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Osszefoglalas

A portok kulturdk androgén indukciés gyakorisiginak névelése a ndvényi biotechnolégia
fontos célkitlizése. Segitségével nagyobb mennyiségii, magas genetikai variabilitast mutaté
dihaploid n6évény allhat a nemesitSk rendelkezésére. Kukorica portok kultiraban lefolytatott
kisérleteink soran célunk volt, hogy felfedjitk az indukcié gyakorisaganak novelésére gyakran
alkalmazott hideg el6kezelésnek, valamint az #-butanollal t6rténé kémiai el6kezelésnek a
mikrosporak sejtvazara, illetve szerkezetére gyakorolt hatasait annak érdekében, hogy jobban
megértsiik az androgenezis citologiai és strukturalis hatterét.

Mind a hideg elSkezelés, mind pedig az #-butanol kezelés megnévelte az androgén valaszt
adé mikrosporak aranyat. A legjelent6sebb mikrospéra indukciét azonban a két kezelés
egyidejl alkalmazasa valtotta ki.

A kezelések sejtvazra gyakorolt hatdsinak vizsgalata érdekében a mikrotubulusokat az
indirekt immunofluoreszcencia segitségével vizsgaltuk, az aktin fonalakat rodamin falloidin
alkalmazdsaval jeloltik meg. A sejtek szerkezetében végbement véltozasokat szovettani
modszerekkel kovettiik nyomon.

A hideg el6kezelés megnévelte a mikrospérdkban az aktin fonalak mennyiségét, de a
mikrotubulus hdlézatra nem volt hatassal. Ezzel ellentétben az n-butanol alkalmazasa a
mikrotubulusok visszafordithaté depolimerizacidjat véltotta ki, mikézben az aktin fonalak
mennyisége nem valtozott meg. Eredményeink timogatjak azt a feltevést, miszerint a
mikrospdrak generativ fejlédése és az androgén fejlédési ut kozti dtmenetet segiti a sejtvaz
atrendezbdése, feltehetSen a szimmetrikus osztoédasok el6segitése révén.
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Bevezetés

A dihaploid (DH) névények eléallitisa a hagyomanyos nemesités értékes eszkoze.
Segitségével csokkentheté az Uj, elényds tulajdonsagokkal rendelkezé fajtak
létrehozasahoz  szitkséges id6. A magasabbrendd névények  mikrosporai
rendelkeznek azzal a képességgel, hogy gametofitikus fejlédési programjukat
bizonyos kérilmények koézott sporofitikus fejlédési utra tereljék. Ezt a folyamatot,
melynek neve androgenezis, izolalt mikrospéra, illetve antéra kultarakban célzottan
valtjak ki, annak érdekében, hogy egy lépésben jelentés mennyiségli, magas genetikai
variabilitassal rendelkezé homozigéta névényeket nyerjenck (Reed e al. 2004). T6bb,
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mint 200 fajbdl allitottak mar elé dihaploid ndvényeket androgenezis segitségével
(Dunwell 2010). Az androgenezis in vitro el6idézésére k6zéps6-, vagy késéi egysejtes
fejlédési allapotd izoldlt mikrospérakat, illetve az azokat tartalmaz6 éretlen
portokokat kulturdban nevelik (Malusgynski et al. 2003). Az elsé pollen mitdzis (PM
I) fontos mérfoldké a pollen fejlédése szempontjabol. Bar Brassica napus esetében a
kései kétmagvas allapotu pollen esetében is leirtak az androgenetikus indukciot
(Binarova et al. 1997), a legtobb vizsgalt fajban a fejlédé mikrosporak elvesztik
totipotencidjukat az elsé pollen mitézist kévetben (Maraschin et al. 2005). A
mikrospérak fejlédési programjanak az embriogén utra terelése céljabol sokféle
kezelés alkalmazhat6, példaul magas vagy alacsony hémérséklet, ¢heztetés, valamint
kémiai anyagok felhasznalasa (példaul kolhicin, mannitol) (Shariatpanabi et al. 2000;
Islam és Tutega 2012; Zoriniants et al. 2005). Az ezen kezelések altal kivaltott stressz
szitkséges az androgén folyamatok megindulasahoz (Soriano et al. 2013). Kukorica
mikrospéra és portok kultirdk esetében a cimereket dltaldban hideg el6kezelésnek
vetik ald, 7 °C-on tartva azokat 7-21 napig.

Az  embriogén indukcié elsé  strukturdlis jele a citoplazma

dedifferenciaciéja. A folyamat  soran a  sejtszervecskék,  lipidtestek,
keményitészemesék és riboszémak szama lecsokken. A sejtvaz a sejt alapveto
Osszetevéje, mely clengedhetetlen az androgenezis soran végbemend szerkezeti
valtozasok végrehajtasahoz. A névényi sejtvaz egy dinamikusan valtozé fonalas
rendszer, mely mikrotubulusokbdl (MT), aktin fonalakbdl és a hozzajuk kapcsolédo
fehérjékbdl all (Collings 2008, Petrdsek és Schwargerovd 2009). Ez az Osszetett rendszer
sokféle feladatot lat el: részt vesz a sejtek alakjanak formalasaban, meghatarozza és
fenntartja a sejtplazma polaritasat, sejtalkotokat szallit, koordinalja a sejtosztodast
(Kost és Chua 2002). Kevés informicié all azonban rendelkezésre a ndvényi
sejtvaznak az abiotikus stresszekre adott véalaszban betoltétt szerepérél. Csupan a
s6- valamint ozmotikus stresszt (Wang et al. 2011), valamint a héstresszt (Malerba e/
al. 2010) vizsgaltak ebbdl a szempontbol.
Egy alkohol, az #-butanol (vagy 1-butanol) alkalmazasa megnévelte az embriogén
mikrospérak aranyat buza portok kultaraban (Soriano et al. 2008, Broughton 2011). Az
n-butanol lecsékkenti egy jelatvitelben részt vevé foszfolipid, a foszfatidsav (FS)
termel6dését, mely a foszfolipaz D enzim (EC 3.1.4.4, PLD) aktivitasinak
eredménye (Liscovitch et al. 2000). A lecsOkkent FS szint reverzibilis mikrotubulus
depolimerizaciot idézett elé Arabidopsis BY-2 sejtkultaraban (Dhonukshe et al. 2003,
Hirase et al. 2006). Korabbi eredményeink szerint az #-butanol alkalmazasa kukorica
mikrospora- és portok kulturaban megnéveli az androgén valaszt ad6é mikrospérak
aranyat (Foldesiné Fiiredi et al. 2011, 2012). Annak érdekében, hogy Osszekapcesoljuk
az n-butanol embriogenezist indukalé hatasat a korabban kimutatott mikrotubulus
depolimerizalé  tulajdonsagaval, az n-butanollal kezelt kukorica mikrospérak
sejtvazat fluoreszcens jelolés segitségével konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal
vizsgaltuk meg. Ezen tal 6sszehasonlitottuk a kukorica mikrosporak esetében
legtobbszor alkalmazott hideg elSkezelés és az #-butanol kezelés sejtvazra gyakorolt
hatésait.



Vizsgalati anyag és modszer

Nowényanyag és a novénynevelés kiritlmeényei

Az androgén portok kultura alapanyagaul az A18, egzotikus kinai alapanyagokbol
portokkultara segitségével eléallitott, magas androgén indukcids gyakorisaga
kukorica dihaploid vonal szolgalt. A névényeket fitotroni klimakamrakban neveltitk
a a kukorica neveléséhez kidolgozott Ny2 klimaprogram felhasznalasaval (Tischuer et
al. 1997).

Kezelés és mintavétel

A kezelések androgén indukciéra gyakorolt hatdasianak vizsgalatahoz a kés6i
egymagvas fejlédési allapotban 1évé mikrosporakat tartalmazé éretlen portokokat 10
napos, 7 °C-os hémérsékleten torténd hidegkezelést kovetSen modositott YP
taptalajra helyeztik (Genovesi és Collins 1982), melyet kiegészitettink 0,1 mg I 2,3,5-
trijéd-benzoesavval, 500 mg 1! kazein hidrolizitummal, valamint 120 g I
szacharézzal (pH 5.8). Az n-butanol hatasanak vizsgilatira a szert 0,2 %
végkoncentricioban adtuk a kezelt portokok taptalajhoz, majd 6 6ra mulva #-
butanol mentes taptalajra helyeztik 6ket. A kontroll portokok esetében a kezelést
nem alkalmaztuk. Kisérleteinket mind hideg el6kezelt, mind pedig hideghatdsnak ki
nem tett portokok esetében elvégeztiik, hogy a kétféle, embriogenezist indukal6
el6kezelés  (hideg ¢és  n-butanol) hatiasa egymastdl elkilonithetd  legyen.
Kezelésenként 1500 portokot 28 napon keresztil tartottunk az portok kultaraban
sotétben, 29 °C-os hémérsékleten. A huszonnyolcadik napon az androgén indukcié
mértéke és az embrid/kallusz ariny sztereomikroszkép segitségével kerilt
megallapitasra.

Az n-butanol és a hideg el6kezeléseknek az aktin és mikrotubulus sejtvaz elemekre
kifejtett hatisanak vizsgalatdhoz mikrospérakat izolaltunk mechanikus modszerrel.
A portokokat 1 ml YP tapfolyadékba helyeztiik, majd 6vatosan szétdérzsoltik
annak érdekében, hogy a mikrospérak a folyadékba keriiljenek. A szuszpenziot
ezutan 100 um lyukméretd nylon széveten szdrtik at a portokfal maradvanyok
eltavolitasara. Az n-butanollal kezelt portokokbdl 0,2% #-butanolt tartalmazé
tapfolyadék felhasznalasaval tortént az izolalds. A kezeletlen kontroll, a hidegkezelt,
valamint az #-butanollal kezelt mikrosporakat ezutan azonnal kémiai fixalasnak és
sejtvaz jelolésnek vetettik ala. A sejtvaz #-butanollal valé kezelést kovetd
regeneracidjanak vizsgalatahoz az agenssel kezelt mikrospérak egy részét két
alkalommal mostuk YP taptalajjal az #-butanol eltavolitasara. Harminc perccel az #-
butanol eltavolitisa utan ezeket a mikrosporakat a tobbivel megegyez6 moddon
fixaltuk és jeldltik. A strukturalis véltozasok szovettani vizsgalatihoz minden
kezelésbdl gyijtottiink portokokat a kultdra inditdsa utani els6, harmadik, hetedik és
tizennegyedik napon.

Aktin és mikrotubulus jelilés



Az aktin fonalak jelSlése Lovy-Wheeler és munkatirsai (2005) alapjan tortént, kisebb
modositasokkal. A mikrosporakat 30 percig kémiai fixalasnak vetettik ald 100 mM
PIPES, 5 mM MgSOs, 0,5 mM CaCly, 7,5% szacharéz, 0,05% Triton X-100 és 2%
paraformaldehid tartalmd pufferben, 9.0 pH mellett. Ezt a fenti puffer
paraformaldehidet nem tartalmazé pH 7-es valtozataval t6rténé mosas kovette,
majd az F-aktin fonalakat 6.6 pM rodamin falloidin (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag) segitségével jeloltik 30 percen at. A mikrotubulusok jeldlése indirekt
immunofluoreszcencia alkalmazasaval tortént. A mikrospérakat PEM pufferben
régzitettik (100 mM PIPES, 10 mM EGTA, 10 mM MgSOy, 7,5% szacharéz pH
7,4), melyet 4 % paraformaldehiddel egészitettiink ki. A fixalasi, emésztési és jel6lési
lépésekhez hasznalt pufferekhez proteinaz inhibitor koktélt adtunk (32 pg ml"!
benzamidin HCI, 2 pg ml-!' fenanthrolin monohidrat, 20 pg ml! aprotinin, 20 pg ml-
! leupeptin, 20 pg ml! pepstatin, végkoncentraciok). A fixalast és PEM pufferrel
valé hdromszori mosast kévetéen a mikrospora fal részleges emésztését 90 percen
at 10 mg ml' B-glikuronidazt tartalmazé6 PEM pufferben szobahémérsékleten
végeztik (Simmonds és Keller 1999). A mikrosporakat ezek utan lepitettiik, majd 1%
Triton X-100-ban szuszpendaltuk. A blokkolasi, jel6lési és mosasi lépéseket 1%
szarvasmarha szérum albumint tartalmazé PBS pufferben végeztik. Az elsédleges
antitest egérben termeltetett monoklonalis anti-a-tubulin antitest (Sigma T9026),
mig a masodlagos egér ellen kecskében termeltetett FITC-jelolt IgG antitest (Sigma
F0257) volt. Mindkét antitestet 1:200 higitasban 60 percen at alkalmaztuk
szobahémérsékleten. Az aktin- és mikrotubulus fonalakrél ILeica TCS SP8
konfokalis 1észer pasztaz6 mikroszképpal (Leica, Németorszag) készitettiink
felvételeket.

Szovettani vigsgalatok

A fejletlen mikrospérakat tartalmazé  portokokat  7,5% szachardzt és 4%
glutaraldehidet tartalmazé PEM pufferben (pH 7.2) fixaltuk 4 6ran keresztil
szobahémérsékleten, vakuum hasznalataval. PEM pufferben valé haromszori
epoxi mugyantival itattuk at (Spurr 1969). A gyanta blokkokat 48 éran at 60 °C-on
polimerizaltuk. A mintakbél Ultracut E mikrotém segitségével (Reichert-Jung
GmbH, Heidelberg, Németorszag) félvékony (1 pum) metszeteket készitettink,
melyeket targylemezeken gydjtottiink, majd toluidin kékkel festettink meg (0,5%
toluidin kék 0,1% natrium karbonat pufferben, pH 11,1). Az djonan keletkezb
sejtfalak vizsgalata auramin-O festékkel tértént (0.001% auramin-O 50 mM Tris-
HCI pufferben, pH 7,5). A metszetek vizsgilata BX51 tipusu fénymikroszképpal
(Olympus, Tokyo, Japan) tortént, a méréseket az Image-Pro Plus 5.1 képanalizal6
szoftverrel (Media Cybernetics Inc.—Bethesda, USA) végeztiik.

A fluoreszcens jelek kvantitativ feldolgozdsa
A hideg elSkezelés valamint az #-butanol alkalmazasit kévets, a  sejtvaz

mennyiségében bekovetkezett valtozasok szamszerGsitésére Higaki és munkatdrsai
(2010) modszerét alkalmaztuk, melyhez az Image] képfeldolgoz6 programot vettiik



igénybe (http://rsbweb.nih.gov/ij/). A sejtvaz elemek mennyiségét a fenti cikkben
szereplé6 paraméter (“Occupancy”) haszndlataval hataroztuk meg, melyhez
kezelésenként 50 sejten végeztink méréseket. Az adatok statisztikai értékelése az
SPSS for Windows 10.0 programmal, varianciaanalizis alkalmazasaval tortént.

Vizsgalati eredmények
A kiilonbozd elikezelések batisa a mikrospdra indukciora

Az alkalmazott kezelések egymastdl szignifikinsan eltéré mértékben idéztek el6
mikrospéra indukciét (1. abra). Az altalunk alkalmazott magas androgén vélaszadé
képességli A-18 genotipus elSkezelést nem kapott kontroll portokjaiban is
el6fordult embrio és kallusz indukcid, bar alacsony gyakorisaggal. Ebben az esetben
korilbelil kétszeres mennyiségben keletkezett kallusz az embriékhoz képest. A 0,2
% n-butanol alkalmazasa hideg el6kezelés nélkil korilbelil hatszorosara emelte a
valaszadé mikrosporak szamat a kontrollhoz képest. Ez a kezelés megkozelitéleg
egyenl6 aranyban indukalt kallusz- és embri6 képzédést. Az 6nmagaban alkalmazott
hideg el6kezelés ennél is magasabb embrié kihozatalt idézett el6, mig a
kombinaciéban alakalmazott hideg és #-butanol elSkezelés eredményezte atlagosan
a legtobb, 20,95 embriét 100 antérara vetitve. Az embri6/kallusz ariny a csak
hidegkezelt illetve a hideg és #-butanollal kombindltan kezelt antérdknal hasonl6an
magas volt, kértlbelil kétszeres mennyiségli embriét eredményezve a kalluszokhoz
képest.
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1. abra. A kukorica portokkultiraban alkalmazott kiilénb6z6 el6kezelések hatasa az embrid-
és kallusz indukciora.
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A kiilonbizd elikezelések hatisa a sejtvazra

Konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal végeztik el az egyes kezelések altal a
sejtvazra kifejtett hatasok vizsgalatat (2. A, B abra). Az 6nmagiban alkalmazott
hideg elSkezelés jelentésen megemelte az F-aktin szalak mennyiségét (1. tablazat),
melyet a rodamin falloidinnel megjelolt mikrospérakedl készilt felvételek
fluoreszcens jeleinek kvantitativ elemzése is megerdsitett. Fzzel szemben a kortikalis
aktin halézat egyenletes eloszlasu szerkezete nem valtozott meg. A hideg el6kezelés
sem a mikrotubulusok mennyiségét, sem pedig a halézat szerkezetét nem véltoztatta
meg a kezeletlen kontrollhoz képest. A hideg el6kezeléssel ellentétben a 0,2 %-os
koncentracioban hat 6ran it z-butanollal kezelt mikrosporak aktin halézataban
semmiféle valtozast nem figyeltink meg.

F-aktin (1 Mikrotubulusok

12

2.4bra. A kezeletlen kontroll kukorica mikrospérdk sejtvazanak szevezSdése. (A): rodamin
falloidinnel jelolt F-aktin fonalak, (B): indirekt immunofluoreszcens modszetrel jelolt
mikrotubulusok. Bar: 10 um.

Ez a kezelés ugyanakkor a mikrotubulusok depolimerizacidjat idézte elS, ami a
kortikalis mikrotubulus halézat teljes eltinéséhez vezetett (1. tablazat), viszont
sejtmagot és a porust korilvevé strtbb MT halézat nagyrészt érintetlen maradt.
Ebbdl arra kovetkeztethetink, hogy az #-butanol kezelés nem egyforman hat a
sejtekben el6fordulé teljes MT halézatra. Az n-butanol eltavolitasat kdvetéen a
kortikdlis mikrotubulus hal6zat 30 perc alatt helyreallt. Ez a kémiai kezelés az aktin
sejtvazat nem valtoztatta meg. A specifikusan jeldlt sejtvaz elemek fluoreszcens
jeleinek szdmszerdsitése megerSsitette, hogy a hideg elSkezelés szelektiven névelte
az F-aktin mennyiségét, mig az »-butanol kizardlag a kortikalis mikrotubulusok
reverzibilis depolimerizaciéjat idézte el6 (1. tablazat).



1. tablazat. A mikrospdrik aktin és mikrotubulus sejtvazdanak mennyiségében a kegelések batdsdra
bekdvetkezett valtozdsok. Az oszlopokon beliil ag eltérd betiik az, dtlagértékek syignifikdns eltérését jelolik a
P =< 0,0005 valdszindségi szinten.

Mikrotubulus
mennyiség
(Occupancy) (3)

Aktin mennyiség

Kezelés (1) (Occupancy) (2)

kontroll (4) 3,54+1,91a 7,260,920
0,2% n-butanol (B)(5) 3,93+1,920 1,7140,85b
hideg elkezelés (FI)(6) 7,97+0,75> 7,780,862
H+B (7) 8,3140,3> 1,99+1,44b
H+B ¢ 30  perces 7,79+0,44b 6,23+0,92¢

regeneracio (8)

A mikrospdra eredetii struktirik korai fejlédése sordn lezajlo szerkezeti valtozgdsok

A kilénb6z6 kezelésekbdl szarmazé mikrospora eredetd struktarak (MES) korai
fejlédését (3-14 nap) szovettani modszerekkel vizsgaltuk annak érdekében, hogy az
n-butanol kezelés embriogeneziste gyakorolt hatdsait feltirhassuk (3. abra). Mivel a
hideg el6kezelés alapveté fontossigi a mikrospora eredetd embriognezis
kivaltasaban, kisérletinkben a hidegkezelt portokokat tekintettik kontrollnak. A
hidegkezelt kontrollban illetve a hideg- majd #-butanol kezelt portokokban
képz6dott struktarakat a kultdra inditasat kévet6 harmadik, hetedik és tizennegyedik
napon vizsgaltuk. Eredményeink szerint az #n-butanol kezelés lelassitotta a
mikrospora eredetd struktarak fejlédését. Az #n-butanollal kezelt indukdlédott
mikrosporik kevesebbszer osztodtak, mint a hidegkezelt kontroll mikrosporak.




3.4bra. Az n-butanollal kezelt kukorica portokkultirdban megjelené mikrospéra eredetd
struktarak (MES) morfolégidja a kezelés 14. napjan. Félvékony metszetek toluidin kékkel
festve. (A): hidegkezelt kontroll. (B): #-butanollal kezelt MES-ck 14 nappal a kultira inditasat
kévetben. e: embriogén sejtcsoport, ne: nem embriogén sejtcsoport. Bar: 10 pm.

Ebben az idészakban mind az #-butanollal kezelt, mind pedig a kontroll MES-ek
két, eltér6 szervez6désli egységbdl épultek fel, hasonléan a Testillano és
munkatdrsai (2002) altal lefrtakhoz. A kisebb, valészintsithet6en embriogén egység
kis, er6teljesen fest6dd sejtekbdl allt, mig a madsik, nem embriogén (Testillano és
mtsi altal endospermium szertiként emlitett) egység nagy, erésen vakuolalt sejteket
tartalmazott. A kultara inditasat kévetS tizennegyedik napra a MES-ek tulnyomd
része elérte a proembrio fejlédési allapotot, fuggetleniil az alkalmazott kezeléstél (3.
A, B abra). A fluorescens auramine-O festék alkalmazasaval lehet6vé valt az Gjonan
keletkez6 sejtfalak vizsgalata. Bar az auramin-O korabbi kézlemények szerint az
intakt pollenszemek kiilsé sporopollenin rétegét festi (Lalonde et al. 1997; Nishikawa
et al. 2005), kisérleteinkben a Spurr epoxi migyantdba agyazott mikrosporak
metszetein specifikusan jelolte az intinét és az Gjonnan szintetizal6dé a sejtfalak
alapjat képezé kozéplemezeket. A jelolés felfedte, hogy az n-butanollal kezelt
mikrospérak esetében gyakori a nem szabalyos (hullimos, vastag), illetve a hianyos
sejtfalképzbdés, mely a kontroll mikrosporaknal nem fordult el6.

Vizsgalati eredmények értékelése, megvitatasa

Az n-butanol hatékonyan segiti a mikrospdra eredetii embriogenezist

Mig az n-butanollal végzett hosszu tava kezelés gatlé hatasunak bizonyult (Gardiner
et al. 2003, Motes et al. 2005), addig révidebb idétartamu alkalmazasa megndvelte az
androgén indukcié gyakorisagat buza (Soriano et al. 2008, Broughton 2011), kukorica
(Foldesiné Fiired: et al. 2011) és arpa (Castillo et al. 2014) izolalt mikrospéra valamint
portok kulturaban. Amint azt arpaban mar bizonyitottak, az »-butanol hatisa
genotipus, illetve elkezelés fuggdséget mutathat (Castillo et al. 2014). Ezekben a
kisérletekben az #-butanol megemelte a képz6dé embridk és zold névények szamat
az alacsony valaszadé képességl fajtdkndl, mig a kozepes, illetve erés androgén
valaszt adé genotipusoknal nem valtott ki hatast. Kisérleteinkben az #-butanol
embrié szam emelkedést valtott ki 6nmagaban és hideg el6kezeléssel kombinalva,
valamint megemelte az embrié/kallusz aranyt. Ez megerdsiti, hogy a mikrospora
eredetd embriogenezis egy bonyolult, sok tényezé altal befolyasolt folyamat. Bar az
n-butanol mikrospéra eredetii embriogenezisre gyakorolt stimulativ hatisat mar
tobb faj esetében leirtak, eddig nem nyert megerdsitést, hogy a megnovekedett
embridészam kapcsolatban all a vegytlet altal a sejtvaz szerkezetében elSidézett
valtozasokkal. Vizsgalataink bebizonyitottak, hogy az #-butanol koncentraci6, mely
megnoveli az androgén indukcié gyakorisagat kukorica portok kultardban,
egyszersmind a mikrosporak kortikalis mikrotubulus rendszerének gy6keres
atalakuldsat is el6idézi. Megallapitottuk, hogy az #-butanol mikrotubulus
depolimerizalé hatasa kukorica mikrospérak esetében visszafordithatd, a korabban



mas sejtkulturdkban és vegetativ szervekben tapasztaltakhoz hasonléan (Dbonukshe
et al. 2003, Gardiner et al. 2003, Hirase et al. 2000).

Az n-butanol hatdsa a kortikdlis mikrotubulus halézatra

Az n-butanol kezelés mikrotubulus héalézatra gyakorolt hatdsa nagyban hasonlit a
kolhicin hatasara, mely az altalunk megfigyeltekhez hasonléan a mikrotubulusok
depolimerizaciéjat valtotta ki. A kolhicin az #-butanollal ellentétben hatasat
magukon a mikrotubulusokon fejti ki az altal, hogy a B-tubulin alegységekhez
kotédve meggatolja azok polimerizaciéjat. Az djonan polimerizalédott
mikrotubulusok hidnyaban a sejtek citoplazmajanak polarizaltsiga nem tarthaté fenn
(Siegrist és Doe 2007). Megfigyelték, hogy a kolhicin eltavolitasat kévetSen egy uj,
egyenletesen eloszl6 mikrotubulus halézat alakult ki, mely lehet6vé tette a
szimmetrikus sejtosztodast. A kolhicin hidegkezelés nélkil, énmagiban torténd
alkalmazasa kukorica portok kultdraban a hidegkezeléshez hasonlé mértékben
valtott ki androgén indukciot (Obert és Barnabds 2004), am az altalunk alkalmazott 7-
butanollal ellentétben a hidegkezeléssel kombinalva nem emelte szignifikinsan a
képz6d6 embriék szamat. A kolhicin, az altalunk #-butanollal végzett korabbi
vizsgalatokhoz hasonléan (Foldesiné Fiiredi et al. 2012) jelentésen novelte a
szimmetrikus sejtosztédasok szamat dohanyban (Eady et al. 1995) és buzaban
(Szakdes és Barnabds 1995) is. Eady és munkatdrsai (1995) a vegetativ sejtekre
specifikus /at52 promoter aktivalédasat figyelték meg kolhicin segitségével indukalt
embriogén dohany mikrospoérakban. Ez arra utal, hogy az osztédas szimmetridja
megvaltoztathatja a sejtek génkifejez6dését, valamint valtoztathat a mikrosporak
fejlédési programjan (Eady et al. 1995). Az emlitett szerz6k feltételezése szerint a
megvaltozott osztédasi szimmetria altal kivéltott eltérd génkifejez6dés hatterében a
kordbban egyenlétlen eloszlist mutatd génexpresszids faktorok és/vagy inhibitorok
leanysejtekben torténé Wjracloszlasa 4dllhat. Bar hasonlé hatdst gyakorolnak a
mikrotubulus sejtvazra, a kolhicin és az #-butanol eltéréen hathatnak a mikrospérak
androgén indukcidjara. Az n-butanol esetében ugyanis a sejtosztodds szimmetriajan
kiviil mas médokon is végbemehet az androgenezis segitése, hiszen a foszfatidsav
mennyiségének csokkenése szamos jelatviteli utat befolyasol a mikrospérakban.
Kisérleteinkben az #-butanol alkalmazasa hideg elSkezelés nélkiil is sikeresen
indukalta embridk és kalluszok megjelenését a kultaraban. Az #-butanol és a hideg
el6kezelés kombinalt alkalmazasa kovetkeztében jelentGsen megnétt az indkalédo
mikrospordk szama a csak hideg elSkezelt portokokhoz viszonyitva. Ez az
eredmény arra utal, hogy a sejtvaz atrendezédése segiti a mikrospordkban a
gametofitikus fejlédésrdl a sporofitikus utra térténd atallast.

A hideg elokezelés megvdltogtatia a kukorica mikrospdrak aktin segjtvaz, rendserét

A hipotézis, mely szerint a sejtvaz fontos szerepet jatszik az embriogén
indukcidban, felveti a kérdést, vajon a hideg el6kezelés, mely alapvetéen szikséges
kukoricaban a hatékony androgenezishez, milyen valtozasokat eszkézol a sejtvaz
Osszetevéiben? Konfokalis lézer pasztazé mikroszkoppal végzett vizsgalataink



feltartak, hogy a hideg el6kezelést kovetéen csak az F-aktin halézat mutatott
valtozast, a mikrotubulus sejtvaz nem. A tény hogy a hideg el6kezelés a kivaltotta
mind az aktin fonalak mennyiségének emelkedését, mind pedig hatékonyan
indukalta az embriogenezist, arra utal, hogy az aktin sejtvaz részt vesz a mikrospéra
embriogenezis indukci6jdhoz szikséges sejtplazma Ujrarendezédésben. Ezt az
elgondolast tamasztja ald Sheaban és munkatdrsainak (2004) eredményei, akik dohany
protoplasztokban kimutattak, hogy az aktin sejtvaz a sejtszervecskék elosztasaban és
ujrarendezésében alapvetd szerepet jatszik.

Az n-butanol kezelés hatdsdra zavart sgenved a sejtfal képz0dés

Szé6vettani vizsgalataink soran az z-butanol kezelés legszembetinébb hatisa a
rendellenes sejtfalak kialakulasa volt. Bar a kézéplemez, az 4j sejtfal kezdeménye
csak a citokinézis fazisaban jon létre, a fragmoplaszt, mely sziikséges a kézéplemez
létrehozasashoz, mar a telofazisban jelen van. A fragmoplaszt hal6zat két egymassal
parhuzamos mikrotubulus sorozatbdl all, melyeknek pozitiv polaritisi végei a
leend§ sejtlemez, tehat a késébbi sejtfal sikjaban helyezkednek el. A fragmoplaszt
szerepe, hogy a sejtplazmaban Gjonan szintetizalodott sejtfal anyagot tartalmazo
vezikuldkat a kézéplemez képzOdésének helyére szallitsa (Liu et al. 2011). Mivel a
sejtlemez kialakulasinak pontos helye a fragmoplasztot alkoté mikrotubulusok
pozitiv végei altal kertl kijel6lésre, a telofazis soran a mikrotubulusok
elrendez6dését vagy polimerizacidjat befolyasolé események nagy valdszindséggel
megvaltoztatjak a képz8dé sejtfal helyét, illetve szerkezetét. A kolhicin alkalmazasa
rendellenes kozéplemez kialakuldsat idézte el6 zab gyokerekben (Holmsen és Hess
1985), mely elagazé, hullimos sejtfalak szintéziséhez vezetett. Kisérleteinkben az #-
butanollal kezelt mintikban rendellenes és hianyos, befejezetlen sejtfalak képzddését
figyeltik meg, melyek nagy mértékben hasonléak a Holmsen és Hess (1985) altal
kolhicin kezelést kbvetSen észleltekhez. Ez is megerdsiti a két kémiai anyag hasonlé
hatasat a sejtosztdédasra. Bar az n-butanol feltételezett sejtpolaritis csékkentd
hatasanak az elsé pollen mitézist megel6zéen kell hatasat kifejtenie, varhat6, hogy
azok a mikrospérak, melyek az #-butanol kezelés megkezdésekor mar beléptek a
mit6zisba, mutathatnak rendellenes sejtfal képzSdést, hiszen ehhez csupan az
sziikséges, hogy a telofazis és a citokinézis idején a vegyilet jelen legyen. Ezen tdl, a
kezelés végén az n-butanol kimosasa az antéra falan keresztiil egy lassa folyamat,
mely egyenl6tlentll is végbe mehet, igy nagymértékben eltéré lokalis #-butanol
koncentracidkhoz vezet.

Bar a szakirodalom szerint a scjtosztédas és a  kozéplemez  sikjanak
meghatarozasaiban a mikrotubulus halézatok jatszanak els6dleges szerepet
(Rasmussen 2013), bizonyitott, hogy az aktin fonalak depolimerizacidja a sejtosztodas
soran megvaltoztatja az osztodasi szimmetridt a vegetativ  sejtekben  és
mikrospérakban  (Liz  és  Palevity  1992;  Eleftherion és  Palevitz  1992) ami
embriogenezishez vezet (Gervais et al. 2000). Osszegezve a rendelkezésre 4ll6
adatokat, megallapithat6, hogy a mikrotubulus és aktin halézatok egytuttmikédése a
telofazis és a citokinézis soran el6feltétele a sejtfalak képzédésének.



Vizsgalataink felfedték a hideg elSkezelés és az n-butanol kukorica mikrosporak
sejtvazara gyakorolt eltéré hatasait. Tovabbi kutatasok sziikségesek azonban annak
kideritésére, hogy az #-butanol embriogenezis gyakorisigat emel$ hatasa kizardlag a
sejtvaz Ujraszervezése révén valdsul meg, vagy szerepe van benne a foszfatidsav
fiiged jelatviteli utak megvaltoztatisanak is.
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