobbhetes hidegkezelést, tobb napos éheztetést,

magas hémérsékleti stresszt, melynek hatdsara az eredetileg gametofitikus genetikai
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program atkapcsol az in vitro kdrnyezetben tulélést biztositd sporofitikus fejlédési
programra.

Az egysejtmagvu buza mikrospodra taptalajra oltva androgenetikus fejlddése soran in
vitro kornyezetben a sorozatos osztddassal soksejtes pollenszemmé alakul. A soksejtes
pollenbdl kozvetleniil embridgenezissel vagy kozvetve, kalluszfazison at szomatikus
embriogenezissel vagy organogenezissel regeneralhatok a haploid novények. Heszky et
al. (1986) kisérletében rizs portokkultirdban a regeneralddd névények 90%-a haploid
volt. Ezt kovetden Heszky et al. (1991) rizs fajtajelolteket allitottak elé az un.
pollenhaploid szomaklon eljarassal, melyek koziil egyet ,,Dama” néven 1992-ben
fajtaként ismertek el (Heszky és Simon-Kiss, 1992). Androgenetikus haploidokat
sikeresen allitottak eld buzanal és kukoricanal (Barnabés et al. 1987a, He et al. 1993).
Barnabas et al. (1987b) ultrastrukturalisan is tanulmanyozta a pollen embriogenezist
kukoricdnal, Szakécs et al. (1988) pedig buzanal fluorescens mikroszkopos
vizsgélatokat végzett. A Gabonatermesztési Kutatdintézetben Szegeden Pauk et al.
(1988, 1997), Kertész et al. (1991) in vitro androgenetikus tton sikeresen allitottak eld
dihaploid buza vonalakat.

Barnabas ¢és munkatarsai kolchicin kezelési modszert dolgoztak ki in vitro az
egymagvas mikrospéra haploid kromoszomaszerelvényének megduplazasara. A
modszer alkalmazéasaval buza és kukorica dihaploid ndvények gyakorisagat lehetett
novelni (Barnabés et al. 1991, Szakdcs et al. 1995, Barnabas et al. 1999).

Nagy eldrelépést jelentett a pollen-biotechnoldgiai kutatasok teriiletén, a mesterséges
kornyezetben életképes, termékenyitképes pollen eldéllitisanak megvalositasa
gabonaféléknél. Eloszor kukoricaval folytak pollenérlelési kisérletek cimerkezdemény
tenyészetekben (Heslop-Harrison 1972). A megfeleld taptalaj-osszetétel meghatarozasat
kovetden a korai cimerkezdeménybdl, a meidzist kovetden a mikrospdrakat taptalajra
oltottak, ettdl szadmitott 20. nap utdn harom magvas pollenszemek kis gyakorisaggal
voltak megfigyelheték (Polowick et al. 1981, Polowick-Greyson 1982). Kés6bb a
gyakorisdgot novelni tudtdk, de eddig még csak két genotipusndl kaptak biztatd
eredményt (Pareddy-Greyson 1985). Az in vitro tenyésztés soran az in vivo
koriilményeknek megfelelden a mikrosporogenezis és a gametogenezis lassabban
jatszodik le, de a pollen kifejlddik (Pareddy-Greyson 1985). Az in vitro
differencidlodott pollenszemek in vivo cs6 megporzasa esetén megtermékenyitoképesek
(Pareddy et al. 1987). Ez volt az els6é kozlemény, mely in vitro érlelt pollenszemekbdl

szdrmazo utodokrol adott szamot. Kiemelkedd jelentdségli lehet, ha az in vitro érett



12

pollen mélyhiitott allapotban tartositva, mint pollenbankban tarolt pollen all
rendelkezésre. A kivant iddpontban megporzasi célra, kisérleti anyagként kiilonb6zo
genetikai, biokémiai, biotechnologiai vizsgalatokra felhasznalhatjuk (Barnabas 1988a,
b).

Buza kalaszka- ¢és viragkultaraban sikeriilt kozéps6- és kései- egymagvas allapotu
mikrosporabol normal harommagvas polleneket beérlelni két tavaszi buzafajta
viragkulturaiban (Barnabas et al. 1989, 1990, 1992, Kovics et al. 1992).

Lehet6ség nyilott az in vitro pollenszelekciora (Barnabas et al. 1986) és a pollen
himivarsejtet (Dupuis et al. 1987), valamint buzabol életképes him gamétakat, melyek
rovid ideig voltak ¢életképesek (Szakacs et al. 1989). Ez a tovabbiak soran a
novényeknél is megteremtette a mesterséges megtermékenyitések feltételeit, ezaltal a
kontrollalt utodeldallitast. Az izolalt gamétdk tenyésztése ¢és mesterséges

fuzionaltatasuk jelentds fejlddést jelentett a biotechnoldgia e tertiletén.

2.1.2. A noi gametofiton kialakulasa a novényben, fejlodése in vitro kornyezetben

A gabonafélék n6i gametofiton fejlodése in vivo a kdvetkez6 modon megy végbe: a
viragban a maghdz egy magkezdeményt (ovulumot) tartalmaz, igy abban egy
szemtermés fejlédik a kettdés megtermékenyitést kovetden. A magkezdemény belsejében
levé Polygonum tipusu embriozsak kifejlddott allapotban 7 sejtes (8 sejtmagvas), a
mikropile feldl tartalmazza a haploid néi petekésziiléket, a petesejtet €és a két szinergidat
(Maheswari 1950). A kettds megtermékenyitéssel kialakul a =zigdta, ¢és az
endospermium fejléddése is megkezdddik. A néhany sejtes proembri6 allapotot kovetden
az embriofejlédés a jellemzd morfologiai stddiumokon keresztiil halad. Ezt
szovetdifferencialodas kiséri és a folyamat vége a csirdzoképes embrid. Az embrid a
sziklevélen vagy scutellumon fekszik a koleoptil altal fedett riigyecskével, és a
koleorrhiza fedte gyokdceskével (Percival 1921, Lelley et al. 1955, Dudits et al. 2000).

A makrogamétdk vagyis a néi ivarsejtek in vitro fejlddésének vizsgalata, érlelése,
tenyésztése, izolalasa, termékenyitése, a beldlik fejlodé embridk tenyésztése szintén
fontos biotechnologiai szempontbol. A vizsgalatok soran le kell kiizdeni azt a
nehézséget, hogy a gametofitikus sejtek a ndvény termdjében rendszerint szovetek altal

jol korbevéve, beagyazodva helyezkednek el.
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A viragtenyésztés a virdgkezdemények vagy virdgok izolalasat, fejlodésiik fenntartasat,
illetve befolyéasolasat jelenti taptalajon, steril, klimatizalt feltételek kozott, e teriileten
Galun et al. (1962) altal vezetett kutatasok, valamint az 1970-es évek kozepétdl Heslop-
Harrison et al. (1972), Evans et al. (1983) munkai elismerést érdemelnek. A fejletlen
viragriigyeket kipreparaltak és taptalajra helyezték. A taptalajok kidolgozédsédban Nitsch
(1951) és White (1954) értek el eredményeket. Napjainkban az alkalmazds soran
mesterségesen befolyasolni képesek példaul zoldségnovényeknél a him és ndviragok
aranyat igy novekedik a terméshozam iizemi szinten.

Az ovarium ¢és ovulum tenyésztés teriiletén elért eredmények (Maheshwari 1958)
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy faj- és nemzetségkeresztezéssel olyan hibrideket
hozzanak létre, melyek példaul az inkompatibilitds okan in vivo nem A&llithatok elo.
Reédei (1955) sikerrel alkalmazta Triticum fajkeresztezései sordn ezt a tenyésztési
modszert és gabona embridkat nevelt fel in vitro.

Az elmult néhany évben tobb laboratoriumban kidolgozésra keriilt a himivarsejtekhez
hasonléan a ndi ivarsejtek in vitro izoléalasi technikaja. Mig néhany faj esetében
lehetdség nyilt ¢€letképes spermasejtek izoldlasara (Russel 1991, Theunis et al. 1991,
Chabould et al. 1992), addig sokkal korlatozottabb volt azon fajok szdma, ahol sikertilt
petesejtet €lve izolalni (Kranz 1991, Kovacs et al. 1994, Dumas et al. 1995, Kristof et
al. 1996). A magasabbrendii ndvények gamétainak izolalasa €s az ivarsejtek in vitro
folyekony kozegben torténd fuzionaltatasa, €és ezt kovetden ndvénnyé torténd
felnevelése csupan néhany éve sikeriilt Lorz és kutatocsoportjanak, Kranz et al. (1991a,
b). Tovabbi eredményekrdl szamoltak be Kranz et al. (1993, 1994, 1995, 1996) is. Az
ELTE Novényszervezettani Tanszékén (Kristof et al. 1996, Imre et al. 1999)
kutatasokat folytattak buza, napraforgod €s Torénia ndi ivarszervébdl az embridzsakok,
illetve azt alkotd sejtcsoportok izoldlasaval, a sikeres ivarsejtfuzio feltételeinek

megteremtésére.

2.1.3. A pollen és az embriézsak kialakulasa a novényben optimalis és stressz

kornyezetben

A Triticum nemzetségbe tartozo buzafajok és fajtak nagy gazdasagi jelentdségiik mellett
agronomiai szempontbol fontos gének forrdsanak tekintheték (pl. a 7. araraticum
Jakubz. szamos betegséggel szemben ellendlld). A vad fajoknak a nemesitésben is

fontos szerepiik van, mivel a ma termesztett fajtadinknal toleransabbak szédmos
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stressztényezdvel szemben. A Triticum nemzetség harom kiilonb6z6 ploidszintl fajanak
a Triticum aestivum L., Triticum araraticum Jakubz., és a Triticum monococcum L.
gametofiton fejlodését vizsgalta kiilonb6z6 ndvénynevelési koriilményekben Barnabas
et al. (1997).

A mezdgazdasagi szempontbdl jelentds gabonafajok virdgzasbioldgidjardl, a him és néi
gametofitonok szervezddésérdl tobb szerzd kozolt mar adatokat. Féként a virdgzas
dinamikdjat, a pollen életképességét, a termd receptivitasat €s az ivaros nemzedékek
struktargjat illetéen (Obermayer 1918, Percival 1921, Randolph 1936, Gorin 1953,
Rajki 1961, Jensen 1974, You et al. 1985, Hause et al. 1987, Cass et al. 1985, Tian et al.
1992).

A pollen mérete €s a ploidszint kozotti sszefliggést vizsgaltak arpanal (Johansen et al.
1994). Megallapitottdk, hogy a pollen mérete emelkedik a ploidszint ndvekedésével.
Buzéanal 5 fajt vizsgalt Maksimov (1972). A T. aestivum, T. durum, T. spelta, T.
dicoccum, T. monococcum esetében kijelentette, hogy a genomszam ndvekedésével a
pollenszemek mérete novekszik és a mennyiség pedig csokken. A ploidszint hatdsa
mellett célszerli volt megvizsgalni a szilard fazisa in vitro gamétaérlelési mddszerben
(Barnabas et al. 1990, 1992) a genotipus szerepét (Kovacs et al. 1993). Eredményeik
szerint jelentds genotipus hatasok tapasztalhatok. Az in vitro érlelt pollenpopulécid
citologiai vizsgalatai alapjan kimutathatd csokkenés volt az életképességben €s a
mindségi jellemzékben, miszerint a viragpor populacidk homogenitasa eltlint. A
vizsgélt  genotipusok  elegendd  szadmu  viragport termeltek a  sikeres
megtermékenyitéshez, mégis a szemkotés alacsony volt. Az in vitro tenyésztés
stresszkoriilményei valoszinlileg negativan befolydsoltak a ndéi  gametofitonok
fejlodését, és feltehetden komoly szelekcids nyomds nehezedett a ndi ivarra is. Mindez
részben a ndi ivarszerv milkodési zavaraira utalt. Az igy fejlodott szemek normalis
felépitést mutattak, tobbségiikben kicsirdztak taptalajon annak ellenére, hogy a szemek
Osszezsugorodtak a szaradas utan, mivel az endospermium nem telitddott teljesen.
Wardlaw et al. (1989a, b) buzan végeztek vizsgalatokat széleskorii foldrajzi €s genetikai
hattérrel, mely soran 66 fajtan a hostressz indukalta szemkotésben és szemtelitodésben
megnyilvanulod valtozasokat figyeltek meg. A hdstresszt (30/25°C) a fejlédés harom
idépontjaban alkalmaztdk: a zaszloslevél kifejlettségekor, az antézis idején
(pollenkiszorodas, megtermékenyiilés), szemnovekedés soran (hat nappal az antézis
utan). A széles genetikai variaciét mutaté fajtaszortimentben  30-35%-o0s

szemsulycsokkenést tapasztaltak a magas hdmérséklet hatasaként a 18/13°C-os kontroll
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novényekhez viszonyitva. Berzy et al. (1998) kukoricaval végzett fitotroni
modellkisérletiikben azt allapitottak meg, hogy a kukorica virdgzasakor alkalmazott ho-
€s szarazsagstresszre a vizsgalt genotipusok valaszreakcioja eltérd, a rdvidebb
tenyészidejliecknél a himvirdgzas idészaka tiz nappal, a ndviragzas hat nappal, mig a
hosszabb tenyészidejlicknél 13, ill. 10 nappal rovidiilt le. A gametofitonok fejlédési
allapotara, id6beli lefolyasara és az egyes allapotok id6tartamara az abiotikus kornyezeti
tényezOk (foként a homérséklet) mellett a genotipusnak is hatasa van Pope (1943),
Bennett et al. (1972).

A kornyezeti kolcsonhatasok egyiittes értékelésérdl ad szamot kukorica termesztési
kisérletében Nagy (1995). Kutatdsi eredményei igazoltdk, hogy a termesztési tényezok
(talaymtivelés, mitragyazas, ontdzés, ndvényszam) hatasai nem fliggetlenek egymastol.
Bizonyitottak, hogy az 6nt6zés x mitragya €s a novényszam x miutragya kolcsonhatas
pozitiv, ezért a termesztési szinvonal megvalasztdsakor vagy megvaltoztatasakor
mindhdrom tényezdt egyszerre kell valtoztatni. A pozitiv kolcsonhatast tényezok
egylittes valtoztatasa termésndvekedést eredményezett. Kimutattadk, hogy az egyes
novénytermesztési tényezOk a termésndvekedéshez a kovetkezd ardnyban jarultak
hozza: mitragyazas 48%, ontdozés 28%, talajmiivelés 18%, és a ndvényszam 6%. A
hémérsékletnek kiilondsen a buza fertilizaciojat befolyasold hatdsat allapitotta meg
Hoshikawa (1960) eltérd nitrogénszintek alkalmazéasa mellett.

Az in vitro fertilizacios kutatdsokkal (Kranz et al. 1991, 1992, Kovéacs et al. 1995)
kapcsolatosan is felmeriilt az igény a him ¢és ndi gametofiton fejlédési
szinkronviszonyainak  tanulméanyozéasara kiilonb6z6 Triticum fajoknal, eltérd
kornyezetben, tekintettel arra, hogyan lehet idében biztositani az érett termékenyitésre
¢és megtermékenyiilésre képes fuziogén ivarsejteket. Bennett (1973) részletesen
vizsgalta a sejtek fejlodését az antéran és az embridzsdkon belill 7. aestivum L. var.
Chinese Spring tavaszi buzafajtaban.

A him ¢és ndviragzas szinkronizacidjanak gyakorlati fontossdga nyilvanul meg a
szantofoldi vetdmagtermesztésben (Berzy et al. 1994a, b, 1998), amikor is az apasorok
himviragzasidejének, valamint az anyasorok ndéviragzéasidejének megegyezése esetén
érnek el kivalo biologiai értékii és megfeleld mennyiségli hibridkukorica-vetémagot.

A megtermékenyités utan a zigota és néhany sejtes proembrid izolalasat végezték el
sikeresen arpanal ¢és buzanal (Topfer et al. 1985, Comeau et al. 1992). Kukorica
megtermékenyitett embridzsakjabol (Mol et al. 1993) valtozatos méretii és formaju

embriokat izolaltak két hét utdn, melyeket hormonmentes taptalajra helyeztek.
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Tovéabbiakban nagyszamli embriondl organogenezist figyeltek meg, de a legtobb
embrionak csak gyokere képzddott és csupan kis szdmu embriobol regeneralodott
novény. Az eredményes tenyésztési modszer nem csak az un. ’embryo rescue’
munkdkra és a fejlodés tanulméanyozasara kitlind, de genetikai manipulacidk végzésére
is (Neuhaus et al. 1991). A buza és az arpa intergenerikus hibridjeinek eléallitasakor
(Molnar-Lang et al. 1994) megallapitja, hogy az embrié mérete a hdmérséklet mellett
szintén nagymértékben befolyasolja a sikeres csirdzast. Az 1,5 mm hosszisagu, arpa x
blza ¢és az 1,0 mm hosszsagu, buza x arpa keresztezésbol 1étrej6tt embriok bizonyultak
sikeresnek. A legkisebb embrié mérete 0,57 mm, arpa x buza valamint 0,51 mm, baza x

arpa volt, melybdl ndvényt neveltek fel.

2.2. A buza embridzsiakjanak és a petesejt érésének, szerkezetének citologiai és

ultrastrukturalis vizsgalata

A magasabb rendii novényekre jellemz0 megtermékenyitési forma a kettds
megtermékenyités, ahol a pollentdomldn keresztiil az embridzsadkba jutd spermasejtek a
petesejttel, illetve a kozponti sejttel torténd fuzidjaként létrejon az embrid és az
endospermium. Ezt a megtermékenyitési modot Nawaschin (1989) elsdként irta le,
Russel (1992) kihaszndlva a mikroszkopi technikék fejlédését tovabbi vizsgalatokat
folytatott. Szintén mérfoldkdnek tekinthetd a transzmisszios elektronmikroszkop
alkalmazéasa a virdgos ndvények embriogenezisének tanulméanyozdsidban az 1960-as
évek kezdetén Jensen et al. (1968, 1970, 1973, 1974) vizsgalatai soran bizonyossa valt
az, hogy nem generativ sejtmagokrol, hanem sejtekrdl van sz6 és a spermasejtek is
valodi sejtek. Megfigyeltek azt is, hogy a generativ sejtek osztodasat kovetden a
himivarsejtek kialakuldsuk utan egyiitt maradnak. Jensen et al. (1973, 1974) kimutatta,
hogy a petesejtet in vivo koriilfogd két szinergida funkcionalis sejt, melyeknek a
megtermékenyités sordn van Iényeges szereplik, ez az az egység, amelyet
»petekésziilék”-nek neveznek. A transzmisszios elektronmikroszképos technikara
épiild, valamint a modern komputer technika és programok segitségével eldallitott
térbeli rekonstrukciok vezettek a ,,megtermékenyitd egység” (male germ unit)
koncepcidjanak megalkotasahoz, amely a spermasejteket és a vegetativ magot, az
ivarsejt transzportot, a sejtfelismerést €s fuziot lehetdvé tevo egységnek tekinti (Dumas

et al. 1984, Mogensen 1992, Russel 1992).
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Azaltal, hogy a spermasejtek bizonyos fajokban dimorfizmust mutatnak, nyilvanvaloéva
valt a tovabbi kutatdsok sordn, hogy a kettés megtermékenyités nem véletlenszerlien
megy végbe (Hoshikawa 1959, Jensen et al. 1967, Mogensen 1982), vagyis minden
himivarsejt a petesejttel €s a kozponti sejttel torténd fuzidja eldzetesen determinalt
(Russel 1985). A kettés megtermékenyités ugyan megfeleld lehetdségeket teremt az
ivarsejt kolcsonhatdsok ¢és kontrollmechanizmusok tanulmanyozasara, specidlis, az
allatvilagban, illetve a nem viragos novényekben nem tapasztalhatd problémakat vet fel,
mivel a n6i ivarsejt hozzaférhetetlensége jelentds akadalya a fiziologiai, molekularis és
experimentalis kutatdsoknak. Az elmult néhany évben tobb laboratérium is kidolgozott
modszereket a ndi és himivarsejtek megfeleld mennyiségben torténd izolalasara. A
himivarsejtekhez képest korlatozottabb volt azoknak a fajoknak a szdma, ahol sikertilt
petesejteket €lve izolalni. ElsOként sikeriilt az embridzsak izolalds enzimes sejtfalbontés
modszerével dohanynal, napraforgonal (Hu et al. 1985, Zhou et al. 1985). Hasonlo
technikat fejlesztettek ki petesejt és szinergidak izolalasara Torenia esetén Mol (1986),
liliomnal az embridzsak sejtjeire Wagner et al. (1989.a), Plumbago estében Huang et al.
(1989), kukoricandl Wagner (1989.b). Ezt a modszert (enzimes sejtfalbontast)
kombindlva a mikromanipulécios technikéval, kukoricdnal Kranz et al. (1991), rozsnal
Van der Maas et al. (1993), buzanal Kovacs et al. (1994), arpanal Holm et al. (1994)
alkalmazott. A Torenia morfoldgiai adottsdgai révén kivald donornak bizonyult és
sikeresen izolalhato beldle a petesejt és az embridzsakban 1€vo tobbi sejt (Kristof et al.
1996).

A buza érett embridzsdkja Polygonum tipust (Maheshwari 1950), mely a petesejtbdl
(petesejt és a két szinergida) a mikropile feldli pdluson, a kdzponti sejtbdl €s a kalazalis
poluson elhelyezkedd 20-30 ellenlabas sejtbdl all (Bennett et al. 1973). Mivel a petesejt,
illetve az embriozsadk tobbi sejtjeinek ultrastrukturdlis felépitése befolyassal lehet a
zigota, illetve a proembrid fejlédés specifikus lefolydsara, ezért fontos ismerniink a néi
gametofiton sejtjeinek ultrastrukturdjat: sejtmagok €és a vakudlumok helyét, szamat,
valamint a sejtszervecskek eloszlasat, struktirdjat, tovabba a sejteket koriilvevo sejtfal
kiterjedését, annak mértékét (Russel 1979, Xi et al. 1983, Cass et al. 1985, You et al.
1985, Haig 1990, Huang et al. 1992, Naumova et al. 1998). A kettds megtermékenyités
alapjan az embridzsakba behatold pollentdomld felnyildsa’ okozza a szinergidak tovabbi
valtozasokon mentek keresztiil. Abban a szinergidaban, amelybe a pollentdmlé behatolt,

a pollentomld felnyildsa utan is véltozdsok zajlanak, mig a masik szinergiddban a
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“felnyilast’ kovetéen nem megy végbe nagymértékii morfoldgiai valtozas (Batygina
1974). Mintegy 30 perccel a megporzéast kovetden (20-25 °C-on) megfigyelhetd
valtozas a spermasejtmag a pete-, valamint a kdzponti sejt citoplazméjaban (You et al.
1985). A megporzas utdn 60 perccel megtorténik a him- €s a ndi ivarsejt magjainak
kontaktusa, mikozben a masik spermasejt a kdzponti sejt egyik sejtmagjaval fuzional. A
60-as évektdl kezdédéen nagyszdmu publikacié foglalkozik a mikro- és a
megagametogenezis ultrastruktarajaval, hisztokémidjaval és fejlodésével, valamint a
gametogenezis €s a kettds megtermékenyités kovetkeztében 1étrejové embrid €s az
endospermium fejlédésével (Cass 1970, Zhu 1980). Ugyanakkor a megagametofiton és
a megtermékenyités ultrastruktirajanak részletes vizsgalatat csak a 80-as évek derekan

megjelend fejlett mikroszkopiai és mikrotechnikai eszk6zok tették lehetdve.
® A petesejt szerkezete

A petesejt hosszanti metszetét tekintve in situ korte alakil. A kalazalis részének
sz¢élessége nagyobb, mint a mikropile felé esd. Az érett buzapetesejt ,,in planta”
mintegy 70 pum hosszu és 50 pum széles a kalazalis végénél. A petesejt magja a sejt
kozepén lokalizalt, benne egy sejtmagvacska taldlhatd (You et al. 1985). Osztodaskor a
nukleolusz eltiinik, elektronmikroszkdposan két jol elkiilonithetd régidja van. A
granularis régid a magvacska periférialis részén helyezkedik el, ezek lehetnek a
riboszomak prekurzorai. A fibrillaris régié a ribonukleoproteineket tartalmazza, és
ezekbdl alakul ki a granularis régid. A sejtmag koriil van a citoplazma donté hanyada.
Nagyszamu mitokondrium ¢és plasztisz talalhatdé a perinuklearis és mikropilaris
citoplazmaban, mig eltérd méretii vakudlumok a sejt periféridjan talalhatok nagy
szdmban. A mitokondriumok belsd felépitése viszonylag egyszerli, benne kevés szamu
tilakoidmembran taladlhat6. A plasztiszok szdma kisebb a mitokondriumokéhoz
viszonyitva, azok vagy szétszortan, vagy csoportokban talalhatok a citoplazmaban és
altalaban amiloplasztiszok, egy keményitdszemcsét tartalmaznak. A plasztiszokrol
elmondhato, hogy kettds membrannal koriilvett organellumok, csak a ndovényi valodi
magvas sejtekben fordulnak eld. Az endoplazmatikus retikulum kevéssé szembetiind,
csakugy, mint a diktioszomak. A petesejtben fellelhetdé diktioszomak altalaban a
szinergidakhoz kozel eso citoplazma régiokban voltak megfigyelhetok. A nagyszamu
riboszomak vagy az endoplazmatikus retikulumhoz koétotten, vagy a citoplazmaban
szabadon fordulnak eld viszonylag egyenletes eloszlasban. A mikropile feldli régioban a

petesejt, a segitdsejtek, a kozponti sejt kozotti kozos feliileten sejtfal talalhatod, mig a
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kalazalis poluson sejtfal nincs, a sejtek plazmamembranon keresztiil vannak
kapcsolatban (You €s Jensen 1985, Van Lammeren 1986, Wagner et al. 1988, Faure et
al. 1992, Mogensen et al. 1979, Cao és Russel 1997).

® A petesejt izolalasa, szelekcioja, polaritdsa

A ndi ivarsejtek kinyeréséhez elengedhetetlentiil sziikséges az embridzsak ovulumon
beliili elhelyezkedésének ismerete. Mig az intakt embriozsak, illetve spermasejt
kinyerési moddszerek sok novényfaj esetében rutinszeriien alkalmazott eljarasokka
valtak, megfeleld mennyiségl életképes petesejtek kinyerése csak néhany faj esetében
megoldott pl. Triticum aestivum L. Kovdcs et al. (1994), Hordeum vulgare L. Holm et
al. (1994), Mauritzen et al. (1995), Plumbago zeylanica Huang és Russel (1989), Lolium
perenne L. Van der Maas et al. (1993), Zea mays L. Kranz et al. (1991). A ndéi ivarsejt
kinyerésének két alternativaja van, az egyik mechanikai megkozelitést, és mikrotiik
emlitett mechanikai eljaras kombinalasaval torténik.

A petesejt €s az in vitro zigdtak polaritasdnak kérdése a vizsgalatok soran felvetddott. A
petesejt-citoplazma  egyenldtlen  eloszlasabol  adoddan,  feltehetden  mintegy
kovetkezmény a zigotanal a tulajdonképpeni embrio €s a szuszpenzor elkiiloniiléséhez
vezetd polaritds (Sheridan et al. 1987, 1993). Ez a polarizaltsag a megtermékenyitést
kovetden is megfigyelhetd. A kisérletek tantisaga szerint a kukorica petesejtek és a
fuzios produktumok koriil kiépiilé sejtfal kialakuldsa is egy kitlintetett polusrol veszi
kezdetét. Ez ismét hasonlatos az in vivo szitudciora, ahol a sejtfal a petesejtet csak
részlegesen fedi (You et al. 1985). Feltételezéseink alapjan az izolalt petesejt megdrzi

polarizaciojat tenyésztésbe vonasat kdvetden, ez iranyban tovabbi vizsgalatok folynak.

2.3. A kukorica mikrosporak embriogenezise

crer

létrehozasara, amelyek aszimmetrikus osztodas kovetkeztében jonnek Iétre a
differenciaci6  soran.  Ugyanakkor  mikrosporabdl — bizonyos  stresszvalasz
kovetkezményeképpen sporofitikus fejléddési utvonal is kivalthatd, amit alternativ
sporofitikus fejlédési utvonalnak tekinthetiink. Ennek eredményeként egy haploid
novény johet 1étre embriogenetikus uton mikrosporabol (Heberle-Bors 1985, 1989,

Raghavan 1986, Vicente et al. 1991, Reinolds 1997).
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A dihaploid ndvények létrehozésa portokkultirdbdl mar szdmos ndvénynemesitési
program rutin feladata kozé tartozik (Raghavan, 1986). Az antérakulturdkat egyre
sz¢lesebb korben az izoldlt mikrospérakbol, ill. pollenkultarakbol szarmazo
novényregeneracidés rendszer valtja fel, mintegy alternativ megkozelitési modként
(Benito-Moreno et al. 1988, Pechan et al. 1988, Emons et al. 1991, Hoekstra et al. 1993,
Touraev et al. 1996a, b). Mind az antéra,- mind pedig a mikrospdrakultardk esetében
nagyszamu eltérd kezeléseknek teszik ki a mikrospordkat, ill. az antérdkat olyan
koriilményeket biztositva, amelyek a kiilonb6zd stresszen keresztiil biztositjak az
androgenetikus fejlédés indukcidjat (Raghavan 1986, Touraev et al. 1996¢). Szdmos
molekularis biologiai megkozelités all rendelkezésre, és ezek mindegyike a DNS
szintézist, az ugynevezett hdsokkfehérjék lokalizacidjat és szintézisének vizsgalatat
célozza meg, amelyek a pollen embriogenezis sordn indukalodnak a stresszre adott
valaszreakcioként (Binarova et al. 1993, Cordewener et al. 1995, Binarova et al. 1997).
Az ubiquitinben, ill. ubiquitin-fehérje konjugadtumokban el6éforduld valtozasok,
valamint ezen fehérjék megfeleld mRNS molekuldiban bekdvetkezd valtozasok
nyomonkovetése sok project célja kozott szerepelt az elmult években. Ezen kutatasok
legfontosabb kozponti témdja az ubiquitin ndvényi sejtciklusban, a sejtciklus
szabalyozasaban (Kampen et al. 1996), valamint a ndvényi 6regedésben ¢€s a stresszre
adott novényi valaszban betoltott szerepe volt (Belknap et al. 1996). A kukorica pollen
érése soran fejlddéstanilag szabalyozottan fellépd szabad ubiquitin €s az ubiquitinhez
kotott fehérjék mennyiségének csokkenését, ill. elvesztését vizsgalta Callis et al. (1994).
Legjobb tudomasunk szerint azonban mind a mai napig nem 4all rendelkezésre olyan
kozlemény, amelynek céljai kozott szerepelne az ubiquitin lokalizacidja és az
ubiquitinhez kotott fehérjek kimutatdsa az androgenezis sordn. A mikrosporaboal, ill. a
pollenbdl kiindulé embriogenezis egy jelentOs stresszindukalta valaszként foghato fel,
ami a sejtciklusba vald wjra belépést jelenti egy sejtbe, ahol mar elindult egyfajta
differencialodas. Kovetkezésképpen ezek a folyamatok sziikségszerlien maguk utan
vonjak a sejtciklus kontrolljanak megvaltozasat, beleértve az ubiquitin kozvetett
szerepét a fehérje degradacids folyamatban is.

Célok kozott szerepelt, hogy mikrospdra embriogenitast mutatd kukorica genotipusban
vizsgaljuk azokat a valtozasokat, amelyek érintik az ubiquitin ill. az ubiquitinhez kotott
fehérjék mennyiségét az indukcié soran. Ehhez immunocitokémiai vizsgalatot
alkalmaztunk. A kiilonb6z6 androgenetikus ut eléforduldsa esetén, valamint amikor

nagy a variabilitds egy antéra kultaraban, akkor a biokémiai ¢és molekularis
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megkozelitések kevésbé eredményesek. Végezetiil egy modellt allitottunk fol az
ubiquitin kozvetitette degradacios utvonal, ill. az ubiquitin pollen sejtciklusban,

valamint az ubiquitin androgenezis indukcidjaban betoltott szerepére.

24. In vitro kornyezet hatasa a gametofitonok normalis fejlodésére és

funkcioképességére

A klasszikus ndvénynemesitésben a magasabbrendi névények virdgainak bibéjére
kivalasztott ndvényegyedek pollenjét juttatjuk, hogy gazdasagi jelentdséggel bird Uj
genetikai kombinacidkat hozzunk 1étre. Ezek eldallitdsa hagyomanyos moédszerekkel
sok 1d6t vesz igénybe, kiilondsen a hosszu ¢€letciklusti novényfajok esetében. Az eljaras
komoly akadalya, hogy bizonyos esetekben szdmolni kell az inkompatibilitas
fellépésével, igy, mint a fajok kozotti inkompatibilitassal, illetve bizonyos csaladjainal
eléforduld jelenséggel, amikor az Onbeporzaskor 1ép fel Osszeférhetetlenség Lewis
(1949), Bateman (1952), Brewbaker (1957), Heslop-Harrison (1975). Buzaval (T.
monococcum) €s arpaval végzett onbeporzasokat Larsen et al. (1973) és vizsgalta a
kompatibilitas, inkompatibilitas kérdését. Keresztezési inkompatibilitast vizsgalt Zhang
et al. (1982) Aegilops és T. aestivum esetében. Kenyérbuza és diploid-, tetraploid rozs-
keresztezésnél fellépd Osszeférhetetlenséget talalt Gordey et al. (1983). Kenyérbuza ¢és
tritikalé keresztezési nehézségeirdl ad szdmot Neumann et al. (1983). Harom termesztett
arpafajta keresztezésen Pickering (1984) tanulméanyozta az inkompatibilitast. Mindez
sziikségessé tette alternativ megkozelitési modok bevezetését. Ezek tobbnyire mas
novényfajokbol izolalt egy gén bevitelére épiild rendszerek, mas esetekben eredményes
eljaras lehet eltérd genomdsszetételli sporofitikus protoplasztok fuzidja. Novénnyé
torténd regeneralasa ezen sejteknek meglehetdsen nehézkes, foként a gabonafélék
esetében. Ezért igéretes eljarasként tartjuk szamon gametofitikus eredetli sejtek és
kiilonosképpen ivarsejtek felhasznalasat, alapozva azok természetes fuzidképességére €s
arra a tényre, hogy a beldliik keletkezd zigbta ndvénnyé regeneralhat6. Ezek a
technikak: izolalt embridzsakok, ill. petesejtek in vitro fertilizacidja és az in vitro
létrehozott zigotak novénnyé regenerdlasa. Az in vitro fuzid viszonylag konnyen
megvalosithato elektrofuzioval. Mivel az elektrofiizio egyszerli elektrofizikai
torvényszertiségeken alapul, technikailag ugyan kivitelezhetd kiillonboz6 eredetii
ivarsejtek fuzidja, de a mesterséges flzids termékbdl torténd ndvényregeneraldsi

kisérletek sok esetben nehézségekbe iitkoznek. Igy a technika gyakorlati téren vald
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alkalmazhatdsdga a mesterséges zigotak fertilis, fenotipusosan szabalyos novénnyé
regeneralasa tiinik a sziik keresztmetszetnek és kivan tovabbi kidolgozast.

Izolalt embriozsakok tenyésztése normalis embridgenezishez vezetett (Campenot et al.
1992, Mol et al. 1993, 1995) ellentétben azzal az esettel, amikor az embridzsakbol
kiemelt zigotdk novénnyé nevelése volt a cél.

Az in vitro f0zids technika alkalmazédsanak segitségével az inkompatibilitdsi faktor
(sporofitikus inkompatibilitas) kikiiszobolhetd, 1) lehetdségeket nyit a gyakorlati
ndvénynemesitésben, és a transzformacids kisérletekben. Amennyiben nem csak a
sporofitikus inkompatibilitds miatt nem torténik meg az ivarsejtek fuzidja, hanem
ivarsejt szintli inkompatibilitassal is szamolnunk kell, akkor a mikroinjekcios technikak
lehetnek segitségiinkre. A sikeres ivarsejt fuzids kisérletek kritikus lépése fertilis

hibridek felnevelése in vitro tenyészetekben (Dumas et al. 1995).

2.5. A sz010 viraganak fejléodésdinamikaja

2.5.1. Szolotermesztés és nemesités fobb allomasai

A magyar szOl6termesztés kialakuldsa régi id6kre vezethetd vissza. A honfoglalo és
leteleped6 magyarsag a szOl0termesztés mesterségét az itt €16 régi foldmiiveld népektol,
majd a nyugati hittéritd papoktél megtanulta és a vilag egyik hires és jelentds
szOl6termesztd és bortermeld orszagat teremtette meg (Kozma 1966). A XIL.-XIIL
szazadbeli oklevelek szerint a magyar bor fontos arucikk volt. Hiresek voltak a szerémi,
szekszardi és Balaton melléki borok, de az oklevelek az orszdg minden részérdl emlitik
a szOlomiivelést (Herczegh 1895). A tokaji bor vilaghire csak a XVI. szdzadban
kezdédik. A torok hodoltsdg idején a bortermelésben erds hanyatlds, majd ismét
fellendiilés kovetkezik, bar az osztrak vampolitika stilyosan érinti. A XIX. szdzadban a
filoxéria vész 1ép fel. A pusztitdsa 1885-t61 valik erdsen érezhetdvé, és ehhez jarult
1891-t6l a peronoszpora karositasa, minek kovetkeztében a szOldteriilet 1885-hoz
képest 1894-re 60%-a lett, a termésmennyiség csokkenése pedig 75%-os volt. 1888-ban
Ujratelepités indult meg. A masodik vilaghdbori utdni hanyatlast a 1956-ban elért
mélypont jelentette. Azt kovetden megindult az ujratelepités, rekonstrukcio, és
fokozatos attérés a nagyilizemi szolémuivelésre (Hegediis et al. 1966).

A hazai szélonemesités kiizdelmes, de ugyanakkor eredményes multra tekinthet vissza

¢s igéretes jOVO elé néz. A céltudatos széldnemesités a XIX. szdzad 80-as éveire tehetd
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¢s Mathiasz Jozsef, Mathidsz Janos munkdssdgaval kezdddott. Szdzadunk elejére
Horvéth Antal és Krasznai Miklds, az els6 vilaghabort utani iddszakra a Kossuth-dijas
Kocsis Pal tevékenysége esik. Emlitésre méltdo Sziics J. szentendrei, Abraham B.
kecskeméti nemesité eredménye. A Szodlészeti Kutatdé Intézet és a Kertészeti €s
Szolészeti Foiskola Szolészeti és Nemesitési Tanszékének tobb munkatarsa: Bird K.,
Darnay E., Erés J., Szegedi S., Kirdly F., Kozma P., Németh M. nevéhez flizddik siker.
Az alanyfajtak nemesitésében elismerésre mélto €s a vilagszerte ismert fajtakat eléallito
Teleki Zsigmond, Szildgyi J., Csizmazia J., Kozma P. az 0 hibridek megalkot6éi. A
rezisztencia-nemesités kapcsan foglalkoznak hidegtiird, peronoszpora- és lisztharmat
ellendlld hibridek eldallitasaval: Tamdssy I., Koleda I., Csizmazia J. (Hegediis et al.

1966). Bakonyi Karolyt napjaink nemesitdi koziil emlitve.

2.5.2. A szélonemesités uj technikai

Guha ¢és Maheswari (1964) felfedezése Ota, miszerint in vitro androgenezissel
mikrosporabol (antéra vagy izolalt mikrospora kultirdban) haploid ndvények allithatok
eld, egyre tobb novényfaj esetében sikeriilt haploid, illetve homozigdta dihaploid
novények eldallitasa (Veilleux 1994). Tobb gazdasagilag fontos faj esetében termesztett
fajtakat allitottak eld, és a haploid technikak alkalmazisa nagyszamu egyszikii €s
kétsziki fajnemesitési mdodszertananak integrans része lett. Heszky et al. (1986, 1991,
1992) nevéhez fiizédik a rizs antérakultirabol eldéllitott vonalak és az allamilag
elismert ,,Dama” fajta. Kovacs et al. (1993) klasszikus extenziv magyar buzafajtdk
androgenezisét vizsgalta antérakultirdban. Hexaploid 8szi buza és tritikalé in vitro
androgenezis kutatdsban, haploid eldallitasba értek el eredményeket a martonvasari
kutatok Karsai et al.(1993, 1994, 1998), Bed6 et al. (1992, 1993, 1996) tovabba
Szegeden Kertész et al. (1991), Pauk et al. (1988, 1997). A haploid technikak
nemesitési felhasznalasanak jelentdsége foként egynyari, lagyszart fajok, kiilondsen a
heter6zisnemesités esetében, ahol a dihaploidok (DH) eldallitasa jelentdsen csokkenti a
homozigoéta genotipusok eldallitasahoz sziikséges idétartamot. A homozigdta allapot
nagymértékben megkdnnyiti a recessziv gének azonositasat, jellemzését és nemesitési
felhasznalasat. A kapott DH vonalak kombinaldédd képessége gyorsan tesztelhetd, és
megfeleld vonal (genotipus) szelekcié utan a keresztezési kombinacidkban jelentds
heterdzishatas realizadlhat6. Azon fajok esetében, melyeket a termesztés szamara

vegetativ Uton szaporitunk (amilyen a sz616 is), a haploid technikak alkalmazésa szintén



24

elényt jelent, hiszen a keresztezés utan kapott heterdzis a klonokban folyamatosan
fenntarthat6. Bar a fasszaru ndvények tobbsége rekalcitrans in vitro tenyészetekben, az
utobbi  években jelentds fejlédés tapasztalhatdo a fontosabb gyilimodlcsfajok
haploidindukcioja teriiletén. Tobb laboratorium szdmol be sikeres antérakultirarol alma
(Hofer et al. 1990, 1994), cseresznye (Hoefer et al. 1990), szilva (Ruzic et al. 1997),
Oszibarack (Todorovic et al. 1992) esetében, ¢és e fajokra a megfeleld modszerek
elérhetdk.

Mas fajokkal Osszevetve viszonylag nehezebbnek tlinik e technikdk alkalmazéasa a
sz6l6nél, de a szakirodalmi adatok alapjan ennek is megvan a lehetdsége. A moddszer
szO6l0re torténd adaptalasat a kovetkezok indokoljak:

1. a modszerrel eldallitott homozigdta egyedek keresztezésekben valo
felhasznalasa esetén er0s heterozishatassal szamolhatunk,

2. a rezisztenciara torténd nemesités szamara stabil rezisztencia donor vonalak
eléallitasa valik lehetové,

3. a transzformacidval eldallitott egyedekbdl az 1j tulajdonsdgot stabilan
magaban hordozo €s azt biztonsagosan tovabborokitd vonal nyerhetd,

4. homozigdta alapanyag biztositasa a legfrissebb genetikai modszerek (RAPD,
mikroszatellit mdédszer, QTL) szaméara, melyek segitségével a hagyoményos
nemesités hatékonyabba tehetd.

Sz6l6ben minddssze egy publikacid szamol be ez idaig haploid ndvények eldallitasarol
antérakultura segitségével (Zou et al. 1981). Haploid kalluszvonalat ugyan tobb
kutatohelyen sikeriilt eldallitani (Gresshoff et al. 1974, Kim et al. 1981, Cersosimo
1986), de sem embridt, sem teljes ndvényt nem tudtak regenerdlni. Az elsd novényt
Rajasekaran et al.(1979) éllitotta eld antérakultira segitségével. Azota szamtalan
kutatocsoportnak sikeriilt teljes novény felnevelése, de a genetikai, morfologiai,
izoenzim vizsgalatok alapjan mind szomatikus eredetlinek bizonyult (Holl6 et al. 1997
Zhang et al. 1997, Salunkhe et al. 1999).

A ndi ivarszervekben talalhatdé makrogametofiton haploid sejtjeit joval kevesebben
probaltak dihaploid novények eldallitasara felhasznalni. Ebben nyilvanvaléan szerepet
jatszik az egy viragon beliil taldlhatdé magkezdemények alacsony szama, a fejlettségi
allapot nehéz meghatarozhatosaga ¢és bonyolult izolalasuk is. Ennek ellenére érdemes
megprobalni olyan fajoknal, mint a sz616, ahol az antéra vagy mikrospora kultara nem

mukodoképes.
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A sz6lévirag morfologiai vizsgalatdit mar a mult szdzad végén kezdték el hazdnkban
(Rathay 1889). Az els6 részletes anatomiai feltarast Berlese (1892) végezte el. Azota
sok kutatohelyen vizsgaltdk a viragrészek, igy a magkezdemény kialakulasat is.
Vizsgalataik alapjan az aldbbiakat tudjuk a sz616 magkezdeményérol.

Normaélis himnds virdg esetében a nucellust a 4-5 rétegii kiilso és a 3 sejtrétegli belsd
integumentum takarja. A magkezdemények a maghdz belseje felé fordult oldaldn a
funiculus 6sszendtt a kiilsd integumentummal és raphét alkot. A nucellus mikropilaris
végén konnyen felismerhetd a legyezd alaku, szabalyos, jol festddd sejtsorokbol
felépiild nucellaris sapka, amely az embridzsdkot hatdrolja. Az embridzsak
kialakulasanal a makrospora—anyasejt 3-4 sejtre osztodik, amelybdl a kalaza felé esd
sejt marad meg. A megmaradt, €l6 sejt tovabb osztodik, és létrehozza a 8 magvas
embridzsakot. A 8 magbol 3 kialakitja az embridzsak mikropilaris végén a
petekésziiléket (1 petesejt €s 2 szinergida), 2 mag dsszeolvadéasaval kialakul a kdzponti
mag, mig a kalaza felé esd részén a 3 magbol lesz a 3 antipodasejt, amelyek virdgzaskor
mar nem taldlhatok meg (Hegediis et al. 1966).

Szovettenyésztési célokra a megtermékenyitetlen petesejtet tartalmazd ovariumot és
ovulumot hasznaltdk szomatikus embriogenezis indukéldsira (Mullins et al. 1976),
illetve a magvatlan sz616fajtak nemesitése soran a magvatlan x magvatlan keresztezések
lebonyolitasara az un. in ovulo embrid kultara vagy ,.,embrid-rescue” modszernél a
megtermékenyitett petesejtbdl kialakuld embriot a magkezdemény egyéb szoveteibe
agyazva (Bouquet et al. 1989).

Ujabb vizsgalatok szerint a haploid allapot természetes koriilmények kozott is
megfigyelhetd. Eder (1992) poliembriogenikus magoncokat vizsgalt, és kisérletei soran
2 haploid novényt is talalt. Ez az eredmény is azt mutatja, hogy a ndé1 gametofiton is
lehet kiindulopontja partenogenetikus haploid produkcionak.

Haploid/dihaploid névényeknek a makrogametofiton sejtjeibdl torténd indukcidjahoz
sok egyéb tényezd mellett elengedhetetlen az embridzsak fejlettségi allapotanak
meghatarozasa €s az optimalis fejlettségi allapot elérése. Ezért fontos egy kozvetett

értékelési modszer a megfeleld fejlettségi allapot meghatarozasara.
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3. A VIZSGALATOK ANYAGA ES MODSZERE

3.1. AZ ELTERO KORNYEZETBEN FEJLODOTT HIM ES NOI
GAMETOFITON JELLEMZESE ES A FEJLODES SORAN VEGBEMENT
VALTOZASOK MORFOLOGIAL, ULTRASTRUKTURALIS
VIZSGALATA

A kisérleteket, vizsgalatokat a Magyar Tudoméanyos Akadémia Mezdgazdasagi
Kutatdintézetben Martonvasaron végeztiik.

Az egylittmiikddésben végzett munkak:

Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kozpont, Go6dolld, buza elektronmikroszkopia;
Departmento de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de Plantas, Estacion
Experimental de Zaidin, CSIC. Granada, Spain, kukorica mikrospdra embriogenezis
fény- és elektronmikroszkopia;

FVM Szolészeti és Bordszati Kutatdintézete, Eger, sz6ldvirag mintavétel, pollen

fénymikroszkopia.

3.2. A vizsgalatokban felhasznalt novények

e Az eltérd genomdsszetételll és ploidszintli biiza him és ndi gametofiton in planta és in
vitro fejlédésének Osszehasonlitod vizsgalatdhoz az alabbi Triticum fajokat hasznaltuk:
Triticum aestivum L. cv. Mv 15 (AABBDD) (2n=6x=42)

Triticum araraticum Jakubz. (AAGG) (2n=4x=28)

Triticum monococcum L. (AA) (2n=2x=14).

e A buza petesejt finom szerkezetét, méretvaltozasait és morfologiai sajatossagait a
Siete Cerros €s a Chinese Spring tavaszi buzafajtdkon tanulmanyoztuk.
oAz érett pollenszemek méreteinek analiziséhez a Chinese Spring tavaszi buzafajtat

hasznaltuk.

oAz eltéré ploidszinti buzafajok embriofejlodésének Osszehasonlitdsat a Triticum
aestivum L. cv. Mv 15 (AABBDD) (2n=6x=42), Triticum araraticum Jakubz. (AAGGQG)
(2n=4x=28), Triticum monococcum L. (AA) (2n=2x=14), névényeken végeztiik.

e A kukorica in vitro androgenezis folyamatat a nagy haploidindukciés gyakorisagot

mutaté DH 109 x ZK191/a hibrid antérdinak felhaszndldsaval vizsgaltuk.
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oA szblovirag fejlddésdinamikdjanak jellemzéséhez, strukturdlis, morfologiai
vizsgélataihoz az alabbi genotipusokat hasznaltuk:
Muscadinia rotundifolia Planch. x Vitis vinifera L. BC;,

Leanyka.

3.3. Modszerek

3.3.1 A kisérleti novények nevelése

e Szabadfoldon:

a kisérleti novények koziil a buza és a sz616 novényeket neveltiik fel.

A buza him és ndéi gametofiton in vivo és in vitro fejlddésének Osszehasonlito
vizsgélatdhoz a novényeket szantofoldi kisparcellas koriilmények kozott neveltiik fel. A
novények egy részébol a fokalaszokat - amikor a him gametofiton Mu (kozépsd
egymagvas) fejlédési allapoti volt - in vitro kalaszkakultiraban neveltiik tovabb,
viragzasig.

A keét szO6l6 genotipus virdgait az FVM Szdlészeti és Boraszati Kutatointézete, Eger

kolyuktetdi szabadfoldi fajtagyiijteményében nevelt ndvényekbdl szedtiik.

e Fitotronban:
a buza petesejtek excizdlasdhoz, az érett pollen méretének- a fiatal embriok- és a
kukorica androgenezis vizsgalatdhoz a ndvényeket fitotronban, kontrollalt kornyezeti

koriilmények kozott az alabbiak szerint neveltiik fel.

Csiraztatas

A buza kisérlet novényeinek szemtermését Petri-csészében csirdztattuk. Sziirdpapirra
helyeztiink 20 szemet, majd a kozeget megnedvesitve 2 napig csirdztattuk
szobahOmérsékleten. Ezt kovetden a csirandvényeket tapkockakba helyeztiik és tjabb
két napig teljes megvilagitasban tartottuk dket. Megerdsodott allapotban athelyeztiik a
novényeket a vernalizacids kamréaba.

A kukoricaszemeket, a buzahoz hasonld6 moddon csiraztattuk, majd az erdteljes

csirandvénykéket a klimakamraban elhelyezett tenyészedényekbe iiltettiik.

Vernalizacio és felnevelés
A vernalizaci6 4°C-on 5 hétig tartott, majd tenyészedénybe tltettiik a novényeket. Innen

CONVIRON PGR 15 tipusti kamraba kertiltek tovabbi felnevelésre. A megvilagitas a
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vernalizaci6 utan napi 8 ora, a kalaszolas kezdetekor napi 12 6ra, a fényerdsség 305 uM

m?/s volt. A klimaprogramok napi menetét a 3/1 tablazat tartalmazza.

3/1. tablazat

A kamrék klimaprogramjanak napi menete

Bokrosodas, szarbaindulas idején

ido homérséklet relativ paratartalom
(ora) (°C) (%)

0-4 15 75

4-6 17 70
16-24 15 75

Kalaszolas kezdetekor

ido homérséklet relativ paratartalom
(6ra) (°C) (%)

4-16 20 70

16-4 18 75

A kukorica ndvényeket Ny2 nyari klimaprogramon fitotronban neveltiik fel (Tischner et

al. 1997) kukorica pollenre kidolgozott programja alapjan.

3.3.2. A mikrosporak fejlettségi allapotanak meghatarozasa, megfestésiik

A frissen begytlijtott kalaszok also, kozépsd és felsd harmadabol targylemezre kivettiink
1-1 portokot és 1 csepp 1%-o0s kdrminecetsavban kisebb részekre vagtuk. A feldarabolt
portokokbol a mikrosporakat a feddlemez enyhe megnyomdasaval kiszabaditottuk és
sz¢lesztettiik. A jol megfestodott pollenszemeket OPTON 67275 tipust mikroszkop
segitségével vizsgaltuk és megéllapitottuk a mikrosporak fejlettségét Ouyang et al.
(1973) nomenklattraja szerint.

A kukorica mikrosporak fejlettségi allapotanak meghatdrozasdhoz a cimerek f6 és

mellékagaibol vett portokokat hasznaltuk fel.



29

A karminecetsavas festés a szO0l6 esetében nem hatékony, ezért a mikrosporak

megfestésére az Alexander-féle eljarast alkalmaztuk (Alexander 1969).
3.3.3. A novények kasztralasa

A pollen fejlettség meghatarozasaval a kasztralast egy bizonyos pollenéllapotban
(Binukleatus = Bn, kétmagvas mikrospora) végeztiik el. A kasztralas, azaz a portokok
eltavolitasa sordan a harom portok a bibe megkimélésével, egyetlen mozdulattal
kivehetd. A kaléaszrdl az also és a csucsi részen 1€vo fejletlen kaldszkakat és a kozépso

viragokat szintén eltavolitottuk.

3.3.4. Megporzas

A PGV tipust novényneveld kamraban T2 tavaszi klimaprogramon (Tischner et al.
1997) nevelt harom Triticum faj (T. aestivum, T. araraticum, T. monococcum) névények
izolalt kaldszaibol 3-3 kalaszt kasztraltunk. A kaldszokat mesterségesen megporozva,
porgetéses modszerrel megtermékenyitettiik.

A megporzas porgetéses modszerének lényege, hogy az éppen virdgzasnak indulod
kaldszokat levagtuk a novényekrdl, melegvizbe helyeztik, ezzel megindult a gyors
portok kitolddas €s a pollen szorddni kezdett. Ekkor a kasztralt kal4sz izolator zacskojat
felvagtuk, a port ado kaldszt t6bbszor, alaposan megporgettiik a megtermékenyitésre
elokeszitett kalasz koriil. A port add kalasz eltavolitdsa utan az izolator belsejét egy
kevés vizzel parasitottuk, védve a pollenszemeket a kiszaradastol, végiil gondosan

lezartuk a celofan zacskot.

3.3.5. Buzakalaszok és kukoricacimerek sterilizalasa

A buzakalaszokat 8, a kukoricacimereket pedig 10 percig 20%-os Na-hipoklorit

oldatban allni hagytuk, majd steril vizzel haromszor ledblitettiik.

3.3.6. In vitro kulturak

o In vitro buza kalaszkakultira
Az Mu fejlodési allapotu fokaldszok kozépsd harmadabol kalaszkakat excizaltunk, és
fajonként 100-100 db kalaszkat Barnabas et al.(1992) modszere szerint in vitro

koriilmények kozott tenyésztettilk. Az eljards szerint a megfeleld fejlettségi allapotu
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kalaszok felszinét sterilizaltuk, majd a kaldszkdkat a kaldszkakultara igényeinek
megfelelden modositott (Kovéacs et al. 1992) MS szilard taptalajra (Murashige et al.
1962) oltottuk. A kaldszkatenyészeteket csirdztatdé kamraban (20°C, 25umol/m2/s
fényintenzitas, 8/16 6ras nappali és ¢jszakai fotoperidodusu megvilagitas) inkubaltuk. A

tenyé€sztés soran a leoltastol kezdédéen minden nap mintat vettiink az antézisig.

e In vitro kukorica portokkultira

A kukorica novényekbdl az antérakat add cimereket a zaszlos levélbdl vald kiemelkedés
eldtt izolaltuk és 7°C-on 10 napig hidegkezeltiik, alufélidba csomagolva sotétben
tartottuk (Dieu et al. 1986). A hidegkezelést kdvetden a cimer felszinét sterilizaltuk. Az
antérakat a mikrosporak (LU) kés6i 1 magvas allapotaban izolaltuk steril koriilmények
kozott. Petri-csészében modositott YP taptalajon (0,1 mg/l 2,3,5-trijodobenzoic sav,
Smg/l aktiv szén, 500 mg/l kazein hidrolizatum, 120g/l szaharoz, és 2,5g/1 gerlit
(SIGMA P-8169), (pH 5,4) 29°C-on sotétben tenyésztettiik az androgenezis

indukcidjanak céljabol.

3.3.7. Mintavételek, vizsgalatok

e Buza pollen és embriozsak in vivo és in vitro fejlodésének vizsgalata

Héarom eltérd ploidszinti ¢és genomdosszetételi buzafaj fejlddését kivantuk
Osszehasonlitani vizsgalataink soran, melyeket eltérd kornyezetben neveltiink fel. A
bliza him és ndi ivaros nemzedék in vivo és in vitro fejlddésének nyomonkdvetésére
fajonként 20-20 azonos fejlettségi allapota fOkaldszt hasznaltunk. A fékalaszokat
celofan zacskdval izolaltuk. A kaldszok kozépsé harmaddbol szarmazod antérabol
meghataroztuk a mikrospora fejlettségi allapotat.

A mikrospora-fejlédés kozépsd 1-sejtmagvas (Mid uninucleate = Mu) allapotatol
kezdddden, naponként 5-5 antérat és 10-10 termdt vettiink ki, a 3-sejtes pollen
kialakulasat jelentd antézis bekovetkeztéig. Az antérakat a mikrospora-fejlettségi allapot
detektalasara fixaloé oldatban (abszolut alkohol és jégecet 3:1 aranyu keverékében), a
termOket 0,1M foszfatpufferrel készitett, 2.5%-os glutaraldehid-oldatban fixaltuk
mikrotechnikai vizsgalatok céljabol.

Az antéra mintavétel és a mikrospéra fejlettségi allapot meghatarozasa parhuzamosan

tortént a ndi gametofitonéval. Az antérakat, ill. a mikrospordkat a fixalas utdn a
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vizsgélat jellegébdl addddan a preparatum festési eljarasaval, bedgyazas nélkil is
vizsgélni tudtuk. A mikroszkdp latdmezejében 1évo 100 db jol megfestddott pollenszem
fejlettségi allapotdt meghataroztuk €és megmértiik az atmérdjét. A harom buzafaj
pollenjének méretbeli alakulasat jellemz0 adatokat statisztikai modszerrel,
varianciaanalizissel elemeztiik, értékeltiik.

Az embriozsak kialakulasat a Spurr-gyantaba bedgyazott termdokbdl (fajonként és
mintavételenként 10-10 termd) ultramikrotechnikai eljarasokkal készitett és 0,5%
toluidinkékkel megfestett (O’Brien et al. 1981) félvékony (1,5um-es) hosszmetszeteken
tanulmanyoztuk Zeiss Ultraphot-III tipust fénymikroszkdppal. A kiilonbozo fejlettségi
termOk hossziranyl sorozatmetszetein kikerestiik az ovulumok belsejében elhelyezkedd
embridzsakok legnagyobb kiterjedésli metszetét, és okular mikrométer segitségével
meghatdroztuk az embridzsdkok hossziisagi és szélességi adatait. Fajonként és
mintavételenként 10-10 embridzsak adataibol (COREL DRAW szamitogépprogram
segitségével) az embridzsdk alak- €s térfogatvaltozasat tiikr6z6 sematikus abrakat

szerkesztettiink.

e Az embriozsak 1ézer scanning mikroszkopos vizsgalata

A fixalt, viztelenitett buzatermdket (Mv 15) Polietilén glikolba dgyaztuk (PEG 1500). A
dermedést kovetden a mintdkbol Reichert (acélkéses) mikrotommal 10-40um
vastagsagu metszeteket készitettiink. A metszeteket akridinnarancs (SIGMA, c.i. 46005)

mikroszinezékkel (1ul/ml) megfestettiik

e A him és a n6i gametofiton egymashoz viszonyitott fejlodésének vizsgalata

Vizsgalataink kiterjedtek a kiilonboz6 ploidszintli biizafajok him €s ndéi1 gametofiton
egymashoz viszonyitott fejlédésének megfigyelésére. Osszesen nyolc mintavételi
alkalmat ¢és hat, illetve 6t fejlodési fazist vettiink alapul.
A him gametofiton megfigyelt fejlodési stadiumai:

Mu (mid-uninucleate), k6zépso 1 magvas allapot

Lu (late uninucleate), késdéi 1 magvas allapot

Pm (premitotic) osztddas eldtti allapot

eBn (early binucleate) korai kétmagvas allapot

Bc (bicellular) kétsejtes allapot
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Tc (tricellular) érett haromsejtes allapot

A ndi gametofiton megfigyelt fejlédési stadiumai:

tetrad allapot
makrospora allapot
kétmagvas allapot
négymagvas allapot

hétsejtes (8 magvas) allapot

Ezek a megfigyelések fontos informacidt adnak arra vonatkozoan, hogyan szervezziik a

ndvénynevelést és hangoljuk 0ssze az ivarsejt izolalasi tevékenységet a sikeres ivarsejt

fuzidhoz.

A szolovirag fejlédésdinamikajanak  strukturalis, ndvényanatomiai, morfologiai,

szOvettani vizsgalatat a novényekrdl szedett 5-5 virdgmintan végeztiik.

A sz6l6pollen fejlédési allapotok

A portokokat feltarva preparatumot készitettlink, megfestettik a benne 1€vo

mikrospordkat. A mikrospordk megfestésére az Alexander féle eljarast alkalmaztuk

(Alexander 1969). Mindkét genotipusban az alabbi fejlédési allapotokban tortént a

mintavétel:

1.
2.
3.

PMC (pollenanyasejt),

Tetrad,

Korai egymagvas: szabalytalan forma, vékony, halvanyzoldes festddésii
pollenfal, sejtmag nem lathato,

Ko6zéps6 egymagvas: rogbilabda formdju mikrospora, vastag, sotétzolden
festddo pollenfal, a sejtmag halvany, a mikrospora kézéppontjdban talalhato,
Késbi egymagvas: kerekded forma, egyre sotétebben festodo citoplazma, a
sejtmag az erdsen festddd nukledlusszal a mikrospéra egyik poélusa felé
vandorol, mig az ellenkezén egy vakudlum alakul ki,

Korai kétmagvas: a citoplazma olyan sotét, hogy a sejtmagok csak nehezen
fedezhetdk fel, az egyik sejtmag egy lencseszeri lefliizodésben talalhato,
Erett pollen: a citoplazma egyenletes sotétlila festddésii, sejtmagok

egyaltalan nem lathatok, s6tétzold pollenfal.
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A sz6l6termd vizsgalata

A pollen fejlédési allapotanak meghatarozédsa utan kivalasztottuk azt az 5-5 viragot,
amelyben tetrad, kdzépsé egymagvas és késdi egymagvas/kétmagvas dtmeneti allapota
mikrosporak talalhatok. Ezen virdgok termdit (genotipusonként 15 minta) agyaztuk be

miigyantdba félvékony metszetek készitésére.

e Buza embrio vizsgalatok

A hét sejtes (8 magvas) embridzsdkot a kéthetes embrioval és az érett embridval
vetettiik Ossze.

A fitotronban, Conviron PGV tipust novényneveld6 kamrdban T2 tavaszi
klimaprogramon (Tischner et al. 1997) nevelt harom Triticum faj (T. aestivum, T.
araraticum, T. monococcum) ndovények izolalt kalaszaibdl 3-3 kaldszt kasztraltunk. A
kaldszokat mesterségesen megporozva, pérgetéses modszerrel megtermékenyitettiik.

A megporzas, megtermékenyités utan a 14. napon a kéthetes magkezdeményeket 2,5%-
os glutaraldehid oldatban fixaltuk. Az embridkat szteredmikroszkdp alatt (Zeiss Stemi
2000-C tipus) kiemeltiik. A kinyert embriokat targylemezre tett, 1:1 aranya LMP
(SIGMA, op=30 °C, fp=65° C, No. A- 9414) agardz-gliik6z cseppbe helyeztiik, a félig
megszilardult anyagot egy zarocseppel szendvicsszerlien lefedtik. A teljesen
megszilardult agar6zbol zsilett pengével blokkot metszettiink ki, melynek a kdzepében
bedgyazva helyezkedett el az embrid. A tovabbi vizsgalatig gutaraldehid 2,5%-os
oldatdban taroltuk.

Az éltalunk agar6z szendvicsblokknak elnevezett mddon beagyazott, tarolt, sériiléstdl €s
kiszaradastol megvédett embridk hosszusagi €s szélességi kiterjedését a mikroszkop
okular mikrométere segitségével meghataroztuk. A kéthetes embriokrol morfologiai
Osszehasonlitds céljabol fotokat készitettiink Zeiss EM910 elektronmikroszkop
segitségével SEM iizemmodban.

A harom Triticum faj ¢érett szemterméseit 48 Ordn at, desztillalt vizben,
szobahdémérsékleten duzzasztottuk. A megduzzadt szemek terméshéjat felhasitva
hozzaférhetdvé valt az érett embrio. Szteredmikroszkop alatt bonctli és landzsa

segitségével, az embrio sériilését elkeriilve kiemeltiik az embriot. Az igy kinyert
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embridkat megmértiik, az adatokat tablazatba foglaltuk és Gsszevetettilk az embridzsadk

¢s a 14 napos embri6 adataival.

e Petesejt vizsgalatok

In planta petesejtek

A harom Triticum fajnal a petesejt méretbeli fejlodését vizsgaltuk. A termokbdl késziilt
metszetek koziil azokat valogattuk ki, amelyeken meghatarozhattuk az embridzsédk
mikropile feloli végén elhelyezkedd petesejt legnagyobb atmérdjét. Az in planta
petesejtek adatait tdblazatba foglaltuk, az egyes fejlédési allapotokat lefotoztuk. fgy

informaciot kaptunk, hogy miként érheti el a petesejt a funkcionalis érettség allapotat.
Excizalt petesejtek

A hexaploid Siete Cerros és Chinese Spring tavaszi buzafajtakbodl steril, kontrollalt
koriilmények mellett tortént a petesejtek excizalasa.

Mivel a him gametofiton fejlddési dinamikajahoz viszonyitva vizsgaljuk a petesejt
fejlettségi allapotat, ezért sziikség van arra, hogy a kasztradlast egy bizonyos
pollenéllapotban (Binukleatus = Bn, két magvas allapot) végezziik. Az allapot
meghatarozasi vizsgalat karminecetsavas (1%) festési eljarassal tortént, OPTON 67275
tipusu mikroszkop segitségével.

A kasztralt virdgokbdl az ovariumokat ill. a petesejteket meghatarozott iddpontban 3
naponként (a kasztralas utan 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 napos allapotban) mechanikai
izolaléassal, (Kovacs et al. 1994) ZEISS STEMI 2000C tipust binokularis mikroszkop
haszndlataval végeztilk. A petesejteket a kovetkez6 moddszer szerint izoléaltuk: a
kalaszokbol kinyert ovariumokat szteredmikroszkop alatt félbevagtuk tgy, hogy az
ovulumok mikropile feldli darabjai, amelyek tartalmazzak az embridzsakot, kinyerhetdk
legyenek az dket koriilvevd ovarium-szovetekbdl. Az embridzsékot tartalmazo feltarult
ovulum-felekbdl mikrotiikkel kiszabaditottuk a petesejteket. A petesejtek igy az
izozmotikus (0,6 moélos mannitol) izoldcids oldatba kiusztak, mely 2 mmol
CaCl,-2H,0O-t tartalmazott.

Ezt kdvetden az egyes izolalt petesejteket (Ponya et al. 1999), WPI A203XVZ tipusu
nanoliter-injektor segitségével vittiik at 5 mikroliteres mikrocseppekbe. Az evaporacio
elkeriilése végett a mikrocseppeket parafinolajjal fedtiik le. Az igy téarolt ivarsejteket
alacsony olvadasponti agaréz gélbe (SIGMA, op= 30°C, fp= 65°C, No. A-9414)
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alacsony olvadaspontu agar6zt kevertiink O0ssze 1:1 aranyban. A sejteket nanoliter-
injektor segitségével gyljtottiikk 6ssze a mikrocseppekbdl, majd behelyeztiik oket a fenti
modon elkészitett agar6z cseppekbe. A szilardulas gyorsitdsara az agardzcseppeket
hitészekrénybe 4°C-ra tettiilk. A petesejteket tartalmazo megszilardult agarézcseppeket
2,5% glutaraldehidet tartalmazo 0,2 M-os Na-kakodilat ((CH3),As(O)ONa x 4H,0)
pufferben (pH 6,9) fixaltuk. A fixalas id6tartama 12 ora volt. Az alakjukat megdrzd,
morfologiailag ép sejtek ¢és sejtmagok atmérdjét megmértiik okuldrmikrométer
segitségével. A két genotipusbol dsszesen 60-60 ndi ivarsejtet nyertiink ki, a 21. nap
mintasorozata mar nem volt értékelhetd a petesejtek nagyfoku degradacidja miatt. A

petesejteket miigyantdba agyaztuk fénymikroszkdopos- €s TEM vizsgalatokhoz.

e A buza érett pollenjének vizsgalata

A Chinese Spring héarom-sejtes érett pollenjének vizsgalatakor az érett pollent
tartalmazo portokokat feltartuk. Ot portokbdl, portokonként 10-10 pollent valasztottunk
ki a mikroszképi latomezében. A preparatum készitésekor a targylemezen 1€vo
megfestett (karmin ecetsav 1%), lefedett pollenszemeket lang felett melegitve deritettiik
a felhalmozodott keményittartalom miatt. ZEISS Ultraphot-III tipusu fénymikroszkop
okular mikrométerével megmértiik az érett pollenben levd (két) generativ és vegetativ
sejtet. Adatokat gyiijtottiink a méreteikrdl és az adatokat tablazatban megjelenitettiik,

elemeztiik.
ePortoktenyészetek

Minimum 15 db kukorica portokot gyiijtottiink ossze véletlenszeriien a Petri-csészébdl
0,1,2,3,4,5, 6, 13, 17 nappal a sejttenyésztésbe vonas kezdetét kovetden és ezeket
késébb a fény, ill. a TEM-os el0készitési eljarasnak vetettiik ald. Az antérakat 4°C-on,
egy ¢jszaka fixaltuk 4%-os paraformaldehid, 0,1%-os glutaraldehid, 0,1 mol/l Na-
kakodilat puffert (pH 7,2) tartalmaz6 oldatban. A fixalt mintakat beagyaztuk Unicryl

gyantaba, majd metszeteket készitettiink.

eUbiquitin immunolokalizaci6

A kukorica portok félvékony metszeteit, 3-aminopropil-triethoxi-szilin bevonata
targylemezekre tettiik. Ezeket a targylemezeket rendre TBS-be (10mM/1 Tris, 115mM/1
Na Cl, pH 7.4) helyeztiik (10 perc szobahdmérséklet), majd 1 6rdra (szobahdmérséklet)
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az un. blokkolé oldatba 2% BSA TBS, ezt kdvetden nyul polyclondlis anti-ubiquitin
antiszérumot adtunk hozza (Sigma, St. Luis, MI, USA) ezt 1:10 ardnyban kevertiik a
blokkol6 oldattal (4°C egy ¢jszakan at) valamint TBS-be helyeztikk (3x20 perc
szobahOmérsékleten), valamint az anti-nyul IgG (Fe) — bazikus foszfataz
konjugatummal inkubaltuk (Promega Coop., Madison, WI, USA) ezt 1:200 aranyban
higitottuk, 4°C-on 4 oran keresztiill TBS (3x20 perc szobahOmérsékleten), a detekcios
puffer: Tris-HCL 100mmol/l pH 9.5, NaCl 100mmol/l, Mg Cl, Smmol/l, levasimole
Immol/l (20 perc szobahdmérsékleten) és végiil NBT/BCIP szubsztratumot adtunk
hozza (Armesco Inc.,Solon, OH. USA) (5 ora szobahomérsékleten sotétben). A kontroll

lemezek pedig az antiubiquitin antitest hozzdadasa nélkiil késziiltek.

3.3.8. Szovettani vizsgalatok

e Beagyazasok

Spurr—gyantaba (AGAR SIENTIFIC LTD, U.K. R1032) Spurr (1969) dgyazds menete:
1. Oblités 0,1M-os Na,HPO,:KH,PO, = 4:1 pufferben, 3x30 perc
2. Utofixalas 1%-0s OsO4 oldatban szobahOmeérsékleten 2 6ra sotétben
3. Oblités pufferben, 2x15 perc és desztillalt vizben, 30 perc
4. Viztelenités etanolsorozatban:
25% 15 perc
50% 15 perc
70% 15 perc
95% 15 perc
100% 4x 30 perc
5. Mosas abszolut etanolban
6. Atitatas Spurr miigyantaval:
absz. etanol és Spurr 3:1 ardnyu keveréke, egy €jszaka 4°C-on
absz. etanol és Spurr 1:1 aranyu keveréke, 24 6ran beliil
absz. etanol és Spurr 1:3 aranyu keveréke, egy ¢éjszaka 4°C-on
tiszta Spurr, 48 6ra 4°C-on
7. Ontés, polimerizalas. A teljesen atitatodott termdket ontdformaba tettiik,

domborura feltoltottiik 1égbuboréktdl mentesen és 70°C-ra helyeztiik egy
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¢jszakara. Masnap reggel kivettiik a termosztatbol és allni hagytuk, amig teljesen
kihtlt.

A mintékat a kisérleti program tovabbi részében metszetek készitésére hasznaltuk fel.

Polietilén glikolba (PEG 1500) torténd beagyazas menete:
négy lépésben impregnaltuk a fixalt, viztelenitett termdket
PEG: etilalkohol 1:3 aranyu keverékében 30 percen at
PEG: etilalkohol 1:1 aranyu keverékében 30 percen at
PEG: etilalkohol 3:1 aranyt keverékében 30 percen at
Tiszta PEG 20 6ran at.
Az oOntéformdban levé mintakat egy ¢éjszakdra 50°C-ra termosztatba helyeztiik. A

dermedést kovetden metszeteket készitettiink LSM vizsgalatokhoz.

Unicryl gyantas beagyazads

A puffer oldatban kimosott mintdkat, viztelenitettiik etanol sorozatban. A dehidrataciot
kovetden a hdmérsékletet fokozatosan csokkentettilk —25°C-ig, ami megfelel az Unicryl
gyanta (BB International, Cardiff, UK) bedgyazéasi eljarasok eldirasainak. A

polimerizaciot —25°C-on harom napon keresztiil UV megvilagitasnal végeztik.

Agarozos bedgyazas

A buaza kéthetes magkezdeményeit 2,5%-os glutaraldehid oldatban fixaltuk. Az
embriokat sztereomikroszkop alatt (Zeiss Stemi 2000-C tipus) kiemeltik a
magkezdeményekbdl. A kinyert embriokat targylemezre tett, 1:1 aranytt LMP (SIGMA,
op=30 °C, fp=65 °C, No. A-9414) agaroz-glikkéz cseppbe helyeztik, a félig
megszilardult anyagot egy zarocseppel szendvicsszerlien lefedtiik. A teljesen
megszilardult agarozbol zsilettpengével blokkot metszettiink ki, melynek a kdzepében
bedgyazva helyezkedett el az embrid. A tovabbi vizsgalatig (SEM) gutaraldehid 2,5%-

os oldataban taroltuk.
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o Metszés

A buzatermdket és az izolalt petesejteket tartalmazo miigyanta blokkokat Reichert-Jung
ULTRACUT E 701704 tipusu mikrotom segitségével, tivegkéssel és gyémantkéssel
metszettilk meg. A félvékony (1-2 um) metszetek 0,5% toluidinkékkel megfestettiik. A
vizsgélatot, fotddokumentaciot OPTON ULTRAPHOT III tipust mikroszképpal
végeztiik. A polimerizalddott petesejteket faziskontraszt mikroszkdp alatt azonositottuk
¢és az elektronmikroszkdpos vizsgéalatokhoz (TEM) gyémantkéssel ultramikrotommal

ultravékony (70 nm) metszeteket készitettiink.

A PEG-be 4gyazott buzatermOkbdl a Reichert (acélkéses) mikrotommal 10-40pm
vastagsagu metszeteket készitettiink. A metszeteket akridinnarancs (SIGMA ¢.1.46005)

mikroszinezékkel (1pl/ml) megfestettiik, LSM vizsgalathoz.

Az Unicrylbe éagyazott kukorica portokokbol félvékony, Ium vastag metszeteket
készitettlink Reichert-Jung ultramikrotommal, majd ezeket 0,5%-o0s metilénkékkel,
valamint 0,5%-o0s toluidin kékkel festettiik meg, a megfestett metszeteket 1%-os
borsavban tartottuk 10 percen keresztil. Ezt kovetden Zeiss Axioplan
fotomikroszkoppal vizsgaltuk. Az ultravékony metszeteket (70 nm vastagsag)
ugyanezzel a mikrotommal készitettiik, melyeket 300-mesh nikkel gridekre tettiik,
valamint uranilacetattal, 6lom-citrattal festettilk. Megfigyeléseinket Zeiss EM 10C/CR

transzmisszios elektronmikroszkoppal végeztiikk 60 KV-on.
e Fénymikroszkopos vizsgalat

A megfestett mikrosporakat és a félvékony, 1-2 um vastagsagii metszeteket vizsgaltuk

OPTON ULTRAPHOT III tipusu, valamint Zeiss Axioplan fénymikroszkoppal.
o TEM vizsgalat

Az ultravékony metszeteket fém gridekre helyeztiikk és uranilacetattal, 6lom-citrattal
kontrasztositottuk (Venable et al. 1965), Zeiss EM10C/CR valamint Zeiss EM910

tipusu elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.
o SEM vizsgalat

A fiatal bliza embridk hosszusagi és szélességi kiterjedését a mikroszkoép okulér

mikrométere segitségével meghataroztuk. A formvar bevonata egylyukt gridekre
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helyezett embriokat szénbevonattal lattuk el, uranilacetattal megfestettiik, és Zeiss
EMO910 tipust elektronmikroszkoppal 60 kV-on vizsgaltuk.
A kéthetes embriokrol morfologiai Osszehasonlitas céljabol fotokat készitettiink

elektronmikroszkop segitségével SEM lizemmodban.
o LSM vizsgalat

Az embridzsdk behatobb morfologiai vizsgalatara, elemzésére Zeiss LSM 410 lézer
scanning mikroszkopot hasznaltunk. A konfokalis 1ézer scanning mikroszkdpia nagy
elénye a hagyomdnyos mikroszkdppal szemben az optikai szeletel6képessége,
amelynek eredményeként jelentds térbeli kiterjedéssel rendelkezé objektumok
haromdimenzids feldolgozasa, analizélasa lehetdvé valik, amire a félvékony metszetek
fénymikroszkdpos vizsgalata nem alkalmas.

A konfokalis 1ézer scanning mikroszkop az el6zdekben emlitett tulajdonsagai alapjan
alkalmas olyan jellegli vizsgélatokra, amelyek célja a sejtek, sejtszervecskék térbeli
helyzetének meghatarozasa.

Az embridzsdkban az ellenldbas sejtek csoportjanak, a kettdsmagvi kozponti sejt,
valamint a petekésziilék térbeli elhelyezkedését a konfokalis lézer scanning
mikroszképpal tudtuk feltdrni azaltal, hogy a félvékony metszeteknél vastagabb

szeleteket sikertlt attekinteni.

3.3.9. Elemzés, dokumentalas
e Alkalmazott matematikai modszerek

A szignifikancia szinteket egytényezds véletlen blokk varianciaanalizissel €s
tobbtényez6s ANOVA varianciaanalizissel szamitottuk ki.

A buza embriozsak adataib6l a COREL DRAW szamitogépes grafikai program
segitségével az embridzsak alak- és térfogatvaltozasat tiikkr6zd sematikus abrakat

szerkesztettiink.
e Fotozas

Megfigyeléseinket fotok  készitésével dokumentaltuk. A  fénymikroszkopos
fotofelvételeket OPTON ULTRAPHOT III tipusu, valamint Zeiss Axioplan
fotomikroszkoppal, Porst, Fuji, Kodak szines diafilmekre és Forte fekete-fehér negativ
filmekre  készitettik. Zeiss EMI0C/CR valamint Zeiss EM910 tipust
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elektronmikroszkoppal Kodak Electron Microscope Film 4489-re (SIGMA, F8395)

készitettiik a felvételeket.

4. EREDMENYEK

4.1. Harom Triticum faj pollenjének és embriozsakjanak kialakulasa optimalis és

stressz kornyezetben

4.1.1. Triticum fajok pollenfejlodésének 0sszehasonlitasa

Vizsgalatunk soran el8szor a him ivaros nemzedék fejléddését hasonlitottuk Ossze in situ
¢és in vitro kornyezeti koriilmények kozott. Az elsé mintavételkor mind a harom faj a
fejlodés azonos (Mu) kdzéps6 egymagvas allapotban volt. A 4/1. abran szemléltetjiik a
fejlodés dinamikajat. A fejlédést tekintve az egymagvas allapotbol kiindulva az els6
mikrospora mitézison és a kétsejtes pollenen at a haromsejtes pollen allapot a
mintavétel hetedik napjan figyelhetd meg mindharom faj és a két kdrnyezet esetében.
Az in vivo és in vitro koriilmények fejlddésre gyakorolt hatdsa ardnytalan kiilonbséget
nem eredményezett. Eltérés a Triticum aestivum cv. Mv 15 esetében figyelheté meg,
ennél a fajtanal a pollen kiszorddas a hetedik napon bekovetkezett, mig a masik kettonél
még ez nem kovetkezett be.

A him gametofiton fejlédését harom, Mu, Bn, Tn fejlédési stddiumban a pollenszemek
atmérdje alapjan vizsgaltuk. Az adatokat varianciaanalizissel elemeztiik (4/1. tablazat).
Tapasztalataink szerint a harom fejlédési allapotban vizsgélt pollenszemek méretiik
szerint nagy eltérést mutattak. Az eltérd ploidszintli Triticum fajok vonatkozasaban az
eltérések p=0,1% szinten megbizhatdan kiilonboztek. A pollen méret és a ploidszint
kozotti Osszefiiggést Johansen — Bothmer (1994) megallapitotta arpa kisérletei soran,
miszerint a ploidszint emelkedésével a pollenméret emelkedett. Egyediil a Tc fejlodési
allapotban a tetraploid és a diploid érett pollen méretében nem volt szignifikdns
kiilonbség. A legkisebb mikrospora mérete a diploid 7. monoccocumnak volt az Mu
allapotban (29,35um). Az érett pollen tekintetében a 7. araraticum és a T. monococcum
bizonyult a legkisebbnek (44,75um, 45,80um), mig a legnagyobb a T. aestivum cv.
Mv15 (55,48um) volt in vivo koriilmények kozott. Megéllapithatd, hogy a kiilonb6zd

ploidszintii buzafajok pollen fejlédésének dinamikaja eltéro.
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A hexaploid és a tetraploid lassubb, egyenletesebb, a diploid gyorsabb fejlodési
intenzitassal jut el az érett Tc allapotra. Az in vivo és in vitro kdrnyezetben hasonlitva
Ossze a fajokat két esetben nincs szignifikans kiilonbség mégpedig az Mv 15 fajtanal a
Bn fejlodési allapotban, a T. araraticumnél a Tc allapotban. Az in vitro kdrnyezetben
ugyancsak két esetben nem megbizhato6 a kiilonbség, az Mv15-nél Bn és Tc allapotban,
valamint a 7. araraticum és a T. monococcum Bn éllapota kozott. Szignifikdns a
kiilonbség p=5%-on a T. monococcum Bn és Tc allapott pollenek kozott.

Az in vitro érlelt pollen mindegyik faj esetében kisebb az Osszes fejlodési allapotban,
mint a ndvényben fejlodott. Felvetddik a kérdés, hogy a pollenméret mennyire
determinalt genetikailag és mennyiben fligg, pl. a tapanyagellatastol. A tovabbi
vizsgélatok sordn bizonyara valasz kaphat6 arra, hogy a kisebb pollen kevésbé

¢letképes-e, vagy a tomlOhajtatas soran mutat-e eltérést, rovidebb tomlot hajt-e?
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4/1. abra

A Triticum fajok him gametofitonjanak fejlodése in situ és in vitro

T. aestivum cv.

Mvl5

T. araraticum

T. monococcum

Mintavétel (nap)

.—| 1-sejtmagvas 2 sejtes pollen

mikrospoéra

1. mikrospora
—  mitozis

Erett pollen
(pollen Kiszorodas)

3 sejtes pollen
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4/1. tablazat

A pollen méretének varianciaanalizise

A pollen mérete (um)

GENOTIPUS In vivo In vitro

Mu Bn Tc Mu Bn Tc

T. aestuvumMv 15 [41,05 47,12 55,48  |41,05 46,64 47,70
T.araraticum 31,68 38,85 4475  [31,58 35,02 43,65
T.monococcum |29,35 40,92 4580 29,35 34,36 35,64

SzD (p=5%) =1,2
SzD (p=1%) =1,5 }Bérmely két kombinacio kozott.

SzD (p=0.1%)= 2,0

Mu: k6zépsé 1-sejtmagvas mikrospora; Bn: 2-sejtmagvas mikrospora; Tc: érett 3-sejtes pollen

4.1.2. Triticum fajok embriozsakjanak osszehasonlitasa, alak- és méretvaltozasa a
fejlodés, érés soran

In vitro a ndéi gametofiton szervezOdése sordn végbemend mitotikus osztddasok
szinkronban torténtek az in vivo kontrollal, mégis a fejlodé embridzsdk intenziv
hosszméretbeli novekedése mindharom fajnal egynapos eltolodassal kovetkezett be
(4/2. ébra).

In vitro az embridzsak maximalis méreteit is késobb érte el, mint természetes
koriilmények kozott. Erdekes jelenség volt, hogy az alacsonyabb ploidszintii fajoknal az
in vitro fejlédott embridzsdk maximalis méretei meghaladtdk a természetes
kortilmények kozott kialakult embridzsdk volumenét. Ez valoszinilileg a taptalaj altal
biztositott kornyezet természetestdl eltérd ozmotikus viszonyainak volt a
kovetkezménye. Tovabba megallapithatd, hogy az embridzsak kialakulasahoz vezetd

mitotikus osztoddsok id6beni lefolyasat az in vitro viszonyok nem befolyasoltak.
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4/2. abra

Kiilonb6z6 Triticum fajok embriozsakjainak alak- és méretvaltozasa a
fejlédés folyaman

T. aestivum cv.

Mvl15
T. araraticum ' '
T.monococcum ' !

Mintavétel (nap) o

P ——

L LR R T
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Az altalunk vizsgalt mindharom Triticum fajndl a 2-4 sejtmagvas atmenetben, a 2.
mitozis idején kovetkezett be az embridzsak hosszméretében a legnagyobb ndvekedés.
Ekkor az embriozsadk radidlis hosszmérete a hexaploid fajnal kozel haromszorosara
(60pum-rél 176,8 pum-re), a tetraploid fajnél kb. 1,5-szeresére (63pum-rél 98um-re), a
diploid 7. monococcum esetében pedig kétszeresére (74um-rél 142,5um-re) nott (4/2.

abra).

4.2. A buza gametofitonjainak fejlodési szinkronja

4.2.1. A ploidszint és genotipus hatisa a him és néi gametofiton fejlodésének

szinkronitasara

A Triticum fajokra jellemzd 7-sejtes (8-sejtmagvas) Polygonum tipust embridzsak a
makrogametogenezis soran a makrospoéra harom, egymast kovetd mitotikus
osztodasaval jon létre.

Vizsgalataink kezdetén az elsé mintavételkor a him ivaros nemzedék mindharom fajnal
a kozépsd 1-sejtmag (Mu) mikrospéra allapotban volt. Ezzel szemben a ndi ivaros
nemzedék szervezddése csak a hexaploid fajnal volt ennek megfelel6 makrospéra
allapotban. Az alacsonyabb ploidszintli fajok ugyanekkor a meiozis tetrad fazisaig
fejlodtek, €s a funkciondlis makrospora elkiiloniilése csak a kovetkezd napon volt
megfigyelhetd (4/2. tablazat).

A hexaploid faj 7-sejtes ndi gametofitonja a makrospora harom gyors mitotikus
osztodasaval harom nap alatt kialakult, az alacsonyabb ploidszintii (tetra- és diploid)
buzaknal ehhez egy nappal hosszabb iddre volt sziikség.

Osszehasonlitva az embriozsak érését megéllapithaté a genotipusra utald kiilonbség. A
Triticum aestivum cv. Mv 15 buzafajta gyorsabb érésii, egy nappal korabban éri el a 7-

sejtes fejlettségi allapotot, mint a 7. araraticum és a T. monococcum. (4/3. abra).
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4/2. tablazat
Kiilonboz6 ploidszintii buzafajok embriozsiakjanak kialakulasa és fejlodése
Mintavétel Fajok
(nap) hexaploid tetraploid diploid
T. aestivum cv. Mv15 T. araraticum T. monococcum

0 Makrospéra Tetrad Tetrad
1 2-sejtmagvas Makrospéra Makrospéra
2 4-sejtmagvas 2-sejtmagvas 2-sejtmagvas

7-sejtes 4-sejtmagvas 4-sejtmagvas

7-sejtes 7-sejtes

5
6
7

Pig



47

4/3. abra

Az embridzsak kialakulasa és a fejlodés dinamikaja eltéré genotipusoknal

T. aestivum cv.
Mv 15

T. araraticum

Ly

T. monococcum

Mintavétel

(nap)

ﬂm .I Szabad seitek osztodasa . Erés

Meiozis 11 .,I 8- seites embridzsak 7i- Erett e.zs. Erett pollen
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A megfigyelések arra utalnak, hogy a vizsgalt novényfajoknal természetes koriilmények
kozott a novényben a him és ndi gametofitikus folyamatok egyes 1épései nincsenek
O0sszhangban, mivel a 7-sejtes embridzsak harom, ill. négy nap alatt kifejlodott a
funkcidképes makrosporabol, mig az antézis, a 3-sejtes pollen kiszorddasa a portokbol
csak a 7. napon, ill. késébb kovetkezett be. A him- és a ndi ivaros folyamatok
aszinkronjar6l a buzandvényeken beliil mar Rajhathy (1955) is emlitést tett, azzal a
megjegyzéssel, hogy nincsenek egyértelmii adatok arra vonatkozodan, hogy proterandria
vagy protogynia jellemzi-e a buza autogam viradgait (4/3.tablazat). Vizsgalataink
egyértelmiien igazoltak, hogy a bliza protogyn névény.

Eredményeinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a ndi gametofiton kialakulasa
hamarabb megtorténik, mint a pollen kiszérodasa. A makrospora-mitdzisok soran
1étrejovo 7-sejtes ndi gametofiton meég egy tovabbi érési folyamaton megy keresztiil, és
felkésziil a pollentomld fogadasara. Arrdl azonban, hogy a partenogenezis, az indukalt
gynogenezis, ill. az in vitro fertilizacié szempontjabol az embridzsék sejtjeinek milyen
fejlodési allapota lehet optimalis, nem rendelkeziink adatokkal, ahhoz tovabbi
vizsgalatok szilikségesek.

A hexaploid Triticum aestivum cv. Mv 15 embridzsék fejlddése szemlélteti a tobbi

vizsgalt faj fejlodési stadiumait, morfologiai jellemzokkel (4/4. abra)
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4/3. tablazat
A him és a ndi gametofiton dsszehasonlitasa természetes koriilmények kozott
a harom Triticum faj esetében

Mintavétel Pollenfejlettségi Néi gametofiton fejlettségi allapot
(nap) allapot
T. aestivum cv. Mv15 T. araraticum T. monococcum
0 Mu Makrospéra Tetrad Tetrad
1 Lu 2-sejtmagvas Makrospéra Makrospéra
2 Pm 4-sejtmagvas 2-sejtmagvas 2-sejtmagvas
3 eBn 7-sejtes 4-sejtmagvas 4-sejtmagvas
eBn 7T-sejtes 7-sejtes 7-sejtes
5 eBn 7-sejtes 7-sejtes 7-sejtes
6 Be 7-sejtes 7-sejtes 7-sejtes
7 Te 7-sejtes 7-sejtes 7-sejtes

Mu: korai 1-sejtmagvas mikrospéra;  Lu: kés6i 1-sejtmagvas mikrospora; Pm: mitozis el6tti mikrospora;
eBn: korai 2-sejtmagvas mikrospora;  Bc: 2-sejtes mikrospora;  Tc: érett 3-sejtes pollen

94
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4/4. abra

A hexaploid Triticum aestivum cv. Mv 15 biza

A: anyil a funkcionalis makrosporat mutatja.

B: az els6 makrospdra mitozis, a nyil a két sejtmagot jelzi.

C: az embriozsak elsd hossziranyl megnytilasa benne a négy
sejtmaggal (nyilak).

D: az embridzsak hosszmetszete a maximalis kiterjedésénél,

a nyilak a differencialodott sejteket mutatjak az embridzsakban.

(ps) petesejt, (ks) kdzponti sejt, (a) antipod sejtek.
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4/5. abra

A petesejt fejlodése a 7-sejtes allapottol az antézis-kori

érett petesejt allapotig 7. aestivum cv. Mv15

a: a petesejt a 7-sejtes allapot 1étrejottekor. b: a citoplazma novekedésével kezd
noéni a petesejt. ¢: a megnagyobbodott petesejt korte alakuva formalodik.

d: az embridzsakban jellemz6 korte alaku petesejt és benne differencialodnak a
sejtorganellumok. e: a korte formaju petesejtben jol lathato a sotéten fest6do

sejtmag. f: érett, receptiv petesejt.



52

Az in planta fejlédott petesejtek a vizsgalt intervallumban, idébeli érését figyelve
megallapithatd (4/4. tablazat), hogy méreteinek alakuldsdban lényeges a tapasztalhatod
kiilonbség. A him gametofiton Bn, Bc, fejlettségi allapotakor a detektalt petesejt mérete
14-17um, az érett antéziskori him gametofiton esetében a petesejtek méretének
tartomanya 40-58um kozotti volt. A kialakulaskori petesejtet viszonyitva az érett,
megtermekenyitésre felkésziilt petesejthez kozel a harom- ill. a négyszeresére
novekedett. A ploidszint tekintetében a hexaploid buza érett petesejtje a legnagyobb
58um, a tetraploid és diploid érett petesejt 42,5um ¢és 40,5um atmérdja. A két
alacsonyabb ploidszintli érett petesejt méretében nem kozelitette meg a hexaploidét,
ugyanakkor a tetraploid és a diploid érett petesejtek méreteikben nem kiilonboztek
lényegesen egymastol. Az érés soran a petesejt (4/5. a-f abra) méret és alakvaltozason
megy at, (4/4. a és b abra kezdeti allapot), megfigyelhettiilk az un. korte format, ami
nagyon jol lathato a 4/5. d és e abran. Lényeges morfoldgiai kiilonbséget az azonos
fejlettségi allapotl petesejteknél félvékony metszeteken vizsgalva nem figyeltiink meg.
Osszevetve az embridzsdk fejlddésénél tapasztaltakkal a fennalld méretbeli eltéréseket
kovették a petesejtek is. Az SzD érték szamitdsa a metszetkészitési munka jellegébdl

eredden, kevés ismétlés szamu minta okan nem volt lehetséges.
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4/4. tablazat

Kiilonb6z6 ploidszintii buzafajok petesejtjének

atméroi
Mintavétel Petesejtatméro (um)
(napok) T. aestivum cv. Mv15| T. araraticum | T. monococcum
1.
2. 14,5
3. 46,4 14,5
4. 49,3 20,3 17.4
S. 50,7 34,8 34,8
6. 43,5 29,0 29,0
7. 58,0 42,5 41,1
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4.2.2. A Triticum faj fiatal embrioi

A kéthetes korban kipreparalt embridkat viszonyitottuk a desztillalt vizben duzzasztott
érett szemekbdl kiemelt embriokhoz (csirdkhoz), valamint a pollen kiszérodaskori

embridzsak térfogatdhoz a 4/5. tablazatban.

Figyelemre méltd az embridé gyors ndvekedése, amit a diploid buzanal lathatunk az
adatok tlikrében. A kéthetes embrié mérete joval meghaladja a hexaploid embri6
méretét. Az érett embrid mérete viszont mar kisebb és a hexaploidé a vezetd szerep. A
tetraploid buza kéthetes embridja a legkisebb és ez megmarad az érett allapot
bekovetkeztekor is. A magokat, ill. magkezdeményeket szintén megmeértiik és
Osszevetettiik az adatokat, melynek eredménye ugyancsak jellemzi a fejlddés

folyamatat.

Kitlint, hogy a hexaploid buzanal a kéthetes magkezdemény a végleges szem méret
48%-at, a tetraploid csupan a 22,8%-at, a diploidnél viszont az 58%-at érte el. Az in
vitro fertilizacid sordn 1étrejové embridk viszonyitdsdhoz fontos tdjékozodo

informécioként hasznalhatjuk ezeket az eredményeket.

Az antéziskori embridzsdkot és a kéthetes embriot Gsszehasonlitva nagy eltérések
tapasztalhatok. Legnagyobb embridzsdkja a hexaploid buzénak van, igy az embrio
ehhez viszonyitva 54-szeres novekedéssel éri el a kéthetes embrio térfogatot. Ezt a
novekedést joval feliilmulja a tetraploid (1230-szoros), de méginkabb a diploid buza

(2923-szoros) térfogat novekedéssel.

Az embridk alakbeli kiillonbsége nagy valtozatossagot mutat (4/6. dbra, a, b, c). A
szemtermések alakjaban is jellegzetes elkiilonitésre alkalmas jegyek jutnak kifejezésre,

akar a szemtermés szine, egy kiils6 bélyeget emlitve.

Azoknak a Gramineae fajoknak igen limitalt a szama, melyeknél rendelkeziink részletes
informaciokkal arrél, hogy a makrosporogenezistdl a viragzéasig tarté idOszak alatt
milyen konkrét strukturalis és fiziologiai/biokémiai valtozdsok mennek végbe az
embridzsak egyes sejtjeiben (Bennett 1973, Russel 1979, You és Jensen 1984, Cass és
Peteya 1986, Dow és Mascarenhas 1991). Az eddigi megfigyelések elsdsorban a
sejtfalak kialakulasat helyezték fokuszba.

Pontos ismereteink azonban mindeddig nincsenek arrol, hogy a 7-sejtes allapot kezdetén
is megtermékenyithetd-e az embridzsak (pl. mesterséges inszemindcidval), ill. arrol,

hogy a manipulécios kisérletek szamara a gametofitikus sejtek melyik fejlodési fazisa a
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legmegfelelobb. A legjabb publikdciok mar beszdmolnak kiilonb6z6 fajok
gametoplasztjainak eredményes fuziojarol is (Kranz et al. 1995, Kranz és Dresselhaus
1996). Eddig elért eredményeink indokolttd teszik a sejtbiologiai vizsgdlataink
folytatasat a gametoszomatikus keresztezésre szant fajok him és ndéi gametofitonjai
fejlddési stadiumainak még pontosabb identifikalasa irdnyaba.

Vizsgalataink eredményei a buza in vitro fertilizacids program (Kovacs et al. 1994,
Kovacs et al. 1995) sikeres tovabbfolytatdséhoz ad informdaciot. Az embridzsakra
vonatkoz6 morfologiai megfigyeléseink megkonnyitik a petesejtek mechanikus élve
izolalasat és a fizid szempontjabol optimalis fejlettségii és fiziologiai allapotti gamétak
izolalasat. Ezéltal javitani lehet a sikeres ivarsejtfuziok gyakorisdgat és a fuzids

produktumok ndvényregeneracids képességét.
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4/5.tablazat
Eltéro ploidszintii buzak embriozsakjanak és
embridinak térfogata

Ploidszint Embriozsak 2 hetes embrio csira v. embrio
(pm3) (pm?) (érett szem) ( pm?)

Hexaploid 1,26E+7 68,7E+7 611,0E+7

Tetraploid 0,002E+7 24,6E+7 416,0E+7

Diploid 0,003E+7 87,7E+7 597,0E+7

SZD 5% 0,23E+7 7,8E+7 112,0E+7

SZD1% 0,52E+7 10,8E+7 154,0E+7

9¢
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4/6. abra
A hexaploid, a tetraploid és a diploid buza kéthetes embridi

a. T. aestivum cv. Mv15

b. T. araraticum

a: az embri6 téglalap alaki, a szkutellum a téglalap csucsainal lekerekitett.
b: az embri6 a gyokocske iranyaba csicsosodo.

c: az embrié a gyokocske felol félkor alaki, a szkutellum iranyaban keskenyed.

LS
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4.3. A hexaploid buiza petesejt és pollen érésének vizsgalata

4.3.1. A hexaploid buza petesejt érésének citologiai értékelése és ultrastruktiraja

4.3.1.1. A petesejtek, a sejtmagok méretvaltozasa az életkoruk fiiggvényében

A horizontalis és vertikalis atmérék vizsgalatahoz a kasztralas idépontjatdl szamitva 3,
6, 9, 12, 15, 18 napos petesejteket hasznaltunk. A kasztralastol szamitott 21 napos
sejteket még sikeriilt excizalnunk, de azok degradaltak voltak, nem volt felismerhetd
sértetlen sejtmembranjuk.

A petesejtek gomb alakjukat az izolacid utan veszik fel, hiszen addig a szinergidak
kozott helyezkednek el és korte alakiiak. A mérési adatokbol leolvashatd, hogy a
horizontélis és vertikélis irdnyba val6 eltérés nem szamottevd, igy a petesejteket gomb
alaktiaknak tekinthetjiik.

A 3 napos petesejtek atlagos atmérdje Chinese Spring esetében 60,91 um, a Siete Cerros

fajtanal 59,82 um. A Chinese Spring fajta petesejt atmérdje folyamatosan ndvekszik a
18. napig, ekkor értéke 85,86um, a Siete Cerros legnagyobb méretét 12 napos korban
éri el (79,70 um), majd sejt atmérdje lecsokken 73,41 um-re (4/6., 4/7. tablazatok, 4/7-
4/12., 8/33. abrak)

A megtermékenyités szempontjabdl meghatarozo 6 és 9 napos sejtek atmérdje 63,49 és
73,91 um kozott valtozott. A petesejtmagokat vizsgdlva megallapithatjuk, hogy a
Chinese Spring 15 napos (14,17 um), a Siete Cerros 12 napos korban (12,89 um) éri el
a legnagyobb atmérdjét. A maximalis nagysag elérése utan mindkét fajtanal csokken az
atmérd. A sejt és a sejtmag egymashoz viszonyitott ardnya Chinese Spring esetén
folyamatosan nd, mig a masik fajtanal a legnagyobb eltérés 12 napos korban van, utana

csokken a kiilonbség.



4/6. tablazat
Chinese Spring buzafajta atlagos petesejt és

petesejtmag atmérdoje

Napok Sejtatméro Magatméré Kiilonbségiik

(pm) (pm)

3 60,92 9,77 51,15

6 66,01 11,09 54,92

9 73,92 10,69 63,23

12 74,40 11,82 62,59

15 83,35 14,18 69,17

18 85,87 13,52 72,35
SZD 5% 4,95 1,02
SZD1% 6,55 1,36

6S



4/7. tablazat

Siete Cerros buzafajta atlagos petesejt és
petesejtmag atmérdje

Napok Sejtatméré Magatméré Kiilonbségiik

(pm) (pm)

3 59,83 9,56 50,27

6 63,49 10,91 52,58

9 73,32 12,83 60,49

12 79,70 12,90 66,81

15 73,98 12,77 61,22

18 73,41 11,12 62,29
SZD 5% 3,65 1,25
SZD1% 4,82 1,66

09
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4.3.1.2. A petesejtek strukturalis vizsgalata a hexaploid Chinese Spring

buzafajtanal

® Kasztralastol szamitva 3 napos petesejt

A sejt mérete kicsiny, a citoplazméaban kis méretli vezikulumok figyelhetfk meg
egyenletes eloszlasban. Az organellumok (mitokondriumok, plasztiszok) félkdrben
veszik koriil a sejtmagot. A sejtmag jol kifejezett, egy magvacskat tartalmaz. A sejt

membranja igen sériilékeny az izolalds soran torténd beavatkozaskor (4/7. dbra).

® Kasztralastol szamitva 6 napos petesejt

A sejt méretében nincs nagy valtozas, de a sejtmagéban van. A magvacska
kifejezettebben latszik. Az organellumok korkordsen, szinte sugarasan oszlanak el a
mag koril. A citoplazma vezikulumai egybeolvadnak, méretiik igy 1ényegesen nagyobb.
A sejtmag heterokromatikus, késziil a megtermékenyiilésre. A nukleoluszban
nukleolaris vezikulumok taldlhatok, mely rRNS szintézisre utal, tehat jelzi, hogy aktiv a

mag (4/8. abra ).

® Kasztralastol szamitva 9 napos petese;jt

A plazma siirlibb. Az organellumok a mag koriil, de a sejt egyik pdlusan helyezkedik el.
Ismét kis vezikulumokat talalhatunk a citoplazmaban. A nukledlusz mérete nétt, van
benne nukleolaris vezikulum. Lényeges kiilonbség a 6 napos allapothoz képest, hogy itt
az organellumok polarizaltan helyezkednek el, és a plazma periférialis részén is
megtalalhatoak. A sugaras eloszlasuk randomszeriivé valik, de csak az egyik poluson

(4/9. &bra)

® Kasztralastol szamitva 12 napos petesejt

A mag térfogata novekszik és a vezikulumok fuzionalnak. Az organellumok nem veszik
korbe egyenletesen a sejtmagot, csak az egyik oldalan fordulnak el. A nukleolusz

granulalt és sok vezikulumot tartalmaz.(4/10. abra)



62

® Kasztralastol szamitva 15 napos petesejt
A magvacska vezikulumai kezdenek levalni (nukleolusz fragmentacio), vagyis rRNS jut
ki a nukleoluszbdl. Az organellumok korkordsen helyezkednek el a mag koril. A

vezikulumok kisebbek, a vakuolumok térfogata csOkken. A maghartya kevésbé

kifejezett (4/11. abra)

® Kasztralastol szamitva 18 napos petesejt

Nagy a magvacska, a vezikulumok lefiizédése itt is megfigyelhetd. A plazma a nukleusz
koriil zsdkszerli formdban jelenik meg. Ezekben a zsdkokban helyezkednek el az
organellumok, melyek korbe veszik a sejtmagot. A sejtmag méret egy kissé, mig a

sejtatmeérdje kevésbé csokken (4/12. abra)

A megfigyeléseket alatdmasztjdk Rajki (1961) virdgzasbiologiai kutatasai.
Megallapitotta, hogy a nagyon fiatal fejlettségi allapoti bibe (a bibekaréjok
differencidlodéasakor) fogékonysaga igen csekély, az ilyen virdgokat megporozva csak
nagyon kevés szemtermés kotddott. A kasztralas utan 4-6 nappal a bibék fejlettsége mar
megfeleld volt a magas szemkotés eléréséhez. A kasztralas utdn 12-14 nappal a bibék
Oregedése miatt mar nem kapott szemkotést. Rajki a néi gametofiton (embridzsak és
petesejt) allapotat nem vizsgalta. Molnar-Lang ¢és Rajki (1983) a termd koranak hatasat

vizsgaltak a fejlodo buzaszemek stuktirajanak alakulasara.
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A Chinese Spring fajta izolalt petesejtjeinek strukturaja

4/7. abra 3 napos petesejt 4/8. abra 6 napos petesejt

4/9. abra 9 napos petesejt 4/10. abra 12 napos petesejt

4/11. abra 15 napos petesejt 4/12. abra 18 napos petesejt
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4.3.1.3. A petesejtek ultrastruktiraja

Az izolalt petesejtek rendre gomb alaku protoplasztok mind a fiatal, mind az un. oreg
allapotban egyarant (4/13. dbra A, B). Az in situ koriilmények kozott korte format
mutatd buza petesejt (You és Jensen, 1985) az izolalast kovetden valik gombolylivé a
megvaltozott ozmotikus nyomas, a természetes szoveti kornyezet, ¢s a szomszédos
sejtek térbeli kozelsége okozta nyomoerd hatasara.

A félvékony metszeteken (0,5-1um) a fiatal petesejtek megjelenésére jellemzd (4/13.
abra, A) a periférikusan elhelyezkedé vakuolumok, a nagyméretii sejtmag a
sejtmagvacskaval, mindezt koriilvevd siirli citoplazma. A petesejt térfogata novekvod
tendenciat mutat az érés felé haladva. A fiatal fejlettségi allapoti petesejt atlagos
térfogata 96917um’, ami 135900 pm’-re emelkedett 12 nappal az antézist koveten. Az
adatokbol kitlint, hogy a bliza petesejt nagyobb térfogatu, mint az izolalt kukorica
petesejt, ami 62418 um3 volt az antéziskor (Faure et al. 1992).

A fénymikroszkopos megfigyeléseinket megerdsitették azok a vizsgalatok, amelyeket
TEM segitségével végeztiink. A 4/13.C, és D dbrak megmutatjdk a 3 nappal az antézis
elétti fiatal allapota izolalt petesejtet, ami megegyezik in planta allapotiéval (You és
Jensen 1985). A citoplazméban lipid testek, mitokondriumok, amiloplasztok, valamint
keményit6 szemcsék talalhatok a periférialis vezikulumok kozott. A receptiv kort
petesejt (antézis-kori) ultrastrukturdlis karakterére jellemzé a strti citoplazma,
nagyszamu mitokondrium jelenléte, a nukleuszban az endoplazmds retikulum, az
erdteljes polarizaltsag, és a hatarozott festddés. Az endoplazmatikus retikulum a sejt
¢letében fontos szerepet jatszik, az érés folyaman a funkcionalis eltérést jelzi a
struktara. Az oreg allapota petesejt (4/13.B abra) strukturaja szdmos jellegzetességet
mutat. A sejtmag kromatin allomanyaban degradacio figyelheté meg. A kromatin
maradvanyok hozzatapadtak a sejtmag membranhoz, és un. membran blebbingek
alakultak ki (4/13.E abra). Nagyon nagyszamu lipid, keményitd, protein halmozddott fel
a citoplazmaban. A mitokondriumok normalis strukturdjuak, de a vezikulumokban lizis
figyelhetd meg, és megjelennek az autofdg vakuolumok (4/13.F &bra). Ezek a
jelenségek megtalalhatok az allati sejteknél (Cohen 1993) és ndvényi szuszpenzor
sejteknél (Jones és Dangl, 1996, Gray ¢és Johal, 1999), és a programozott sejthalal

jellegzetes szimptomai megfigyelhetok az oreg fejlettségi allapota petesejteknél.



4/13. abra

Izolalt fiatal és oreg biiza protoplaszt

A: félvékony metszet fiatal petesejtrdl (3 napos). Bar: 18um. B: félvékony metszet id6s
petesejtrél (12 nappal az antézis utan). Bar: 17um (N= nukleusz, n= nukleolusz, V=
vakuolum). C: Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) kép a fiatal protoplasztrol.
Jellemzé az organellumok kozponti elhelyezkedése ¢és a periférikus nagyszamu
vakuolum (N nukleusz, V vakuolum). D: TEM kép az idds protoplasztrol. Figyelemre
méltd a tapanyagfelhalmozodas (lipid, keményitd) és a degenerativ nukleusz. Bar:
12,8um. E és F: részlet a petesejt citoplazmajar6l és sejtmagjardl a programozott
sejthalal jegyeivel, autofdg vakuolumok ¢és a sejtmag membranjan elhelyezkedd

blebbingek (nyilak). Bar: 5,3um.
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4/14. abra
Izolalt receptiv buza protoplaszt

a: megtermékenyitésre kész petesejt félvékony metszete, az antézis utan 3 nappal. Bar:17,4um. b: TEM kép a
receptiv protoplasztrol, egyenletes maghartya, a vakuolumok egyenletes eloszlasuak. C: részlet a sejtmagrol a
kromatidokkal, lipid cseppekkel (nyilak). Bar: 12,5 um. d: részlet a mitokondriumokrol (nyilak).

e: a maghartyahoz kapcsolodo ER (endoplazmatikus retikulum), (nyil). Bar: 0,97 pm.

99
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A petesejt strukturdlis vizsgalatai megerdsitették azokat a korabbi hasznos
megfigyeléseket, melyek szerint a ndéi gametofiton nem tal hosszii i1d6 utan
(megkdzelitden 2 héttel az antézist kovetden) elvesziti a receptivitasat. Az idés petesejt
kevéssé megtermékenyiilé, mint a fiatal allapota petesejt. A kiilonbozd fejlettségi
allapoti buza petesejt fuziogenitasara vonatkozéan még nem rendelkeziink adatokkal.
Az elvégzett vizsgalataink a kezdetét jelentik azoknak a munkdknak, amelyek sordn a
n6i gametofiton funkcidjat és a mikromanipulacids célokra vald alkalmassagat tarja fel.
Az in vitro ivarsejt fUzids rendszer alkalmas a gametoszomatikus sejthibridek
eloallitasara is, ezzel athidalhaté a szexualis és a szomatikus hibridizacié kozotti
tavolsag. Emellett az eljaras alkalmazhat6 olyan interspecifikus, intergenerikus hibridek
eldallitasara, amelyek a természetben a sporofitikus inkompatibilitds okdn nem jon 1étre.
Az in vitro fertilizacios és mikroinjekcids technikdk lehetnek segitségiinkre a sikeres
ivarsejtfuzios kisérletekben, hogy az igy kapott fertilis hibrideket felneveljiik in vitro

tenyészetekben (Dumas €s Faure 1995).

4.3.2. A Chinese Spring hexaploid buzafajta érett pollenjének vizsgalata

A Chinese Spring érett, haromsejtes pollenjének adatait tablazatban foglaltuk 6ssze
(4/8. tablazat). A pollen atmérdje érett allapotban 55,7um, mely megegyezik a
hexaploid Mv 15 buza fajta érett petesejtjével, S8um. Az érett pollenben 1évd két
himivarsejt mérete 16pum és 15,2um, az egyik kismértékben eltér, de ez kdvetkezetesen
meglévd kiilonbség. A vegetativ sejt 13,9um, és a sejtmagja 6,9um, és alakilag
kiilonbozik a gamétaktol. A himivarsejtek a hosszméretiik alapjan aranyaiban

hozzavetdleg negyede az érett petesejtnek.
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4/8. tablazat

Chinese Spring buzafajta him gametofiton

alkotodi (um)
Pollen atméro 55,70
Generativ sejt (1) 16,00
Generativ sejt (2) 15,20
Vegetativ sejt 13,90
Vegetativ sejtmag 6,90
SzD 5% 1,33
SzD 1% 1,76
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4.4. Kukorica mikrospora embriogenezis

Kozvetlen a tenyésztésbe vonas utan az antérakbol készitett félvékony metszetek
tanulmanyozasa  soran  megfigyeltik, hogy az antérdk nagymennyiségii
fénymikroszkoppal kimutathatdé mikrospérat tartalmaztak, melyek egymassal szoros
kapcsolatban alltak, irregularis formajiak voltak (4/15.a é&bra). A tanulményozott
mikrosporak tobbsége a késéi 1 magvas allapot morfologiai sajatossdgait hordozta,
nagyméretli vakuolumok és a periféridra szoruld 1 sejtmag jelenléte volt jellemzd rajuk
(4/15.b 4bra). A mikrosporafal jellegzetesen jol strukturalodott volt, és erdsen festodott.
Az 0szt6d6 mikrosporak a tenyésztésbe vonas 2. napjan jelentek meg, ugyanakkor a
mikrosporak tobbsége az elsd, ill. a 2. napot kdvetd iddintervallumon beliil 1 magvas
allapott maradt (4/15.c és d abrak). A mikrosporakultira ezen korai szakaszaban az els6
napok soran, valamint azt kdvetden a mikrosporak tobbsége duzzadni kezdett ¢s gdmb
alakot vett fel. A sejtek tobbségében a citoplazma sotét tonusuva valt. A tenyésztés 5.
napjatol kezdédden a mikrospdra osztodasok jellegzetessé valtak (4/15.e dbra), valamint
tobbsejtes mikrospora (MCM) strukturdk jelentek meg (4/15.f &bra), el6fordulasuk
gyakorinak volt mondhato. A tobbsejtmagvas (MNM) mikrosporak jelenlétét is
megfigyeltiik, ezek szdma sokkal alacsonyabbnak bizonyult (kb. 0,5%). A tobbsejtes
mikrospora aggregatumokban fellépd tovabbi sejtosztodasokat észlelhettiink a 7. naptol
(4/15.g ébra). Kiilonboz0 sejttipusok, mint az MCM és MNM tipust sejtaggregatumok
1éteztek a kultaraban (4/15.g és h, 4/16.a és b abrak). Sok degeneralt, nem indukalodott
mikrosporat is talaltunk. Ezeknek a kiilonb6z6 morfologiai formaknak az eléfordulasa
kiilonb6zd androgenetikus utak jelenlétét mutatja.

A tenyésztésbe vonds 13. napjan proembriok jelentek meg a kultiraban (4/16.c ébra),
ahol az embrid jellegli struktirdk a szoveti differencidlodas korai jegyeit mutattdk

(4/16.d abra) és a 16. nap utan voltak megfigyelhetdk.
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4/15. abra

Kukorica antéra androgenezis indukciojanak
fénymikroszkopos vizsgalata. 1.

a: kozvetlen a hidegkezelés utan az antérabol késziilt metszet.

b: mikrospora részlet kozvetlen a hidegkezelést kovetden.

¢ és d: mikrosporak 1 nappal a tenyésztési kultiiraba vétel utan.

e: els6 osztddas a mikrosporaban 5 nappal a kultira inditdsa utan.

f: 4 sejt az az MCM (soksejtes mikrospora) az 5 napos kultaraban.

g: MCM mitozis lathat6 a 7 napos kultaradban (D).

h: siiriin vakuolizalt, keményitdben gazdag MCM a 13 napos kultara-
ban.

i: MNM (soksejtmagvas mikrospora) 13 nappal a kultara iditasa utan

Cy: citoplazma, D: osztddas, M: mikrospora, MW: mikrospora fal,
N: nucleus, V: vakuolum
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4/16. abra

Kukorica antéra androgenezis indukciojanak
fénymikroszkopos vizsgalata II.

a: MCM (soksejtes mikrospora) és proembri6 lathaté a 13 napos
kulturabol késziilt metszeten.

b: MCM amelyen még lathato az eredeti sejtfal. Megfigyelhet6 az uj réteg kozel
az intinéhez és a vastag sejtfal, amint koriilveszi az elkiikoniilt sejteket.

c: egy proembrid részlet 0sztodo sejtekkel. Az eredeti sejtfal nincs jelen ebben a
struktiraban

d: embrid-szeri struktura amely a szoveti differencialodas korai jegyeit mutatja
16 napos kulturaban. A struktira szétszakitja az antéra falat (nyil).
AW: antéra fal, CW: sejt fal, E-L S: embri6-szer struktiira, NL: ijonnan

szintetizalodott réteg, MW mikrospéra fal.
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4.4.1. Ultrastrukturalis megfigyelések

A tenyésztésbe vonast kovetd kezdeti iddszakban a mikrosporak kevés organellummal
jellemezhetd citoplazmaval rendelkeztek €s a riboszomak is alacsony denzitast mutattak
(4/17.a abra). A sejtmagvak kromatin allomédnya dekondenzalt allapotban volt és a
sejtmagvacskak majdnem kizarélagosan stirlin fibrillaris komponenseket alkottak. A
pollenfal vékony intinebdl €s egy jellegzetes struktiraju exinebdl allt. Megfigyeléseink
alapjan elmondhatd, hogy a sejtmaghdartyan talalhatd porusok kezdetben alacsony szdma
jelentdsen novekszik, akar 2-3-szorosa is lehet az eredetinek. A tenyésztés elsd
stadiumaban kovethetd nyomon ez a folyamat és még a sejtmagosztodas elétt figyelhetd
meg (4/17.b abra).

Az ultrastrukturalis vizsgéalatok sordn az MCM tipusu mikrospora aggregatumokra
forditottuk a figyelmiinket. A sokféle struktira koziil leginkdbb ez érdekelt minket
(4/17.c abra). A fentebb emlitett aggregatumok 4-8-ig terjedd sejtszdmmal rendelkeztek,
amelyeket az eredeti mikrospora-sejtfal vett koriil. Ez a szerkezet, ill. fejlodési stadium
a 4/16.a és b. abran kovetheté nyomon. Jol lathaté az Gjonnan szintetizalodott vastag
sejtfal az eredeti mikrospora intinéje alatt (4/17.c éabra). Ezeknek a sejteknek a
citoplazmdja siirlibb, mint kozvetlen az indukcié utdn 1évd sejtek citoplazmaija,
beleértve ebbe a magasabb szamu riboszémat, a szamos kis méretli mitokondriumot €s a
plasztiszokat. Igen kis mennyiségli keményitdszemcse talalhatd, valamint kisméretii
vakuolumok, melyek némelyike elektrondenz begylirddéseket tartalmaz. A sejtmag
dekondenzalt, a sejtmagvacska pedig stri fibrillaris és granuldris, gombszeri
komponensii. A sejtosztodas fejlddési programjan keresztiil, a mikrokallusz stadium
elérése eldtt az eredeti mikrosporafal feldarabolodésa zajlott (4/17.c és d. abrak), ami
végiil is annak teljes eltlinésével zarult le. A proembriok €s az embri6 jellegli struktirak
ultramikroszkopos felvételein nyomonkovethetdek a tipikusan fiatal merisztematikus
sejtekre jellemzd ultrastrukturalis sajatossdgok (4/17.e és f. dbra), magas sejtosztodasi
rata, valamint a riboszoma gazdag -citoplazma vakuolumokkal, €s még nem

differencidlodott organellumokkal (4/17.f dbra).
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4/17. abra

Kukorica antéra androgenezis indukcidojanak

a: mikrospora metszet 1 nappal a kultardban vald tenyésztés utan.

b: magporusok az 1 napos tenyésztés utan. ¢ és d: az eredeti mikrospora
sejtfal 7 napos ¢€s 10 napos (d) kultaraban. Megfigyelhetd a vastag

réteg alatt a mikrospora intine (c és d), jelziaz eredeti falszakadasokat.

e és f : proembrio 13 napos kulturaban. A részlet a differencialatlan
organellumokat mutatja (csillag). Cy:citoplazma, Ex: exine, NL: ijonnan
szintetizalodott réteg, In: intine, N: nukleusz, Nu: nukleolusz, V: vakuolum.
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4.4.2. Az ubiquitin immunolokalizacidja fénymikroszkopos uton

Az immunolokalizacids kisérletek eredményei szerint egy alacsony szintli, de stabil
ubiquitinhez kotott protein populacio talalhatd az antérakban az indukciot kovetd rovid
iddészak soran, ami 0-5 napig terjedd intervallumot jelent. Az immunoldgiai jeldlés a
mikrosporak citoplazmajaban fordult el kisebb erdsséggel, ugyanakkor a mikrosporak
kozott elhelyezkedd lokularis anyagban is megtaldltuk, és mindez akkor bizonyult
szembeodtlonek, amikor ezeket a mintdkat a kontrollal 6sszehasonlitottuk (4/18.a és b
abrak).

Ennek a kezdeti jelolésnek az intenzitdsa az MCM-ben (a soksejtes mikrosporakban) az
5. napot kovetéen emelkedni kezdett (nem kozolt eredmények alapjan), az MCM
aggregatumok kozotti kiilonbség a 13-16. nap kozotti iddszakra tehetd, ebben az
intervallumban kifejezetté valt. Az MCM aggregatumok egy része (4/18.c és d. abrak)
intenzivebb jeldlést mutatott, mig masok és a nem osztddo, valamint a degeneral6do
mikrosporak nem jelolédtek, viszont a korai proembridk igen (4/18.c abra).

A proembridk a 16. napot kovetden jottek létre, amelyek a kezdeti differencidcios
jegyeket viselték magukon és a jelolés ezeken a periféridkon talalhato, ugyanakkor a
belsd régiokban a proembriok kevéssé jelolodtek (4/18.d abra). A citoplazma sirli
MCM aggregatumai erdsebben festddtek, mig a magas foku vakuolizaciot mutatok nem
festodtek (4/18.e ¢és f.abrak).

A kiilonb6zé mikroszkopos megkozelitések nagy jelentdséglieck a ndvényi
embriogenezis vizsgalata szempontjabol, mert a sejttani valtozdsok nyomonkdvetése
alkalmazasuk révén lehetévé valik. Ugyanakkor ezeket a problémakat taglald cikkek
szama meglehetdsen kevés, €és ezek is csupan egy korlatozott szamu rendszer leirdsat
adjak (Rashid et al. 1982, Barnabas et al. 1987b, Zaki et al. 1990, Pretova et al. 1993,
Garrido et al. 1995, Hause et al. 1998). Alché és mts.-inak vizsgalatai a kukorica
al. 2000). A hideg eldkezelésnek kitett mikrosporak citoldgiai vizsgalata alapjan
elmondhato, hogy azok egy intenziv degradacion mentek keresztiil (némely esetben
tonkrementek a stressz kovetkeztében), ami megtdrténhet bizonyos esetekben, ha az
adott sejtpopulaciot éhezési stressznek vetik ala (Heberle-Bors, 1989). Ebben az esetben
fellépd csokkend riboszoma populédciot figyeltek meg a Datura androgenetikus

mikrosporajaban (Sangwan-Norreel, 1978) és a dohdnyban (Garrido et al. 1995).
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4/18. abra
Az UBQ és az UBQ-proteinek

immunolokalizacidja

a: negativ kontroll az elsddleges antitest nélkiil késziilt. b: mikrosporak
kozvetlen a hidegkezelés utan, amelyek még nem jelolodtek. ¢ és d: valaszt
ado antérak metszetei 13 napos, ¢és 16 napos kulturaban. Néhany MCM
(soksejtes) mikrospora, MCM-1-t61 MCM-4-ig), proembriok (P-E) és embrid
jellegii strukturak (E-L S) intenziv jelolést mutattak. Azokon a helyeken ahol
osztodas nem volt, a mikrosporak (M) degradalodtak és nem jeldlodtek. e és f:
nagy nagyitasat MCM (e), amely intenziv jeldlést mutat. Jeldlés nélkiili nagy
kiterjedésti vakuolum (f) (csillag). AW:antérafal.
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A mikrospodratenyésztés kezdetén az elsd osztddast megel6z6 iddszakban jellegzetes
citologiai tlinetegyiittesek 1épnek fel, nevezetesen a sejt megnagyobbodas, ami sejt
duzzadéas, valamint a citoplazma elektron siiriségének megnovekedése, ami
valoszinlisithetden a riboszoma mennyiség emelkedésének tudhatd be, tovabba a
sejtmaghartydn talalhato porusok nagyszdmu eldtiinése, ezek a metabolizmus
reaktivaciojanak jelei. A sejtmaghartyan taldlhatd porusok dinamikus struktardk,
amelyek att6l fliggben valtoznak, hogy a sejtmag citoplazmdjdban eléfordulod
transzportmechanizmusok mit igényelnek. Dohanyban pl. a fentebb emlitett
sejtmaghartya porusok szdmanak szignifikdns csokkenését irtak le (Garrido et al. 1995),
a fiatal pollenszemek vegetativ nukleuszaiban, ami valdsziniisithetden az embriogenikus
kompetencia megszerzésének kovetkezményekeént értékelhetd. Minden vizsgalt esetben
a mikrosporak osztodasa szimmetrikus volt, mert két azonos utddsejtet vagy sejtmagot
hozott létre. Megjegyzendd azonban, hogy ezt a kijelentést némi fenntartassal kell
fogadnunk, ¢és tovabbi DAPI festéssel meg kell erdsiteni ezt a feltételezést.
Megemlitendd, hogy ezen eredményiink ellentétben all Pretova et al. (1993), Barnabas
et al. (2001) megfigyeléseivel, mert a szerzok dontd tobbségben a mikrosporak
aszimmetrikus osztodasat figyelték meg. Ennek a szimmetria viszonynak a
feltérképezése a jovo feladata. A sejtosztddas eredményeképpen a vastag fal és az intine
kozott kialakulo 4y sejtfal képzddése, valamint az 01 sejteket korbevevo fal az oka a sejt
metabolizmusa reaktivacidjanak minden valdszintiség szerint (Rashid et al. 1982).
Dohédnyban és kaposztdban (Zaki et al. 1990) szintén hasonld un. fibrillaris fal
megjelenését irtdk le az androgenezis soran. A folyamatos sejtosztodassal 1étrejovo
nyomas vezet oda, hogy az eredeti mikrosporafal részekre szakadozik, és az eldbb

emlitett fal képzOddése soran korbe veszi a proembriot.

Az osztodast kovetden a mikrosporak 2 {6 citoldgiai jellemzdjét kell nyomatékosan
emliteni. Az els6, az egyazon antérakban is eléforduld kiillonbozé sejtformak nagyfoki
heterogenitdsa. Masodsorban pedig, ami ezzel az elsdvel Osszefliggésben all, a magas
polaritas egy adott struktiran beliil. Ezt az embriogenikus mikrospéradkban eléfordulod
nagyfoku heterogenitast mélyrehatdéan tanulmanyozta Hause et al. (1998). Cikkiikben a
Brassica napus esetében az egy, ill. tobbsejtes struktirak 6 csoportjat irtak le citologiai
jellemzdik alapjan. Alché és munkatarsai kutatdsai soran hasonlo sejttani strukturdkat,
formékat talaltak, megegyezden az elobb emlitett publikacidban leirt formakkal, viszont
részletesebben az MCM struktirak koziil csak egy tipust vizsgaltak. Ez az a mikrospdra

fajta, forma, amely a leggyakrabban mutatott progressziv embriogén fejlédési tipust.
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Ett6]l eltér6 formdk, amelyek altaldban nem o0szt6dd mikrospordk, vagy nagyfoku
vakuolizaltsagot mutatd6 MCM sok keményitd szemcsével, valamint az MNM szintén
nem embriogén fejlodéstiek, legalabbis a tenyészetbe vonast kdvetd 16. napig tartd
intervallumban, ami a vizsgalt id6tartam volt.

Ami az androgenikus (MCM) soksejtes mikrosporak polarizaltsagat illeti elmondhatd,
hogy feltételezhetéen a (MCM) soksejtes mikrospordk strukturdjat a nem homogén
elrendezédésti és méretli sejtek alkotjak, ami a tovabbi fejlédés soran még
kifejezettebbé valik. Ez egyébként a differenciacio elsd jeleinek tudhatd be, ami az
embriokban és az embrid jellegli struktirakban is megfigyelhetd. A nagyon korai
polarizaciot mas kutatdcsoportok is megfigyelték buzaban (Olmedilla et al. 2000).

Az ultrastrukturédlis tulajdonsdgok alapjan (pl. az o0szt6dd sejtek, valamint nem
vakuolizalt gazdag citoplazmaval rendelkez6 sejtek, az ép Gjjonnan keletkezd exine stb.)
potencidlisan androgénnek tekinthetd az osztdodo sejt, és hogy az MCM gaszterekben
talalhatd ubiquitinhez kotott alkotorészek mennyisége joval nagyobb volt és azok
lokalizacioja erdsebb jelet produkalt, mint azon sejtek jelolése, amelyek degradacion
mentek keresztiil. Hasonld eredményre jutott Li et al. (1995) a Nicotiana antéréja és
bibéje tanulméanyozéasa soran. Ezek a kutatok az elébb emlitett ubiquitinhez ko&tédo
Osszetevoket az antéra differencialodo szoveteiben taldltdk, de a nem degeneral6do
tapétum sejtjeiben. Ezek a kutatdsi eredmények is aldtdmasztjak azt a megfigyelést,
hogy a sejttani folyamatok és a génexpresszid szabalyozdsdban egyarant az ubiquitin
biokémiai utnak fontos szerep jut (Finley et al. 1991), mely biztosit egy dinamikus
protein degradaciot és szintézist (von Kampen et al. 1992). Utt6rd munkajukban Callis
et al. (1994) a kukorica pollen fejlédését vizsgaltak és nagy jelentdséget tulajdonitottak
az ubiquitin és az ubiquitinhez kotott proteinek kutatasdnak. Munkdjukban kimutattak,
hogy a szabad ubiquitin és ubiquitinhez kotott proteinek fejlddéstanilag kontrollalt,
szabalyozott elvesztése korrelacidba hozhaté volt a gametofitikus fejlédési program
kifejez8désével a mikrosporaknal. Osszefoglalva elmondhaté, hogy a sporofitikus
fejlodési folyamatot az ubiquitin ill. az ubiquitinhez kotott proteinek mennyiségi
novekedése kiséri, €s részben kivaltdja az ubiquitin €s az ubiquitinhez kotott protein
fajtak egyidejli mennyiségének megemelkedése. Az androgenetikus indukciot kdvetden
az antéraban taladlhato strukturdk heterogenitdsa igen nehézzé teszi a molekularis és a
biokémiai szintli vizsgalatokat. Igy a részletezett immunocitokémiai megkozelités
segitségiinkre lehet azon sejttani strukturalis valtozasok nyomonkdvetésében, amelyek

androgenetikus utra terelt sejtekben megfigyelhetdk. Kisérleti eredményeink tiikrében
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elmondhatd, hogy a megndvekedett mennyiségli fehérjék nem  csupan
kovetkezményként 1épnek fel és identifikalhatok a sporofitikus utra terelt
mikrospdrakban, hanem ennek a sporofitikus fejlodési utnak a kivaltasaért is feleldsek,
tehat annak részben okozoi. A 4/19. dbraban részletezett hipotézis szerint Alché et al.
(2000) elképzelték, miként az induktiv kezelések, amelyek altalaban stresszre éplilnek,
kivaltjak ennek a degradativ rendszernek upreguldcids aktivacigjat (Almoguera et al.
1995; Belknap et al. 1996). Ez az upregulaciés mechanizmus idézheti elé az
aszimmetrikus sejtosztddast szabalyozo, ill. a gametofitikus fejlodési ut kialakulasaért
felelds sejtciklust szabalyozo fehérjék (ez a sejtciklus egyébként a stressz koriilmények
irreverzibilis degradacidja fokozodhat a stressz aktivalta bizonyos abnormalis
védekezeési mechanizmusok indukcidja révén. Erre vonatkozd bizonyitékokat taldlunk
Worrall et al. (1994) és Mascarenhas et al. (1996) munkdiban. Mihelyt a megfeleld
tenyésztési koriilmények kozé keriilnek a mikrospdrak a metabolikus biokémiai utak
helyreallitodnak és a sporofitikus fejlodési iranyt beleértve a szimmetrikus osztodast
alternativaként miikodhet a visszafordithatatlanul karosodott gametofitikus sejtciklussal
szemben. Ennek a hipotézisnek az igazoldsa érdekében az ubiquitin és az ubiquitinhez
kotott proteinek Osszehasonlitd vizsgalatara van sziikség mind a sporofitikus, mind a

gametofitikus pollen fejlddési ut tanulmanyozasaban.
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4/19. abra
Feltételezett modell az androgenezis
indukcidjaban szerepet jatszo ubiquitin kozvetett
degradativ utjarol
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4.5. A sz0l6 gametofiton fejlodésdinamikaja
4.5.1. Sz6106 pollen és termo vizsgalat

A gabonafélék néi gametofitonjanak citologiai vizsgélatanal alkalmazott beagyazasi,
félvékony metszetkészitési modszer (Timar et al. 1997) a sz616 esetében is alkalmasnak
bizonyult. Elézetes tapasztalatok nem alltak rendelkezésiinkre a sz616termd miigyantdba
agyazasarol, a termd megfeleléen impregnalodott.

Mindegyik termdrdl elmondhatjuk, hogy a két termdlevélhez tartozd négy
magkezdeményt mindeniitt megtalaltuk, csokevényes, abnormalis fejlodést nem
tapasztaltunk. Esetenként el6fordult, hogy o6t magkezdeményt talaltunk. Tehat a
vizsgélat szempontjabol jo alany a sz6létermd, mivel egy termd megmetszésével
szerencsés térbeli elhelyezkedéssel 4, illetve 5 embriozsakrol gytijthetiink adatot,
kaphatunk értékelhetd informaciot.

Az elsd vizsgalt fejlédési allapot a sz616 him gametofitonnal a tetrad allapot (4/20.
abra), ahol a jol fest6do tetradok még nem valtak szét.

A tetrad allapota viragokrol az alabbiak mondhatok el. A magkezdeményen (4/21. dbra)
jol megkiilonboztethetdek a nucellusz €s az integumentum, (még nem kiiloniilt el kiilsé
¢és belso rétegre). A nucellusz kdzponti részében taldlhaté a nagy méretii, jol festddd
sejtmaggal rendelkezd makrospéra anyasejt. (A makrospora anyasejtbdl redukcids
osztodassal keletkezik a makrospodra a leendé embriozséak elso sejtje.)

A tetrad allapotu mikrospora utdn megkiilonboztettiink egy korai egymagvas allapotot,
jellemzdje a szabalytalan forma, a halvanyzold festddésti, vékony pollenfal, a sejtmag
nem vagy csak alig lathato.

Ezt kovetden a kozépsO egymagvas, rogbilabda formaji mikrospora allapot figyelhetd
meg. Vastag sotétzold pollenfala van, a sejtmag halvanyan festddott és a mikrospora
kozéppontjaban talalhato (4/22. 4bra).

A koz€ps6 egymagvas fejlettségii viragok termdjében (4/23. abra), mar jol elkiilonithetd
a kiilsé és belsd integumentum. A magkezdemény mar gyakorlatilag teljes mértékben
visszahajlo (anatrop), ami a kifejlett magkezdemény jellemzdje sz616ben. A makrospora
anyasejt sokkal szembetlindbb, mint az el6z0 fejlettségi allapotban, alakja megnyultabb.
Késéi egymagvas mikrospora kerekded formaju, mely egyre sotétebben festddod
citoplazmaval rendelkezik. A sejtmag erdsen festddd nukledlusszal a mikrospora egyik

polusa felé vandorol, mig atellenben vakuolum alakul ki (4/24. abra).
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Korai kétmagvas mikrospora citoplazmdja sotét, a sejtmagok csak nehezen fedezhetdk
fel, az egyik sejtmag egy lencseszerli lefliz6désben talalhat6 (4/25. dbra).

A késoi egymagvas-kétmagvas atmeneti allapott viragok jol fejlett magkezdeményében
1-2 magvas embriozsak taldlhatd. A sejtmagvak szerencsés esetben egy metszeten is
lathatok, de a térbeli elhelyezkedés alapjan leginkabb egymas utani metszeteken, ahol a
sejtmagok eltérd pozicidja jelzi, hogy két sejtmagrol van sz6 (4/26. €s 27. abra).

Az érett pollennél a citoplazma festédése egyenletesen sotétlila, a sejtmagok egyaltalan
nem lathatok, a pollenfala sotétzold szinli. A preparatum melegités hatdsara sem

derithetd, atlatszatlan maradt (4/28. ébra).
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4/20. abra

Tetrid dllapotiz6ld mikrospora

A nyilak a tetradokat jeldlik
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A nyil a funkcionélis makrosporat jeloli.
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4/22. abra

®

mikrospora



85

4/23. abra
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4/24. abra
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4/25. abra

Korai ké

16 pollen
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4/26. abra
Késoi 1-2 A ia otu szolo

A nyil az embridzsdkban 1€év6 sejtmagot jeloli.
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4/27. abra
Késoi u szolo

A nyilak az embridzsakban 1évd sejtmagokat jelolik.
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4/28. abra
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A termesztett buza és rokon fajainak viragzas és szaporodasbioldgiai vizsgalata fontos
alapinformaciokat szolgaltat a biotechnologiai beavatkozasokat is alkalmazd, korszera
novénynemesitési kutatdsok szamara. A him és ndéi gametofiton (a pollen és az
embridzsak) kialakuldsdnak és érésének részletes citologiai, szovettani vizsgalata az
ivaros folyamatok szinkronizacidjanak tanulmanyozasa egyrészt gazdagitja a mai napig
hidnyos ismereteinket a kiilonb6z6 gabonafajok gametofitikus folyamatair6l, masrészt
lehetdséget teremt a kornyezeti valtozasok direkt és kozvetett hatasainak vizsgéalatara,

valamint az ivaros nemzedék, az ivarsejtek in vitro mikromanipuldcidjara

biotechnologiai célbal.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a kiillonb6zé genomdsszetételi és ploidszintii
Triticum fajok pollenfejlddése, a 3-sejtes allapot kialakulasa ,,in planta” és in vitro
egyarant 1 hét alatt lezajlik a meiozist kovetden. A 3-sejtes pollen un. érése és
kiszérodasa a portokbol mar nagymértékben fiiggott az abiotikus kdrnyezeti tényezoktol
(elsdsorban a hdmeérséklettdl). Az embriozsak kialakuldsa ugy természetes, mint in vitro
koriilmények kozott idében megeldzte a 3-sejtes pollen kialakuldsat, igy
bebizonyosodott, hogy a vizsgalt Triticum fajok ndel6zdk (protogynek). Arrdl azonban,
hogy a petesejt a kialakuldsat kovetd igen fiatal allapotban termékenytiloképes-e, még

nincsenek megbizhatd eredményeink, ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Ultrastrukturalis vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy az igen fiatal, az érett
(antéziskori) és az Oreg buza petesejtek morfologiailag, szerkezetileg és ebbdl eredden
funkciondlisan is kiilonboznek egymastol. Tovabbi vizsgélatunk valaszt adhat olyan
alapvetd kérdésekre, hogy pl. mivel vélthato ki a partenogenetikus petesejt aktivacio, és
erre melyik fejlédési allapot a legalkalmasabb, vagy milyen fejlettségli petesejtbe

injektaljunk agronomiailag hasznos géneket a stabil integracio elérése érdekében.

Az embridzsak és a petesejt mérete a hexaploid fajnal volt a legnagyobb, és a ploidszint
csokkenésével a méretek is csokkentek. Ez a tendencia azonban az embridk
vonatkozasdban mar nem volt megfigyelhetd. Az embriozsak €s a petesejt méretei nem

korrelaltak az embrid méreteivel a vizsgalt Triticum fajoknal.
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A nd6i gametofitonrol alkotott ismereteink bdvitése hozzajarul a csoportunkban folyo in
vitro fertilizacios kisérletek tovabbi sikeres folytatdsahoz és a névényi ,,lombik-baby”

program megvaldsitasahoz.

A kukorica in vitro androgenezisének citologiai ¢és ultrastrukturdlis vizsgalata
nemzetkdzi szempontbol is Gttdré munkanak szamit, mivel az indukcids gyakorisadg
altalaban olyan alacsony mikrospdrara vetitve, hogy a folyamatot nem sikertil kdvetni.
Intézetiinkben rendelkezésre alltak a sajat eldallitdsu nagy haploidindukcids képességii
kukorica genotipusok €és a hatékony portoktenyésztési modszer, amely lehetdvé tette a
mikrospora eredetli strukturdk részletes ultrastrukturdlis vizsgalatdt és spanyol
egylittmiikddésben a folyamat biokémiai elemzését. Az altalunk kidolgozott kukorica
haploidindukcios modszer gyakorlati alkalmazhatdsagat az intézet kukoricanemesitoivel

kozosen vizsgaljuk és értékeljik.

A sz016 haploid/dihaploid novényeknek a makrogametofiton sejtjeibdl torténd
indukcidjdhoz sok egyéb tényezd mellett elengedhetetlen az embridzsak fejlettségi
allapotanak meghatdrozasa ¢s az optimalis fejlettségi allapot kivalasztisa a
szovettenyésztési modszerek céliranyos alkalmazéasara. Az in vitro ovarium vagy
ovulum tenyészetekbdl nagy eséllyel kaphatunk ginogenetikus haploid, homozigota
dihaploid ndvényegyedeket, amelyeket a tovabbiakban nemesitési ¢és genetikai

vizsgalatokra haszndlhatunk fel.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran kisérleteinket buzaval, kukoricaval, és szélovel végeztiik, ezen beliil 3-
buzafajjal és -fajtaval, egy kukorica hibriddel, egy sz616 fajtaval és hibriddel.
Vizsgalataink kiterjedtek a him és a néi gametofiton fejlddésére és az azt befolyasolo
kornyezeti tényezokre. Tanulmanyoztuk: a szant6foldi kisparcellas in vivo, a fitotroni
kontrollalt klimatikus novénynevelési, a szilard taptalaja, petricsészés in vitro
tenyésztési kornyezeti tényezok és a hideg stressz hatdsat.

1. A gabonafélék koziil harom, eltérd ploidszintli és genom Osszetételli buza faj
(T. aestivum cv Mv 15, T. araraticum és a T. monococcum) him ¢és noi
gametofitonjanak in vivo és in vitro fejléddését kovettilk nyomon a meiozistol az érett
pollen és embridzsak kialakuldsaig.

A him gametofitonok differencialdédasi dinamikajaban nagy eltérések nem adodtak a
kiilonb6z6 ploidszintbdl eredéen a haromsejtes fejlodési allapotig. A haploid him
gametofiton fejlddésbeli kiilonbsége az érett pollen kiszordédasakor jelentkezett a
leggyorsabb fejlédésii hexaploid fajtdnal. A mikrosporak fejlédése lassubb volt az in
vitro kdrnyezetben, az egymagvas fejlddési allapot egy kicsit hosszabb periddusunak
bizonyult az elsé pollen mitdzis alatt a kontrollhoz viszonyitva. A genotipusbol
adddoan lényeges kiilonbség nem mutatkozott az in vitro pollenfejlédésben. Mind az
in vitro, mind az in vivo kornyezetben az egymagvas mikrosporabol a harommagvas
funkciondlis pollenné fejlédés egy héten beliill megtortént. Eltérés volt azonban a
kiilonboz6 fejlédési allapotok hosszaban az in vitro és a természetes koriilmények
kozott.

A him gametofiton fejlédését harom — Mu (k6zépsd 1 magvas), Bn (2 magvas), Tc (3
sejtes), - fejlodési staddiumban a pollenszemek atmérdje alapjan vizsgaltuk. A
varianciaanalizis eredménye szerint a Triticum fajok vonatkozasdban megbizhatoak a
kiilonbségek p=0,1%-os szinten. Eltérést egy esetben p= 0,5%-o0s szinten, valamint
két esetben nem kaptunk szignifikdns kiilonbséget barmely két kombindcio
Osszehasonlitasaval.

2. Az in vitro kalaszka kultardkban az embridzsakok fejlédése megegyezett az in vivo
kontrollal, mindhdrom faj esetében kiilonbség a méretbeli novekedésben
tapasztalhatd. A hexaploid faj embridzsakja szignifikansan nagyobb méretii a masik
két fajénal. A ndi gametofitonok maximalis kiterjedésiiket a him gametofitonok

érése elott mar két-harom nappal elérték. A differencidlédas dinamikéjara a
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ploidszint volt hatassal, a tetraploid és a diploid faj 7-sejtes ndi gametofitonjanak
differencidlodasahoz egy nappal hosszabb idére volt sziikség, mint a hexaploid faj
esetében.

3. A hétsejtes néi gametofiton fejlodése gyorsabb, mint a him gametofitoné. A vizsgalt
fajoknal az embridzsak a funkcioképes makrosporabol harom, illetve négy nap alatt
jott 1étre az egymast kdvetd harom gyors mitdzis eredményeképpen, mig a két
mikrospdra mitozissal differencidlodé trinukleatus pollen csak a hetedik napon volt
megfigyelhetd. A him €s a ndi gametofiton fejlédés aszinkronja all fenn, a Triticum
fajok protogynidjat tamasztva ala.

Az in planta fejlodott petesejtek a kialakulastdl a receptiv allapotig érési
folyamaton mennek keresztiil, méretndvekedés €s alakvaltozas kiséretében.

4. A Triticum faj kéthetes embridinak térfogat adatai eltérd fejlodési intenzitdst
mutattak akar az antéziskori embridzsak-, vagy az érett szem csira- ill. embrid
térfogataval vetettiik 6ssze. Az atlag értékek alapjan a diploid buza kéthetes embrioi
meghaladtdk a hexaploid buza embridinak térfogatat is. Ugyancsak ezt erdsitette
meg, amikor a kéthetes magkezdeményeket az érett szemekhez viszonyitottuk. A
diploid kéthetes magkezdemény mérete az érett szem kdzel 60%-at, a hexaploid az
50%-4at, a tetraploid csupan 23%-at érte el.

5. Az in planta ndvekedésii petesejtek vizsgalatat az excizalt vagy izolalt petesejtek

kovettek, melyek gomb formajukat a kiemelés utan vették fel. A petesejtek és a
sejtmagok méretvaltozasa Osszefligg az ¢életkorukkal. A petesejtek atmérdinek
vizsgalatahoz a kasztralastél szamitva 3, 6, 9, 12, 15, 18 napos petesejteket
hasznaltunk, a két hexaploid buzafajta a Chinese Spring ¢és a Siete Cerros esetén.
Mindkét fajta tekintetében a petesejt ¢és a sejtmag atlagos novekedése hasonldan
emelkedd volt a harmadik naptdl a 18. napig. A sejt- €s magatmérdk a maximumok
elérésében kiilonboztek a két fajtandl. A megtermékenyités szempontjabol
meghataroz6 6 és 9 napos sejtek atmérdje 63,49 um és 73,32 pm volt.
A 3,6,9, 12 15, 18 napos petesejtekbdl készitett félvékony metszeteket hasznaltuk a
morfoldgiai vizsgalatok végzése soran és jellemeztiik a sajatossagaik alapjan, melyek
szintén Osszefliggtek a korukkal. A harom legjellemzébb és legnagyobb eltérést
mutat6 fiatal (3 napos), receptiv (9 napos), és dreg (18 napos) petesejtek jelentettek.

6. Az izolalt petesejt fénymikroszkdpos megfigyelésénél részletesebb ultrastrukturalis

feltarast végezhettliink a TEM segitségével.
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Az antézis eldtti fiatal fejlettségi allapotit 3 napos petesejt citoplazmdjaban lipid
testek, mitokondriumok, amiloplasztok, keményité szemek talalhatok a periférialis
vakuolumok kozott.

A receptiv allapott, 9 napos petesejt, az antézishez idében a legkdzelebb esett.
Ultrastrukturalis jellemz0i a denz citoplazma, mitokondriumok nagyszamu jelenléte,
a nukleuszban az endoplazmatikus retikulum, a polarizaltsdg erdteljesen
megfigyelhetd.

Az Oreg petesejt szamos sajatossaggal rendelkezik. A sejtmag kromatin allomanya
degradalodott. A sejtmag membranjdhoz kromatin maradvanyok tapadtak un.
blebbingeket képezve. A citoplazméban lipid, keményitd, protein halmozddott fel.
Lizis volt megfigyelhetd a vezikulumokban és autofag vakuolumok jelentek meg. Az
Oreg petesejtek a programozott sejthaldl jellegzetességeit viselték.

7. A Chinese Spring buzafajta érett, haromsejtes pollenjét és generativ, vegetativ sejt
adatait hasonlitottuk 0ssze. A két himivarsejt dimorfizmusat a méretiikben meglévo
kovetkezetes kiilonbség is jelzi. A pollen atmérdje nagysagrendileg megegyezik a
hexaploid petesejt méretével, mig az ivarsejtek méretiik alapjan csak a negyede az
érett petesejt &tmérdjének.

8. ADHI109 x ZK 191/a hibridvonalhoz tartoz6 kukorica antérakat késéi 1 magvas
fejlettségi allapotban izolaltuk. Ezeknek embrioid jellegli strukturdit hidegkezelés
segitségével allitottuk eld YP taptalajon.

A fénymikroszkopos vizsgalatok szerint az antérakbol készitett metszeteken 2 sejtes
mikrospora jelenléte volt kimutathatd két nappal az éheztetési eljarast kdvetden. A
tenyésztett mikrosporak tobbféle varidcidja, az un. MCM, azaz tdbbsejtes
mikrosporak, illetve a tobbmagvas mikrosporak, azaz MNM egyarant
megfigyelhetdk voltak a tenyésztésbe vonast kovetd oOtodik naptdl kezdddden
csakigy, mint degenerdlt és nem indukélodott mikrosporak, amelyek szintén
eléfordultak a populdcioban. A sokfajta mikrospora alpopulacidoknak az eléfordulasa
arra hivta fel a figyelmiinket, hogy sokféle sejtosztodasi, ill. fejlédési tipus figyelhetd
meg egyidében a kulturaban.

Az ultramikroszkopos vizsgélatok tanusaga szerint ezekben a cellularis formakban,
sejt csoportosuldsokban sajatossagok figyelheték meg csakigy, mint az egyes
sejtmag poérusok jelenléte az indukcid korai stddiumaban, valamint az intine alatt
megjelend vastag sejtfal képzddése. Ezekben a strukturdkban bizonyos foku polaritas

is megfigyelhetd volt. A proembrio jellegli struktarak kb. 10-13 nappal a
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tenyésztésbe vonas iddpontjatol voltak fellelhetok, ugyanakkor az embrid jellegii
struktirak megjelenése ennél késObbi idOpontra teheték mintegy 16 nappal a
tenyesztés kezdetétol.

Az ubiquitin vizsgalat érdekében a kereskedelemi forgalomban 1évd poliklonalis
antitesteket hasznaltuk az antérak félvékony metszetein immunocitokémiai detektalas
céljara. Az eldbb emlitett Osszes sejt tipusban a jelolés megfigyelhetd volt, kivéve a
degeneralt és a nem indukalodott mikrospordk esetében. Az MCM (soksejtes
mikrosporak), androgenikus mikrosporak esetében a jelolés intenzitasa lényegesen
nagyobb volt. A vizsgéalat soran az ubiquitin, pollen sejtciklus, ill. androgenezis
indukcidjaban betoltott szerepére, valamint annak a degradativ utvonal biztositasdban
betoltott szerepére vonatkozoan keriilt sor egy modell felallitasara.

9. A sz0l6 virag fejlodésdinamikai vizsgalatakor — a buza vizsgalatoknal alkalmazott
metodikat adaptaltuk - mindkét fajta esetén a him és ndéi gametofiton fejlédési
allapotat detektaltuk.

A sz016 pollen fejlddésében hét fazist kiilonitettiink el. Meghataroztuk a jellemzd
strukturalis bélyegeket. A szisztematikus mintavételekkel korrelaciot kerestiink a
magkezdemény ¢és a pollenszemek egyes fejlodési allapotai kozott.

A pollen fejlédés stddiumai kozvetett modszerként hasznalhatd arra, hogy az
embridzsak sejtfejlodési fokat meghatarozzuk és igy optimalis allapotot kivalasztva

hasznaljuk szovettenyésztés céljara.
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1. SUMMARY OF NEW SCIENTIFIC RESULTS

Our examinations have been carried out on three wheat species and varieties, a maize
hybrid and a grape variety and a hybrid. Our studies have involved the development of
male and female gametophytes, and the environmental factors affecting the
developmental process. The effects of environmental factors and cold stress were
investigated in vivo in small plots, under controlled climatic conditions in phytotron
chamber, and in vitro in Petri dishes on solid medium.

1. The in vivo and in vitro development of the male and female gametophytes of three
wheat species (7. aestivum cv Mv 15, T. araraticum and T. monococcum) with
different ploid levels and genome compositions was examined from the state of
meiosis to the formation of mature pollen and embryo-sac.

Significant difference in the dynamics of the differentiation of male gametophytes
due to the difference in ploid levels was not found up to the tricellular developmental
state. The difference in the development of haploid male gametophytes could be
observed at the rapid grower hexaploid variety during the spreading of mature
pollens. Microspores developed at a slower pace in vitro, the uninucleate state was
found to be slightly longer at the first pollen mitosis comparing to that of the control.
Genotype did not have considerable influence on the in vitro pollen development.
The development from uninucleate microspores to functional trinucleate pollens
completed within one week both in vifro and in vivo. However, the length of the
different developmental states varied under in vitro and natural conditions.

The in vivo and in vitro development of the male gametophyte was studied on the
basis of the diameter of pollen grains in three developmental states, namely Mu (mid
uninucleate), Bn (binucleate), Tc (tricellular). In accordance with the result of the
analysis of variance, the differences are reliable at p=0.1% level for the Triticum
species. Difference was found on one occasion at p= 0.5% level, and there were two
cases where significant difference could not be found comparing any of the
combinations.

2. The development of the embryo-sac in the in vitro spikelet culture was similar to that
of the in vivo control, however, there was a difference in size for all three species.
The embryo-sac of the hexaploid species is significantly larger than that of the other
two species. The female gametophytes reached their maximal dimension two or
three days before the ripening of the male gametophytes. The dynamics of the

differentiation was influenced by the ploid level, the differentiation of the 7-cellular
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female gametophytes took one day longer for the tetraploid and diploid species than
for the hexaploid species.

3. The development of the 7-cellular female gametophyte is faster than that of the male
gametophyte. For the species examined, the embryo-sac formed in three or four
days from the macrospore as a result of three consecutive rapid mitosis, while the
trinucleate pollen developed as the outcome of two microspore mitosis could only
be observed on the seventh day. The development of the male and female
gametophytes is asynchronous, confirming the protogyny of Triticum species.

The ova developing in planta from the initiation to the receptive state undergo a
maturing process accompanied by growth and the changing of their shapes.

4. The cubic contents of the 2-week-old embryos of the Triticum species demonstrated
a difference in the intensity of development comparing to the cubic contents of either
the embryo-sacs at anthesis, or the mature embryo. On the basis of the averages, the
cubic contents of the 2-week-old embryos of the diploid wheat exceeded even that of
the hexaploid wheat. It was also verified when the two-week-old seed buds were
compared to the mature grains. The size of the two-week-old diploid seed bud was
60% of the mature grain, while it was 50% for the hexaploid and 23% for the
tetraploid wheat.

5. The studying of the ova developed in planta was followed by the examination of

excised or isolated ova, which took spherical shape after being removed. The
changes in the size of ova and the nuclei are connected with their age. The diameter
of the ova was examined on the two hexaploid wheat varieties Chinese Spring and
Siete Cerros on 3, 6, 9, 12, 15, 18 days old ova calculated from castration. The
average growth of the ova and the nuclei was similarly increasing from day 3 to day
18 for both varieties. However, the diameters of the cells and the nuclei of the two
varieties reached their maximum values at different times. The diameters of 6 and 9
days old cells were 63,49 pm and 73,32 pm.
The morphologic examinations were carried out on half-thin cuttings prepared from
3,6,9, 12 15, 18 days old ova. The morphologic features were also connected to
their age. The largest difference could be observed in the case of young (3 days old),
receptive (9 days old) and old (18 days old) ova.

6. By examining the isolated ova with optical microscope, more detailed ultrastructural

observations could be taken using TEM.



99

In the cytoplasm of the 3 days old ovum prior to anthesis, lipid bodies, mitochondria,
amiloplasts, starch granules can be found among the peripheral vesicles.

The 9-day-old receptive ovum was the closest to anthesis. It can be characterised by
dense cytoplasm, large number of mitochondria, the endoplasmatic reticle in the
nucleus and polarisation.

The old ovum has several features. The chromatin in the nucleus is degraded.
Chromatin residues are adhered to the membrane of the nucleus forming the so called
blebbings. Lipid, starch and protein are accumulated in the cytoplasm. Lysis could be
observed in the vesicles, and autophag vacuoles appeared. The old ovum can be
characterised by the features of programmed cell death.

The generative and vegetative features of the mature, 3-cellular pollens of the wheat
variety Chinese Spring were compared. The dimorphism of the two male gametes is
indicated by the consistent difference in their sizes. The diameter of the pollen is
similar to that of the hexaploid ovum, while the size of the male gamete is only the
quarter of the size of the mature ovum.

The maize anthers of the hybrid line ‘DHI109 x ZK 191/a’ were isolated at late
uninucleate state. The embryoid structures were formed on YP medium by cold
treatment.

On the basis of the optical microscopic examinations, 2-cellular microspores were
found on the cuttings prepared from the anthers 2 days after the starving treatment.
Several variations of the cultured microspores such as multicellular microspores
(MCM) and multinuclear microspores (MNM) were observed in the population from
day 5, as well as degenerate and non-induced microspores. The occurrence of several
microspore sub-populations drew our attention to the fact that microspore types
differing in cell division and development can be observed in the culture.

The ultramicroscopic examinations showed that in these cellular forms and cell
clusters special characteristics can be detected such as the nucleus pores in the early
stage of induction and the formation of thick cell wall under the intine. A certain
degree of polarity could also be observed in these structures. Proembryonic
structures could be found 10-13 days after the initiation of the culture, while
embryonic structures appeared on approximately day 16.

Commercially available policlonal antibodies were used for the ubiquitin
examination to complete immunocytochemical detection on half-thin cuttings of the

anthers in co-operation with Spanish researchers. Marking could be found for all of
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the cell types mentioned above except for degenerate and non-induced microspores.
The intensity of the marking was higher in the case of MCM’s and androgenic
microspores. A model was set to demonstrate the role of ubiquitin in the pollen cell
cycle and the induction of androgenesis, and in the ensuring of the degrading route.

. For examining the dynamics of the grape flower’s development, the methods applied
for wheat were adapted and the developmental state of the male and female
gametophytes were detected at both varieties.

In the development of grape pollen, seven phases were defined. The typical structural
features were specified. Correlation was searched between the individual
developmental states of the seed bud and pollen grains by systematic samplings.

The cell development in the embryo-sac and the optimal stage of development for

tissue cultures were determined using an indirect method.
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8/ 33. abra

Siete Cerros bl’lza_kroszk()pos képei

Siete Cerros 6 napos petesejt

Siete Cerros 9 napos petesejt Siete Cerros 12 napos petesejt

Siete Cerros 15 napos petesejt Siete Cerros 18 napos petesejt
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ROVIDITES JEGYZEK

Bc - (bicellular) kétsejtes allapot

Bn - (binukleatus) kétmagvas allapot
BSA - Bovine serum albumin

cv - cultivar

D.E.R. 736 - diglycidyl ether of polypropylene glycol

DMAE - dimethylaminoethanol
DNS - dezoxiribonukleinsav
eBn - (early binucleate) korai kétmagvas éallapot

ERL - vynilcyclohexene dioxide, 1-epoxiethyl-3,4-epoxycyclohexane

LSM - lézer scanning mikroszkop

Lu - (late uninucleate) késoi 1 magvas allapot
MCM - tobbsejtes mikrospora

MNM - tobbsejtmagvas mikrospora

Mu - (mid uninucleate), kozépsé 1 magvas allapot
NSA - nonylsuccinic anhydride

PBS — Phosphate-buffered saline

PEG - polietilén glikol

PGR - plant grow room
PGV - plant grow vestibule

Pm - (premitotic) osztodas elotti allapot

PMC - pollenanyasejt

QTL - quantitative trait loci

RAPD, - random amplifikalt polimorfikus DNS
RNS - ribonukleinsav

SEM - scanning elektronmikroszkop

SzD - szignifikans differencia

TBS - Tris buffered saline

Tc - (tricellular) haromsejtes, érett allapot
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TEM - transzmisszios elektronmikroszkop

YP - YU-PEI (téptalaj)



