Szakmai zardéjelentés

»Introgresszio €s petesejt aktivacio tavoli buza hibridekben” (OTKA/NKFIH K101786)

Részletes jelentés (1 évre zarolandd!)

A projekt alapvet6 célkitiizései az alabbiak voltak:

- a petesejt aktivacio tanulmanyozasa idegen faju (introgresszios) keresztezésekben,

- a megtermékenyiilés és az azt megel6z6 1épések mikro-anatomiai jellemzése idegen faju
keresztezésekben,

- a kromoszoma kiesés jellemzése tavoli hibridekben a gabonaféléknél.

Miért volt ezekre a célkitiizésekre sziikség? Az idegen faji keresztezések a génatvitel nem-
GMO alapu valtozatai, amelyeket hagyomanyosan tobb, mint 100 éve alkalmaznak, és ezalatt
szamtalan sikeres ndvényfajta alapanyagéul szolgaltak. A szokasosnal genetikailag tavolibb
sziil6k kozti keresztezések gyakori velejaroja a haploidok keletkezése, ami torténhet az egyik
(gabonaféléknél csaknem kizarolag az apai) partner genomjanak teljes kiesése, az 1Un.
uniparentalis genom eliminacid révén, a kettds megtermékenyiilést kovetd mitotikus, majd
meiotikus osztodasok soran. A haploid utodok 1étrejottének masik lehetésége a petesejtbdl a
folyamata, ami a (gametofitikus) apomiktikus szaporodas egyik specialis valfaja (ritkan
pszeudogamiaval vagy centrogamiaval kombinacioban). Barmi legyen is a szaporodas modja,
ennek el6feltétele a petesejt aktivacioja, ami felkésziti a petesejtet a megtermékenylilésre
(ivaros utod és eliminacio) vagy pedig az anélkiil elindulé embridfejlédésre (apomiktikus ut).

Mivel az igy kapott haploidok felhasznalasuktol fiiggden lehetnek kivanatosak (pl.
homozigota vonalak elballitasa) vagy éppen nem-kivanatosak (pl. ,,pre-breeding’ alapanyag),
ezért Iényeges eredetiiknek és kialakulasuk mechanizmusanak az ismerete, mert ennek tiikrében
lehet azutan befolyasolni vagy tervezni a haploidok és a hibridek gyakorisagat és egymashoz
viszonyitott aranyat.

Az elért eredményeket a fentiek alapjan az alabbi bontasban részletezziik:

1. Egy hatékony buza x arpa keresztezési rendszer kidolgozéasa

2. A buza x darpa keresztezés progamikus (megporzastdl a megtermékenyiilésig) ¢és
posztgamikus (a megtermékenytiléstdl a korai embriofejlédésig) szakaszainak mikro-anatomiai
jellemzése

3. Az apai (arpa) genom eliminaciojanak jellemzése

4. Egyéb eredmények



1. Egy hatékony buza x arpa keresztezési rendszer kidolgozasa*

A petesejt aktivacidnak a tavoli hibridekben torténd tanulmanyozasdhoz elengedhetetlen
feltétel egy hatékony hibridizacios rendszer megléte, amellyel elégséges szamu utddot lehet
eléallitani, majd azok fent részletezett (hibrid vagy apomiktikus) eredetét megallapitani.

A tervezett buza () x kukorica (&) hibridizaciot az eldkisérletek soran elvetettiik, mert a
kukorica virdgzasi idejét szantofoldon nem lehetett Osszehozni az altalunk hasznalt buza
genotipusokéval. Ezért a tovabbiakban a hexaploid buza x arpa kombinacié kidolgozasara
Osszpontositottunk.

A rendelkezésre all6 szakirodalom (amely tobb mint 40 évet 6lel fel) alapos atvizsgalasa és
feldolgozasa alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a megoldas kulcsa egyértelmiien a
megfeleld buza-arpa genotipus kombinaciok azonositdsa lehet. A buza sziil6k
megvalasztdsdhoz kiindulasként egy masik idegen fajjal, a rozzsal valod keresztezhetdséget
vettiik alapul, mert erre szamos adat all rendelkezésre, sajat elkisérleteinkbdl is.

Végiil harom genotipus kombinacidt vizsgaltunk részletesen. Két valtozatot a genetikai
standardnak szamité ‘Chinese Spring’ genotipusbdl (n=21 kromoszoma), amelyr6l ma mar
kevéssé ismert, hogy a 20. szézad elején éppen a rozzsal valo keresztezhetdsége miatt figyeltek
fel ra. Harmadikként pedig egy, a martonvasari génbankban ‘Szecsudn’ néven fenntartott tételt,
egy szintén kinai tavaszi buzat valasztottunk, mert eldkisérleteinkben keresztezhetdsége a
rozzsal (>90%) még a ‘Chinese Spring’-ét (83-86%) is meghaladta. Mindharom buza
genotipust egyarant a ‘Morex’ tavaszi sorarpaval (n=7 kromoszoma) (valamint parhuzamosan
H. bulbosummal is) kereszteztiik, amely az elsé szekvenalt arpagenom forrasa is.

Varakozasainkat az arpaval végzett keresztezések beigazoltak: az embrioknak a megporzott
virdgokra vetitett gyakorisaga a ‘Chinese Spring’ genotipusok 3-6%-o0s értékéhez képest a
‘Szecsuan’ esetében megkozelitette a 16%-ot. Mivel az embriokbol a ndvényregeneracid
hatasfoka elérte vagy meg is haladta a 80%-ot, ezért a ‘Szecsuan’ X ‘Morex’ kombinacidban a
megporzott viragokra vetitett novénykihozatal értéke a kivételesen magas 14%-ra emelkedett a
szakirodalom 1% koriili vagy az alatti atlagos értékeivel szemben.

Igazoltuk tovabba a kapott ndvények (Osszesen 95 db) haploid, valamint részleges vagy
teljes hibrid voltat. Ehhez haromféle technikat alkalmaztunk: aramlasi citometriat (79 db),
genomi in situ hibridizaciot (GISH, 20 db) és kromoszomakar-specifikus molekularis
markereket (32 db). Mindharom elemzéssel hasonlé eredményt kaptunk, amelynek 1ényege az
anyai (21 kromoszomas) haploidok magas, 75-80%-o0s eléfordulasa, mig a teljes hibridek
gyakorisaga 10% alatt maradt.

Ezen feladat osszefoglalasaként elmondhato, hogy egy hatékony buza x arpa keresztezési
rendszert dolgoztunk ki, ami azért is fontos, mert ez a két faj a legjelentdsebb kalaszos gabona
a mérs€klet égovon. Az anyai haploidok magas gyakorisaga jellemzd erre a nemzetség
keresztezésre, és bar csOkkentésiik kivanatos (Id. 3. pont), a rendszer ebben a formaban
kifejezetten alkalmas a haploidok eredetének vizsgalatara.

* Az ebben a pontban Osszefoglalt eredmények nagy része kozlemény forméjaban megjelent
nemzetkdzi, impakt faktoros szaklapban (Polgari és mtsi. 2014).



2. A buza x arpa keresztezés progamikus és posztgamikus szakaszainak mikro-anatomiai
jellemzése+

A kitlizott célok kozott szerepelt a buiza-arpa hibridek fejlodésének szisztematikus jellemzése
annak érdekében, hogy az esetleges akadalyok wvagy sziikk keresztmetszeti pont(ok)
beazonosithatd(k) legyen(ek). Ezért a megtermékenyiiléshez mint kézépponthoz viszonyitva
két f6 fazisra bontottuk a vizsgalatot: az azt megel6z6 progamikus (prefertilizacios) és az azt
kovetd posztgamikus (posztfertilizacios) szakaszra (Id. 2.1., ill. 2.2. pont).

2.1. A pollen életképessége és csiraképessége

A buza bibepapilladin megtapadt pollen (1. abra) életképességének meghatiarozasdhoz a sajat
vagy arpa pollennel egyarant mesterségesen megporzott btiza kaldszokbol a termdket 15, 30,
45 és 60 perccel a porzas utan fixaltuk, majd trypan kékkel festettiik (1B-C abra). Mindegyik
idépontban 10-10 sajat, ill. arpa pollennel porzott blza termdt vizsgaltunk, amelyeket
véletlenszerlien valasztottunk ki a fixalt mintakbol. A kiilonb6z6 idépontokban meghataroztuk
a még €16 és a mar elpusztult virdgporszemek 4tlagos relativ gyakorisagat. Az arpa pollen
¢letképességét minden iddpontban a sajat, kontroll pollenéhez hasonlitottuk, és ennek
fliggvényében értelmeztiik (2A abra).

Megallapitottuk, hogy a buza bibe felszinén megtapadt buza és arpa viragporszemek
¢letképességében nem volt szamottevo kiillonbség (2A abra). Az elsé vizsgalati idépontban —
15 perccel a megporzast kdvetden — a buza pollen 44,6%-a bizonyult élonek, €s az arpanal ez
az érték 40,2% volt. Az ezt kdvetd két idopontban — 30 és 45 perccel a megporzast kovetéen —
az arpa pollen szintén a buzaéval kozel megegyez0 vitalitast mutatott: az arpanal 24,3%, illetve
35,3%, mig a bliza esetében 22,8%, illetve 32,4% volt az €16 virdgporszemek gyakorisdga. A
sajat és az arpa pollen vitalitdsa kozott jelentds eltérés csupan 60 perccel a megporzast kvetden
volt tapasztalhatd, amikor az €16 buza virdgporszemek gyakorisdga (19,1%) tobb, mint
kétszerese volt az arpaénak (7,6%) (2A abra).

Mivel szakirodalmi adatok alapjan ismert, hogy a buza pollentomlé az embridzsakig
megkozelitdleg 30 perc alatt képes eljutni, €s az arpa pollentdmld novekedési sebessége ettdl
nem tér el jelentdsen, ezért az elsd pollentomldk a 60 perces mintavétel idején feltételezhetden
mar rég beléptek a csirakapun, meggatolva ezzel tovabbi pollentomldk célba érését, és ez a
csirazasnak indult pollen gyors pusztulasat idézte el6. Ez lehet a magyarazata annak, hogy 60
perccel a megporzast kdvetéen miért csokkent drasztikusan mindkét faj viragporszemeinek
életképessége.

A virdgporszemekbdl eldtord pollentomlok vizsgalatdhoz szintén termékenyitett és fixalt
termoket festettiink anilin kékkel (1D-E abra). A megporzas utan 15, 30, 45 és 60 perccel fixalt
termOkbol véletlenszertien kivalasztott 10-10 sajat, ill. arpa pollennel megporzott buza termdén
szamoltuk meg azokat a virdgporszemeket, amelyek legalabb a pollen atméréjének megteleld
hosszusagu tomlot hajtottak.

* Az ebben a pontban dsszefoglalt eredmények kozlése (Polgari és mtsi.) jelenleg eldkésziiletben van.
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1. abra. Az arpa pollen életképessége és toml6hajtasa buza bibén.

A: antézis allapottl buza termd; B: a bibe felszinén 30 perce megtapadt arpa pollen trypan kék festést
kovetden; az intakt, €16 pollen (nyillal jeldlve) nem vagy csupan kis mértékben mutat kék szinezddést,
az elhalt pollen kékre festodik; C: €16 és elpusztult arpa viragporszemek 30 perccel a megporzas utan;
D: anilin kékkel festett arpa pollen tomlShajtasa blza bibe felszinén (30 perc); a kalldzt tartalmazd
pollen és pollentomlék erdsen fluoreszkalnak; E: arpa pollentomlé névekedése a bliza bibe bels6
szoveteiben (60 perc).

A pollen csirazoképességét az adott idépontban a 10 termdn kicsirdzott viragporszemek
atlagos relativ gyakorisagabol hataroztuk meg. Az arpa pollen csirdzoképességét mindig a biiza
sajat, kontroll pollenéhez hasonlitottuk, és ennek fiiggvényében értelmeztiik (2B abra).

A buza bibe felszinén megtapadt sajat és arpa pollen csirdzésat Osszehasonlitva
megallapithato volt, hogy az arpa pollen €s a buza bibe koz6tt nem all fenn osszeférhetetlenség.
Az arpa viragporszemek a bibén tortént megtapadas utan azonnal csirdzni kezdtek, és 15 perccel
a megporzast kovetden mar 63,8%-uknal megfigyelhetd volt valamilyen mértékli
tomlonovekedés, ami jelentdsen meg is haladta a buzéanal észlelt 44,4%-ot. Ugyanez a
kiilonbség mutatkozott 30 perccel a megporzads utan is, amikor arpa esetében a kicsirazott
virdgporszemek gyakorisdga mar elérte a maximumat (94,6%), mig a sajat pollennek ilyenkor
még mindig csak 62,7%-a mutatott tomldndvekedést. A buzanal a csucsértéket 45 perccel a
megporzast kovetden mértiik; ekkor a kicsirazott buza viragporszemek gyakorisaga 78,8% volt,
mig az arpa esetében (89,8%) mar nem volt Iényeges valtozas az el6z6 idéponthoz képest.
Ujabb 15 perc elteltével, azaz 1 draval a megporzast kovetéen mar egyik kombinacidban sem
nétt a pollencsirazas: a buza bibe felszinén megtapadt arpa virdgporszemek 91,9%-anal volt
lathat6 pollentomlé. A buzanal ez az érték valamivel alacsonyabb volt: a pollen 81,7%-a kezdte
meg a csirazast (2B abra).
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2. abra. Sajat (buza) és arpa pollen életképességének (A) és csiraképességének (B) a porzastol szamitott
15-60 perc alatt bekdvetkezett idobeli valtozasai buza bibén.

Az anyai szovetekbe agyazott csirakapunal és annak kozvetlen kozelében a sajat (buza) és
az arpa pollentomloket anilin kékkel végzett festés utan konfokalis mikroszkoppal kovettiik (3.
abra). Mindkét faj pollentomléi egyarant elérték 1 ora alatt a csirakaput, és néhany esetben be
is jutottak azon (3C abra). Mindkét féle porzasnal talaltunk olyan pollentomléket is, amelyek
a csirakapun még nem léptek ugyan be a fixalas pillanataban, de néhany mikrométerre
megkozelitették azt, valamint olyanokat is, amelyek a termd hati oldalan az integumentum ¢és a
maghaz falanak bels6 epidermisze kozti térben tartottak éppen a csirakapu iranyaba (3B abra).

3. abra. Arpa pollentomlé nvekedése buza termében.
A: a n6i gametofiton sejtjei a buza terméjében; B: pollentdémld (nyillal jelezve) a csirakapu kozelében

60 perccel a megporzast kovetden; C: pollentomlé belépése a csirakapun keresztiil (60 perc).
K, kozponti sejt; P, petesejt; S, szinergida; M, csirakapu (mikropile); PT, pollentomld
A mérce az abrakon egységesen 100 um-t jeldl.



A szaporodas progamikus szakaszaban a sajat (buza) ¢és az arpa pollenszemek
¢letképességét, valamint a pollentomldk hajtasat a buiza bibén 6sszehasonlitva megéllapitottuk,
hogy a vizsgalt genotipus kombinaciok esetében nem tapasztalhato Iényeges eltérés. Mind a
buza, mind az arpa pollen hasonlé mértékben csirazott, hajtott tomlot, és a csirakapun keresztiil
nagy gyakorisaggal elérte a szinergida sejteket.

2.2. A posztgamikus (posztfertilizacios) szakasz citomorfologiai jellemzése

A megtermékenyiilt buza termdk (1A abra) belsejében lezajlo valtozasok részletesebb
feltarasdhoz Osszehasonlitottuk a buza vagy az arpa pollennel porzott bliza termdk
embriozsakjaban 1, 3 és 6 nappal a megporzas utan lejatsz6dd folyamatokat. Konfokalis
mikroszkoppal megvizsgaltuk, van-e szemmel lathato morfologiai kiilonbség az eltéré apai
genomot tartalmazo zigotak és proembridk esetében (4. abra), valamint van-e szamszertsithetd
eltérés a megtermékenyiilések szamaban a sajat vagy arpa pollennel porzott buza termékben?

Egy nap utan a sajat pollennel porzott biza ovulumok (szemkezdemények) mindegyikében
lathatéak voltak a megtermékenyiilés egyértelmii bizonyitékai: a zigéta minden esetben tual volt
az elsd osztddason, az endospermiumban pedig megfigyelhetd volt a conocitikus fazisra
jellemz6 intenziv sejtmagosztodas és citoplazma szaporulat (4A abra). Ugyanakkor az arpaval
termékenyitett buza ovulumok tobbségének morfologidja mar lathatéan kiillonbozott a kontroll
ovulumokétol. Hisz preparalt ovulumot megvizsgalva, harom esetben azt tapasztaltuk, hogy a
zigbta els6 osztddasa a kontrolléval megegyezé modon teljesen végbement: itt az embriok jol
lathatdan két eltéré méretii, kisebb apikalis és nagyobb bazalis sejtbol alltak, az endospermium
pedig mar t6bb sejtmagvas struktarat alkotott (4B abra).

Egy esetben sikeriilt kozvetleniil a megtermékenyiilés koriili allapotot megfigyelni. Az
ovulumban lathatd volt a mikropilén at betoré és a szinergida sejtek filiform apparatusaba
belépd pollentdmld, valamint az egyik himivarsejt, amely a szinergidan vald athaladas utan
kozvetleniil a petesejt sejthartyajahoz tapadt, mig a kozponti sejtben megfigyelhetd volt a
termékenyiilés utani allapotra jellemz6 harom sejtmag (4C abra).

Egy masik alkalommal a zigota épp az els6 mitdzis metafazisaban tartozkodott, €s jol 1athato
volt az osztddasi orsd, valamint a mikrotubulusok €s a sejt kozépvonalaban felsorakoz6 erdsen
kondenzalt kromoszomak (4D abra). A szdban forgd arpa pollennel termékenyitett zigétaban
egy kromoszoma jellegzetesen lemaradt a tobbi kozépsikba vandorolt kromoszomatol (4D, 4G
abra). Az ilyen lemarado kromoszomak a zigéta sejtosztodasai soran altalaban nem kertilnek
at az utodsejtekbe, és az egyedfejlodés kezdeti szakaszaban elvesznek. Itt tehat bizonyara egy
apai kromoszoma Kkorai eliminacigjat sikertilt kozvetleniil ,tetten érni”, megerdsitve ezzel
azokat a megfigyeléseket, amelyek szerint az arpa kromoszémdk a tokéletlen
centroméra/mikrotubulus kapcsolatok miatt alkalmanként lemaradnak (4G abra).

A fentieken kiviil harom esetben talaltunk sértetlen allapoti embridzsakokat, amelyekben
feltételezhetéen nem tortént termékenyiilés, vagy esetleg a folyamat annyival késett az
ontermékenytilt ovulumokhoz képest, hogy 1 nappal a megporzast kovetden még nem voltak
lathatdoak a megtermékenyiilés jelei. A fennmaradd 12 esetben nem lehetett egyértelmii
kovetkeztetéseket levonni az embridzsdkban zajld eseményekrol.



4. abra. Sajat vagy arpa pollennel termékenyitett buza termék embridinak és endospermiumainak
fejlodése.

Ontermékenyitéssel (A, E) és arpa keresztezéssel (B, C, D, F) eldallitott embriok és endospermiumok 1
nappal (A-D) és 3 nappal (E-F) a megporzas utan. D és G (felnagyitva): egy kromoszoéma lemaradasa
az els6 mitdzis soran. H: a lemarad6 kromoszéma nagyitott képe.

cc, kdzponti sejt; ce, conocitikus endospermium,; fne, szabadsejtes endospermiumsejt; ec, petesejt; zy,
zigbta; em, embrio; sc, szinergida sejt; fa, filiform apparatus; sp, himivarsejt (spermium); ne, nucellaris

epidermisz; np, nucellaris parenchima; L, hosszi kromoszoémakar; S, révid kar; sa, szatellita; nyil:
centroméra, nyilhegy: masodlagos beflizodés
A mérce az egyes abrakon 4 um-t (H), 20 um-t (A, B, C, D, G) vagy 100 um-t (E, F) jelol.

Az 0sztodasi sikbol lemaradd kromoszomat morfoldgiaja, valamint a révid (S) és hosszl (L)
karok aranya alapjan és részletes, nagy felbontast felvételek segitségével (4H abra) az alabb
leirt modon azonositottuk. A kromoszoma masodlagos befliz6dése (nyilheggyel jelolve) a
lehetséges jeloltek korét — arpa esetében — kettdre, az SH és 6H kromoszoémakra sziikiti. A két
kromoszoéma S/L kararanya (a szatellitekkel nem szadmolva) a szakirodalmi adatok alapjan
régota ismert és diagnosztikus értékkel bir: SH — 0,41-0,49 (azaz a rovid kar hossza kevesebb,
mint a hosszu kar fele), és 6H — 0,60-0,68. A lemaradd kromoszoma centroméra régidja (4H
abra, nyillal jelolve) alapjan megallapitott kararany értéke 0,43-nak adddott, ami jo egyezést
mutat az SH kromoszémaéval (és csak azzal). Itt érdemes hozzéatenni, hogy a tobbi, nem
szatellites arpa kromoszoma (1H-4H, 7H) S/L kararanya még markansabban eltér, mert 0,70 és
0,99 kozott mozog, tehat az SH kromoszéma az arpa kariotipusadban Osszetéveszthetetlentil
beazonosithato.

Elvileg felmeriilhet még, hogy a kérdéses lemaradd kromoszoéma akar a biza genombol is
szarmazhatna. A gabonaféléknél az idegen faju hibridekre jellemzd uniparentélis (csak apai)
genom elimindcid ismeretében ennek a feltevésnek nincsen realitdsa, de a teljesség kedvéért
megvizsgaltuk ezt a lehetdséget is. A hexaploid bliza genomjaban csupan az alabbi szatellites
kromoszoémak (és S/L kararanyaik) johetnének szoba: 1B — 0,59, 6B — 0,83, tehat ezek is messze
esnek a kérdéses kromoszoma kararanyatol.



Okkal levonhato tehat a kovetkeztetés, hogy a mar a zigota els6 osztdédasa soran megfigyelt
lemaradd (és feltehetéen majd ki is esett) kromoszoma nagy valdszinliséggel az 5H arpa
kromoszéma. A kiesé €s bennmaradd arpa kromoszomak gyakorisagarol tovabbi részletes

crer

A 3 nappal a megporzast kovetden vizsgalt ontermékenyiilt kontroll ovulumokban az
embrié mar tobbsejtes csepp format vett fel, és az endospermium tuljutott a gyors sejtmagi
osztodasok egész soran, teljesen megformalva a mikropilaris oldali, az embridt koriilvevd siirii
citoplazmaji, az embridt a korai fejlodés soran feltehetéen tapanyagokkal ellatd zonat, valamint
a vékony citoplazma rétegben a nucellusz mentén az endospermium kalazélis vége felé
gyongyfiizérszerien migrald sejtmagokat (4E abra). A tiz kontroll ovulum mindegyikében
talaltunk embridt és endospermiumot, amelyek méretiikkben és megjelenésiikben hasonloak
voltak. A tizenegy arpaval termékenyitett buza ovulumbol tizben (90,9%) volt embri6 és
kezdeti stadiumban levé endospermium, amelyek azonban méretben ¢és fejlettségben
elmaradtak az ontermékenyiilt kontrolloktol, és egymashoz képest is elég valtozatos képet
mutattak. A 3 napos hibrid embriok nagy része gombstadiumu volt, ami koriilbelil 1 napos
lemaradast jelent a csepp alaku, kontroll embridkhoz képest. Az endospermium minden esetben
néhany sejtmagvas, fejletlen struktira formajaban volt lathat6 (4F abra).

A tovabbi generativ fejlodés kovetéséhez a porzas utan 6 nappal a kalaszokbdl kigyiijtott
termdket paraformaldehides fixalas utan miigyantaba agyaztuk. Ezt kdvetéen 1 pm vastag,
félvékony metszeteket készitettiink, amelyeket hisztokémiai festés utan fénymikroszkdpban
vizsgaltunk (5. abra).

5. abra. Sajat (buza) (A) és arpa (B) pollennel termékenyitett 6 napos buza szemkezdemények
hosszmetszeti felvételei.
ES, endospermium; Em, embrid; Nu, nucellusz; In, integumentum

Az Ontermékenyiilt szemkezdemények mindegyike tartalmazott csepp forméaju, hajtas- és
gyokérmerisztéma szervezddést mutatd embridt, amelyek atlagos hosszisaga 100 pm és
szélessége 50 pm koriil volt (5A abra). Az arpa pollennel porzott szemkezdemények ugyan
hasonlé méretiiek és megjelenésiiek voltak, de szervezddésiikben jelentés eltéréseket mutattak
az Ontermékenyiilt, kontroll csoport szemkezdeményeihez képest (5B abra). Az anyai
nucellaris és integumentum rétegek megjelenésében és szerkezetében nem volt lathatd
kiilonbség, ezzel szemben a nucellaris epidermiszen beliil csak egy megnyult iireg volt talalhato
az embridzsak helyén. Az embridé méretében egy fejlettebb, Ontermékenyiilt embridéval



egyezett meg, valamint morfologiaja és szerkezete sem tért el a normalis fejlédésmenetet
kovetd, ontermékenyiilt kontroll embrioktol (5B abra).

A kétféle mintak kozott a legjelentdsebb kiilonbség az endospermium fejlédésében
mutatkozott. Mig az Ontermékenyiilt kontroll szemkezdemények mindegyikében az egész
magkezdeményt kitoltd nagy, parenchima jellegli sejteket tartalmazd endospermium lathato,
amely a jol elkiiloniild mikropilaris nyaki részen keresztiil az embridohoz kapcsolodott (5A
abra), addig az arpatermékenyitésbdl szdrmazéd szemkezdemény endospermiuma helyén csak
egy folyadékkal telt lireg volt. Az embridhoz kapcsolddo egyetlen szovet az embrio apikalis,
domboru oldaldhoz tapadt néhany sejtes struktura volt. Ezen kiviil csak kevés, a folyadékkal
telt liregben nem lokalizalt sejtfalak nélkiili sejtmagot taldltunk, amelyeken a lizis jelei
mutatkoztak (5B abra).

A szaporodas posztgamikus szakaszdban a buza-drpa hibrid embridk fejlddése az
ontermékenyiiltekhez képest fokozatosan lelassult: a porzast kovetd 3. napra Aaltalaban
kortilbeliil 1 napnak megfeleld lemaradas alakult ki. Az endospermium esetében ez a kiilonbség
még szembetlinébb volt. Az dntermékenyiilt és a buza-arpa hibrid szemkezdemények tovabbi
Osszehasonlitd vizsgalatai soran megallapitottuk, hogy utdbbiak fejléddése a 3. naptol egyre
nagyobb mértékben lemarad. A 1ényegi kiilonbség a két vizsgalt csoport kozott, hogy a hibrid
endospermium fejlédése néhany gyors osztodast kdvetden elakadt, ami végsd soron az embridok
novekedésének teljes ledllasahoz vezetett. A megporzast kovetd 3-14. nap kozott a hibrid
embriok sikerrel kimenthetdk és ndvényekké nevelhetok.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy kompatibilis biiza-drpa kombindcidban a szaporodas
progamikus és a posztgamikus fazisa egyarant végbement. A progamikus szakasz és a
megtermékenyiilés soran nem fedeztiink fel lényegi eltérést az Ontermékenyiilt buza
kontrollhoz képest: a petesejt és a kozponti sejt kettds megtermékenyiilése hasonlod
gyakorisaggal ment végbe. A posztgamikus fazisban féleg az endospermium fejléddésének
gatlasa eredményezett az idoben elérehaladva csokkend hibrid embrio kihozatalt. Mindez a
petesejt aktivacid normalis lezajlasara utal, és azt igazolja, hogy a keresztezésekben 1étrejovo
anyai haploidok talnyomo részben (vagy kizardlag) megtermékenyiiléssel és azt kovetd genom
eliminacio révén keletkeznek.

3. Az apai (4rpa) genom eliminacié jellemzése®

Az arpa kromoszomak eliminécidjaval kapcsolatban régota felmeriilt kérdés, hogy vajon
létezhet-e barmilyen szisztéma a kromoszomak kiesésében? Pl. vannak-e kromoszomak,
amelyek gyakrabban é€s hamarabb elvesznek a hibrid genombol, ill. olyanok, amelyek
stabilabban 6roklédnek? Azért van a kérdésnek jelentdsége, mert a valasz jelentdsen
befolyasolja az egyes arpa kromoszomakon talalhato gének atvitelének gyakorisagat (vagy
egyaltalan lehetdségét) a buza genomba.

¥ Az ebben a pontban dsszefoglalt eredmények kézirat formajaban kozlésre el lettek kiildve (Polgari és
mtsi. 2017).



Az eddigi szorvanyos adatokbol az a kovetkeztetés terjedt el a szakirodalomban, hogy igenis
van kiilonbség és preferencia az egyes kromoszomak kiesésében vagy bennmaradasaban, és
tobb ilyen arpa kromoszomat is azonositottak vagy azonositani véltek. Szamunkra azonban a
kérdés megoldasa nem tlnt eléggé alaposnak és megnyugtatonak, elsdsorban a vizsgalt
ndvények alacsony szdma miatt.

Ezért az apai kromoszomak eléfordulasi gyakorisdganak pontosabb jellemzése érdekében
egy ujabb keresztezési kisérletben két genotipus kombinacioval €s embridmentés révén
eldallitottunk egy javitott bliza-arpa F1 populaciét. Ez a populacié 218 fliggetlen ndvénybdl
allt, amit mar alkalmasnak itéltiink a kromoszoma kiesés lefutdsanak tanulmanyozasara.
Osszesen 210 F1 ndvényt elemeztiink specifikus molekularis (SSR és STS) markerekkel,
amelyek lefedték mind a hét arpa kromoszomat. Reprezentativ szemléltetésként a 3H arpa
kromoszémara specifikus STS marker sziirése lathatd egy részpopulacion (6. abra): ebben az
esetben a 45 fiiggetlen F1 n6vénybdl 25 db hordozta a 3H kromoszomat.

SM 88 69 84 85 118 86 59 139115 60 51 52 151201 94 162 152202208 153 30 31 32 74

SM 163 70 3 11310368 130 65 159 71 6 178155114143 77 147 95165 83 80 W B NITC
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6. abra. Reprezentativ szlirés 45 buza-arpa F1 ndvényben a 3H arpa kromoszémara specifikus STS
marker (ABG377) jelenlétére (25 db) vagy hianyara (20 db).

SM, DNS létra (GeneRuler™ Low Range DNA ladder); W, buza (anya); B, arpa (apa); NTC,
templatmentes kontroll; a szamok a véletlenszeriien kivalasztott ndvények azonositd kodjait jelolik.

Az adatokat Osszesitve feltind a populacidban az aneuploid szintek (azaz a részleges
kromoszoma kiesések) bimodalis eloszldsa: a legnagyobb szdmban ugyanis a haploidok ¢és a
teljes hibridek fordultak el6 (43 és 41, vagyis 20,5% ill. 19,5%), mig a maradék 126 F1 ndvény
(60%) az Osszes lehetséges, 1-6 arpa kromoszoma addiciot tartalmazta (7. abra). Az adatokbol
az is latszik, hogy 167 F1 novény (79,5%) tartalmazott legalabb egy arpa kromoszomat, és igy
a haploidok éppen csak 20% folotti gyakorisaga joval alacsonyabb és kedvezdbb a korabban
tapasztalt 80% koriili értéknél (1d. 1. pont). A kiilonbséget az idékdzben elért technikai fejlodés
okozhatta, amellyel a kromoszomak kiesését legalabb részben kontrollalni tudtuk.
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Anyai haploid ~ 21+1Kr. 21+2Kr. 21+3Kr. 21+4Kr. 21+5Kr. 21+6Kr. 21+7Kr.
(21)Kr.

7. abra. Buza x arpa keresztezésekbdl regeneralt 210 F1 ndvény kromoszoma szamanak és molekularis
kariotipusanak eloszlasa.

A 126 aneuploid ndvény eloszlasat vizsgalva nem volt statisztikailag kimutathat6 kiilonbség
[Chi-négyzet(5)=8,254; p=0,143] az egyes aneuploid szintek k6zott, ami egy els6 indikacionak
is felfoghat6 a kromoszdoma kiesés véletlenszertiségére.

A legalabb egy arpa kromoszomat tartalmazo populacioban (167 F1 névény) az egyes apai
kromoszomak relativ gyakorisaga (8. abra) szintén nem bizonyult statisztikailag igazolhatdan
egymastol eltérének [Chi-négyzet(6)=10,499; p=0,105], és igy (ismét) teljesiilt az eredeti null
hipotézis az eloszlas véletlenszerliségérol.

Legkevesebbszer a 6H (47%) és legtobbszor a 3H kromoszoma (61%) adott pozitiv
eredményt: a tobbi arpa kromoszoma a két érték kozotti gyakorisaggal fordult elé a hibridek
genomjaban (8. abra). Tizenegy novény csak egyetlen apai kromoszomat tartalmazott (7.
abra): ez négy alkalommal a 3H, haromszor a 4H, és két-két izben az SH és a 7H kromoszéma
volt. Az 1H, a 2H és a 6H nem fordult el6 egyediili apai kromoszémaként a hibridek
genomjaban.

1H 2H 3H 4H 5H 6H 7H

8. abra. Az egyes arpa kromoszomak el6fordulasi gyakorisaga btiza-arpa F1 hibridekben. (N=773)

11



Megitélésiink szerint az eddigi és az itt bemutatott adatok és kovetkeztetések kozti gyokeres
eltérés magyarazata két okban keresendd: egyrészt az eltéréd mintaszamban, masrészt az eltérd
elemzési modszerben.

Ami a mintaszamot illeti, a korabbi vizsgalatok 13-30 ndvény alapjan vontak le
kovetkeztetéseket, és ez statisztikai szempontbol til alacsony a megbizhatdsagi kritériumok
teljesiiléséhez. Ugyanakkor szamitdsaink szerint a 210 egyedbdl 4ll6 F1 populécio
statisztikailag mar elérte a kritikus méretet ehhez a vizsgalathoz.

A modszertani eltérés 1ényege abban rejlik, hogy a korabbi kisérletek sordn a novények
kromoszéma statuszat zommel citologiai Gton hataroztadk meg, egyedi sejtek mitotikus
osztodasara alapozva. A regeneralt F1 novények gyokércsiicsaban azonban még gyakran eltérd
kromoszomaszamu sejtek talalhatok, ezaltal az adott (mixoploid) novény besorolasa
bizonytalanna valik, és igy kiesik a statisztikai uton elemezheté mintak korébdl. Ezzel szemben
a levélbol izolalt DNS-sel végzett markerelemzés mentes ettdl a technikai nehézségtdl, mert a
kiilonb6z6 sejtek esetleges mixoploid allapota kiatlagolédik a mintavétel soran: molekularis
markerekkel igy mindenegyes névény egyértelmiien besorolhatdo valamelyik aneuploid
kategoriaba.

Osszefoglalva: az eddigi legnagyobb buza-arpa hibrid populdcié molekularis markeres és
statisztikai vizsgalata alapjan az a kdvetkeztetés vonhato le, hogy az arpa kromoszémakra nézve
nem igazolhat6é preferencia a hibrid genomban torténd kiesésiiket vagy bennmaradasukat
illetéen. Mas szoval, az apai (arpa) kromoszomak eléfordulasa és mozgasa a hibrid genomban
egészében véve véletlenszerlinek tekinthetd, ami nemesitési szempontbol mindenképpen
biztato.

4. Egyéb eredmények

Az alédbbiakban olyan 10j eredményeket ismertetiink, amelyek a projekt f6 célkitlizései
szempontjabol masodlagosak, am nem elhanyagolhaté hozadékot jelentenek, és foleg a
gyakorlati hasznosithatosagra (vo. 4.1. és 4.2. pontok) nézve fontosak.

4.1. Uj biiza DH vonalak eléallitdsa

Az arpa kromoszomat nem tartalmazo, anyai haploid novények (Id. 1. pont) genomjat
megkettdzve kapott fertilis dihaploid (DH) novények utodait felszaporitottuk, és igy DH
vonalakat allitottunk el6 az eredeti ‘Szecsuan’ genotipussal valo dsszehasonlitas céljabol. Mivel
az anyai haploid novények mind arpaval termékenytilt embriokbol fejlodtek, ezért feltételeztiik,
hogy az 1) DH vonalak is hordozzak a jo keresztezhetdséget, raadasul rogton homozigota
formaban.

Kezdetben kivalasztottunk egy DH vonalat, amely a morfologiailag heterogén ‘Szecsuan’
genotipushoz hasonld mértékben keresztezddott arpaval (al-szemkotés: 83,8%, ill. 81,5%,
tovabba embrid kihozatal: 17,6% ¢€s 19,8%, a vizsgalt 16, illetve 18 kalasz atlagaban), de egyéb
fontos tulajdonsagban (pl. ndvénymagassag, novényenkénti kaldsz szam) a sziilénél jobb
paraméterekkel rendelkezik. Ez a ‘Szemafor’ elnevezésii Gj DH vonal szignifikansan, atlagosan
10 cm-rel alacsonyabb novési az eredeti ‘Szecsuan’ genotipusnal (80 cm vs. 90 cm, p<0,002,
N=14), ami jelent6sen csokkenti az egyébként meglehetdsen gyenge szarszilardsag miatti

12



kalaszveszteséget. Emellett az ) DH vonalat a kiinduldsi genotipushoz viszonyitva
szignifikansan (p<0,001, N=14) nagyobb bokrosodasi hajlam jellemzi (6,5 ill. 5
kalasz/névény). A ndvényenként kinevelt atlagosan 1,5 kalasz tobblet a fajlagos fitotroni és
iiveghazi nevelési koltségek csokkentése szempontjabol hasznos tulajdonsag, ami egyuttal
megnoveli az egy névényre jutd embrio kihozatalt is.

Az elsoként jellemzett ‘Szemafor’ DH vonal kivalasztasa 6ta tobb, mint 30, a fent leirt
modon eldallitott DH vonalat teszteltiink: ezek k6zott van olyan, amely keresztezhetdségben is
feliilmul minden eddig ismert genotipust. A DH vonalak 6sszehasonlito jellemzése folyamatban
van, de ezek felszaporitasa és ismétléses tesztelése iddigényes folyamat, ezért az 6sszefoglalo
publikacié megjelenése még legalabb 1-2 évet vesz igénybe.

4.2. Uj monoszémds és diszomds drpa addicick eléallitdsa™

A ‘Szecsuan’ 12/5 jelii F1 névény mindharom vizsgalatban (1d. 1. pont) részleges hibridnek
bizonyult. A GISH vizsgalat szerint két teljes arpa kromoszomat tartalmazott, és a fliggetlen
molekularis markerelemzés is a 2H és 6H arpa kromoszoma mindkét karjadnak meglétét
igazolta. A ‘Szecsuan’ 12/5 novényrdl szarmazo F1 magot felnevelve ontermékenyités utan
harom kalaszbol Gsszesen 35 db F2 szemtermést kaptunk. A visszakeresztezés utan nevelt
F2BC1 populacidban molekuldris markerekkel elemeztiik az eredetileg azonositott két arpa
kromoszdma 6roklodését.

Az egyszeres anyai visszakeresztezés kovetkeztében hasado populacidban a 35 vonalbol 20
db (57,1%) nem tartalmazott egyetlen arpa kromoszoémat sem, ami pontosan megfelelt a
mendeli 6roklésmenet alapjan vart hasadési aranynak. A 2H kromoszomat nyolc (22,9%), mig
a 6H kromoszomat 6t esetben (14,3%) talaltuk monoszémas addicidként, tovabbi két novény
(5,7%) pedig mindkét arpa kromoszomat megoérizte.

Az F2BCI1 populécidban azonositott kétféle monoszomas és a diszomas addicids vonalak 0
genetikai hattérben tartalmaznak arpa kromoszoma(ka)t, ezért tovabbi vizsgalatok és terjesztés
céljara felszaporitjuk és megérizziik azokat.

4.3. A tavoli fajok genomjai kozti kooperdcio vizsgadlata

Kozelebbrdl annak a kérdésnek az elemzésérdl van sz6, hogy mi torténik az olyan
mesterségesen létrehozott, tavoli hibridek genomjaban, amelyekben két, egymastol
genetikailag jelentdsen eltérd faj lett ,,0sszekényszeritve”? Bar ezt a kérdést mar
tanulmanyozzak a bliza Gn. szintetikus rekonstrukciojat (Triticum durum x Aegilops squarrosa)
felhasznalva, itt még mindig azon fajhibridek korén beliil mozgunk, amelyek természetes Giton
jottek létre. Ezt a kort jelentdsen tagitjak az altalunk létrehozott és a természetben nem létezd
bliza-arpa hibridek, amelyekkel tehat egyrészt azt lehet vizsgalni, hogy meddig lehet elmenni
az idegen faju keresztezésekkel, masrészt pedig segitségiikkel 0jszerti genom kooperacios
(vagy éppen genom eliminacios) mechanizmusok feltarasara nyilik lehetéség. Ez azért izgalmas
kutatasi irany, mert ezen mechanizmusok megértése révén bepillantds nyerhetd az evolucio
mikodésébe, illetve ezaltal egyszer talan célzottan is hozzajarulhatunk az evolticiohoz Gj, eddig
elképzelhetetlen hibridek 1étrehozasaval.

* Az eredmény megjelent nemzetkozi, impakt faktoros szaklapban (Polgari és mtsi. 2014).
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Az emlitett mechanizmusok pontosabb megismerése érdekében elsé kozelitésben részleges
¢és teljes hibridek, illetve a két sziild genomjaban taldlhaté kisRNS-eket kodold gének
Osszehasonlito vizsgalatat kezdtiik meg. Az ujgeneracids szekvenalast kdvetd bioinformatikai
elemzés folyamatban van, és reményeink szerint feltarja, hogy mely kisRNS-gének miikodése
valtozott meg a hibridekben a sziilokhoz képest. Mivel a kisSRNS-ek az egész genom
mukodésének €s integritdsanak atfogd szabalyozasaban jatszanak fontos szerepet, ezért rajtuk
keresztiil a hibridek részgenomjainak kezdeti 6sszecsiszolodéasardl kaphatunk képet. A jovoben
tervezziik az ilyen irdnyu vizsgalatok Kkiterjesztését mas szintekre, pl. az epigenetikus
(metilacios €s mas modosito) szabalyozasra is.

Eltérések az eredeti munkatervtol (indoklas)

A. A projekt futamideje sordn a mikroinjektdlashoz haszndlni tervezett berendezések
(mikromanipulator és mikroinjektor) tonkrementek, és leamortizalodottsaguk miatt mar nem
voltak javithatoak, ezért kiselejtezésre kertiltek (Jager K., személyes kozlés). Ennek a kiesésnek
a potlasara (és kompenzaldsira) vettiik haszndlatba az Ujonnan beszerzett konfokalis
1ézerpasztazd mikroszkopot, amellyel tovabbi és részletesebb mikro-anatomiai vizsgalatokat
tudtunk végezni (1d. 2. pont).

B. A koltség nélkiili 1 éves hosszabbitast mar a jovébeni kutatisok megalapozasara (is)
forditottuk. Ezek kozott hangsilyosan szerepelt a genom kooperacié témajanak felvetése,
nevezetesen annak a kérdésnek az elemzése, hogy mi torténik az olyan hibridek genomjaban,
amelyekben két tavoli faj lett ,,0sszekényszeritve”? Els6 kozelitésben az eldallitott hibridek és
a sziillok KiSRNS-t kodold génjeinek Osszehasonlitdo vizsgalatat kezdtiik el ujgeneracios
szekvenalassal és azt kdvetd bioinformatikai elemzéssel (Id. 4.3. pont).

Tudomanyos kozlemények jegyzéke™
Nemzetkozi, impakt faktoros szaklapban (angol nyelven)

Polgari D, Cseh A, Szakacs E, Jager K, Molnar-Lang M, Sagi L (2014) High-frequency
generation and characterization of intergeneric hybrids and haploids from new wheat barley
crosses. Plant Cell Reports 33:1323-1331. IF=3,071, DOI 10.1007/s00299-014-1618-3

Polgari D, Mihok E, Sagi L (2017) Chromosome constitution and distribution in a large-scale
population of wheat-barley (Triticum aestivum L. x Hordeum vulgare L.) hybrids. Kézlésre
bekiildve (Frontiers Plant Sci)

Polgari D, Fabian A, Mihok E, Sagi L Wheat x barley hybridization: a micro-anatomical study
of the pre- and postfertilization reproductive phases. Kézirat el6késziiletben (Plant
Reproduction)

* A felsorolt kozlemények mindegyike hivatkozik az OTKA/NKFIH K101786 sz. projekt timogatasara.
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PhD fokozat odaitélését elnyert (summa cum laude) tudomdnyos értekezés

Polgari D (2017) A petesejt aktivacio sejt- €s molekularis biologiai vizsgéalata gabonafélékben.
Szent Istvan Egyetem, G6doll6, 136 old. (védés: 2017. majus 2. avatas: 2017. janius 17.)

Konferencia kozlemények (angol nyelven)

Polgari D, Jager K, Sagi L (2013) ,, Globalization™ in the sexual reproduction of cereals: Wider
choice, better hybrids. Studia Universitatis Babes-Bolyai Biologia 58:55. Plants for the
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Osszefoglalas

Egymassal jol keresztez6dd genotipus kombinaciok azonositasa révén egy hatékony rendszert
dolgoztunk ki baza-arpa (T. aestivum x H. vulgare) nemzetség hibridek eléallitasara. Aramlési
citométeres, genomi in situ hibridizacios és kromoszoéma-specifikus molekularis markeres
elemzésekkel igazoltuk, hogy részleges vagy teljes hibridek, valamint anyai, biza haploidok
keletkeztek. A kidolgozott rendszer alkalmazasaval egy 210 F1 novénybdl all6 nagy populaciot
allitottunk eld0 az apai kromoszomaknak a kezdeti fejlodés sordn végbemend kiesése
jellemzésére. A molekuléris markerelemzés az egyes arpa kromoszomak véletlenszerti kiesési
trendjét tarta fel.

A megtermékenyiilést megelézd és az azt kdovetd fejlodést kiterjedt mikro-anatémiai
vizsgalatnak vetettiik ald. A bliza és az arpa pollen ¢€letképessége €s tomlohajtasi képessége a
bluza bibén nem tért el egymastdl. A megtermékenyiilés gyakorisaga, valamint a zigotak,
embriok és az endospermium kezdeti fejlddése szintén hasonld volt az arpaval végzett
keresztezések ¢és az Ontermékenyitések esetében. Az endospermium fejlédése azonban
megrekedt a conocitikus allapotban, ami fokozatos fejlddésbeli lemaradashoz és az embridk
pusztulasahoz vezetett. Az adatok szerint nem figyelhet6 meg a termékenyiilés elbtt
inkompatibilitds a buza-arpa hibrideknél, viszont fellép az un. klasszikus triploid blokk,
amelyrdél Arabidopsis és mas fajok esetében ismert, hogy epigenetikus szabalyozas alatt all.

Summary

Based on highly crossable genotype combinations, an efficient hybridization system was
developed for the production of intergeneric wheat-barley hybrids (T. aestivum x H. vulgare).
Flow cytometry, genomic in situ hybridization and chromosome-specific molecular marker
analyses confirmed the generation of partial or full hybrids as well as maternal, wheat haploids.
This system was used to make a large population of 210 F1 plants in order to characterize
paternal chromosome elimination during early development. Molecular marker analysis
revealed the random loss of each barley chromosome in this population.

To characterize the major events during the prefertilization as well as postfertilization stages of
reproduction, a systematic micro-anatomical study was carried out. Vitality and tube formation
capacity on wheat styles was not different between barley and wheat pollen. Fertilization
frequencies and early development of zygotes, embryos and endosperm as monitored by
confocal microscopy were also similar after cross-pollination with barley or self-fertilization.
However, endosperm development was blocked during the coenocytic phase, which resulted in
gradual developmental delay and deterioration of hybrid embryos. This study indicates no
prefertilization incompatibility in wheat x barley crosses, and reveals a classical triploid or
endosperm block under epigenetic control as described in Arabidopsis and other species.
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