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El6szo
A Debreceni Egyetem Agrartudomanyi Centrumdban a szantofoldi novények

genetikdjanak, nemesitésének oktatdsa régi multra tekint vissza. Az emlitett diszciplindk
egyetemi szinti ismerete nélkiilozhetetlen a Mezégazdasagtudomany—, Elelmiszertudomanyi
¢és Kornyezetgazdalkodasi Kar valamint a Gazdalkodastudomanyi és Vidékfejlesztési Kar
hallgatoinak. A gyakorlati jegyzet Osszeallitasa soran figyelembe vettiik a kiilonb6z6
diszciplinak (molekularis biologia, genetika, biotechnologia) gyors fejlédése soran Iétrejott
legjabb ismereteket. Alapvetd célunk megvalositasara atfogod, tomor megfogalmazasokat,
abrakat, naprakész gyakorlatias ismeretanyag kozlését tartottuk sziikségesnek. A gyakorlati
jegyzet kiilonbozd képzésekben, kiilonbozo tantargyi cimek alatt és kiillonbozd mélységekben
kertil bevezetésre a tantervekbe.

Reményeink szerint az egyetemi jegyzet hozzasegiti a hallgatdinkat az emlitett
diszciplindk ismereteinek mély és tartos elsajatitdsdhoz, tovabba a diploma megszerzését
kovetden kelld szakmai ismereteket nytjt szamukra.

Debrecen, 2013. okrober
A szerzdk.
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1. Alapfogalmak

DNS  (dezoxiribonukleinsav): az  ¢élet  informacidjanak a  hordozoja.
Dezoxiribonukleotidokbol felépiilé polimer. Els6édleges szerkezete két komplementer
fonalbol all. Masodlagos szerkezete egymashoz csavarodoé kettds helix.

DNS fragment: restrikcios emésztéssel vagy PCR alapt eljarasokkal nyert DNS
darabok.

DNS-szekvenalas: A DNS bazissorrendjének (nukleotidsorrendjének) meghatarozasa.
Fenotipus: Az egyed megjelenési formaja (kiilsé és belsd tulajdonsagok), amely a
genotipus ¢és a kornyezeti tényezok kdlcsonhatasanak eredményeként jon 1étre.

Genom: egy ¢€l6lény, sejt vagy szervezet teljes nukleinsav készlete.

Genomika: a nuleinsavak nukleotid szekvencidjaval, az abban kodolt génekkel és azok
miukddésével foglalkozo tudomany.

Géner6zid: A genetikai variabilitds beszlkiilése, adott génlokuszhoz tartozé allélek
szdmanak csokkenése.

In situ: Természetes koriilmények kozott. (génmegorzés, szantofoldi proba)

In vitro: El§ szervezeten kiviili; laboratoriumi feltételek mellett.

In vivo: E1§ szervezetben, sejtben.

Tovabba: lasd: HESZKY, 2003; HOFFMANN, 2003. az ajanlott irodalomban.

Minden ¢16lény miikddéséhez sziikséges informaciot, az él6lény genetikai anyaga a
DNS (RNS) tartalmazza. A genetikai anyagukban kodolt informaciok hatdrozzak meg
a novények ¢és az allatok teljesitoképességét, legyen az mennyiségi (termésnagysag,
stb.) vagy mindségi (pl. fehérjetartalom) tulajdonsag.

2. Genetikai valtozatossag szerepe
A novénynemesités sikerét, a kedvezObb genetikai strukturaju fajtak eléallitasat

jelentés mértékben befolyasolja a rendelkezésre 4llo6 alapanyagok mennyisége ¢és
genetikai gazdagsaga. A hibridkukoricdk térhoditdsa nyoméan a koztermesztésbdl a

szabadleviragzasu fajtak, tajfajtdk — melyek a génkészletiik gazdagsdga miatt mindig



biztos alapot jelentettek a novénynemesités szamara — teljesen kiszorultak. Annak
ellenére, hogy megmentésiikre torténtek 1épések, mégis sok anyag megsemmisiilt s a
génkészletek lesziikiiltek. Emiatt keressiik azokat a Iehetdségeket, melyek az

alapanyagbazis novelesét, a génkészletek gazdagitsat el0segithetik.

A biodiverzitas képezi az alapjat az ember altal felhasznalt ¢lelmiszereknek,
rost— és ipari novényeknek €s a napjainkban termesztett novényeknek, ugyanakkor
szabalyozza a Fold 1étezésének feltételeit €és nem utolsosorban esztétikai értéket
képvisel.

A nemesitd csak széles genetikai bazisbol tud sikeresen, szamara kedvezd
genotipusokat kivalogatni €és a tovabbi munkdjaban felhasznalni. A genetikailag eltérd
kukorica hibridek eldallitasa termesztésiik kockazatinak csokkentését is jelentheti,
hiszen jobb adaptacios készséggel fognak birni a kiilonb6z6 termdhelyi és 1ddjarasi
viszonyokhoz. Az utobbi évtizedekben mind Eurépaban mind Amerikaban erdsen
lecsokkent a kiinduld sziildi vonalak szdma. Kialakult egy kevés torzsbdl allo jo
kombinalodé—képességgel bird, nagy heterdzist nydjtdé vonaltenyészet. Az ezekbdl
szarmazo hibridek nagyfokl genetikai hasonlosaga sebezhetdvé teheti dket a kiilonféle
abiotikus és biotikus stressz—faktorokkal szemben.

A genetikai homogenitas novekedése a biologiai hattér oldalarol a
termésnovekedés akadalyozdjava valt, mert a hibridek o©kologiai érzékenysége
nagymértékben fokozodott. A ndvénynemesités tokeigénye vildgszerte rohamosan nd,
a nagy konkurencia miatt felgyorsult a koncentracid, ami a genetikai variabilitas
besziikiilés¢hez vezethet.

A fajok, fajtak valtozatossagdnak fennmaradasa jelentheti a jovobeli nemesitési
és szelekcids munka, a valtozé koriilményekhez és igényekhez alkalmazkodo 1 fajtak
létrehozasanak az alapjat. A géntechnologia térnyerésének (GMO) legnagyobb
kockézata, hogy a mezdgazdasagot még tovabb uniformizalja.

A GM novényeknek a biodiverzitasra nemcsak negativ, hanem pozitiv hatasuk

iS lehet. A géntechnoldgia alkalmazasa nem mindig a génerdzidt ndveli, hanem olyan



fajokat is létrehozhat, amelyek addig nem fordultak elé a természetben, hozzajarulva
ezaltal a biodiverzitds noveléséhez. Ha a fajon beliili populaciok, a faj genetikai
sokszinlisége csokken, un. génerozio kovetkezik be. A csokkent valtozatossagu faj a
valtozo kornyezethez valo alkalmazkodasaban hatranyos helyzetbe kertil.

Napjainkban megfigyelhetd a fajtak vélt vagy valos hasonldsaga, a génerozio és az az
igény, hogy a termeldk kevesebb fajta vetésével homogén mindségii arut allitsanak
eld.

A FAO 1996-o0s adatai szerint, a Mexikobol szarmazé kukoricafajtak mintegy
20 %-—a tlnt el az 1930-as évek Ota. Az USA-Dban a 20. szazad elején termesztett
kukoricafajtdk 91 %-—a szintén eltlint és a mai termesztés kevesebb, mint 10 hibridre
épiil.

Az utébbi néhany évtizedben a kukoricanemesités szlik genetikai bazisra épiilt,
mely magadban hordozza a genetikai diverzitds csokkenésének a veszElyét és
korlatozhatja a genetikailag eltéré sziildk kozotti keresztezés lehetOségét. Ez a
multban, de napjainkban is szdmos problémat vethet fel, igy els6sorban a hibrid
betegségekkel szembeni ellenallo—képességének, az alkalmazkodo—képességének a

csOkkenését.

3. Kromoszoma vizsgalatok
A kromoszoémék a novényi vagy allati szovetek osztédasban levd sejtjeinek

metszeteiben vizsgalhatok eredményesen (1-3. abra).

A kromoszomék vizsgalatara igen alkalmasak a névényi merisztémabol, pollen
anyasejtekbodl, nydlmirigyekbdl stb. vett bioldgiai anyagok. Magfestékkel (pl. karmin)
konnyen megfesthetok, DNS tartamukndl fogva pedig Feulgen—reakcidé utjan jol
kimutathatok.

A mitdzis tanulméanyozasa
1. preparatum készitése
2. az 0szt6do sejtek megszdmolasa egy adott latotérben

3. az osztddasi fazisok azonositasa



4. kromoszoma szamlalas meta— és anafazis esetén.

Preparatum készités

a). 2-3 mm-i gyokércsucs levagasa szikével, elGcsiraztatott hagyma vagy mas
csirandvény gyokerérol

b). A gyokércstcs rogzitése Carnoy II. oldatban oOraiivegen. Rogzitési id0 5 perc.
(jégecet:absz. alkohol 1:3 aranyban)

c¢). Maceralas (5 perc). Célja, hogy a gyokércsucs attetszo legyen. A pektint kioldja, a
szovet sejtekre esik szét. (sosav, alkohol=1:1)

d). Desztillalt vizes kimosas: 2—3 szor megmartjuk a gyokércsucsokat.

e). Chamberlain pacos kezelés 2-3 percig (fehérjék kicsapasa, Osszetétel: formalin,
alkohol, desztillalt viz)

f). Utdlagos rogzités Carnoy II. oldatban 2—3 percig

g). Festés: a gyokércsucsot targylemezre helyezziik, hozzdadunk 1 csepp karmin—
ecetsavat. Hidegen lefedjiik és szétnyomjuk vagy eldzdleg gyengén melegitjiik,
amig a festék széle bekoncentralodik. Hideg lefedés esetén ezutdn végezziik a
melegitést. Ezutan a preparatumot szétnyomjuk gy, hogy egysejtsorava telitddjon.

h). Schmidt elzardval a preparatumot a feddlemez egyik oldalardl elzarjuk. Az elzaro
folyadék aramlasba kezd €és a meg nem kotott karmint kiviszi a feddlemez alol, igy
tiszta preparatumot nyeriink. (Osszetétel: desztillalt viz, glicerin, gumiarabicum,
chloralhidrat.)

1). Vizsgalat: 200—szoros nagyitdssal az osztodo sejtek kikeresése interfazisban levd

sejtek koziil. A nagyitas novelése esetén immerzios olajat hasznalunk.



=

1. abra. Kiilonb6z6 osztodasi fazisok a hagyma (Allium cepa) gyokércsiucsabol
készitett preparatumon 200—szoros nagyitast alkalmazva

(www.dgci.sote.hu/file.download.php?id=771 nyoman)

2. abra. Két kromoszomaju idealis sejt mitozisanak sémaja: 1-3 profazis, 4

prometafazis, 5 metafazis, 6 anafazis, 7-8 telofazis. (PEPO, 1985 nyoman).
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lepronema zygonama

Profdzis

anafazis 1.

A A
S AR

C C

0!
gametak

anafazis 11,
3. abra. A meidzis altalanos sémaja (PEPO, 1985 nyoman).

4. A genetikai polimorfizmus alapjai
A kiinduldsi nemesitési alapanyagok genetikai hatterének ismeretében

torekedhetiink a produktivitds, az alkalmazkoddoképesség, a mindség és a genetikai
diverzitas egyidejii novelésére, a genetikai sebezhetdség minimalizalasara. A genetikai
kiilonbozdség megallapitasdban a morfologiai (DUS bélyegek) vizsgalati modszer
mellett a molekularis genetikai markerek alkalmazéasa is segitséget nyujthat. A
novénynemesitésben hasznalatos molekularis markerezésre alapozott azonositasi
technikdk (izoenzim, RFLP, RAPD, stb.) dontéen a nemesitési alapanyag genetikai
valtozékonysagat és annak mértékét, a heterdzis mértékének eldrejelzését, fajtavédelmi
kérdések tisztazasat segitheti eld.

Fajok, fajtdk elkiilonitése, csoportositasa, csoportokba soroldsa tobbféle
modszer alapjan valdsithaté meg.

4.1. Morfolégiai jellemzok alapjan
Morfologiai jellemzdk DUS leiras (1. tablazat) vagy szinmarkerek (gyokér

antocianossadg, CHASE féle markergénes modszer) alapjan.
A novényfajtak megkiilonboztethetdségi (Distinctness), az egyontetiiségi (Uniformity)

¢s az allanddsagi (Stability) (DUS) tesztelését morfologiai és fenotipusos jellemzok
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alapjan végzik. A DUS-vizsgalatokban egyes fajoknal specialis feltételek, igények
jelentkeznek. Igy van ez a kukorica esetében is, melynél a vizsgalati anyag nagysaga
és heterogenitasa jelent kiilon gondot.

A Mezdgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal (2007. jan. 1-t6l) jogelddjénél az
Orszagos MezOgazdasagi Mindsitd Intézetben (OMMI) a szant6foldi novényfajtak
allami elismeréséhez és szabadalmazasadhoz sziikséges un. DUS—vizsgalatok korében —
méretét tekintve — a legjelentdsebb ndvényfaj a kukorica. A vizsgdlandd anyagot
(kukorica) az OMMI kisérletekben két helyen, Tordason és Debrecenben allitjdk be
azonos modon.

A DUS-vizsgalat négy teriiletre oszlik: a megkiilonbdztethetdségre, a
homogenitasra (egynemiiség), az allandosagra (stabilitasra) €s a fajtaleirasra.

A morfologiai jellemzék hasznalata nagyon korlatozott a fajtaleirdsoknal és
ismételhetdsége is bizonytalan, hiszen nagyban befolyasolhatjak a genetikai kapcsolat

érvényre jutasat a kornyezeti tényezok.

A DUS-vizsgélatok eredményeként kapott fajtaleirdsok segitségével a
leghasonlobb fajta meghatdrozasa illetve a hasonldsagi csoportok vizsgélata is
lehetségessé valik. Ugyanezen szerzok megallapitjak, hogy a fajtaoltalmi jog alakulésa
¢s a biotechnoldgia fejlédése, a ,lényegében szarmaztatott fajta” fogalmanak

megjelenése a hasonlosagi vizsgalatok egyre nagyobb szerepét vetiti el a jovében.

VERESS és LAZAR (1997) dolgozatukban kiemelik, hogy vizsgalataik soran
(OMMI kisérlet) a legfontosabb teriilet a megkiilonboztethetdéség megallapitasa, amely
erésen fligg a figyelembe vett tulajdonsag jellegétdl. A DUS—megkiilonboztethetdségi
vizsgalatok a tulajdonsdgonkénti fajta—0sszehasonlithatasra épililnek. Ha barmelyik
vizsgalt tulajdonsagra a vizsgalt fajtapar vilagosan és kovetkezetesen eltérd, akkor a
két fajta egymastdl megkiilonboztethetd.

CPVO TP2/2 jelentése: Community Plant Variety Office Technical Protocol
Ko6zosségi Fajtaoltalmi Hivatal vizsgalati iranyelv

Interneten: www.cpvo.europa.eu/index800.php
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1. téblazat. Tulajdonsagtablazat a DUS és a fajtaleirashoz, kiragadott példa a kukorica
CPVO TP2/2 vizsgélati irdnyelvébol
CPVO — UPOV Tulajdonsig Stadium' Kifejezodési fokozat Példa— 4
szam szam fajték
1. 1. Els6 levél: a levélhiively antoci—  12-14  hidnyzik v. nagyon gyenge 1
anos szinezédése (S)*  gyenge F113 3
kozepes F2 5
erds F 244 7
nagyon erds 9
2. 2. Els6 levél: a cstics formaja 14 hegyes W 117 1
+)? +)? hegyest6l a lekerekitettig 2
lekerekitett F2 3
lekerekitettdl a tompaig 4
tompa EP1 5
3. 3. Levél: a levéllemez €s a szar 65-71  nagyon kicsi 1
altal
(+) (+) bezart szog (kozvetleniil a kicsi 3
legfelso
H* jol fejlett cs felett) kdzepes W 117 5
nagy F 252 7
nagyon nagy 9
4. 4. Levél: a levéllemez allasa 65-71  egyenes F 252 1
(+) (+) (u.a. minta3.) kissé gorbe F 1444 3
H gorbe F 186 5
erdsen gorbe CM7 7
nagyon erdsen gorbe 9
5. 6. Szar: a harmatgyokerek ~ 65-75  hidnyzik v. nagyon gyenge @~ W 182 1
antocia— E
H nos szinez0dése (S) gyenge F7 3
kozepes F2 5
erds A 632 7
nagyon erds 9
6. 7. Cimer: himviragzas id6épontja 65 nagyon korai 1
H (a fotengely kozépso nagyon koraitol koraiig KW 2
harmadaban, 1069
a ndvények 50 %—an) korai F7 3
koraitol kozepesig F 259 4
kozepes W 117 5
kozepestdl késdiig A 632 6
kés6i M 017 7
késo6itd]l nagyon késobiig B 73 8
nagyon késoi 9
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CPVO

UPOV

Példa—

<zém zém Tulajdonsag Stadium® Kifejezodési fokozat fajtik Kéd
7. 8. Cimer: a kalaszkapelyva alapja— 65 hianyzik v. nagyon gyenge =~ W 117 1
(+) (+) nak antocianos szinez6dése (a f6— (S) gyenge F2 3
H tengely kozépsé harmadaban) kozepes F 107 5
erds EP1 7
nagyon erds 9
8. 9. Cimer: a kalaszkapelyva antoci— 65 hianyzik v. nagyon gyenge = F 16 1
H anos szinez6dése az alap nélkiil (S) gyenge F2 3
(u.a. minta7.) kozepes EP1 5
erds W79 A 7
nagyon erds 9
9. 10. Cimer: a portok angocidnos szi— 65 hianyzik v. nagyon gyenge  F 244 1
nez6dése (u.a. mint a 7., friss por— (S) gyenge F2 3
tokon) kozepes W 182 E 5
erds F 195 7
nagyon erds 9
10. 11. Cimer: a fétengely kaldszkainak 69 laza F 16 3
tomottsége (u.a. mint a 7.) kozepes W 401 5
tOmott EP1 7
11. 12. Cimer: a f6tengely és az oldalagak 65 nagyon kicsi 1
(+) (+) kozotti szog (a cimer als harma— kicsi F 257 3
H daban vizsgalva) kozepes EP1 5
nagy W 117 7
nagyon nagy 9
12. 13. Cimer: az oldalagak allasa 65 egyenes F 257 1
(+) (+) (u.a. minta11.) (S) kissé gorbe A 619 3
H gorbe CM7 5
er6sen gorbe W 117 7
nagyon erdsen gorbe 9
13. 14. Cimer: az elsérendi elagazasok 65 hianyzik v. nagyon kevés F7 1
H szama kevés F 252 3
kozepes F 244 5
sok 7
nagyon sok 9
14. 15. Cs6: a bibe megjelenésének id6— 65 nagyon korai 1
H pontja (a névények 50 %—an) nagyon koraitol koraiig 2
korai F7 3
koraitdl kozepesig F 259 4
kozepes W 117 5
kozepestdl késdiig A 632 6
késoi M 017 7
késoitél nagyon késoiig B 73 8
9

nagyon késdi
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CPVO

uPOVv

Példa—

zim zim Tulajdonsag Stadium® Kifejez6dési fokozat - Kéd
fajtak
15. 16. Cs6: a bibe antocianos szinezddése 65 hianyzik F7 1
H (S) jelenvan F2 9
16. 17. Cs6: a bibe antocianos szinezodésé— 65 nagyon gyenge CM 105 1
H nek intenzitasa (S) gyenge F 186 3
kozepes W 401 5
erds 7
nagyon erds 9
17. 18. Levél: a levélhiively antocianos 671 hianyzik v. nagyon gyenge 1
H szinez6dése (a ndvény kézepén) (S) gyenge F7 3
kozepes F 186 5
erds F 195 7
nagyon erds EP1 9
18. 19. Cimer: a legalso oldalag feletti 71 nagyon rovid 1
fotengely hossza rovid EP1 3
kozepes F 244 5
hosszu F 16 7
nagyon hosszu 9
19. 20. Cimer: a legfels6 oldalag feletti 71 nagyon rovid 1
H fotengely hossza rovid EP1 3
kozepes F 259 5
hosszu F 16 7
nagyon hosszu 9
20. 21. Cimer: az oldalagak hossza (a leg— 71 nagyon rovid KW 1
1332
hosszabb oldalag hossza a cimer rovid F2 3
als6 harmadaban vizsgalva) kozepes Rantzo 5
hosszu Diaman 7
t
nagyon hosszu 9
21.1. 221 Csak vonalak 75 nagyon alacsony F7 1
Novény: magassag alacsony W 117 3
(a cimerrel egyiitt) kozepes W 182 5
E
magas M 017 7
nagyon magas 9
21.2. 22.2 Csak hibridek és szabad elvirdgzasu 75 nagyon alacsony Nano- 1
Dos
H fajtak alacsony DK 232 3
Novény: magassag kozepes Magiste 5
r
(a cimerrel egyiitt) magas Cecilia 7
nagyon magas Alimare 9
22. 23. Novény: a focsderedés magassaga— 75 nagyon Kicsi 1
H nak viszonya a ndvénymagassaghoz kicsi F 259 3
kozepes F 522 5
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nagy A 632 7

nagyon nagy 9

CPVO UPOV . . - ep s was e . .rx .
<zém szém Tulajdonsag Stadium' Kifejezodési fokozat Példafajtak  Kéd

23. 24, Levél: a levéllemez szélessége 75 nagyon keskeny 1

(a legfelsd jol fejlett csonél) keskeny F 16 3

kozepes A 632 5

széles W 182 E 7

nagyon széles 9

24, 25. Cs0: a csOkocsany hossza 85 nagyon rovid 1

H rovid F7 3

kozepes W 582 E 5

hosszu F 492 7

nagyon hosszu 9

25. 26. Cs0: hossza (a csuhé nélkiil) 92 nagyon rovid 1

H rovid F2 3

kozepes A 654 5

hossza CM7 7

nagyon hosszu 9

26. 27. Cs0: vastagsaga (a kozépso részén) 92 nagyon vékony 1

vékony F7 3

kozepes W 401 5

vastag B 73 7

nagyon vastag 9

27. 28. Cs6: alak 92 kapos F 16 1

kupos — hengeres F7 2

hengeres F 66 3

28. 29. Cs0: a szemsorok szama 92 nagyon kevés 1

H kevés F2 3

kozepes EP1 5

sok B73 7

nagyon sok 9

29. 30. Cs6: szemtipus (a csO kozépséd 92 simaszemil F2 1

har—

H madaban) (S) simaszemiih6z hasonld F 252 2

kdzbensd tipus CO 125 3

lofogihoz hasonlo F 259 4

lofoga W 401 5

csemege Jubilee 6

pattogatd lowa Pop 7

30. 31. Cs6: a szemkorona szine 92 fehér A 188 1

H (S) fehéres sarga 2

sarga W 401 3

sargas narancs F2 4

narancs F 257 5
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vOroses narancs

6
vOros 7
sOtétvoros 8
kékesfekete 9
CPVO UPOV . . . cp s waz e . .o x .
szAm szAm Tulajdonsag Stadium’ Kifejezodési fokozat Példafajtak  Keéd
31. 32. Cs0: a szem hatoldalanak szine 92 fehér F 481 1
(S) fehéressarga A 188 2
sarga A 654 3
sargasnarancs F2 4
narancs F7 5
vordsesnarancs 6
vOros 7
sOtétvoros 8
kékesfekete 9
32. 33. Cs0: a csutka antocianos szinez6— 93 hianyzik F2 1
H dése (S) jelen van W 117 9
33. 34. Cs6: a csuka antocianos szinez0— 93 nagyon gyenge 1
désének intenzitasa (S) gyenge 3
kozepes Dea, Prisma 5
erds Pianosa 7
nagyon erds Alios 9

Az el6bbi tablazat 11. tulajdonsaganak részletezett leirasa (CPVO TP2/2 szerint)

11. Tulajdonsag

Cimer: a fétengely és az oldaldgak koz6tti sz6g (a cimer also harmadaban vizsgalva)

1. 3.
nagyon Kicsi kicsi

e

5.

kozepes
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4.2. Biokémiai markerek segitségével
A biokémiai markerek magukban foglaljdk a kiilonb6z6 tartalékfehérjék,

fenolszarmazékok, alkaloidok, zsirok, zsirsavak jellemzdit, melyekkel szintén
torténhet az egyes vizsgalando fajtak elvalasztasa.
A tartalek fehérje mintazatok jelentdsége a polimorfizmus vizsgéalatokban

A kukoricaszem alap tartalékfehérjéi a prolaminok (zein). A zeint 1821-ben
fedezte fel és irta le Gorham. A zein az endospermium fehérjéinek atlagosan 44—79
%—at alkotja, mely értékek fiiggnek a kukorica fajtajatél €s a szétvalasztasi
modszertol.
A zeineket oldhatésaguk alapjan négy tipusra (a, B, v €s 0) lehet osztani (ESEN, 1987).
A legnagyobb részét a kukorica prolaminjainak az o—zein teszi ki, amely az osszes
zein kb. 70 %-a. Tobb szerz6 (WILSON, 1985; SMITH és SMITH, 1988) hasznalta az
a—zein heterogenitdsat a kukorica genotipusok azonositasaira. WILSON és mtsai
(1989) izoelektromos fokuszalast (IEF) haszndlt a zein gének azonositdsara és talalt
két kapcsoltsagi csoportot a 4—es kromoszoéman ¢€s egyet a 7/—es kromoszéman.

NESZMELYI (1997) izoelektromos fokuszalassal (IEF) vizsgalt kiilonféle
hibrideket ¢és sziilé1 vonalait a genetikai tisztasaguk megallapitdsara. Az IEF a
szemben talalhato tartalékfehérje (zein) poliakrilamid—gélen torténd szétvalasztasan
alapszik. A fehérjék extrakeio, elektromos mezdben torténd szétvalasztas, fixalas és
festés utan hatarozott savok formajaban lathatok, kapott mintazatuk segitségével faj—
és fajtaazonossaguk megallapithato.

Mivel a zein mintdzatot a kornyezeti tényezOk nem befolyasoljak, a zein—
polimorfizmussal beltenyésztett kukoricavonalak és —hibridek genetikai azonossagat

vagy kiilonbozoségét lehet kKimutatni.
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4. abra. Négy beltenyésztett kukoricavonal (UDL 1,4,5,6) zein mintazata
poliakrilamid—gélen torténd szétvalasztast kovetden. Az egyes vonalakban eltérd zein
mintazatot nyilakkal jeloltiik.

A 4. abran lathato négy beltenyésztett kukoricavonal zein mintdzata. A zein
tartalékfehérjék 5-15 savot eredményeznek genotipustol fliggden. A nyilak jelzik a
vonalak kozotti kiilonbségeket. A savok mennyiségébdl, az egyes genotipusok
sdvmintazatabol hasonldsagi koefficiens, genetikai tavolsagot tudunk szdmolni (lasd
késdbb). Az izoelektromos fokuszalés elvérdl, modszerérdl részletesen a fiiggelékben.

4.3. Genotipus szint, DNS markerekkel
Molekuléris markerekkel a genotipusokat DNS szinten lehet 6sszehasonlitani.

Az els6 DNS szintli, de nem a PCR technikan alapulé marker a restrikcids
fragmentumhossz polimorfizmus (RFLP) volt (80-as évek). Hibridizacion alapuld
modszer, a molekularis polimorfizmust a restrickcids enzimekkel véletlenszeriien
elvagott genomialis DNS fragmentumok hosszisagi kiillonbozdsége adja. Az RFLP
hatranya miatt (megfeleld szakmai rutin, radioaktiv vizsgalatok, hosszl idd, koltség)
miatt a PCR alapu technikdk irdnyaba fordultak a kutatisok a 80—as évek végén. A
DNS diagnosztikai modszereket a 2. tablazatban foglaltuk ossze.

2. tablazat. A DNS diagnosztika médszerei (HESZKY és GALLI, 2006 nyoman)

RAPD AFLP RFLP
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Random amplifikalt DNS
fragmentum polimorfizmus

l

primer kotohely eltérései

Amplifikalt fragmentum
hosszusag polimorfizmus

l
hasitasi hely és primer
kotohely eltérései

Restrikcids fragmentum
hosszusag polimorfizmus

l

hasitasi hely eltérései

DNS izolalas

Teljes genom egyes
szakaszainak szelektiv
(primer) felszaporitasa

(PCR)

Teljes genom feldarabolasa
restrikcids enzimekkel
fragmentumokra

Teljes genom feldarabolasa
restrikcios enzimekkel
fragmentumokra

Fragmentumok szelektiv

Fragmentumok elvalasztasa

felszaporitasa (PCR) (elektroforézissel)
Felszaporitott Felszaporitott Szelektiv jelolés DNS
fragmentumok elvalasztasa | fragmentumok elvalasztasa | probaval (DNS hibridizacio)
(elektroforezis) (elektroforézis)

!

l

festés

festés

festés, autoradiografia

!

!

!

értékelés

értékelés

értékelés

RFLP (restriction fragment length polymorphism)

1974 Grodzicker és mtsai: adenovirus DNS hasitasa endonukleazokkal.

1978 Kan ¢és Dozy, Botstein és mtsai: a kiilonb6z0 hosszusadgi fragmentek

felhsznalasa genetikai kapcsoltsagi térkép készitésére.

Modszer:

e DNS extrakciod (csirandvény friss levelekbdl)

e DNS emésztése restrikcios endonukleazokkal
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o Agardz gélelfo

e Southern blot, hibridizaci6
e Autoradiografia

e Eredmények kiértékelése:

a) polimorf mintazat: ha két egyed olyan restrikciés fragmentumban
kiilonbozik, amely homoldg a probaval (a savok kiillonbdzd helyen
lesznek az autoradiogrammon)

b) monomorf mintdzat: azonos helyen

Elényok:
e A kimutatott polimorfizmusok kodominansan 6roklédnek
e Fliggetlen a génexpressziotol
o Kozvetleniil tiikrozik a DNS szekvencidban 1év6 kiilonbséget
e Mutacids esemény jelzése: delécio, inszercid
e Fliggetlen a kornyezettdl
Hatranyok:
e 1d6—, pénz—, munkaigényes
e Izotdpos jelolés veszélye
A PCR technikan alapulé molekularis biologia médszerek

RAPD (Random Amplyfied polymorphism DNA)

e A genom ismeretlen DNS szekvencidinak felszaporitasa
o Agardz gélelfo
e Markerekkel torténd azonositas
Polimorfizmus okozoja:
e A primer kitéhelyének szekvencia kiilonbsége
e Az amplifikalt régidoban vagy a primer kapcsolodési helyén delécio, inzercid
vagy inverzid
Elényei:

e Gyors, viszonylag egyszerii miiszererezettség
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e Izotdp haszndlata nélkiil nagyszamua minta vizsgalhatd

e Kevés DNS templat is elegend6

Hétrany:

e A RAPD-ok dominans

kimutatasara nem alkalmasak.

Alkalmazasi tertiletek:

oroklodésuek,

e Genetikai kiilonb6z6ség és rokonsag megallapitasa

e Tulajdonsagok térképezése

ezért heterozigdta

e Beltenyésztett vonalak homozigotasaganak megallapitasa

e Fajtdk homogenitas vizsgéalata

e F; hibrid vetdmagok uniformitasanak megallapitasa

3. tablazat. A DNS—szintii polimorfizmus vizsgalati technikak dsszehasonlitasa

(NAGY, 1999 nyoman).

genotipusok

Markertipus
Tulajdonsdg Oligonuklcotid Mikro-

RFLP RAPD CAPS SCARs fingerorinting AFLP szatellittek ISSR SAMPL
Elbfordulasi gyakorisag i oa K6 " K6
2 genomban gy gy Zepe zepes nagyon nagy | nagyon nagy nagy nagy nagy
; r:zlr:orﬁzmm kbzepes kicsi kdzepes kdzepes nagy nagy nagyon nagy nagy nagy
Egy vizsgdlat sorén
detektalhatd allélek 1-2 1-3 1 1 5-50 5-15 1-2 1-10 1-5
szdma
Dominanciajelleg kodomindns | domindns | kodomindns| kodominéns domindns domindns kodomindns domindns  |kodominéns
Reprodukdlhatdsag kiemelkedd | gyenge kdzepes jo kozepes jo jo kdzepes kbzepes
Egy vizsgélathoz
szilk-séges DNS- 1-10 0.01-0.05| 0.05-0.2 0.05-0.2 1-10 0.2-0.5 0.05-0.1 0.05-0.1 0.2-0.5
mennyiség [ug)
Szekvenciainformécisk nem nem részben igen nem nem igen nem nem
igénye
Fejlesztési kiltségek kbzepes kicsi kozepes | kbzepes/nagy kozepes kbzepes nagyon nagy kbzepes kdzepes
Felszereltségigény és
adapticiés l;léllu é'g nagy kozepes | kdzepes/nagy | kdzepes/nagy nagy nagyon nagy | nagyon nagy | nagyon nagy | nagyon nagy
Alkalmazisi koltségek | | .. pes/nagy | kdzep kbzep kbzep kdzepes/nagy nagy kozepes/nagy | kozepes/nagy nagy
A kiilonféle DNS-szinti polimorfizmus vizsgéalatok Osszehasonlitasardl ad

tajékoztatast a 3. tablazat. Laboratoriumi felszereltségtol, a kisérlet célkitlizésétol

fliggden lehet megvalasztani az adott mdodszert
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AFLP (Amplified fragment length polymorphism)

A szamtalan, polimerdaz lancreakcion alapulé modszer kozil az egyik
legdragabb, de legnagyobb felbontd képességli az amplifikalt fragmentumhossz
polimorfizmus (AFLP). Ehhez barmilyen sejtbdl szarmazé DNS megfelelo.

A vizsgalat sordn detektalasra keriild fragmentumok szdma a megfelel6 primer
set kivalasztasaval beallithat6. Az AFLP technika valdjdban nem a DNS
fragmentumok hosszaban meglévo kiilonbség kimutatasara alkalmas, hanem az adott
restrikcios fragmentumok jelenlétét illetve azok hianyat szemlélteti.

Az AFLP technika a teljesen emésztett genomikus DNS restrikcios
fragmentumok szelektiv PCR—rel torténd felszaporitasan alapszik. Az AFLP hatékony
DNS ujjlenyomat technika, amely kiilonb6zd komplexitasua és eredetli genomok
0sszehasonlitd elemzésére alkalmas.

Az AFLP technika alkalmazésakor a DNS-t restrikcids endonukledzokkal
kisebb fragmentumokra daraboljadk, majd duplaszala adapterek ligaldsa torténik a DNS
fragmentumok végeihez.

Ezek templatként szerepelnek a DNS amplifikdci6 alatt. Az adapterek
szekvencidja és a restrikcids helyek kotohelyiil szolgdlnak a primer szdmara, ami az
amplifikacié elinditasahoz sziikséges. Szelektiv nukleotidokat (1-3 darabot)
alkalmaznak a PCR primerek 3° végén, igy a DNS fragmentumoknak csak egy
meghatarozott hanyada amplifikalodik, azok a nukleotid darabok, amelyek adapter

utdni szekvenciaja megegyezik a primer szelektiv nukleotidja(i)val (5. abra).
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genomidlis DNS
darabolas két restrikcios
endonukleazzal *
[ P I .
o S 2y B

adapterek ligalasa ‘

Preamplifikacid
Primer: adapterek +1 bazis

Szelektiv amplifikacid

Primer: adapterek +1+2 bazis ‘
"= = | .
- = - =
- = i = =
£ | E B
E B AFLP profil

5. abra. AFLP sémaja (http://irc.igd.cornell.edu/MolecularMarkers/AFLPs.pdf
nyoman)

Az AFLP markerek magas reprodukalhatdosdgot mutatnak ellentétben a RAPD
markereivel. Nagy eldnye az AFLP modszernek, hogy egyetlen PCR reakci6 jelentds
polimorfizmus detektalasat teszi lehetévé. Kivitelezéséhez nincs sziikség eldzetes
szekvencia informdaciokra, ezenkiviil a reakciok eredményeként kapott komplex
savmintazatokban  kozeli rokon genotipusok esetén is viszonylag nagy

valoszinliséggel talalhatok tobb 10kuszra nézve polimorf fragmentu mok.
' e o

Az als6 nyil egy fajra jellemz6 vonalat jelol, a fels nyilak az 1, 2 €s a 6 mintara jellemz6
egyedi vonalakat jeldlnek.
6. abra. Hat Crocus faj DNS mintdzata. P¢ldak az AFLP gyakorlati hasznositara
(ZUBOR et al. 2003 nyoman).

A 6. abran jol lathatoak az egyes fajok eltér6 DNS mintdzatai. A sdvok jelenléte

illetve nemléte alapjan statisztikai szamitdst lehet végezni tobb moddszer alapjan.
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Példankban a Jaccard indexet mutatjuk be, de szamos egyéb mddszer (Dice, SM, stb.)
1s megtalalhatd a hallgatok altal is hozzaférhetd SPSS for Windows statisztikai
programcsomagjaban.

A savokat binarisan koédoljuk (1= jelenlét, O= nincs) az MS Excel program
segitségevel és innen masoljuk at az SPSS programcsomagba, vagy kozvetleniil az
SPSS adattablajaban és rogton kezdddhet az adatok értékelése.

A fajok kozotti hasonlosagi koefficienst (4. tablazat) Jaccard index alapjan a
kovetkezd képlet szerint szamitjuk ki: a Jaccard index megadja annak a
valoszinliségét, hogy a két vizsgalt fajta egyezik legalabb egyikiik jellemzd
fragmentuméaban:

J= a/(n—d), ahol a: jelenti a mindkét objektumban amplifikalt fragmentumok
szamat, d: a két aktualis objektumbol egylittesen hidnyz6 valtozok szamat, n: az 6sszes
valtoz6 szamat. A képlet alapjan genetikai tavolsagot is szamithatunk, melynek
értékhatara szintén 0 ésl kozé esik: Genetikai tavolsag = V1-Jaccard index értéke.
(HAJOSNE, 1999 nyoman)

4. tablazat: A hat Crocus faj statisztikai értékelése Jaccard index alapjan

C. sativus C. cartwrightianus |  C. oreocreticus C. hadriaticus C. pall. ssp. Pall. C. thomasii
C. sativas 1000 0.830 0,682 0,652 0,609 0,750
C. cartwrightianus 0.850 1,000 0,583 0,360 0,520 0,714
C. oreocreticus 0.682 0,833 1,000 0,773 0,632 0.363
C. hadriaticus 0,632 0,560 0,773 1,000 0,560 0,609
C. pall. ssp. pall. 0.609 0,520 0652 0,560 1,000 0,365
C. thomasii 0.730 0.714 0,363 0,609 0,363 1,000

Az adatok alapjan csoportositast, jelen esetben hierarchikus clusteranalizist is
végezhetiink a fajokkal, igy fadgszertien kirajzolodik a fajok kozotti kiilonbozdség

mértéke (7. abra).
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Rescaled Distance Cluster Conbine
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7. abra. A hat Crocus faj rokonsagi fokanak dendrogramja

5. Rekombinans DNS technika
5.1. DNS elektroforézis

Az agardz még'sz:iléfd{ilééét

3 & fésii helyén maradt kivetden a fésit eltavolityak

/ 'zsebeldbe” pipettizzdk a ' és a gélt az elektroforézis
7 ZDNS rintat kamraba
//’: : P =T
: /,‘-’, -
F g ,
” G #—,_,_,7_“,4-,-:_ Platinium elektrdda
| 4 g )
| ' 7 —L-II ; __-l‘./ Puffer oldat
| Jagadz gl || o A 7
\ — / L“é — J;.y
egyendrar hatéséra megindul a DNS
fragraenturaok vandorldsa (- bol a +-ba) ©

v glektrd

a bt récha
olg ‘ri?7

Ve

——R
gél festése ;
ethidium bromiddal
és érzékelése UV
fényben

n

8. abra. DNS elektroforézis gyakorlati menete (HESZKY és GALLI, 2006 nyomén)
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A DNS fragmentumok elvalasztasdnak az elve: a DNS fragmentumok hosszusaguktol
fliggd tavolsagra tudnak vandorolni a gélen. A kapott savokban azonos de mas
savoktol eltéré hosszisagn DNS fragmentumok tomege figyelhetd meg (8. abra).
Tovabbi peldak az AFLP részletezésénél.

5.2. Restrikcios endonukleazok
b hpa

YAQAS
EcoRl

|
s G| aMam T chs
sdcHMTMTMAMAllGms
YAQAS
i Hindlll
Al AMGHCHTH TR
T{lFTHCHGHAWE}F
T EE
H{EﬁrHﬁchaﬁE}z
3'-|?_|r_AHc_-_t;H1Hc|-5'

YAQAS

Pstl

9. 4bra. Restrickcids endonukledzok, mindig azonos mdédon, meghatarozott helyen, az
adott enzimre jellemz0 felismerési szekvencian beliil vagy annak kdzelében hasitjak a
DNS-t. Tobb szaz ismert restrikcios enzim van kereskedelmi forgalomban.

Az 9. dbra a DNS—szekvenciat felismerd négy gyakran hasznalt restrikcios enzimet
mutat. A felismert szekvencidk altaldban hat bazisparbol allnak, és ,,palindrom”
szerkezetliek (a két szalon ellentétes iranybol ,,olvasva” ugyanaz a szekvencia).

A Hpal ,,tompa” véget vag, azaz hasitas utdn 3—3 bdzispar marad a két végen, mig a
tobbi ,,ragadds™ véget, vagyis a hasitds nem szimmetrikus, mindkét szalon ,,tulnyulo”

bazisok maradnak.
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Az enzimeket a kovetkezo €161ényekbdl izolaltak:
Hpal: Hemophilus parainfluenzae

EcoRlI: Escherichia coli

Hindlll: Hemophilus influenzae

Pstl: Providencia stuartii

5.3. Polimeraz lancreakcio
Ezért a felfedezésért Kary B. Mullis (USA) 1993-ban Nobel dijat kapott.

Egy DNS szakasz végtelen szami masolatanak eldallitasa a DNS—polimeraz
segitségével.
A folyamathoz sziikséges: templat DNS + oligonukleotid primer + DNS—polimeraz +
nukleozid trifoszfatok + Mg®* vagy Mn®** + DNS puffer (a DNS polimerdz
aktivitdsanak ¢€s stabilitadsanak fenntartasaért).
DNS templathoz felhasznalhatd barmilyen olyan sejt, mely DNS—t tartalmaz.
A folyamat lényege (PCR /Polymerase chain reactions/ késziilékben):

- DNS szalak szétvalasa (melegités 90-94 C°),

- Primer kapcsolas (a primer szekvencidjatol fiiggden),

- Komplementer szal szintézise DNS polimerazzal (72 C°),

- Majd a ciklus Gjraindul az elejétdl, ezaltal a DNS fragmentumok szdma

folyamatonként exponencialisan nd.

Elméletileg egy DNS szakaszbol elkezdve a ciklust néhdny 6ra alatt millidrdnyi DNS

fragmentumot (masolatot) el6 lehet allitani (10. abra).
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10. dbra. A polimeraz—lancreakcido—ciklus elve. A ciklus ismétlédo 1épéset (b):
denaturdlas magas héfokon, amikor a DNS-szalak szétvalnak (D), az
alkalmazott primerek tapadasa, kapcsoldédasa (annealing, A), majd a DNS
szakasz polimerizacidja (extension, E). Az a) diagramm a szétvalt templat
szalakon (TI, T2) ellentétes irdnyban meginduld polimerizaciét mutatja. Az
ismétlddd ciklusok soran a DNS—szakasz exponencidlis tlitemben szaporodik
(c) (Hoelzel — Dover, 1991 nyoman)

5.4. Rekombinans DNS technika
1869: Miescher el6szor izolal DNS—t gennybdl szarmazo fehérvérsejtekbol.

1944: Avery bizonyitja, hogy nem fehérje, hanem DNS hordozza a genetikai
informaciot baktériumok transzformacioja soran.
1953: Franklin és Wilkins rontgenkrisztallografiai adatai alapjan Watson ¢és Crick
javaslatot tesz a DNS kettds hélix—szerkezetére.

1955: Kornberg felfedezi a DNS—polimeraz enzimet.
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1961: Marmur és Doty felfedezi a DNS—renaturaciot, mely a nukleinsav—hibridizacio
soran megteremti a reakcio specificitasat.

1962: Arber els6ként bizonyitja a restrikciés endonukleazok létezését, ezzel
megteremti a lehetOséget Nathan és H. Smith szamara az enzimek tisztitdsara és
felhasznalasukra a DNS—szekvencidk jellemzésében.

1966: Nirenberg, Ochoa és Korana tisztazza a genetikai kodot.

1967: Gellert felfedezi a DNS—fragmentumokat 6sszekto enzimet, a ligazt.

1972-73: Bover, Cohen, Berg és munkatarsai a San Francisco—i Stanford és Kalifornia
Egyetemeken kifejlesztik a DNS—klonozasi technikakat.

1975: Southern kidolgozza a specifikus DNS—fragmentek detektalasara alkalmas
hibridizacios eljarast.

1975-77. Sanger és Barrell, valamint Maxam és Gilbert gyors DNS—szekvenalo
modszereket fejlesztenek ki.

1981-82: Palmiter és Brinster transzgénikus egeret, mig Spradling és Rubin
transzgénikus ecetmuslicat hoz létre.

1982: A Los Alamos—i Nemzeti Laboratoriumban 1étrejon a GenBank nevii nyilvanos
DNS-szekvencia—adatbazis.

1985: Mullis és munkatarsai feltalaljak a polimeraz—lancreakciot.

1987: Capecci és Smithies célzott génbevitelre alkalmas mddszereket mutatnak be
egérembriok csirasejtjein.

1989: Fields és Song kidolgozza az éleszté kett6shibrid—rendszert, mely alkalmas
fehérjék kolesonhatasainak vizsgalatara.

1990: Lipman és kollégai munkaja nyoman elkésziil a BLAST algoritmus, mellyel
DNS—¢s fehérjeszekvencidkat lehet 6sszehasonlitani.

1990: Simon ¢és munkatarsai tanulmanyozzak, hogyan lehetséges mesterséges
bakterialis kromoszémakba (BAC) ,,csomagolni” hosszi emberi DNS—darabokat.
1991: Hood és Hunkapillar 0j, automatizalt DNS—szekvenalasi modszert vezet be.
1995: Venter és munkatarsai megszekvenaljak az els6 teljes genomot (Hemophilus

influenzae).
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1996: Goffeau vezetésével egy nemzetk6zi konzorcium bemutatja ez els
megszekvenalt eukaridta genomot (Saccharomyces cerevisiae — éleszto).

1996-97: Lockhart, Brown és DeRisi kifejesztik a DNS—microarray technikat, mellyel
geének ezreit lehet egyidejlileg tanulmanyozni.

1998: Sulston, Waterston ¢és kollégaik megszekvenaljak az elsé tobbsejtiit, a
Caenorhabditis elegans fonalférget.

2001: Egy nemzetk6zi konzorcium bejelenti, hogy elkésziilt az emberi
genomszekvencia vazlata.

2006: A genetikailag mddositott novények vetésteriilete meghaladja a 90 millié hektart
a Foldon.

5.5. Nukleinsav hibridizacio

papir toruleozs elalt proba hibridizélésa a
membranon 16vé fragmentelchez

jelalt
RNSw
DNS

mitrocelluldz

A hibnidizélt préba fragment
komplexel deteltalasa.

agarézgél

SZIVACcS

logos oldat

Nuldeinsav fragmentek méret
szenntt elvalasztisa agardz Az elvalaszrott nukdeinzav fragmentelk
gélelektroforérissel nitrocelluldz membrénra uttatisa
(tranzzfer, blottolas), mely meghsti a
meleloulalcat. A
&
Praba ismert ss. jelslt DTS fragment 10-1000 bp. A kapott kép a molekulastly
matkerrel &5 specifikus viesgalt
fragmenteldcel
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savok
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11. abra. Nukleinsav hibridizacid

(www.nyf.hu/others/docs/mol—-biol/9_sgm/mgac.ppt nyoman)
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5.6. DNS klénozas plazmidvektorokba

Klénozott DNS

fragmentum
o vt el

Rekombinans DNS

hasitas ’ ; J —
restrikcids /d ‘ V /a
endonukleazzal I/

g W

Kir, duplaszali
plazmid DNS

200 nm 200 nm

12. dbra. DNS klonozas plazmidvektorokba
(www.nyf.hu/others/docs/mol-biol/9_sgm/mgac.ppt nyoman)

DNS—fragment (inszert) bejuttatasa bakteridlis plazmidba (vektor) ligdz segitségével
(12. &bra). A cirkuléris plazmidot ugyanazzal a restrikcidos enzimmel hasitjuk, mint
amelyik a bejuttatni kivant inszert végeit létrehozta (komplementaritds). A reakcio
soran a plazmid és az inszert mellé ligazt és ATP—t adunk. Az enzim a komplementer
végeknél Osszekoti a két DNS—t, mintegy ,,0sszeforrasztja” a plazmidon keletkezett
torést. A létrejott rekombindns, cirkuldris molekula (Gn. konstrukt vagy konstrukcio)

igy két kiilonb6z6 eredetii DNS—t tartalmaz.

duplazszall rekombinans
OME plazmid

Ol

baktérum sejt

zajt kultira

13. abra. Konstrukcid sokszorositas

(www.nyf.hu/others/docs/mol-biol/9_sgm/mgac.ppt nyoméan)
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A konstrukciot baktériumokba juttatjadk, melyek osztéddsaik sordn exponencidlisan
sokszorozzak a DNS mennyiségét (13. abra).

A DNS ezek utan izolalhat6 a kdvetkezo 1épések soran:

1. A baktériumok lizise (feltarasa)

2. Megtisztitas a kiilonb6zd fehérjektdl €s kromoszoémalis DNS—t6l

3. A plazmidok elkiilonitése (megkotés pl. oszlopon vagy kicsapas)

4. A plazmidok oldatba vitele (elualas az oszloprol vizzel/megfeleld pufferrel vagy a
csapadék feloldasa)

6. Genetikailag modositott szervezetek létrehozasa,

mezogazdasagi alkalmazasa
A transzgeénikus szervezetek eloallitasa

A GM-novények eldallitasa in vitro rekombinans DNS—technikaval torténik, az
alabbiak szerint. Egy donor fajbol izoldlnak egy gazdasagilag értékes gént példaul a
gyomirtoszer ellenallasért felelds gént. Ehhez az értékes génhez laboratériumi
modszerekkel hozzakapcsoljak az alabbi szekvencidkat (14. dbra):

e promoter (szabdlyozd) szekvencia, amely meghatdrozza a gén miikodését azt,
hogy a novény melyik sejtjében torténjen a fehérjeszintézis

A promoter két fajtajat kiillonboztetjiik meg:

= 3ltaldnos promdterek, melyek a géneket minden sejtben és folyamatosan
bekapcsolva tartjak
= specifikus promoterek, amelyek bizonyos fejlédési szakaszokra jellemzd
géneket miikodtetik
e marker (jelzd) gén, amely jelzi, hogy sikeres volt a génatiiltetés ez a gén
antibiotikum rezisztenciat hordoz
e riporter gén, amely bizonyitja a transzgén kifejezddését (expresszio)
¢ intronok, amelyek novelik a transzgén fehérje termékének mennyiségét, azaltal,
hogy fokozzak az atirast

e terminator (befejezd) szekvencia, amely jelzi a genetikai informécid végét
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Gazdasagilag jelentés gén
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14. 4bra. Transzgeén felépitése

Az igy kapott génkomplexet be kell juttatni a recipiens ndvénybe. Ez az eljaras

torténhet kozvetett vagy kozvetlen transzformacioval.

Transzgenikus novenyek létrehozasa

1.
2.

o o opw

Gén izolalas (mikroorganizmusok, gomba, ndvény, allat, rovar, ember)
Transzformacids vektorba épités (promoterek, markergének, terminatorok,
bakterialis plazmid)

Géntranszfer (transzformacios vektor bejuttatasa a kivant genotipus sejtjeibe)
Transzformans sejtek szelekcigja (marker génnel)

Transzgénikus novényregeneralas

Transzgénikus novények laboratoriumi vizsgalata (stabilitas, expresszid, 6roklodés,
sth.)

Transzgénikus novények szantofoldi tesztelése, nemesitése (jogi szabalyozas,
engedélyezés, kornyezeti rizikdfaktorok, stb.

Transzgeénikus novények mindsitése (jogi szabalyozas),

Transzgénikus novényekbdl szadrmazd élelmiszerek  forgalmazasa (jogi

szabalyozas).

A transzgénikus (GM) ndvényfajta eldallitasanak fontosabb 1épései:

1-3: molekularis bioldgiai modszerek

4-6: sejt— és szovettenyésztési modszerek
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7-9: klasszikus nemesitési modszerek

Transzgénikus novények létrehozdsa soran a konstrukciot (gént) ndvényi sejtbe
juttatjuk kiilonb6zé modszerek segitségével, melyet az beépit génallomanyaba, és a
kifejlett novényen a beépitett gén kifejez0dése kovetkeztében lathatova valnak azok a
tulajdonsagok, melyeket kodol.

Transzformacio tipusai

|. Kozvetett transzformacio
e Agrobacterium ssp.
e vektorok viralis
e vektorok
Il. Kozvetlen transzformacio
1. Intakt sejt, szovet transzformdcio
e génpuska (particle gun)
e makroinjektalas
o szilikonkarbid kristalyos
2. Protoplaszt transzformacio
a) kémiai
e PEG
e CaCl,
b) fizikai
e clektroporacid
e clektrofuzio
e ultrahangos kezelés
e mikroinjektélés

Kozvetett (indirekt) transzformacio

Kozvetett (indirekt) transzformaciorél abban az esetben beszéliink, amikor
kozvetitd organizmus segitségével torténik a DNS bejutatdsa a genomba. A

legtermészetesebb génatviteli rendszer az Agrobacterium tumefaciens talajban é16
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Gram-negativ baktérium, amely kétszikiiket fert6z6 nodvénypatogén torzs. A
talajbaktérium altal okozott betegség a gyokérgolyva. Az Agrobacterium tumefaciens
tartalmaz egy TI (tumor indukald) plazmidot, amelynek egy része a transzfer vagy T—
DNS a baktériumfertdzés soran atkeriil a novényi sejtekbe €s stabilan integralodik a
sejtmag DNS—ébe. A TI plazmid tumorkelté képességét eltavolitottak, és igy modon
hasznaljak fel vektorokként ,jidegen” DNS szakaszoknak a gazdandvények
kromoszomaiba torténd beviteléhez. A T-DNS mintegy 20 kbp hosszusagu, két rovid,
25 bazispar hosszasagu ismétlodoé hatarszekvencia veszi koriil. A két szakasz kozotti
gének nem befolyasoljak a fertdzOképességet, a virulenciat, a génatvitelt és az
integraciot, igy ezek a részek kicserélhetok mas DNS szakaszokra is, melyek akar 50
kb hosszuisagtiak is lehetnek. A hatarszekvenciak koz¢ épitett idegen DNS szakasz a
baktériumos fert6zés folyaman a T-DNS-sel egyiitt kivagodik, atkeriil a ndvényi
sejtbe, majd integralodik a sejtmagi DNS-be. A genomba juttatandd6 T-DNS
szakaszokba altaldban rezisztencia geéneket is elhelyeznek, ami lehetévé teszi a

transzformans novények egyszerii szelektalasat (15. abra).

Ti-plasmid
\ T-DNS  kromoszéma

~  Agrobactenum

7 tumefaciens
robactenum

Transzformalt
umefaciens

novényi sejt
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15. abra. A Ti plazmid felhasznalasa vektorként.
(internet:croptechnology.unl.edu/download.cgi nyomén)

Ez a vektor a kétsziki novényeknél jol bevalt. A transzgénikus novény
regeneralodasat laboratoriumi (in vitro) koriilmények kozott vizsgaljak. Az idegen
gént hordozo, ugynevezett transzgénikus novény eldallitisahoz altaldban sziikség van
a testi sejtekbdl torténd hajtas indukciora, tehat a sikeres transzformacidhoz
rendelkezésre kell dllnia egy mitkodd és hatékony regeneracios rendszernek.

Kozvetlen transzformacio

Ko6zvetken transzformaciorol beszéliink abban az esetben, amikor kozvetleniil
juttatjuk be a DNS—t a recipiens szervezetbe fizikai kémiai hatas segitségével.
A kozvetlen DNS-beviteli rendszerek a kovetkezok:

PEG (polietilén—glikol) kezelés olyan kémiai kezelés, amely soran a protoplaszt
szuszpenziohoz idegen DNS—t tartalmazo oldatot adunk hozza, majd ebbe csepegtetjiik
a polietilén—glikolt (PEG). A protoplasztok felszinére tapadt molekuldk f0zid révén
keriilnek be a citoplazmdba. Hatrdnya, hogy a protoplasztokbdl torténd
novényregeneracid korlatozott.

Az elektropordcio a nagyfesziiltségii, rovid idétartamu elektromos impulzusok
haszndlatara alapozott modszer. Elektromos impulzusokkal a sejtek DNS—felvétele

fokozhat6. Rovid, megfeleld erdsségli elektromos aram (5 ms, kV/cm) hataséara
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atmeneti (tranziens) lyukak keletkeznek a sejtfalmembranban, amelyen keresztiil a

DNS képes bejutni a sejtekbe (16. abra).

Bektrodak - 1. Fiziaz k
HewE Kamrd protoplasztok mannital (0,5

[ @ e mial] aldatban

m Szinuzz hullamid generdtor

2. alacsony feszilt=egi L
quorsan rezgh 3. magas3 feg;ultsegu wakdaram
impulzus

&gy enaram
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4. membran folytonossagi hiany &z fozid

16. abra. Elektroporacio
(trc.ucdavis.edu/egsutter/PLB153/PowerPoint/ProtoplstFusion.ppt nyoman)

Egyszerli, gyors, olcsé eljards azonban hatékonysaga alacsony. Fromm é&s
munkatérsai adtak hirt elsOként kukorica protoplasztokba torténd sikeres génbevitelrdl
elektroporacio alkalmazasaval 1985—ben.

A kombinalt fizikai és kémiai kezelés soran a protoplaszt—-DNS szuszpenzidhoz
PEG oldatot adnak, majd ezt kovetden elektroporaljak a protoplasztokat.

A mikroinjektalds a mechanikai Uton torténd génbevitel hatékony formaja.
Mikrokapillarisok és mikroszkopi eszk6zok felhasznalasaval DNS—t visznek be a
sejtek citoplazméjaba, sejtmagjdba vagy organellumaiba, és amennyiben az injektalt
sejt taléli a beavatkozast, osztodni kezd. A miveletet mikroszkép alatt,
mikromanipulatorral végzik, a manipulator egyik karja rdgziti a protoplasztot, a masik
beinjektalja a DNS oldatot adagol6 szivattyu segitségével.

Az ultrahanggal (szonikdcio) torténd génbevitelt olyan ndvényeknél
alkalmazzéak, ahol a protoplasztrendszer jol miikodik, illetve a kalluszbol torténd
novényregeneralas konnyen indukalhatdé. A puffer—oldatban 1évd transzformalando
sejteket rovid ideig magas frekvencidju ultrahang hatdsanak teszik ki, igy az idegen
DNS bejuthat a novényi sejtbe. Elonye, hogy egyszeriibb modszer, mint a PEG vagy

az elektroporacio.
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Mabkroinjektalas novényi szovetekbe. Ezen eljaras soran nem kiilonallo
sejtekbe juttatjak az idegen DNS—t, hanem embriogén (regeneralhato) sejtcsoportokba.

Szaritott embriok DNS oldatban torténd aztatasa. A széraz novényi szovetek
membranjainak fiziko—kémiai jellemzoi erdsen valtoznak a természetes kiszaradas
folyaman, igy a DNS oridsmolekulék is bejuthatnak a ndvényi sejtekbe.

A pollentomlo eljardas egyszeri valtozatat Duan ¢€s Chen (1985) hasznalta
eldszor, amikor egy bibor szinli rizsfajta teljes genomikus DNS-kivonatat egy
kozonséges rizsfajta virdgzatdba juttattdk ugy, hogy a befogadd virdg bibeszalat
felénél elvagva a vagott feliiletre cseppentettek egy kis mennyiségli DNS oldatot. Az
eljarast azbdta tovabb fejlesztették, azonban a transzformaciés hatékonysdga igen
alacsony, ezért alig hasznalatos.

Mikrotitk alkalmazisa sordn a tenyésztett novényi sejteket folyékony
taptalajban, szilikon—karbid mikrotiik és plazmid—-DNS jelenlétében razatjak. A
szilikon karbid tik mikroméreti injekcids tiikként miitkodnek (0.6 pmx10-80um),
athatolnak a sejtfalon €s sejtmembranon és ily modon bejuttatjdk a rajuk tapadt DNS—t
a sejtbe. A modszer eldnye, hogy egyszerli €s olcso; hatrany, hogy a sejtek konnyen
karosodhatnak és a regeneracios hatékonysag alacsony.

Génbelovéses modszer a novényekbe torténd génbevitel egyik legljabb
megkozelitése. A génbelovés kifejezés a modszer 1ényegére utal, a DNS—t az ¢lo

sejtekbe, szovetekbe egy génbelovo késziilékkel — génpuskaval (17. abra) — juttatjak
be.

39



mikroldvedék

"Génpuska", génheldvéses
transzformacio

17. dbra.”Génpuska” (particle gun)

Az eljarés lényege, hogy a kivalasztott gazdasagilag fontos tulajdonsag izolalt
DNS—¢t hordozé mikrolovedékeket (wolfram vagy arany részecskéket) 50 bar
nyomaseértekii N, géz és —0,7 bar vakuum egyidejii alkalmazisa mellett nagy
sebességre gyorsitjuk fel, igy a részecskék athatolnak a sejtfalon és a sejtmembranon,
magukkal szallitva a sejtek belsejébe az idegen DNS—szakaszokat. A sejtek egy része
tuléli az igy okozott sériilést, genomjaba a beldtt izolalt DNS—t is beépitheti, majd
osztodik és ezekbdl a sejtekbdl megfeleld szelekcios koriilmények kozott ndvények

regeneralhatok (18. abra).
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18. 4bra. A génbeldvéses transzformacio sémaja
(internet:croptechnology.unl.edu/download.cgi nyoman)

A génbelovést kovetd néhany napban a markergének és a riportergének mar
jelzik, jelezhetik a sikeres transzformaciot. A modszer elénye, hogy valamennyi
novényfaj esetén alkalmazhato.

Transzgénikus novények csoportositisa
Csoportositas gazdasagi jelentoség alapjan

Els6 generacids transzgénikus novények azok, amelyek biotikus és abiotikus
rezisztenciaval rendelkeznek. Ezeknél a GM ndvényeknél a molekularis stratégia célja

Masodik generacios transzgénikus novények a novekedésben és fejlodésben,
valamint az anyagcserében modositott GM novények. Az 1990—es években a hangsuly
ezen novények eldallitasanak iranyaba tolodott el.

Harmadik generacios transzgénikus novények esetében a cél, olyan GM
novények eldallitdsa, melyeket, mint bioreaktorokat lehet felhaszndlni specidlis

molekulak, ipari alapanyagok, fehérjék, enzimek stb. eldallitasara.
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6.1. Genetikailag modositott novények és eléfordulasuk
Napjainkban a GM ndvények vetésteriilete meghaladja a 170 milli6 ha-t.

Legnagyobb teriileten a szdjat, a kukoricat, a gyapotot €s a repcét termesztik. A
kutatok 1983-ra kifejlesztették azokat a modszereket, amelyek lehetévé tették a
novények genetikai modositasat. Ezt kovetden tobb mint tiz évbe tellett mire az elsd
genetikailag modositott (GM) névények 1996—ban koztermesztésbe keriilhettek. 1996—
tol kezdédden rohamosan nétt a genetikailag mddositott novényekkel bevetett teriilet
nagysaga 2005-re elérte a 90 milli6 hektart, 2012-re a 170 millist. A GM
ndvényekkel bevetett teriilet 1996 és 2012 kozotti 100—szoros emelkedése példatlanul
magas, ¢s ennek alapjan a GM ndvények képviselik a leggyorsabban elterjedt
novénytermesztési technoldgiat az ujkori mezdgazdasag torténetében.

2012-ben 28 orszagban termesztettek genetikailag modositott novényeket, 10
orszagban tobb mint 1 millio ha teriileten. A legnagyobb mennyiségben az USA—ban
69,5 milli6 ha—on vetettek GM novényeket (kukoricat, szojat, gyapotot, repcét,
cukorrépat, papayat, tokot) (5. tdblazat).

5. tablazat. Genetikailag modositott novények vetésteriilete 2012—ben

Orszag Vetésteriilet Fébb GM névények
(millié ha)
USA 69,5 Kukorica, széja, gyapot, repce, cukorrépa, lucerna, papaya, tok
Brazilia 36,6 Széja, kukorica, gyapot
Argentina 23,9 Széja, kukorica, gyapot
Kanada 11,6 Repce, kukorica, széja, gyapot
India 10,8 Gyapot
Kina 4,0 Gyapot, papaya, paradicsom, paprika
Paraguay 3,4 Szo6ja, kukorica, gyapot

A vetésteriiletek 89%—a az USA-ban, Brazilidban, Argentinaban, Kanadaban ¢s

Indiaban talalhatd., Eszak—és Dél Amerika pedig az Osszes vetésteriilet 87%—at
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mondhatja magaénak. Eurdpaban a vetésteriiletek Spanyolorszagban, Portugaliaban,
Csehorszag, Szlovakia ¢s Romanidban, talalhatok.

Elséként olyan fajtak kertiltek koztermesztésre, amelyek kiilonféle agrondmiai
szempontbol fontos tulajdonsdgokkal birnak, mint a kartevoknek, betegségeknek valo
ellenalloképesség €s a gyomirtoszer tiirés. Az ebbe a csoportba tartozo elsé generacios
genetikailag médositott novények szama otven feletti. Ezek koziil emlitésre meéltdo még
a kilonbozd novények virus ellenallosdga (burgonya, dohany, papaya, tok) €s a
burgonyabogér elleni védettség. A technologia jelenleg a szdjdban és a kukoricdban a
legelterjedtebb. Kukoricdban elsdsorban kukoricamoly, gyapottok bagolylepke,
kukoricabogar ellen vagy gyomirto szer ellenalld fajtakat termesztenek.

Az USA-ban 1994-ben az els6é génmodositott ndvénybdl szarmazo termék a
Flavr Savr paradicsom volt, amelyet az antiszensz poligalakturonaz gént tartalmazza.
Ennek eredményeképpen a paradicsom szaron érve is megtartja keménységét, s igy
¢retten leszedve, jO izl és a rékellenes anyagként is ismert likopén nevii vegyliletet
maximalis mennyiségben tartalmazo termést hoz, javul az eltarthatdsaga valamint tobb
antioxiddnst tartalmaz, mint a nem mdoddositott paradicsom. A termésérés soran
bekovetkezd puhuldst egy pektinbontd enzim, a poligalakturondz (PG) okozza. A
Calgene kutatoi ezt az enzimet gatoltak a kdvetkez6 modon: A PG—gén kddold részét
eredeti atirasaval ellentétes iranyban (antiszensz) Osszeépitették egy karfiol
mozaikvirusbol szarmazé szabalyozo elemmel, a CaMV35S—promoterrel, hogy
folyamatos atirast biztositsanak az antiszensz gén szamara a ndvény minden
szervében, koztik a termésben is. A PG—gén végére egy atiradst befejezd, Un.
poliadenilacios szignalt tettek. A létrehozandd6 GM-ndvények konnyli megtaldlasa,
szelekcidja érdekében a CaMV35S-aPG-fuzidhoz hozzaépitettek egy ugyancsak
CaMV35S—promoterrel €s poliadenilacios szignallal ellatott antibiotikum rezisztencia
gént, a neomicinfoszfo—transzferazt (nptll). A konstrukcidét egy kordbban mar
kidolgozott transzformacios eljarassal bejuttattdk a paradicsom genomba. Az
antiszensz PG génrdl atirodd6 mRNS kettds szali RNS—t képezve a paradicsom eredeti

PG—génjének mRNS—ével egy géncsendesitésnek nevezett természetes molekularis
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mechanizmus révén gatolta a PG—fehérje keletkezését. Az alacsonyabb PG-szint
kovetkeztében a sejtfalban 1€v0 pektin lassabban bomlott le, a termés sokaig kemény
maradt (BANFALVI ZS., KONDRAK M. 2005).

A Flavr Savr paradicsomot egy év mulva a késOn éré paradicsom kovette,
amelynek etiléntermelését gatoltak, és ezért honapokig szobahdmérsékleten is
tarolhaté volt anélkiil, hogy beérett volna. Jelenleg a GMO-ba leggyakrabban
betiltetett gének rovarokkal vagy herbicidekkel szembeni ellendlld képesseget
biztositanak. Az egyik cél olyan novény kialakitdsa volt, amely ellenall barmely-a
farmerek altal hasznalt-vegyi ndvényvéddszernek. Ilyen példaul a szdja vagy a
kukorica, amely olyan herbicideket toleral mint a Round—Up (totélis) herbicid, amely
behatolva gatolja az aromas aminosavak felépitéséhez sziikséges enzimet, igy a
novény elpusztul. A hozam novelését célzd herbicidellendlld kukoricafajtdkat mar
termesztik. Az USA-ban mar vetettek és arattak olyan kukoricat, amely sajat, beépitett
inszekticiddel rendelkezik. Tobb GM ndvény fejlesztése van folyamatban. Egy
termeszthetd legyen. Vannak fokozott tapértekli eperfajtak, amelyek tobb ellagasavat
(természetes rak elleni vegyiilet) tartalmaznak. A keményitdben gazdagabb
burgonyafajtdkat felhasznaljdk olyan kis zsirtartalmi  hasdbburgonya és
burgonyaszirom eléallitdsara, amelyek akar ot évig is tarolhatok. A nagyobb
keményitétartalom kisebb zsirtartalmat eredményez, mivel a burgonya siitéskor nem
tud annyi zsirt adszorbealni. Kialakitottak egy rizsfajtat, amely mar nem termel
allergén faktort és egy salatat, amely kevesebb nitratot tartalmaz. Ismeretes egy
sz0l0dmag, amely gombakkal és herbicidekkel szemben ellenallo, valamint vannak ma
mar genetikailag modositott cikoriafajtak is. Nem taplalkozas céljara szolgdlo GM
novényekkel is foglalkoznak, példaul szines szalakat termeld gyapottal €s dohdnnyal.

7. Buza (Triticum aestivum L.) agrobiotechnologia

7.1. A buza tulajdonsagainak megvaltoztatasara szolgalo aj eljarasok
A novényi tudoményokkal foglalkozék régota arra torekednek, hogy a

gazdasagilag fontos novények tulajdonsagait minél nagyobb mértékben szdmunkra
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elényOsen valtoztassak meg. A novényi tulajdonsidgokat a novények eldallitasa és
termesztése soran kiilonb6zd, in vivo és in vitro moddszerekkel befolyasolhatjuk
kiilonbo6z6 hatasfokkal és eredményességgel.

A portok/mikrospora  tenyészet Uj dimenzidkat nyitott meg a
novénynemesitésben ¢és a genetikai alkalmazisok terén. A haploid technikak
segitségével felgyorsithatd a novények teljes homozigota allapotdnak elérése és a
recessziv gének expresszidja. Hossza ideig a gabonaféléket ugy tekintették, mint
amelyek in vitro tenyésztési valasza nem kielégité. A novénynemesitésben a haploid
technika alkalmazédsat korlatozza, hogy a mikrosporakbol indukalt kalluszok és
novények szdma alacsony, tovdbbd az, hogy magas az albind6 ndvények aranya.
Kiilonb6zo torekvések vannak a haploid technikak hatékonysaganak novelésére. A
dihaploid el6allitdas modszerének tovabb fejlesztésre, kukorica megporzasos
rendszerben auxin analdgot (zearalenone, ZEN) alkalmaznak. Az eddigiek sordn a
leghatékonyabb rendszert buza dihaploidok eloallitdsara a mikrospordk kémiai
indukcios kezelésével (HNA + 2,4 D + BAP) ¢és a képzddott embriogenikus
mikrosporak €16 buza ovariumokkal torténd egyiitt tenyésztésével folyekony NPB 99
taptalajt alkalmazva értek el.

Ismert mddszer a haploid technikak hatékonysaganak ndvelésére a mikrospora
tenyésztés, amelyet tobb kutatocsoport is tanulmédnyozott az egysziklieck ¢és a
kétszikiiek tekintetében. Az in vitro mikrospora szelekciot sikeresen alkalmaztak
aluminium tolerans genotipusok kivalogatasanal. A folyékony taptalaj javitotta az in
vitro portok kulturak kallusz indukcidjat buzanal. A kalluszok regeneralodo képessége
¢s a zOld novény—albind hapoid—arany azonban folyadékkulturaban altalaban kisebb
volt, mint agar—taptalajon.

Erds genotipusos fliggdséget taldltak az 6szi buza intraspecifikus variabilitdsat
vizsgéalva a kalluszindukcidés és novényregeneracidos képességet illetden. Kolhicin
indukciés taptalajhoz torténd hozzaadasdval egyes kutatok a hagyomanyos
portoktenyésztéshez képest kedvezOobb eredmények érheték el. A  korabbi

kozleményekben az ajanlott mddszerek igen komplikalt eljarasokat is tartalmaztak,
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ugymint mikrospoéra pre—, vagy szubkultarat antératranszfert, pollenizolalast,
centrifugalast ¢és reszuszpendalast. A legjobb eredményeket haploid novények
cléallitasaban  portokkultira  alkalmazasaval — akkor  érték  el,  amikor
portoktenyésztéshez hasznalt donor ndévények ndvekedési feltételeit, a taptalaj
Osszetételét és a nevelés feltételeit modositottak. In vitro androgenezis segitségével
létrehozott embridszerti struktirakat (ELS) transzgénikus novények eldallitasara
hasznalnak fel, azonban a direkt androgenezis nem vezetett genom atrendezddesekhez,
a buza dihaploidok genomiélis DNS—¢ben nem tapasztaltak elérést.

A z061d haploid novények megjelenése a portok tenyészet alkalmazasanal harom
torténd nodvényregeneraciotdl ¢€és a zold novények szazalékatol. Ezeket a
komponenseket a donor novény heritabilitasa hatarozza meg, de kornyezeti tényezok
is befolyasoljadk. A btiza portok tenyészetbdl torténd haploid novény eldallitas ma mar
gyakorlat, amely tobb novénynemesitési programban szerepel, koszonhetden az ezen a
terlileten elért moddszertani elérehaladasnak. Kertész ¢és munkatérsai sikeresen
megoldottdk a dihaploidok felhasznalasat a buzanemesitésben, melynek révén két
allamilag elismert fajta sziiletett. Pauk és munkatarsai (1995) az els6 magyar dihaploid
Oszi buzafajta (GK D¢libab) eredményeire hivatkozva megéllapitottdk, hogy a DH
vonalak ugyanolyan értékesek lehetnek, mint a hagyomanyos nemesitésbdl szarmazo
forrasok.

A portok kultarakkal elérhetd hozam erds genetikai kontroll alatt 4ll, amelyet a
kiilsé koriilmények is befolyasolnak. Az in vitro kultirakban érvényesiilé genetikai
hatdsnak kdszonhetéen, csupan néhany genotipus bizonyult eldnydsnek a portok
tenyésztés alkalmazasanal.

A DH analégok névénynemesitési szempontbol perspektivikusak, tovabba a Fz—
F, vonalak javasolhatok elssorban haploid eldallitasra. A DH vonalak értéke az F; €s
F, utodok kisérletei alapjan azonos a hagyomanyosokéval. Egyes kutatdcsoportok
vizsgalatai (SSR, STS, AFLP) szerint a hagyomanyos fajtdk legalabb annyira
homogénnek tekinthetdk, mint a DH fajtak.
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A portok tenyésztés széles korli alkalmazasanak tovabbi limitald tényezdje az,
hogy a zold novények kis szamban regenerdlhatok. A kutatok figyelme ennek
kovetkeztében elsOsorban annak a vizsgalatara iranyult, hogy a taptalaj Osszetevoi
hogyan hatnak a z6ld novények aranyara.

Magyarorszagon az 1960—-as évek kozepétdl kezdtek el foglalkozni a buzafajtak
kombinalodoképességének vizsgalataval. A jo kombinaciok 1étrehozasahoz sziikséges
keresztezési partnerek kivalogatasahoz, értékeléséhez Szegeden hasznaltak Oszi
buzéban diallél keresztezést. Az 11j biometriai eljarasok koziil igen hamar elkezdték a
fokomponens analizis ¢és a fOkomponens regresszid buzanemesitésben vald
kiprobalasat is, a mindségi tulajdonsdgok kozotti kapcsolatok feltdrasara pedig a
klaszter és faktor analizis alkalmazéasat. Szegeden foglalkoztak az aestivum buzak
mindségének genetikajaval is, tovabba a szarrozsda rezisztencia vizsgalat j modjainak
kifejlesztésével is.

7.2. A mindségi tulajdonsagok megvaltoztatiasa a buzanal
A hazai buzatermesztés vilagpiaci jelentdsége marginalis; a vilagpiac foldrajzi

kiterjedése olyan szerkezetli, hogy a széllitdsi koltségek miatt az exportalhatd
feleslegek elsdsorban Eurdpaban helyezhetdk el. Az Eurdopai Unid piacan csak a kivalod
mindségli buzanak van Iétjogosultsaga. A blza mindségét kiillonbozd tényezdk
befolyasoljak: az agrotechnikai tényezdk, az 6kologia, ezen beliill az évjarathatas €s a
bioldgiai alap. A kornyezeti tényez6kdn beliil a legnagyobb jelentdséggel az
évjarathatas bir, tehat az adott év iddjarasa. Egy—egy évjdrat az egész tapanyagfelvételt
¢s beéptilési folyamatot alapvetden befolyasolja, ezért hatasa jelentds; példaul a kivalo
siitéipari mindségli buzadk jellemzdit is nagymértékben ronthatja. Minden egyes
agrotechnikai tényez6 kozvetlen (tragyazas) vagy kozvetett modon (vetés) hatassal van
a buza mindségére. Kiilonosen a nitrogénellatasnak van jelentés szerepe, mivel a
sziikségesnél kisebb mennyiségli kijuttatasnal a terméskiesésen kiviil rossz
mindséghez is vezet. Az 6szi buza fehérjetartalom szoros Osszefiiggésben all a nedves—
¢és szaraz sikértartalommal. Alapkérdés biologiai feltételként az, hogy milyen fajtat

valasszunk, milyen a fajta potencidlis mindsége ¢és stabilitasa. Ha a hazai
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blizatermesztés jovOjét a mindség €s az intenzitas fogja megalapozni, minden egyes
gazdalkodasi elemet sulyozottan kell szdmitasba venni, mint a termOhelyi
adottsagokat, miiszaki—technikai felkésziiltséget illetve a gazdasagossagi szamitasokat.
Tehat az elkovetkezendokben még fontosabb lesz olyan kivalo siitdipari mindséget
ado, tovabba kiilonbozd évjaratokban, termohelyeken ezt stabilan tartd fajtak
kivalasztasa, amelyek a termeldknek s a kereskedOknek is kedvezdbb értékesitési
lehetdségeket nydjtanak. A kiilsé tényezok koziil az évjaratnak van a legnagyobb
hatdsa. Az id6jards nagymértékben befolyasolja a buza mindségét, a betakaritaskor
csapadékosabb nyar fuzarium fertdzést (mikotoxin), illetve esésszam csdkkenést okoz,
mig a tul széraz, majus—junius a sikértartalomra, a farinografos értékre hat azaltal,
hogy a vazfehérjék nem alakulnak ki. A mindség két jellemzd mutatdja, a
sikértartalom ¢€s a farinografos értékszam egyardnt fligg az évjarattol, a
miitragyazastol, valamint a fajtatol. Megallapitdsaik szerint az évjarathatas, az évjarat
x fajta €s az évjarat x miitragya kolcsonhatas szerencsétlen kombinacidja esetén hiaba
volt megfelel6 a fajta genetikai potencidlja és a tapanyagellatds szintje, mindség
csokkenés kovetkezett be a blizatermesztésnél.

Az elmult iddszakban jelentés ismeretanyag halmozdodott fel a buaza
mindségérol, a tartalékfehérjek Osszetételérdl, a liszt— és siitdipari mindségrol. A
buzaszem tartalékfehérjéi koziil a tésztaipari és siitdipari minds€g szempontjabol
legfontosabbak a nagy molekulatomegii glutenin alegységek.

A buza mindsitésekor az importaldo és a vasarlo igényeit kell mindenekeldtt
figyelembe venni. Magyarorszagon a sikér €s a farinografos (valorigrafos) vizsgalatok
alapjan, masutt az alveograffal értékelik a buzdk mindségét. Klaszter analizis
segitségével csoportosithatok a buza mindségi tulajdonsagai, a fajtdkkal ¢&s
termbhelyekkel Osszefiiggésben.

A mindségi tulajdonsagok megvaltoztatasdnak korszerii szelekcids véltozata a
Bed6 ¢és munkatarsai (1998) altal kidolgozott ,,Eljaras eltéré nagy molekulasulyu

(HMW) glutenin Osszetételli vonalakbol Osszedllitott buzafajta szelekcigjara” cimi
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szabadalom. Ugyancsak Bed6 és munkatarsai (2001) egy harom fazisbol allo rendszert

dogoztak ki a keményszemii blizak nemesitésére.

8. Kukorica (Zea mays L.) agrobiotechnologia
8.1. A kukorica genetikai bazisa
A hazankban termesztett kukoricak genetikai bazisa a sajatos nemesitdi

célkitlizések és a génerozid kovetkeztében az utobbi iddszakban jelentdsen lesziikiilt,
melynek kedvezdtlen hatasai kozismertek. A kukoricatermesztésben igen sok kiilféldi
hibridet haszndlnak, amelyek genetikai hatterét csak néhany beltenyésztett vonal
alkotja. A genetikai variabilitast kiilonb6z0 mutagénekkel lehet novelni, illetve a
hagyomanyos eljarasokon kiviil biotechnologiai médszereket lehet alkalmazni.

A kukoricanemesitésben felhasznalhaté genotipusok korének szélesitéséhez a
mutacidos nemesitési modszer alkalmazasa nagy segitséget jelenthet. Indukalt
mutansok felhaszndldsaval a populacio génkészlete gyarapszik, ami a fajtdk
formagazdasagsdgban bekovetkezett elszegényedése miatt napjainkban egyre
fokozottabb jelentdségli. A valtozékonysdgot ndveld muticid segitségével olyan
novénytermesztési szempontbol kedvezd vonalak szelektalhatok, amelyek a
termesztési igényeket jobban kielégitd 1 hibridkombinacidkat eredményeznek.

A nemesitési alapanyag diverzifikdldsa neutron sugarzassal is megvalosithato.
Az utobbi iddészakban a neutron besugarzds genetikai, ndvénynemesitéstani
alkalmazdsa irdnt megnyilvanulé fokozott érdeklédés azzal magyarazhatd, hogy ez a
fizikai mutagén faktor igen nagymértékben hat az RNS—DNS struktirara azaltal, hogy
a besugarzas nyoman keletkezett radioaktiv anyagok altal kibocsatott sugarzasok
sirlibb 10nizaciot okoznanak az €16 szervezetben.

A hazai génbanki tevékenység kezdete 1955-re tehetd, amely tovabbi
elérehaladast hozott a fajtdk vizsgalataban. Ebben az évben a foldmiivelésiigyi
Miniszter az Agrobotanikai Intézethez csatolta a tapioszelei Kisérleti Gazdasagot és
ezzel egyidejiileg megindult a nagyiizemi fajtakisérletezés szervezése is. A f6 cél a
kozponti fajtagylijtemény megszervezése, valamint a ndvény—fajtakisérletezés

kozpontjanak kialakitdsa volt. Az igy kialakitott fajtagylijtemény mar miikddése elsd
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évében 400 hazai ¢és kiilfoldi novénnyel rendelkezett. A gylijtemény elsddleges célja az
volt, hogy 4llandoan gazdagitsa a génallomanyt, lebonyolitsa a ndvénymintak cseréjét
hazai és kiilfoldi viszonylatban, illetve kialakitsa és fejlessze a hazai génbankot.

A tapidszelei Agrobotanikai Intézet a gylijteményes anyag génbanki
kezelésének altalanosan elfogadott teveékenységei (regisztracio, tisztitas, szaritas,
csomagolas, tarolds) elvégzésén keresztiil 893 novényfaj 68000 magtétele esetében
végzi a magcsere, kozreadds folyamatat a ndvénynemesités alapanyagainak
biztositasa, illetve génmegdrzési tevékenység érdekében.

Vilagviszonylatban az elsé génbank 1959-ben alapult Fort Collinsban
(Colorado, USA), ahol az Orszagos Magtarold Laboratorium génbanki intézetté
torténd atalakitdsat végezték el. Ezt kovette 1963—-ban az IRRI (Nemzetkozi
Rizskutato Intézet) Los Banos—1 (Fiilop—szigetek) génbankka fejlesztése, majd ezutan
Izmirben (Torokorszag) a Mezdgazdasagi Kutatd Introdukcidés Kdzpont atalakitasa és
végiill 1969-ben Bariban (Olaszorszdg, Csiraplazma Laboratorium), Hiratsukédban
(Japan), Braunschweigben, Gaterslebenben (Németorszag, BAZ—Génbank) alakultak
génbanki tevekenységet végzo intézetek.

Az 1940—es évek végétdl Fleischmann Rudolf, Sziilld Ferenc, Fridrich Béla,
Papp Endre, Beke Ferenc, Somorjai Ferenc, Berzsenyi J. Laszl6 tudoményos
igényességgel foglalkoztak 4llamilag mindsitett szabadon elvirdgzd fajtak
nemesitésével, majd Tarnoci Herbert, Schiiller Ferenc, Janossy Andras és kortarsaik
altal megkezdddott hazankban a fellelhetd tajfajtak begytijtése, amelyek az akkor
termesztett szabadon viragz6 fajtakkal egyiitt adtdk az idokdzben génbanki feladatok
ellatasara hivatott Tapioszelei Agrobotanikai Intézet hazai kukorica génbankjat.

Indukalt mutéacio segitségével kiilonbozd fenotipusii vonalak hozhatok 1étre,
amelyek morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan kultur, kultar—bokros, teopod, corn—grass
tipusokba sorolhatok. Ezek a mutans vonalak eredményesen hasznalhatok fel a
hibrideldallitasi programokban.

A neutronsugarzas varhat6 nagy genetikai affinitdsa miatt 1980 ota ezen

sugarforrds kukoricanemesitésben torténd egyre nagyobb mértékii felhaszndldsara
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keriilt sor. A kisérletek soran egyrészt amerikai hibridalapanyag (F;), masrészt
kiilonboz6d Dbeltenyésztett vonalak gyors neutronos vetdmagkezelését kovetden a
szegregaciot mutatd dllomanyok szigor beltenyésztésére, genetikai homogenizalasara
¢s a legkedvezObb agronomiai tulajdonsagokkal rendelkezd beltenyésztett vonalak
kivalogatasara kertil sor.

A genetikai homogenitds noOvekedése a bioldgiai hattér oldalarél a
termésnovekedés akadalyozdjava valt, mert a hibridek o©kologiai érzékenysége
nagymértékben fokozodott. Ennek elkeriilése érdekében genetikailag kiilonb6zd
hibridek termesztését javasoljak a kiilonb6z6 éréscsoportokon belill. A kiilonb6zo
FAO csoportokban sziikség van olyan, egymadstdl eltérd genotipusit hibridek
nemesitésére, amelyek mennyiségi ¢€s mindségi tulajdonsdgai a korszerli
novénytermesztés igényeinek megfelelnek. A cél megvalositasa érdekében a
kukoricanemesitésben felhasznalhato alapanyagbazis szélesitésére van sziikség.

Az iranyitott keresztezési programok megvalositasiban a  genetikai
divergencidnak is igen nagy jelentdsége van a nemzetkdzi egyiittmiikodésben, amely
segitséget nyjt az eredményes hibridkukorica nemesités megvalositasdhoz. A
kiillonboz6é  kukoricanemesitési  célok (t6szamstritéssel szembeni tolerancia,
terméskomponensek és a mindség javitdsa) megvaldsitdsara a tavoli keresztezéseken
¢s a rekurrens szelekcion kiviil a mutacios nemesités is eredményesen felhasznalhato.

A mutagenezis sikeresen hasznalhato fel a sziiléi vonalak egyes kedvezdtlen
bélyegeinek javitasara €s a fontos tulajdonsagok hibridekbe torténd bevitelére, értékes
kémiai komponenseket tartalmazé mutansok indukaldsara, a beltenyésztett vonalak
kombinaloddképességének javitdsara, valamint rezisztens vonalak ¢és hibridek
eldallitasara.

Az eléallitott mutansvonalak tesztelése soran megéllapitottak, hogy a kedvezd
GCA ¢értekkel rendelkezd vonalak szintetikus fajtak eldallitasara, mig a kedvezd SCA
értékkel rendelkezdk pedig a heterdzis nemesitésben hibridek eldallitasara hasznalhat6
fel. Tovabbi vizsgalataik alapjan azt tapasztaltak, hogy a mutans vonalak a kiindulasi

vonalakhoz képest jobb kombinalodoképességet mutatnak.
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8.2. A kukorica novekedése, fejlodése, kombinalodoképessége
A diallél rendszerek vizsgédlata novénynemesitési szempontbol igen fontos,

hiszen ezaltal kaphatunk atfogd képet a kiillonbozd genetikai hatteri hibridek
kornyezeti reakcioirdl. Segitségével a mennyiségi jellegek, tolerancia fokok,
kornyezeti alkalmazkodoképességek orokolhetdsege értékelhetd.

A novények és egyéb ¢élolények sejtjei, szOvetei és szervei matematikai
fliggvényekkel leirhat6 mdédon gyarapodnak, novekednek. A novekedés és fejlodés
folyamata biologiai rendszereknél altalaban genetikailag meghatarozott folyamat. A
kornyezeti feltételek tobbé—kevésbé modosithatjdk ezeket a determindlt folyamatokat.
Mar a szazad 30—as éveiben Lumer felhivta a figyelmet arra, hogy Pearl és Reed altal
publikalt szigmoid fiiggvény alkalmas a ndvekedési folyamatok leirasara. A szdzad
otvenes éveiben von Bertalanffy kutatasi eredményei megerdsitették Lumer elméletét,
miszerint a novényi €és allati fejlédésben a tomeggyarapodas kezdetben exponencidlis,
majd monomolekularis vagy telitodési fliggvénnyel jellemezhetd. A ndvényi
tomeggyarapodast (esetiinkben a kukoricaét) tobbféle moddon vizsgélhatjuk. A
klasszikus megkozelités az, amikor a fotoszintézis altali szerves anyagképzddésbol
levonjuk a légzés altali tomegcsokkenést. Ennek az egzakt fizikai megkozelitésnek a
legnagyobb problémadja, hogy a szolaris energia kémiai energidva torténd konverzidja
meglehetdsen bonyolult biokémiai mechanizmusokon keresztiil megy végbe, melyhez
sziikséges input adatok sok esetben nem éllnak rendelkezésre, valamint mérésiik nagy
nehézségekbe litkozik. Ezért gyakran mds utat valasztanak a kutatdk a szarazanyag
gyarapodas szimuldlasara.

A statisztikai moddszerekkel torténd szdrazanyag tartalom becslésre szintén
szamos irodalmi wutaldst taldlhatunk. A tobbvaltozos regresszios statisztikai
vizsgélatokkal kapott eredmények sok hasznos informaciot tartalmaztak, viszonylag
jol adtdk vissza a tomeggyarapodasi gorbe menetét, de olyan alapvetd kiinduldsi
feltételnek, mint a valtozok normalis eloszlasa és fliggetlensége sajnos nem tudtak

maradéktalanul megfelelni. Még a dinamikus szimuldciés modellekkel kapott
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eredmények sem tudtdk kezelni a tOmeggyarapoddsban létrejove szarazanyag

csokkenést.

Novekedési fliggvényeket leggyakrabban a novény—iddjards analizis
modellekben alkalmaznak, mert:

e alkalmazasuk segitségével a fotoszintézis €s 1égzés folyamatanak bonyolult
szamitasi formuldja figyelmen kiviil hagyhato,

e a kiilonb6z6 noveényi részek novekedési dinamikdja a teljes novekedési periodusban
egyszerlien, zart alakban megadott egy vagy tobb valtozds fiiggvénykapcsolattal
jellemezhetd.

A novekedési fiiggvények jellegiikbdl adodéan nem veszik figyelembe a
szdrazanyagtomeg csOkkenést. A tomeggyarapoddsi dinamika becslése pedig
Iényegesen javulna, ha a tomegcsokkenéseket is figyelembe tudnank venni.

Tovabbi problémat jelent, hogy novényi ndvekedés leirdsa soran a szerzok
rendszerint egy vagy csak néhany fajtat vizsgalnak, igy az eredmények korlatozott
felhasznalhat6sagot biztositanak. Nagyon kevés az irodalmi utalas (akar hazai, akar
nemzetk6zi viszonylatban), amely nem egyedenként, hanem teljes diallél renszerben
vizsgalja valamilyen modell segitségével — pl. az 1ddjarasi hatadsok fliggvényében — a
novényi novekedési, fejlodési viszonyokat.

A vizsgalatok modszere és az alkalmazott valtozok tekintetében voltak és
vannak is kiilonbségek, azonban a legtobb kiilfoldi és hazai szerz egyetért abban,
hogy mind a teljes novény, mind az egyes novényi részek tomeggyarapodasa is jol
kozelithetd logisztikus gorbével. A vetés és érés kozotti ndvekedési folyamatra olyan
novekedési fliggvényt kell illeszteni, mely eleget tesz mindkét feltételnek.

Az emlitett kritériumoknak leginkabb a logisztikus novekedési fliggvény felel
meg, amely szimmetrikus novekedési menetet feltételez. A Gompertz és a Chanter féle
novekedési fiiggvények esetében nem szimmetrikus a kezdeti és végsd novekedési
intenzitas. A természetben lejatsz6do folyamatok Weyl szerint a szimmetriat részesitik

elényben, a tényleges koriilmények gyakran torzitjdk a valosdgban ezt a torekvési
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iranyt. Mivel azonban az utdébb emlitett fliggvények paraméterezése ¢és illesztése
bonyolultabb, igy a vizsgalatok soran logisztikus ndvekedési menetet sziikséges
feltételezni.

Mindkét fent emlitett problémara megoldast jelenthet, ha nem az atlagos
szarazanyagtartalom—, hanem a maximum szarazanyagtartalom értékekre illesztiink
logisztikus novekedési filiggvényt. Az igy illesztett burkold gorbe az éghajlatilag
lehetséges novekedési optimumot reprezentalja.

A ndvényi stresszhatds tomeggyarapodasi vizsgéalatokban valo figyelembe
vételével szintén tobb szerzd végzett vizsgalatokat. A leggyakoribb megkdzelitési
mod, amikor a vizstressz értékét novényi felszinhdmérsékleti adatok segitségével
hatarozzak meg. A novényallomany felszinhdmérsékletébdl parametrizalt vizstressz—
index valamint a nett6 fotoszintézis szoros kapcsolata kertilt megallapitasra.

A novekedés analizis diallél rendszerbeli alkalmazésa segitségével teljesebb
képet kaphatunk a kukorica kornyezeti (meteorologiai €s talajtani) tényezdkre adott
reakcidirdl és ennek genotipusos fiiggdségérdl. Az alkalmazott modell segitségével a
novénytermesztOk szamara gyakorlatiasabb, szélesebb korben felhasznalhato
informéciok nytjthatok. Alkalmazasa segithet feltarni a szdrazsagtlirés 6roklodését,
azaz kivalaszthatok azok a legjobb kombindlodo képességgel rendelkezd sziiloi

vonalak, amelyek F, hibrid utddai legkevésbé érzékenyek az utobbi években tobbszor

is eléfordult nyari szarazsagra.

A kukorica nemesitési alapanyag diverzifikalasa neutronsugarzassal is
megvaldsithatd. A sugarzas biologiai hatasat az elnyelt dézissal jellemezziik, melynek
jele: D. Mértékegysége a Gray, jele: Gy, az a sugardodzis, amelyet 1 kg tomegili anyag
elnyel, ha vele alland6 sugarzassal 1 Joule energiat kozlink: 1 Gy = 1 J/kg. A
neutronsugarzas varhatd nagy genetikai affinitasa miatt 1980 ota ezen sugarforras
kukoricanemesitésben torténd egyre nagyobb mértékii felhasznalasara keriilt sor.

Kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy a 30 Gy feletti dézisok teljes

letalitast okoztak, igy a kukorica nemesitésben a tovabbiakban nem alkalmazhatok.
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E16, felnevelt ndvények csak az 5, 20, és 30 Gy besugarzasi dozisok esetében kaptunk,
a vetOmagelOallitas viszont csak az 5 illetve a 20 Gy dodzissal kezelt ndvényeknél
bizonyult sikeresnek.

Indukalt mutacio segitségével kiilonboz6 fenotipusii vonalak hozhatok létre,
amelyeket morfoldgiai tulajdonsagaik alapjan a kovetkezd csoportokba sorolunk kultir
vonalak, kultar-bokros vonalak, teopod-tipus, corn—grass tipus. A kiilonb6z6
mutageének felhasznalasaval a novények formagazdagsaga jelentésen novelheto.

Gyors neutron, illetve ®°Co izotoppal, 15000 r sugardozissal kezelt értékes
gazdasagi tulajdonsagokkal rendelkezd beltenyésztett kukoricatorzsek esetében a
sugarzas kiilonbozd jellegli valtozdsokat idézett eld a kukorica ndvényeken.
Megallapitasra keriilt, hogy az egyes egyedek esetében a levélszam gyengén, a
novénymagassag erdsen mutabilis tulajdonsagként szerepelt. A sugarkezelt vonalak
keresztezésével létrehozott hibridkombinaciok termdképessége, kukoricaiiszog—
rezisztencidja, tOszamslirithetdsege szignifikdnsan jobb eredményeket mutatott a
standard hibridekhez viszonyitva. A morzsolasi % és a terméseredmény kozott pozitiv
Osszefiiggés mutatkozott.

A termésatlagok tovabbi novelésének egyre inkabb gatjadva valik a hibridek
genetikai uniformitdsanak novekedése, ezzel parhuzamosan a genetikai sebezhetdség
fokozodasa. A fajtadsszetétel kialakitdsanal egymashoz hasonld fajtdk keriiltek a
szortimentbe. Megtortént a besziikiilés a génalap teriiletén, mert ezek szelektaldsa utan
kevés olyan vonal maradt meg, amely biztosithatta volna a valtozékonysagot.

A genetikai homogenitds noOvekedése a bioldgiai hattér oldalarél a
termésnovelés akadalyozojava valik, mert a hibridek 0©kologiai érzékenysége
nagymértékben fokozodik. Ennek elkeriilése érdekében genetikailag kiilonb6zd
hibridek termesztését javasoljak a kiilonb6z6 éréscsoportokon beliil.

A diallél analizis a ndvénynemesitésben alkalmazott kvantitativ genetikai
modszer, amellyel egy populdcidban, vagy a kivalasztott sziiloktdl szarmazod

utodokban eléforduld gének és a kornyezet hatasat lehet becsiilni.
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Az értékelés matematikai moddszerének két iskoldja ismert: az amerikai
Griffing, (1956) és az angol Hayman és Jinks. A diallél analizis lehetdséget nyu;t
részletes informacio szerzésre az analizalandé formak mas genetikai sajatsagairdl is.
Tobbek kozott a gének additiv hatasairdl, azon gének dominanciajanak fokarol és
iranyarol, amelyek a jellegek kifejloddését szabalyozzak. Informaciot kaphatunk a
domindns ¢és recessziv gének gyakorisaganak viszonyarol meghatarozott lokuszban.

A nemesitési novényanyag genetikai szerkezetének ismerete alapvetden fontos
a sikeres nemesitdi munkdhoz. A gazdasagi szempontbdl fontos tulajdonsagok
legtobbje kornyezeti hatasok altal befolyasolt poligénes determindltsagli. Ezek hatasa a
mendeli szabalyoknak megfeleléen additiv, illetve dominéns €s episztatikus jellegii.

Amikor az egyik vonal atlagos produktivitdsa nagyobb, mint a masiké, akkor
valamennyi hibridjének az elemzésén alapszik annak megallapitasa, hogy vajon ennek
a vonalnak jonak tekintheté—e az altalanos kombindlodoképessége vagy sem. Abban
az esetben, amikor egy sziild atlag folotti produkcioval rendelkezik, akkor annak
megallapitdsa, hogy a specifikus kombindlédd képessége jo—e, bizonyos utoddai
hozamanak vizsgalatan alapszik. Hasonloképpen csekély kombinaldodd képesség is
meghatarozhato.

A kombinalodoképesség eredményesen alkalmazhaté azon vizsgalati eljarasok
folyaman, ahol a vonalak teljesitményét kivanjuk tanulmanyozni és 0sszehasonlitani a
hibridkombinaciokban. Ezért igen nagy jelentdségii a Sprague és Tatum altal
megalkotott 4ltaldnos €s specifikus kombindlodoképesség vizsgalata.

A mennyiségi tulajdonsagokat a kukorica esetében nagyszamu gén (poligén)
hatdrozza meg. Hatdsuk lehet recessziv, domindns, részlegesen domindns vagy
overdominans.

Beltenyésztett kukorica vonalak altalanos kombinalddo képességének diallél
keresztezésekben valo tanulményozasakor megallapitasra keriilt, hogy az éltalanos—, és
specifikus kombindlodd képesség ismeretében a nemesité konnyebben ki tudja
valasztani azokat a sziilOparokat, amelyek azutdn nagy termOképességli hibrideket

eredményeznek.
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Magas heterozis hatas jelentkezett azokban a kombinacidkban, ahol legaldbb a
keresztezési partnerek egyike magas altalanos kombinal6doé képességgel rendelkezd
vonal volt. A termést additiv és nem additiv genetikai hatdsok hataroztdk meg.
Meghatarozott keresztezések esetén szignifikans reciprok hatast igazoltak.

A diallél analizist széleskorlien hasznalt nemesitési eszkoz, amely értekes
genetikai informaciot szolgaltat a kisérleti anyagrol. A statisztikai modszerek a diallél
rendszerekben elsOsorban eldrejelzésre hasznalhatok €s nem pedig a nemesitési anyag
leirdsara.

A vizsgalatok eredményei alapjan kimutathatd, hogy a heterozis hatas a
novényenkénti szemtermés elérejelzésében volt igen hatékony, mig a GCA értékek
elsdsorban az aktualis hibrid teljesitmény eldrejelzésében hasznalhatok fel.

8.3. A biotikus stresszekkel szembeni tolerancia/rezisztencia
A kukoricdnal az utdbbi idészakban egyre inkdbb fontossa valt a biotikus

stresszekkel szembeni tolerancia és/vagy rezisztencia. A kukorica vegyszeres
novényvédelme a vegyszeres gyomirtasra korlatozodott leginkabb, a megoldast a
kartevOkkel és korokozokkal szembeni rezisztencia jelentette. Annak érdekében, hogy
a kukorica huméan— ¢és takarmanyként torténd hasznositdsit a mindségromlas ne
befolyasolja és a termelés jovedelmezdsége se csokkenjen, ezért az ellenalloképesség
kiemelked?6 szerepet jatszik.

A kukorica fuzariumos megbetegedése hazankban az 1960-as évek végétol
jelentkezett és Oltott jarvanyos méreteket. A jelentds termésveszteség mellett
szamottevd hatast okozott a humdnegészségiigyben ¢€s az allattenyésztésben is
vilagszerte a toxikdézisok miatt. A betegség tlinetei az egész tenyésziddszakban
megfigyelhetdk. A kukorica termésbiztonsaganak egyik fontos tényezdje a kiilonbozo
betegségek okozta veszteségek megeldzése, csokkentése.

A kukorica betegségei koziil — kortani szempontbol — a Fusarium fajok
el6forduldsa lehet kihatassal jelentés mértékben a terméseredményekre. A fuzariumos
megbetegedés bekdvetkeztére és kimenetelére az adott genotipuson kiviil a kdrnyezeti

tényezok (csapadék, paratartalom, allati kartevok pl. kukoricamoly) is nagy szerepet
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jatszanak. Kornyezeti stressznek kitett allomanyban a fuzariumos megbetegedések
fokozodnak A Fusarium fertézottséget és ezen keresztiil a toxinszennyezettséget az
¢vjarat, annak homérsékleti és csapadékviszonyai nagymértékben befolyasoljak. A
kukorica Fusarium fajokkal szembeni védekezé készségét javitani tudjuk olyan
torzsek létrehozasaval, melyekben egyesitjiik a kivald hibridalkotdé képességet a
betegség ellenallosaggal, amihez specidlis genetikai alapanyag megtervezése,
létrehozasa sziikséges. A fuzariotoxikdzisokkal szembeni vedekezés legjarhatobb utja
a megelézés és legbiztosabb lenne a fuzariumos fertézottség kialakuldsanak
megakadalyozasa, de legalabbis a fertdzédés mértékének csokkentése a
novénynemesiték és novénytermesztok Osszehangolt munkdjanak segitségével. A
kukorica mutacids kezelése soran létrehozott vonalak betegség ellenallosaga javulhat.
Beltenyésztett vonalak és hibridjeik diallél keresztezését végezték el Fusarium fajok
okozta betegségellenallosagra természetes (provokacios kisérlet nélkiil) koriilmények
kozott. Szignifikans hatasokat mutattak ki az 4ltalanos és specifikus
kombinalodoképességnél, negativ korrelaciot a szemtermés és a fertdzott novények
széazalékos ardnya kozott.

A kukoricamoly a mérsékelt égovi kukoricatermesztés legnagyobb kartevdje,
évente mintegy 1000 milli6 dollar veszteséget okoz a termelSknek a terméskiesés altal.
A kukoricamoly féleg a csemegekukoricaban és a hibridvetdémag—eldallitisban okoz
jelentés karokat. A fuzariumos csOpenész kialakuldsa szorosan Osszefiigg a
kukoricamoly kartételével még a fuzariumnak kedvezdtlen iddjarasi tényezok esetén
is. A tejesérés idOszakdban kukoricamoly altal megfert6z6dott novények
szignifikansan kisebb termést produkaltak az egészségeshez viszonyitva. A
kukoricamollyal fert6zott tovek a gombabetegségek irant is fokozottabban érzékenyek
lettek és kutatasai alapjan tényként kozli, hogy a kukoricamollyal fert6zott, eldolt
szarak csaknem mindegyikén megtalalhatd volt a fuzarium, s6t az eseteknek atlagosan
22 %—aban a csovon is talalt fertdzést.

Magyarorszagon a kukoricatermesztés a mezOdgazdasdg egyik meghatirozo

agazata. Az utobbi idében egyre jelentdsebb karokat okoz a kukoricabogar
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(Diabrotica virgifera virgifera), mely csokkentése a termelés jovedelmezbsége
szempontjabol is fontos. A Diabrotica jelenléte elsdsorban a nagymértékii és a
vetésvaltas nélkiili termesztést veszélyezteti. Az amerikai kukoricabogar az USA—ban
jelentds nagysagu karokat okoz, Eurdpaban a belgradi repiildtér mellett okozott stilyos
gyokeérkartétel miatt figyeltek fel ra. Magyarorszagon ¢és Horvatorszagban mar 1995—
ben megjelent. Hazankban elGszor a Jugoszlaviaval és Romaniaval szomszédos
tertileteken jelent meg, és 2001 6ta valamennyi megyében jelen van. Magyarorszagon
egyre nagyobb teriileten fordul elé ennek kdszonhetéen a novényddléssel jaro kar. Az
USA gyakorlatdban egyre inkabb megndétt a kukoricabogarral szemben rezisztens
transzgénikus kukoricahibridek jelentésége. Ezek az inszekticid hasznalat elmaradéasa
miatt kevésbé karositjak a kornyezetet, tovabba termésndvekedést mutatnak a nem
génkezelt kukoricdkhoz képest. Egyes kutatok a kukorica esetében a ndvényi
rezisztencia kialakitasat tartjak a legfontosabbnak a kukoricabogarral szemben. Back—
cross nemesitési programbol szarmazo kukorica vonalakat hasznaltak fel a rezisztencia
normal vonalakba torténd atvitelére. A kukorica hibridek ordkletesen kiilonboznek a
kukoricabogar kartétellel szembeni tolerancidjukban, tovabba azon képességiikben,
hogy a biomassza a novények mely részében keriil felhalmozasra a kartétel
kovetkeztében. A kukoricahibrideknél a larvakarositds hatisara a fotoszintetikus rata
csokkent, amely a ,lag” periodust kovetden a ndvénymagassag csokkenéséhez
vezetett. A Diabrotica virgifera virgifera Leconte (Chrysoinelidae, Galeracinae)
larvak hatasat vizsgaltak kiilonb6z6 eurdpai kukorica hibridekre, melyek kozott
nagyfoku variabilitast talaltak. A szant6foldi kdrosodassal kapcsolatos besorolds lehet
az elsodleges teszt, mieldtt a kukoricahibridek rezisztencidjara vonatkozo
megallapitasokat meghozzuk. Szignifikans korrelacidt taldltak az imagok szadma, a
gyokérkartétel és a termésveszteség mértéke kozott. Megndvekedett szami imagot
talaltak a kukorica utan termesztett egyéb novényeknél is. A kukoricahibridek helyes
megvalasztasan kiviil a vetésvaltds és a megfeleld inszekticidek alkalmazésa hozhat
megfeleld eredményt. Dikulturaban kisebb mértékii fertdzottséget taldltak a

trikulturdhoz képest. A kukorica gyokerét karositdo larvak szignifikdns mértékben
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csokkentik a szemtermést, megvaltoztatva a novények fotoszintetikus ratéjat,
limitaljak a viz és tapanyagok felvételét, tovabba novelik a ndovények érzékenységét a
megddléssel kapcsolatban. A kukorica novények rezisztencidja az, amely a
leghatékonyabb védelmet adja a kukoricabogarral szemben. A molekularis genetikai
technoldgidkban elért elérehaladas azt a potencialt rejti magaban, hogy a konzervalt és
régi genotipusokbol a rezisztencia gén a Kkorszerli, termesztett tipusokba
introgresszioval atkeriilhessen. A biotechnologia eredményeként az USA-ban
megjelent a Cry3Bb toxin fehérjét tartalmazé transzgénikus kukorica hibrid, amely a
larvak elleni védekezésben adott jO eredményeket. Alternativaként azonban a
gyakorlat szdmara szilikség van az imagok és larvak elleni hatékony védekezésre is. A
leghatékonyabb védekezési mdd az integralt novényvédelem lehet, amelynek
részeként kiemelhet6 a Diabrotica tolerans kukorica genotipusok nemesitése.

8.4. A kukorica hibridek miitragya és novényszam reakcioja
A kukorica hibrideknél a termésndvekedéshez a genetikai eldrehaladas, az

agrotechnikai innovacio ¢és a genetikai x agrotechnikai interakcid egyarant hozzajarult.
A kiilonb6z6 kukorica genotipusok jo6l meghatdrozhatd optimum tartomannyal
rendelkeznek az egyes agrotechnikai tényezdk vonatkozasdban, amely a maximalis
termés eléréséhez sziikséges. A kukorica hibridek agronomiai reakcidinak ismerete
hozzajarul a kukoricatermesztés hatékonysagéanak javitasahoz.

A kukorica termésmennyiségét nagymértékben harom tényezd, a
tapanyagellatds, a vetésidd6 ¢és a tdszam hatirozza meg. A harom tényezd
hatékonysagat befolyasolja az okologiai és biologiai tényezdk kozotti igen szoros
interakcio is.

Az elmult iddszakban a kukoricahibridek tdszadm-—siirithetdsége javult, az 1;j
hibridek mar képesek tolerdlni a magasabb ndvényszamot. A termésstabilitas fligg a
stressztoleranciatol, amely 4altaldban véve javult a kiilonb6zé genotipusoknal.
Hazankban széleskorti  kutatasokat folytattak eltérd genotipusoknal, Okologiai
viszonyok ¢és évjarathatds mellett a hibridek ndvényszam reakciojat illetéen. Tobb

kutatasi eredmény ravilagitott arra, hogy a hibridek optimalis t6szdma nem csupan a
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tenyészid0 hosszatél, hanem elsddlegesen a genotipustol fiigg. Bizonyos
hibridspecifikus értékeken tul a tészamsilrités fontos szerepet jatszott a
termésnovekedésben. Ugyanakkor arra is felhivja a figyelmet, hogy a tul stirti, vagy tal
ritka novényallomany alkalmazasa egyarant terméscsokkenéshez vezet. Az optimalis
novényszdm a hibrid slrithetéségeén kiviil elsOsorban a viz— és tapanyagellatottsag
kérdése. Tobb szerzd dvatossagra int a tdszamstritéssel kapcsolatban, mivel a talzott
stirités  vizhianyt indukal. Ontdzéses termesztésben a ndvényszdm tényezd
felértékelddik. Berzsenyi szerint azonos genotipusok esetén csapadékos évjaratokban
80 ezer t6/ha, mig szaraz évjaratokban 50 ezer t6/ha volt az optimalis novényszam. Az
aszalyos évjaratok gyakorisaganak novekedésére tekintettel a korabbi 80-90 ezres
hektaronkénti ndvényszammal szemben a FAO 200-300-as hibrideknél 68—-72 ezer,
mig a FAO 400-500-as hibrideknél 60—65 ezer termd t6/ha—t javasolt.

Napjaink modern genetikai szerkezetii hibridjei kedvezébb forras—felhasznélasi
hatékonysaggal rendelkeznek, mint a régebbick. Az 1j tipust hibridek magasabb
miitragya szintekre adtak kedvezdbb termésreakciot, mint a régebbi tipustak.
Hazankban igen sokan foglalkoztak kiilonb6zd oOkologiai korzetekben, kiilonbozo
kukorica hibrideknél, kiilonb6zd évjaratokban a miitragya reakcidé kérdéskorével. A
mitragydzas tervezésekor a terméssel kivont tapelemek mennyiségébdl kell kiindulni.
A hatékonysagi és kornyezetvédelmi szempontokat figyelembe véve a kukoricanal a
legkedvezobb N—adag 60-120 kg/ha réti talajon eléveteménytdl és évjarattol fliggden.
A kukorica biomassza produkcidjanak maximuma és abszolut ndvekedési sebessége N
160 ¢és N 240 kg/ha—os kezelésben volt a legnagyobb. A kukorica teljes vegetaci6 alatt
felvett tapanyagmennyisége 11 t/ha—0s szemtermés esetén N 264, P,Os5 110 ¢és K,0
264 kg/ha. A terméstobbletek eléréséhez elsdsorban a nitrogénnek van meghatarozo
szerepe. A nitrogén érvényesiilését a talaj tulajdonsagai, a novényfa; és a hibrid
sajatossagai, valamint az 6kologiai tényezOk szabjadk meg. A nagyobb miitragya szint
amellett, hogy nagyobb termés elérését teszi lehetévé, ugyanakkor kedvezdtlen

esetekben a negativ hatdsai is nagyobbak lehetnek.
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A fajtaspecifikus kukoricatermesztési technoldgia fontos eleme az optimalis
tdszam adott hibridre torténd meghatarozasa és adaptaldsa. A hibridnek nemcsak az
optimalis t6szdmat, hanem a tészdmoptimum—intervallumat is determinalni kell és a
termesztés soran ennek az also értékét kell alkalmazni.

Kevesen foglalkoztak a tapanyag visszapdtlas €s a ndvényszam egylittes
vizsgélataval. Az emlitett két agrotechnikai faktor csak az Osszes termesztési
tényezdvel 0sszhangban tervezhetd meg szakszerlien. A kedvezd genotipust hibridek
jo téhidny—kiegyenlitd képességgel rendelkeznek, tovabba képesek a tészam stiritésbol
keletkezd karok kivédésére is. A t0szam plasztikussagot akkor aknazhatjuk ki, ha a
kukorica ndvény rendelkezésére allo tenyészteriilet csokkenésével parhuzamosan
noveljik a kijuttatott N-miitragya mennyiségét is.

8.5. A kukorica mindségének szerepe, jelentosége és megvaltoztathatésaga
A kukoricahibridek vonatkozasaban, a korabbi iddszakban a meghatarozo

szempont a termésmennyiség volt, ami a mindség romlasdhoz és hattérbe szoruldsdhoz
vezetett. Ma mar azonban a kukorica sokiranyt felhasznalhatosaga kovetkeztében ez
egyre inkabb eldtérbe keriilt, ami a hagyomdnyos mindségi tulajdonsagok, az asvanyi
elemek ¢és a biokémiai jellegek javitasat egyarant magaban foglalja.

A kombinal6dd képesség €és a mindség egyiittes vizsgalata a termés és a
esetében eredményesebbnek mutatkozott a hibridek mindségének javitdsara a tobbi,
kukoricanemesitésben alkalmazott modszerhez viszonyitva.

A mutans vonalakkal eldallitott hibridekben a termésmennyiség ndvekedése ne
jarjon egylitt a minds€ég romldsaval. A kisérletek eredményei alapjan megallapitasra
keriilt, hogy az egyes vonalak kombinacios értéke, fehérje és lizin tartalma kozott
nincs megbizhatod Osszefiiggés. A fehérje—lizin, valamint a fehérje és az olajtartalom
kozott negativ kapcsolat allt fent.

A kukorica kiilonb6z6 mutacidés modszerekkel 1étrehozott beltenyésztett vonalai
jelentds szerepet jatszanak az 4llami mindsitésre keriild hibridek esetén. A

mutansvonalak  kedvez6 mindségi  tulajdonsagai az  altaluk  1étrehozott
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hibridkombinécidkban is megnyilvanulnak. A nemesitési modszer megvalasztasa, a
genetikai analizisek elvégzése nagymértékben javitja a szelekcid hatékonysagat és
jelentés mértékben hozzdjarul a kukorica mindségi tulajdonsagainak javitasdhoz. A
nemesitésben, a mutacid mellett, tobb alternativa is létezik a beltartalom javitasara; a
biologiai, Okologiai, termesztési tényezoket, a fenntarthatdosagot egyiittesen kell
figyelembe venni a mindség megitélésénél.

A kukorica mindségi tulajdonsagainil a variabilitas fokozdsaban igen nagy
jelentdsége van az indukalt mutacids nemesitésnek. Igen sok kutatd vizsgalta azt, hogy
a magas fehérjetartalmi sziildi formaknal a vonalkivalogatds eredménye milyen
mértékben realizalédik az F; hibrid nemzedékben. Egyesek szerint a mutdns
vonalakkal eldallitott hibridkombinaciok termésszintje elérte a standard szintjét,
fehérjetartalma pedig meghaladta azt. Ezzel ellentétben masok kutatasi eredményei
azonban azt mutatjak, hogy a fehérjetartalom ndvelése a termdéképesség csokkenésével
jar egyiitt. Egyes esetekben a hibridek fehérjetartalma a sziil6i vonalak
fehérjetartalmahoz viszonyitva kevesebb. A teljes szem, a levél és a szar nyersfehérje—
tartalma a hibridekben koztes helyet foglal el a sziilé1 formakhoz viszonyitva.

A hibridek fehérjetartalmdt a jelenlegi szinthez viszonyitva csak magas
fehérjetartalma (17-18 %) beltenyésztett vonalak felhasznéalasaval tudjuk novelni.
Mivel a fehérjetartalom és a termés kozott nincs szignifikans korrelacio, ezért
igéretesnek tlinik a korrelaciotord egyedek kivalogatasaval a nagy fehérjetartalmu és
termOképességli hibridek eldallitdsa. A hibridek mindségének perspektivikus javitasara
a vonalak kombinalédo képességének valtozasat és a sziildparok fehérjetartalomra
torténd kivalogatasat egyiitt kell vizsgalni. Az egyes mutans vonalakat a gyakorlati
nemesitési munkiban a beltartalomra torténdé nemesitésnél (kémiai Osszetevok
javitasanal) lehet eredményesen felhasznalni.

A mindség javitasara iranyul6 kukorica nemesités egyik lehetséges utja a vonal
¢s fajta analogok eldallitasa, amelyek az igéretes hibridek sziiloi alakjai lehetnek; a

masik Ut ) vonalak és hibridek eldallitdsa a Zea mays L. faj széleskorli genetikai
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variabilitdsa alapjdn; a harmadik pedig magas fehérjetartalmu hibridek eldallitasa
opaque—2 mutans alkalmazasaval.

Minden novény fiziologiai igénye, hogy asvanyi elemeket vegyen fel abbol a
kozegbdl, amelyben ¢€l. Vannak ndvények, melyek bizonyos dsvanyi elemekbdl
kiilonosen sokat igényelnek, ennek megfelelden tobbet is fogyasztanak beldliik. Egyes
novényi részekben kimutathatok olyan asvanyi elemek is, melyek a mai ismereteink
szerint sziikségtelenek a novények szamara, st mérgezok is lehetnek. A fiziologiai
igény szdmos tényez6tdl fligg és ezt a gyakorlatban a fajok és a fajtak
kornyezetigényével hozhatjuk 0Osszefiiggésbe. A magasabbrendii ndvények, a
kaliumbol ezerszer tobbet vesznek fel, mint borbol. De nincs mindig ekkora
kiilonbség, a vas (Fe) és a mangan (Mn) gyakran azonos mennyiségben sziikséges,
ezért fiziologiai szempontbol a vasat atmeneti elemnek soroljuk a makro— ¢és

mikrotapelemek kozé.

A kukorica vonalak ¢és hibridek &svanyi elem tartalménak vizsgalata — a
taplaléklancban betoltott szerepe miatt — napjaink aktudlis feladata. Az agrotechnikai
tényezOk (miitragyazas, ontdzés, vetésvaltas) befolyasoljak a kukorica atmeneti és
toxikus asvanyi elemtartalmat. Az emlitett temesztéstechnikai faktorokon kiviil a
higtragyaval kezelt talajokon is eltéréseket tapasztalt a mikroelem tartalomban a
kontrollhoz viszonyitva. A nodvény—talaj rendszerben, az esszencidlis €s nem
esszencidlis elemek korforgalmat vizsgalva értékes informdciokhoz juthatunk a
talajokbol kivont elemek mennyiségét illetden. Mutéacidval 1étrehozott beltenyésztett
kukoricavonalak teljes diallél rendszerében a legszembetiindbb a nitrogéntartalom

valtozasa volt a tenyésziddben a kiilonb6z6 ndvényi részek beltartalmi értékei koziil.

A ndvényanalizis a ndovény mezdgazdasagi szempontbdl lényeges barmely
tulajdonsaganak a vizsgalatat jelenti. Ez lehet valamely névényi rész tomegének,
szinének, formdjanak, szerves ¢&s/vagy szervetlen komponensének mérése. A
gyakorlati agrokémidban novényvizsgalatokon a ndvények kémiai analizisét, ezen

beliil is az asvanyi elemek mennyiségének a meghatarozasat értjiik. Az egyes elemek
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koncentracioja, valamint a ndvényi szervekben valo eloszlasa a kornyezeti tényezok és
a genotipus fiiggvényeében valtozik. Az egyes, novényekben eldéforduld elemek
lehetnek nélkiilozhetetlenek (esszencialisak), mas elemek viszont csak serkentdleg
hatnak, egyes nehézfémek pedig féleg nagyobb koncentracidban, vagy adott
kornyezeti feltételek esetén toxikusak is lehetnek.

A novényelemzések egyik legfontosabb célja a termésveszteség elkeriilése.
Minimum 14 4&svanyi elem sziikséges a novények zavartalan ndvekedésc€hez,
fejlodéséhez. Ezek koziil a N, P, K, S, Ca és a Mg makroelemek, a B, Cu, Fe, Mn, Mo,
Na, Zn és a Cl nyomelemek. A 14 felsorolt elemen kiviil, a Co, Se, I, F, Ni, V, Si, Al
¢és a Cr nem esszencialisak a novény novekedéséhez, viszont kdzvetve hatnak a termés
mennyiségére vagy az emberek, allatok egészségére. Adriano a névény szempontjabol
esszencialis elemek ko6zé sorolja a B, Co, Cu, Mn, Mo, Se, V és Zn elemeket. A
fenticken kiviil az Ag, As, Ba, Be, Bi, Cd, Cr, F, Hg, Ni, Pb, Sb, Sn, Ti, Tl és W
elemeket viszont toxikusnak vagy csak az allatok szamara esszencialisnak mindsiti.

A ma, vagy a jovOben termesztett novényfajaink és fajtaink genetikailag
rogzitett €s a termOhely, valamint a kornyezeti tényezOk altal meghatarozott termelési
potencidljat csak akkor tudjuk érvényre juttatni, ha folyamatosan biztositjuk, illetve
potoljuk a vizet és az asvanyi anyagokat. A novények kelld, vagy elégtelen ellatottsaga
azonban nem egyediil a talaj tdpanyag—szolgaltatd képességétdl fligg. Ezek mellett a
novények — fajtol és fajtatol fiiggden valtozd — tadpanyag—felvételi és tapanyag
transzlokalo képessége is befolydsolja a tapanyag ellatottsagot. Mar régdta ismert volt,
hogy a ndvényekben jellegzetes elvaltozasok kovetkeznek be, ha valamely
tapanyaggal nincsenek kelloképpen ellatva. A jO tapanyagellatottsagot, az élettani
folyamatok hatékony miikddését az asvanyi elemek ndvényi részekben jelenlevd
megfeleld szintje mutatja.

Az allati szervezet asvanyi anyag forgalmaban résztvevd mintegy 40 elemet
harom nagy csoportba oszthatjuk. A makroelemek csoportjdba sorolhaté a Ca, P, Mg,
K, Na, S, Cl. Mikroelemekhez tartoznak a I, Fe, Cu, Zn, Co, Se, Mo, Ni, Mn. Az

ultramikroelemeknek a kovetkezdk: F, Cr, Li. A mikroelemek, ha nagyon kis
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mennyiségben is, de az életfolyamatok zavartalan lefolydsahoz nélkiilozhetetlenek. Ha
a taplalékbol hianyoznak, hianybetegségek 1épnek fel.

A bor foleg borsav €s borat alakban fordul el6 a talajban. A bor (B) felvehetésége
a pH-¢értek emelkedésével csokken. Boséges borellatas esetén a levélcsucsokban
halmozodik fel, ez esetenként toxikus is lehet, és a levélszélek torzulnak. A bor
legfontosabb funkcioi a kovetkezOk: fokozza a 1égzést, segiti a szerves molekulak
reproduktiv szervek fejloddését és megtermékenyiilését serkenti.

A mangin (Mn) a talajban két, harom vagy négyértékli alakban fordul eld. A
kiilonboz6  értékli mangadn (Mn) vegyliletek kozotti  egyensuly a  talaj
redoxpotencialjatol  fiigg.  Felvehetdségét  eldsegiti a  talay  pH—értéke,
mikroorganizmusok tevékenysége és a vizellatds. Szabdlyozza a viz fotolizisét a
fotoszintézis mechanizmuséban a keletkez6 OH-csoportok megkdtésével, mangan
(Mn) porfirin vegyiilet keletkezik, amely részt vesz az oxigeén (O,) felszabaditasaban,
aktivalja a peroxidaz 1égzési enzimet, fokozza az auxin hormon indol—-ecetsav
oxidaciojat.

A réz (Cu) a talajban kétértékii alakban (Cu®") fordul eld. Erds kotddése
kovetkeztében nehezen mozog a talajban. A magasabb szervezettségli novények
rézsziikséglete altaldban csekély. Mozgékonysaga a novényekben is minimalis. A
1égzési enzim (polifenol-oxidaz) és C—vitamin (aszkorbinsav—oxidaz) komponense,
fokozza a fehérjékben az aminosav—szintézist és a nitrogén megkotését, megovja a
klorofillt az id6 el6tti elbomlastol.

A vas (Fe) a ndvények szarazanyagaban rendkiviil kis mennyiségben fordul eld.
A talajban, mint racsba beépiilt elem talalhat6. A vas kelat—komplexeket alkot,
valamint vegyértékvaltozasra képes (Fe?*, Fe®"). E két tulajdonsigan sokféle
fiziologiai hatds alapul. Része a kloroplasztnak ¢és a sejtmagnak, alkotdja a
ferredoxinnak (vas ¢és kéntartalmu fehérje), a 1égzési lancban a citokromok

nélkiilozhetetlen része, a peroxidadz és katalaz is vas—tartalmu enzimek.
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A stroncium a kalciummal szinte azonos mddon metabolizalédik. Emellett a
kalciummal azonos ¢lettani folyamatokba kapcsolodik be (pl. véralvadas).

A cink (Zn) kiilonb6z6 agyagasvanyok (biotit, amfibol) kristaly racsaiban fordul
eld. A termdOtalaj felso rétegében talalhato. Ha a talaj foszfattartalma magas, csokkenti
a cink (Zn) felvételét. A noveények cink igénye altalaban kicsi. A ndvényen beliil a sok
foszfattartalma gatolja a cink (Zn) transzportjat. A cink (Zn) egyes enzimeket aktival
(enolazt, glutaminsav dehidrazt), szabalyozza a nitrogén (N) anyagcserét, az
indolecetsav (auxin) szintézisében fontos szerepe van.

8.6. In vitro és konvencionalis eljarasok integracidja a kukoricanal
Az in vitro eljarasok nem helyettesithetik a konvencionalis moddszereket,

azonban értékes kiegészitdi lehetnek azoknak. A novényregeneraciod szovetkultarak
segitségevel egyre novekvd mértékben megszokott eljarassa valik olyan egyszikii
novények esetében, mint a kukorica. Az in vitro eljarasok kivitelezhetosége és a
regeneracids képesség csokkenést mutat a homozigdta szint emelkedésével, ami arra
utal, hogy az eldzdekben emlitett tulajdonsagok elsddlegesen domindns génhatasok
altal befolyasoltak. Szamos in vitro eljaras olyan szintet ért el, hogy azokat mar a
mindennapi gyakorlatban is fel lehet hasznalni, tovabbad az alkalmazasi lehetdségek
szinte kimerithetetlenek.

Minden beltenyésztett vonal képes kalluszképzésre, de a friss kallusz
tomeggyarapodas fiigg a kiilonbozé genotipusoknal az embridk érettségétdl és a
vizsgalat évétdl. A beltenyésztés szintjén szoros negativ korrelacié van a kallusz
tomege €s szemtermés nagysaga kozott (r = —0,811). Pozitiv korrelaciot talaltak a
kallusz tomeg ¢€s a levélteriilet kozott (r =0,729). Szignifikans kiilonbséget tapasztaltak
a kallusz novekedésében a beltenyésztett vonalak ¢€s hibridjeik kozott. A kukorica
kallusz tomeggyarapodasa szempontjabol, nagy variabilitdst mutatnak az eltérd
genotipusok kalluszképzddései. A szakirodalmak eltéré hdmérsekleti értéket (25 C°—ot
BUHINICEK et al. 1994a; illetve 28C°~t DUNCAN és WIDHOLM, 2004) tartottak
optimalisnak a kallusz kultarak képzddésénél. Kiilonb6zd genotipusu kalluszkultardk

fenotipusos megjelenései eltérdoek lesznek a kiinduldsi anyagétol. A beltenyésztett
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vonalak kallusz sulygyarapodasanak altalanos kombinalodoképessége (GCA) filigg az
alkalmazott becslési modszertdl, a szemtermés eredménynél nem volt szignifikans
kiilonbség.

Az elmult évtizedben ¢€s napjainkban a mezOgazdasdg szamara a legnagyobb
kihivast a novényveédelem szakszerii, hatékony végrehajtasa jelenti. A ma alkalmazott
gyomirtd szereink hatékony alkalmazasa is nagyon jelentds elméleti és gyakorlati
felkesziiltséget igényel; az alkalmazas idOpontja, helye, modja, a herbicidek formaja,
az azt tartalmaz6 készitmény, vivéanyag, tapaddszer jellemzdi fontos szempontok a jo
hatasfokt, tovabba a kornyezet— ¢s fogyasztovédelmi eldirdsoknak is megfeleld
gyomirtasban. Emellett néhany gyomfaj ellendlldésagot (rezisztenciat) mutat egyes
herbicidekkel szemben. A kozelmultban el6térbe keriiltek nagy hatasfoka, széles
spektrumil és a kornyezetben viszonylag gyorsan inaktivva valo vagy lebomlo
herbicidek, amelyek viszont legtobbszor sajnos a kultirndvényt is karositjdk. Azonban
ezek a szerek az egyes novénycsoportokra jellemzé specialis anyagcsere utak bizonyos
Iépéseire  hatnak gétlon, igy mar tobbé—kevésbé specifikus spektrummal
jellemezhet6ek.

A herbicidek kulturnovényekre kifejtett karos hatasanak megelézésére megoldast
az azokkal szemben rezisztenciat mutatdo fajtak/hibridek nemesitéssel torténd
eldallitasa jelenthet. E nemesitési modszerek szintén jelentds fejlédésen mentek
keresztiil. A hagyomanyos mddszerek (direkt szelekcio a kivant jellegekre
szabadleviragzasu rendszerekben, beltenyésztés dnmegporzassal, hibridek eldallitdsa
keresztporzassal) mellett megjelentek a biotechnologia, illetve a molekularis biologia
1) eredményeit felhaszndlo eljarasok. Az egyre Ujabb eljarasok a kozeljovoben elvileg
korlatlan lehetéségekkel kecsegtetnek, melyeknek egyelére a kornyezetvédelmi,
fogyasztovédelmi ¢és etikai jellegi eldirasokat 1is tartalmazd6 nemzetkdzi
megallapodasok, illetve az egyes orszadgok torvényei szabnak korlatokat.

Bér a biotechnolodgia uj és legtijabb moddszereit hazankban jelentds nemzetkozi
elismeréssel bird kutatocsoportok kutatasuk eszkozévé teszik, s ezek gyakorlati

alkalmazéasa elterjedt, az eredmények mindennapi gyakorlati hasznélatba torténd
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atliltetését a hazankban jelenleg hatalyban 1évé rendelkezések egyelére nem teszik
lehetdvé. Ezen megfontolasokbol a hazai novényvédelem a gyomirtas problémajat a
hagyomanyos novényi biotechnoldgia oldalardl kozeliti meg. Jelenleg tehat hazankban
a gyakorlatban a széles spektrumi, a kornyezet— €s fogyasztovédelmi eldirdsoknak
megfeleld herbicidek alkalmazasa, s az ezekkel szemben tolerans vagy rezisztens elit
vonalak illetve hibridek hagyomanyos biotechnologiai eszkdzokkel torténd eldallitdsa
a c¢l, mind a nemesitéshez ¢és termesztéshez sziikséges genetikai bazis gyarapitasa,
mind a termesztésbe vonhato fajtdk szdmanak novelése érdekében.

A szomaklonalis variabilitds a ndvényi szomatikus sejtek in vitro kulturaibol
regeneralt novények ivaros utddai kozott kimutathatd genetikai kiilonbségeket jelenti.
Mivel az in vitro tenyésztett sejtek kikeriilnek a szervezet korrelativ hatasa alol,
jelentésen megnd a genetikai valtozasok bekdvetkezésének valoszinlisége, s az ilyen
heterogén tenyészetekbdl redifferencialédassal a sejtszintli variabilitas egyed szintre
emelkedik. A szomaklonalis variabilitast kivaltd okok két csoportot alkotnak:
kromoszémalis  valtozasok  (kromoszdémaszdm—valtozasok ¢és  kromoszoma-—
atrendezOdések) illetve molekularis valtozasok (DNS metilaltsaganak valtozasa,
génmutaciok, génamplifikdcio és mozgékony genetikai elemek). A totélis
herbicidekkel szembeni ellendllosagot mutatd genotipusok nemcsak szabad f6ldon
jelenhetnek meg, hanem hatékonyan szelektdlhatok a sejt— és szovettenyészetben
megjelent szomaklonok koziil is. Az in vitro herbicid—szelekcidé azért keriilt az
érdeklddés kozéppontjaba, mert a gyomirtdszerekkel szembeni ellenallosag egyike
azon sajatossdgoknak, amire megbizhatéan lehet sejtszinten szelektdlni, s az igy
kialakul6 genotipusoknak potencialis agrondmiai jelentdésége van.

KADAR (2001) felsorolasa alapjan a herbicideknek 16 csoportja van, melyek
kozil az Un. ,.B” csoportot alkotjak az acetolaktit—szintetdz miikodését gatlo
herbicidek. Ebben 6t alcsoportot képeznek az egyes vegyiiletszarmazékok (szulfonil—
karbamidok, imidazolinonok, pirimidinil-oxo—benzoatok, triazolpirimidin—
szulfonanilidok, piridin—dikarbonatok), melyek mindegyike levélen és gyodkéren

keresztil felveheto szisztemikus herbicid.
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Az imidazolinon— ¢és szulfonilurea—szarmazék hatéanyagok az acetolaktat—
szintetaz (ALS — valin— ¢és leucin—szintézis), illetve acetohidroxi—ecetsav—szintetaz
(AHAS - izoleucin—szintézis) enzimet gatoljak, az elsé enzimet, amely a valin, leucin
€s izoleucin szintézisében részt vesz, aminek kovetkeztében a merisztéma régiok
novekedése ledll az amindsavak hidnyaban. Eldszor a sejtek pusztulnak el, majd a
novény is. Mivel az enzim a kloroplasztiszban taldlhato, a vegyszerek csak akkor
fejthetik ki hatasukat, ha a névények mar miikodé kloroplasztisszal rendelkeznek;
egyszikliek esetében a koleoptil felnyilasakor, kétszikiiekben pedig kétleveles fejlodési
stadiumban.

A herbiciddel szembeni ellendllésagnak két esetét kiillonboztetjik meg, a
rezisztenciat és a toleranciat, amelyek kozti kiilonbségek nem mindig voltak teljesen
tisztak a kutatok elott sem. Mig HOLT és LEBARON (1990) a rezisztenciat még a
tolerancia egyik extrém, de ritka eseteként, GRESSEL (2002) a rezisztenciat mar
dominans monogénes, a toleranciat pedig poligénes jellegnek tartja. DE PRADO ¢és
FRANCO (2004) szerint a legelterjedtebb rezisztencia—tipus a célhely (a hatas helye)
muticidja. Emellett gyakran el6fordul a gyomirté6 metabolikus Gton torténd lebontasa.
Ritkabb esetek a herbicid felvétele vagy széllitasa mechanizmusanak megvaltozasa
illetve a gatolt célfehérje thaltermelése, mely utdobbi mds gének (génduplikacio,
fokozott transzkripcid) valtozasdnak eredménye.

Az imidazolinon-rezisztencia egy kevésbé érzékeny acetolaktat—szintetaz
jelenlétének koszonhetd, bar mas herbicidekkel szemben ellenalldo ndvényekben
kialakulhat keresztrezisztencia acetolaktidt—szintetdz inhibitorokra a citokrom p450—
szamos oka lehet, a leggyakoribb ¢és legfontosabb azonban az acetolaktat—szintetazt
kodolo gén fentebb emlitett mutacidja, amely a célfehérje egy, a vegyiiletre nézve
csokkent affinitdssal rendelkezd valtozatdhoz, ezen keresztiil rezisztenciahoz, esetleg
mas, az acetolaktat—szintetazt gatldo herbicidekkel szembeni keresztrezisztencidhoz
vezet, s amely a tobbi vegyszercsalad esetével szemben viszonylag elég gyorsan alakul

ki. A Du Pont szabadalmaban hét olyan helyet (bazist) jelol meg az acetolaktat—
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szintetazt kodold génben, melynek esetleges valtozdsa kovetkeztében a fehérje
meghatarozott helyén fellépé aminosav—csere rezisztenciat eredményez.

Az els6 imidazolinon herbicideket (imazaquin, imazetapir) szoéjaban hasznaltak
az USA-ban, melyre nézve ezek a vegyszerek szelektivek. Kukoricdban is igen
hatékonyak, de ez esetben nem szelektivek. Szelekcié a rezisztens kukoricavonal
eldallitasara 1982—ben kezdddott, az elsd ellenalld vonal az XA17 volt, mely azonban
csak homozigdta formaban mutatott teljes ellenallosagot. Az XI12 mar heterozigota
formaban is teljes értékii volt ilyen szempontbol. Hazankban 1996—ban kapott
elismerést a Marista SC IR (imidazolinon-rezisztens) valtozata, melyet azdta még
néhany IMI-nek nevezett hibrid kdztermesztésbe keriilése kovetett: PR 37M81 IMI
hibridek (Pioneer), Dekalb 471 IMI (Monsanto), Furio Sumo illetve Occitan Sumo
(Syngenta) ¢s Hypnos CL illetve Horus CL (Advanta).

A korabbi vizsgalatok a kiilonb6zé novényfajokndl elsdsorban a fajtaspecifitas
megallapitasara korlatozodtak, mivel az eltérd kémiai hatdéanyagii gyomirtd szerek
kiilonboz6 stresszhatast valtanak ki az egyes genotipusoknal.

Barmilyen jo hatast is érhetiink el azonban ezekkel a szerekkel, nem hagyhatjuk
figyelmen kiviill azt a novekvd veszélyt napjainkban, hogy a rezisztenciagén
hibridizaci6 soran atjuthat a termesztett novények gyom jellegli rokonaiba. A
probléma nem mai keletii. Ezt jelzi RYAN (1970) megallapitasa, miszerint a triazinok
1950—es években torténd bevezetése utan kevéssel, nem sokkal a hatvanas évek vége
elott mar kozolték az elsd rezisztencia esetet. Az els6 ALS—inhibitor-rezisztenciat
mutatd gyomot, a Lolium rigidum—ot pedig HEAP és KNIGHT fedezte fel 1982—ben
Ausztralidban, majd MALLORY-SMITH ¢és munkatarsai 5 évvel a klorszulfuron
kereskedelembe bocsatasa utan, 1987-ben a Lactuca serriola—t. A jelenséget eddig
tobbek kozott Beta vulgaris, Brassica napus, Avena sativa, Sorghum bicolor,
Helianthus annus és Triticum aestivum esetében is leirtak. 2002—es felmérésének
eredményei szerint a szamontartott 257 herbicid—rezisztens gyom koziil még 71 ALS
gatloval szemben ellendllé — igy ez a legnagyobb herbicid-rezisztens ,,gyomcsalad”,

de HEAP 2004—ben mar tobb mint 80 esetet k6zolt.
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Hazankban 1976—ban észlelték, 1978—79—ben leirtdk a gyomnovények herbicid—
rezisztencidjat. Az elso rezisztens gyomndvénytipusok Babolnardl és kornyekérdl, a
monokultura bolcs6jébdl kertiltek ki: triazin—rezisztens Amaranthus retroflexus,
Amaranthus chlorostachys, Chenopodium album. A probléma megoldasara ekkor mar
azonnal sziilettek is hatékony eljarasok. 1979—ben pedig Komarom—Esztergom megyei
sz6l6iiltetvényekben atrazin—rezisztens Conysa canadensis—t, majd Bacs—Kiskun
megyében ugyanezen faj karbamid-szarmazékokkal és paraquat—dibromiddal
szembeni ellenalld valtozatat is megtalaltak. Imidazolinon—rezisztens gyomot
Magyarorszagon 2001-ig még nem talaltak, de a szintén ALS—gatld szulfonilureara
rezisztens Cirsium arvense—t leirtak. A hazai beszamolok tobbsége atrazint emlit.

Nemcsak egyszerll rezisztenciat ismeriink azonban, s ez még tovabb fokozza a
nehézségeket napjaink gyomirtdsaban. Megkiilonboztetjiik a keresztrezisztenciat,
amikor is a gyom tobb herbicidre rezisztens egyidejiileg, melyek ugyanazon helyen
hatnak, és tobbszords rezisztenciat, amikor a populacio két vagy tobb, kiilonbozo
helyen hat6 herbiciddel szemben ellenall6.

A gazdasagokban fennalldo folyamatos vegyszerhasznalat ¢és azok rezidualis
jelenléte maximalis szelekcios nyomast képez a herbicid—rezisztencia kialakulasanak
¢s fennmaraddsanak irdnyaba, igy maximalisra novelve az evolacids ratat is ebben a
kornyezetben. Mindezek ellenére a legtobb eset eddig csak az egyes régidokban
endemikus probléma.

Sikeres ndvényregeneraciot szovetkulturakkal a kukorica (Zea mays L.) esetén
GREEN ¢és PHILLIPS 1975-ben hajtott végre éretlen embridobdl szarmazd
szovetekkel. A ndvényi regeneralds organogenezis segitségével torténtik, de
novényregeneracié szomatikus embriogenezis révén is végbemehet. Az egyszikil
novények (tobbek kozott kukorica) regeneracidja szomatikus embriogenezissel
elsédleges kalluszbdl kevéssé tisztazott és az elérehaladds ezen a teriileten
meglehetdsen lasst.

A regeneracid mindkét tipusa, fehér vagy sarga kalluszbdl indul ki, amely

kiilonbozik a granuldris, sziirkéssarga, attetszé kalluszoktdl, amelyek nem képesek
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regeneracidra. Kovetkezésképpen a regeneracio szempontjabol kompetens kalluszok
vizualis szelekcidja olyan modszer, amely lehetdséget ad a ndvényregeneracios
képesség detektalasara és fenntartasara a kukorica szovetkulturakban.

Kukorica szovetkultirdkbol valdo noveényregeneraciot foképpen éretlen embriod
eredetli kalluszokbol érték el. Sikeres ndvényregeneraciorol szamoltak be olyan
kalluszok felhasznaldsaval, amelyek antherdbol szarmaztak, glumaebol, éretlen
cimerekbdl, levélalapbol, mesocotyledonbol, csirandvény szegmentekbdl, érett
embriokbol. Az éretlen embrid eredetli kalluszok embriogénebbek ¢s alkalmasabbak a
novény regeneraciora, mint mas egyeb explantdtumok.

Valamennyi névényi szovet, amely ezidaig keriilt felhasznalasra €16 novényeket
igényel, amelyek felnevelésé¢hez helyre ¢€s idOre van sziikkség. A ndvényregeneraciod
meghatarozasaért felelds lehetséges genetikai mechanizmust tanulméanyoztak a
kukoricéanal. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy éretlen embri6 eredetli kalluszok
regeneracidjat néhany nuklearis gén v. géncsoport befolyasolta. Az 1—es €s 2—es tipusu
kallusz képzddésére vonatkozdéan a genotipusos varidcidk igen nagy részaranya a
kukoricanal additiv genetikai variancidnak tudhat6 be, mig a heterozis pozitivan
novelte a valaszreakcidt. Szignifikdns anyai hatast jeleztek a B—73—-ra vonatkozoan,
nem tapasztaltak ilyen hatdst Lancester tipusi vonalakra. Az érett embriokbol
szarmazo6 kallusz novekedést indukalt LS téaptalajon, amelyet foképpen additiv
génhatasok kontrollaltak (4ltalanos kombinalédd képesség. Az additiv génhatdsok
sokkal fontosabbak, mint a dominansok a szomatikus embriogenezis %—ara és az
embrioként regeneralt novények aranyara, amikor a generacids atlagot analizaltak. A
citoplazmas anyai és/vagy apai hatdsok szignifikansak voltak a szomatikus embriok
frekvencidjara, hasonloképpen az embrioként regenerdlt novények szadmara éEs
gyakorisdgara. A genetikai variancidk arra utaltak, hogy legaldbb egy gén vagy a
gének egy csoportja hatdrozza meg a szomatikus embriogenezis gyakorisaganak
expresszidjat.

A kukorica regeneracioja sejt— ¢és szovetkultirakbol néhany specifikus

genotipusra ¢és taptalaj kombinacidra vonatkozott. A téptalajra vonatkozo6 fejlesztés
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altalanos eldérehaladast hozott, azonban a genotipusos differencidk tovéabbra is
megmaradtak. A genotipus komponensre vonatkozé tanulményok felhasznalhatok a
valaszreakcid szintjének eldrejelzésre ¢€és sokkal részletesebben jellemezhetd a
szovetkultarak reakcidjanak természete is.

Az egyre gyakrabban jelentkez0 aszalyos évjaratok nagy karokat okoznak a
szantofoldi és kertészeti novénykultirakban, igy egyre inkébb jelentdés mértékii
terméscsokkenéssel szamolhatunk a mezdgazdasagi termesztés soran. A novények
szarazsagtlirését nagyon nehéz megbizhatéan csak szantofoldi vizsgalatok alapjan
elemezni. A széarazsagtlirés tanulményozisa és a vizhidnyhoz torténd adaptacios
folyamatok tisztdzdsa csak jol kontrollalhatd ¢és megismételhetd mesterséges
korilmények kozott lehetséges.

A szarazsagtiirés genetikai és élettani alapjainak tanulmanyozasara in vitro
(sejt— és szovetkultura) rendszerek 1étrehozasara van sziikség, mivel ozmoregulaciora
az in vitro szévet— ¢és sejtkultirak is képesek. A szarazsagtiirés szempontjabol fontos
fiziologiai jellegek koziil dontd fontossdgu tulajdonsag, az ozmoregulacid sejtszinten
i1s tanulmédnyozhatdo. Ez a mechanizmus megakadalyozza a sejtek és szovetek
kiszaradasat vizhidny esetén. Az ozmoregulacié a citoplazma védekezd reakcidja,
amely sostressz €s a vizhidny okozta ozmotikus stressz hatdsara indukalddott
biokémiai folyamatok eredményeként jon létre. E folyamat sordn szervetlen ionok,
oldhaté cukrok ¢és egyeb kismolekuldji szerves molekuldk halmozodnak fel,
csokkentve a sejtnedv ozmotikus potencialjat, azaz a vizpotencialt, ami
megakadalyozza a sejtek vizvesztését. A novények ozmoregulacidja a genotipustol
fligg.

A kukoricanemesités egyetlen perspektivdja a hibridnemesités. A
heterdzisnemesités alapja, hogy a kiinduld sziiléi vonalak genetikailag -eltérd
szarmazasuak legyenek. A megfeleld hibridkombindciok eldallitdsdhoz, a nemesitdi
munka megtervezéséhez elengedhetetlen tisztazni a beltenyésztett vonalak kozotti

genetikai rokonsag mértékeét.
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A genetikai kiillonbozéség megallapitasara a morfologiai — DUS bélyegek —
vizsgalati modszerek mellett a molekularis genetikai markerek alkalmazésa is
segitséget nyujthat. A morfoldgiai jellemzOk hasznalata nagyon korldtozott, hiszen
nagyban befolyasolhatjdk a genetikai kapcsolat érvényre jutasat a kdrnyezeti tényezok,
igy a genetikai tavolsag becslését bizonytalanna teszik. A DUS—vizsgéalatok
eredményeként kapott fajtaleirdsok segitségével a leghasonldbb fajta meghatdrozasa
illetve a hasonlosagi csoportok vizsgalata is lehetségessé valik.

A kukoricanemesitésben hasznalatos molekularis markerezésre alapozott
azonositasi technikak (izoenzim, RFLP, RAPD, stb.) dontéen a nemesitési
alapanyagbazis (gene stock) genetikai valtozékonysdganak tanulmdnyozasat teszik
lehetéve, tovabba a heterozis mértékének eldrejelzését, fajtavédelmi kérdések
tisztazéasat segithetik el6. Az utdbbi néhany évtizedben a kukoricanemesités sziik
genetikai bazisra épiilt, mely magaban hordozza a genetikai diverzitas csokkenésének
a veszeélyét ¢és korladtozhatja a genetikailag eltérd sziilok kozotti keresztezés
lehetdségét. Ez a multban, de napjainkban is szdmos problémat vethet fel, elsdsorban a
hibrid betegségekkel szembeni esetleges ellendlloképességének csokkenésén tul az
alkalmazkodoképesség romlasat is. A genetikai valtozékonysag novelésének egyik
hatékony moddszere a kukoricdndl az indukalt mutaci6 alkalmazasa. Az indukalt
mutacio jelentds szerepet jatszik a biodiverzitds novelésében, hiszen nagyszamu
mutans kukoricavonalat hasznalnak fel kiilonb6z6 nemesitési célbol a vilag szamos
orszagaban.

A mutéicids azonositasi és nemesitési technikdkban elterjedten hasznaljdk a
PCR- (Polymerase Chain Reactions) alapu eljarasokat. Molekularis markerekkel a
genotipusok kozvetlen Osszehasonlithatova valnak DNS szinten. A DNS szinten
torténd genetikai valtozékonysdg becslését mar hosszi ideje hasznaljdk a
kukoricanemesitési kutatasokban. T6bb tanulmany késziilt az RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) alkalmazasarol a kukoricaban. Az RFLP technikaval
nagyszamu polimorfikus lokuszt lehetett kimutatni a vizsgélatok soran, de néhany

hatranya miatt az alternativ marker rendszerekre alapozott PCR technikak iranyaba
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fordultak a kutatasok. Ilyen PCR technika az AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphisms). Az AFLP technika a teljesen emésztett genomikus DNS restrikcids
fragmentumok szelektiv PCR felerdsitésén alapszik. Az AFLP markerek magas
reprodukalhatosagot mutatnak, ellentétben az RAPD markereivel. Az RFLP-vel
szemben az AFLP nagy elOnye az, hogy olyan kapcsoltsdgi csoportok, amelyek
azonositasa nem lehetséges az RFLP-vel, kimutathat6 az AFLP technikaval,
kiilonosen a telomer kornyéki régioban, ami korabban szinte teljesen mentes volt
detektalhatd markerektél. Nagy eldnye az AFLP mddszernek, hogy egyetlen PCR
reakcio jelentds polimorfizmus detektalasat teszi lehetdvé barmilyen DNS szekvencia
eldzetes ismerete nélkiil.

Az AFLP eldnyos tulajdonsdga, hogy kivitelezéséhez nincs sziikség elozetes
szekvencia informacidkra, ezenkiviil a reakciok eredményeként kapott komplex
sdvmintdzatokban kozeli rokon genotipusok esetén is viszonylag nagy
valoszinliséggel taldlhatok tobb lokuszra nézve polimorfikus fragmentumok. AFLP
markereket alkalmaztak kukoricdban a genetikai tavolsag és a hibridek
teljesitoképessegének Osszehasonlitd vizsgélatanal €s beltenyésztett kukoricavonalak
genetikai hasonlosdganak 6sszehasonlitd elemzésénél.

A pérositasi modellek koziil a diallél keresztezést alkalmazzak a legéltalanosabban,
mivel ezzel nyerhetd a vizsgalt genotipusokrdl a legteljesebb kori genetikai
informacié. Lényege a beltenyésztett torzsek genetikai értékének keresztezéseikben
megmutatkozo teljesitOképességiik alapjan torténd elbirdlasa, az N szdmu sziil6tol
szarmazé Osszes lehetséges keresztezési kombindcid alapjan 1étrejott N? tagbol 4llé
anyagot, mint panmixissel 1étrejott populacid elemezve.
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10. Melléklet

Az izoelektromos fokuszalas modszer az (MgSzH metodika szerint)

Izoelektromos fokuszalas (IEF)

Az elektroforézist az an6dtol a katodig novekvo pH gradiensen végezziik.

Az elvalasztando6 fehérjek az elektromos aram hatasara az izoelektromos pontjuknak
megfeleld pH értéknél Osszegylilnek, fokuszalédnak. (A  fehérjemolekula
elektroforetikus mozgékonysaga az izoelektromos pontnal nulla, mivel itt mar nem
rendelkeznek toltéssel, az elektromos mez6 mar nem gyakorol hatast rajuk.)

A pH gradiens eldallitasat kiilonb6zd poliamino— és polikarbonsavak keveréke, az
amfolit készitmény teszi lehetdvé. Ahhoz, hogy a fehérjeket elektrofokuszalassal
elvalasszuk, stabil és linearis pH gradiensre van sziikség (PILJAC et al., 1986).
1966-ban Westenbergnek ¢és Svensonnak sikeriilt szintetizdlni a sziikséges carrier

amfolitokat.

elektroforézis . izotachoforézis izoelektromos fokuszalas
mg, 2 ol OCo GCplq
E L 8
8 Coed| @ L¥
: Mg, T - i & @!‘Q’H
* : : ecrepl
e 9 Ll
+ + 3 +
C=nR
=5
19. abra. Harom elektroforetikus elvalasztas elve
Oldatok

1. Extrahalo oldat
2—Chlorethanol 30 %
2. Gél torzsoldat
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16,57 ¢

0,43 ¢

250 mi
tarolas 4 °C—on

akrilamid
bisz—akrilamid
deszt.viz

3. APS oldat (20%-—o0s)

20 ¢

10 mi
tarolas 4 °C—on
4. Andd puffer
0,83 ¢

0,92 g

250 mi
tarolas 4 °C-on
5. Katod puffer
0,83 g
0,92 g

30 ml

250 ml
tarolas 4 °C—on
6. Fixalo oldat

ammonium perszulfat
deszt.viz

L—aszparaginsav
L—glutaminsav
deszt.viz

L-arginin
DL-lizin
etiléndiamin
deszt.viz

12%—os triklor—ecetsav (TCA)

7. Festooldat
03 g
09 g
220 ml
360 ml
2000 ml

ESZKOZOK
Késziilékek

Coomassie Brillant Blue R 250
Coomassie Brillant Blue G250
ecetsav

metanol

deszt.viz

Tapegység: 0,5-400mA, 10-3500V, 1-200W

84



20. abra. Tapegység

OESAPHOR HF
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21. abra. Futtatokamra

N G H=

o]



1. Fékapcsolo

. Gazkivezetd

. Csatlakozas a tetéhoz
. Hit6cs6

. Elektrodarud

. Elektroda sin

. Hiitélap

o N N U B~ W

. Hiitdlap tartoja

Izoelektromos fokuszalas ultravékony gélen (UTIL-IEF)

Az alkoholban oldodé fehérjéket szemenként vonjuk ki a magokbdl és ultravékony
poliakrilamid gélen vélasztjuk el izoelektromos fokuszéalassal. A gélen talalhatod
fehérjesavok mintazata jellemz6 egy—egy hibridre vagy beltenyésztett vonalra. Vagyis
talalhato egy vagy tobb olyan sav az apai sziilében, amely az anyai sziildnél hidnyzik,
viszont a hibridben szintén jelen van. Ezek a savok hasznalhatok markersavként a
hibridek azonositasanal.

Fehérje extrakcio

A vizsgaland6 szdraz magvakat egyenként darafinomsagura 6roljiik. Koriilbeliil 100 ¢
6rleményhez 0,2 ml 30%—os chlorethanol extrahal6 oldatot adunk (ez ndvényfajonként
mas és mas lehet). A mintat szobahomérsékleten (20°C), sotétben allni hagyjuk egy
oran keresztiil. Majd 30 masodpercig ultrahangfiirddben homogenizaljuk. Ezutan
centrifugaljuk 2000—es fordulatszamon (2000 x g), és a tiszta feliiluszo folyadékot

hasznaljuk az elektroforézisre.
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Gélkészités

A még folyékony halmazallapot gélt
két tveglap kozé, stabil vivofoliara
ontjik. A kivant gélvastagsagot (0,12
mm) parafilmbOl készitett tavtartd
biztositja.

G¢él-alapoldat pH 2-9 futtatashoz:
torzsoldat 50,00 ml

urea 16,00 g

amfolit

pH 24 0,55 mi 22. dbra. A megdntott gél
pH 4-6 0,55 mi

pH 5-8 1,40 ml

pH 4-9 1,90 mi

APS (20%) 350 pl

TEMED 50 pl

Ez a mennyiség tiz darab, 240 x 180 x 0,12 mm méreti gélhez elegendd, egy—egy
gélhez 6,5 ml oldatot felhasznalva. A megontott gélek polimerizacios ideje legalabb 45
perc szobahdmérsékleten, ezutan kozvetleniil felhasznalhatd, vagy becsomagolva
hiitészekrényben két hétig tarolhato.

Elektroforézis

A vivéfolian 1évo polimerizalddott gélt a futtatdkamra 5°C—ra hiitott keramialapjara
helyezziik, a jobb adhézidt és hiitést a folia ald ontott vékony vizréteggel segitjiik eld.
Az elektrodak ala a gélre helyeziink anod illetve katdd oldattal atitatott
szlirOpapircsikokat, duplafokuszalds esetén az anddokat a gél also és felsd szélére, a
katodot kozépre (ez ndvényfajonként mds és mds). A mintdbol a sziikséges
mennyiséget (6—25ul) a mintafelvivé mélyedéseibe pipettazzuk.

Az elvalasztast az 4. tablazat paraméterei szerint végezziik.
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6. tablazat. Futtatasi paraméterek 4 kamrara

Fazis \Y mA W perc
1 1000 50 5 10
2 1000 70 10 10
3 1000 80 30 10
4 1500 100 60 10
5 2000 120 90 10
6 2500 140 100 10
7 3000 150 110 10
levezeto 1000 50 20 —

Fixalas és festés

A futtatds befejezése utdan a gélt 12%—os TCA oldatban fixéaljuk lasst rdzassal 25
percig, majd ennek ledntése utan megfestjiik. A festdoldatot 50 percig tartjuk a mintan,
szintén lassu razassal. A felesleges festéket desztillalt vizes Oblitéssel eltavolitjuk,
ezutan szobahOmérsékleten szaritjuk a gélt (kb.12 ora). Végiil atlatszdé Ontapadods

foliaval fedjuk, igy korlatlan ideig tarolhato.
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Feherje mintak:
A kiilonbozd hibrid-tipusok kiértekelése

L +
| I N | anya
| | o1 T TTT 1 apa
! | I]H | | I | hibrid
| i | -
|

g rer anya
| I N N apa

Az apaban meglevd, de az anydban hidnyzd markersavok megallapitasa
{a markersdwok myillal {elbltek)

L2 + )

0 | 0 | | anya
U D’

|

I I apa
D D _D I:I l hibrid
I I:I I D I I l dribeporzott

SC hibrid kiértékelése. Csak egyféle mintazat jellemzi a hibridet; mas mintazat dnbepor-
zésbdl ered (az anyaval azonos mintazat) vagy idegen
ta markersdwok rayillal jelbltek)

A L

I:II:I I I I II | anya

e

hibrid

00 [ [ 11 hibrid
EI I | II [ drbeporzott
I:I I I I_I' | dnbeporzott

TC hibrid kiértékelése. Az anya mar onmagaban egy keresztezés, és a Mendelszabalyok
szerint két mintazat jelenhet meg a hibridben (de a legtobb fafta csak egyet mutat)
ta markersdwok ryillal jelbltek)

: A

anya

apa
hibrid

|
|
I
| hibrid
|
I
|

hibrid
hibrid

|
|
|
I
I
|
|

dnbeporzott

I
I
I
I
I
I
I
I

DC hibrid kigrékelése. Mindkét szitld keres stezés bl s zéarmazik és & Mendelszabalyok szerint
negyféle mintazat jelenhet meg a hibridben
(e ygrkersdwok myillal jeliltel)

I dnbeporzott

23. abra. A genetikai tisztasag (hibrid tisztasag) meghatarozasakor az anyai és az apai
savok fehérjemintazatat dsszehasonlitva hibridben egy vagy tobb markersavot kell

talalni, ezek jelenléte teszi lehetdve a kiértékelést.
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Onbeporzaskor hidnyoznak az apai markersavok, idegen beporzas esetén pedig a
szlilévonalak mintazatatol eltéré savok jelennek meg (23. abra). Minél nagyobb a
vizsgalt szemek szama, annal kisebb a tévedés valoszinilisége, minimalisan 100 szem
bevizsgalasa sziikséges.

Statisztikai programcsomag hasznalata (SPSS for Windows™)

Az adatok standardizélasa, kodolasa utan a hallgatok szdmadara is hozzaférhetd
statisztikai programcsomagok (jelen esetben az SPSS—el) segitségével a genetikai
hasonlosagi koefficienst egyszerlien ki lehet szdmolni. Az alabbi abrakon az SPSS

programcsomag szerinti 1épést mutatjuk be (24. abra).

File Edit Miew Data Transform | dnalyze Graphs  Utilities  MWindow Help

= Reports L
S|E8| B ol & 0 5l %@
Descripkive Statistics g
4 vonal3 |_ Tahles J
vonall vonalz Compare .Mea"'s 4 var var
1 100 0 ;aeneral Linear Model 3
5 00 100 r;lixedl I"-:cu:lels :
orrelate
3 1,00 aa '
Regressian k
4 o 1,00 Loglinear 3
5 0 0 3 TwosStep Cluster, .,
5 Data Reduckion 3 kK-Means Cluster, ..
7 Scale 3 Hierarchical Clusker, ..
a Monparametric Tests r
. . Tree...
g Time Series L4 o
) Discriminant. ..
10 Suryival 3 T 1 1
= Mulkiple Response 3 | |

24. abra. SPSS Data Editor
Jol lathatd, hogy tobbféle statisztikai elemzést el lehet végezni a kapott adatok,
savok értékeléséhez (25. abra).
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I_I_I Bl ©|=| _I_I _I A EE] BRI QD] |

- Hlerarchlcal Cluster Andwls | E | i [
W War WAar
T | AL vonah L Hierarchical Cluster Analysis: Method [l
T (AL vonal2 -
= vonai3 m Cluster Method: [Eetween-g’oms ik age EI Continue
i Measure Cancel
H  Intervat [Scuale:l Euchdean distance d Hel
| I bl Cases Power I 2= I Hoot I2 - |
- " Counts: [[.‘hl-rquale- EATUIE j
L WB‘_ : P
| [{" Cases ' Binary: [Smed Euclidean distance i
= - Squared Euchdean distance =
H Display— Size difference
|| ¥ Statictic F‘dltsln difference -
1 ~ Transform Vakued ¥ 2riance 1] B
Dispeszion
- Statistics... Flots... I Mathod.. | Standadize ]F Shape & values
= Simple matching o
15 / g Phi 4-paint comelation fange sgn
Z .  |Lambda l=cabs bo 0-1 1
16 Anderbeng's D —
17 _ |Diee ]
— Hamann [ ——
18 _ vi

25. abra. Klaszter analizis
A kapott adatokat jol szemléltethetjiik dendrogram létrehozdsaval, melyet

szintén a programcsomagon beliil tudunk beéllitani a 26. abra alapjan.

3RS B ol | =k al e BeE sl

.. = [ oo
B8l Bl Hierarchical Cluster Analysis x|
war
— &, vonall " ariablefz]; oK |
= &Y vonalz
— | & vonai3 Hierarchical Cluster Analysis: Plots *
4

B v Dendiogram Contirue I
| —Icicle—“
= C |

L Al clusters ﬂl
— I' " Specified range of clusters Help |
— Start cluster: I'I
| |: Stop eluster I
= By I'I
— ¢ |] " Maohe
— = — Orientation
= StallStICS...l Plots... | | + Vertical

15' | | " Harizontal
26. abra. Klaszter analizis, Plot
DNS izoladlas

Nagy tisztasagh DNS izolalas a molekularis biologiai technikdk alapvetd lépése. A
kereskedelemben tobbféle DNS kivono kitteket hasznalnak, melyet tobb erre
szakosodott cég palettajan megtalalhato (Bio-Science, stb.). A DNS tisztitas

alapfolyamata harom 1€pésbdl all: a sejtek lizise, a szennyezd fehérjék, RNS és egyéb
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makromolekuldk eltavolitdsa enzime €s vagy kémiai modszerek segitségével majd

tovabbi tisztitas és toményités (27. abra).

1.

A novényi sejtek falanak elroncsolasa

2. A novényi sejtfal lizise kalium/SDS oldattal

3. A DNS kicsapasa izopropanollal vagy megkotése gyantan/oszlopon

4.

5. A DNS elulaldsa a gyantardl/oszloprol vagy a csapadék Osszegyljtése

A DNS mosasa etanoltartalmu oldattal.

centrifugalasal
A DNS oldasa vizben vagy megfeleld pufferben.

RNA lsolation Plasmid PCR Templata Viral NA
Blood, Cells,  |solation  Preparation  PCR snkation lor

Tissuse, Bacteria, Bactoral  Blood, Cells, Purification  (RT)-PCR
Wil il T PCR Reaction Blood, Semum,

Lysis Lysis is Plassma
l I Lysis
Precipitation of
Chremascmal

DNa

(DN dgestnon on the giass
P Toe RN oladion)

Descard fiew through
Wash Buller
(V=2 x)
Sgin Discard flow theough
Ehstaon Bubier
Spin Colect eate
Pure Hudlelc Acid

27. dbra. DNS izolalas

(http://molbiol.roche.hu/t_nukleinsav.html nyoman)
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