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SICITUR AD ASTRA

Nemes hagyomdnya a martonvasari Mezdgazdasagi Intézetnek, hogy
dekadonként szamvetést tesz az elmult évtized eredményeirsl. Egy ilyen kotetet
tart most a kezében az Olvas6 — a hetedik évtized visszatekintését. Bér a konyv
az clmult tiz év tudoményos eredményeit foglalja ssze, mégis kortorténeti
dokumentumként épit az el6z8 évtizedek értékeire, féként meghatérozé
nemesitSinek és kutatdinak sikereit méltatva. Kiilén erénye, hogy méltoképp hajt
16t az elhunytak emléke elétt is. A Mezbégazdasagi Intézet mindenkori vezetdit a
Brunszvik csaldd szellemiségének tisztelete, hagyoményainak apoldsa jellemezte,
kapesolddva a csalad reformkori eszmeiségéhez, mely napjaink munkatérsainak
elkdtelezettségében is jelen van a magyar agrarium fejlédésének érdekében.
A mezbgazdasagi gyakorlatba keriilt versenyképes, és eurdpai oltalmat kapott
gabona fajtaink értékét jol reprezentilja a 2018. évi Agrar Innovaci6s Djj
elnyerése. A kotetben megjelend kozleménylista, a nemzetkozi tudoményos
folyéiratokban — egyre jelentésebb szdmban — napvilagot latott tudoményos
publikécidk is onmagukért beszélnek. Az intézet alapitasinak hetvenedik éve
alkalmabdl rendezett nemzetkézi tudomanyos konferencia meghivott eléadéi, a
kutat6inkkal — az ebben az évtizedben, vagy mér korabban is — egyiittmiik6dé
kiilfoldi tudésok el6adasai az intézet nemzetkozi beagyazodasanak szEép példait
mutattdk be. A hetedik dekddban az intézet munkatérsainak egész vildgra
kiterjedd, igen szinvonalas kutatasi egyiittmiikodései megerésodtek, és japan,
kinai, vietnami, indiai, egyiptomi, izraeli tudomanyos partnerekkel béviiltek.
Ebben 8ket a mar jol kiépiilt eurépai kapcsolatrendszereink mintai segitették.
A7 évtized utolsé éveiben jelentds szamban elnyert GINOP pélyazatok mér a
kovetkezd évtized kutatdsainak infrastrukturalis megalapozast szolgaljdk. Az
eddig méltan elismert, ikonikus fitotron-rendszer mellett 1j jelképként jelenik
meg a metabolomikai platform, valamint a szabadféldi széndioxid parcella,
melyek nagymértékben hozzajarulhatnak a klimavaltozas kihivasainak hiteles,
tudoményos valaszokra épiil6 megoldasaihoz. Ezen kutatdsok el8futdrai mar
azok az elismert, Gjonnan nemesitett gabonaink is, melyeket méltan tartunk
klima-adaptiv fajtdknak.

Napjaink szervezeti valtozasa, az Agrartudomanyi Kutatékdzpont, s igy a
Mez6gazdasagi Intézet elvalasztasa a Magyar Tudoményos Akadémistél tovabbra
is arra biztatja az intézet munkatarsait, hogy — megérizve az MTA szellemiségét,
s az elmult hetven €év értékeit — a kdvetkezd évtizedben is szolgéljak a magyar
mezdgazdasagi kutatasok, fejlesztések nemes céljait.

Martonvésar, 2019. augusztus

Balazs Ervin, f6igazgat6
az MTA rendes tagja
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ALKALMAZKODAS A VALTOZO KORNYEZETHEZ:
FOKUSZBAN A GABONAFELEK IVAROS SZAPORODASA

JAGER KATALIN, BAKOS FERENC, BARNABAS BEATA,
DARKO EVA, DEAK CSILLA, DOCZI ROBERT, DORY MAGDALENA,
ERCZ DORA, FABIAN ATTILA LASZLO,
FOLDESNE FUREDI PETRA KATALIN,

JAMPOH ASANTE EMMANUEL,

MARGLNE AMBRUS HELGA MARTA, MIHOK EDIT,

NADAI TIMEA VIRAG, POLGARI DAVID, SAGI LASZLO,
SAFRAN ESZTER LUCA, SEPSI ADEL,

SZABO-EITEL GABRIELLA ES SZENZENSTEIN ANDREA
Novényi Sejtbiologiai Osztaly

BEVEZETES

ANGbvényi Sejtbioldgia Osztalyon 2009-2018 kizott folytatott kutatémunka
az alabbi teriiletekre koncentralodott:

1. A n6vények ivaros folyamatainak tanulmanyozésa és biotechnologiai célu
alkalmazésa.

2. Az Arabidopsis thaliana és a buza szirazsig és szimultdn hé- és
szdrazsagstresszel szembeni tolerancidjanak jellemzése.

3. Abuza ivarsejteket kialakité meiotikus sejtosztddas vizsgélata.

4. Buza x arpa hibridek el84llitasa és jellemzése.

Az eclmuilt évtized kutatdsi irdnyanak kialakitdsa soran elsédleges
szempontnak tartottuk, hogy alapkutatisi téméinkat az ivaros szaporodas
biotechnologidja mellett a nemzetkozi trendekhez és a tarsadalom aktuslis
elvardsaihoz kapecsolodo kutatasi fokuszpontok koré rendezziik, integralva az
elvonalbeli sejt- €s molekuléris biologiai médszereket. Fontos szempont volt,
hogy elért eredményeink a névénynemesitési gyakorlatban is alkalmazhatéak
legyenek.

1. A nivények ivaros folyamatainak tanulmsinyozisa
és biotechnolégiai céli alkalmazisa

A haploid nemesitési technikék a gamétak in vitro manipulalasét célozzak
egeszseges €s szaporodoképes homozigdta ndvények eldallitasa céljabol. Ezen

médszerek elénye a nemesités idétartamanak révidiilése, igy a valtozo termel6i
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igényekhez val6 rugalmas alkalmazkodas. Azonositottuk az arpa mikrosporak
embriogenetikus 4tmenetében szerepet jatszo HvPG1 és ECAIl géneket.
Paraquatot tartalmazo tapkozegen indukalt, megnovelt oxidativ stressztolerancidju
és antioxidans kapacitasu dihaploid kukorica vonalakat szelektaltunk. Alacsony
hémérsékletre és szarazsigra tolerdns kukorica vonalakat allitottunk eld.
Sikeresen alkalmaztunk magas ndvényi hormon tartalmu édesvizi algatdrzseket a
kukorica portokkulturak indukcids és regeneracids hatékonysaganak novelésére
(Jager és mitsai, 2015). Specifikus in vivo kindz-szubsztrat foszforilacids
kélcsonhatas kimutatasara alkalmas prébat dolgoztunk ki (Dory és mtsai, 2016).
Megallapitottuk, hogy a kérnyezeti stressz hatasok a PIN6 auxin transzporter
transzlokacigjan keresztiil befolyasoljak a viragzati tengely fejlédését (Dory és
mtsai, 2019). Kidolgoztuk a blza petesejtek fagyasztva tarolasanak modszerét.
Buza petesejt és zigdta specifikus géneket hataroztunk meg.

2. Az A. thaliana és a biza szarazsagstresszel, valamint szimultan hé- és
szarazsagstresszel szembeni tolerancidjanak jellemzése

A hazankban termesztett gabonafélék teméshozama é&s minbsége a
kornyezeti stresszorok hatdsira nagymértékii ingadozast mutatott az utdbbi 15
évben. A hagyomanyos névénynemesitéssel a jovében részben kompenzalhato
a globalis CO, kibocsatasra alapozott klimamodellek altal az évszazad végéig
prediktalt 1,7-4,8°C-os atlaghmérséklet emelkedés és az ezzel egytittjaré gyakori,
valtoz6 amplitddoju szélséséges idojarasi események terméscsokkentd hatasa.
Ehhez azonban el6bb meg kell ismerni a stresszorokkal szemben ellenall$ fajtak
adaptacios mechanizmusainak biologiai alapjait és meg kell hatdrozni a tolerancia
markereket. Ennek érdekében komplex megkozelitéssel tanulményoztuk az
ivaros fejlodési szakasz kiilonbozd fazisai soran (spéra anyasejtek meidzisa,
gamétafejlodés és megtermékenyiilés, szemfejlédés) eléfordulé vizhianynak
(teljes vizmegvonas), illetve az azzal parosulé héstressznek (32°C/24°C max/min)
a vegetativ szovetekre, az ivarsejtek funkcioképességére, a megtermékenyiilésre
és a szemtermés fejlodésére gyakorolt hatasat, 6tvézve a morfomika (nano- és
mikroszkdpia), sejtbiologia, szdvettan, szaporodasbiologia, ndvényfizioldgia,
metabolomika, proteomika, transzkriptomika és bioinformatika eszkoztarat.

A vad tipusi és a szdrazsagtiré ABA hiperszenzitiv chp20 mutans
Arabidopsis thaliana epidermiszét Osszehasonlitva megallapitottuk, hogy
a mutans vastagabb kutikulaval boritott epidermiszében nagyobb szamu
gazcserenyilas és levélszér taldlhat6d. Feltételezziik, hogy ezek a morfologiai
sajatossagok hozzdjarulnak a chp20 ludfii genotipus szarazsagtiiréséhez (Jager
és mtsai, 2011). A vizsgalat eredményei 6sztondztek arra, hogy jellemezziik
négy eltérd szarazsagtiirésii 0szi buza fajta (Plainsman V, Mv Emese, GK Elet
és Cappelle Desprez) bérszovetét, keresve a kapcsolatot a morfoldgia és a
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funkci6 kozott. A kétszikii ladfiivel ellentétben a blizdval negativan korrelalt a
sztomaszam €s -méret a szdrazsagtolerancia mértékével (Jager és mtsai, 2014).

A Plainsman V ¢és Cappelle Desprez 6szi buza fajtakat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a meidzis idején alkalmazott szérazsdg hatiséira a 3
sejtmagvil, keményitét nagy mennyiségben felhalmozé pollen aranya mindkét
genotipusnal szignifikdnsan lecsdkkent, ugyanakkor a fejlédésben lemaradt egy-
¢s kétmagvas mikrosporak, valamint a keményitoben szegény harom sejtmagvas
pollensejtek a tolerans Plainsman V portokjaiban kisebb aranyban fordultak el6.
A szimultan h6- és szarazsgstressz (HSZ) hatséra az érzékeny Cappelle Desprez
fajta portokjaiban a szdrazségstressznél megfigyeltek mellett sulyos fejlédésbeni
rendellenességek is kialakultak.

A gamétafejlodés idején HSZ stressznek kitett Plainsman V és Cappelle

Desprez 6szi buza ndvények relativ nedvességtartalma szignifikinsan
lecstkkent (1A. &bra).
A stresszérzékeny Cappelle Desprez buzafajta termékenyiilése és pollenjének
¢letképessége vészesen alacsony volt (1B. abra). A bibepapilla sejtek reaktiv gyok
termelése szignifikansan megemelkedett a HSZ kezelés hatdsara. Meghataroztuk
a Plainsman V ¢és Cappelle Desprez fajtdknal a HSZ pollen életképességre
(IB. 4bra), valamint a terméselemekre gyakorolt hatisat a kaldszok alsd és
felsd felére vonatkoztatva. A kezelés nem volt hatdssal sem a portokok, sem az
embridzsakot magaba foglalé maghéz méretére, azonban a bibék mindkét fajtanal
szignifikansan révidebbek voltak a stressznek kitett termdkben. Megfigyeltiik,
hogy a kezelés hatdsira a stresszérzékeny Cappelle Desprez fajta bibepapilla
sejtieiben a sejtmagok és a citoplazma fragmentélédott. Ellentétben a kontroll
bibeszalakkal (1C. 4bra) a bibeszélak kéreg sejtjeinek és tovabbité sejtjeinek
nagyfokd degeneraciojat figyeltiik meg a HSZ-stressz kezelt novények termdiben
(1D., 1E. abra). Mig a HSZ-kezelés a Plainsman V termékenyiilésére nem
gyakorolt szignifikans hatést, addig a Cappelle Desprez fertilitasa az also és felsé
kalaszfélben jelent6sen, mintegy 39 és 56%-kal lecstkkent. Megallapitottuk,
hogy a termékenyiilésbeni kiesést a Cappelle Desprez fajtdnal 34%-ban a bibe,
66%-ban a pollen funkci6vesztése okozta (Fabian és mtsai, 2019).
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1. dbra. A gamétafejlédés idején felléps szimultdn hd- és vizmegvonds hatdsa a
Plainsman V és Cappelle Desprez buizafajtdk zdszIos leveleinek relativ viztartalmdra
(4), a pollen életképességére (B), valamint a kontroll (C) és kezelt bibeszdlak (D, E)
anatémidjara. B: bérszévet; CD: Cappelle Desprez,; BP: bibepapilla sejtek: HSZ:
szimultan hé- és szdrazsdgstressz; K: kéveg sejt; PV: Plainsman V,; SZ: szdllitészéveti
nyaldb; T: tovabbits sejt. Mérce = 100 um (C, D), 50 um (E)

MGI70ev.indd 68

Megfigyeltiik, hogy a korai szemfejlédés soran alkalmazott vizmegvonas
hatdsara a Plainsman V és a Cappelle Desprez fajtanal egyarant szignifiknsan
megndtt az abortalt szemtermések szama. A kontroll-lal &sszehasonlitva a
kezelt szemtermésekben differencialodé embridk és az A-tipusi keményitd
szemesék kisebbek voltak, az érzékeny fajta endospermiumaéban kevesebb
B-tipust keményit6 szemcse volt megfigyelhets. A vizmegvonas felgyorsitotta a
szemtermések fejl6dését, ugyanakkor 10 nappal lerdviditette az érési id6t mindkét
fajtanal. Ennek hatisara a kezelt novények ezerszemt6mege és kaldszonkénti
szemtémege elmaradt a kontrolltél. Osszehasonlitva a Plainsman V genotipussal,
a vizmegvonds markansabb hatdst gyakorolt a szarazsagra érzékeny Cappelle
Desprez fajta terméselemeire, anatémidjara és génkifejezdédésére (Fabian és
mtsai, 2011; Sziics és mtsai, 2010).
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A szimultin hé- és szirazsigstressz hatdsa a baza génkifejezodésére

A gén ontologia feldusulds analizis eredményei szerint a vizsgélt szévetek
koziil a zészléslevélben tortént a legnagyobb mértékli gén aktivacio, mely
a Cappelle Desprez-ben volt kifejezettebb (2. abra). A HSZ-stressz hatdsara
mindkeét fajtaban emelkedd expressziét mutaté folyamatok a Szarazsagstressz
vélasz, a prolin szintézis, a redox folyamatok, a PR (pathogen related) fehérjék
szintézise, a transzport folyamatok (foként ion- és lipid-transzport), a glioxalsav
ciklus, a proteolizis, valamint a peroxiszéma képzédés voltak. Ezek a folyamatok
tehdt az 8szi bliza zdszlosleveleiben az egyidSben hatd hé- és szarazsagstresszre
adott valasz alapjainak tekinthetok. A zsirsav B-oxidécio, a vas ion homeosztazis,
a redox homeosztzis, a génkifejez6dés szabalyozas, a poliamin szintézis, a
trikarboxilsav ciklus, a szénhidrat anyagcsere, a DNS lebontis és az aszparagin
szintézis génjeinek expresszidja csak az érzékeny fajtaban emelkedett meg (2A.
dbra). Ezzel szemben az oxidativ stresszre adott valaszban szerepet jatszo gének
csak a stressztiird Plainsman V fajtdban mutattak erds6dé kifejez6dést. Ennek
alapjan feltételezhetd, hogy az alkalmazott stresszkezelések altal a zaszléslevél
szOveteiben okozott karosodésok kivédésében a stressztolerans Plainsman V
Jelentés mértékben tdmaszkodik az oxidativ stressz ellen véds gének emelkedett
expressziojara (2B. 4bra). Ugyanakkor meglepé médon a héstressz valaszban
szerepet jatsz6 folyamatok génjeinek kifejezddése egyik fajta zészloslevelében
sem er6sodott fel. Egyik fajta portokjaiban sem volt értékelhetd stresszvélasz
kimutathaté, a Cappelle Desprez-ben a transzlaciéval kapcsolatos, mig a
Plainsman V-ben a lizin bioszintézissel és a vas-kén komplex kialakitdsdval
kapcsolatos gének expresszidja emelkedett meg. A buza bibék transzkriptomikai
elemzése soran a zdszléslevelekhez hasonld eredményeket kaptunk: a HSZ-
stressz hatdsdra mindkét fajtaban felerdsodott a szarazsdgstressz vélasz, a
prolin szintézis, a redox- és a transzport-folyamatokban szerepet jatszo gének
expresszidja. A Cappelle Desprez genotipussal 6sszehasonlitva a kezelt Plainsman
V-ben kevesebb folyamatban szerepet jatsz6 gén expresszi6ja mutatott erésédést
a HSZ-stressz hatdsara, koztik a csak erre a genotipusra jellemzéen fokozottan
kifejez6d6 gének a héstressz valaszban és a fehérjék nativ konformaci6janak
fenntartdsaban és a hibajavitasban vesznek részt. Megallapitottuk, hogy az
¢érzékeny fajta bibéiben joval nagyobb, a stressztlir6hoz viszonyitva mintegy
tizszeres volt a szignifikans expresszi6 emelkedést mutaté gének szama.
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PR fehirie sontézts

2.dbra. A Cappelle Desprez (A) és Plainsman V (B) 8szi buzafajtdk zdszlésleveleiben
kombindlt szdrazsdg- és hdstressz hatdsara emelkedd expressziot mutato gének gén
ontolégia feldusulds analizisének vizualizdcidja

3. A buza ivarsejteket Kialakité meiotikus sejtosztédas vizsgalata kedvezo
és szupraoptimalis hémérsékleti viszonyok kozott

Az ivarsejteket kialakitdé szamfelezd sejtosztodas alapvetd a sziiloi
genomok megfelelé tovabborokitéséhez, az o6rokitd anyag sokféleségének
fenntartdsdhoz és az ivarsejtek funkcioképességének kialakuldsdhoz. Ahhoz,
hogy a kedvezotlen éghajlati viszonyok kozott megfeleld mennyiségl termést
allitsunk elé, fontos feltdrni a kérnyezeti valtozdsok hatasat az ivarsejteket
kialakité meiotikus sejtosztédasra. Ehhez pontosan ismerniink kell a meiézis
molekularis folyamatait, igy elsédleges célunk volt ezek feltarasa. Akromoszoémak
megfeleld tovabborokitésének feltétele, hogy az apai és az anyai homolég
kromoszomak part alkossanak a szinaptonémds komplex segitségével teljes
hosszukban 6ssze-kapcsolddjanak (szinapszis) majd a rekombinaci6 soran egyes
részeiket kicseréljék egymassal. Ezen folyamatok sikertelensége kromoszoma
kieséshez, az ivarsejtek funkcidvesztéséhez ¢és végiil terméketlenséghez vezet.
A kenyérbaza meidzisanak részletes feltarasat neheziti, hogy genomja rendkiviil
nagy (17 Gb), amely hdrom kiilonbozd al-genombdl (A, B, D) tevodik dssze.
A kiilonboz6 al-genomok a mei6zis soran aldiploidként viselkednek. Az eltérd
al-genomhoz tartozé hasonlé kromoszémak (homeolégok) egymassal nem,
csak szigorian a sajat al-genombodl szarmazo6 parjukkal (homolégok) alkotnak
szinapszist, és kizarélag vele rekombindlédnak. Ez a parosodasi forma gatat
szab a kiilénb6z6 genomok kozotti atépiiléseknek és lehetdvé teszi az egyes al-
genomok azonossaganak megdrzését.
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Vizsgalataink soran arrakerestiik a valaszt, hogyan hat amei6zis idészakaban
bekdvetkezd hostressz az ivarsejtek kialakuldsara és funkcicképességére. A
meiotikus sejtosztodasban szerepet jatszo legfontosabb fehérjéket vizsgaltuk a
legkorszeriibb sejtbiologiai modszerekkel. Azonositjuk a magas hémérsékletre
érzékeny kulcsfolyamatokat, majd ezt olyan stratégiak kidolgozaséra hasznéljuk,
amelyek védelmet nyujtanak a magas hémérséklet karos hatdsaival szemben.

Buza meiotikus programjanak részletes leirisa
modern sejtbiologiai médszerekkel

Amagasabbrendiin6vények meidzisaban szerepetjatszé alapvetd géneket az
utobbi 15 év kutatésai sordn azonositottak. Ennek készonhetéen a meidzisban részt
vevé fehérjék kimutathatok és konfokalis ézerpasztazé mikroszkép segitségével
nagy felbontasban vizsgalhatok a ndvényi sejtmagon beliil. Osztalyunkon a modell
ndvények vizsgalata soran alkalmazott sejtbiologiai médszereket tigy alakitottuk
at, hogy azok alkalmasak legyenek a biiza meiotikus sejtmagjainak vizsgalatéra.
Sikeresen otvoztik a sajat fejlesztésti fluoreszcens immunohisztokémiai és
molekuldris citologiai (in sifu hibridizaci, ISH) vizsgalati médszereket a nagy
felbontasu 1ézerpasztadzé mikroszkopidval, amely soran egyidSben tobb meiotikus
fehérjét és kromoszoma régidt jelenitiink meg a biiza sejtmagjan beliil, majd
térbeli rekonstrukcié segitségével vizsgaltuk a kromoszoémdk pérosodasat és
oroklddésct (3. abra). Leirtuk, hogy a biza genomja két Iépésben alkot szinapszist,
amelyben els6ként a szubtelomérikus régidk ismerik fel egymast és parosodnak,
majd masodik Iépésben a géngazdagabb kromoszémakarok kapcsolédnak dssze.
A sejtosztodas vizsgalata soran hangsilyt fektettiink a hizéfonalak kapcsolédasi
pontjaként szolgdlo aktiv centromérak nyomon kévetesére. Megéllapitottuk,
hogy a sejtciklus soran e régiok folyamatos aktivitdst mutatnak és meghatérozott
program szerint a mei6zis elején dinamikusan sszekapcsolédnak a maghértya
felszinén, majd szétvalnak és a sejtmag belsejébe hiizédnak. Osszefliggést
fedeztiink fel a centromérak perifériarol t6rténé levalasa és a szinapszis méasodik
lépése kozott. Megfigyeléseink ramutattak arra, hogy a kromoszémakarok kozstt
mindaddig nem indul be a szinapszis, mig a centromérak a maghértya kozelében
csoportosulnak. A centromérdk és a sejtmag ellentétes pélusan elhelyezkeds
telomeérak kifeszitik a kromoszomékat mindaddig, mig a telomérak iranyabol
megtdrténik a homolég kromoszoma végek szinapszisa. A centromérik ezt
kovetben egyenként levélnak a sejtmag perifériajardl, és ez a fellazult szerkezet
lehetove teszi a kromoszémakarok szinapszisanak hosszabbodéasat, amely a
genom t8bb pontjarél egyidében indul be. A kromoszémék tengelye kozott
végzett méréseink azt mutattak, hogy a szinapszist megelézé (homologia
felismeréssel egybeest) idészakban a sejtmag rendkiviil tsmor, amelyben az egyes
kromoszéma tengelyek kézotti tavolsag 300 nm ald esik. Ez a sejtmag szerkezet a
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telomérikus szinapszis beindulasat és a centromérak levalasat kiveten fellazul.
A kromoszomak tengelyei eltavolodnak egymadstol, jelezve hogy a homoldg
szekvenciak kolcsonos felismerése megtortént, és a tovabbiakban a szinapszis
hosszabbodasa vérhat6.

A centromérdk mikodése alapvetd a kromoszéomak véandorlasaban és
oroklodésében, hiszen mind a mitdzis, mind a meidzis metafazisa soran a
huzofonalak kapcsolddési pontjaként szolgalnak. Kutatasaink megmutattak,
hogy a centromérak szerepe a meidzis soran ennél szélesebb kori, hiszen tovabbi
mechanikai szabalyoz6 feladatokat latnak el: szinkronizaljak a kromoszoma
parok szinapszisat (Sepsi és mtsai, 2017, 2018). A centromérak szerepének
tovabbi tisztazdsa olyan akaddlyokat oldhat meg a biizanemesités szaméra, mint
a centromérak kozelében megfigyelt alacsony rekombinacios gyakorisag, amely
megakadalyozza a centroméra kozeli gének egymastol fliggetlen 6roklddését.

3. abra. Meiotikus fehérjék és egyes DNS szekvencidak kimutatdsa ImmunoFISH
modszerrel. Az 6rokitGanyag hosszanti fonalakba (kromoszémdk) rendezddott. A
kromoszomdk tengelyét az ASY1 fehérje (fehér fonalak), mig az osztoddsban szerepet
Jatszé aktiv centromérdkat a CENH3 fehérje (vords jel) immunjelolésével tettiik
lathatévd. A telomérdkat in situ hibridizdcio segitségével jeloltiik (zold jel). A: teloméra
csokor a tetraploid drpa korai meiotikus sejtmagjdban (oldalnézet); B. teloméra csokor
a tetraploid drpa korai meiotikus sejtmagjdban (frontdlis nézet); C: centromérdk
asszocidcidi a kenyérbiiza korai meidzisdban. A teloméra csokor a centromérdkkal
ellentétes oldalon ldthaté (narancssdrga nyil). Mérce = 5 ym
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A meiozis idején alkalmazott magas hdmérsékleti stressz hatésa
a torpe novekedésii buzak termékenységére

A kenyérbiza térpeségét médosult (mutans) 4z allélok okozzak, amelyek
mara szinte valamennyi buzafajtdban fellelhetSek. Korabbi iiveghazi kisérletek
azonban arra hivtdk fel a figyelmet, hogy a mutans rA¢ allélokat hordozo
bizdk érzékenyebbek a kornyezeti stresszre, kiilénosen a generativ fazis
korai szakaszaban jelentkezd héstressz okozhat nagyfokti terméketlenséget.
Vizsgélataink célja az volt, hogy felfedjikk, miként hat a korai allapotban
alkalmazott magas hdmérsékleti stressz a magas és a torpe novekedésii buzak
termékenységére. Megallapitottuk, hogy a meidzist megelézéen alkalmazott
révid idejii magas hémérséklet szignifikansan csékkentette a mindkét mutans
rht allélt hordozé (rhtB1b+rhtDIb dupla muténs) ndvények termékenységét (4.
abra). A fertilitas csékkenése mind a fokalaszok, mind a teljes novény esetében
megfigyelhetd volt. A terméketlenség a kaldszok kozépsd régibit sujtotta
leginkabb, amelyekben az ivarsejtek a 30°C-os kezelés kezdetén meiotikus
interfazisban voltak (5. 4bra). A novények szemszama nem valtozott a magas
hémérsékleti kezelés hatdséra, amely annak volt készonhetd, hogy a dupla
mutans névények kaldszszdma megemelkedett a kontroll névényekéhez képest.
A 10bb kalasz sikeresen ellenstlyozta a mutans kaldszok terméketlenségét.

Névényenkénti termékenység Fdkaldszok termékenysége
(szem/kalésika) _(sgem/kalészka)
25 Vadtipus RhtBlb  RhtDlb  Dupla muténs : Vadtipus RhtBlb  RhtDib  Dupla muténs
|
K la 1 =] le  le ]Lc
i d 1.i'> cd ‘-l' cd 2 | bc T bc bc b
250 be "be | I
l l wl.: b 15 |
1 | > a
[ | B b f
05 | 05 |
0 ‘ o
¢ kontroll = kezelt ¢ kontroll © kezelt

4.dbra. A Maris Huntsman biizafajta vad tipusi, féltorpe és torpe nivekedésii kizel
izogén vonalainak termékenysége magas hémérsékleti kezelés hatdsdra. Az dbrdn a
szignifikans kiilonbségeket (P < 0,05) kiilonboz8 betiikkel jeloltiik
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Kalaszok fels6 régidi

Kalészok kdzépss régiodi
1- o k kdzépsd régidi

Kaldszok alsé régidi

| kontroll kezelt

5. abra. A magas hdmérsékiet hatdsa a Maris Huntsman dupla mutdns kaldszok
régionkénti fertilitdsdra. *-al jelolt a kontrolltdl szignifikdnsan eltérd adat

A tovabbiakban a héstressznek kitett n6vények meidzisanak sejtbioldgiai
vizsgalatat kivanjuk elvégezni az altalunk kidolgozott immunohisztokémiai és
citologiai modszerek segitségével. Annak érdekében, hogy betekintést nyerjiink a
terméketlenség hatterébe, szeretnénk feltarni, milyen meiotikus aberraciokat okoz
a magas hémérséklet a kiilonboz6 vonalakban. Célunk olyan névényi anyagok
kivalogatasa, amelyek kaldszai a magas hémérsékleti kezelés esetén is megdrzik
termékenységiiket és képesek a kontroll kériilmények kozott nevelt névényeket
megkozelito termés kialakitdsara.

4. Buza x arpa hibridek eléillitisa és jellemzése

A névénygenetikusok és a nemesitok régi vagya, hogy a mérsékelt égov
két legjelentdsebb gabonaféléjének, a buzanak és az arpanak tobb évezred soran
kivalogatott elényds tulajdonsagait — a tritikalé mintajara—egy ,.szupergabonaban”
egyesitse, a mai napig is csak dlom maradt. Az 1970-es évek kezdeti sikerei
utdn nagyjabdl egy évtizedig tartott annak felismerése, hogy a keresztezés két
lehetséges irdnya koziil az arpa @ x biza & aligha jarhat6, mert — feltehetéen
az alloplazmas inkompatibilitds miatt — a sorozatos buza visszakeresztezések
nagyfoku (him)sterilitast okoztak. Ez a zsdkutca csak tetézte azt a jelenleg is
megoldatlan nehézséget, hogy egyik keresztezési irdnyban sem sikeriilt az
elsddleges (F1) hibridekbdl amfiploidokat eldallitani.
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Hatasfok és gyakorisag

A fent leirt nehézségek kozos gyokere a keresztezések soran kapott
hibrid embridk és a bel6liik regeneralt ndvények alacsony gyakorisiga, ami a
megporzott virdgok szaméra vetitve altaldban nem haladja meg az 1-2 szazalékot.
Ez a gyakorlatban azt jelenti, hogy 100 elsddleges hibrid névény el6allitasahoz
mintegy 500 kalaszt (10 000 viragot) kell kasztralni és megporozni. J61 lathat,
hogy a keresztezések hatasfokanak, eredményességének jelentds névelése az
egyik legfontosabb feladat.

Korabbi megfigyelések alapjan a buza arpaval valo keresztezhetSsége
viszonylag j6 egyezést mutat a rozzsal valé keresztezhetdséggel, ami viszont
tapasztalatilag ¢és genetikailag is jol leirt tulajdonsadg. Az eddig ismert hat
keresztezhetéségi (Kr) gén recessziv, elényds alléljai donté tobbségben tavol-
keleti tavaszi buzdkban fordulnak eld, ezért t6bbnyire ezeket (mintegy hisz
fajtat) hasznéltdk az 4rpa keresztezések soran. Elgondoldsunk szerint Gjabb, a
rozzsal jOl keresztez8d6 buza genotipusok bevonasaval a bliza X arpa hibrid
eldallitas hatasfoka j6 eséllyel jelentésen javithaté. Néhany igéretes tavaszi
buza tesztelésével gyorsan azonositottuk a martonvasari génbank Szecsuan
nevil tételét, ami rozzsal és arpdval egyarant kivalé keresztezési reakciot
mutatott. Erre alapozva dolgoztuk ki jelenlegi mddszeriinket, amellyel sikeriilt
a vildgon a legjobb buza X 4rpa hibrid névény kihozatalt elérni, és azt t6bb éven
at reprodukalni (1. tdblazat). Mint lathato, ezzel a kombinaciéval a technolégia
hatasfoka t6bbszorosen meghaladja a szakirodalomban 4ltaldnosan kézolt 1-2
szdzalékos értéket, és megfelel raforditassal mar a gyakorlati célu alkalmazas is
elérhetd kozelségbe keriil.

1. tdbldzat. A Szecsudn és Chinese Spring biiza genotipusok virdgainak Movex tavaszi
drpaval végzett megporzdsa sordn kapott embrid és novény kihozatalok

Buza Polgari et al. (2019) Polgéri et al. (2014)

genotipus (§) Virag, db Embri6, db (36) Novény,.db (%)  Virdg.db Embrib, db (%) Néveny. db (%)
Szecsuan 1717 269 (15,7%) 199 (11.6*) 285 45 (15,8%) 40 (14.0%)
Chinese Spring 836 48(5.7) 19(2,3) 810 47 (5.8) 32 (4,0)
Osszesen 2553 317 (12,4) 218 (8.5) 1095 92 (8,4) 72 (6,6)

* Szignifikans (p<0,001) eltérés a Chinese Spring-t6l a vonatkozo paraméterre kétmintds,
kétoldalii z-préba és Khi-négyzet préba alapjdn.
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A kromoszoma kiesés véletlenszeriisége

Ajelenlegi tavoli hibridizacios rendszereknek van egy rejtett szépséghibéja:
nem minden regeneralt, elsédleges hibrid novény tartalmazza az dsszes sziiléi
kromoszémat, mert ezek — elsbsorban az apai (esetiinkben az arpa) kromoszomak
— a korai embri6fejlédés mitotikus osztodasai soran teljesen vagy részlegesen
elveszhetnek. Ennél fogva a kapott névényeknek csak egy része lesz teljes hibrid,
a tobbség részleges hibrid (hipoaneuploid) vagy anyai haploid.

A kiilonbdzé tipusok el6fordulasanak jellemzésére allitottunk elé egy
minden eddiginél nagyobb, 210 névénybol allé hibrid populaciét, amelyben
kromoszéma-specifikus molekularis markerekkel és citogenetikai modszerekkel
megvizsgaltuk a populcio egyedeinek arpa kromoszéma-dsszetételét (6. abra).

50 1 43 41
g % % 7.
% 30 - Z 20 ; 22 22 % Z
2 201 7 788 B -
.oy 77

I A < T~ R B
(anyai
h_,&pigi.(i) Hozzaadott érpa kromoszoma(k)

6. dbra. Egy 210 egyedbdl dllé biuza * drpa hibrid populdcic kromoszéma-isszetétele.
A populdciéban megfigyelhetd kromoszémaszdmok a csak buzagenomot tartalmazé
anyai haploidokétol (n=21) a teljes hibridekéig m=21+7=28) terjednek

Az adatokbdl egy bimodalis eloszlas rajzolodik ki, amelyben a kiindulasi
(teljes hibrid) és a végs6 (anyai haploid) allapot hasonld, nagyobb gyakorisaggal
fordul eld, mig a kéztes allapotot képviseld részleges hibrid tipusok kozel hasonlé
szamban vannak képviselve. Az igy leirt eloszlas ugyan logikus rendszert alkot,
de az fiigghet az aktualis genotipus kombinaciotol is, ezért tovabbi megerodsitésre
lehet sziikség.

Erdemes kozbevetéleg megjegyezni, hogy az apai genom-eliminaci6
kovetkeztében kapott anyai haploidok semmiképpen sem tekintendk haszontalan
mellékterméknek, mivel ezek a novények puszta létiikkel igazoljak, hogy jo
keresztezhetdségi allélkombinaciokat hordoznak genomjukban. Kihasznalva
azt, hogy az arpa genom koran és teljesen clveszik, a kromoszomaszdm
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megkettézésével ezek az allélok homozigéta allapotba hozhaték. Ezen a médon
eddig 30 dihaploid biza vonalat allitottunk eld, amelyek kozil az eredeti
Szecsuan genotipusnal még jobban keresztez8d6 és kedvezdbb agrondmiai
tulajdonségu vonalakat valogattunk ki, majd a tovabbiakban ezeket haszndljuk
anyai partnerként.

A fent leirt hibrid populécié maér elég nagy léptékit ahhoz, hogy
statisztikailag is kielégitéen vizsgalhassuk, vajon az egyes arpa kromoszémak
kiesése véletlenszerd-e vagy sem (7. dbra).

g % 73 %

Em .......... Z -__/ ........ L N DL '72 —
- 7 7 7 7 7
g Z % % % % % %
AU B B O O B
.

: > 7 7 77 7 7

Arpa kromoszéma

wsrr. Megfigyett = e Elméleti

7. dbra. Az egyes drpa kromoszomdk (1H-7H) megfigyelt gyakorisdga 126 részleges
buza * drpa hibrid novényben. A szaggatott vonal a torzitatlan, egyenletes eloszlds
elméleti gyakorisdgdt (69,43=486/7) mutatja az ésszesen 486 drpa kromoszémdt
tartalmazo részleges hibrid (hipoaneuploid) populdcicban

A Khi-négyzet proba illeszkedésvizsgilatanak eredményeként [y =
7,918; p = 0,244 (df = 6; n = 486)] statisztikailag nem igazolhatd, hogy barmely
kromoszoma preferencialisan esett volna ki a teljes hipoaneuploid populdciGban.
Levonhat6 tehat a kovetkeztetés, hogy az drpa genom (és kromoszémak) kiesése
véletlenszerii a kezdeti fejlodés soran. Megforditva: minden é4rpa kromoszéma
(kdzel) azonos eséllyel marad benn az elsédleges hibrid névények genomjaban a
meiozis kezdetéig.
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Szintet lépni autopoliploidokkal

Buiza X arpa amfiploidot eddig még senkinek sem sikertilt eldallitania.
Az amfiploidizdcié sordn meg kell kettézni az els6dleges teljes hibrid
kromoszomakészletét, hogy mindkét sziiléi genom kromoszémai Snmaguk
mésolataival parosodni tudjanak a mei6zis elsé profazisaban, és ahibrid termékeny
utddokat hozhasson. A probléma megoldasahoz egy hipotézist dolgoztunk ki,
amelynek 1ényege, hogy a sziiléi genomok el6zetes megkettézésével eléallitott
autopoliploidok keresztezésébodl szarmazé hibrid varhatéan mér termékeny lesz.
Ehhez azonban elGbb azt a problémat kell lekiizdeni, hogy az autopoliploidok
termékenysége a meidzis anomaliai miatt 4ltaldban messze elmarad a kiindulasi
diploidokétol. Az autotetraploid 4rpanal sincs ez masként, pedig a pollenado
sziilénél a keresztezések ismertetett alacsony hatasfoka miatt kiiléndsen fontos
a sok életképes viragpor. Felfedeztiik azonban, hogy két alacsony fertilitast
autotetraploid sziilé keresztezésével a termékenység helyreallithaté. Raadasul
a tetraploid arpa hibridek ezerszemtomege jelent6sen meghaladta a diploid
sziilékét, mikézben a termésiik is szignifikdnsan javult az autotetraploidokéhoz
képest (8. dbra).
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8. dbra. Két diploid tavaszi drpafajta (Morex és Golden Promise) és tetraploid
vdltozataik (M4x és GP4x), valamint ezek hibridjének (M4x X GP4x) fertilitdsa és
terméselemei. A: dtlagos fertilitds, B: dtlagos ezerszemtomeg, C: dtlagos novényenkénti
termés, D: a szemtermések morfoldgidja, E: az egyes fajtdk és vdltozatok legjobb
eredményei (a hibridéi vordssel kiemelve); n = 25 novény

A fertilis tetraploid &rpa hibrid elballitasa lehetdvé tette olyan, eddig

ismeretlen kombinacio6 tesztelését, amikor a diploid gamétat (n=2x=14) biztosité
tetraploid arpat (2n=4x=28) raporoztuk a harom par homeolég genomot hordoz6
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allohexaploid blizdra (2n=6x=42). A regeneralt névények gyokércsticsaiban a
mitotikus kromoszémaszdm a teljes hibridekre jellemzé 2n=5x=35 volt (9D.
abra). Meglepetésiinkre a felnevelt novények zome éntermékenynek bizonyult:
a portokok életképes pollent tartalmaztak (9B-C. 4bra), és az izolalt kalaszokban
normalis (endospermiumot tartalmaz6) és 4atmeneti morfologiajn szemek
fejlédtek (9E. dbra). Az ezekbdl csiraztatott (9F. abra) és sntermékeny novények
molekularis-citolégiai jellemzése jelenleg is folyamatban van.

9. dbra. Ontermékeny biiza x drpa hibridnovény eléallitésa és jellemzése. A: fiatal,
embrickultiirdbol regenerdlt névény, B: érett, csiraképes pollenszemek, C: fejlédd
szemkezdemény, D: mitotikus kromoszéma prepardtum (2n=5x=35), E: éreit
szemtermés, F: csirdzd utédnovény. Mérce = 50 um (B); 30 um (D)

Az altalunk kidolgozott Gj mdédszerekkel és keresztezési kombinaciokkal
hidat verhetiink a bliza és az arpa evollcidja soran elszigetel6dstt genomok kozé.
Ez megnyithatja az utat a két faj kozotti horizontélis génatvitel elétt, és elérheté
kozelségbe hozhatja a keresett kevert genomu és tulajdonsdg buza x arpa
hibrideket. A j6v6 két kulcskérdése, hogy a technolégia sikeresen kiterjesztheté-e
az 6szi buzara (ideértve akorszer(i hazai fajtakat is), és rutinszertien alkalmazhaté-e
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a gyakorlatban is? Egy termékeny btza X drpa nemzetség hibrid 0j szint vihet a
nemesitésbe és a gabonatermesztésbe, de alapkutatisi szempontbdl is érdekes
azoknak a folyamatoknak a megismerése, amelyek egyben tartanak két igen
eltérd, az ivaros keresztezhet6ség hataran allo genomot. Ezekkel az ismeretekkel
akér eddig ismeretlen, elképzelhetetlen keresztezések is végrehajhatoak lennének
— természetes uton.
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