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1. A KUTATAS CELKITUZESEI

Hazankban a mezdgazdasagi novények termésbiztonsagat nagymértékben befolyasoljak a kiilonb6zo
biotikus ¢€s abiotikus kornyezeti tényezok. A termésbiztonsadg az egyik fO alappillére a termesztés
gazdasdgossaganak, amely a mezogazdasagilag fontos ndvényfajoknal a vetOmagtermesztésben is
jelentds célkitlizés. A vetdmagtermesztés kozvetlen kapcsolatban all a virdgzasbiologidval, mint
alapul, az 0j sporofiton nemzedék életciklusa a kettds megtermékenyitéssel kezdddik. Ezért a
szaporodasbiologiaval kapcsolatos kérdések kozvetleniil érintik a vetdmagtermesztés alapjait, kiemelt
kutatasi teriiletnek szamitanak. Fontos gazdasdgi ndvényeink genetikai diverzitasanak novelése a
névénynemesitési kutatasok egyik alapvetd célja, melynek megvalositasara a hagyomanyos genetikai,
embriologiai modszerek és az in vitro manipulacids technikak egyiittes alkalmazasa nagy esélyt ad.

A valtoz6 kornyezeti hatasoknak, pl. extrém iddjarasi valtozasoknak kitett ndvények egyedfejlodésiik
generativ szakaszaban igen érzékenyen reagalnak elsésorban terméscsokkenéssel a kiilonb6zo
abiotikus stresszhatasokra. Ezért célszerli megvizsgalni, és részletesen megismerni azokat a kritikus
fazisokat a him és néi gametofiton fejlodésében, melyek a legsériilékenyebbek, ezaltal nem kivant
terméskiesés kovetkezhet be.

A kornyezeti hatasok laboratoriumi koriilmények kozott céliranyosan is tervezhet6k (pl. mesterséges
ndvénynevelési technikak igénybevételével). Az un. in vitro kornyezet lehetdséget teremt az
egyedfejlodési, differencidlodasi folyamatok jobb nyomonkovetésére és a kiilonbzé kdrnyezeti
tényezOk hatasanak direkt vizsgalatara.

A ndvényi szervezetbe vagy az abbol szarmazo, in vitro tenyésztett sejtekbe torténd beavatkozésok
akkor lehetnek eredményesek, ha azokat célirdnyosan, az egyedfejlodes, ill. a ndvényi sejtciklus
megfeleld fazisaiban hajtjuk végre.

A ndvényi ivaros folyamatokrol rendelkezésiinkre 4llo ismeretek alapvetd informacioként szolgalnak
napjainkban a kisérletes szaporodasbiologia egyik fontos teriiletét képezd in vitro fertilizacios
kutatasokhoz is. Izolalt himivarsejtek és petesejtek Osszeolvasztisaval életképes utdod hozhato 1étre és
ez elvileg lehetové teszi hibridek eldallitasat is a btiza és rokon fajai kozott, a protoplasztfiizidhoz
hasonl6é gametoplaszt-fuzidval.

A fajok kozotti in vitro ivarsejtfiizid megvalositasahoz részletes informacidra van sziikség az egyes
Triticum fajok pollen- és embridzsak fejlodési folyamatairdl természetes koriilmények kozott in situ,
valamint in vitro.

Napjainkban a nemesitési gyakorlat részérél nagy igény van életerds dihaploid, antéra illetve
mikrospora kulturabol szarmazoé dihaploid vonalak eldallitasara a nemesités genetikai bazisanak
kisz¢lesitése és a vonaleldallitds idejének leroviditése érdekében. A Martonvasaron létrehozott
génbankban a magas androgenetikus kapacitasi exotikus kukoricak genotipusai hasznalhatok

genetikai forrasként. A magas indukcios képességet mutatd genotipusok antérakultirajaban szamos



mikrospora eredetii struktira formalddik, amelyeknek csupan egy része képes fertilis ndvénnyé
fejlodni. A zigotikus, illetve androgenetikus embriogenezis, valamint a kallogenezis tanulmanyozasat
célzd Osszehasonlitd morfologiai vizsgalatokkal kivanjuk feltarni az in vitro kdrnyezetben lejatszodo
folyamatok jellemzO sajatossagait, igy novelve a haploidindukcié hatékonysagat, melynek
koszonhetden lehetove valik a modszer gyakorlati alkalmazésa.

A hazai mindségi bortermelésiink vilagpiacon elfoglalt rangos helye indokolja a szélovel végzett
kutatasok jelentdségét. A kutatasok vizsgalati eredményei olyan - a szO6lében 1ij — biotechnikai
moddszerek kidolgozasdhoz nyujtanak alapokat, melyek segitségével a szolonemesités, elsésorban a
rezisztenciara torténd nemesités rovidebbé és hatékonyabba tehet6. A két borszolé genotipuson

veégzett vizsgalataink a sz6l6 him és néi gametofitonjanak tanulmanyozasara iranyultak.

Kutatasi céljainkat a kdvetkez6kben foglaltuk Gssze:

[ Kiilonb6z6 genomdsszetételii és eltéré ploidszinti Triticum fajok him és ndi gametofitonja
differencialédasanak nyomonkdvetése in vivo és in vitro kornyezeti koriilmények kozott.

[J A buza him és n6i gametofiton fejlédési szinkronviszonyanak feltarasa. Ennek ismeretében egy
kozvetett vizsgalati modszer segitségével a buza ndi gametofiton fejlédési fazisanak
meghatarozasa.

[J A buza petesejt in planta fejlodésének tanulmanyozasa az embridzsak érése soran.

[J Az izolalt buza petesejt morfologiai és funkcionalis jellemzése a fiatal allapottol az dregedésig fény
¢s elektronmikroszkopos vizsgalattal.

O A Triticum fajok in planta fejlodott fiatal embridinak jellemzése térfogatuk alakuldsa, morfologiai
sajatsagaik alapjan. Az eredmények segitséget nyUjtanak az in vitro fertilizdcid soran
mesterségesen létrehozott interspecifikus, intergenerikus embridk tanulmanyozasahoz.

[0 A hidegkezelést kapott kukorica mikrospora embriogenezisének tanulméanyozasa fény és
elektronmikroszkop segitségével.

[ A sz0lovirag fejlddésdinamikajanak megismerése, a him és a ndi gametofiton fejlodési allapotanak

meghatarozasa, jellemzése.

2. AKUTATAS ELOZMENYEI
A virdgzas és viragzasbiologiaval foglalkozo kutatas gyokerei évtizedekkel korabbi idékre nyulnak
vissza intézetiinkben. A hibrid ndvényfajtak eldallitasaval szamos novényfajnal kiugrod
terméseredményeket értek el. A nagy terméseket adod hibridbuzak eléallitasanak igénye inspiralta a
A vizsgalatok soran Osszefiiggéseket kerestek a kiilonbozé életkori bibe megporzasakor létrejott
megtermékenyiilés és a magkdtési szazalék, valamint a magkotés soran kapott blizaszemek atlagos

tomegének valtozasa kozott (Rajki-Cicer 1961b). Az in vivo korilmények kozott végzett



makromorfologiai megfigyeléseken alapult eredmények késébb bdviiltek a fénymikroszkdpos
szovettani ismeretekkel. A termd koranak hatasat vizsgaltak a fejlodé buzaszemek struktirajanak

alakulasara (Molnar-Lang, M., Rajki-Cicer, E. 1983).

Intézetiink fitotronjaban 1972-t6l széleskorti lehetdség nyilt a kordbbi eredményes viragzasbiologiai
kutatasok folytatasaként egzakt, megismételhetd, kontrollalt in vivo, in vitro koriilmények kozott a him
ivaros nemzedékkel, a pollennel kapcsolatos kutatdsok megvaldsitasara. A pollen életképességével
foglalkozé kutatomunkat a novénynemesitési €s korszerti genetikai kutatasok részérdl felmertilt
igények gyorsitottak fel. A mélyhttéses pollentartositasi modszer kidolgozasaval (Barnabas, B., Rajki,
E. 1976.) a dehidratalt allapota kukorica, rozs és tritikalé pollen hosszl ideig tartosithatd cseppfolyos
nitrogénben, -196°C homérsékleten. A tartositott funkcioképes pollen felhasznédlasaval megvalosithato
a kiilonbo6z6 idépontokban, vagy egymastdl tavol esd helyeken viragzo egyedek keresztezése, valamint
a genetikai alapanyagok nemzetkozi cseréje a Martonvasaron 1étesitett pollenbankon keresztiil.

A pollen-biotechnoldgiai vizsgalatok anyaga a kukorica (Zea mays L.) és a buza (Triticum aestivum
L.) volt. A portoktenyésztési kisérletekben a pollenkallusz-indukciot vizsgaltak. A kukorica és buza
haploid kalluszokbdl illetve embrioidokbdl sikeresen novényeket regeneraltak.

A technikai fejlédés a nagyobb felbontoképességli mikroszkopok, elektronmikroszkop segitette a
novényi ivarsejtek in planta és in vitro koriilmények kozotti tanulmanyozasat, citologiai €s
ultrastrukturalis megismerését. Az izolalt ivarsejtek fUzidja, az in vitro fertilizacidés technika

alkalmazasaval és a petesejtekbe torténd injektalas, mikromanipulaciok modszerével a bliza genetikai

crcr

3. A KUTATAS MODSZEREI

A Kkisérleteket, vizsgalatokat a Magyar Tudomanyos Akadémia Mez6gazdasagi Kutatdintézetében,
Martonvasaron végeztiik kozott. Az egyiittmikddésben végzett munkak:

Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kézpont, G6dollo, buza elektronmikroszkopia;

ELTE Novényszervezettani Tanszék, Budapest, bliza embridzsak LSM vizsgalat;

Departmento de Bioquimica, Biologia Celular y Molecular de Plantas, Estacion Experimental de
Zaidin, CSIC. Granada, Spain, kukorica mikrospora embriogenezis fény- €s elektronmikroszkopia;

FVM Szo6lészeti és Boraszati Kutatointézete, Eger, sz6l6virag mintavétel, pollen fénymikroszkdpia.

A vizsgalatokban felhasznalt névények

o Az eltéré genomdsszetételi és ploidszintli bliza him és ndi gametofiton in planta és in vitro
fejlédésének 6sszehasonlitd vizsgalatahoz 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 biizafajtdkon tanulmanyoztuk.

o Az érett pollenszemek méreteinek analiziséhez a Chinese Spring tavaszi buzafajtat hasznaltuk.

o Az eltéro ploidszintii buzafajok embridfejlédésének dsszehasonlitasat a Triticum aestivum L. cv. My
15 (AABBDD) (2n=6x=42), Triticum araraticum Jakubz. (AAGG) (2n=4x=28), Triticum
monococcum L. (AA) (2n=2x=14), névényeken végeztik.

e A kukorica in vitro androgenezis folyamatat a nagy haploidindukcios gyakorisagot mutaté DH 109 x
ZK191/a hibrid antérainak felhasznalasaval vizsgaltuk.

o A sz0l6virag fejlédésdinamikajanak jellemzéséhez, strukturalis, morfologiai vizsgalataihoz az alabbi
genotipusokat hasznaltuk:

Muscadinia rotundifolia Planch. x Vitis vinifera L. BCs,

Leéanyka.

A Kkisérleti novények nevelési koriilményei
e Szabadf6ldon:
a kisérleti novények koziil a buza és a sz616 novényeket neveltiik fel.

A buza him ¢és ndi gametofiton in vivo és in vitro fejlodésének Osszehasonlitd vizsgalatahoz a
ndvényeket szanto6foldi kisparcellas koriilmények kozott neveltiik fel. A ndvények egy részébdl a
fokaldszokat - amikor a him gametofiton Mu (k6zépsé egymagvas) fejlédési allapota volt - in vitro

kalaszkakulturdban neveltiik tovabb, viragzasig.

A két sz6l6 genotipus viragait az FVM SzOlészeti és Boraszati Kutatointézete, Eger kolyuktetdi

szabadfoldi fajtagylijteményében nevelt névényekbdl szedtiik.

e Fitotronban:
a buza petesejtek excizaladsahoz, az érett pollen méretének- a fiatal embridk- és a kukorica
androgenezis vizsgalatahoz a ndvényeket fitotronban, kontrollalt kornyezeti koriilmények kdzott

neveltiik fel.
Vizsgalatok
e Buza pollen és embridzsak in vivo és in vitro fejlédésének vizsgalata

Harom eltér6 ploidszintli és genomdsszetételi buzafaj fejlodését kivantuk Osszehasonlitani
vizsgalataink soran, melyeket eltéré kornyezetben neveltiink fel. A buza him és n6i ivaros nemzedék
in vivo és in vitro fejlédésének nyomonkovetésére fajonként 20-20 azonos fejlettségi allapota fokalaszt
hasznaltunk. A fokalaszokat celofan zacskoval izolaltuk. A kalaszok koézépsé harmadabodl szarmazo

antérabol meghataroztuk a mikrospora fejlettségi allapotat.



A mikrospoéra-fejlodés kozépsé 1-sejtmagvas (Mid uninucleate = Mu) allapotatol kezdddden,
naponként 5-5 antérat és 10-10 termot vettiink ki, a 3-sejtes pollen kialakulasat jelent6 antézis
bekovetkeztéig. Az antérdkat a mikrospora-fejlettségi allapot detektalasara fixalod oldatban (abszolit
alkohol ¢és jégecet 3:1 aranytl keverékében), a termodket 0,1M foszfatpufferrel készitett, 2.5%-o0s
glutaraldehid-oldatban fixaltuk mikrotechnikai vizsgalatok céljabol.

Az antéra mintavétel és a mikrospora fejlettségi allapot meghatarozasa parhuzamosan tortént a noi
gametofitonéval. Az antérakat, ill. a mikrospordkat a fixalas utan a vizsgalat jellegébdl adodoan a
preparatum festési eljarasaval, beagyazas nélkiil is vizsgalni tudtuk, a pollenszem fejlettségi allapotat
meghataroztuk és megmértiik az a&tmérojét. A harom buizafaj pollenjének méretbeli alakuldsat jellemzo
adatokat statisztikai modszerrel, varianciaanalizissel elemeztiik, értékeltiik.

Az embridzsak kialakulasat a Spurr-gyantaba beagyazott termékbol (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 tipusa
fénymikroszkoppal. A kiilonbozo fejlettségii termOk hossziranyll sorozatmetszetein kikerestiik az
ovulumok belsejében elhelyezkedé embridzsakok legnagyobb Kkiterjedésii metszetét, és okular
mikrométer segitségével meghataroztuk az embridzsakok hosszusagi €s szélességi adatait. Az adatok
alapjan (COREL DRAW szamitogépprogram segitségével) az embridzsak alak- és térfogatvaltozasat

tiilkroz6 sematikus abrakat szerkesztettiink.
e Az embridzsak lézer scanning mikroszkopos vizsgalata

A fixalt, viztelenitett buzaterméket (Mv 15) Polietilén glikolba agyaztuk (PEG 1500). A dermedést
kovetéen a mintakbol Reichert (acélkéses) mikrotommal 10-40um vastagsagii metszeteket
készitettlink. A metszeteket akridinnarancs (SIGMA, c.i. 46005) mikroszinezékkel (1ul/ml)
megfestettiik.

o A him ¢és a ndi gametofiton egymashoz viszonyitott fejlddésének vizsgalata

Vizsgalataink kiterjedtek a kiillonb6z6 ploidszintii buzafajok him és néi gametofiton egymashoz
viszonyitott fejlédésének megfigyelésére. Osszesen nyolc mintavételi alkalmat és hat, illetve ot
fejlodeési fazist vettiink alapul.
A him gametofiton megfigyelt fejlodési stddiumai:

Mu (mid-uninucleate), k6zéps6 1 magvas allapot

Lu (late uninucleate), kés6i 1 magvas allapot

Pm (premitotic) osztodas elétti allapot

eBn (early binucleate) korai kétmagvas allapot

Bc (bicellular) kétsejtes allapot

Tc (tricellular) érett haromsejtes allapot



A n6i gametofiton megfigyelt fejlodési stadiumai:
tetrad allapot
makrospora allapot
kétmagvas allapot
négymagvas allapot
hétsejtes (8 magvas) allapot
Ezek a megfigyelések fontos informaciét adnak arra vonatkozdéan, hogyan szervezzik a
ndvénynevelést és hangoljuk Ossze az ivarsejt izolalasi tevékenységet a sikeres in vitro ivarsejt
fuzidhoz.
A sz016virag fejlodésdinamikajanak strukturalis, ndvényanatomiai, morfologiai, szovettani vizsgalatat

a novényekrol szedett 5-5 viragmintan végeztik.

A sz6l6pollen fejlodési allapotok

A portokokat feltarva preparatumot készitettiink, megfestettik a benne 1évé mikrosporakat. A
mikrosporak megfestésére az Alexander féle eljarast alkalmaztuk (Alexander 1969). Mindkét
genotipusban az alabbi fejlodési allapotokban tortént a mintavétel:

1. PMC (pollenanyasejt),

2. Tetrad,

3. Korai egymagvas: szabalytalan forma, vékony, halvanyzdldes festodésii pollenfal, sejtmag
nem lathato,

4. Kozépsd egymagvas: rogbilabda formaji mikrospora, vastag, sotétzolden festddo
pollenfal, a sejtmag halvany, a mikrospora kézéppontjaban talalhato,

5. Késdi egymagvas: kerekded forma, egyre sotétebben festddd citoplazma, a sejtmag az
erésen festddo nukleodlusszal a mikrospora egyik polusa felé vandorol, mig az ellenkezén
egy vakuolum alakul ki,

6. Korai kétmagvas: a citoplazma olyan s6tét, hogy a sejtmagok csak nehezen fedezhetdk fel,
az egyik sejtmag egy lencseszeri lefliz6désben talalhato,

7. Erett pollen: a citoplazma egyenletes sotétlila festédésti, sejtmagok egyaltalan nem
lathatok, sotétzold pollenfal.

A sz0616termo vizsgalata
A pollen fejlddési allapotanak meghatarozasa utan kivalasztottuk azt az 5-5 viragot, amelyben tetrad,
kozépsd egymagvas és késéi egymagvas/kétmagvas atmeneti allapoti mikrosporak talalhatok. Ezen

viragok termdit (genotipusonként 15 minta) agyaztuk be miigyantaba félvékony metszetek készitésére.



e Bliza embrid vizsgalatok

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

A fitotronban, Conviron PGV tipusi névénynevel6 kamraban t2 tavaszi klimaprogramon (Tischner et
al. 1997) nevelt harom Triticum faj (T. aestivum, T. araraticum, T. monococcum) novények izolalt
kalaszaibol 3-3 kalaszt kasztraltunk. A kalaszokat mesterségesen megporozva, porgetéses modszerrel
megtermékenyitettiik.

A megporzast, megtermékenyitést kovetden a 14. napon a kéthetes magkezdeményeket 2,5%-o0s
glutaraldehid oldatban fixaltuk. Az embridkat sztereomikroszkdp alatt (Zeiss Stemi 2000-C tipus)
kiemeltiik, hosszisagi és szélességi kiterjedését a mikroszkop okular mikrométere segitségével
meghataroztuk. A kéthetes embriokrol morfologiai Osszehasonlitas céljabol fotokat készitettiink Zeiss
EMO910 elektronmikroszkdp segitségével SEM lizemmodban.

A harom Triticum faj érett szemterméseit 48 oran at, desztillalt vizben, szobahOmérsékleten
duzzasztottuk. A megduzzadt szemek terméshéjat felhasitva az érett embridt sztereomikroszkdp alatt

kiemeltiik, megmértiik. A kapott adatokat tablazatba foglaltuk.
o Petesejt vizsgalatok

In planta petesejtek

A harom Triticum fajndl a petesejt méretbeli fejlodését vizsgaltuk. A termdkbol késziilt metszetek
koziil azokat valogattuk ki, amelyeken meghatirozhattuk az embriozsdk mikropile feloli végén
elhelyezkedd petesejt legnagyobb atmérdjét. Az in planta petesejtek adatait tablazatba foglaltuk, az
egyes fejlodési allapotokat lefotoztuk. gy informaciét kaptunk, hogy miként érheti el a petesejt a

funkcionalis érettség allapotat.
Excizalt petesejtek

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

A kasztralt viragokbol az ovariumok ill. a petesejtek excizalasa meghatarozott idépontban 3 naponként
(a kasztralas utan 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 napos allapotban) mikrosebészeti eljarassal, (Kovacs et al.
1994) ZEISS STEMI 2000C tipust binokularis mikroszkop hasznalataval tortént. Az egyes izolalt
petesejteket (Ponya et al. 1999), WPI A203XVZ tipusti nanoliter-injektor segitségével vittilk at 5
mikroliteres mikrocseppekbe. Az ivarsejteket alacsony olvadasponti agaréz gélbe (SIGMA, op=
30°C, fp= 65°C, No. A-9414) agyaztuk. A petesejteket tartalmazd megszilardult agardzcseppeket
2,5% glutaraldehidet tartalmazé 0,2 M-os Na-kakodilat ((CH3),As(O)ONa x 4H,0) pufferben (pH 6,9)
fixaltuk. Az alakjukat megdrzd, morfologiailag ép sejtek és sejtmagok atmérdjét megmértiik
okularmikrométer segitségével. A petesejteket miigyantaba agyaztuk fénymikroszképos- és TEM

vizsgalatokhoz.



e A buza érett pollenjének vizsgalata

A Chinese Spring harom-sejtes érett pollenjének vizsgalatakor az érett pollent tartalmazo portokokat
feltartuk. Ot portokbol, portokonként 10-10 pollent valasztottunk ki a mikroszkopi latdmez6ben). A
preparatum készitésekor a targylemezen 1évo megfestett (karmin ecetsav 1%), lefedett pollenszemeket
lang felett melegitve deritettiik a felhalmozddott keményitdtartalom miatt. ZEISS Ultraphot-III tipusu
fénymikroszkop okular mikrométerével megmértiik az érett pollenben levo (két) generativ és vegetativ

sejtet. Adatokat gyiijtottiink a méreteikrol és az adatokat tablazatban megjelenitettiik, elemeztiik.
ePortoktenyészetek

Minimum 15 db kukorica portokot gy(ijtottiink dssze 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
elokeszitési eljarasnak vetettiik ald. Az antérakat 4°C-on, egy ¢éjszaka fixaltuk 4%-os paraformaldehid,
0,1%-os glutaraldehid, 0,1 mol/l Na-kakodilat puffert (pH 7,2) tartalmazé oldatban. A fixalt mintakat
beagyaztuk Unicryl gyantaba, majd metszeteket készitettiink.

eUbiquitin immunolokalizaci

A kukorica portok félvékony metszeteit, 3-aminopropil-triethoxi-szilan bevonatt targylemezekre
tettiilk. Ezeket a targylemezeket rendre TBS-be (10mM/I Tris, 115mM/1 Na CI, pH 7,4) helyeztiik (10
perc szobahdmérséklet), majd 1 drara (szobahémérséklet) az un. blokkold oldatba 2% BSA TBS, ezt
kdvetdéen nyul polyclonalis anti-ubiquitin antiszérumot adtunk hozza (Sigma, St. Luis, MI, USA) ezt
1:10 aranyban kevertiik a blokkol6 oldattal (4°C egy éjszakan at) valamint TBS-be helyeztiik (3x20
perc szobahOmérsékleten), az anti-nyal IgG (Fe) — bazikus foszfataz konjugatummal inkubaltuk
(Promega Coop., Madison, WI, USA) ezt 1:200 aranyban higitottuk, 4°C-on 4 orén keresztiil TBS
(3x20 perc szobahdémérsékleten), a detekcios puffer: Tris-HCL 100mmol/l pH 9.5, NaCl 100mmol/I,
Mg Cl, 5Smmol/l, levasimole 1mmol/l volt (20 perc szobahdmérsékleten), és végiil NBT/BCIP
szubsztratumot adtunk hozza (Armesco Inc.,Solon, OH. USA) (5 6ra szobahomérsékleten s6tétben). A

kontroll lemezek pedig az antiubiquitin antitest hozzaadéasa nélkiil késziiltek.
Szdvettani vizsgalatok
e Beagyazasok

A buzatermoknél kétféle beagyazast alkalmaztunk: Spurr—gyantds (AGAR SIENTIFIC LTD, U.K.
R1032) Spurr (1969) és Polietilén glikolos (PEG 1500).

Unicryl gyantas beagyazas

A puffer oldatban kimosott kukorica portok mintdkat, viztelenitettiik etanol sorozatban. A
dehidrataciot kovetden a homérsékletet fokozatosan csokkentettilk —25°C-ig, ami megfelel az Unicryl
gyanta (BB International, Cardiff, UK) beagyazasi eljarasok eléirasainak. A polimerizaciot —25°C-on

harom napon keresztiil UV megyvilagitas mellett végeztiik.



Agaro6zos beagyazas

A buza kéthetes magkezdeményeibdl kinyert embridkat targylemezre tett, 1:1 aranya LMP (SIGMA,
op=30 °C, fp=65 °C, No. A-9414) agar6z-gliikdz cseppbe helyeztiik, a félig megszilardult anyagot egy
zardcseppel szendvicsszerlien lefedtiik. A teljesen megszilardult agardzbol zsilett pengével blokkot
metszettiink ki, melynek a kozepében bedgyazva helyezkedett el az embrio. A tovabbi vizsgalatig

(SEM) glutaraldehid 2,5%-os oldataban taroltuk.
o Metszés

A buzatermoket és az izolalt petesejteket tartalmazo miigyanta blokkokat Reichert-Jung ULTRACUT
E 701704 tipusu mikrotom segitségével, livegkéssel és gyémantkéssel metszettilk meg. A félvékony
(1-2 pm) metszetek 0,5% toluidinkékkel megfestettilk. A vizsgalatot, fotodokumentaciot OPTON
ULTRAPHOT III tipustt mikroszkoppal végeztilk. A polimerizalodott petesejteket faziskontraszt
mikroszkop alatt azonositottuk és az elektronmikroszkopos vizsgélatokhoz (TEM) gyémantkéssel
ultramikrotommal ultravékony (70 nm) metszeteket készitettiink.

A PEG-be agyazott buzatermékbol a Reichert (acélkéses) mikrotommal 10-40um vastagsagu
metszeteket készitettiink. A metszeteket akridinnarancs (SIGMA ¢.1.46005) mikroszinezékkel (1pl/ml)
megfestettiik, LSM vizsgalathoz.

Az Unicrylbe agyazott kukorica portokokbol félvékony, lum vastag metszeteket készitettiink
Reichert-Jung ultramikrotommal, majd ezeket 0,5%-0s metilénkékkel, valamint 0,5%-os toluidin
kékkel festettiik meg, a megfestett metszeteket 1%-os borsavban tartottuk 10 percen keresztiil. Ezt
kovetden Zeiss Axioplan fotomikroszkoppal vizsgéltuk. Az ultravékony metszeteket (70 nm
vastagsag) ugyanezzel a mikrotommal készitettiik, melyeket 300-mesh nikkel gridekre tettiik, valamint
uranilacetattal, o6lom-citrattal festettiik meg. Megfigyeléseinket Zeiss EM 10C/CR transzmisszios
elektronmikroszkoppal végeztiik 60K V-on.

e Fénymikroszkopos vizsgalat

A megfestett mikrosporakat és a félvékony, 1-2 um vastagsagih metszeteket vizsgaltuk OPTON
ULTRAPHOT III tipusu, valamint Zeiss Axioplan fénymikroszkoppal

o TEM vizsgalat

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

vizsgaltuk.
o SEM vizsgalat

A fiatal buza embriok hosszusagi és szélességi kiterjedését a mikroszkop okuldr mikrométere

segitségével meghataroztuk. A formvar bevonata egylyuka gridekre helyezett embridkat
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szénbevonattal lattuk el, uranilacetattal megfestettiik, és Zeiss EM910 tipusu elektronmikroszkoppal

60 kV-on vizsgaltuk.

A kéthetes embriokrdl morfologiai sszehasonlitas céljabol fotokat készitettiink elektronmikroszkop

segitségével SEM lizemmodban.
Alkalmazott matematikai modszerek

A szignifikancia szinteket egytényezds véletlen blokk varianciaanalizissel és tobbtényezds ANOVA
varianciaanalizissel szamitottuk ki.

A buza embriozsdk adataib6l a COREL DRAW szamitogépes grafikai program segitségével az
embridzsak alak- és térfogatvaltozasat tiikkrozo sematikus abrakat szerkesztettiink. Az embriozsak és az

embri6 térfogatot a 4/3n*r**R képlet alapjan szamoltuk.

4. AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASAI

1. A gabonafélék koziil harom, eltérd ploidszintli és genom Osszetételli buza faj (7. aestivum cv Mv
15, T. araraticum és a T. monococcum) him és néi gametofitonjanak in vivo és in vitro fejlodését
kovettiik nyomon a meidzistol az érett pollen és embridzsak kialakulasaig.

A him gametofitonok differencialodasi dinamikajaban nagy eltérések nem adodtak a kiilonb6zo
ploidszintbdl eredéen a haromsejtes fejlodési allapotig. A haploid him gametofiton fejlodésbeli
kiilonbsége az érett pollen kiszéroddasakor jelentkezett a leggyorsabb fejlodésti hexaploid fajtanal.
A mikrosporak fejlodése lassubb volt az in vitro kornyezetben, az egymagvas fejlodési allapot egy
kicsit hosszabb peridodustinak bizonyult az elsé pollen mitdzis alatt a kontrollhoz viszonyitva. A
genotipusbol addéddan Iényeges kiillonbség nem mutatkozott az in vitro pollenfejlodésben. Mind az
in vitro, mind az in vivo kdrnyezetben az egymagvas mikrosporabol a harommagvas funkcionalis
pollenné fejlddés egy héten belill megtortént. Eltérés volt azonban a kiilonbozd fejlodési allapotok
hosszaban az in vitro és a természetes kortilmények kozott.

A him gametofiton fejlodését in vivo és in vitro harom fejlodési stadiumban — Mu (kdzéps6 1
magvas), Bn (2 magvas), Tc (3 sejtes), - a pollenszemek atmérdje alapjan vizsgaltuk. A
varianciaanalizis eredménye szerint a Triticum fajok vonatkozasaban megbizhatoak a kiilonbségek
p=0,1%-os szinten. Eltérést egy esetben p= 0,5%-0s szinten kaptunk és két esetben nem volt
szignifikans kiilonbség, barmely két kombinécio dsszehasonlitasaval.

2. Az in vitro kaldszka kultirdkban az embriozsakok fejlddése megegyezett az in vivo kontrollal,
mindharom faj esetében kiilonbség a méretbeli ndvekedésben tapasztalhatdo. A hexaploid faj
embridzsakja szignifikansan nagyobb méretli a masik két fajénal. A ndi gametofitonok maximalis
kiterjedésiiket a him gametofitonok érése el6tt mar két-harom nappal elérték. A differencialodas
dinamikajara a ploidszint volt hatassal, a tetraploid és a diploid faj 7-sejtes néi gametofitonjanak

differencialédasahoz egy nappal hosszabb idére volt sziikség, mint a hexaploid faj esetében.
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3. A hétsejtes ndi gametofiton fejlédése gyorsabb, mint a him gametofitoné. A vizsgalt fajoknal az
embridozsak a funkcioképes makrosporabol harom, illetve négy nap alatt jott létre az egymast
kovetd harom gyors mitdzis eredményeképpen, mig a két mikrospora mitozissal differencialodo
trinukleatus pollen csak a hetedik napon volt megfigyelhetd. A him és a néi gametofiton fejlodés
aszinkronja all fenn, a Triticum fajok protogyniajat tamasztva ala.

Az in planta fejlodott petesejtek a kialakulastol a receptiv allapotig érési folyamaton mennek
keresztiil, méretnovekedés és alakvaltozas kiséretében.

4. A Triticum faj kéthetes embridinak térfogat adatai eltérd fejlédési intenzitdst mutattak akar az
antéziskori embridzsék-, vagy az érett szem csira- ill. embri6 térfogataval vetettiik 6ssze. Az atlag
értékek alapjan a diploid buza kéthetes embridi meghaladtdk a hexaploid buza embridinak
térfogatat is. Ugyancsak ezt erGsitette meg, amikor a kéthetes magkezdeményeket az érett
szemekhez viszonyitottuk. A diploid kéthetes magkezdemény mérete az érett szem kdzel 60%-at, a
hexaploid az 50%-at, a tetraploid csupan 23%-at érte el.

5. Az in planta nvekedésii petesejtek vizsgalatat az excizalt vagy izolalt petesejtek kovették, melyek

gomb alakjukat a kiemelés utan vették fel. A petesejtek és a sejtmagok méretvaltozasa osszefiigg az
¢letkorukkal. A petesejtek atmérdinek vizsgalatahoz a kasztralastol 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 hasonldéan emelkedd volt a
harmadik napt6l a 18. napig. A sejt- és magatmérdk a maximumok elérésében kiilonboztek a két
fajtanal. A megtermékenyités szempontjabol meghatarozd 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 morfologiai
vizsgalatok végzése soran ¢s jellemeztiik a sajatossagaik alapjan, melyek szintén Osszefiiggtek a
korukkal. A harom legjellemzdbb ¢és legnagyobb eltérést mutatod fiatal (3 napos), receptiv (9 napos),
¢s oreg (18 napos) petesejtek jelentették.

6. Az izolalt petesejt fénymikroszkopos megfigyelésénél részletesebb ultrastrukturalis feltarast
végezhettiink a TEM segitségével.

Az antézis eldtti fiatal fejlettségi allapoti 3 napos petesejt citoplazmajaban lipid testek,
mitokondriumok, amiloplasztok, keményito szemek talalhatok a periférialis vezikulumok kozott.

A receptiv allapotd, 9 napos petesejt, az antézishez idoben a legkdzelebb esett. Ultrastrukturalis
jellemz6i a denz citoplazma, mitokondriumok nagyszamu jelenléte, a nukleuszban az
endoplazmatikus retikulum, a polarizaltsag erételjesen megfigyelhetd.

Az oOreg fejlettségi allapoti petesejt szamos sajatossaggal rendelkezik. A sejtmag kromatin
allomanya degradalddott. A sejtmag membranjahoz kromatin maradvanyok tapadtak un.
blebbingeket képezve. A citoplazmaban lipid, keményitd, protein halmozodott fel. Lizis volt
megfigyelhet6 a vezikulumokban és autofag vakuolumok jelentek meg. Az 6reg allapotu petesejtek

a programozott sejthalal jellegzetességeit viselték.
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7. A Chinese Spring buzafajta érett, haromsejtes pollenjeit és azok generativ, vegetativ sejt
adatait hasonlitottuk Ossze. A két himivarsejt dimorfizmusat a méretiikben meglévd kovetkezetes
kiilonbség is jelzi. A pollen atmérdje nagysagrendileg megegyezik a hexaploid petesejt méretével,
mig a himivarsejtek méretiik alapjan csak a negyede az érett petesejtnek.

8. A DHI109 x ZK 191/a hibridvonalhoz tartozé kukorica antérakat késéi 1 magvas
fejlettségi allapotban izolaltuk. Ezeknek embrioid jelleglh strukturait hidegkezelés segitségével
allitottuk el6 YP taptalajon.
A fénymikroszkopos vizsgalatok szerint az antérakbol készitett metszeteken 2 sejtes mikrospora
jelenléte volt kimutathato két nappal az €heztetési eljarast kovetden. A tenyésztett mikrosporak
azaz MNM egyarant megfigyelheték voltak a tenyésztésbe vonast kovetd 6tddik naptdl kezdédden
csakagy, mint degeneralt és nem indukalddott mikrosporak, amelyek szintén el6fordultak a
populacidban. A sokfajta mikrospora alpopulacioknak az eléfordulasa arra hivta fel a figyelmiinket,
hogy sokféle sejtosztddasi, ill. fejlédési tipus figyelheté meg a kultaraban.
Az ultramikroszkopos vizsgalatok tanusaga szerint ezekben a cellularis formakban, sejt
csoportosulasokban sajatossagok figyelhet6k meg csakligy, mint az egyes sejtmag porusok
jelenléte az indukcié korai stddiumaban, valamint az intine alatt megjelend vastag sejtfal
képzddése. Ezekben a struktirakban bizonyos foku polaritas is megfigyelhetd volt. A proembrid
jellegli strukturak kb. 10-13 nappal a tenyésztésbe vonas idGpontjatol voltak fellelhetok,
ugyanakkor az embri6 jellegl strukturak megjelenése ennél kés6bbi idépontra tehetok mintegy 16
nappal a tenyésztés kezdetétol.
Az ubiquitin vizsgalat érdekében a kereskedelemi forgalomban 1évé poliklondlis antitesteket
hasznaltuk az antérdk félvékony metszetein immunocitokémiai detektalds céljara a spanyol
kutatokkal az egyiittmiikodés soran. 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
vizsgalat soran az ubiquitin, pollen sejtciklus, ill. androgenezis indukcidjaban betdltott szerepére,
valamint annak a degradativ utvonal biztositasaban betoltott szerepére vonatkozoan keriilt sor egy
modell felallitasara.

9. A sz016 virag fejlddésdinamikai vizsgalata soran — a buizanal alkalmazott metodikat
adaptaltuk - mindkét fajta esetén a him és ndi gametofiton fejlodési allapotat detektaltuk.
A 52016 pollen fejlodésében hét fazist killonitettiink el. Meghataroztuk a jellemz6 strukturalis
bélyegeket. A szisztematikus mintavételekkel korrelaciot kerestiink a magkezdemény és a
pollenszemek egyes fejlodési allapotai kdzott.
Egy kozvetett mddszer segitségével az embridzsakban a sejtesedési allapot meghatarozasa, az

optimalis fejlettség megitélése, kivalasztasa szovettenyésztési célbol.
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5. AZ ERTEKEZES UJ ILLETVE UJSZERU EREDMENYEI

Komplex Osszehasonlitd vizsgalati eredményeket kaptunk az in vio és in vitro kdrnyezetben nevelt
novények him és ndi gametofitonjarol a kialakulastol az érett allapotig sejttani, szdvettani,
morfologiai, fejlédésdinamikai szempontok szerint az eltéré genomu, ploidszintli triticum fajokrol,
melyet teljessé tesz ezen fajok fiatal embridinak morfologiai jellemzése.

In planta vizsgélatainkban az elemzés soran sikeres metszetsorozat késziilt a petesejt kezdeti
fejlodésétol a receptiv allapoth petesejtig, a fazisokat mikrofelvételek fotoi illusztraljak.

A szabalyos mintavételi intervallumokban excizalt petesejtekbdl mikrotechnikai eljarast kovetéen 1-
2um vastagsagih metszeteket készitettiink, igy részletes morfologiai, finomstrukturalis elemzésiiket
kivalogatasaval a kiilonb6zé mikromanipulacios céloknak megfeleld modszerek alkalmazasara.

A kukorica portoktenyészetekben, vagyis az androgenetikus indukciot kovetden az antéraban talalhato
mikrospora eredetli struktirakat a heterogenitas jellemzi. Az egyszerre eléfordulo eltéré formak
jelenlétét, a mikroszkopos vizsgalat mellett immunocitokémiai jeldlés alkalmazésa is igazolta,
szolgaltatava részletesebb informaciot roluk. Nevezetesen az elhalt, nem jel516dott mikrosporakrol, a

soksejtes-, a soksejtmagvas- intenziv jeldlést mutaté mikrospora struktirakrol.

A sz616 pollen és termd fejlodési stadiumait részletesen leirtuk és dokumentaltuk, eldsegitve az

androgén €s gynogén eredetll szovettenyésztési modszerek sikeres alkalmazhatosagat.

6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

A termesztett blza és rokon fajainak viragzas és szaporodasbiologiai vizsgalata fontos hattér
informaciokat szolgaltat a biotechnologiai beavatkozasokat is alkalmazd, korszerli novénynemesitési
kutatasok szamara. A him és ndi gametofiton (a pollen és az embridzsak) kialakulasanak és érésének
részletes citologiai, szovettani vizsgalata az ivaros folyamatok szinkronizaciojanak tanulmanyozasa
egyrészt gazdagitja a mai napig hidnyos ismereteinket a kiilonbdz6 gabonafajok gametofitikus

folyamatair6l, masrészt lehetOséget teremt a kornyezeti valtozasok direkt és kozvetett hatasainak

crcr

célbol.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a kiilonb6z6 genomosszetételli €s ploidszintli Triticum fajok
pollenfejlodése, a 3-sejtes allapot kialakuldsa ,,in planta” és in vitro egyarant 1 hét alatt lezajlik a
meiozist kovetoen. A 3-sejtes pollen un. érése €s kiszorodasa a portokbol mar nagymértékben fliggott
az abiotikus kornyezeti tényezoktol (els6sorban a homérséklettl). Az embridzsak kialakulasa
természetes és in vitro koriilmények kozott idoben megeldzte a 3-sejtes pollen kialakulasat, igy

bebizonyosodott, hogy a vizsgalt Triticum fajok ndéelézék (protogynek). Arrol azonban, hogy a

14



petesejt a kialakulasat kovet6 igen fiatal allapotban termékenyiiléképes-e, még nincsenek megbizhatd

eredményeink, ehhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Ultrastrukturalis vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy az igen fiatal, az érett (antéziskori) és az
idés buza petesejtek morfologiailag, szerkezetileg és ebbdl eredden funkcionalisan is kiilonboznek
egymastol. Tovabbi vizsgalatuk véalaszt adhat olyan alapvetd kérdésekre, hogy pl. mivel valthato ki a
parthenogenetikus petesejt aktivacio, és erre melyik fejlodési allapot a legalkalmasabb, vagy milyen

fejlettségii 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 embriok vonatkozasdban mar nem volt
megfigyelhetd. Az embridzsak és a petesejt méretei nem korreldltak az embrié méreteivel a vizsgalt
Triticum fajoknal. A fiatal embridk az idegen génbeviteli-, transzformaciods kutatasi célokra alkalmas

anyagként hasznalhatok.

A ndi gametofitonrdl alkotott ismereteink bovitése hozzajarul a Novényi Sejtbiologiai és Elettani
Osztaly in vitro fertilizacios kisérleteinek tovabbi sikeres folytatasahoz és a névényi ,,Jlombik-baby”
program megvalositasahoz, az indukalt parthenogenezis kisérletekhez, a petesejt krioprezervacios
munkakhoz és a molekularis biologia terén a petesejtbe torténdé génbevitel - azaz a transzformacios

kutatasokhoz , a petesejtbol cDNS kdnyvtarak 1étrehozasahoz.

A kukorica in vitro androgenezisének citologiai €s ultrastrukturalis vizsgalata nemzetkdzi szempontbol
is uttéré munkanak szamit, mivel az indukciés gyakorisag altaldban olyan alacsony mikrosporara
vetitve, hogy a folyamatot nem sikeriil kdvetni. Intézetiinkben rendelkezésre alltak a sajat eléallitasa
nagy haploidindukcios képességli kukorica genotipusok és a hatékony portoktenyésztési modszer,
amely lehetdvé tette a mikrospora eredetl strukturdk részletes ultrastrukturalis vizsgalatat és spanyol
egyittmikodésben a folyamat biokémiai elemzését. Az altalunk kidolgozott kukorica
haploidindukciéos modszer gyakorlati alkalmazhatésdgat az intézet kukoricanemesitdivel koézosen
vizsgaljuk és értekeljiik.

A sz616 haploid/dihaploid ndvényeknek a makrogametofiton sejtjeibdl torténd indukcidjahoz sok
egyéb tényezd mellett elengedhetetlen az embridzsak fejlettségi allapotdnak meghatarozasa és az
optimalis fejlettségi allapot kivalasztasa a szdvettenyésztési modszerek céliranyos alkalmazasara. Az
in vitro ovarium vagy ovulum tenyészetekb6l nagy eséllyel kaphatunk gynogenetikus haploid,
homozigéta dihaploid novényegyedeket, amelyeket a tovabbiakban nemesitési ¢és genetikai

vizsgalatokra hasznalhatunk fel.
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