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Tartalmi osszefoglalo, célkitiizés

A kukorica vilaggazdasagi jelentdsége évrol évre nd, a Fold ndvekvd népességének
folyamatosan csokkend teriileten egyre tobb taplalékot kell eldallitania. Az extenziv termelést
gyorsuld ilitemben az intenziv ndvénytermesztés valtja fel. Ahhoz, hogy a kukorica
versenyben maradhasson a hatékonyan termesztheté haszonnovények kozt meg kell felelnie
az egyre sz¢lsOségesebb kornyezeti hatdsok, €s az intenziv termesztés kihivasainak. Ezt a
fejlodést értelmezhetjilk a genetikai alapok vonatkozasdban, hiszen az id6jarashoz,
talajtipusokhoz val6 alkalmazkodas genomi szinten kezdddik. Fontos megjegyezni, hogy ez a
képesség nem spontan alakul ki, hanem a nemesitdk hosszi ¢és kitart6 munkajanak
eredménye. Jelen értekezés a hazai kukoricavonalak legmodernebb, precizids nemesitési
technikakkal torténd tovabbfejlesztésével foglalkozik, kezdeményezve a jovobe mutatd, ¢€s
versenyképes technoldgiak kidolgozasat. A nemesités egyik sarokkdve az idotényezd, minél
rovidebb 1d6 alatt kell a legjobb fajtdkat piacra bocsatani, a verseny rendkiviil kiélezett és
gyors litemil. A nemesitési folyamat lerdviditéséhez a dihaploid technolégiat és annak
részfolyamatait fejlesztettiik tovabb szdmos alternativat nyudjtva a felmeriild problémak
megoldasara. Az 1d6 leroviditése mellett cél a kiilonleges tulajdonsagok minél hatékonyabb
orokitése a genotipusok széles korében. Ezek a modszerek megoldast nytjthatnak a
kiemelkedd beltartalmi értékek, a tobbszords vegyszer rezisztencia, a himsterilitds és a
szarazsagtlirés hatékony kialakitdsara. A haploid novények birtokdban célunk a recessziv,
albind mutacios marker felhasznalasaval az oligonukleotidok-iranyitott mutagenezis (ONIM)
in planta modszerének kidolgozasa volt. Az oligonukleotidok merisztémaba juttatasaval a
genomban célzott helyen valik lehetdvé pontmuticiot eldidézni erds fenotipusos
visszacsatolassal. Ez a technoldgia jelenleg a magyar precizios kukoricanemesités uttordjének
szamit. Feltett szandékunk és tavlati célkitlizéseink kozé tartozik, hogy az itt kifejlesztett
modszereket rutinszerien alkalmazzuk a hazai kukoricanemesités ¢élmezOnyében. A
hagyomdnyos nemesitési modszerek sordn a genetikai torténések véletlen események, a
nemesitd csak a fenotipus értékelésére tamaszkodhat. A precizidos nemesitési modszerek
megoldast nyujthatnak a genomszintii folyamatok célzott iranyithatésagara. Nagyon fontos
kiemelni, hogy az altalunk hasznadlt és kifejlesztett technologidk genotipustol fliggetlenek,
nem igénylik idegen gén beépitését. Ennek a két faktornak a kikiiszobolése kiemelt cél, mivel
ezek a legnagyobb gatat szabtak a kukorica molekularis nemesitése soran. A javasolt kisérleti
fejlesztések eredményei hozzajarulhatnak ahhoz, hogy versenyképes magyar kukoricahibridek

kertiljenek piaci bevezetésre.
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1.Bevezetés
1.1. A kukorica vilaggazdasagi és hazai jelentosége

A vilag mezdgazdasdganak 2030-ra 40%-kal tobb élelmiszert kell megtermelnie kisebb
tertileten, kevesebb vizzel, csokkentett energia, miitragya és novényvédoszer felhasznalasaval.
Az iiveghaz hatasti gézok kibocsatdsanak drasztikus csokkentésével mérsékelniink kell a
klimavaltozas hatasait. Ezek a kihivasok kozvetleniil érintik a magyar agrariumot. A gazda
szamara a ndvények kiilonbozd szervei jelentik a termést, amelyek a genetikailag
beprogramozott ndvekedési, fejléddési folyamatok megvaldsuldsa soran kornyezeti hatasok

befolyasa alatt alakulnak ki.

A hagyomdnyos nemesitési modszerek esetében a genetikai folyamatok iranyithatatlanok,
csak utdlag, a fenotipus szintjén értékelhetd az eredmény. A genetikai kod nagy pontossagu
atprogramozasa a genomszerkesztési modszerek kidolgozasaval valt lehetévé mind a
ndvénybiologiai kutatdsban, mind a nemesitésben. Gazdasagi ndvényeink biologiai
teljesitoképessége messze nincs kihasznalva, ha csak azt nézziik, hogy a hazai kukorica
termésatlag hektaronként 3,6 tonnaval alacsonyabb, mint az USA-ban. Magyarorszagon a
kukorica vetésteriilete megkdzelitdleg egy millié hektar, ami évente kozel 8 millid tonna

termést eredményez.

A kukorica a vilag legelterjedtebb szantofoldi haszonnovénye. 2014-ben vilagszinten 939
milli6 tonna termést takaritottak be. Ovatos elérejelzések szerint az elkovetkezé 5 évben
tovabbi 63 milli6, éves atlagban 12,6 millid tonnaval varhat6 a termelés novekedése. Az
elmult évek szamadatait figyelembe véve a novekedés 60 %-a a vetésteriilet nagysaganak
emelkedésébdl szarmazott. A klimavaltozast és a mivelhetd teriiletek véges mennyiségét
figyelembe véve a kovetkezd években sokkal nagyobb hangsulyt kell fektetni a

terméspotencialbol €s termesztési technoldgiabdl szarmazo tobblettermés garantalasara.

Altaldban a termelés mintegy 1/3-at az USA adja, igy ami az USA-ban torténik, nagy hatassal
van a chicagéi, de még a hazai tézsdére is. Kukoricat legnagyobb mennyiségben az USA,
Kina, Brazilia és az EU orszagai termelik, fogyasztasban azonban az EU megel6zi Braziliat.
A vilag kukoricaexportjdban az USA t6lti be a legnagyobb szerepet, utana Brazilia
kovetkezik. Meglepetésre a harmadik helyen Ukrajna all és Argentina a negyedik.



vetésteriileti adatokat az 1. 4bra mutatja be.

A legnagyobb import6rok soraban Japan, Mexiko, Dél-Korea, Egyiptom a sorrend. A konkrét

KUKORICA VETESTERULET GK
EU-28, ha
EUROSTAT, 2004
Orszag Szemes Silo| KUKORICA
France 1,848,070 1,411,800 3.259,870)
Germany 481,300 2,092,600 2.573.900
Romania 2.504. 420 48,050 2,552,470
Hungary 1,185,000 81,000 1,266,000
Poland 678,300 541,200 1.219,500)
Italy 869,950 345,920 1,215.870)
Spain 418,550 112,970 531,520
Bulgaria 408,400 25,130 433,530
Czech Republic 98,750 237,240 335,990
Slovakia 216,190 85,790 301,980)
Austria 216,320 83.460 299,780}
Croatia 252,570 28,660 281,230
Netherdands 18,000 226,000 244,000}
Belgium 62,830 178,120 240,950,
Portugal 107,640 85,390 193,030}
Greece 181,380 11,630 193,010
Denmark 10,100 178,000 188,100
Grait Britain 0 171,000 171,000
Slovenia 38,330 29,490 67,820
0
EU-27 9,617,010 6,074,550, 15,691,560

1. tablazat - Az EU tagallamokban a sil6 és szemes kukorica vetésteriilete.

A Kukorica vetésteriilet nagysaga szempontjabol az EU-S orszagok sorrendje: szemes
kukorica tekintetében Romania és Franciaorszag utan Magyarorszag a harmadik, szemes ¢és
silokukorica vonatkozasaban pedig Franciaorszag, Németorszag és Romania utan a negyedik
elékel6 helyet foglalja el. Eurdpaban a szemes kukorica vetésteriilete 19 %-kal, azaz 1,5
millié hektarral (€lenjaré ebben Franciaorszag és Lengyelorszag), a silokukorica vetésteriilete
pedig 20 %-kal, azaz 1 millio hektarral n6tt. Az utdébbiban élenjaro Németorszag, Csehorszag,
Lengyelorszag és Olaszorszag koziil kiilon figyelmet érdemel, hogy Németorszagban és
Csehorszagban a novekedés fdleg az energiacélu kukoricatermelés (biogdz) allami

tdmogatasanak koszonhetd.

Természetesen a betakarithatd termés mennyisége szamos tényezotdl fiigg. A sikeres

kukoricatermesztés titka azonban a jo fajtavalasztason kiviil a technologiai elemek -



vetésforgd, talajmiivelés, tdpanyag utanpotlas - helyes megvalasztasaban is rejlik. Ami a

termésatlagok orszagonkénti nagysagat illeti sajnos hazank nincs az élmezdnyben (2. dbra).
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1. abra - Az EU {6 kukoricatermel orszagainak termésatlaga.

A hozamok adatai alapjan béven van tennivalonk a kukorica termdképességének javitasa

érdekében, hogy az EU orszagok legjobbjait megkozelithessiik.

A 3. abra még fontosabb kovetkeztetésekre hivja fel a figyelmet. Az 1990-ig tartod
felivelési tendencia megtorpandsat kdvetden igen erds évenkénti ingadozasokat mutat a
statisztika. Ezt részben visszavezethetjiik a klimahatdsokra. A terméscstcsokban lathatd
lényeges kiilonbség az amerikai farmerek javara igen komoly alapot ad szamunkra, hogy

javitsuk a hazai termésatlagot.
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2. abra - Magyarorszag kukorica atlagtermései

A hazai kukorica termésatlagok jelentds javitasi lehetOséget rejtenck. Az USA-ban egy
termésversenyen 2014-ben hektaronként 31,6 tonnat, Magyarorszagon 2010-ben egy hasonlé
versenyen 18,36 tonnat takaritottak be. Az USA-ban a legutobbi 5 év termésatlaga 9,5 t/ha,
Magyarorszagon 6,0 t/ha volt. Ez azt jelenti, hogy mind az USA-ban, mind Magyarorszagon a
mar gyakorlatban is elérhetd terméspotencidlnak csak mintegy 1/3-at hasznaljuk ki, vagy mas
megkozelitésben, 2/3-at elveszitjiik a kukoricaf6ldon a biotikus és az abiotikus tényezdk
kovetkeztében. Itt van az egyik nagy termesztéstechnologiai lehetdség. JelentGs biologiai
potencidl van a keziinkben, de sokkal nagyobb hangstlyt kell fektetni arra, hogy miként
tudjuk kiiktatni azokat az akadalyokat, amelyeket befolyasolni tudunk.

A kukorica sokoldalu felhasznalasat jellemzi, hogy ipari hasznositasa egyre dinamikusabban
fejlédik. Az  Egyesiilt Allamokban folyamatosan né a  bioetanol  gyartasa.
Az USA a jovOben a kukorica exportjat mérsékelni kivanja a bioetanol eléallitds fokozasa
miatt. Magyarorszagon a kukoricabol torténd bioetanol eldallitds most van kibontakozoban.
Amig a kukorica tonnankénti ara 24 ezer forintrdél 50-57 ezer forintra nétt, a bioetanol ara
nem valtozott. Az elkdvetkezendd években megbizhatéan 35-45 ezer Ft/t koril fog

stabilizalodni a kukorica ara. Bar az EU torvény el6irja, hogy 2010-t61 a felhasznalt



koolajszdrmazék 5,7% -anak bioetanolnak kell lenni, az lizemanyag felhasznaldsnal. Azonban

a jelenlegi kukoricaarak miatt a bioetanol eldallitds veszteséges. Az etanol ara a vilagon

(USA, Brazilia) alacsony, ¢s nem koveti a kukorica aranak novekedését.

A kukorica iranti igény Europaban folyamatosan ndvekvd tendencidt mutat. Az eurdpai
orszagok koziil csak nagyon kevesek képesek exportra, annal tobben szorulnak importra. (3.
abra) Az exportra képes orszagok koziil 10 év atlagaban (2003-2013) Magyarorszag 2,9 millié
tonna kukoricafeleslegével Franciaorszag utan (7,2 milli6 tonna tobblet) a masodik
legnagyobb exportér Eurdpaban. Eurdpa tobb mint 18 millido tonna kukorica importjara

kényszeriilt, amit Ukrajna, Szerbia, Brazilia, az USA ¢és Argentina fedezett.

Egyenleg EU-28 orszagok kukorica egyenlege ¢«
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3. abra - Magyarorszag jelentds exportdr, a kukorica piacon.

Ha a jelenlegi tendenciak folytatddnak, akkor a jovoben Magyarorszagnak a
kukoricaexportban Ukrajndval, Szerbiaval, Braziliaval, az USA-val és Argentinaval, de az is
lehet, hogy Romaniaval kell versenyeznie. Ha versenyben akarunk maradni, akkor nekiink
magas technologiai szinvonalon eélallitott, versenyképes arukukoricat kell termelni. A WTO

targyalasok eredményeként az USA eurdpai exportjara is szamitani lehet. Ha megnézziik az
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USA vetésteriiletét, annak 93 %-an géntechnologiaval nemsesitett (GMO) hibrideket vetnek,
aminek 76 %-a gyomirtd szer és peszticid rezisztenciaval rendelkezik, 13 %-ban szimplan
csak herbicid-ellenallo hibrideket termesztenek. Brazilidban 2010/11-ben a GM kukoricak
teriiletének aranya elérte az dsszes vetett teriilet 59 %-at. Es akkor még ott van Ukrajna, ahol
a 200.000 ha-os gazdasag sem ritka, és ahol ma mar a legnagyobb és legkorszeriibb gépek
iizemelnek, a kilfoldi befektetok révén pedig nem csak megjelent, de miikodik is a

digitalizaciora alapozott precizios technika.

Szerbia sem hagyhat6 figyelmen kiviil, ahol ugyan hozzank hasonlo6 szinten gazdalkodnak, de
nagyon jO mindségii talajon. Az exportald orszagok célkdzonsége, azaz 2014/15-ben a
legnagyobb mennyiségben Spanyolorszag, Hollandia, Olaszorszag, Portugalia, Anglia és
Németorszag vasarolt kukoricat. De exportalt kukoricat az EU Torokorszagba, Dél-Koreaba,

Egyiptomba, Izraelbe és Libidba is.

A 4. abra szerint 2012/15 harom év atlagaban megtermelt 6,64 milli6é tonna kukoricanak 33
%-4at takarmany, 18 %-at ipari, 1 %-at vetdmag-eldallitas céljara hasznaltak fel, 48 %-at pedig
export piacokon értékesitették. A magyar kukoricaexport kiilkereskedelmi jelentdségét
mutatja, hogy a teljes hazai export 19 %-at adé gabonaexport 2/3-at, azaz a teljes hazai export
tobb mint 12,5 %-at a kukorica adja. A kukorica tehat egy jelentds nemzetgazdasagi tényezo.
Az export szempontjabol — az eddigi tapasztalatok szerint — elsésorban Olaszorszag,
Romania, Hollandia és Németorszag voltak a felvevd orszagok. Ezeken kiviil azonban az
elézoekben bemutatott célorszagokra is érdemes figyelmet forditani. A jovOben a kukorica
ipari felhasznalasanak jelentdsége is biztosan nd, hiszen ez — mar jelenleg is — az Osszes

felhasznalas egy meghatarozo és raadasul folyamatosan boviilo része.
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Kukorica felhasznalas szegmensenként

2012-2013-2014 atlaga o
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4. abra - A kukoricatermés hasznositdsanak magyarorszagi megoszlasa a 2012/15 évi adatok
alapjan.

1.2. A hazai kukoricanemesités rovid torténete

A kukoricanemesités mar a XIX. szazad mésodik felében megjelent Magyarorszagon. Eurdpai
Osszevetésben a negyedik orszag voltunk, amely szant6foldi ndvények nemesitésével kezdett
foglalkozni. Az elsd nemesitési probalkozasok az 6si tajfajtak tovabbfejlesztésére iranyultak,
féleg betegségrezistencia tekintetében. Az 1890-es évektdl kezdve az dvari Mezdgazdasagi
Akadémian Cserhati Sandor 6nalloé tantargyként oktatta a ndvénynemesitést. Hazank egyik
elsé és leghiresebb nemesitdje Baross Laszld 1895-ben Bankuton kukoricanemesitéssel is
foglalkozott. Munkassaga sordn keresztezéssel €s szelekcidval tobb ,,Bankuti” kukoricafajtat
allitott el6. 1909-ben megalakult az Orszagos Nemesitd Intézet, majd 1916-ban bevezették a
nemesitett novényfajtak allami térzskonyvezését, amely rendkiviil nagy eldrelépést jelentett a
fajtak elkiilonitése, és a fajta tulajdonviszonyainak meghatarozasa érdekében. Hazankban a
klasszikus heter6zis hatason alapulo hibridizacids nemesités az 1930-as évektdl kezdte meg
térhoditasat. Feltétlen meg kell emlékezziink Fleischmann Rudolfrol, aki a kukorica mellett
30 névényfaj nemesitésével foglalkozott. Tobbek kozott 6 vezette be 1914-ben a kukoricanal
kiemelkedden fontos csaladnemesitési elveket. 1924-ben fajhibridek keresztezésével jol

fattyasod¢ silokukoricat nemesitett. Két kukoricafajta keresztezésével 1933-ban eldallitotta a
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Fleischmann féle 16foghi heterdzis kukoricat, amelyet 1953-ban Ovari-4 néven ismertek el.
Neve a mai napig a patinds  Fleischmann  Rudolf dij  fémjelzdje.
Az intenziv termelésre alkalmas hibridek és fajtak az 1960-as évekt6l kezdédden az
agrotechnikai 0jitdsok bevezetésével kaptak koézponti szerepet. Megjelent a beltenyésztett
vonalakon alapul6 hibridizaci6é, melynek hazankban Papp Endre volt a kezdeményezdje. A
Martonvasari 5 névre hallgatd beltenyésztett vonalakbol allo6 kukorica hibrid nem csak
Magyarorszagon, de egész Eurdpaban is az elsd klasszikus értelemben vett hibrid kukorica
volt. Kezdetben négyvonalas hibridek nemesitésével foglalkoztak, am 1968.-ban mar
elismerték az els6 kétvonalas kukorica hibrideket (Mv620, Mv630, Mv57). Ez id6 alatt
Szegeden a Szegedi Gabonakutatd Intézetben. Fehér Karoly és Németh Janos foglalkozott
korai éréscsoportba tartozo hibridkukorica nemesitésével.
A masodik vilaghaboru utan kizarolag allami cégek foglalkozhattak nemesitéssel. Ez kukorica
tekintetében Martonvasar és Szeged feladata volt egészen a rendszervaltasig, amikor is egy
Egyiptombdl Magyarorszagra telepiilt nemesitd0 Prof Dr Samir Rady megalapitotta
Magyarorszag els6, és azota is egyetlen magan kukoricanemesitd intézetét a kiskunhalasi
sz€khelyli Kiskun Kutatokozpont Kft-t. Mivel a kommunizmus uralta iddszakban
Magyarorszagon nem engedélyezték tevékenységét, a vildg szdmos orszagaban alakitott ki
tudomanyos kapcsolatokat ¢és szerzett nemesitési tapasztalatot. A rendszervaltas utan
visszatért Magyarorszagra. Munkdajat testvére Dr. Adel Rady is kozvetlen nemesitési
tevékenységével segitette. Kettejiik neve egyediilallo moédon dsszesen 126 allamilag elismert
kukorica hibrid nemesitéséhez kothetd.

Napjainkra a multinacionalis cégek térhdoditasa sulyosan érintette a magyar kukoricanemesités
intézményeit. A harom hazai nemesitéhdz Osszesen a piac 5%-at birtokolja. A tékeerds
nemzetko6zi cégek marketing koltségvetése tobb mint a hdrom intézet teljes éves arbevétele, és
akkor még nem ejtettiink szot a kutatasra szant 0sszegekr6l. A nemesitOképzés a jelentkezok
hidnydban az agraregyetemeken megsziindben van, lassan az oktatok is végleg nyugdijba
vonulnak. Ahhoz, hogy 10 év mulva is legyen kukoricanemesités Magyarorszagon nem csak
szakmai, hanem tarsadalmi Osszefogésra is sziikség van. A nemesitd intézeteknek fel kell
zarkozniuk a leglijabb és leghatékonyabb nemesitési technikak rutinszerti alkalmazéaséaval, a
mindenkori magyar kormanynak és a gazdatarsadalomnak pedig elényben kell részesiteni a

hazai nemesitok altal 1étrehozott fajtakat.
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5. abra - Kukoricanemesiték arcképcsarnoka.

1.3. A kukoricahibridek nemesitésének kiemelt céljai, modszerei

és eredmeényessége

A hibrid kukoricanemesités sosem tartozott a konnyii hivatasok k6zé. A nyari héségben a
tenyészkert pontos és aprolékos megtervezése a novények iddben torténd szigetelése, porzasa
minden genotipus kiilon kivanalmainak megfelelden, csak egy sziikséges minimum ahhoz,
hogy nemesitési munkat végezziink. Egy nemesitonek ismernie kell minden beltenyésztett
vonala genetikai ¢és agronomiai tulajdonsagait ahhoz, hogy a heter6zis hatason alapulo
keresztezési  programot hatékonyan és  jovOébe mutatéan tudja  Gsszeallitani.
Kezdetben a nemesitési technologiak hajnalan, nem rendelkeztiink még genetikai elemzésre
alkalmas modszerekkel, de még beltartalmi értékvizsgéalatokhoz sziikséges laboreszkozokkel
sem. A terméseredményen kiviil csak a novényi életciklus szemmel lathato jelenségeit tudtuk
alapul venni, mint példaul a virdgzads ideje, vagy a felszdradds dinamikdja.
A cél természetesen a magasabb terméseredményen kiviil az agronomiai tulajdonsagok
javitasa és egyes tdjegységekhez vagy talajtipusokhoz torténd adaptaldsa volt. Ezt az
eredményt a vetdmag genetikai és fizikai uniformitasa elérésével kivantak elérni. A fizikai
tisztasagért a vetdmag lizemek, a genetikai fejlédésért pedig a nemesitdk voltak a feleldsok. A

nemesitési folyamat elején tajfajtdk szelekciojaval folyt a munka. A heterdzis hatds
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elényeinek felfedezése utan a szelektalt tajfajtakat hibridizaltak, majd a hibridhatas novelése
érdekében és a genetikai egyOntetliség teljes megvalositdsanak eléréséhez a tajfajtakbol

beltenyésztett vonalakat alakitottak ki, végiil ezeket hibridizaltak.

A kezdeti idokben egy nemesité ha beltenyésztett vonalat akart kialakitani, nem kifejezetten
sok eszkoz allt rendelkezésére. Az elsé és legegyszeriibb lehetdség egy mar meglévd
homozigéta populaciobdl a szant6foldon bekovetkezett mutdcid altal nyert pozitiv
tulajdonsagu egyed kivalasztasa és tovabbi szaporitasa volt. Ezt egyszerii szelekcionak hivjuk.
Késobb, ugyanezen elven alapulva elterjedté valt az indukalt mutaciok szelekcidja, ami a
homozigdta allomany rontgensugarzassal vagy kiilonb6z6 mutagén vegyiiletekkel torténd
kezelésével volt kivalthatd, majd szelektalhaté (Balint Andor: Heterdzis és mutacidé a
kukoricdban, 1967 Akadémiai Kiad6 Bp.). Meg kell jegyezzem ennek a modszernek
napjaikban a cstcsa az oligonukleotid medidlt mutagenezis, amely a random mutaciok
szelekcidja helyett egyetlen egy célzott nukleotid cseréjét is lehetdvé teszi idegen gén bevitele
nélkdl.

Hosszabb és bonyolultabb vonaleldallitasi technika a back cross vagy visszakeresztezés. Ezen
metodus soran a nemesitd kivalaszt egy szamara tetsz6 homozigdta vonalat, majd egy masik
valamilyen pozitiv tulajdonsaggal rendelkezd hibriddel, tajfajtaval vagy vonnallal keresztezi
azt. A kialakult F1 hibridet legalabb négyszer keresztezi a kiindulasi anyaggal, majd az F5
generaciot elkezdi Onporozni. Az Onporzast legalabb 3 évig folytatja, igy lassan tiszta
homozigoéta anyagot kap, amely a kiindulasi vonalra rendkiviil hasonlit. A folyamat soran
tobb ezer szegregald novény koziil évrél évre ki kell valasztanunk azokat az egyedeket,
amelyek tartalmazzak az eredeti keresztezés pozitiv tulajdonsagaiért felelés géneket. Ez a
folyamat rendkviil iddigényes, a végeredmény a pontosan €s precizen végzett munka esetén
sem garantalhatd. Természetesen napjainkban genetikai eldrejelzési modellek segitik a
szelekcot (Guo T. et al. 2013).
Végezetiil meg kell emlékezziink a hibrid bontas lehetdségérdl, ami az el6zd technika kozeli
rokona. Ilyenkor a nemesitonek egy tetszélegesen kivalasztott genetikai allomannyal
rendelkez0 sziildpart hibridizalva az F1 hibrid ndvényeket legalabb 8 éven at kell 6nporoznia,
ahhoz hogy a szintén megjelend tobb ezer véletlenszeriien rekombinal6dé hasadéanyag koziil

az Onporzas soran végzett szelekcio segitségével végiil tiszta vonalakhoz jussunk.
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1.4. Az értekezésben bemutatott kisérleti munka koncepcioja
és céljai

A kukoricanemesités soran az egyik legfontosabb tényezd az i1d6. Az ) homozigota
beltenyésztett vonalak létrehozasa és ezek hibridizacidja napjainkban mér nem tarthat
tovabb 3 évnél. Az ezt kovetd teljesitmény kisérlet és regisztracios folyamatok, valamint
az alapanyag nagyiizeni felszaporitasa ujabb 4 évet vesz igénybe. Igy egy hibrid piacra
keriilési ideje 7-8 év. A régi hagyomanyos nemesitési technikdkkal ez 15-16 évbe telt.
Ezen értekezés elsd része a Pannon Genetic Kft. nemesitési programjaban azt tiizte ki
célul, hogy a dihaploid technologiat, amellyel a nemesitési ido lerdvidithetd, rutinszertien,

¢s sajat genotipusainkra optimalizalva tudjuk végezni.

Egy kukoricahibrid nem csak gy fejleszthetd, hogy teljesen 0j genetikat hozunk 1étre. A
génszerkesztés segitségével egy mar jol bevalt a piacon bevezetett €s elterjedt, kivalod
agronomiai tulajdonsdgokkal biré hibridet, Gjabb fontos tulajdonsagokkal ruhdzhatunk fel.
Ha a genomban sikeresen létrehozunk egy célzott pontmutaciot, az eredeti jol bevalt
hibridiink kiegésziilhet tobbféle herbicid rezisztenciaval, szarazsag ¢és altalanos
stressztlirési képességgel, magméret novekedéssel és egyéb fontos beltartalmi értékek
novekedésével illetve csokkenésével, amely 1 irdnyt adhat a hibrid ipari vagy
takarmanyozasi felhasznaldsanak. Hagyomanyos nemesitési modszerekkel ez a folyamat
legalabb 8 évet venne igénybe, ezzel ellentétben a génszerkesztés segtségével akar 1 év
alatt is megvalosithatd. A disszertacid masodik fele azt a célt tlizte ki maga elé, hogy
szintén a Pannon Genetic Kft. genetikai hatterén kidolgozza, optimalizalja, valamint
rutinszerien alkalmazza a transzgénmentes génszerkesztés technologidjat. Meg kell
jegyezni, hogy hatalmas genetikai allomanyrol, tobb mint 2500 beltenyésztett vonalrol
beszéliink, melyek koziil elsé 1épésként ki kellett valasztani a megfeleld kiindulasi
anyagot. A feladatot szinesiti, hogy az eredeti genom valtozatlanul tartasa, és a kukorica
limitalt regenerald képessége miatt, keriilniink kellett a szovettenyésztési munkat. Ennek
soran tobb in vivo génszerkesztési technikat értékeltiink. Az oligonukleotid embridba,,
vagy merisztéma régioba juttatasat 3 kiilonféle modszerrel hajtottuk végre és elemeztiik.
A mutéaci6 bekovetkezésének kovetésére a fitoén deszaturdz (PDS) gén kikapcsolasat

vizsgaltuk. Az albind szovetrégiok illetve utdd csirandvények megjelenése kis
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gyakorisagi mutacios eseményt jeleztek. Ezzel Osszhangban volt a nukleotidcserék
eléfordulasa a PDS gén szekvendlasa soran. A bemutatott eldzetes eredmények alapot
adnak a tehcnologia tovabbfejlesztéséhez, agronémiai értékkel bird szelekcids markerek
hasznalatdhoz. Ahhoz, hogy az ONIM mddszer széleskoriien alkalmazhatéd rutin modszer
legyen a kukorica tenyészanyag eldallitasaban, sziikséges hatékonyabba tenni a szintetikus
oligonukleotid molekulak bejutattasat a sejtekbe, indokolt a sejtosztodasi folyamatok
optimalizalasa, és a mutans sejtek szamara szelekcios elény biztositdsa, hogy szerepet

kapjanak az ivarsejtek képz6désekor.

Fontos megjegyezni, hogy abbol az igényiinkbdl sem adtunk lejjebb, hogy ne a
hatékonyabb Crispr-Cas9 rendszereket hasznaljuk a génszerkesztésre, hanem pusztan az
oligonukleotid editalasi képességét hasznaljuk fel, ami garantdlja a transzgénmentes
nemesitési modszer megvalosulasat.
Miutan a fenotipus elemzések alapjan 3 kiilonb6z6 moddszerrel is sikeresen végrehajtottuk
az editalast, a kovetkezd évek munkdja a legjobb modszer kivalasztisa és
hatékonysaganak novelése lesz, hogy a rutinszerii nagyilizemi alkalmazésba is hatékonyan
tudjuk hasznositani.
A disszertacido mindkét része, a haploid technologia és a génszerkesztés is kiilon-kiilon
megallja a helyét a kukoricanemesités kiemelten fontos innovativ kutatasi teriiletei kozt.
Hosszatava céljaink kozé tartozik, hogy a haploid indukaloé genotipusokat homozigdta
konstrukcioban lassuk el Crispr-Cas9 vektorokkal, és a két részteriiletet egyesitsiik. A
haploid technologidban hasznalt inducerbdl szarmazé apai genom eliminaldsaval szintén
transzgénmentes génszerkesztés hajthatd végre, az idétényez0 maximalis lerdviditése

mellett.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Beltenyésztett vonalak eloallitasa dihaploid technolégiaval

A kukoricanemesités 1j modszereként hasznalt dihaploid technologia (Chaikam et al. 2019)

mar a mult szdzad kozepén megjelent a tudomanyos életben. A nemesiték igen koran

megfigyelték a steril haploid névények jelenlétét bizonyos F1 keresztezésekben. Kézenfekvo

volt tehat a gondolat, hogy a kromoszoémaszerelvény a novényi egyedfejlodés megfeleld
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stadiumban torténd megduplazasaval hasznos, tokéletesen tiszta nemesitési anyag nyerhetd.
A moddszer alapvetéen két fO iranyvonalra bonthaté. Az egyik a ndévény haploid
sejtorganumainak kalluszositasan és regeneraldsan alapul, a masik pedig kiilonb6z6 haploid
inducer vonalakkal torténé keresztezéssel zajlik. A portok kultura bar hatékony moédszer,
mégsem terjedt el a kukorica dihaploidizacios nemesitése soran. Ezzel ellentétben buzanal
versenyképesen alkalmazzdk. A mivelet maga igen bonyolult, és rengeteg labor technikat
igényel, ezért képtelenség megfeleld hatékonysaggal hasznélni a rentabilis vonal eldallitashoz.
Az ¢éretlen him virdgzatokat izolaljak, majd a mikrosporakat tartalmazé athéra triadokat
eldszor kalluszosité majd a kalluszokat regenerald taptalajra helyezik a haploid névények
felneveléséhez. Az éretlen cimer, izoldlds eldtti eldvizsgalata nagyon fontos a moddszer
alkalmazédsa soran, csak azok a mikrosporak kalluszosodnak el megfelelden, amelyek
sejtmagjai a sz€ls6é falhoz kitapadt stadiumaban helyezkednek el. Ezt karmin festéssel és
mikroszkopos vizsgdlattal ellendrizziik. Tovabbi buktatdja a moddszernek, hogy a
novényregeneralds kalluszbdl erésen genotipus fiiggd, igy nem minden nemesitési anyagnal
hasznalhat6. Miutan eljutottunk a haploid felnevelt novényig a diploidizacié két modja
lehetséges. Az egyik kevésbé fligg a kutatoktol, megfigyelték, hogy az anthera kulturdbol
eléallitott haploid novények néhany szézaléka spontdn dihaploidizalodik, am ez kordntsem
elég a versenyképes nemesitéshez. A masik lehetdség a kolchicin kezelés, amely jelen
technologia alkalmazasa sordan szintén nehézkes, mivel a kalluszbol regeneralt novények
gyengék, a hajtasba injektalt kolchicin hatalmas mortalitast eredményez. Meg kell jegyezziik,
¢leters novényeknél is nagy a mortalitasi rata (Dwivedi SL. et al. 2015). Masik iranyvonala
a dihaploid technologianak, a haploid inducer apai vonalként torténd alkalmazasa. (Chaikam
et al. 2019) Ez a technologia, kiilonb6z6 kiegészitd moddszerekkel napjainkra elterjedt, és
versenyképes nemesitési eszkozzé fejodott. Kezdetben a nemesiték megfigyelték, hogy
néhany genotipus keresztezésbe torténd bevonasakor az utédok alacsony 1-2 %-a steril
novényként jelenik meg. A genetikai €s citologiai vizsgalatok alatamasztottdk, hogy a
sterilitas oka a haploid kromoszoma szerelvény. A jelenség tovabbi vizsgélatai soran
kimutattak, hogy a kettds megtermékenyités soran a kozponti sejt megtermékenyiil, igy
sikeresen endospermium fejléddik, 4&m a petesejt megtermékenyitése utdn az embrionalis
sejtosztodas igen korai fazisadban feltehetdleg a magors6 fonalak kapcsolddasi hibdja miatt, az
apai kromoszomakészlet elvész, haploid szemtermést eredményezve. A jelenség genetikai
vizsgalata jelenlegi alldsa szerint centromer régioban torténd génmutacié indukalhatja a

folyamatot, 4m a teljes analizis még nem késziilt el.
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A haploid novények ¢€s az 6ket indukald genotipusok felfedezése utdn azonban még rengeteg
feladat allt a nemesitok el6tt a modszer hatékony alkalmazédsanak eléréséhez. Novelni kellett
az indukcids ratat, napjainkra akar a 20%-ot is elérheti az egy csdvon talalhato haploid
szemek ardnya. Tovabba hatékony marker rendszerrel kellett ellatni az inducer vonalat a
haploid szemek el6szelekcios izolalasahoz. A nemesitok a szem szinéért felelés gének olyan
anyai genotipus szemkoronajat és az embriot antocidnnal feketére szinezik. Haploid novények
esetén az embrid fehér marad. A legujabb generacids inducer vonalak a zold fluoreszcens
fehérje génjével (GFP) tortént transzformalasuk kovetkeztében fluoreszcens jellel teszik
lehetévé a haploidok elészelekcidjat (Yu and Bircher 2016). A sikeres haploid detektalas utan
csirandvény korban torténd kolhicin kezelés kovetkeztében dihaploid ndvényt kaphatunk.
Jelen doktori disszertacio tobbek kozott az inducerrel torténd haploid indukalassal, a
haploidok detektalasaval illetve a kolhicin kezelés optimalizalasaval és tovabbfejlesztésével

foglalkozik.

6. abra — (A) Antherak kalluszosité taptalajon (B) Kitapadt sejtmagvas mikrospora

Meéretarany: 10 um
(C) K405 haploid inducer vonal

A XX. szazad soran a hibridizacié kulcsfontossagu tényezdveé valt a kukoricatermesztésben. A
kiemelkedd termésatlagok, a gépi betakaritdshoz sziikséges uniformitas és a kornyezeti

tényezOkkel szembeni stresszrezisztencia mara mar alapvetd feltételnek szamit. Egy hibrid
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teljesitménye kozvetleniil fiigg az o6t alkotd Dbeltenyésztett vonalak agrondmiai
tulajdonsagatol, genetikai mindségétdl. A nemesités soran ezen paramétereket fejlesztjiik
generaciorol generaciora. A hagyomanyos back-cross technologidval torténd vonal eléallitas
8-10 évet vesz igénybe, igy nem bizonyult versenyképes megoldasnak. A legtdbb piacvezetd
nemesitd cég a dihaploid (DH) technologiat fejlesztette tovabb a versenyképes nemesités ¢és

fajtacloallitas megtartasa érdekében (Chaikam et al. 2012).

A DH-technoldgia két kiilonallo részre bonthatd. Az elsé szakaszban a haploid
kromoszomakészlettel rendelkezé csirandvények létrehozasa a cél, amely a haploid inducer
vonal apaként torténd hasznalataval érhetd el. A folyamat sordn a kiindulasi diploid anyai
genom valtozatos rekombinéciodit kapjuk haploid kromoszomaszerelvényii csirandvényekben,
azzal a feltétellel, hogy az apai genom az embrid sejtosztodasa soran eliminalodott. Az elsd
leirt inducer vonal a Stock 6 nevet kapta (Coe 1959). Ez a genotipus a megtermékenyitett
embridk 2-3%-4aban okozott haploid indukcidt (Zhang et al. 2008). Elsddleges célla valt tehat
az indukcios képesség novelése, ami szamos 0j vonalkeresztezésbe vald bevonasaval és
tovabbnemesitésével tortént (Yu and Birchler 2016). Napjainkra a haploid indukalo képesség
- genotipustodl fliggden - elérte a 20%-os értéket.

A haploid indukciés arany (HIR) genetikai szabalyozas alatt all, és szamos a genomra
kiterjedd Osszehasonlitd vizsgalattal (GWAS) azonositottak a HI expresszidhoz sziikséges
genomi régidkat (Hu et al. 2016). Kovetkezésképpen az anyai genom kozponti szerepet
jatszhat a HIR meghatarozéasédban bizonyos keresztezési kombinaciokban. A haploid magok
szama akar 1% -ra is csokkenhet, még akkor is, ha a legjobb haploid induktor vonalakat
hasznaljuk. Ilyen koriilmények kozott a redukalt genommeéretli kukorica ndvények hatékony,

¢és pontos azonositasa kulcseleme a beltenyésztett vonalak nagyléptékii eldallitdsanak.

A haploid / diploid osztalyozas kiilonféle fenotipusos markereken alapulhat. Az antocianin
szinjelold, az R1-nj (navajo) az egyik legszélesebb korben alkalmazott modszer a szamos
haploid indukal6 rendszerben (Chaikam and Prasanna 2012, Melchinger et al. 2013). Az anyai
haploid utodok lila pigmentaciot mutatnak a mag korondjan 1évé endospermium szdvetben €s
szintelen fenotipust az embridkban. Az aleuron szinezése azt jelzi, hogy a megtermékenyités
sikeres volt az induktor vonallal (Chaikam et al. 2015). Az R1-nj marker funkcionalitasa
azonban korlatozhatd olyan dominans antocianin-inhibitor gének, mint példaul a Cl1-I

expresszidja altal. Ha az anyai sziil6 gatld alléleket tartalmaz a Cl-antocianin szabalyozo
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l6kuszban, vagy eredetileg szines scutella van jelen, esetleg ha az endospermium és a scutella
koriilveszi az embriot, akkor a haploid magok pontos azonositdsa nehéz vagy lehetetlen
(Rober et 2005, Prigge et al. 2012). Az R1-nj markerrendszer ezen korlatozasainak
kikiiszobolésére kiilonbozé megkozelitéseket teszteltiink. Példaul, a haploid és diploid magok
olajtartalmanak kiilonbségei szolgalhatnak molekularis markerekként (Rotarenco et al. 2007,
Melchinger et al. 2015), azonban ehhez specialis kromatografias berendezés sziikséges. A
meglévd rendszerek hibaja minimalizalhatd olyan haploid induktorvonalak eldallitasaval,
amelyek dominans markerként expresszaljak a zold fluoreszcens fehérjét (GFP) (Yu and
Bircher 2016). Ebben a megkézelitésben a Kicsirazott diploid magok GFP fluoreszcenciat
mutatnak a gyokér illetve koleoptil régioban, mig a haploidok GFP negativak a transzgén apai
genommal torténd eliminacioja miatt. A haromszoros antocianin termelés szintén egy elterjedt
modja a haploid detektilasnak, ezen folyamat sordn a diploid ndévények gyokér és hajtas
régidja vords szinli mig a haploid ndvények gyengébben vagy egyaltalan nem szinezettek

(Chaikam et al. 2017).

A DH-technologia tovabbi fejlesztéseket igényel a haploidok pontos ¢és hatékony
azonositasdhoz a kiilonbozd kukorica csirandvényekben. A haploidok szelektalasanak
legmegbizhatobb moddszere a kromoszomaszamlalas, melynek soran a mitotikus sejteket 1% -
os laktoecetsav-orcein oldattal festik (Milani et al. 2016). A kukorica nemesitési
programjaban sziikség van a feltételezett haploidok gyors és olcsé azonositasara. A DNS-
tartalom flow- citometriaval torténé azonositasa megfelelhet ezeknek a kovetelményeknek, de
ennek hatranya, hogy dradga berendezéseket, és tapasztalt miiszaki tamogatast igényel.
Alternativ megoldasként a molekularis markerek, mint mikroszatellitek (egyszer(i szekvencia
ismétlések (SSR)) igazolhatjak az utdédok haploid vagy diploid jellegét (Belicuas et al. 2007).
(Battistelli et al. 2013).

A masodik szakasz, azaz a beltenyésztett vonalak eldallitdsa magaban foglalja a genom
rediploidizalasat a  novények  termékenységének  helyredllitdsa  érdekében. A
kolchicinnel, anti-mitotikus herbicidekkel vagy dinitrogén-oxiddal kezeljiik (Chaikam et al.
2019).

Ebben a tanulmanyban kvantitativ adatokat szolgaltatunk egy olyan integralt rendszer

megbizhatosagar6l, amelyben az R1-navajo (R1-nj) markert a flow-citometriara alapozott
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genommeéret-elemzéssel €és (SSR) marker-szekvenciakkal kombinaltuk, mint egy korai,

magonkénti 1épést a haploid utédok azonositasa soran.
2.2. Novényi gének iranyitott mutagenezise: precizios nemesités

Mi az a genomszerkesztés, hogyan csinaljuk, és miért hivjuk preciziés nemesitésnek?
A hagyomanyos nemesités soran egy-egy elényos tulajdonsagi uj kukorica hibrid 1étrehozasa
a legoptimalisabb esetben is 10 évet vesz igénybe. A klasszikus modszerek, mint a
keresztezés soran a sziildi kukorica novények kétmilliard kettészazmillio nukleotidjat a
véletlenre bizva Osszekeverjiik, majd vakon tapogatozva megprobalunk egy harmadik, jobb
tulajdonsaggal bird novényt kivalasztani a tobb ezer hasaddanyag koziil. A genomszerkesztést
tobb okbodl is nevezhetjiikk precizids nemesitésnek. Eloszor is rendelkezik azzal a
tulajdonsaggal, ami a nemesitésben a legfontosabb, redukalja az id6t. Egy 0j hibrid 3 év alatt

1étrehozhato a technolodgia alkalmazasaval.

A kukorica génjei a szant6foldon évrél évre természetes modon valtoznak. Nobel dijat
érdemld kutatasok leirtdk, hogy a novény genetikdjat felépité 2,2 milliard nukleotidbol
teljesen spontan és onalldoan akar 10% 220 milli6 is atrendez6dhet minden tenyésziddszak
soran. A hagyomanyos nemesités kozben ezeket az atrendezddéseket keressiik, és probaljuk
10 év alatt atvinni egy 0j stabil beltenyésztett vonalba. Ekdzben véletlenszerlien atrendezziik a

tobbi gén helyzetét €s mikodeését is.

A mai tudomany eljutott arra a szintre, hogy képesek vagyunk egy teljesen természetes
mondhatni okos vegyiilet segitségével kivalasztani az el6bb emlitett 2,2 milliard
épitdegységbdl egyet, iranyitottan modositani, Ugy ahogy azt a természet tenné
véletlenszeriien és mindezt anélkiil, hogy a masik 2 199 999 999 ¢épitéegységet modositottuk
volna.

Miutan nyugtaztuk, hogy a technologia, gyors, preciz, és hatékony. Jogosan meril fel a
kérdés, hogy mégis mire lehet jo egyetlen darab nukleotid megvaltoztatasa, ha a masik tobb
mint egymilliard valtozatlan marad. A genom rendkiviil finomhangolt rendszer a kukorica
esetében is. A modszer alkalmazasdval szarazsagtlirés, jobb emészthetOség, rezisztencia
gomba, virus vagy baktérium korokozokkal szemben, illetve hidegtiirés csira korban vagy

himsterilitas is eldallithato.
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2.2.1. CRISPR-Cas9 technologia

A genomszerkesztésnek rendkiviil sokféle és szertedgazd modozatait ismerjiik, de alapvetden
két f6 iranyvonal 1étezik (Van et al. 2019). Az egyik a CRISPR-Cas9 technoldgia, a masik
pedig az oligonukleotid iranyitott mutagenezis (ONIM). A CRISPR-Cas9 technoldgia
alkalmazasa soran a kettds szalt DNS molekulan egy specialis nukleaz mulekula torést
indukal egy elére megtervezett helyen. Ahhoz, hogy a molekula a megfelelé szekvencia
részlethez tapadjon, sziikség van a fehérjéhez kapcsoloddo gRNS-re, amely dimerizalodik a
DNS szerkeszteni kivant szakaszaval. Abban az esetben, ha nem csupan deléciot, ami
altalaban egy gén kikapcsolasahoz elegendd, hanem baziscserét szeretnénk végrehajtani,
szilkség van még egy rovid, templat oligonukleotid szekvenciara, ami az altalunk el6re
meghatarozott bazissorendet kddolja. A Cas9 nukleaz altal eldidézett torést vagy deléciot az
exciziés repair enzimek a DNS természetes javito folyamatain keresztiil az altalunk

templatként megadott oligd alapjan végzik el (Waquar et al. 2020).

target DNA
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7. abra - A CRISPR-Cas9 mukddési mechanizmusa.
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Az imént felsorolt alkotoelemek, Cas9 molekula, gRNS, templat oligd mindegyikének
egyidejlileg jelen kell lennie a sejtben a folyamat sikeres végbemeneteléhez (7. abra). A sejtbe
torténd bejuttatds mdodozatai alapjan ismét két meghatarozo részre oszthatjuk a technoldgiat.
Megkiilonboztetiink transzgenikus illetve transzgén mentes CRISPR-Cas9 technologiat (lasd
Osszefogalald Dudits Dénes: A bé termés biologiaja, Mezdgazda Kiadd (2019).). A
transzgenikus CRISPR mddszer alkalmazasa soran a harom alkotoelem genetikai kodjat egy
plazmid molekula segitségével juttatjuk be a sejtbe, majd az ott autdmatikusan torténd atird
folyamatok segitségével szintetizaltatjuk. A plazmid vektor bejuttatisanak moddozatai
rendkiviil széles repertoarbdl valaszthatok ki, a leggyakrabban hasznélt technikdk a
génpuskaval torténd beldvés, az Agrobaktérium altal kdzvetitett transzfekceio, vagy kiilobozo
polimer molekuldk segitségével torténd bevitel. Kiilonbozé tanulményok hatékony
megoldadsokat mutatnak be a beépiilt plazmid molekula genombdl torténd
kirekombinaltatdsara. Amennyiben az eljards sikerrel jar a transzformalt sejt elveszti
genetikailag modositott statuszat. Abban az esetben, ha a harom komponenst in vitro
szintetizalt forméaban juttatjuk be a transzformalni kivant sejtbe transzgén mentes CRISPR-

Cas9 technikarol beszélhetiink (Sant’Ana. et al. 2020).

Szelekcios
marker

sgRNS Cas9nukleaz

35S U6
promoterek
Transzformacios vektor 10kb

pUC Ori
+ MINTA
OLIGONUKLEOTID

35S

8. abra - A CRISPR-Cas9 technologiahoz hasznalt transzforméacios vektor.
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2.2.2. Oligonukleotid- Iranyitott Mutagenezis (ONIM) névényekben

A CRISPR-Cas9 technoldgia alkalmazédsaval parhuzamosan kutatdécsoportunk a
génszerkesztésnek egy génbeépitést nem igényld valtozatat tokéletesiti. Az ONIM, azaz
kémiailag szintetizalt DNS szakasz az wu.n. oligonukleotid medidlt mutagenezis,
génszerkesztés mechanizmusat Ferenc és Dudits (2017) foglalta 6ssze. Ezzel a technikéval
célzott nukleotid cserét kis gyakorisaggal tudunk végrehajtani egyetlen szintetikus

oligonukleotid szakasz segitségével is (9. abra). Az oligonukleotid a célszekvencia

crer

DNS kettosszal

Az oligonukleotid kotodik a célszekvenciiahoz
D hurok képzidéskor bizis parosodisi zavar: G 4~ A

Hibajavité - ‘
enzim komplex
A DNS szl torésének kijavitiasakor
a novényi sejt hibajavité enzimjei & ’q ‘

az oligonukleotidot hasznaljik mintaként
és C bazist épitenek be.

Az oligonukleotid degradalodik

OO OO0k

A kijavitott DNS a kivant 4j mutins nukleotid G-C bazispart hordozza

9. abra - Az oligonukleotid-iranyitott mutagenezis (ONIM) egyetlen nukleotid
cseréjével specifikusan, a kivalasztott gén szekvencidjanak szerkesztésével valtoztatja meg a

kodolt fehérje miikodését, tulajdonsagait. (Ferenc és Dudits 2017, Gocal G. nyoman.)
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A jelenlegi genomszerkesztési technologidk, ideértve a leghatékonyabb CRISPR / Cas9
rendszert, a nukledz enzimek altal kettds szalu (ds) DNS-toréseket okoznak a novényi genom
célszekvenciaiban (Jaganathan et al. 2018). Egyetlen nukleotid kicserélésével STOP kodont
szintetizalva hatékonyan lehet géneket -elcsendesiteni, vagy fehérjék térszerkezetét
modositani. Ezzel a preciziés modszerrel rovid idon beliil nemesithetd szarazsagtiird, herbicid
rezisztens vagy kiemelkedé beltartalmi értékekkel bird beltenyésztett kukorica vonal. A
technologia elénye, hogy a mar meglévé egyéb agrondmiai tulajdonsigai miatt piacvezetd
(termés mennyiség, vizleadas, betegség tolerans) hibridek hdrom éven beliil tovabbi altalunk
meghatarozott pozitiv tulajdonsagokkal ruhazhatok fel az eredeti elonyoket kodold gének
barmilyen megvaltoztatasa nélkiil, a tokéletes homozigota genetikai tisztasag megtartasa
mellett. Ahhoz, hogy ezt a modszert a XXI. szazad legmodernebb precizids nemesitési
technikdjanak nevezhessiik jentds kutatdsi €s fejlesztési munkara van sziikség, mert jelenleg a

technoldgia hatékonysaga alacsony.

A ndvényi gének editalasa sikeresen végezheté homolog szekvenciaval rendelkezé kémiailag
szintetizalt oligonukleotidok (SDO-k) novényi sejtekbe vagy protoplasztokba torténd
bejuttatasaval és a mutans novények regeneralasaval (Rivera-Torres és Kmiec 2016; Sauer et
al. 2016). Az oligonukleotid iranyitott mutagenezis (ONIM) a programozhat6 nukleazok
hasznalatanak alternativdja, valamint kiegészitdé molekularis mechanizmusokkal jard
megkdozelitéseket jelent. Az SDO-molekula és a célszekvencia kozotti eltérés, bazisparosodasi
hibat eredményez, amelyet a novényi enzimek javithatnak sablonként az oligonukleotidot
felhasznalva (Gocal 2015). A nukledzok (Cas9, Cpfl) célzott DNS-torését kovetden kétféle
DNS-javitd mechanizmus létezik: nem-homolog végek kapcsolodasa (NHEJ) vagy a
homolégrégidkon alapuld javitds (HDR). Az NHEJ események knockout fenotipust hoznak
létre valtozo inszertaciok vagy deléciok (indel) bevezetésével. A HDR utvonal sablont
hasznal a javitdsi folyamathoz, és pontos torléseket, bazisparokat vagy uj kodolo
szekvencidkat hoz létre. A kettds szalu torések sablon-orientdlt javitdsat exogén modon
szolgaltatott SDO-k jelenlétében a novényi rendszerekben is megvizsgaltdk (Svitashev et al.

2015; Wang et al. 2015; Sauer et al. 2016).

A gyakorlatban a kémiai Uton szintetizalt oligonukleotid molekuldkat novényi
protoplasztokba, sejtekbe, embriobol szarmazo kalluszszovetekbe juttathatjuk be, gyakran in

vitro tenyészeteket hasznalva. Az SDO molekuldkat leggyakrabban kicsapjak arany
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mikrolovedékekre, és génpuska segitségével a tenyésztett sejtekbe belovik. A technoldgia
uttordjeként Beetham et al. (1999) dohany ndvény sejtszuszpenzidjaba juttattak kiméra DNS
¢s RNS szekvenciakat, majd az editalas hatékonysagat klorszulfuron rezisztens sejttelepek
megjelenésével igazoltak. A kukoricdban mind az éretlen embriobol szarmazo kallusz
szoveteket, mind a tenyésztett sejteket kezelték szintetikus SDO-kkal (Zhu et al. 1999; Zhu et
al. 2000; Svitashev et al. 2015; Tiricz et al. 2018). Az SDO-molekuldk bejuttatasa rizs
kalluszszovetekbe  pirimidinil-karboxi-herbicid-rezisztens  ndovényeket  eredményezett
(Okuzaki and Toriyama 2004). A templat oligonukleotidok Cas9 és gRNS expresszios
vektorokkal torténd egyiittes belovését a kukorica acetolaktat szintaz gének szerkesztésére
hasznaltak, ami klorszulfuronrezisztenciat eredményezett (Svitashev et al. 2015). Dong és
munkatarsai atmeneti plazmid génjavito rendszert fejlesztettek ki (Dong et al. 2006), amikor a
mutalt GFP konstrukciokat és a korrekcios oligonukleotidokat 16tték be a friss éretlen buza
embriok scutellum sejtjeibe. Tiricz et al. (2018) ezt a rendszert hasznaltdk a kromatin
szerkezetének modositasaval elérhetd haténykonysagnovekedés kimutatasara. A ndvényi
protoplasztok, mint membrannal koriilvett sejtek, szolgalhatnak az SDO-molekulak
recipienseként. A PEG-kozvetitett felvételt és az elektroporaciot is sikeriilt felhasznalni az
oligonukleotid bejuttatasara a dohanyba, az olajrepce és az Arabidopsis protoplasztba
(Kochevenko and Willmitzer 2003; Ruiter et al. 2003; Kim and Kim 2014; Gocal 2015). A
kék fluoreszcens fehérje atalakulasat zold fluoreszcens fehérjévé Arabidopsis-ban a
protoplasztok kiilonb6z6é méretli oligonukleotidokkal torténd kezelésével érték el (Sauer et al.
2016).

Az eddig leirt ONIM-moddszerek kiilonbozd szovettenyésztési technikdkon alapulnak,
amelyek biztositjak a reproduktiv névények regeneralodasat az in vitro tenyésztett mutans
sejtekbél. Mivel a differencidlodott kalluszszovetek morfogenikus vagy embriogén
potencidlja nagymértékben fligg a genotipustdl is a kukoricdban (Armstrong 1991), az
editalasi protokollok ezen része korlatozhatja az ONIM, mint Uj nemesitési technika széles-
korti alkalmazasat. Ezért a technologia széleskori alkalmazasara irdnyuld kisérletek soran az

in planta szerkesztési protokollok kiilonféle lehetéségeit kell szamitasba venni.

A szintetikus oligonukleotid molekuldknak a kiilonb6z6 novényi szervek szovetébe és
sejtjeibe torténd bejuttatasara vonatkozd kisérleti eredmények sok esetben antiszensz
oligonukleotidokkal (asSDO-k) végzett vizsgalatokbol ismertek. Ezen kisérletekben a

molekulakat dohanylevelekbe juttattak fecskendd segitségével vagy vakuumkezeléssel (Dinc
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et al. 2011; Wojtasik et al. 2014). A buzalevelek alsé 1-2 cm-es szakaszat lemetszés utan
meritették asSDO vizes oldataba. Hasonloképpen, Arabidopsis €s petunia esetében a levelek
vagott feliiletét hasznaltak a DNS bejuttatasara (Dinc et al. 2011; Xie et al. 2014). A csirazo
Arabidopsis, a dohany és a petunia magvak képesek abszorbealni az asSDO-kat, rezisztens 5-
enolpiruvil-sikimat-3-foszfat-szintetaz (EPSPS) gént expresszald transzgenikus névényeket
létrehozva (Xie et al. 2014). A csirdazd pollencsdvek funkcionalis asSDO molekuldkat is
képesek transzportalni (Mizuta and Higashiyama 2014). Mivel cukor jelenlétében kimutattak
az SDO-k hatékony felvételét, Sun et al. arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az antiszensz
oligonukleotid valosziniileg a cukor transzporterek Utjan jut be a ndvényi sejtekbe (Sun et al.
2007). Mindezek a kisérleti eredmények nyitnak kaput az optimalis novényi szervek
megtalalasara, mutagén SDO-kkal kezelésére, azzal a céllal, hogy a mutalt sejtek reproduktiv
szerveket hozzanak létre a novény egyedfejlddése sordn. Az ONIM-kezelés elsé szdmu
célpontja lehet a hajtas apikalis merisztémdja (SAM), amelyet széles korben hasznaltak a
transzformécios protokollok soran (Sticklen and Oraby 2005; Baskaran and Dasgupta 2012;
Baskaran et al. 2016).

A hajtascsucs merisztémakat széles korben alkalmaztak kiilonb6zd genetikai transzformacios
protokollokhoz, ideértve az Agrobacterium-mal torténd fertézést, vagy a hajtas apikalis
merisztémajanak mikroinjekcidjat (attekintés Sticklen and Oraby 2005)). A kukorica
csikoltsdgi virus Agrobacterium altal torténd beviteléhez a bakteridlis sejtek szuszpenzidjat
injektaltdk merisztéma szovetekbe (Grimsley et al. 1988). A kukoricabdl izolalt hajtés
merisztémak L2 rétegének sejtjeit mikro-injekcioval injektaltdk antocianin eldallitasra
szolgald vektor konstrukciokkal (Lusardi et al. 1994). Nagyon 1ényeges annak hangsulyozasa,
hogy a szdvetek, igy a merisztémak DNS molekulakkal torténd kezelése csak bizonyos szdmu
sejtet érint, ezért kimérak kialakulasaval kell szamolni. Ez jelentds korlatozast jelent abban,
hogy az indukalt mutalt sejtek részt vesznek-e az ivarsejtek képzddésében. Ez a feltétele

annak, hogy 6rokl6djon a létrehozott tulajdonsag.
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2.2.3. A haploidok indukalasi technolégiajanak 6sszekapcsolasa

génszerkesztéssel: transzgénmentes nemesitési alapanyag eléallitasara

A haploid technologia egyik alapvetd valtozata az apai névény kiilonleges tulajdonsagan
alapul. A kukorica diploid, egylaki, valtivara novények kozé tartozik. Ha keresztezést hajtunk
végre, megtermékenyités utan a zigdtdban egy apai és egy anyai kromoszémaszerelvény van
jelen. A haploidiat indukaldé (HI) novény kiilonleges tulajdonsaga, hogy apai
sziilokomponensként hasznalva a keresztezésben a korai sejtosztédas soran kromoszoma
készlete eliminaldédik a szomatikus sejtekbdl. Ez a jelenség a ndvény kromoszémainak
a magorso fonalak csatlakozasat a kromoszoéméahoz (Chen et al 2020). Kézenfekvd lehetdség

ezt a tulajdonsagot mas, hatékony nemesitési technikakkal 6tvozni.

A Crispr-Cas9 rendszer olyan novényi genomokban miikddik, amelyek tartalmaznak egy a
Cas9 fehérjét kodolo szekvenciat és egy gRNS-t meghatarozé szakaszt. Ezeket a faktorokat
altalaban plazmidon jutatjadk be a novényi sejtekbe, igy a transzforméans sejtek genomjanak
tartalmaznia kell a plazmiddal bevitt szelekcios markert, valamint promoter régiokat is. Ebben
a felallasban a novény génmodositottnak szamit, aminek szant6foldi termesztését a jelenlegi

jogi koriilmények nem teszik lehetové.

Abban az esetben, ha egy haploidiat indukalé novényt sikeresen transzformaltak egy miik6do
homozigota formaban jelen levd Crispr-Cas9 konstrukcioval és kerezstezést végeztek az
editdlandd genotipusssal, Ugy igazolni lehetett a mutacidé bekovetkezését az apai
kromoszoémak elvesztését kovetden (Timothy et al.2019). Igy 6tvozni tudtak a két technologia
minden eldnyét és elkeriilheték a GMO okozta jogi korlatozasok is. Kiemelten fontos hogy a
Crispr-Cas9 vektor homozigota formaban legyen jelen a HI genomban, mert igy biztositott,
hogy minden him ivarsejt tartalmazni fogja a kivant DNS szekvenciat. A petesejt
megtermékenyitése utdn az apai genom fokozatosan elimindlodik a korai sejtosztodasok
soran, igy rovid ideig ugyan, de egyszerre van jelen a transzgénmentes anyal €s a
transzformalt apai genom a Sejtben. Az apai genomrol atirddd Crispr-Cas9 konstrukcio
hatékonyan szerkesztheti az anyai genomot, mely végiil haploid formdban egyediil
transzgénmentesen a kivant pontmutaciéval marad jelen a haploid novényi sejtben. A colhicin
kezelés elvégzése utan az elényds tulajdonsdgot indukaldé pontmutacié stabil 100%-0s

homozigéta modon van jelen a beltenyésztett vonal genetikai allomanyéaban. A disszertacio
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fontos célja, hogy szakmailag el6készitse ennek a nemesitési koncepcionak bevezetését a

hazai nemesitési programokba.

A jelen tanulmanyban bemutatasra keriild modszertani fejlesztések elsddleges célja, hogy a
Pannon Genetic cégnél folyd kukoricanemesitési programok eredményességét innovativ
technologiakkal javitani tudjuk. Két teriiletet valasztottunk ki erre a célra: a haploid indukalasi
(HI) technologia egyrészt lehetévé teszi a beltenyésztett vonalak eldallitasanak hatékonysag
novelését, masrészt a haploid genotipusok lehetéséget adnak arra, hogy az indukalt recessziv
mutaciok fenotipusos megjelenése biztositott legyen. Annak ellenére, hogy nemzetkozi
szinten a CRISPR-Cas9 moddszer széleskori elterjedését tapasztalhatjuk, a jelen dolgozat a
szintetikus rovid DNS molekuldk 4&ltal elérhetd specifikus nukleotid csere lehetdségét
vizsgalja. Kiemelten fontos annak figyelembe vétele, hogy az ONIM technoldgiara alapozott
mutagenezis nem fligg transzgenikus technoldgia hasznalatatol, idegen gén beépitésétdl. A
dihaploid technologia ma mar integrans része a nemesitési programoknak, mig az ONIM
modszer a jovO technoldgidja és tovabbi lényeges fejlesztést igényel. A jelen munkéban
kiemelt célként tekintettiink az in planta genomszerkesztésre melynek soran elkeriilhet6 az in
vitro tenyészetben torténd novényregeneracid, amely jelentds részben felels az off-target

mutaciok kialakulasaért (Tang et al. 2018).

3. Anyagok és modszerek

3.1. Haploid indukciés keresztezések és szin-markerek

A haploid indukcids kisérleti kert 2015-2016-ban jott létre az Alfold déli részén,
Kiskunhalason. A késén viragzé (85 napos vegetativ novekedési fazisu) K405 kukorica-
haploid indukalé vonalat apai komponensként hasznaltuk a keresztezési programban a késoi
K4390 és K4368 anyai novényekkel, valamint a korai viragzasi K4250 hibriddel. Miutan az
indukcios keresztezéssel eldallitott magvak beértek, antocianin markerrel szelektaltuk oket.
Az endospermiumban elszinez6doétt, de az embridban antocianmentes vetémagokat
potencialis haploidoknak tekintettiik, mig az antocianint mind az endospermiumban, mind

pedig az embridoban termeld magokat diploid kategoriaba soroltuk.
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3.2. Genomméret meghatarozas flow-citometriaval

Az elévalogatasbol kiszelektalt csirandvények ploidszintjét a gyokércsucsbol vett mintakbol
flow-citometriaval hataroztuk meg 532 nm-en (BD FACS Calibur), 30 mW-on. Az
endospermiumon 1évé lila pigmentacioval és szintelen embrioval rendelkezd érett magokat
70% etanollal sterilizaltuk 1 percig, steril vizben oblitettik és 2,5% (v / v) natrium-
hipokloriddal kezeltiik 30 percig. Steril vizben torténd mosas utan a masodik sterilizalast
0,2% (tomeg / térfogat) HgCly-oldattal végeztiik 5 percig, amelyet 5-6 alkalommal, steril
vizzel oOblitettiink. A magokat sotétben, 24 ° C-on csiraztattam szlir6papiron. A sejtmag
extrahalasaval a gyokércsucsokat (koriilbeliil 5-10 mm) jégen borotvapengével apritottuk 55
mm atmérdjlii Petri-csészében, amely 1 ml extrahald puffert tartalmaz: 9,35 mM MgSO4 X
7H,0; 47,67 mM KCI; 4,77 mM HEPES (4- (2-hidroxi-etil) -1-piperazin-etanszulfonsav),
6,48 mM ditiotreitol (DTT), 0,25% (v / v) Triton X-100 (pH = 8). Ezt a szuszpenzidt egy 40
um-es nejlonsziirén szirtiik, és RNAse A oldattal (100 pg / ml) kezeltiik, majd 10 percig 1 pg
/ ml propidium-jodiddal (Sigma) festettiik. Mintaként legalabb 10 000 festett részecskét
elemeztiink. Azonos bedllitdsokat hasznaltunk annak érdekében, hogy Osszehasonlithato
relativ fluoreszcencia-intenzitasi értékeket kapjunk. Diploid kontrollként a hibrid sziilok
sejtmagjait izolaltuk €s azonos moddon analizéltuk. A hisztogramokat a Cell Quest (BD
Biosciences) program segitségével allitottuk eld, és a 2009-es WinMDI 2.8 szoftverrel

elemeztiik.
3.3. DNS izolalas és genotipizalas

A genomi DNS-t extrahaltuk a MasterPure™ Complete DNS és RNS Purification Kit
(Epicenter, USA) felhasznalasaval. 10 ng templat DNS-t hasznaltunk a PCR reakciokban. A
20 pl-es reakcié 0,25 uM primereket, 0,25 mM mindegyik dNTP-t, 2,5 mM MgCl,-t és 0,75
U Go®Taq G2 Flexi DNS polimerazt tartalmaz (Promega, USA). A PCR reakciokat Veriti
Thermal Cycler-ben (ThermoFisher Scientific, USA) végeztik az alabbiak szerint:
denaturdlds 2 percig 95 ° C-on, majd 35 ciklus 95 ° C-on 30 masodpercig, 60 ° C-on 30
masodpercig, 72 © C-on. 30 mésodpercig, és végsd meghosszabbitast 5 percig 72 © C-on. Az
UMCI1152 SSR marker amplifikalasdra szolgdld oligonukleotid primerek szekvenciajat
Shehata és munkatarsai ismertetik. (2009). A PCR-termékeket (3 pul) osszekeverjiik kétszeres
TBE-karbamid-pufferrel (Invitrogen, USA), és 10% -os TBE-karbamid gélekre (Invitrogen,
USA) toltottik. A DNS-mintakat 1xTBE pufferben (pH 8,3) elektroforézissel végeztiik 180
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V-on 3,5-4 oran at, a GeneRuler 50 bp méretii DNS Iétrat (Thermo Fisher Scientific)
hasznalva méretkontrollként. Végiil a DNS-savokat SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen,

USA) alkalmazasaval vizualizaltuk.
3.4. A csiranovények rediploidizalasa kolchicin kezeléssel

A kromoszomakészlet megduplazasit Chase és Nanda (1965) moddszere szerint néhany
modositassal végeztiik. A csirazott haploid magokat koriilbeliil 3-5 cm hossza koleoptillekkel
vizszintesen felvagtuk és 0,1% kolchicint 0,1% DMSO-ot és 0,1% Tween 20- t tartalmazé
oldatba meritettiik hat 6ran at, 22 C° hémérsékleten. Ezeket a kolchicinnel kezelt palantakat
haromszor csapvizben mostuk, majd tézegmoha-tartalmu Styrofoam talcakba iltettiik, és 16
oOras fény / 8 ora sotét fitotronban 28 © C-on, 3 levél allapotaig neveltiik. A kinévo ndvényeket
ezutan a szabadba iiltettiikk ki. A jol fejlett generativ szervekkel rendelkezdé novényeket

onporoztuk. A sikeres magkotés a kezelés eredményességét is jelzi.

3.5. Az 5- FAM-jelolt mutagén oligonukleotidok tervezése és

szintézise

Mutagenezis kisérleteinkben a fitoén deszaturdz (PDS) gén kikapcsolasat szintetikus
oligonukleotidok alaklamzasaval kivantuk elérni. A 41-mer egyszali, SDO-PDS elnevezésii
oligonukleotidot (5'-g aa ATT ACT GGA GCT AGC TAG ACA AGA TCT TTT GCG ggc
C-3’, kisbetlik a foszforotioatokra vonatkoznak) ugy terveztiik, hogy STOP kodont hozzon
1étre a kukorica PDS génben. Az oligonukleotidot a lehet6 legkdzelebb helyeztiik a kiindulasi
kodonhoz, a célzott mutaciot pedig az oligonukleotid kézepére. A CAG-TAG mutacio mellett
a GCA-ACA marker mutéciot is terveztiink az SDO-PDS-be azzal a céllal, hogy elésegitse a
sikeres mutaci6 DNS szekvenalassal torténd igazolasat. Az SDO szintézisének, ¢és
tisztitasanak el6segitése érdekében a GGGG kvartettet GGGC-re cseréltiik, amely tovabb
szolgalhat markermutacioként. Végiill az SDO-PDS szekvencia specifitdsat ellendriztiik a

kukorica genomjaban NCBI blastolassal.

Az SDO-PDS molekula kémiai szintézisét DNS / RNS / LNA H-16 szintetizator (K&A
Laborgeraete) alkalmazasaval végeztik standard [-ciano-etil-foszforamidit kémiai
modszerrel, névleges méretaranyban 0,2 umol. Az oligonukleotidfelvételi vizsgalatokhoz egy

véletlenszerli non-szensz szekvencidkat tartalmaz6 40-mer SDO-kat az 5'-végén karboxil
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fluoreszceinnel (5-FAM) jeloltiik. Az SDO-PDS-t forditott fazisi HPLC-vel tisztitottuk, majd

kationcserével, Dowex 50 gyanta alkalmazasaval tisztitottuk.

3.6. Szintetikus egyszali DNS molekulak injektalasa haploid
csiranovények merisztémarégiojaba

A jelen protokoll kisérleteihez haploid kukorica genotipust hasznaltunk. A csirandvények
valodi haploid voltat flow-citometriaval ellendriztiik, ahogy azt korabban leirtuk (Tiricz et al.
2018). A haploid magokat nedves és hengerelt sziirpapirban csiraztattam, fiiggélegesen
igazitva 3 literes f6zOpoharba, amelyet 0,5 liter csapvizzel toltottiink fel. A csirazott haploid
ndvények 6 nap elteltével kb. 2 cm hosszu koleoptillel rendelkeztek 16 6ras fény / 8 6ras
sOtét, 24 ° C-os szobahdmérsékleten. Ebben a szakaszban vizszintesen bemetszést ejtettiink a
hajtason, koriilbeliil 1 centiméterrel a koleoptile-mezokotil csatlakozés felett, €s a merisztéma
régiot fliggblegesen (a vagott oldalan) meglazitottuk egy 27 G-s tiivel. A PDS gén
célszekvenciajat képviseld szintetikus oligonukleotidokat nukledzmentes vizben feloldottuk
injektaltunk. Ezeket a kezelt csiranévényeket tézegmoha-tartalmua habszivacs-talcakba
tltettiik, és tiveghazban neveltiik 16 6ras / 8 oras fényperiodusokkal, 28 ° C-on a tenyészid

veégeig.

3.7. Kukoricaszemek embrioiba torténo DNS felvétele a csirazas
idoleges aktivaciojaval (seed priming)

Ezekhez a kisérletekhez, diploid érett embriokat hasznaltunk. Az érett embridt tartalamzo
kukoricaszemek els6 1épésként sterilizacion mentek keresztiil. Ezt a folyamatot egybekotottiik
a seed priming elvégzésével. A sterilezés soran eldszor 1 percig 70%-os alkoholt hasznaltunk,
majd mosas kovetkezett desztillalt vizzel. Ezutan 30 percig 1,5%-0S natrium-hipoklorit
oldatban aztattuk a szemeket, majd ismét mosas kdvetkezett. Végso 1épésként 0,2%-0s HgCl,
oldatot hasznaltunk majd 4x desztillalt vizes mosast végeztiink. A sterilezéstdl megduzzadt
magok embridopajzs eldtti maghartyajat eltavolitottuk, majd 48 oras deszikkalas kovetkezett.
A kovetkezd 1épésben az embrid koriili szoveteket eltavolitottuk szabadda téve, feltarva, a
szaraz érett embridt. A szemeket petricsészében steril homokba dgyaztuk, embridval felfelé,
hogy tokéletes vizszintes helyzetbe hozhassuk 6ket. A kukorica fitoén deszaturaz (PDS) gén
kikapcsolasa érdekében 6 kiilonbozo strukturdju ZmPDS oligoval végeztiik a kisérletet, ebbdl

5 kombinaciéban 2mM-os szachardzban oldott oligokat hasznaltunk, mig 1 esetben vizben
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oldottuk fel ezeket a molekulakat. Az 50 uM-os oligonukleotid oldatot 2 éra kiilonbséggel és
50 pl-es dozisokban cseppentettiik az embrio feliiletére 2 alkalommal. Miutan a magok
beszivtak az oligd oldatot nedves szlirOpapir segitségével over night eldcsiraztattuk, majd
kitltettilk a mintdkat. A kezelt magokbdl névényt neveltiink, onporozasuk utdn az utdd-

generacio novényeinek fenotipusait vizsgaltuk.

3.8. Pollentomlon keresztiili DNS felvétel a beporzas soran

A 80-100% bibeviragzasban 1évé szigetelt beltenyésztett vonalakat Onporoztuk. 12 o6ra
elteltével a csoveket kétféle képpen horizontalisan kettévagtuk. Azokat a mintékat, ahol a cs6
disztalis végétdl szamitva 3-4 centiméterrel vagtuk vissza a csovet HI, ahol 10-13
centiméterrel H2 elnevezést kaptak. A csovek atlagosan 20 cm hosszuak voltak. A vagas
feliiletét antiszensz, vizben oldott 50 uM toménységli ZmPDS oligoval kezeltiik 300 pl
térfogatban. Az oligonukleotidokat foszfotioattal (PTO) védtiik a degradacio ellen. Az oldat
felszivodasa utan ismételten beporoztuk a csoveket, majd szigeteld tasakkal fedtiik be Oket.
Az utddgeneraciot a kovetkezd évben ismét elvetettilk, majd Onporzas utdn a harmadik

generacid fenotipusait vizsgaltuk.

3.9. A fitoen deszaturaz (PDS) gén PCR amplifikacidja és

szekvenalasa

A genomi DNS-t a kezeletlen kontroll névényekbdél, valamint az SDO kezelésbdl szarmazo és
albind fenotipust mutatdé kukorica névények levél fragmentjeib6l CTAB-alapt extrakcios
modszerrel izolaltuk (Doyle 1990). A célzott nukleotidcsere elemzéséhez PCR-
amplifikaciokat hajtottunk végre a kovetkezo fitoén-deszaturaz gén-specifikus primerekkel:
ZmPDS Forward: 5-CAGTAGTCTGCCTGTACCTATTG-3, ZmPDS_Reverse: 5'-
CGGTGTGTGATCTCC-3'. Phusion Hot Start II DNS polimerazt (Thermo Scientific)
hasznaltunk a PCR reakciokhoz, a kovetkezo beallitasokkal: 1. Kezdeti denaturalas: 98 © C 3
min-re. 2. Denaturalas: 98 ° C 30 masodpercig. 3. Lagyitas: 63 ° C 45 masodpercig. 4.
Meghosszabbitas: 72 °© C 30 masodpercig. (2—4 1épés: 30 ciklus) 5. Végsé meghosszabbitas:
72 © C 10 percig. Az amplifikalt fragmenteket Genelet Gel Extraction kit (Thermo Scientific)
segitségével tisztitottuk a gyartd ajanlasa szerint. Ezeket a fragmentumokat felhasznaltuk az

lon Torrent szekvenalasokhoz. (Tiricz et al. 2018).
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3.10. Fluoreszcens mikroszkopiai modszerek

A 6 napos kukorica csiranovények fluoreszkald oligonukleotiddal befecskendezett apikalis
merisztema régioit Leica SP5 lézeres pasztazd konfokalis mikroszkoppal (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Németorszag) detektaltuk, az érintetlen cserepes ndvények
levelét kozvetlenil a targylemezhez rogzitettik egy fed6lemez segitségével. Masik
lehet6ségként petri-csészében (Fodor and Ayaydin 2018) a levél kimetszésével és 24 x 50
mm-es targylemezre torténé rogzitéssel dolgoztunk. A klorofill detektalashoz 543 nm-es
lézert és 650-750 nm detektalasi tartomanyt hasznaltunk. A sejtfal autofluoreszcencidjahoz
405 nm gerjesztési €s 415-530 nm emisszios tartomanyt hasznaltunk. A makroszkopikus
levélképeket a Samsung Galaxy Note 8 mobiltelefon-kameraval készitettiilk (Samsung
Electronics, Szdéul, Dél-Korea). A kivalasztott téglalap alaku teriiletek profiljanak mérését Fiji
szoftver segitségével végeztiik (Schindelin et al. 2012). Az abrazolt profilok exportalt
intenzitasi értékeit hasznaltuk a diagramok megalkotasara a Microsoft Excel 2010
programban (Microsoft, Redmond, WA, USA). A kompozit képeket a CorelDraw Graphics

Suite X7 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) felhasznalasaval készitettiik.

4. Eredmények és megvitatasuk

4.1. A dihaploid technoldgia optimalizalasa a Pannon Genetik
nemesitési programban

4.1.1. Keresztezési program az R1-navajo (R1-nj) markert hordozo6 inducer
vonallal

Az in vivo kisérletekben a haploid indukciot ugy végeztiik, hogy a harom hibrid (K4390,
K4368, K4250) petesetjeit megtermékenyitettik a K405 haploid inducer pollenjeivel,
amelyek R1-nj gént hordoztak. A K4390 x K405, K4368 x K405 és K4250 x K405 hibridek
érett csOveinek tanulmanyozasa utan megallapithattuk, hogy az endospermium és az embrid

erds és gyenge antocianos szinezddése is jelen volt genotipustol fliggden (10. abra).
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K4930 x K405 K4368 x K405

10. abra - Az R1-nj marker manifesztacidja a szemkoronan. Az anyai sziil¢ genotipusa
modositja az antocianin pigmentacid expresszidjat az inducer novényekkel torténd keresztezés
utan. Az eltéré R1-nj gén expresszio két hibrid dsszevetésében a szemkorondk erds (K4390)

¢és gyenge (K4368) R1-nj fenotipusokat mutatnak.

11. abra - A (A) K4390 ¢és (B) K4368 hibridek csdmetszete haploid indukal6 vonallal tortént
porzas utan. (C) Az aleuron rétegben R1-nj fenotipussal rendelkezd kukoricaszemek, 2n

diploid szines embridval, és 1n haploid szintelen embridval.

36



Ez a kiilonbség azt jelzi, hogy az anyai sziilok genetikai hattere valoban befolyasolja a
markergén mikodését (Prigge et al. 2012). Az utobbi megallapitas azért rendkiviil fontos a
technologia alkalmazasa soran, mert az elészelekcioban dontd szerepe van a szinnek. Azok a
szemek, amelyek szemkoronaja egyaltalan nem pigmentalt, feltételezhetéen idegen
beporzason mentek keresztiil, igy alkalmatlanok a dihaploid technoldgia hasznalata soran. Az
a jelenség is gyakran megfigyelhetd, hogy az anyai genom gatldo tulajdonsagai miatt
inducerrel torténd porzas esetén sem szinezddik az aleuron réteg, lehetetlenné téve a vizualis
eldszelekciot. Szines, piros vagy fekete aleuronnal rendelkez6 anyai genotipusok nemesitésére
a technologia alkalmatlan. A ploidia szint meghatarozasara az embrid antocianos
pigmentaltsagat hasznaljuk fel. Ha az embrid erésen szinezett, akkor tartalmazza az apai
kromoszomaszerelvénybdl szarmazé markergéneket, igy feltételezhetjiik, hogy a szem
diploid. Amennyiben a pigmentaltsag nagyon gyenge, vagy teljesen hianyzik tgy haploid
genotipust feltételezhetiink. Az embrid szinszelekcidjara is érvényesek az aleuronndl mar
targyalt anyai gatld gének altal okozott bizonytalansagok, illetve az eleve szinezett embridval
bird nemesitési anyagokra szintén hasznalhatatlan a modszer. A technoldgia hatékony
alkalmazasdhoz tovéabbi olcso, gyors €s pontos ploidszint meghatarozéasara iranyulo kiegészitd

kisérletekre van sziikség.

A jelen kisérleteinkben a harom szegregéalod populaciobdl dsszesen 2280 magot szelektaltunk
szin alapjan. A lila endospermiumot és a fehér embriot tartalmazé szemeket elvéalasztottuk
(Chase and Nanda 1965). Ez a fenotipusos sziirés 399 magot haploid utodokként azonositott,
amelyek az apai kromoszomak embrionalis osztédas soran torténd eliminalodasaval jottek
létre. Igy a magok 17,5% -a feltételezhetden haploid, 12,0% -t6l 25,0% -ig véltozva a harom
populécid kozt. Ez az indukcios rata 4,1-32,1% tartomanyba esik, amelyet hat tropusi hibrid
esetén is leirtak Krasnodar Embryo Marker Synthetic (KEMS) az inducerrel vald keresztezés
utan (Battistelli et al. 2013). Az 11-b, ¢, abran bemutatott jellegzetes markerrel szinezéssel
rendelkezd magok szemléltetik a vizualis detektalas soran fellépd bizonytalansagokat. Ezért

alternativ modszereket kerestiink a magok ploidia szintjének igazolasara.

412. Az eloszelektalt magok  ploidszintjének  meghatarozasa
gyokércsucsbol, flow-citometriaval

Az elészelektalt csiranovények ploidszintjének igazolasahoz a gyokércsiicsbol izolalt
sejtmagokat flow-citometrias vizsgalatnak vetettiik ala (Dudits et al. 2016). A 12. abra a

haploid (12-b, c, d), diploid (12-e. abra) és a mixoploid (12-f. abra) kukorica névények flow-
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citometrias elemzésének hisztogramjait mutatja. Az egyes mintak nuklearis DNS-tartalmanak
becslését ugy végeztiik, hogy dsszehasonlitottuk a G1 cstics helyzetét a standard kereskedelmi
hibrid magjainak hisztogram képével (12-a. abra). Gyokérmintakban talaltunk mind haploid,
mind diploid sejtmagokat, amelyek jelzik az analizalt utdédok mixoploid jellegét (12-f. abra).
Ez a megallapitds 0Osszhangban 4ll a mixoploid embriok kimutatasaval egy olyan
tanulmanyban, amely a kromoszoémak szelektiv eliminéciojat irja le haploid indukcios

mechanizmusok soran (Zhao et al. 2013).
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12. abra - Az egyes utodok ploidszintjének meghatarozasa a feltételezett haploid mag
gyokereibdl izolalt sejtmagok relativ DNS-tartalmanak flow-citometrias elemzésével. (A)
Diploid hibrid relativ DNS-tartalma. Reprezentativ hisztogramok a haploid (B, C, D), a

diploid (E) és a mixoploid (F) kukorica csiranovényekrol.

38



A flow-citometrias elemzésekbdl szarmazo, quantitativ genomméretre utald adatok a diploid
vagy mixoploid embriok magas gyakorisagat tartak fel a szin marker-alapt elévalogatas utan.
A valdédi haploidok szdma 237 vetémag, ami az elsddlegesen elére kivalasztott populacio
99,4% -dnak és a teljes magszam 10,4% -anak felel meg. Az azonositott 162 diploid /
mixoploid utdéd korai kikiiszobolése (az atlagos 40,6% - 35,8% -rol 57,8% -ra valtozik)
jelentésen noveli a teljes beltenyésztett vonal-eldallitasi program hatékonysagat. A protokoll
alkalmazasaval elvégezhetd az alapvetd koltségesokkentés a kdvetkezd 1€pések végrehajtasa

elétt, mint példaul a diploidizacio és a kolchicinnel kezelt novények szant6foldi nevelése.

A genomméret meghatarozasat flow-citometriaval mar alkalmaztak kiilonboz6 in vivo haploid
indukcios projektekben, de féleg a novények jellemzésére a dihaploidizaci6 utan. Ezekben a
vizsgalatokban a sejtmagokat a kolchicinnel kezelt névények leveleibdl izolaltak (Battistelliet
al. 2013; De Oliveira Coutoet al., 2015). Késébbi publikaciokban talalhatunk adatokat az R1-
navajo marker szelekciot kovetéen a genomméret meghatarozas soran feltart 33,5% -0S

hibaarany megfigyelésérdl, amely 6sszhangban van a 40,6% -os adatainkkal.
4.1.3. Genotipus meghatarozas SSR markerekkel

Az olajtartalom, a fluoreszcencia vagy a ploidszint mérése draga berendezéseket igényel,
amelyek altalaban nem allnak rendelkezésre a kis nemesitdcégek szamara. Ezzel szemben a
DNS-alapt molekularis markerek hasznalata egyszer(i és olcso. Ezért teszteltiik a polimeraz
lancreakcié (PCR) alapt szirési technikat. A mikroszatellitek vagy “egyszeri tandem
elrendez6désii szekvencia ismétlddések” (SSR) markerek kodominans 6roklédést mutatnak,
azaz mindkét sziil6i allél jelenléte kimutathatd abban az esetben, ha azok hossza eltérd. Az
ilyen tipust markerek megfigyelhetok a kukoricafajtak olyan populdcioiban, amelyek tobb
mint 20 alléllal rendelkeznek (Senior et al. 1998). Kivalasztottuk az UMC1152 markert,
amely polimorf volt a K405 haploid indukal6 vonal és a K4390 hibrid sziiléi vonalai kozott.
A 13. dbra a K405 és a K4390 sziil6 komponensei kozotti UMC1152 polimorfizmust és 12
(R1-nj) marker pozitiv, feltételezett haploid genotipust hasonlit ssze. Két haploid jelolt
kivételével a mintak olyan UMC1152 allélt tartalmaznak, amelyek csak a K4390 hibridben
vannak jelen, mig ezek az allélok egy albind novénybdl (10. szam) és a K405 vonalbol
hianyoznak. Egy hamis pozitiv jelolt (12. szdm) diploidnak (vagy mixoploidnak) bizonyult, és
mind a K405, mind a K4390 allélt hordozta.
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13. abra - A K4390 hibrid sziil6i vonalainak (P1, P2), a haploid inducer (HI) K405 vonal és
12 feltételezett haploid genotipus, amelyet a K4390 és a K405 keresztezésével kaptunk. A
gélkép az UMC1152 SSR markerrel torténé PCR eredményét mutatja. A GeneRuler 50 bp

méretli DNS 1étra harom fragmentuma az (M) oszlopban lathat6, mig a sziil6i vonalakbol (P)

¢s a haploid inducerbdl (HI) szarmazo DNS-fragmenseket a jobbra mutat6 nyilak jelzik.
4.1.4. A hajtas merisztémak dihaploidizacioja kolchicin kezeléssel

Ebben a kisérletben 237 valodi haploid névényt hasznaltunk a dihaploidizaciohoz. A kukorica
csirandvények kolchicin kezelése a leggyakrabban alkalmazott mddszer a kromoszémakészlet
megduplazasara (Choe et al. 2012, Dang et al. 2012, Battistelli et al. 2013). A parhuzamosan
végzett flow-Citometrias vizsgalat igazolta a rediploidizaci6 hatékonysagat, ami a
legoptimalisabb esetben 69,33% volt. A De Oliveira Couto (2015) altal leirt modszer lehetové
tette, hogy jelentdsen csokkenjen a haploid ndvénypopulacié kolchicin-oldattal torténd
kezelése. Ezeket a novényeket eldszor tiveghazi koriilmények kozott neveltiik, majd 30-50 cm
magassag elérése utan a kisérleti kertbe helyeztiikk ki. A kisérlet tovabbi részében nem
hasznaltunk flow-Citométert, mivel a ndévények levelei mind mixoploid képet mutattak
(Battistelli et al. 2013). A ploidszint novelésének sikerességét a kertben viragzo, termékeny
ndvények, és a csovon kotott magokbol allapitottuk meg. A sikeresen termékenyiilt ndvények
szama azt mutatta, hogy a valodi haploid ndévények 36,7%-at sikeresen rediploidizaltuk. Ha a
szamolast kiterjesztjiik, a kiindulasi magok szamara megkapjuk a haploid indukcids ratat,

(HIR) ami jelen esetben a 2280 utod 3,8% -a.

A tropusi kukorica genotipusokkal végzett dihaploid nemesitési programokrol sz6l6 korabbi
publikaciok dsszhangban a jelen kdzép-eurdpai tenyészallomanyokat hasznald tanulmannyal
hangsulyozzak a valodi haploidok eldvalogatasanak fontossagat az R1-navajo (R1-nj)
markerrendszer flow-citomertiaval térténé kombinalasaval vagy egyszerti PCR-alapi SSR

genotipizalassal. Az 0Osszefoglald tablazat (14. abra) a beltenyésztett kukorica vonalak
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cléallitasanak kiilonféle 1épésein keresztill szemlélteti a hatékonysagi adatokat. A leirt

protokoll kiemeli a flow-citometria alkalmazasanak fontossagat a post-szelekcios fazisban.

Az 6sszes vizsgalt mag szama

2280
100%
Szinszelekcioval azonositott Szinszelekcioval azonositott
haploidok diploidok
399 1881
17% 83%
Flow-citometriaval azonositott Flow-citometriaval azonositott
haploidok diploidok
237 162
10% 7%
Dihaploid névények a kolchicin Steril novények a kolchicin
kezelés utan kezelés utan
87 150
3% 7%

14. abra - Az 6sszefoglal6 abra a dihaploid technologia kiilonféle szakaszaiban megallapitott
hatékonysagot mutatja be az R1-navajo (R1-nj) markerrel és flow-citometriaval végzett kettds

eldszelekeid soran.

4.1.5. A dihaploid technologia hasznalatanak tapasztalatai a Pannon
Genetik nemesitési programjaban.

Ezt a modszert a 2015-06s tenyésziddszakban vezettik be. Mar a kezdetektdl fogva

egyértelmiivé valt, hogy a technoldgiat optimalizalni kell a versenyképes alkalmazas
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eléréséhez. ElOszelekcio  hidnydban rendkivill sok nem valéodi haploid kertlt
,rediploidizaciora”, ami rontotta a tenyészkert kihasznaltsagat, és felesleges energia
befektetést, valamint plusz koltséget jelentett az elsé években. Ezen anyagok, bar a viragzas
tekintetében dihaploidokként viselkedtek, az allomany heterogenitdsa jol mutatta az
eloszelekcios problémat. Néhany év alatt az eldszelekcid bevezetésével, €s a technologia
tovabbi optimalizalasaval eljutottunk az évi 100-150 1 dihaploid genotipus keresztezési-
programba torténd bevezetéséhez (15. abra). A hagyomanyos nemesitési technikak, mint
példaul a back cross vagy onporzas segitségével a hasadéanyag genetikai allomanya fixalhato
ugyan, de a gélelektroforézises vizsgalatok gyakran mutatnak 8-10 év utdn is heterogenitast.
Ezen tulajdonsaga a régi technologidknak megnehezitik az allami elismerést, és a teljesen
tiszta, homozigdta beltenyésztett vonalak termesztésbe vételét. A dihaploid technoldgia
segitségével a haploid genom tokéletes megduplazodasa miatt a heterogenitasi problémak
megsziintek. A mddszer folyamatos alkalmazasa az 0 beltenyésztett vonalak keresztezésével
évrdl évre elegendd F1 hibriddel latja el az aktualis nemesitési programot ahhoz, hogy azokat
teljesitménykisérletbe allitva hazai nemesitésli, versenyképes hibrid palettat tartsunk fent, €s

nemesitsiink tovabb fenntarthat6 modon.

15. abra — Dihaploid vonalakbol eldallitott hibridek
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42. A fitoén deszaturaz (PDS) kukoricagén Oligonukleotid-
Iranyitott Mutagenezise (ONIM) a hajtasmerisztéma kezelésével

Tekintettel arra, hogy a tenyésztett kukorica sejtekb6l, protoplasztokbol er6sen genotipustol
fiiggden lehet fertilis novényeket felnevelni, indokoltnak lattuk az in planta modszerek

kidolgozésast az ONIM megkdzelitésekhez.

4.2.1. A kukorica fitoén deszaturaz (PDS) gén szekvencia-analizise, és a cél

nukleotidrégio meghatarozasa

Jelen tanulmany elsédleges célja egy gén-specifikus mutagenezis protokoll Iétrehozasa
szintetikus egyszalu oligonukleotid molekulakat tartalmazo oldat (SDO) injektalasaval a fiatal
események fenotipusos monitorozasara kivalasztottuk a fitoén deszaturaz (PDS) gént, amely
kulcsfontossagi enzimet kodol a karotinoidok bioszintézisében, és amelyet széles korben
hasznaltak a CRISPR / Cas9 rendszerrel végzett genomszerkesztési kisérletekben (Jia and
Wang 2014; Wang et al. 2015; Nishitani et al. 2016; Odipio et al. 2017). Az Arabidopsis
PDS3 gén T-DNS inszerciés mutansai térpe és albind fenotipusokat mutattak a klorofill,
karotinoid és gibberellin bioszintézis karosodasa miatt (Qin et al. 2007). A kisérleteinkben a
recessziv mutacid fenotipusos megjelenése érdekében haploid kukorica ndvényeket
hasznaltunk. A mutans szovetek klorotikus fenotipust mutattak az SDO-val kezelt M1
generacios novényekben. A kukorica haploid indukaloé vonallal valo keresztezés utan a
haploid magokat az R1-nj gén altal kodolt antocianin pigmentacid alapjan valasztottuk ki. A
kezelt ndovények haploid jellegét egy késobbi fejlodési szakaszban megerdsitettiik a
csirandvények levélbdl torténd izolalasaval, és a genom méretének flow-citometridval torténd

azonositasaval.

A mutagén SDO molekuldk megtervezéséhez, és szintézis¢hez a ZmPDS gént szekvenaltuk a
recipiens kukorica genotipusbol (16. abra). A fenti gén kikapcsolasa érdekében a
transzkripcios kezdés utan indokolt egy stop kodon kialakitasa C-T nukleotid cserével, amit
célszeri egy ACA marker triplettel kombinadlni. A 16. ébra jelzi a 41 nukleotid hosszu

molekulat szintetizaltuk TAG stop kodonnal.
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Zea mays fitoén deszaturaz (PDS1) nukleotide sorrendje a cDNS alapjan

CTCTTCCTCCATCTTATCATCGCCCACGTACACACCCAATTCCTCGCAACTGGGCTCCCCC
GCCTCCACGACACTGCCCCCCGCCTCAAGTCCGCCGCCTCCATTCTTCAGCTCTCCTATCC
TCCGTAGTCTGCCTGTACCTATTGGCTGAAGCAGAGCTGACCCCCACTTTATCAAGAGTTG
CTCAACA ATG GAC ACT GGC TGC CTG TCA TCT ATG AAT ATT ACT GGA GCT AGC
CAG ACA AGA TCTTTT GCG GGG CAA CTT CCT CCT CAG AGA TGT TTT
GCGAGTAGTCACTATACAAGCTTTGCCGTGAAAAAACTTGTCTCAAGGAATAAAGGAAG
GAGATCACACCGTAGACATCCTGCCTTGCAGGTTGTCTGCAAGGATTTTCCAAGACCTCC
ACTAGAAAGCACAATAAACTATTTGGAAGCTGGACAGCTCTCTTCATTTTTTAGAAACAG
CGAACGCCCCAGTAAGCCGTTGCAGGTCGTGGTTGCTGGTGCAGGATTGGCTGGTCTATC
AACAGCGAAGTATCTGGCAGATGCTGGACATAAACCCATATTGCTTGAGGCAAGAGATG
TTTTGGGTGGAAAGGTAGCTGCTTGGAAGGATGAAGATGGAGATTGGTACGAGACTGGG
CTTCATATCTTTTTTGGAGCTTATCCCAACATACAGAATCTGTTTGGCGAGCTTAGGATTG
AGGATCGTTTACAGTGGAAAGAACACTCTATGATATTCGCCATGCCAAACAAGCCAGGA
GAATTCAGCCGGTTTGATTTCCCAGAAACTTTGCCAGCACCTATAAATGGGATATGGGCC
ATATTGAGAAACAATGAAATGCTTACCTGGCCCGAGAAGGTGAAGTTTGCAATCGGACTT
CTGCCAGCAATGGTTGGTGGTCAACCTTATGTTGAAGCTCAAGATGGCTTAACCGTTTCA
GAATGGATGAAAAAGCAGGGTGTTCCTGATCGGGTGAACGATGAGGTTTTTATTGCAATG
TCCAAGGCACTCAATTTCATAAATCCTGATGAGCTATCTATGCAGTGCATTTTGATTGCTT
TGAACCGATTTCTTCAGGAGAAGCATGGTTCTAAAATGGCATTCTTGGATGGTAATCCGC
CTGAAAGGCTATGCATGCCTATTGTTGATCACATTCGGTCTAGGGGTGGAGAGGTCCGCC
TGAATTCTCGTATTAAAAAGATAGAGCTGAATCCTGATGGAACTGTAAAACACTTCGCAC
TTAGTGATGGAACTCAGATAACTGGAGATGCTTATGTTTGTGCAACACCAGTCGATATCT
TCAAGCTTCTTGTACCTCAAGAGTGGAGTGAAATTACTTATTTCAAGAAACTGGAGAAGT
TGGTGGGAGTTCCTGTTATCAATGTTCATATATGGTTTGACAGAAAACTGAACAACACAT
ATGACCACCTTCTTTTCAGCAGGAGTTCACTTTTAAGTGTCTATGCAGACATGTCAGTAAC
CTGCAAGGAATACTATGACCCAAACCGTTCAATGCTGGAGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGA
CGAATGGATTGGTCGAAGTGACACTGAAATCATCGATGCAACTATGGAAGAGCTAGCCA
AGTTATTTCCTGATGAAATTGCTGCTGATCAGAGTAAAGCAAAGATTCTTAAGTATCATA
TTGTGAAGACACCGAGATCGGTTTACAAAACTGTCCCAAACTGTGAGCCTTGCCGGCCTC
TCCAAAGGTCACCTATCGAAGGTTTCTATCTAGCTGGTGATTACACAAAGCAGAAATACC
TGGCTTCCATGGAAGGTGCAGTCCTATCCGGGAAGCTTTGCGCCCAGTCCATTGTGCAGG
ATTATAGCAGGCTCACACTCAGGAGCCAGAAAAGCCTACAATCAGGAGAAGTTCCCGTC
CCATCTTAGTTGTAGTTGGCTTTAGCTATCGTCATCCCCACTGGGTGCTATCTTATCTCCTA
TTTCAATGGGAACCCACCCAATGGTCATGTTGGAGACAACACCTGTTATGGTCCTTTGAC
CATCTCGTGGTGACTGTAGTTGATGTCATATTCGGATATATATGTAAAAGGATCTGCATA
GCAATTGTTAGACCTTTGGGAAAGCAAAAGCGATAAAGAGATCTCAGAT

1. cél régio:
ATGGACACTGGCTGCCTGTCATCTATGAATATTACTGGAGCTAGCCAGACAAGA
TCTTTTGCGGGGCAACTTCCTCCTCAGAGATGTTTTGCG

2. Oligo a STOP kodon beépitésére CAG-TAG mutacioval:
ATG GAC ACT GGC TGC CTG TCA TCT ATG AAT ATT ACT GGA GCT AGC TAG
ACA AGATCTTTT GCG GGG CAACTT CCT CCT CAG AGATGTTTT GCG

16. abra - A kukorica fitoén deszaturaz (PDS) gén nukleotid sorrendje és a mutagén
oligonukleotid szekvencidja.
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4.2.2. A 5- karboxifluoreszcein (5-FAM) jelolt oligonukleotidok felvétele a
sejtekbe a kukorica hajtasmerisztéma injektalasasat kovetoen

A csirandvények merisztémajaba injektalt SDO-molekulak felvételének, és szoveti
closzlasanak monitorozasara kovalensen kapcsolt 5'- karboxil fluoreszcein (5-FAM)
festékkel szintetizdltunk 40 pM random véletlenszerii nonszensz szekvenciakat képviseld
SDO-kat. Ezen molekuldk lokalizaciojat konfokalis 1ézer pasztazoémikroszkdppal vizsgaltuk.
A palantak hosszanti metszeteiben a 24 6rds befecskendezés utan a zold fluoreszcencia
intenzitasa magas volt a hajtascsucs merisztéma ¢és a levél primordia vaszkularis kotegeiben
(17-a, ¢ abra). A merisztéma régido kozeli képe azt mutatta, hogy a fluoreszcens anyag
felhalmozddik a sejtekben (17-d. abra, e nyilhegyekkel). A zoldfluoreszcencia hianya a vizzel
injektalt kontrollmintdkban azt mutatta, hogy a beinjektdlt mintdk megfigyelt

zoldfluoreszcenciaja nem sebzés altal indukalt autofluoreszcencia eredménye (17-b. abra).

17. abra - A fluoreszceinnel jeldlt oligonukleotidok szoveti eloszlasa a kukorica csiranévény
hajtas merisztémajaban az injektalast kovetden. Apikalis hajtds merisztéma régio
keresztmetszet (a) és (c), erds zoldfluoreszcencia-intenzitast mutatd mintaja az oligonukleotid
befecskendezés utan. Nyilak mutatjak a hajtas apikalis merisztéma hozzavetdleges helyzetét.
(b) Vizzel injektalt kontroll minta. (d) és (e) Nagyobb nagyitasu, konfokalis mikroszkoppal
készitett képek, amelyeket a (C) pontban bemutatott mintabol készitettiink. Az 1. és 2. szamot
azok a régiok kaptak, amelyekbdl a kozeli képek késziiltek. A nyilak kiemelik az
oligonukleotidot felhalmozo régiok szemléletes részét. A mintak klorofill

autofluoreszcenciaja pirossal jelenik meg a paneleken (b-e). Méretarany: 500 pm.
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4.2.3. M1 haploid kukorica névények klorotikus fenotipusai

A szintetikus oligonukleotidokat steril desztillalt vizben feloldottuk 100 uM koncentracidban,
kezelt novényeket cserépben, liveghazi koriilmények kozott neveltiik. A 90 kezelt ndvény
koziil négy fejlodott ki a levelén megfigyelhetd fehér csikkal vagy halvanyzold fenotipussal.
Ezek a fenotipusos elvaltozasok alapot adtak arra, hogy levélmintdkat gyiijtsiink be, a ZmPDS
gén érintett szakaszat megszekvenaljuk. A Zmpds 2-4. szamt novények leveleiben klorofill
hibat detektaltunk (18. abra: B, C, D, E).

specifikus mutagén oligonukleotidokkal torténé kezelés utan. Nem kezelt, vad tipusu névény

(A\), klorotikus, halvanyzold levelti ndvény N°1 (B), mig a tébbi mutans csikozott fenotipust
mutatott. A N°2 (C) és N°3 (D) ndvények vilagoszdld, mig a N°4 (E) ndvény albind csikkal
rendelkeztek. A nyilak a klorotikus fenotipusti csikokat jelzik. A sziirke téglalap alaku
méretarany (1 cm) fiiggblegesen van elhelyezve, megjeldlve a levelek féerének helyzetét. A
fluoreszcencia jelintenzitasok szamszertiisitése egy téglalap alaka vizsgalt szelekcios teriileten
az atlagos pixelintenzitast mutattak. A fluoreszcens jelek 111,8, illetve 52,4 pixelintenzitasi

értékeket mutattak a vadtipust és a mutans levél esetében (17-a. és 17-c. abra).
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19. abra — A haploid csirandvény leveleinek csokkent klorofill-fluoreszcencia mintazata a
fitoén deszaturaz (PDS) gén oligonukleotid-medialt mutagenezise utan. A felsé panelen
bemutatott mutins N°1 (C), és vad tipusii (a) levélmintak parenchima klorofill
fluoreszcenciajanak konfokalis mikroszkopos képe lathatd. A sarga téglalappal kijeldlt teriilet
intenzitasi profilja képbedgyazott diagramként jelenik meg. Az Y tengely az intenzitas
értékeit jelzi (tetszOleges egységek), az X tengely a kivalasztott téglalap szélességének felel
meg. Az oligonukleotiddal kezelt (halvanyzold) és a vad tipusu levél makroszkopikus képe
(b). A kozéps6 panelen klorotikus csik képzodését lathatjuk az oligonukleotiddal kezelt minta

levélében (d). Az also panelen (e,f,g). kozeli konfokalis mikroszkopos képalkotas eredményei

cres

A muténs levélben is felismerhetjiik a magas jelintenzitast sejteket. Ezek az eredmények a
halvanyzold levél kiméra természetére utalnak, vad tipust és mutans sejtek keverékével.

Amint azt a Zmpds mutans levél konfokalis képe mutatja, a klorotikus levélcsik région nem
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volt klorofill fluoreszcencia (19. abra, d-g). Ebben a s6tét régidban azonban felismerhetjiik a
nem-mutalt fluoreszcens sejteket is. Az SDO-val kezelt csiranovények levél fenotipusai egy
mutans szomatikus sejtpopulacié kialakulasat mutatjak, rendellenes fotoszintetikus
pigmentképz6dés mellett. A klorotikus csikok megjelenése a zold levélszovetekben
feltételezhetGen a bizonyos szami mutacios eseménybdl szarmaznak, amelyeket a
merisztematikus szovetekben az SDO-molekulakkal végzett kezelések eredményeztek. Az itt
leirt mutans fenotipusok szoros hasonlosagot mutatnak a CRISPR / Cas9 rendszer
fitoénszintaz génben indukalt mutacids fenotipusaihoz kukorica névényben (Zhu et al. 2016).
Lusardi és munkatarsai korai tanulmanya (Lusardi et al. 1994) segitheti a mutans szdveti
régiok megfigyelt mintazatanak értelmezését. Ezekben a kisérletekben az L2 réteg 6t egyedi
sejtjét mikroinjektaltak izolalt kukoricahajtds merisztéméaba olyan transzformacios
vektorokkal, amelyek az antocianin bioszintézisének Lc génjét expresszaljak. Azok a sejtek,
amelyekben sikeres transzformacio tortént, és az antocianin felhalmozodott, a regeneralt
novények leveleiben, a levél féere mentén elhelyezkedd, 0,5-1,5 cm hosszii csikok
formajaban jelentek meg. A Zmpds Nol mutans szdmos teljesen kifejlett levelének teljes
halvanyz6ld fenotipusa eltérd mutdcidés mechanizmust jelezhet. Az antocianin
felhalmozaodasat jelzo sejtek a foér mentén elhelyezkedd csikos fenotipust mutattak, hosszuk
0,5 és 1,5 cm kozott volt. Bizonyos esetekben egynél tobb csik volt lathatdé ugyanazon a

levélen az erek mentén parhuzamosan elhelyezkedve.

4.2.4. A Klorofill hianyos szovetekbdl izolalt DNS szekvencia analizise

crer

alkalmaztuk a kukorica sikeres célzott génszerkesztésének igazolasara (20. abra). A genomi
DNS mintakat egy kezeletlen ndvény zold levelébdl, a Zmpds muténs N°l novény
halvanyzold levelébdl, és a mutans (N°2, N°3, N°4) levelek klorotikus csikjaibol izolaltuk.
Amint a 2. tablazatban lathato, kukoricaban a vad tipusa ZmPDS gén CAG GCA genotipussal
rendelkezik. Oligonukleotid medialt mutagenezist (OTNE) hasznaltunk a TAG stop kodon
létrehozasara a 236-os pozicioban C-r6l T -re valtoztatva azt. Tovabba a kovetkez6 tripletben
szerkesztiink egy markermutaciot G-bol A valtozast eldidézve mutagén SDO-molekuldkkal.
A Zmpds mutans szovetekbdl szdrmazd amplifikalt PCR termék lon Torrent elemzése
nagyobb szamu célszekvenciat mutatott TAG-vel vagy ACA-val, mint a vad tipust ZmPDS
génnél. A tobb szaz kettds muticio jelenléte a N°4 levél fehér csikot tartalmazo szdvetében az

oligonokleotid medialt géncsendesités tényére utalhat. Ugyanakkor, még ha figyelembe
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vessziik, hogy a levélminta feltehetéen kiméra jellegli, ezért mutans €s vad tipusu sejteket
egyarant tartalmaz akkor is valtozasi adatok gyakorisdga igen alacsony, ha az egyértelmi

fenotipus kiterjedését tekintjiik.

a
Mutagén ,
oligonukleotid 5-G AAT ATT ACT GGA GCT AGC m ACAAGATCTTTT GCG
. GGCC-3
szekvencia
Zm';';jsvad 5'-... ATT ACT GGA GCT AGC CAG GCA AGA TCT TTT GCG ...- 3’
Cél gén
szekvencia TAG  5'-... ATT ACT GGA GCT AGC TAG GCA AGA TCT TTT GCG ...- 3
GCA
Cél gén
szekvencia CAG  5'-... ATT ACT GGA GCT AGC CAG ACA AGA TCT TTT GCG ...-3’
ACA
Kett6s mutacio , ,
TAG ACA 5-... ATT ACT GGA GCT AGC TAG ACA AGA TCT TTT GCG ...-3
b
Cél gén Cél gén Cél gén
Genotipus szekvencia szekvencia szekvencia Kettés mutacioé
CAG TAG GCA CAG ACA TAG ACA
Vad tipus 14884 4 20 1
Mutant N° 1 29488 14 63 52
Mutant N° 2 15925 4 80 17
Mutant N° 3 13297 42 49 161
Mutant N° 4 30629 136 149 491

2. tablazat - Ion Torrent szekvendldssal ellendriztiik a vad tipusu gén szekvencigjat és a
régidban indukalt mutaciok szamat.
(@ A ZmPDS gén vad tipusii és mutans variansainak, valamint a mutagén oligonukleotid
bazis sorrendjének leolvasasi keretei.

(b) A célszekvencia és mutacioi teljes leolvasasi keret gyakorisaga.

Zombori Zoltan altal végzett szekvencia elemzés (nem kozolt adatok) feltarta, hogy a
kukorica genomban mind az 1. kromoszoman (Zea mays phytoene desaturase (LOC542329)
mind a 7. kromoszéman (Zea mays 15-cis-phytoene desaturase, chloroplastic/chromoplastic-
like (LOC103633372) azonosithato PDS gén, de az utobbi gén csonka. A 2. tablazatban
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kozolt szekvencia adatok olyan primer parral (zold szakasz) végzett amplifikaciobol
szarmaznak, amelyek az SDO szekvencidt (sarga szakasz) is tartalmazd azonos terméket
eredményeznek mindkét génvarians esetében (20. abra). Ezért a folyamatban 1évo
szekvenciaanalizisek olyan primer parral végzik az amplifikaciot (lila szakasz), amelyek

lehetové teszik a két PDS génvarians megkiilonboztetését.

chrl ctcttcecteccatcettatcatecgeccacgtacacacccaattectegeca--actgggetcece 58

chr? ctcagc--ctagaatatcttcatc--ggtatttaccaatttactcacgatactctgaagc 56
* kK% * * % *kkk kK * * k% *kk Kk Kkk Kkkk X * kK% * *

chrl cccgcectceccacgacactgcecccccgectcaag agctctcct 118

chr7 gtatacatatgccatatgggaaatgacttcat gctccttga 116

* * x * k% * * * * * * * %

chrl atcct gctgaagcagagctgacccccactttatcaag 178

chr7 atttg gctgaagcagagctgacccccactttatcaag 176
* x k hkhkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhkkhkhkhkhhkhkhhhrhkkhhkhkhhkkhdhhrhrhkkhkhkhkhkhkkhkkhkhrrhkkhkhkhrhkhkhkxx

chrl agttgctcaacaatggacactggctgcctgtcatctatgaatattactggagctagecag 238

chr7 agttgctcaacaatggacactggctgcctgtcatctatgaatattactggagctageccag 236
khkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhhkkhkhkhhkhkhkhhkhhkhhkhhkhkkhkhhkhrhkhhkhrhkhkkhkhhkhrhkkhhkhrhkhkkhkhkhrhkkhkhxhkh*k

chrl acaagatcttttgcggggcaacttcctcctcagagatgttttgcgagtagtcactataca 298

chr’ gcaagatcttttgeggggcaacttcctcctcagagatgttttgecgagtagtcactataca 296
khkkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhrhkhkhhhhhkhhkhrhhkhkhkhhhkhkhkhrhkhkhkhkhrhhkkhhkrhkhkkhkhhrhhkkhhxhkx*k

chrl agctttgccgtgaaaaaacttgtctcaagga t 358

chr7 agctttgccgtgaaaaaacttgtctcaagga t 356
khkhkhkkhkhkhkhkkhkkhhkhkhhkkhhkhrhkhkhkhhkhhkhkhkhrhhkkhkhhkhhkhhkhrhhkkhhhrhhkkhkhkrhkhkkhkhhhhkkhhxkhxk*k

chrl cctgccttgcaggttgtctgcaaggattttccaagacctccactagaaagcacaataaac 418

chr7 cctgccttgcaggttgtctgcaaggattttccaagacctccactagaaagcacaataaac 416

KA AR AR A AR AR A AR A AR A AR AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A AR A A A AR A A A kA A Ak Ak kK

20. abra — A célszekvenciat (sarga régio) tartalmazo két kukorica PDS génszakasz nukleotid
szekvenciajanak 0sszevetése. A Zea mays phytoene desaturase (LOC542329) gén az 1.
kromoszéman Zea mays 15-cis-phytoene desaturase, chloroplastic/chromoplastic-like
(LOC103633372) a 7. kromoszdéman azonosithatd (Zombori Zoltan, nem kozolt adat)

Egyetlen nukleotid iranyitott atalakitdsa vagy egyetlen bazis SDO-molekuldk altali
helyreallitasa egyre nagyobb jelentoséggel bir a genomszerkesztésben (Rivera-Torres and
Kmiec 2016; Sauer et al. 2016). A C — T vagy G — A konverziot kimutattuk a nem kezelt
kontroll novényekben is. Ezek az eredmények jelezhetik a spontan mutagén események

eléfordulasat, hasonléan ahhoz, ahogyan a szintetikus oligonukleotidok alkalmazasa soran
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tapasztaltuk. Még a szekvenalas sem képes megkiilonboztetni a spontan és az ONIM uténi

oligonukleotid-medialt genetikai valtozasokat.

A kisérlet soran alkalmazott in planta genomszerkesztési protokollban leirt modszer
kikiiszobdli a novényi szovettenyészetek alkalmazésa soran fellépd nehézségeket. A
mutaciokat indukalhatnak, amelyek szomaklonalis eltéréseket eredményezhetnek (Evans
1989). A rizsnévényeken elvégzett nagyszabasu teljes genom szekvenalasa azt mutatta, hogy
onmagaban a novényi szovettenyésztés eredményezhet nagyszamu off-target mutaciot
(Tanget al. 2018). A szdvettenyésztés és az Agrobacteriummal torténd transzformacio altal
spontan eléidézett nukleotidcserék gyakorisaga megegyezik a CRISPR / Cas9 vagy a Cpfl
technologiak altal indukalt mutdciok szamaval. Ezek a rizs adatok hangsulyozzak a

genomszerkesztési technikak kidolgozasanak €s tovabbfejlesztésének sziikségességét.

Osszefoglalva, mind a bemutatott fenotipusok, mind az Ion Torrent szekvenalasi adatok
alatamasztjak egy olyan genomszerkesztési protokoll lehetséges felhasznalasat, amely
mutagén oligonukleotid molekuldk injektalasan alapul a kukorica csirandvények merisztéma
venni, hogy az apikalis hajtasmerisztéma kezelésekkor csak néhany sejt veszi fel az
oligonukleotidot, ¢s csak korlatozott gyakorisdggal torténik a DNS replikacioja, ami
sziikséges a mutaciok kialakulasahoz. A kezelt merisztémak mindenképpen kiméraknak
tekinthetok, és csak bizonyos esélye van annak, hogy a mutans Sejtek résztvesznek az
ivarsejetek kialakulasaban. Az itt bemutatott kisérleti eredmények valodsziniisitik a mutaciok
bekdvetkezését, de a klorofill marker nem alkalmas szelekcidos nyomas alkalmazasara, igy a
mutans sejtek feldusitasara. Ezért a metodika tovabbi fejlesztése soran ki kell dolgoznunk,
miként érhet6 el a mutans sejtek szelektiv elonye. Ebben a torekvésben valdsziniileg

sziikséges lesz egy in vitro 1épés beiktatasa.

Ezt kovetéen ennek a megkozelitésnek a funkcionalitasat megvizsgaljuk diploid
genotipusokkal, majd megfigyeljik a tulajdonsagok Ontermékenyités soran torténd

oroklédését F1 generaciokban.

51



43. A fitoén deszaturaz (PDS) Kkukoricagén iranyitott
mutagenezise a csirazo (primed) Kkukoricaszemek embridinak
oligonukleotid molekulakkal torténo kezelésével

Kiindulva egy amerikai szabadalombol (INTRODUCING DNA INTO PLANT CELLS US
8,975.470 B2, Mar. 10, 2015), amely igazolta, hogy idegen DNS felvetethetd eldcsirdztatott
,primed” szemekkel, indoklotnak latttuk ezt a modszert az oligonukleotidfelvétel esetében
tesztelni. Az Anyag és Modszer részben leirt protokollt kdvetve tobb fliggetlen kisérletet

végeztiink.

4.3.1. 5- FAM-jelolt oligonukleotidok kimutatasa nyugalmi allapotu
embriokban

A primed seed-es kezelések eldkisérlete képpen a merisztéma injektalashoz hasonldan itt is
lemodelleztiik a kezelésiinket nem specifikus 5-FAM-al jelolt oligonukleotidok hasznalataval.
A folyamat végén arra voltunk kivancsiak, felveszi-e az érett embrid az oligonukleotidokat

olyan régiokba, amibdl a késébbiekben akar generativ szovet is fejlédhet.

21. abra - 5- FAM — jelolt oligonukleotidokkal kezelt, érett kukoricaszemek

A 21. abran jol latszik, hogy mind az (a), (b) és (c) esetben is jelentés oligonukleotid
felhalmozodast detektalhattunk az embrid6 minden teriiletén, igy feltételezhetd a mutaciot

hordoz¢é oligonukletoidok beépiilése esetén a generativ szovetben torténd editalas.
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4.3.2. Albin6 szegregansok megjelenése duzzasztott kukoricaszemek

oligokezelését koveté6 M2 generacioban, a PDS gén szekvencia analizise

A Kiskun Kft. LP5 jeli beltenyésztett vonalanak szemeit éjszakai duzzasztast kovetden 50 pl
50 uM vizben oldott szensz PDS szekvencia régiot képviseld oligonukleotiddal kezeltiik,
amelynek szintézisekor PTO védé kotés keriilt kialakitasra (P/I kisérlet). A kiiiltetett
szemekbdl harom novényt tudtunk felnevelni, amelyeken 6dnbeporzast lehetett végezni. Ezek

utodai kozott egy esetben hasadtak ki albino csirandvények (3. tablazat).

. . Kikelt
Kisérlet Kezelt Csirazott | Beporzott Elvetett Zold Fehér
93 86 -
P/l 12 10 3 104 96 19
105 102 -
Osszesen 302 284 19
Veszteség -17% -70% -2%

3. tablazat — A P/l-es kisérlet statisztikai analizise

A kisérletben felhasznalt kezelt magszam 12. A csirdzas soran 2 db szem nem csirazott ki,
ami a kevés mintdra vald tekintettel 17%-os veszteséget jelent. A kiiiltetett 10 ndvénybdl
Osszesen 3-at sikeriilt beporoznunk, ami az allomanyunk 70%-os csokkenését jelentette. A
learatott 3 novény Gsszesen 302 db magot hozott utddgeneracioként, melynek 98%-a ki is kelt
az M2 generaci6 vizsgalata soran. A kiindulési anyag és az albin6 ndvények aranyat tekintve
a hatékonysag 8,3 szdzalék. Ez megfeleld érték lenne abban az esetben, ha azt vessziik
figyelembe, hogy csupan egy mutans ndvény is elég a nemesitési munka sikeres folytatasahoz
a beltenyésztett vonal felszaporitdsdhoz.

Egyetlen egy generacio alatt a kiindulési

génallomany, jelentés modositasa nélkiil fixalnank egy célzott pontmutaciot a genomban.
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22. abra — Albin¢ fenotipus az M2 utédgeneracidban

Az egyetlen mutaciot hordozo névény utddait tekintve a tapasztalt fenotipus arany (19 albino/
96 vad, zold novény) alacsonyabb, mint egy heter6zigdta, recessziv mutans, onbeporzott
novény utodgeneracidja esetében elvarhatd. Feltételezhetd, hogy a kezelésbdl szarmazod
névény mozaikos szoveti allomannyal rendelkezhetett. Amit biztosra tudunk, hogy 19 darab
hofehér novényt talaltunk az utdodgeneracioban, ami tokéletesen megfelel a 100%-ban
homozigota ZmPDS mutans kukorica novények fenotipusanak. A hatékonysagot jelen esetben

nem sejt szinten, hanem névény szinten kell vizsgaljuk.

Az albind szegregansokbdl izolalt DNS-t hasznalva a 4. tdblazatban kozolt szekvencia adatok
adatai azt mutatjak, hogy ezekben a mutans novényekben nem azonosithaté a PDS génben a
tervezett stop kodon. Fontos annak hangsulyozasa, hogy olyan primer parral (zold szakasz)
végzett amplifikaciobol szarmaznak, amelyek az SDO szekvenciat (sarga szakasz) is
tartalmazé azonos terméket eredményeznek mindkét génvarians esetében (20. abra).
Nyilvanvaldéan lehetséges, hogy egy teljesen fliggetlen spontan mutacidé kovetkezett be,
barmely a pigementszintézisben szerepet jatszo génben. Ejthettiink hibat a szekvenalas soran
is, illetve okozhattunk off-target mutéciot, amely elrontotta valamely klorofill szintézisben
szerepet jatszo gén mikodését. Tapasztalatainkbdl kiindulva rendkiviil kicsi a valoszinlisége,
hogy a célzott fenotipus pont az M2 generdcidoban alakuljon ki tekintettel arra, hogy

szerteagazd egyeb kisérleteink soran, amelyeket csiranévényekkel végeztiink sosem
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eredményeztek hasonlé fenotipust.
Mivel az albind jelenség kialakulasdban szamos gén jatszik szerepet, amelyek
inaktivalodhattak spontan vagy indukalt médon, valamint a referencia genom és az altalunk
hasznalt genotipus génallomanya kozott jelentds eltérés lehet. Az albind ndvények eredetének

tisztazasa érdekében tovabbi vizsgalatok vannak folymatban.

ey Minta STOP mutacié | Total reads L
NGS jelolés jelolés helye of 236. bp GCA/ACA eltérés helye
RER;JS?%ZS:'C Reference: A. Reads: - (1548),
BC 84 Al : ’ 54957 A (17074), C (2), G (34655), T
(54833), G (12), T (1730)
(16)
fehér TAG mutacio: 16 0,029% Double mutations:
Rezgl;?in(cleéé;' c Reference: A. Reads: - (1618),
BC_85 A2 ' ’ 60727 A (17696), C (4), G (39510), T
- (60592), G (11), T (1946)
(15)
fehér TAG mutéaci6: 15 0,025% Double mutations:
Rezgfr,:nffl:% c Reference: A. Reads: - (1585),
BC_88 A3 ' ’ 53394 A (15030), C (3), G (35005), T
- (53253), G (15), T (1823)
9)
fehér TAG mutacio: 9 0,017% Double mutations:

4. tablazat - A klorofill hidnyos szegregansokbol izolalt DNS-el végzett szekvencia

analizis igen alacsony gyakorisaggal igazolta a PDS génben a stop kodon kialakulasat

4.3.3. A ,,primed seed” mddszer tovabbi variacioinak tesztelése nem vezetett
a PDS gén iranyitott mutaciojahoz

A mintak el6készitése sordn nagyon fontos volt a feltdrandé embriok fizikai sériiléstd] valod
megovasa. Mivel a szaritas utdn a magok wjra kemény, kompakt fizikai allapotot vettek fel, a
1.5-2 mm-es torékeny embridk koriil nagy erdkifejtést kellett alkalmazni a szoveti alloméany

eltavolitasahoz. A folyamatot szabad kézzel végeztiik landzsa segitségével. Az oldat felvitele
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4 orat vett igénybe, mert a szemeknek 2 orara volt sziiksége ahhoz, hogy beszivjak az 50 ul

oldatot. Osszesen 100 embriot kezeltiink.

23. abra — Preparalt, érett embriok a cseppentés megkezdése eldtt

100 preparalt embridt Ot részre osztottuk, €s mind az Ot ismétlést kiilonb6zd kémiai
tulajdonsagu oligoval kezeltiik. Egyik ismétlés sem egyezett meg 100%-ban a P/I- es kisérlet

paramétereivel.
Az oligo szekvencia alap bazissorrendje:

5’- G AAT ATT ACT GGA GCT AGC TAG ACAAGATCTTTT GCG GGC C -3°

Kisérlet Mintak szama Szekvencia Kotések Oldat
P/l 12 szensz nativ szachardz
P/ 12 szensz PTO szachar6z
PV 12 antiszensz nativ szachar6z
P/IV 32 antiszensz MOE szacharoz
P/VI 32 szensz MOE szacharoz
P/l 12 szensz PTO viz

5. tablazat — A kisérletek soran felhasznalt oldatok tulajdonsagainak osszefoglalasa
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A kezelést kovetden a magokat éjszaka nedves sziirépapiron csiraztattuk tovabb majd masnap
kitiltettik azokat. A kisérlet soran 100 kezelt embriobol 83 csirazott ki, ami 17 %-0S
veszteséget jelent, a kiiiltetett 83 novénybdl 72-6t tudtunk sikeresen beporozni, ez tovabbi 14
%-0s veszteségi mutatd. Az M2 generacidoban dsszesen elvetett 9323 szem 90 %-a kelt ki, ami

megfeleld csirazasi aranynak tekinthetd.

. . Kikelt
Kisérlet Kezelt Csirazott | Beporzott Elvetett Zold Fehér
111 103 -
176 145 -
286 261 -
P/II 12 8 7 112 103 -
102 99 -
165 148 -
112 105 -
306 254 -
198 178 -
79 66 -
315 261 -
10 96 83 -
P/l 12 12 55 46 -
172 169 -
9 3 -
84 79 -
36 34 -
68 56 -
46 42 -
112 108 -
142 131 -
P/IV 12 8 8 77 72 .
66 61 -
142 135 -
26 21 -
63 52 -
45 42 -
26 24 -
165 141 -
383 336 -
PV 32 27 24 02 57 -
126 104 -
156 121 -
427 365 -
176 165 -
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234 196 -
96 85 -
154 143 -
75 67 -
79 71 -
21 13 -
312 256 -
325 301 -
52 46 -
111 97 -
32 23 -
72 67 -
129 124 -
171 163 -
52 44 -
346 321 -
64 56 -
92 88 -
85 74 -
106 96 -
36 32 -
111 108 -
70 69 -
131 120 -
82 76 -
P/VI 32 28 23 174 163 -
49 46 -
101 98 -
91 82 -
85 78 -
79 65 -
46 41 -
73 67 -
115 112 -
261 234 -
342 320 -
123 113 -
Osszesen 100 83 72 9323 8475
Veszteség -17% -14% -10%

6. tablazat — A sikertelen editalasi kisérletek statisztikai analizise

A 6. Osszesitd tablazat adatai alapjan ez a modszer nem vezetett klorotikus mutdnsok
megjelenéséhez az M2 generacioban. Ez a megfigyelés nem igazolja a plazmid DNS -sel

végzett kisérletek tapasztalatait. Az amerikai szabadalom (INTRODUCING DNA INTO PLANT
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CELLS US 8,975.470 B2, Mar. 10, 2015) arr6l szamol be, hogy ,,seed priming” soran DNS vektor
sejtekbe torténd felvétele megtorténhet. A két rendszer kozotti lényeges eltérés, hogy a mi
kisérleteinkben SDO molekulak felvételét vizsgaltuk, mig a szabadalomban virus-alapi vektort

hasznaltak.

44, A fitoén deszaturaz (PDS) kukoricagén iranyitott
mutagenezise a pollentomlon Kkeresztiil végzett szintetikus
oligonukleotid felvétellel

Mint Song et al. (2007) és Ajsad et al. (2015) Osszefogalald tanulmanyaikban bemutatjak,
lehetséges a kukorica genetikai transzformacidja a pollentomlé DNS kezelésével. Ezt a
megfigyelést vettikk alapul, amikor szintetikus oligonukleotid molekuldkkal kezeltik a

kukorica pollentomldket.

/4

4.4.1. TenyészKkerti novények csoveinek visszavagasa a viragzast megelozoen
és modositott, szintetikus oligonukleotidokkal torténo kezelése

A 12 6rgja beporzott csoveket kétféle képpen metszettiik vissza horizontalisan. H1 ,,feliil” a
csO veégétdl 3-4 centiméterre és H2 ,,alul” a cs6 végétdl 10-13 centiméterre. Ezen variacokban
az oligonukleotid pollentémlén keresztiil megtett Utjat probaltuk csokkenteni. A 12 6raval
hamarabb bibére juttatott pollenszemek, a bibék szoveti allomanyaban egészen az embrio-
zsakig tomlot hajtottak. Ezen jaratok hivatottak az oligonukleotidok transzportjara a zigota
felé. 300 pl oldattal torténd kezelés utdn ismét megporoztuk a csovet, feltételezve, hogy az 1y

pollenszemek ismét letolhatjak a bibék felszinére juttatott oligonukleotidokat.
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24. abra — Visszavagot kukoricacsd pollentomld kezelése

4.4.2. A learatott szemekbdl nevelt novények onbeporzasa, és M2
nemzedékben a kukorica csiranovények fenotipusos értékelése

Osszesen 16 csovet kezeltiink ebben a kisérletben, amibdl 15-6t le is tudtunk aratni. A
leszedett csovekbdl 2 946 magot vetettiink el. Az M2 generacié P/VIII/22 szam csévon 145
db szem volt, amelybdl 1 db albind fenotipust mutatott. Mivel az editalasnak korai embrio
szakaszban meg kellett torténnie, feltételezhetjiik, hogy az editalt ndvénynek jelentds
mozaikossagot kellene mutatnia. A fehér névények szdma mégis 1 db, amely hatékonysagban
a kiindulasi kezelt csovek és az albind utédokat mutatd csovek ardnyat tekintve 6,2 %-ot
jelent. Mivel ez az egy novény is erdsen degeneralt, feltételezhetjiik, hogy az editalas egy
vitalitast befolyasolo régioban jott 1étre. Tovabba fontos megjegyezni, hogy ezen kisérletben a
vetés utan kikelt magok szdma sokkal alacsonyabb, mint a primed seedes kisérletben. A vetés
utdn a magok 75 %-a kelt ki. Ebbdl a jelenségbdl feltételezhetjiik, hogy a pozitiv sikeresen
editalt esetben az amugy is csOkkent vigorral rendelkezé6 magok, ha voltak még a

populacidban, akkor a ki nem csirazott 25 %-hoz tartoztak.
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25. abra — Az M2 generacioban a P/V111/22-es csovon detektalt albind csirandvény

4.4.3. A Kklorofill hianyos szegregansokbol izolalt DNS szekvencia analizise

A Kklorofill szintézisben kozremiikodd gének csoportja rendkiviil szertedgazo. El6kisérleteink
soran feltérképeztiik és Osszevetettiik az oligonk homologiait a B73 referencia genommal,
lényegi off-target mutacios lehetdségeket nem talaltunk.
A pollentomlén keresztiil végzett harmadik genomszerkesztési technika albind fenotipussal
rendelkezd novényének genetikai allomanya sem tartalmazta a kivant mutacids part a
szekvenalasi adatok alapjan. A negativ szekvenaldsi adatoktol eltekintve az albind fenotipus
okozdja mindenképpen genomi eredetii valtozas, melynek felkutatdsa és jellemzése hosszu
kutatomunka eredménye lehet. A B73-as referencia genom ¢és a kisérletekhez hasznalt Lp5-0s
beltenyésztett vonal genomi kiilonbségeit a legpontosabban teljes genom szekvenalassal
tudjuk megallapitani. A miivelet elvégzése utan jra 6ssze kell hasonlitanunk az altalunk
hasznalt oligonukleotiddal homolog szekvenciakat a teljes genom szintjén, majd kiszlirni a
fotoszintézisben szerepld 0sszes génszakaszt. Szant6foldi ndvényeinkben a rohamosan fejlédo
genetika tudomanyabol adoédéan az ismert fotoszintézist befolyasold szekvencidk szama
folyamatosan valtozik, bdviil, ami szintén megneheziti a kutatomunkat. Tovabbi

lehetéségként meriil fel, hogy az altalunk hasznalt oligonukleotid a recipiens genom homolog
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szekvencidjahoz tortént teljes vagy részleges kapcsolodasa utan a kornyezo, kozeli genomi
régiokban indukalhat mutaciot. Az ilyen természetli mutaciokat okozhatja genomi
konformaciovaltozas vagy egyéb trankszkripcios faktorok, esetleg repair mechanizmusok
egyéni vagy Osszetett miikodése. Harmadik gondolatkisérletként szamolnunk kell azzal a
lehetdséggel is, hogy a kezeléshez hasznalt oligd oldatunk, minden esetben tartalmazhat a
teljes szekvencia darabjait képz0, kiilonb6zé hosszusagu toredékeket. A legkisebb lehetdség
maga a kodon, melynek kevésbé génspecifikus mutaciot indukald képességei jelentdsen
befolyasolhatjak a kisérletiink eredményeit. Ezeket a felmeriil6 kérdéseket egy kezeletlen
Lp5-6s novény és egy albind Lp5-0s novény teljes genomszekvendlast kovetd pontos
Osszehasonlitdsa valaszolhatja meg. A tudomany teljes racionalitdsat zarojelbe téve
kijeletheté, hogy a teljes genomszekvenalas sem kétséget kizardan garantalja a klorofill
mutaciok genetikai hatterének tisztdzasat. A genom egy €16, mozgd, folyamatosan valtozo
molekularis halmaz, ami alol a kukorica genetikai allomanya sem kivétel. A legfontosabb
szant6foldi novénylink genetikai allomanya 10 kromoszoman 32 000 gént, 2,3 milliard
bazispart tartalmaz. Ezen tulajdonsagai alapjan a nagyobb, Osszetettebb genomok kozé
soroland6. A kukorica genom atlagon fOliilli autonom valtozéasi képességének leirdsaért
Barbara McClintock 1983-ban Nobel-dijban részesiilt.
Figyelembe véve a modell ndvénylink genetikai tulajdonsagait, és visszatekintve arra a tényre,

crer

kijelenthetjiik, hogy hosszu, alapos és atfogo kutatasok varnak még rank a jovoben.
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5. Osszefoglalas

A dihaploid (DH) technologia alapvetdé eleme a beltenyésztett vonalak eldallitasanak egy
versenyképes nemesitési programban. Az R1-navajo (R1-nj) gén olyan fenotipusos markert
kédol, amely csak valtozé hatékonysaggal rendelkezik a szinszelekcid sordn torténd haploid
mag kivalasztasakor. Ezért a magyar genetikai allomanyon alapuld jelen tanulmanyban a
fenotipusos sziirést és a genom méretének meghatarozasat flow-citometriaval kombinaltuk.
Harom genotipussal végzett reprezentativ kisérletben a gyokércsticsokbdl izolalt sejtmagok
flow-citometrias elemzésével megerdsitették, hogy a fenotipusos marker alapjan elészelektalt
magoknak csak 59% -a bizonyult haploidnak. Alternativ megkozelitésként az R1-navajo
markerrel elére kivalasztott csirandvényeket genotipizaltuk ugy, hogy az UMC1152 SSR
marker polimorf volt a K405 haploid indukalo vonal, illetve a K4390 hibrid sziiléi vonalai
kozott. A haploid jeloltek 83% -aban a K405 allélokat nem lehetett kimutatni ezzel a
markerrel. Ezeket a névényeket 0,1% kolchicin-oldattal rediploidizaltuk. Ezt az eljarast 3%-0s
hatékonysaggal végeztiik el, a rediploidizaci6é eredményességét a viragzd ndvények mutattak.
Az europai genotipusokon végzett kisérletek eredményét késdbb Osszevetettiik a tropusi

genotipusokrol publikalt adatokkal.

A novényekben a szintetikus oligonukleotidokkal megvaldsitott célzott nukleotidcsere
jelenleg alkalmazott mddszerei az in vitro szovettenyésztési rendszerekt6l fiiggenek. Ebben a
tanulmanyban bemutattunk egy alternativat in planta technoldgia alkalmazasaval, amelynek
alapja oligonukleotid oldat injektalasa a haploid kukorica csirandvények apikalis merisztéma
fenotipusos markerként szolgalt. Tovabbi alternativ megkdzelitésként vizsgaltuk az
elécsiraztatott embriok oligonukleotid felvételét. Az M2 generacidban végzett fenotipizalas
nem tart fel klorotikus mutdnsokat. A pollentomlon keresztiil torténd transzformdaciod
lehetéségét is tanulmanyoztuk. Valamennyi tesztelt in planta modszer kis hatékonysagunak
bizonyult, ezért tovabbi intenziv kutatdsra van sziikség ahhoz, hogy ONIM modszer
bekertiljon a kukoricanemesitok eszkoztaraba.
Mikozben a célzott mutagenezissel torténd precizids nemesités eredményei egyre
meggy0zébbek, és az 1j fajtdk termesztés kozelben vannak, nincs egységes rendszere a
szabalyozas mikéntjének. Lényeges kiilonbségek vannak a genomszerkesztési kutatdsok

intenzitasdban. A kozlemények alapjan az Egyesiilt Allamok és Kina van vezetd pozicidban.
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Ami az engedélyezési szabalyokat illeti, az USA ¢és Japan a genomszerkesztésbol szarmazo
szervezeteket hagyomanyos nemesitési termékeknek tekinti, tehat legfeljebb hatdsagi
konzultacio sziikséges. A kanadai rendszer ,,1j tulajdonsagt novényekként” definialja az ilyen
tenyészanyagokat, és az engedélyezés soran nem a nemesités modszere szerint, hanem a
tulajdonsagokra tekintettel mérlegelnek. Szakmailag messze ez a megkozelités a
legkorrektebb, ami a biztonsagot is garantalja. Tobb orszagban, mint Argentina, 1zrael, Chile,
Brazilia, Kolumbia, eseti értékelést végeznek. Nem tekintik GM szervezetnek, ha nem
tartalmaz  idegen DNS-t, illetve 1Uj kombinaciojat a  genetikai  anyagnak.
A precizios nemesités térhoditasa kitlind lehetdséget kinal arra, hogy az EU-ban a termék
mindsitésére alapozzék a szabalyozasi rendszert, és ne az alkalmazott nemesitési modszer
szerint torténjék az egyes termékek engedélyezése. A magyar agrariumban el6szor tarsadalmi
konszenzusra van sziikség a technologiat illetden. Jelenleg a magyar tarsadalom jelent6s része
nem rendelkezik megfeleld mennyiségli informécioval a precizidos nemesitésrél. Ebbol
kifolyolag nincs lehetdsége véleményt formalni. A jogalkotdknak, a kdrnyezetvéddknek ¢€s a
nemesitoknek kozos tarsadalmi feleldsségiik, hogy szilard szakmai tényeken alapuld vitak
soran feltdrjdk a jovObe mutatd modszerek tulajdonsdgait. Biztositani kell a biztonsag
garancidit, a fenntarthatdsagot, és a magyar gazdak szdmara a XXI. szazadi ndvénytermesztés
gazdasagossagat, versenyképességét és az innovativ technoldgidk alkalmazhatdsagat. A
Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont és a Pannon Genetik Kft. elhivatott abban, hogy aktiv
szerepet vallaljon a technologidk fejlesztésében, és kizardlag laboratoriumi koriilmények
kozotti  értékelésében. Tovabba kidolgozza, és felvértezze a magyar nemesitd és
biotechnologus tarsadalmat a XXI. szazad legversenyképesebb nemesitési modszereinek
gyakorlati tudasaval. Nemzeti érdekiink, hogy a célszerli és indokolt pozitiv szabalyozasi
feltételek lefektetése utan, a magyar gazdak a lehetd legrévidebb idén beliil mar kiforrott jol
miikodo technologiak eredményét tesztelhessék a szant6foldon.
A magyar vetdmagpiac 90%-at a kiilfoldi vallalatok wuraljdk kétségen kiviil kivalo
termékeikkel. Ez az ardny azonban hosszutavon végzetes lehet a hazai vetdémag szektor
szamara. Minden évben 100 millidard forint nagysagrendii profit hagyja el az orszagot,
amelynek csokkentése és a magyar agrariumba torténd befektetése nemzeti érdek. Ennek a
folyamatnak a pozitiv irdnyba torténd elmozditdsahoz szakmai és tarsadalmi 6sszefogasra van
sziikség. A hazai nemesitéhazak kivald hibridekkel €s genetikai dlloméannyal rendelkeznek,
am a jelenleginél sokkal nagyobb ¢és sz¢leskoriibb szakmai 6sszefogasra van sziikség a valds

potencial kihasznalasahoz.
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Summary

Dihaploid (DH) technology is an essential element during the production of inbred lines in a
competitive breeding program. The R1-navajo (R1-nj) gene encodes a phenotypic marker that
has only variable efficiency in the selection of haploid nuclei during color selection.
Therefore, in the present study based on the Hungarian genetic stocks, we combined
phenotypic screening and genome size determination with flow cytometry. In a representative
experiment with three genotypes, flow cytometric analysis of nuclei isolated from root tips
confirmed that only 59% of the seeds preselected based on the phenotypic marker proved to
be haploid. Alternatively, seedlings preselected with the R1-navajo marker were genotyped so
that the UMC1152 SSR marker was polymorphic between the K405 haploid induction line
and the K4390 hybrid parental lines. In 83% of haploid candidates, K405 alleles could not be
detected with this marker. These plants were rediploidated with 0.1% colchicine solution.
This procedure was performed with an efficiency of 3%, the effectiveness of rediploidization
was shown by flowering plants. The results of experiments on European genotypes were later

compared with published data on tropical genotypes.

The currently used methods for targeted nucleotide exchange with synthetic oligonucleotides
in plants depend on in vitro tissue culture systems. In this study, we presented an alternative
using in planta technology based on the injection of oligonucleotide solution into the apical
meristem region of haploid maize seedlings. Induction of a specific mutation in the phytoene
desaturase gene of chlorophyll biosynthesis served as a phenotypic marker. Sequencing
confirmed the presence of low number mutant cells in addition to the wild-type cell
populations in leaf tissues. As further alternatives we have tested the oligonucleotide
treatment of primed seeds or pollen tubes. These approaches failed to give mutation in the
PDS gene of maize. Further extensive research is required for integration of ODM technology

into a practical breeding program.

While the results of precision breeding by targeted mutagenesis are becoming more
convincing and new varieties are close to cultivation, there is no uniform system for how to
regulate. There are significant differences in the intensity of genome editing research.
According to reports, the United States and China are in a leading position. As far as licensing
rules are concerned, the US and Japan consider genomic engineering organisms to be

traditional breeding products, so no more than official consultation is required. The Canadian
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system defines such breeding materials as “plants with new traits” and is considered in the
licensing not on the basis of the breeding method but on the basis of traits. Professionally, this
approach is by far the most correct, which also guarantees safety. In several countries, such as
Argentina, Israel, Chile, Brazil, Colombia, ad hoc evaluations are carried out. They are not
considered GM if they do not contain foreign DNA or a new combination of genetic material.
The proliferation of precision breeding offers an excellent opportunity to base the regulatory
system in the EU on product qualification and not on the authorization of individual products
according to the breeding method used. For the first time in Hungarian agriculture, a social
consensus is needed regarding technology. At present, a significant part of the Hungarian
society does not have a sufficient amount of information about precision breeding. As a result,
you do not have the opportunity to form an opinion. Legislators, environmentalists and
breeders have a shared social responsibility to explore the properties of forward-looking
methods in debates based on solid professional facts. Guarantees of safety, sustainability must
be ensured, and for Hungarian farmers, the XXI. the economy, competitiveness and
applicability of innovative technologies. The Szeged Biological Research Center and Pannon
Genetik Kft. Are committed to taking an active role in the development of technologies and in
their evaluation exclusively under laboratory conditions. Furthermore, it develops and equips
the Hungarian breeding and biotechnology society in the 21st century. practical knowledge of
the most competitive breeding methods of the 20th century. It is in our national interest that,
after laying down the appropriate and justified positive regulatory conditions, Hungarian
farmers can test the results of well-functioning technologies that have already matured in the
field as soon as possible. 90% of the Hungarian seed market is undoubtedly dominated by
foreign companies with their excellent products. However, this ratio could be fatal in the long
run for the domestic seed sector. Every year, a profit of HUF 100 billion leaves the country,
the reduction of which and its investment in Hungarian agriculture is in the national interest.
Professional and social cooperation is needed to move this process in a positive direction.
Domestic breeding houses have excellent hybrids and genetic stock, but much larger and
more extensive professional collaboration is needed than at present to exploit the real

potential.

66



Irodalomjegyzék

Asjad A, Sun W. B., Sang-Min C, Jack E. S. (2015) Plant Transformation via Pollen Tube-
Mediated Gene Transfer. Plant Mol Biol Rep 33:742-747

Armstrong CL, Green CE, Phillips RL (1991) Development and availability of germplasm

with high type Il culture formation response. Maize Genet Coop Newsl, vol 65.

Baskaran P, Dasgupta | (2012) Gene delivery using microinjection of agrobacterium to
embryonic shoot apical meristem of elite indica rice cultivars. J Plant Biochem Biot 21
(2):268-274. d0i:10.1007/s13562-011-0078-x

Baskaran P, Soos V, Balazs E, Van Staden J (2016) Shoot apical meristem injection: A novel
and efficient method to obtain transformed cucumber plants. S Afr J Bot 103:210-215.
d0i:10.1016/j.sajb.2015.09.006

Battistelli G. M., R.G. Von Pinho, A. Justus, E.G.O. Couto and M. Balestre (2013),
Production and identification of doubled haploids in tropical maize. Genetics and Molecular
Research 12 (4): 4230-4242.

Beetham PR, Kipp PB, Sawycky XL, Arntzen CJ, May GD (1999) A tool for functional plant
genomics: Chimeric RNA/DNA oligonucleotides cause in vivo gene-specific mutations. P
Natl Acad Sci USA 96 (15):8774-8778. doi: DOI 10.1073/pnas.96.15.8774

Belicuas P.R., C. T. Guimaraes, L. V. Paiva, J. M. Duarte, W. R. Maluf and E. Paiva (2007)
Androgenetic haploids and SSR markers as tools for the development of tropical maize
hybrids Euphytica 156: 95-102. DOI 10.1007/s10681-007-9356-z

Chaikam V. and G. Mahuku, (2012) Chromosome doubling of maternal haploids In: B.M.
Prasanna, Chaikam V and Mahuku G (eds) Doubled haploid technology in maize breeding:
theory and practice. CIMMYT, Mexico, DF, pp 24-29.

Chaikam V., and B. M. Prasanna (2012) Maternal haploid detection using anthocyanin
markers. In: Prasanna BM, Chaikam V, and Mahuku G (eds) Doubled haploid technology in
maize breeding: theory and practice. CIMMYT, Mexico, DF, 20-23.

67



Chaikam V., L. A. Lopez, L. Martinez, J. Burgueno and P. M. Boddupalli (2017)
Identification of in vivo induced maternal haploids in maize using seedling traits
Euphytica.177. 1-9. https://doi.org/10.1007/s10681-017-1968-3.

Chaikam V., S.K. Nair, R. Babu, L. Martinez, J. Tejomurtula and P.M. Boddupalli (2015)
Analysis of effectiveness of R1-nj anthocyanin marker for in vivo haploid identification in
maize and molecular markers for predicting the inhibition of R1-nj expression. Theor Appl
Genet 128: 159-171

Chaikam V., W. Molenaar, A.E. Melchinger, and P.M. Boddupalli, (2019) Doubled haploid
technology for line development in maize: technical advances and prospects. Theor. Appl.
Genet.132(12) 3227-3243. doi: 10.1007/s00122-019-03433.

Chase S. S and D. K. Nanda (1956) Comparison of variability in inbred lines and monoploid-
derived lines of maize (Zea mays L.). Crop Sci. 5: 275-276.

Chen C, Zijian X, Junwen Z, Wei L, Jinlong L, Chenxu L * and Shaojiang C * (2020)
Development of In Vivo Haploid Inducer Lines for Screening Haploid Immature Embryos in
Maize Plants 2020, 9, 739; doi:10.3390/plants9060739

Choe E., C.H. Carbonero, K. Mulvaney, A. L. Rayburn and R. H. Mumm (2012) Improving
in vivo maize doubled haploid production efficiency through early detection of false positives.
Plant Breed 131: 399-401.

Coe E.H. (1959) A line of maize with high haploid frequency, Am Nat 93: 381-382.

Dang N.C., M. Munsch, I. Aulinger, W. Renlai and P. Stamp (2012) Inducer line generated
double haploid seeds for combined waxy and opaque 2 grain quality in subtropical maize (Zea
mays L.). Euphytica 183: 9 153-160.

De Oliveira Couto E.G., E.V. Resende Von Pinho, R.G. Von Pinho, A.D. Veiga, M.R. de
Carvalho, F. de Oliveira Bustamante and M.S. Nascimento (2015) Verification and
characterization of chromosome duplication in haploid maize Genetics and molecular
research 14(2): 6999-7007.

68


https://doi.org/10.1007/s10681-017-1968-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doubled+haploid+technology+for+line+development+in+maize%3A+technical+advances+and+prospects
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doubled+haploid+technology+for+line+development+in+maize%3A+technical+advances+and+prospects

Dinc E, Toth SZ, Schansker G, Ayaydin F, Kovacs L, Dudits D, Garab G, Bottka S (2011)
Synthetic Antisense Oligodeoxynucleotides to Transiently Suppress Different Nucleus- and
Chloroplast-Encoded Proteins of Higher Plant Chloroplasts. Plant Physiol 157 (4):1628-1641.
d0i:10.1104/pp.111.185462

Dong C, Beetham P, Vincent K, Sharp P (2006) Oligonucleotide-directed gene repair in
wheat using a transient plasmid gene repair assay system. Plant Cell Rep 25 (5):457-465.
d0i:10.1007/s00299-005-0098-x

Doyle JJ (1990) Isolation of Plant DNA from Fresh Tissue. Focus 12:13-15

Dudits D., K. Torok, A. Cseri, K. Paul, A. V.Nagy, B. Nagy, L. Sass, Gy. Ferenc, R. Vankova
and P. Dobrev et al. (2016) Response of organ structure and physiology to
autotetraploidization in early development of energy willow. Plant Physiology, 170. 1504—
1523 DOI:10.1104/pp.15.01679

Dwivedi SL, Britt AB,, Tripathi Lz, Sharma S;, Upadhyaya HD,, Ortiz Rs. (2015) Haploids:
Constraints and opportunities in plant breeding. Biotechnol Adv. 2015 Nov 1;33(6 Pt 1):812-
29. doi: 10.1016/j.biotechadv.2015.07.001. Epub 2015 Jul 9.

Evans DA (1989) Somaclonal Variation - Genetic-Basis and Breeding Applications. Trends
Genet 5 (2):46-50. doi:Doi 10.1016/0168-9525(89)90021-8

Fodor E, Ayaydin F (2018) Fluorescent Probes and Live Imaging of Plant Cells. In: Sanchez-
Moreiras AM, Reigosa MJ (eds) Advances in Plant Ecophysiology Techniques. Springer
International Publishing, Cham, pp 241-251. doi:10.1007/978-3-319-93233-0_14

Gocal GF (2015) Non-Transgenic Trait Development in Crop Plants Using Oligo-Directed
Mutagenesis: Cibus ° Rapid Trait Development System. In: NABC Report 26 New DNA-
Editing Approaches Methods, Applications and Policy for Agriculture. North American
Agricultural Biotechnology Council Report, pp 97-105

Grimsley NH, Ramos C, Hein T, Hohn B (1988) Meristematic Tissues of Maize Plants Are
Most Susceptible to Agroinfection with Maize Streak Virus. Bio-Technol 6 (2):185-189.
doi:DOI 10.1038/nbt0288-185

69


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dwivedi%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26165969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Britt%20AB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26165969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tripathi%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26165969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26165969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Upadhyaya%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26165969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortiz%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26165969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26165969

Guo Ty, Li H, Yan J, Tang J, Li J, Zhang Z, Zhang L, Wang J. (2013) Performance prediction
of F1 hybrids between recombinant inbred lines derived from two elite maize inbred lines.
Theor Appl Genet. 2013 Jan;126(1):189-201. doi: 10.1007/s00122-012-1973-9. Epub 2012
Sep 13.

Hu H., T. A. Schrag, R. Peis, S. Unterseer, W. Schipprack, S. Chen, J. Lai, J.Yan, B. M.
Prasanna and S. K. Nair et al. (2016), The genetic basis of haploid induction in maize

identified with a novel genome-wide association method. Genetics 202, 1267-1276.

Jaganathan D, Ramasamy K, Sellamuthu G, Jayabalan S, Venkataraman G (2018) CRISPR
for Crop Improvement: An Update Review. Front Plant Sci  9:985.
d0i:10.3389/fpls.2018.00985

Jia HG, Wang N (2014) Targeted Genome Editing of Sweet Orange Using Cas9/sgRNA. Plos
One 9 (4). doi: ARTN €9380610.1371/journal.pone.0093806

Kim H, Kim JS (2014) A guide to genome engineering with programmable nucleases. Nat
Rev Genet 15 (5):321-334. doi:10.1038/nrg3686

Kochevenko A, Willmitzer L (2003) Chimeric RNA/DNA oligonucleotide-based site-specific
modification of the tobacco acetolactate syntase gene. Plant Physiol 132 (1):174-184.
d0i:10.1104/pp.102.016857

Liao FL, Wang L, Yang LB, Zhang LY, Peng XB, Sun MX (2013) Antisense
Oligodeoxynucleotide Inhibition as an Alternative and Convenient Method for Gene Function
Analysis in Pollen Tubes. Plos One 8 (3). doi: ARTN €5911210.1371/journal.pone.0059112

Lusardi MC, Neuhausurl G, Potrykus I, Neuhaus G (1994) An Approach Towards
Genetically-Engineered Cell Fate Mapping in Maize Using the Lc Gene as a Visible Marker -
Transactivation Capacity of Lc Vectors in Differentiated Maize Cells and Microinjection of
Lc Vectors into Somatic Embryos and Shoot Apical Meristems. Plant J 5 (4):571-582

Melchinger A. E., W. Schipprack, T. Wiirschum, S. Chen and F. Technow (2013) Rapid and
accurate identification of in vivo-induced haploid seeds based on oil content in maize. Sci Rep
3:2129.

70


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Guo%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22972201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22972201

Melchinger A.E., W. Schipprack, X. Mi and V. Mirdita (2015) Oil Content is Superior to Oil
Mass for Identification of Haploid Seeds in Maize Produced with High-Oil Inducers, Crop
Science, vol. 55, 188-195.

Milani K.F., A. G. Baleroni, H. A. Silva, A. B. Mendes-Bonato, R. J. B. Pinto and C. A.
Scapim (2016) Effectiveness of the R1-navajo embryo marker on sorting haploids in tropical

maize germplasm Maydica electronic publication — 61 ~ M34.

Mizuta Y, Higashiyama T (2014) Antisense gene inhibition by phosphorothioate antisense
oligonucleotide in Arabidopsis pollen tubes. Plant J 78 (3):516-526. doi:10.1111/tpj.12461

Nishitani C, Hirai N, Komori S, Wada M, Okada K, Osakabe K, Yamamoto T, Osakabe Y
(2016) Efficient Genome Editing in Apple Using a CRISPR/Cas9 system. Sci Rep-Uk 6. doi:
ARTN 3148110.1038/srep31481

Odipio J, Alicai T, Ingelbrecht I, Nusinow DA, Bart R, Taylor NJ (2017) Efficient
CRISPR/Cas9 Genome Editing of Phytoene desaturase in Cassava. Frontiers in Plant Science
8. doi: ARTN 178010.3389/fpls.2017.01780

Okuzaki A, Toriyama K (2004) Chimeric RNA/DNA oligonucleotide-directed gene targeting
in rice. Plant Cell Rep 22 (7):509-512. doi:10.1007/s00299-003-0698-2

Prigge V., X. Xu, L. Li, R. Babu, S. Chen, G. N. Atlin and A. E. Melchinger (2012) New
insights into the genetics of in vivo induction of maternal haploids, the backbone of doubled
haploid technology in maize. Genetics 190: 781-793.

Qin GJ, Gu HY, Ma LG, Peng YB, Deng XW, Chen ZL, Qu LJ (2007) Disruption of
phytoene desaturase gene results in albino and dwarf phenotypes in Arabidopsis by impairing
chlorophyll, carotenoid, and gibberellin biosynthesis. Cell Res 17 (5):471-482.
d0i:10.1038/cr.2007.40

Rivera-Torres N, Kmiec EB (2016) Genetic spell-checking: gene editing using single-
stranded DNA oligonucleotides. Plant Biotechnol J 14 (2):463-470. doi:10.1111/pbi.12473

Rotarenco V. A., I. H. Kirtoca and A. G. Jacota (2007) Possibility to identifying kernels with
haploid embryo by oil content. Maize Genet Coop Newsletter 81: 11.

71



Rober F.K., G. A. Gordillo and H. H. Geiger (2005) In vivo haploid induction in maize —
Performance of new inducers and significance of doubled haploid lines in hybrid breeding.
Maydica 50(3):275-283.

Ruiter R, van den Brande I, Stals E, Delaure S, Cornelissen M, D'Halluin K (2003)
Spontaneous mutation frequency in plants obscures the effect of chimeraplasty. Plant Mol
Biol 53 (5):675-689. d0i:10.1023/B:PLAN.0000019111.96107.01

Sant’A, R.R.A., Caprestano CA., Nodari RO, Agapito-Tenfen SZ, (2020) PEG-Delivered
CRISPR-Cas9 Ribonucleoproteins System for Gene-Editing Screening of Maize Protoplasts.
Genes 2020, 11, 1029.

Sauer NJ, Mozoruk J, Miller RB, Warburg ZJ, Walker KA, Beetham PR, Schopke CR, Gocal
GFW (2016) Oligonucleotide-directed mutagenesis for precision gene editing. Plant
Biotechnol J 14 (2):496-502. doi:10.1111/pbi.12496

Schindelin J, Arganda-Carreras |, Frise E, Kaynig V, Longair M, Pietzsch T, Preibisch S,
Rueden C, Saalfeld S, Schmid B, Tinevez JY, White DJ, Hartenstein V, Eliceiri K, Tomancak
P, Cardona A (2012) Fiji: an open-source platform for biological-image analysis. Nat
Methods 9 (7):676-682. doi:10.1038/nmeth.2019

Senior M.L., J.P. Murphy, M.M. Goodman and C.W. Stuber (1998) Utility of SSRs for
determining genetic similarities and relationships n maize using and agarose gel system. Crop
Sci. 38. 1088- 1098.

Shehata Al H.A., Al-Ghethar and A. A. Al-Homaidan, (2009) Application of simple sequence
repeat (SSR) markers for molecular diversity and heterozygosity analysis in maize inbred
lines. Saudi J Biol Sci 16: 57-62.

Sticklen MB, Oraby HF (2005) Invited review: Shoot apical meristem: A sustainable explant
for genetic transformation of cereal crops. In Vitro Cell Dev-Pl 41 (3):187-200.
doi:10.1079/lvp2004616

Sun CX, Hoglund AS, Olsson H, Mangelsen E, Jansson C (2005) Antisense
oligodeoxynucleotide inhibition as a potent strategy in plant biology: identification of
SUSIBA2 as a transcriptional activator in plant sugar signalling. Plant J 44 (1):128-138.
d0i:10.1111/j.1365-313X.2005.02515.x

72



Sun CX, Ridderstrale K, Hoglund AS, Larsson LG, Jansson C (2007) Sweet delivery - sugar
translocators as ports of entry for antisense oligodeoxynucleotides in plant cells. Plant J 52
(6):1192-1198. d0i:10.1111/j.1365-313X.2007.03287.x

Svitashev S, Young JK, Schwartz C, Gao H, Falco SC, Cigan AM (2015) Targeted
Mutagenesis, Precise Gene Editing, and Site-Specific Gene Insertion in Maize Using Cas9
and Guide RNA. Plant Physiol 169 (2):931-945. d0i:10.1104/pp.15.00793

Tang X, Liu GQ, Zhou JP, Ren QR, You Q, Tian L, Xin XH, Zhong ZH, Liu BL, Zheng XL,
Zhang DW, Malzahn A, Gong ZY, Qi YP, Zhang T, Zhang Y (2018) A large-scale whole-
genome sequencing analysis reveals highly specific genome editing by both Cas9 and Cpfl
(Casl2a) nucleases in rice. Genome Biol 19. doi:ARTN 8410.1186/s13059-018-1458-5

Timothy K, Dakota S, Xiujuan S, Guozhu T, Zhongying C, Jared C, Peter E. W, Shujie D,
Julie G, Erin B, Jamie McC, Weining G, Yuejin S, Tim S, James R, Nic J. B and Qiudeng Q
(2019) One-step genome editing of elite crop germplasm during haploid induction. NatUre
Biotec hnology | VOL 37 | MARCH 2019 | 287—292 |

Tiricz H, Nagy B, Ferenc G, Torok K, Nagy |, Dudits D, Ayaydin F (2018) Relaxed
chromatin induced by histone deacetylase inhibitors improves the oligonucleotide-directed
gene editing in plant cells. J Plant Res 131 (1):179-189. doi:10.1007/s10265-017-0975-8

Van Vu T12, Sung YWy, Kim J;, Doan DTH;, Tran MT3, Kim JY.34 (2019) Challenges and
Perspectives in Homology-Directed Gene Targeting in Monocot Plants. Rice (N Y). 2019 Dec
19;12(1):95. doi: 10.1186/512284-019-0355-1.

Wang SH, Zhang SB, Wang WX, Xiong XY, Meng FR, Cui X (2015) Efficient targeted
mutagenesis in potato by the CRISPR/Cas9 system. Plant Cell Rep 34 (9):1473-1476.
doi:10.1007/s00299-015-1816-7

Waquar A. Ansari 1, Sonali U. Chandanshive 1, Vacha Bhatt 1, Altafhusain B. Nadaf 1,*,
Sanskriti Vats 2, Jawahar L. Katara 3, Humira Sonah 2 and Rupesh Deshmukh 2,(2020)
Genome Editing in Cereals: Approaches, Applications and Challenges Int. J. Mol. Sci. 2020,
21, 4040; doi:10.3390/ijms21114040

73


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Vu%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31858277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sung%20YW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31858277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31858277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doan%20DTH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31858277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tran%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31858277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20JY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31858277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31858277

Woijtasik W, Kulma A, Boba A, Szopa J (2014) Oligonucleotide treatment causes flax beta-
glucanase up-regulation via changes in gene-body methylation. Bmc Plant Biol 14. doi:ARTN
26110.1186/s12870-014-0261-z

Xiaoming S., Yunhong G., Guangyong Q. (2007) Application of a transformation method via
the pollen-tube pathway in agriculture molecular breeding Life Science]ournal. 2007;4(1):77-
79

Xie ZP., Sundstrom JF., Jin YK., Liu CL., Jansson C., Sun CX. (2014) A selection strategy in
plant transformation based on antisense oligodeoxynucleotide inhibition. Plant J 77 (6):954-
961. do0i:10.1111/tpj.12433

Yu W. and J.A. Birchler (2016) A green fluorescent protein-engineered haploid inducer line
facilitates haploid mutant screens and doubled haploid breeding in maize Mol Breeding 36: 1-
12..d0i:10.1007/s11032-015-0428-9.

Zhang Z., F. Qiu, Y. Liu, K. Ma, Z. Li and S. Xu (2008) Chromosome elimination and in
vivo haploid production induced by Stock 6-derived inducer line in maize (Zea mays L.).
Plant Cell Rep 27: 1851-1860.

Zhao X., X. Xu, H. Xie, S. Chen and W. Jin (2013) Fertilization and uniparental hromosome
elimination during crosses with maize haploid inducers. Plant Physiol. 163: 721-731.

Zhu JJ, Song N, Sun SL, Yang WL, Zhao HM, Song WB, Lai JS (2016) Efficiency and
Inheritance of Targeted Mutagenesis in Maize Using CRISPR-Cas9. J Genet Genomics 43
(1):25-36. doi:10.1016/j.jgg.2015.10.006

Zhu T, Mettenburg K, Peterson DJ, Tagliani L, Baszczynski CL (2000) Engineering
herbicide-resistant maize using chimeric RNA/DNA oligonucleotides. Nat Biotechnol 18
(5):555-558

Zhu T, Peterson DJ, Tagliani L, St Clair G, Baszczynski CL, Bowen B (1999) Targeted

manipulation of maize genes in vivo using chimeric RNA/DNA oligonucleotides. Proc Natl
Acad Sci U S A 96 (15):8768-8773

74



Roviditések listaja

C1: colour 1 —szin 1 gén allél

C1-I: colour 1 inhibitor - szin linhibitor gén allél
CTAB: cetil-trimetilammonium-bromid

DH: doubled haploid — megduplazott haploid
DNS: dezoxiribonukleinsav

EU: Eurdpai Unid

F1: elsd hibrid utédgeneracio

FAM: Fluorescens

GFP: green fluorescent protein — zold fluoreszkalo fehérje
GM: genetikailag modositott

GMO: genetikailag médositott organizmus

gRNS: segéd ribonukleinsav

GWAS: genom Osszehasonlitasi tanulméany

HDR: homolog régidkon alapul6 javitas

HIR: haploid indukcids rata

HPLC: magas nyomasu kromatografia

KEMS: Krasnodar Embryo Marker Synthetic

M1: mutans 1 generacid

NCBI: National Center for Biotechnology Information
NGS: Uj generacios szekvenalas

NHEJ: nem homoldg végeken alapuld javitas
ONIM: oligonukleotid indukalt mutagenezis

PCR: polimeraz lancreakcid
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PDS:

PEG:
R1-nj:
SAM:
SDO:

SSR:
tDNS:
UMC1152:
USA:
WTO:

ZmPDS:

fitoén deszaturaz

polietilén-gliikol

red 1 — navajo gén allél

hajtas apikalis merisztéma

kémiailag szintetizalt oligonukleotid
egyszerl szekvencia ismétlések

transzfer dezoxiribonukleinsav

rovid ismétl6dod génszekvencia kukoricaban
Amerikai Egyesiilt Allamok

Kereskedelmi Vilagszervezet

kukorica fitoén deszaturaz
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