Zarojelentés

A pélyazat célja olyan in vitro szelekcids technika kidolgozdsa és tesztelése volt, mely lehetové
teszi haploid szovettenyészetekbdl kiindulva dihaploid, fertilis paraquattal ill. egyéb oxidativ
karosodast el6idézd stresszekkel szemben ellendll6 genotipusok eldallitasat.

In vitro szelekcié és DH, novények eléallitasa

Az in vitro szelekcié megval6sitdsa érdekében mintegy 60 000 db antérat helyeztiink kiilonb6zo
oxidativ stresszt indukdlé vegyiileteket (paraquat, menadion, t-BHP, metionin+riboflavin)
tartalmazé indukcids téptalajra. A kiilonbozd szelekcids dgenseket tobbféle koncentracidban
alkalmaztuk (lasd részjelentések). A szelekcié hatékonysdgit mutatja, hogy 17 db fertilis, DHy
novényt sikeriilt eldallitani paraquat tartalmu tiptalajrél, 14 db névényt a t-BHP, lipidperoxidot
tartalmazé taptalajrol, 10 db novényt metionint+riboflavint (met+rib) tartalmazé taptalajrol és
csupan 3 db DHj novényt sikeriilt felnevelni menadion tartalmud taptalajrél (1. tablazat). (A
szelekcids dgenst nem tartalmazo (kontroll) taptalajrél tobb szadz novény regeneracidja valdsulhatott
volna meg, amennyiben mindet felneveltiik volna).

1. tdblazat: Mikrosp6rak in vitro szelekcidjaval kapott eredmények.

Kezelés Koncentracié | Lerakott Antéra Embri6 | Regeneridcios| Fertilis
antéra indukcié % | indukcidé % % novény (db)
Kontroll 8000 50 124 14 28
10-R50uM* 5000 4.16 9.0 4.85 4
Paraquat 10- 5000 3.5 9.2 3.55 6
(Pq) R100puM**
0.5uM 7000 20.8 40.2 10.1 2
1.0uM 7000 13 22.3 3.45 5
0.1mM 5000 52.1 102 2.45 10
t-BHP ImM 3000 28 49 54
10mM 2500 18 32 4.4 1
Metionin+ 10uM 3000 30 73 3.8 10
riboflavin
Menadion 100uM 2000 19.6 62 1.8 3

* a regenerdcios taptalajban volt 50 uM Pq, ** a regeneracios taptalajban volt 100 uM Pq.

Az in vitro szelekcié sordn részletes vizsgilatokat végeztiink a kiilonbozd szelekcids dgensek
mikrospérdk egyedfejlodésére gyakorolt hatdsdnak tanulmanyozdsidra. E vizsgdlatok alapjdn
megéllapithatd volt, hogy az 6sszes vegyiilet, bar kiilonb6z6 koncentracidkban (1. dbra), gitolta a
mikrospérdk fejlodését, ami megmutatkozott mind a mikrospéra indukciés, mind pedig a
mikrospdra eredetii struktirdk (embridk és. kalluszok) regenerdcids képességének csokkenésében.
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1. dbra: A kiilonb6z6 oxidativ stresszt indukalé vegyiiletek hatdsa az antéra (A) és az embri6 (B)
indukci6 alakulasara a kontroll %-ban kifejezve.

A citolégiai és ultrastruktdralis vizsgédlatokat a Mezdgazdasagi Biotechnoldgiai Kozpont
Elektronmikroszkép laboratériumaval kozosen végeztiik. Vizsgalatainkat 7 napos mikrospérakon
és 30 napos mikrospodra eredetii struktirdkon végeztiik. Vizsgdlataink alapjan elmondhatd, hogy az
egyes szelekcids dgensek szdmos citoldgiai, morfoldgiai és fejlddésbioldgiai elvaltozast idéztek eld
(2. és 3. dbra).

Az egyes szelekcids dgensek szdmos citoldgiai, morfoldgiai és fejlédésbioldgiai elvaltozast idéztek
eld. A citoldgiai vizsgdlatokat 7 napso mikrospdorakon és 30 napos mikrospdra eredetii struktirdkon
végeztilk. A paraquat, a metionin+riboflavin és a menadion erdteljes kromoszéma kondenzacidkat
és degenerdlt sejtmagokat okozott a mikrospdrakban, amelyek kiilonb6z6 méreti sejt degradacidkat
idézett el (2. abra B-D). A 30 napos antéra kultirabdl szdrmazé mikrospéra eredetli struktirdk
toluidin kékkel festett fél vékony metszeteinek tanulmanyozdsa sordn a metionin+riboflavin kezelés
hatdsara lipid felhalmozddast (3. dbra C), mig a t-BHP tartalmu téptalajrdl regenerélt kalluszokban
szamos nagy kiterjedési, toluidin kékkel erdsen festdédd membrannal koriilhatarolt sejtorganellumot
figyeltiink meg (3. dbra E). A paraquat és a menadion sejtelhaldsokat idézett el6 a mikrospdrak
fejlodése soran, igy gyakoribba véltak az amorf rendellenes alakii embridk (2. dbra G és I). A
menadion és a t-BHP mddositotta a mikrospordk in vitro fejlodésének lehetséges ttjait. A
menadion megndvelte az embridszert formak, a t-BHP a kalluszszert struktirdk ardnyat. Az ilyen
jellegli vizsgalatok eredményeit szamos konferencidn poszter ill. eldadds, valamint tudomanyos
kozlemények formajaban bemutattuk (1asd részletes lista).

2. dbra: 7 és 30 napos antéra kulturdabol szarmazé mikrospérak ill. mikrospora eredetii struktirdk
DAPI festése (A-J), valamint 30 napos antéra kultirdbol szarmazé strukturdk fél vékony

metszetteinek toluidin kékes festése. (Bar= A-J 25um, F-I 100um és J 50um)

Kontroll Pq (1uM) Met+Rib (10uM) Menadion (100uM) t-BHP (10mM)

Sejt degradécio6 Degeneralt sejtmag Kromoszér:ysond.




3. abra: 30 napos antéra kultirabol szarmazé strukturdk fél- (festés toluidin kékkel) ill. ultra-
vékony (TEM) metszeti. (Bar= A-E 25um és F-J 20 pm)
Konrtoll Paraquat Met+Rib Menadion
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A DH novények élettani vizsgalata

A DHy novények elddllitdsa utdn megkezdtikk a szelektalt vonalak DH; utddainak stressz-
fizioldgiai jellemzését annak megéllapitasa érdekében, hogy ezek a novények valéban jobb oxidativ
stressz tolerancidval rendelkeznek-e, mint a kontroll (szelekcidés nyomdsnak nem kitett) novények.
A vizsgalatok sordn kideriilt, hogy a paraquat tartalmu taptalajrél regenerdlt novények koziil csak
11, a t-BHP tartalma tdptalajrél regenerdlt novények koziil 9 és a metionin+riboflavin tartalmu
taptalajrél regenerdlt novények koziil csak 5 volt csirdzé képes, vagy vizsgilatra alkalmas. Ilyen
szempontbdl a menadion esetében a szelekcid nem volt eredményes.

Az élettani vizsgédlatokhoz a novényeket novényneveld kamraban (PGV-36) neveltiik kb. 2 hénapig
(16h fény (200um01/m2s), 80% RH és 15/18 °C kezdeti hdmérsékleten, melyet hetente 2/2 °C-kal
emeltiik). A fizioldgiai vizsgélatokat a teljesen kifejlédott , de az oregedés jeleit még nem mutatd
leveleken végeztiik €s a virdgzas elodtt befejeztiik (4. dbra).

4. abra: A vizsgalt novényi anyag.

A megfeleld fejlettségii levelekbdl levélkorongokat kivagva, Usztatdsos kisérletekben vizsgaltuk az
egyes vonalak szelekcids dgensekkel szembeni tolerancidjukat.

A fiziol6giai teszteléshez a klorofill a fluoreszcencia indukcié mddszerét, klorofill (a+b) tartalom
meghatarozdsanak, valamint ionvezetd-képesség mérésének modszereit hasznaltuk. A lipidperoxid
tartalmu (t-BHP) taptalajrdl szdrmazé egyedeket lipidperoxiddcié mértékének meghatdrozisaval is
kiegészitettiik. A fizioldgiai vizsgélatok elvégzésének mddjait, a mérési eredményekbdl szamolt
paramétereket a részjelentésekben részletesen ismertettiik, igy most attdl eltekintve, Osszesitett
tablazatos formdban mutatjuk be a vizsgélt paraméterekbdl szamolhatd rezisztencia faktorokat
minden egyes vonal esetében (2. tdbldzat). A kontrollhoz képest szignifikdnsan tolerdnsabb
vonalakat piros szinnel kiemeltiikk. Ezen vizsgdlatok alapjan a Pq tartalmu tdptalajrél regeneralt
vonalak koziil 6, a t-BHP-ot tartalmazé taptalajrél regenerdlt vonalak kozil 5, a
metionint+riboflavint tartalmazé tiptalajrol szelektdlt vonalak koziil legaldbb 2 tolerdnsabbnak
mutatkozott, mint a kontroll vonalak.



2. tdblazat: A regenerdlt vonalak fizioldgiai vizsgalatok alapjan szdmolt rezisztencia faktorai.

Paraquat tartalmu taptalajrol t-BHP tartalmu taptalajrol
szelektalt vonalak szelektalt vonalak
Vonal RfFV/FM RfChl Rfion v
A18 1 08 11 Vonal | Rfggy | Rfcn | Rffipidperox.
. . - A-18 1,11 0,8 2,9

Kontroll 1 1 1

Kontroll 1 1, 1
Rpgl 1.71 1.97 1.1

Rgupl 1.65 1,67 3,5
Rpq2 2.43 2.2 1.2

Rgnp2 2.02 10,2 1,3
Rpg3 1.5 1.6 1.1

Rpup3 1.62 1,74 2,2
Rpg4 0.36 0.84 1.2

Rpupd 1,44 1,17 1,8
Rp,S 7 4.15 1.8

RgpupS 1,10 2,91 2,07
Rpy60 0.86 0.64 1.3

Rpup6 1,12 0,4 3,36
Rpy7 1.71 1.2 1.0

Rgup? 1,97 3.4 2,74
Rpq10 1.6 3.0 1.2

Rgup8 1,74 2,1 1,54
Rpq12 2.1 2.2 2.5 Rurnd 1.35 108 323
Rp 14 105 | 3.4 34 e : : :
Rpq17 4.87 3.1 1.8

Metionint/és)riboﬂ?v’int Vonal |Rfsgy | Rfcs

tartalmazo taptalajrol

szelektalt vonalak A-18 1.8 1,62
Kontroll 1 1
Rr4 0,8 3,6
RRr5 3,06 3,9
RRr6 1,06 8,7
Rg8 2,38 2,6
RR9 3.4 3,7

E novények korében mutatott magasabb oxidativ stressz tolerancidt in sifu festési eljarassal is
sikeriilt igazolnunk (5. dbra). Ezekhez a vizsgélatokhoz a szuperoxid gyokok in situ kimutatisara is
alkalmas NBT (nitro-blue-tetrazolium) és a hidrogén peroxid (H,O,) kimutatdsara alkalmas DAB
(3’3’-diaminobenzidine) festési eljardsokat alkalmaztuk (Fryer et al. 2002, J Exp. Bot, 53, 1249-
1254).

5. abra: Szuperoxid gyokok és H,O, in situ kimutatasa.

Pq kezelt NBT festett mintak

RS R12

Pq kezelt DAB festett mintak

RI17



BHP kezelt NBT festett mintak

A-18 K Rpupl Rpup2 Reups Rpup? Rpup9

BHP kezelt DAB festett mintak

%& Clad B

Rgppl Rpnp2 Rgupd Reup7 Rgur9

Met+Rib kezelt DAB festett mintak

Rumewrind RuMeribd

A-18

Tolerans vonalak biokémiai (antioxidans enzimek aktivitasanak) vizsgalata

A vizsgélatok 3. szakaszdban (évében) a rezisztensnek tiind vonalakat teszteltik annak
megéllapitisa érdekében, hogy ezen vonalak jobb oxidativ stressz tolerancidjanak hatterében dllhat-
e az antioxidans védekez6 rendszer fokozott aktivitasa.

Ennek érdekében a kisérleteinket a fizioldgiai vizsgédlatokhoz hasonlé moédon végeztik. Az
antioxidans enzimek (aszkorbinsav peroxidiz (APX), glutation reduktiz (GR), glutation-S-
transzferdz (GsT) és kataldz) aktivitasait spektrofotometrids (Darké és mtsai. 2004, Plant Sci
166(3):583-591), ill. a SOD enzim aktivitasat gélelektroforézis (Fodor és mtsai 1997, Plant Physiol
114(4):1443-1451) moédszerek segitségével hataroztuk meg. Az eredményeinket a 6. 7. és 8.
abrakon mutatjuk be.

Az adatok alapjan a paraquat tartalmu tdptalajrél szelektdlt vonalak koziil az RS, R14 és R17-s
vonalak GR, GsT és kataldaz enzimeinek aktivitdsa alap és paraquat kezelés hatdsira nagyobb
aktivitassal rendelkeznek, mint a kontroll novények (6. dbra).



6. dbra: Paraquat tartalmu téptalajrél szelektdlt vonalak antioxidans (aszkorbinsav peroxidaz
(APX), glutation reduktidz (GR), glutation-S-transzferdz (GsT) és kataldz, valamint szuperoxid-
dizmutaz (SOD) enzimeinek aktivitasai.

Glutation-reduktaz enzim aktivitasa Glutation-S-Transzferaz enzim aktivitasa
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A t-BHP tartalmu taptalajrdl szelektalt vonalak esetében a vizsgalt vonalak koziil az R1 vonal GR,
APX és kataldz enzimek aktivitdsa magasabb, mint a kontroll novényeké. Megfigyelhetd tovabba,
hogy az R9-es vonal nagyobb APX és az R7-es vonal nagyobb kataldz aktivitdssal rendelkezik,
mint a kontroll novények (7. dbra).
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7. 4bra: t-BHP tartalmi tdptalajrél szelektdlt vonalak aszkorbinsav peroxiddz (APX), glutation
reduktdz (GR), glutation-S-transzferdz (GsT) és kataldz enzimeinek aktivitasai.



GR (EU / gr FW)

A metionint és riboflavint tartalmazé taptalajrél szelektdlt vonalak vizsgalata sordn
megallapitottuk, hogy az RS vonal esetében csak az APX, az R9-es vonal esetében a GR és az APX
aktivitdsai voltak magasabbak, mint a kontroll névényeké (8. abra). Sajnos a SOD enzim egyik
kezelés esetében sem mutatott nagyobb aktivitdst a szelektalt vonalakban, mint a kontrollban.
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8. dbra: Metionin és riboflavin tartalmi tdptalajrél szelektalt vonalak antioxiddns (aszkorbinsav
peroxiddz (APX), glutation reduktdz (GR), glutation-S-transzferdz (GsT) és kataldz) enzimeinek
aktivitdsai.

Mindezek alapjan feltételezhet, hogy az egyes szelektdlt vonalakban bizonyos (ldsd kordbban)
antioxiddns enzimek nagyobb  aktivitisa hozzdjarulhat az adott vonal oxidativ
stressztolerancidjanak novekedéséhez, de déltalanos antioxiddns kapacitds novekedésérdl ezen
vonalak esetében sem beszélhetiink. Feltételezhetéen ezen novények rendelkezhetnek egyéb
altalunk eddig meg nem vizsgélt, bar a szakirodalom szerint el6forduld, egyéb védekezo
mechanizmusokkal is.

Tolerans vonalak hideg- és szarazsagtiirésének, valamint egyes patogénekkel szembeni
érzékenységének vizsgalata

A vizsgalatok utolsé szakaszdban (4. év) arra voltunk kivancsiak, hogy a szelektalt és a megfeleld
rezisztencidval rendelkezd vonalak nemcsak a szelekcids dgenssel szemben, hanem egyéb oxidativ
modon kérositd stresszfajtakkal szemben is nagyobb ellenédllésagot mutatnak-e. Ehhez hideg- és
szarazsagtiirési vizsgalatokat végeztiink. A budapesti Novényvédelmi Kutatdintézet Kérélettani




Osztalyan pedig azt tesztelték, hogy szelektalt és a megfelel rezisztencidval rendelkez6 vonalak
toleransabbak-e egyes patogénekkel szemben.

A kukorica igen érzékeny a kelés id6szakaban, valamint fiatal (néhany leveles) dllapotban, ezért a
hidegtlrést csirdzaskor, valamint fiatal, 4-6 leveles fenofdzisban vizsgaltuk.

Csirazaskori hidegtiirés vizsgalata

A magokat alacsony (Tg °C ) hémérsékleten csiraztattuk. Kontrollként T,s °C-t alkalmaztunk.
Vizsgaltuk a csitdzdsi %-t (a csirdzott/csirdzasra letett magok szdma), ill. a csirdzésig eltelt napok
szamat. Sajnos a csirdzds mértéke igen véltozo volt az egyes vonalak kozott, ami az in vitro
szelekcids technika kovetkezménye is lehet, de még igy is jelentds szdmban taldltunk olyan
vonalakat (Rpq5, Rpql4, Rpupl, Rpup2, Rpup5, Rr5, Rgr9) melyek csirdzdsi %-a eléri, vagy
meghaladja a kiinduldsi A-18-s hibridét (a kontroll DH vonalét pedig mindenképpen). E vonalak
altaladban hamarabb is csirdztak, mint az A-18-s hibrid. Azok a vonalak, melyek hidegtiirési faktora
(csirdzasi % Ty °C-n/csirdzdsi % Tps °C-n) kisebb volt, mint 0.6 a fiatalkori hidegkezelés sordn
lemaradtak a fejlodésben, a tovdbbi vizsgalatokra alkalmatlanok voltak. Az eredményeket a 3.
tablazatban mutatjuk be.

3. tablazat: Csirdzaskori hidegtlrés vizsgalat: A vizsgalt vonalak csirdzasi %-a, ill. a csirdzasig
eltelt napok szama T=25 °C és T=8 °C —n.

Genotipusok Csirazasi % Csirazasig Csirdzasi % | Csirazasigeltelt | Hidegtiirési
(T25°C) eltelt napok (Tg °C) napok faktor
A-18 90 3 88 11 0.97
K 75 3 55 12 0.73
Rpy2 45 4 7 12 0.15
Rp,S 75 3 75 11 1
Rpq10 20 3 8 12 0.4
Rpg12 30 3 18 12 0.6
Rp,14 95 2.92 95 9.52 1
Rpq 17 25 3 6 12 0.24
Rgprl 95 2.71 95 11 1
Rpup2 85 2.83 85 10.88 1
Rppp5 90 3 90 11.07 1
Rpup7 75 2.61 60 11.2 0.8
Rpup9 100 3 100 12.28 1
RR5 100 4 100 10.69 1
RRr9 90 2.5 90 10.84 1

Fiatalkori hidegtiirés vizsgalata

A fotoszintetikus folyamatok igen érzékenyek az alacsony homérsékletre. Alacsony hdmérsékleten
a toxikus oxigén formak felhalmozddisa megnd. Ez karosithatja a fotoszintetikus apparatus
mikodését, tartés hatds esetén a klorofill (a+b) tartalom csokkenéséhez is vezethet. Mi jelen
esetben ezt a két folyamatot vizsgéltuk. A novények a normél kukoricandvekedési program szerint
novekedtek kb. 4-5 leveles dllapot eléréséig, ekkor 4 napos 8 °C-s hidegkezelésnek vetettiik ald
Oket. Az 5. napon torténtek a mérések, ill. mintavétel a klorofill (a+b) tartalom meghatdrozasihoz.
A fotoszintetikus apparatus miikodését a klorofill a fluoreszcencia indukcié moédszerével (lasd
2003 évi részjelentés), az Fv/Fm meghatirozdsan keresztiil vizsgaltuk 15 perces sotétadaptélds
utdn. Kontroll vizsgdlatokhoz az azonos ndvekedési program szerint fejlédo és hideg kezelésnek ki



nem tett novényeket hasznaltuk. Amint azt a 4. tdblazatban bemutatjuk, hideg kezelés hatasara az
Fv/Fm drasztikus csokkenése figyelhet6 meg. Ugyanakkor szdmos szelektilt vonalban ez a
csokkenés kisebb mértékil volt, mint a DHyonron 111, A-18 hibrid esetében. Ezeket a tablazatban
piros szinnel tiintettiik fel. Sajnos a 4 napos kezelés a klorofill (a+b) tartalom tekintetében még nem
okozott drasztikus véltozast, csupdn 10-15%-s klorofill tartalom csokkenés volt tapasztalhaté a
hidegkezelés hatdsara, ami nem tekinthetd szignifikdnsnak a vizsgalt vonalak esetében.

4. tdblazat: Fy/Fy, paraméter véltozdsa a hidegkezelés hatdsara.

Fv/Fm

T18120°C Ts°C
A-18 0.763 0.163
K 0.659 0.159
Reg2 0.765 0.179
RpgS 0.781 0.157
Rp,14 0.748 0.256
Rgurl 0.788 0.173
Rgup2 0.768 0.289
Rgupd 0.763 0.202
Rpnr7 0.757 0.227
Rgup9 0.756 0.229
RgS 0.752 0.304
RRr9 0.757 0.228

Ugyanakkor a fotoszintetikus aktivitds (és feltételezhetden egyéb biokémiai folyamatok)
csokkenése jelentés mértékben gitolta a ndvények novekedését, mely megmutatkozott a
hidegkezelés utdn 1 héttel mért ndvénymagassdg csokkenésében is (5. tablazat). A szelektalt
vonalak koziil szdmos esetben a fejlodés lassuldsa kisebb mértékii volt a kontrollhoz képest.

5. tdblazat: Hidegkezelés hatdsa a novények novekedésére.

Novénymagassag (cm)

Kontroll Hidegkezelt H/K
A-18 34.3 25.8 0.75
K 27.5 16.5 0.6
Rpq2 21 15.0 0.71
Rp,S 17.7 16.1 0.91
Rpq14 32.0 26.5 0.83
Rgppl 27.0 23 0.85
Rgpp2 28.3 24.6 0.86
Rpypd 33.0 21.8 0.66
Rgup7 23.7 19.5 0.82
Rpnpd 26.0 16.4 0.63
Rg5 18.3 15.2 0.83
Rg9 26.7 22.2 0.83

Tolerans vonalak szarazsagtiirésének vizsgalata
A kukorica egyedfejlodésének késobbi szakaszaban igen nagy problémat okozhat a korai nyar
(magas hémérséklet ill. csapadékszegényes idOszak) bekoszontése. Ezért a vizsgdlataink kés6bbi



szakaszaban a 8-10 leveles allapoti novényeket szarazsagnak ill. magas homérsékletnek tettiik ki.
A homérsékletet a 22/24 °C-r6l a kezelés els6 napjan 27, majd ezt kdvetden 35 °C-ra emeltiik, az
ontozést pedig a 3. nap végére fokozatosan megsziintettiik. A 7. nap végén megmértiik a novények
fotoszintetikus aktivitdsat, az optimélis kvantumhatéasfok (Fy/Fm) alapjan, majd a 10. nap végén
lemértiik a novények tomegét (hiszen a szarazsag jelentds mértéki vizvesztést eredményez).

Amint azt a 6. tdbldzatban bemutatjuk szirazsig és magas hémérséklet egyiittes hatdsdnak
eredményeképpen a novények fotoszintetikus aktivitdsa jelentdsen, lecsokken. Szamos szelektalt
vonal (a tablazatban pirossal jelzett) esetében ez nem volt olyan mértékii, mint a kontroll
novényeknél.

6. tablazat: Fy/Fy, paraméter valtozas ho-stressz és szarazsag hatdsara.

Fv/Fm

T18120°C T35°C
A-18 0.783 0.210
K 0.768 0.103
Rpg2 0.763 0.123
RegS 0.778 0.343
Rp,14 0.756 0.360
Rgupl 0.777 0.303
Rgeup2 0.759 0.140
Rgup3 0.760 0.353
Reupr? 0.765 0.223
Rgup9 0.773 0.214
RgS 0.768 0.315
RRr9 0.759 0.385

A kezelés 10. napjara a novények egy részének tomege jelentés mértékben csokkent, ami
valészinlileg els6dlegesen a nagyfokd vizvesztésnek tulajdonithat6. Ezt a késObbiekben
vizpotencidl méréssel is igazolni kivdnjuk. Ugyanakkor taldltunk olyan szelektdlt vonalakat (Rpy5,
Rpql4, Rpupl, Rr5), melyek tomege alig véltozott (7. tdbldzat). Ezen novények fotoszintetikus
aktivitidsa is magasabb volt, mint a kontroll€.

7. tdblazat: A novények friss tomegének valtozasa hd-stressz hatdsara.

Novénytomeg (g)

Kontroll Hokezelt Ho/K
A-18 50.83 37.5 0.738
K 10.75 8.13 0.756
Rpq2 19.9 11.6 0.583
Rp,S 13.5 12.76 0.943
Rp 14 48.15 42.4 0.88
Rgppl 30.25 29.778 0.98
Rpup2 437 25.5 0.58
Rpnp5 50.45 27.78 0.55
Rpup7 20.06 13.45 0.67
Rpup9 29.6 17.4 0.59
RR5S 14.6 11.55 0.79
RRr9 27.35 18.5 0.67




Az egyes genotipusok hideg- és szdrazsagtiirésének vizsgalata alapjan megallapithat6 volt, hogy a
szelektalt vonalak kozott taldltunk olyanokat, melyek jobban elviselték az alacsony hémérséklet
hatdsait, masok a magas homérséklet és vizhidny okozta karosoddsokat, tolerdltdk jobban, mig
néhiny genotipus mindkét stresszfélével szemben jobb paraméterrel rendelkezett, mint a kontroll
novények.

Tolerans vonalak korokozokkal szembeni ellenallé képességének vizsgalata

A budapesti Novényvédelmi Kutatdintézet Korélettani Osztilydn folyd kutatdsokban kimutattdk,
hogy a paraquat szelekcidval elddllitott dohdnynovény ellendllé kiillonb6zd abiotikus stresszekkel
és patogén fertdézésekkel szemben is. Egyiittmiikddésiink célja az volt, hogy a szelektdlt és a
fizioldgiai vizsgdlatok alapjdn a kontroll genotipusokndl nagyobb antioxiddns kapacitdssal
rendelkezd vonalak néhdny fontos kukorica kérokozdval és toxinnal szemben teszteljiik.

Mivel a n6vényi anyagok csirdzas nem volt megfeleld, ezért ezen jellegii vizsgélatainkba a kontroll
vonalakon kiviil csak a Pqr2, PqrS €s Pqr14 vonalakat vontuk be.

A genotipusok csirdzasa jelentésen eltért egymadstol €s a csirandvények vigorja jelentdsen
befolyasolja a nekrotréf kérokozokkal szembeni ellenallo-képességet, ezért mértik a
csirandvénykék gyokér- és hajtaskezdeményének atlagos hosszit is a fuzariumos fert6zési tiinetek
bonitdlasan kiviil. Az eredményekbdl jol lathat6, hogy PQgrS5 és PQgrl4 jeli genotipusok
csirandvény korban ellendllébbak voltak a tobbi genotipusndl, ami biztaté és tovdbbi munka
folytatdsara Osztonoz (8. tablizat). FErdemes megjegyezni, hogy a PQgl4 genotipus
gyokérkezdeményei erds antocidnosodast is mutattak.

Hasonlé tendencidju eredményeket kaptunk a fuzarinsav toxinnal szembeni ellenédllésag
tesztelésekor, azonban ezek az eredmények még nehezen szamszeriisithetd, ezért a genotipusok
toxinrezisztencidjat vezetOképességi mérésekkel pontositjuk, amely jelenleg folyamatban van.
Elkezdtik a rezisztenciavizsgdlatokat mds nekrotr6f koérokozéval, igy a Exerohilum
(Helminthosporium) turcicum és rostratum gombakkal is.

8. tablazat: Szelektalt és kontroll kukorica genotipusok csirdzési erélye és ellendllésdga Fusarium
graminearum fertdzéssel szemben. Az egyik esetben a levagott elsé é€s masodik levelet nedves Petri
csészében inkubdltuk a gombatenyészetbdl kivdgott agarkoronggal és 4 nap utin mértik a
képzddott nekrdzis atmérdjét, mig a masik modszer esetében intakt ndvények elsd és masodik
levelét spora szuszpenzidval fertdztiik, nedves kamrdban inkubdltuk és 6 nap utdn az elhalds, illetve
a gombafedettség szazalékat értékeltiik.

Gyokérhossz Hajtashossz Nekrdzis atmérd | Elhalas/fert6zottség
(mm) (mm) (mm) (%)

A 18 3.0+0.5 2.0+0.3 1.1£0.4 55

K 3.410.4 1.810.6 1.5+0.7 80

PQR2 1.2+0.1 0.910.4 1.6+0.9 90

PQRS 3.1+1.1 1.710.6 0.91+0.2 40

PQR14 5.240.7 2.3+03 0.9+0.5 40




Eredmények értékelése

A palyézat célja olyan in vitro szelekcids technika kidolgozdsa és tesztelése volt, mely lehetdvé
teszi haploid szovettenyészetekbdl kiindulva dihaploid, fertilis paraquattal ill. egyéb oxidativ
karosodast el6idézd stresszekkel szemben ellendll6 genotipusok eldallitasat.

Célunk megvalodsitadsa érdekében mintegy 60 000 db antérat helyeztiink kiilonbdzd oxidativ stresszt
indukdlé vegyiileteket (paraquat, menadion, t-BHP, metionin+riboflavin) tartalmaz6 indukcids
taptalajra. A kiilonbozd szelekcids dgenseket tobbféle koncentrdcidban alkalmaztuk. A szelekcid
erdményeképpen 17 db fertilis, DHp ndvényt sikeriilt eldallitani paraquat tartalmu taptalajrél, 14 db
novényt a t-BHP, lipidperoxidot tartalmazé tdptalajrél, 10 db ndvényt metionint és riboflavint
(met+rib) tartalmazé taptalajrél és 3 db DHjp novényt sikeriilt felnevelni menadion tartalmi
taptalajrél. E novények utédainak fizioldgiai vizsgédlatdval (klorofill a fluoreszcencia indukcid,
klorofill (a+b) tartalom, ionvezetd-képesség, valamint lipidperoxidicié mértékének meghatirozasa)
igazoltuk, hogy a szelektalt vonalak koziil szamos valéban nagyobb oxidativ stressz tolerancidval
rendelkezik, mint a szelekcioban részt nem vett mikrospérakbol szdrmazé vonalak utddai ill. a
kiindulasként haszndlt A-18 hibrid. Eredményeinket in situ festési eljarassal is sikeriilt
alatamasztanunk. Ugyanakkor az antioxiddns enzimrendszer részletes vizsgalata feltarta, hogy az
egyes szelektdlt vonalakban bizonyos antioxiddns enzimek valéban nagyobb aktivitdssal
rendelkeznek. Ez hozzdjarulhat az adott vonal oxidativ stressz tolerancidjanak novekedéséhez, de
altalanos antioxiddns kapacitds novekedésérdl ezen vonalak esetében sem beszélhetiink.
Feltételezhetéen ezen novények rendelkeznek egyéb védekezd mechanizmussal is. Az egyes
genotipusok hideg- és szarazsagtiirésének vizsgalata alapjan megallapithat6 volt, hogy a szelektalt
és megfeleld rezisztencidval rendelkezé vonalak kozott taldltunk olyan genotipusokat, melyek
nemcsak a szelekcids dgenssel szemben, hanem hideg, ill. magas hémérséklet és szarazsag ellen
valamint egyes patogénekkel szemben is nagyobb ellendllésdgot mutattak, mint a szelekci6ban
részt nem vett mikrospdorakbdl szarmazo6 vonalak utddai ill. a kiinduldsként hasznalt A-18 hibrid.
Mindezen vizsgalatok alapjan elmondhat6, hogy mikrospoérak in vitro szelekcidja sikeresen
megvalosithaté oxidativ stressz-t indukalé vegyiiletek alkalmazasaval, beléliik, fertilis
dihaploid novények regeneralhatok, melyek koziil szamos igazoltan oxidativ és egyéb oxidativ
modon haté stresszfajtakkal (hideg, szarazsag) szemben toleransabbak, mint a szelekciéban
részt nem vett mikrospordkbol szarmazd vonalak utddai ill. a kiinduldsként hasznélt A-18 hibrid.
Eredményeink rdmutatnak arra, hogy e mddszer sikeresen alkalmazhaté lehet mds, a
koztermesztésben hasznalt hibridek esetében is.

Vizsgalataink sordn szamos alapkutatdsi tapasztalatokkal lettiink gazdagabbak, hiszen ez iddig nem,
vagy alig volt informacionk arrél, hogyan hatnak a szelekci6 sordn haszndlt vegyiiletek a
mikrospdrak in vitro fejlodésére.
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