A spontan szervspecifikus mutans Adhl-FFFF mintazata az anaerob

scutellumban és a pollenben a mutans allél dozisatol fiiggoen

Az autotetraploid W19 kukorica vonalban olyan mutans Adhl-F allélt hordozo
egyedek talalhatok, amelyeknél anaerob koriilmények kozott a scutellumban normalis vagy
csokkent az Adh-1 aktivitas, mig a pollenszemekben nincs, vagy 1ényegesen kevesebb, mint a
vad tipustiakéban (HAJOSNE és H. NAGY 1995). A mutans F allélt hordozo egyedeket 10
éve ontermékenyitéssel tartjuk fenn a SZIE, MKK Genetika és Nemesités Tanszéken. A
szervspecifikus mutans fenotipus tiz egymast kovetd generacion keresztiil atadodott.

A spontan létrejott mutdnsnak az anaerob scutellumban egysavos homozigota
mintazata van. Ez, attol fliggden, hogy a négy kromoszéma szegmentum koziil hany hordozza
a mutans F allélt, az alabbi négyféle Adhl-mF genotipusbodl johet 1étre: Adhl-mFFFF, Adhl-
mFmFFF, Adhl-mFmFmFF és Adhl-mFmFmFmF. Ezek ontermékenyitésekor a kdvetkezd

scutellum genotipusok, illetve pollenszemek keletkezhetnek:

Egy mutans F allél esetén :
Scutellum genotipusok: 1 mFmFFF : 2 mFFFF : 1 FFFF;
Pollen: sotétlila (100% ADH aktivitas) és vilagos lila (csokkent ADH aktivitas).

Két mutans F allél esetén

Scutellum genotipusok:
1 mFmFmFmF : 8 mFmFmFF : 18 mFmFFF : 8 mFFFF : 1FFFF
Pollen: sarga, vilagos lila vagy sotét lila.

Harom mutans F allél esetén

Scutellum genotipusok: 1 mFmFmFmF : 2mFmFmFF : 1 mFmFFF
Pollen: sarga vagy vilagos lila.

Négy muténs F allél

Scutellum: 100% mF

Pollen: 100% sarga, attetsz0, ADH hianyos (1. abra).




A mutans Adhl-F allél oroklodésének tanulmanyozasa az F; nemzedék

scutellumaban és pollenében

A szervspecifikus mutacio Oroklddésének tanulmanyozasara a vad tipust allélra
(Adh1-SSSS) homozigota ndvényeket kereszteztiink a mutans F allélra homozigotaval. A
keresztezéseket elvégeztiik mind a két irdnyba. A gyors és a lasst allélra homozigdta egyedek
keresztezése utdn a dimer enzim esetében az anaerob scutellumban harom savos mintazat
varhat6 1:2:1 intenzitdsi ardnyokkal. Ez azonban csak akkor lesz igy, ha az F allélt ado
anyatol vagy apatol két normalis F allél vesz részt a megtermékenyitésben. Az F; genotipusat,
tovabba a savok szamat €s intenzitasdt a megtermékenyitésben résztvevé mutans F allélek
szama fogja meghatarozni. Az alabbi esetek lehetségesek:

Egy muténs allél van, amely a vad tipussal torténd keresztezés utan 1:1 ardnyban képez Adhli-

mFF/Adh1-SS és Adhl-FF/AdhI-SS heterozigdtakat. A pollen szemek diploidok, mFF; mFS;

FS ¢és SS genotipusuak.

Két mutans F allélja van az egyik sziilének, és igy a keresztezés utan 1:4:1 aranyban lesznek

0,1 és 2 mutans F allélt hordozo6 F, scutellumok. A pollenszemek mFmF; mFS; SS; mFF; FF
¢s FS genotipusuak. Az mFmF genotipusuak valésziniileg ADH hianyosak, és ezért sargak.

Hérom mutans F allél esetén az F; scutellumokban azonos aranyban lehet taladlni 1 vagy 2

mutans allélt hordoz6 genotipusokat. A pollenszemek mFmF; mFF; mFS; FS ¢és SS

Osszetételliek. Az mFmF pollenek valdszintileg sargak.

Az egyik sziilé csak mFmF gamétakat képez, ezért minden F; utdd Adhl-mFmF/Adhl-SS

genotipusu. Pollenszemeik pedig mFmF; mFS és SS Osszetételiiek. Tehat ismét varhato az
ADH hianyos pollenszemek megjelenése.

Az elektroforézis és az enzim specifikus festés utan a géllapokon a harom kiilonboz6
F csordl levizsgalt 17 db szem scutelluméaban 8 esetben volt harom savos, 8 esetben két savos
és egy esetben egy savos, SSSS homozigéta mintazat. Ez utdbbi két eltéré homozigota
keresztezése utdn normadlis esetben nem lehetett volna. Feltételezziik, hogy az egysavos
mintazat esetén az F; nemzedék az Adhl-mFmF/Adhl-SS genotipusu lehetett, amikor is F-F
homodimerek egyaltalan nem képzddtek. A két savos mintazatok, az S-S homodimerek és az
S-F heterodimerek megléte, az F-F homodimerek hidnya viszont Adhl-mFF/ Adhl- SS
genotipusra enged kovetkeztetni. Mindezek azt bizonyitjdk, hogy a mutans F allél a

keresztezés iranyatdl fiiggetlentil 6roklodott (2.,3.,4. és 5. abrak).



A denzitogramok alapjan meghataroztuk az S és az F allélek gyakorisagat is. Normalis
esetben a scutelluban a két allél szintézis rataja azonos. Mutans allél esetén azonban a vad
tipussal torténd keresztezés utdn az F; nemzedék scutellumaban S allél 74%-ban , az F allél
pedig csak 26%-ban jarult hozzé az 6sszes ADHI1 aktivitdshoz. Vagyis a mutans F allél 24%-
kal kevesebb alegységet szintetizalt. A 17 esetb6l négyben a szintézis rata megkozelitette az

50:50 %-ot (1. tablazat).

2. abra. 1,2 és 3 savos ADH1 mintazatok az F; nemzedékben.
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3. abra. 1,2 és 3 savos ADH1 mintazatok az F; nemzedék anaerob scutellumaban
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4. abra. Egy savos ADHI1 mintazat denzitogramja az F| nemzedék anaerob scutellumaban.
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5.abra. Két savos ADHI mintdzat denzitogramja az F; nemzedék anaerob scutellumaban.



1. tablazat. Adhl-F és Adhl-S allélok %-a az F; nemzedékben az anaerob scutellum

denzitogram értékei alapjan

Sorszam S-S F-S F-F | AdhlI-SSSS Adhl-

% % % % FFFF
%

1 71,5 28,5 0 85,75 14,25

2 48,5 36,5 15,0 66,75 33,25
3 35,3 37,7 27,1 54,2 45,8
4 72,1 27,90 0 86,1 13,9

5 47,1 37,5 15,4 65,85 34,15
6 50,6 37,8 11,5 69,5 30,4
7 34,7 39,1 26,2 54,7 453
8 38,1 39,4 22,5 57,8 42,2
9 38,7 38,4 22,8 57,9 42,1
10 60,4 39,6 0 80,2 19,8
11 100% 0 0 100 0,0
12 37,4 41,0 21,6 57,9 42,1
13 65,9 34,1 0 83,0 17,0
14 63,1 36,9 0 81,6 18,4
15 77,4 22,6 0 88,7 11,3
16 74,5 25,5 0 87,2 12,8
17 59,7 40,3 0 79,8 20,2
Atlag 54,8 33,1 9,5 73,9 26,1
Széras 19,2 10,2 11,1 14,2 14,2

Az F| nemzedék pollenjének hisztokémiai vizsgalata csak a sotétlila, ADH aktivitassal
rendelkezd pollenszemek jelenlétét mutatta ki. Ezeknek a fenotipusos revertdnsoknak a
denzitas értéke 78,2+9,1 volt, mig a vad tipusuaké 104,7+10,0. A 78-as denzitas érték
esetében tehat a szordst meghaladd, 25%-os intenzitds csokkenés kovetkezett be, amely
Ezek a
pollenszemek Adh-mF/Adh-S, vagy Adh-F/Adh-S genotipustiak lehettek (6. abra). A

azonos értékli a scutellumban megfigyelt 24%-os aktivitds csokkenéssel.

pollenszemek két sdvos ADH1 mintazata az F - F homodimerek hidnyara utalt.



6. abra. Az F nemzedék sotétlila pollenszemei



Az F, nemzedék eredményei

Az F, nemzedéket az F; egyedek ontermékenyitésével allitottuk eld. Az F, egyedek a
keresztezés iranyatol fiiggetlenil Adhl-mFF/Adhl-SS vagy Adhl-mFmF/Adhl-SS
genotipustiak voltak. Egy Adhl-mFF/AdhI-SS genotipusii ndvény négyféle tipusu gamétat
képez ontermékenyitéskor 1:2:2:1 aranyban, amelybdl kilenc féle genotipus és 1, 2 vagy 3
savos mintazat johet létre (2. tablazat). Duplexbdl és szimplexbdl lesz olyan, amelyben
normalis F allél van, de triplexb6l nem. A pollen szemek pedig, ha az F; nemzedék
eredményei alapjan igaz az, hogy egy vad tipusu S allél vagy egy normalis F allél jelenléte a
pollenben helyreéllitja az ADH aktivitast, akkor csak az mFmF pollenek lesznek sargak, a
tobbi lila lesz.

2. tablazat. Adhl-mFF/Adh1-SS vagy Adhl-SS/Adhl-mFF  genotipusi F; egyed

ontermékenyitése utan keletkezd F, scutellum genotipusok, sdvszamok és pollen fenotipusok

Geno-/fenotipus | Savok szama | A pollen varhato
fenotipusa
Adhl-mFmFFF 1 sarga ¢és lila vagy
rozsaszin
Adhl-mFmFFS 3 vagy 2 sarga ¢s lila
Adh1-mFFFS 3 lila
Adhl-mFmFSS 3 vagy 2 sarga ¢s lila
Adh1-mFFSS 3 lila
Adhl-FFSS 3 lila
Adh1-mFSSS 3,2 vagy 1 lila
Adhl-FSSS 3 lila
SSSS 1 lila

A masik esetben, amikor minden F; névény scutellumaban két mutans F allél van,
akkor a harom féle gaméta random kombinacidja 6t féle genotipust ad (3. tablazat).
Valamennyi heterozigota genotipus tartalmazni fogja a mutans F allélt. Ennek megfeleléen

annak ellenére, hogy az anaerob scutellum mintazata 0-3 savos lehet, el6fordulhat, hogy nem



talalunk 3 savos mintdzatot a géllapokon. Az 1. genotipusi ndvényrdl, ha ez a genotipus

felnevelhetd, csak sarga pollen hullik. A 2. és 3-r6l sarga ¢s lila, a 4. és 5-r6l pedig csak lila.

3. tablazat.  Adhl-mFmF/Adhl-SS vagy Adhl-SS/Adhl-mFmF genotipusi F; egyed

ontermékenyitése utan keletkezo F, scutellum genotipusok, savszamok és pollen fenotipusok

Sorszam Geno-/fenotipus Savok szama A pollen
varhato
fenotipusa
1. Adhl-mFmFmFmF 1 vagy 0 csak sarga
2. Adhl-mFmFmFS 2 vagy 1 sarga ¢s lila
3. Adhl-mFmFSS 3 vagy 2 sarga ¢s lila
4. Adh1-mFSSS 3,2 vagy 1 lila
5. Adh1-SSSS 1 lila

Tehat az F, nemzedékben a heterozigota mintazatok koziil mar nem csak a duplex
jelenik meg, hanem a triplex (AdhI-FFFS) és a szimplex (AdhI-FSSS) is 9:6:1, illetve 1:6:9
intenzitdsi aranyokkal. Ebben a nemzedékben mar varhaté az egy savos AdhlI-SSSS
homozigota mintdzat megjelenése, amelyet el kell kiiloniteniink a mF allélek miatt 1étrejovo
egy savos mintazattol. A két sdv megjelenése a harom helyett itt is ugyanazt fogja jelenteni,
mint az F; nemzedékben; vagyis kevesebb és/vagy instabil F alegységet. Az Adhl-FFFF és
Adhl-FFFmF geno-/fenotipusii homozigotak kihasadasara ebben a nemzedékben még nem
szamithatunk. Lehetnek viszont Adhl-FFmFmF ¢és Adhl-FmFmFmF homozigotak. Az
AdhimFmF/Adh1-SS vagy az Adhl-SS/Adhl-mFmF genotipusok ontermékenyitése utan nem
varhatunk normalis, 1:2:1, 1:6:9 vagy 9:6:1 intenzitasi aranyt heterozigéta mintazatokat.
Pollen szinten csak kétféle fenotipus varhatd a sarga és a sotétlila. Az mFmF genotipust
pollenek sargak, ADH hidnyosak. Minden olyan pollenszem, amelyben egy vad tipusu allél
vagy egy normalis F allél van, s6tét lila. Rozsaszinli pollenek nem varhatok.

Az F, nemzedékben 9 csorol 64 szem scutellumabdl izolaltunk ADH1 izoenzimet, és
valamennyi mint4zatot denzitometraltunk. Az enzimspecifikus festés utan 55 db harom savos,
6 db két savos (7. abra) és 3 db egy sdvos ADHI mintazatot talaltunk. Az utobbi Adhl-SSSS
homozigoéta volt. Az 55 db harom sévos mintazat koziil csak 2 db olyan volt, amelynél a

savok intenzitdsa a szimplex genotipusnak, Adhl-FSSS-nek megfeleld 1:6:9 volt (8. 4bra).



Normalis duplex mintazatot - valdsziniileg azért, mert kevés szemet vizsgaltunk - nem
taldltunk. A harom savos mintazatok tobbségénél a harom féle heterozigota tipus —
valdsziniileg a mutans F allélek jelenléte miatt - nem volt megkiilonboztethetd (9. abra).

96 db F, pollen minta hisztokémiai festése utan 94-nél csak sotét lila, revertans, ADH"
polleneket lattunk, kettonél pedig sarga, ADH hianyosakat. A lila pollenek denzitas értékei

nem tértek el az F; nemzedékétol.

1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109 118

7. abra. Két savos ADH1 mintazat denzitogramja az F, nemzedékben.

1 10 19 28 37 46 55 64 73 82 91 100 109 118 127

8. abra. Harom savos heterozigota szimplex (4dh1-FSSS) mintazat az F, nemzedékben.
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9. abra. Harom séavos heterozigéta ADH1 mintazat az F, nemzedékben az eddigieknél tobb

F - F homodimerrel.

Az F nemzedék molekularis analizise

Mivel a Chen és munkatarsai (1987) altal leirt Adh1-3F1124 mutans esetében éppen
forditott az ADH1 aktivitds, mint a mi esetiinkben; vagyis a pollenben van aktivitds, az
anaerob scutellumban pedig a vad tipusuénak csak kb. 6%-a. Tovabba, mert 6k azt
feltételezték, hogy a jelenséget egy kb. 2,0 Kbp Mul-hez hasonl6 inszercié okozza az Adhl
gén transzkipcios egységének az 5’ végénél, ezért elsd megkdzelitésként mi is Mu inszerciot

feltételeztlink a promoter régioban. Ennek megtaldlasara a kovetkezd primereket terveztiik:

UGM-F 5° CAC CCC ACC AGT CCA CCA CCT 3’
OA-R 5 CTCCGC AAATCT TCG AAC AGA ATC 3’

Az OA-R primer az Adhl gén promoterében van, az UGM-F pedig a strukturgénben (10.
abra). A levizsgalt AdhI-SSS vad tipust, a mutdns F allélt hordozd egyed, valamint a

keresztezéslikbdl szarmazo F, egyedek PCR analizise utan kapott ~ 320 bp fragmentumokat
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kivagtuk, beklonoztuk és szekvenaltuk. A szekvencidk értékelésekor az egyik F; egyednél két
eltérést talaltunk az 5 nem transzlalodo régioban; a +46-nal G vagy A van, a +70-nél pedig
C vagy T. A szekvenciankat Gsszehasonlitottuk a szekvencia bankban lévokkel és azt az
eredményt kaptuk, hogy ez egy Ds mutans, amely az Ac elem jelenlétében revertalodott (11.

abra).

1 AGAAATTGGATGCTTATAAATAGGCCCTCAATGTCCTTGTTGGGTTTATGAAATTTACATC

67 CCATTATTTTAAAAATAGACGAAGAATATGTTAGTAATTATGTATAAAAAACTAGAAACTA
133 AAAAAAACTGAGTTCCAGTTACCTTTATCTAATTCTTTTATAAGCTAATTTTTAGACACTG

199 AGAAACTGTTTTTAAAAAACTGGTGTGCTTCTGTTTAACTCTTCGTAAGAACAGTGGTACG
265 TGTCTATATTTGGCTTTTGTTAAAGCCAACAGTACATGCTTGCGTGGGTGAAAATGTGAAA
331 GCTGTGCTACAACTTTTCGGCTCCCTCCTGCTTCGGTGCTTCCACATGCCCCTGCACGG

397 AGAAATCCTAATGATTCAGCAGCACACCTGTCCGCCTAGCCGCCTACGCGTACACAGAAAAA
463 TTTTTGTCCACACACGCGCGCGCTCCGAGCCGCAGATCCGAGCTAGCGCGGCGCATCCGAC
529 CGACAGCGCAGTGCCGTCCTCCGCCGCCACCGCTTGGCGATTGTCCGCACCCCACCAGTCC
595 CTCCCCCACGAGCGAAAACCACGGTCCACGGACCACGGCTATGTTCCACTCCAGGTGGAGG
661 GCCCCGGTTTCGCAAGCCGCGCCGTGGTTTGCTTGCCCACAGGCGGCCAAACCGCACCCTC
727 CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCCTTTAGAGCTACCACTATATAAATCAGGGCTCATTTTCT

793 CTCACAGGCTCATCTCGCTTTGGATCGATTGGTTTCGTAACTGGTGAGGGACTGAGGGTCT
859 TGGATTGATTTGGGATTCTGTTCGAAGATTTGCGGAGGGGGGCAATGGCGACCGCGGGGAAG
925 TCAAGTGCAAAGGTCCGCCTTGTTTCTCCTCTGTCT

10. abra. A kukorica Adhl-F gén promoter €s open reading frame szakasza az UGM-F ¢és az
OAR primerekkel

CACCCCACCAGTCCACCACCTCCCCCACGAGCGAAAACCACGGTCCACGGACCAC
GGCTATGTTCCACTCCAGGTGGAGGCTGCAGCCCCGGTTTCGCAAGCCGCGCCAGT
GGTTTGCTTGCCCACAGGCGGCCAAACCGCACCCTCCTTCCCGTCGTTTCCCATCT
CTTCCTCCTTTAGAGCTACCACTATATAAATCAGGGCTCATTTTCTCGCTCCTCAC

AGGCTCATCTCGCTTTGGATCGATTGGTTTCGTAACTGGTGARGGACTGAGGGTCT
CGGAGTGGATCGATTTGGGATTCTGTTCGAAGATTTGCGGAG

11. dbra. A pollen specifikus expresszidban résztvevd GGACTGA motivum a +46 pozicidban,

és azonos, ismétl8d6 szekvencia (GGATCGA) +19-nél és +65-nél.
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