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1. BEVEZETES

A természetben a nyitvatermd és zarvatermd novények haploid fazisa
meglehetdsen rovid idészak, a meidzist kovetéen kezdddik és a
megtermékenyitéssel ér véget. Ez az a rovid idétartam, amely alatt a haploid
sejtek osztodasa €s tovabbfejlddése in vivo vagy in vitro korilmények kozott
indukélhat6, és beldliik haploid illetve kett6zott haploid vagy masnéven
doubled haploid (DH) ndvény allithato el6. DH ndvényeknek azokat a
novényeket nevezzik, amelyek egy haploid (n) genomb6l szarmazéd
kromoszoma készlete spontan vagy indukalt médon megduplézodott.

A jelenség nemcsak a kutatok, hanem a nemesitdk figyelmét is
felkeltette, igy a haploid kutatas torténete soran szdmos modszert fejlesztettek
ki a DH novények eldallitdsara. Az in vivo korilmények kozott elvégezhetd
marker modszer vagy ikercsirds modszer alkalmazisakor csak kis
hatékonysaggal lehet DH novényeket létrehozni. A tavoli fajkeresztezésen
alapulo technikdk kozott jol ismert a bulbosum és phureja technika, buza
esetében a kukorica pollennel torténd termékenyités terjedt el. In vitro
koriilmények kozott androgenikus DH ndvényeket lehet eldallitani
portoktenyésztéssel €s izolalt mikrospora tenyésztéssel. Az in vitro technikak
kozé tartozik még a ginogenezisen alapuld ovariumtenyésztést, ovulum- ¢és
petesejttenyésztést is.

Hazéankban és az Eurdpai Unidban is a fajtakkal és hibridekkel szemben
tamasztott egyik alapkovetelmény a kiegyenlitettség, ami a DH novényekbdl
eldallitott vonalak sajatossaga. Csaknem minden gazdasagilag fontos novényfaj
esetében rendelkezésre all olyan haploid eljards, amelyet a nemesitésben mar
alkalmaztak, azonban a rutinszertien alkalmazott haploid modszerek szdma mar
joval kevesebb. A hatékony DH modszerek nagy eldénye, hogy altaluk a
nemesitési program barmely szakaszdban egy generaci6 alatt lehet homozigdta
torzseket/vonalakat eléallitani. Ezeket a mddszereket a klasszikus nemesitésbe
bevonva lerdvidithetd egy fajta vagy hibrid sziilépartner nemesitési ideje.
Hagyoméanyos modon ugyanis a genetikailag homozigdta alapanyagok
eldallitasa joval hosszabb 1d6t vesz igénybe.

A kutatok figyelme nemcsak a mikrospora embriogenezis ¢és
ginogenezis folyamatdnak leirdsara terjedt ki, hanem az in vitro technikék
nyujtotta lehetdségek kiakndzasara is torekedtek. Az egy generacio alatt
eldallitott nagyszamti DH populéacid kivalo alapot kinal a genetikai térképezés
alapjainak létrehozasdhoz, mennyiségi tulajdonsdgok Ilokuszainak (QTL)
keresésé¢hez. Szamos publikacidt taldlunk a haploid modszerek, az in vitro
szelekcido, az indukdlt mutacio, illetve a genetikai transzformacio



kombinalasara. Természetesen a valasztott novényfajtdol és az alkalmazott
modszerektdl fiiggden eltérd eredményeket értek el a kutatok.

A nemesités mindig a leghatékonyabb ¢és legkdltségtakarékosabb
modszereket valasztotta a gyakorlati felhasznalasra. A portoktenyészetben és
ovarium tenyészetben az ivarsejteken kiviil mas sejtekbdl is regeneralodhatnak
ndvények, azonban a szomatikus szdvetektél mentes tenyészetekben a
regeneransok bizonyosan ivarsejt eredetiick. fgy a kutatas iranya az izolalt
sejttenyésztési  rendszerek  (petesejttenyésztés, mikrospora  tenyésztés)
kidolgozasa fel¢ fordult. Kisérleteinkben célul thztiik ki harom faj (buza,
tritikalé és fliszerpaprika) mikrospora tenyésztésének modszertani fejlesztését
¢s l1épéseket tettiink a nemesitési felhasznalds irdnyaba, az alabbi célkitiizések
szerint:

L. Termesztési szempontbol fontos novényfajok — buza, tritikalé és
fiiszerpaprika — in vitro androgenezis indukciéjanak fejlesztése, hogy
az érintett fajok nemesitése és kutatasa szamara Gj modszereket és
alapanyagokat hozzunk létre.

II. A buza izolalt mikrospora tenyésztés tovabbfejlesztése az
alaptapoldatok és a genotipus hatasat elemzoé kisérletekben.

III. A tritikalé izolalt mikrospora tenyésztés modszertani kidolgozasa a
dajkatenyésztés és a genotipushatas elemzésével, és az eléallitott DH
torzsek nemesitésbe torténo integralasa.

IV. A fiszerpaprika mikrospora embriogenezis indukcidoja izolalt
mikrospora tenyészetben. A mikrospora fejlettségi allapot, a
dajkatenyésztés, az exogén hormonok és a genotipus hatasa az
androgenezis folyamatara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. A haploid kutatas rovid torténeti attekintése

A haploidia torténete a mult szazad elejére nyulik vissza. Blakeslee és
mtsai (1922) Datura stramonium L. ndvények kozott figyelték meg és irtak le
az elso természetben eléforduld haploid novényt. Az elsé in vitro mikrospéra
eredetli novényeket Datura innoxia L. portoktenyészetébdl allitottak eld (Guha
¢s Maheswary 1964). Azéta tobb mint kétszazotven novényfaj esetében sikertilt
in vitro korilmények kozott indukalt haploidokat eldallitani (Maluszynski és
mtsai 2003). Természetesen nem mindegyik faj esetében valhattak széles
korben alkalmazhatova a modszerek, de szép szammal talalunk példat a
nemesitési és kutatdsi alkalmazasukra (Thomas ¢és mtsai 2003, Tuvesson ¢€s
mtsai 2007, Werner és mtsai 2007).

A célzott sejt(ek) tipusa alapjan éretlen pollenbdl (portoktenyésztés,
usztatott portoktenyésztés ¢€s izoldlt mikrospora tenyésztés) és petesejtbol
(ovariumtenyésztés,  ovulumtenyésztés,  petesejttenyésztés és  tavoli
fajkeresztezés) lehet DH ndvényeket eldallitani.

Az in vivo ¢€s in vitro technikdkat parhuzamosan fejlesztették a kutatok.
Egyes fajokban (pl. kukorica) ma is nagy figyelmet forditanak az in vivo
modszerek fejlesztésére és gyakorlati alkalmazéasara (Rober és mtsai 2005). Az
in vivo haploid indukci6 elsd sikereit kovetden a tavoli fajkeresztezés (kukorica
pollennel torténd megtermékenyités) modszerét alkalmazza a buzanemesités
(Laurie és Bennett 1988, Verma és mtsai 1999, Thomas ¢és mtsai 2003). A
rendszer hatékonysagat nemcsak a buza genotipusa, hanem a pollenadd
kukorica genotipusa is befolyasolja (Verma ¢és mtsai 1999). Tritikalé esetében
azonban még nem valt e modszer a gyakorlat részévé. A ginogenikus haploidok
eldallitasa lehetdséget teremt a ginogenezis sejtszintli vizsgalatara, in vitro
termékenyités kivitelezésére vagy mikroinjektalassal transzgénikus DH
novények eldallitasara (Kranz és Lorz 1993, Holm és mtsai 1994, Kovécs ¢és
mtsai 1995, Leduc és mtsai 1996, Holm és mtsai 2000, Kumlehn és mtsai
2001).

Az androgenikus haploid technikakat alkalmazzédk még az androgenezis
(médsnéven mikrospéra embriogenezis) tanulmanyozdsara, térképezési
populacidk elkészitésére, genetikai transzforméciora, in vitro szelekcidra vagy
mutans szelekciora is. Nemesitési programokban O©nalloan vagy marker
tdmogatta szelekcioval (MAS) kombindlva is szerepelnek. A buza
portoktenyésztés szamos hazai €s kiilfoldi intézet nemesitési programjaba is
beépiilt (De Buyser ¢s mtsai 1987, Pauk és mtsai 1995). A tritikdlé DH novény
eldallitas hatékonysadga elmarad a buzdhoz képest, azonban a nemesitési
hasznositasara mar vannak példak (Thomas és mtsai 2003). Paprika esetében a



portoktenyésztés moddszerét alkalmazza a nemesités, €s a nemesitési igény
szorgalmazza a DH novények eldallitasi modszereinek fejlesztését.

A portoktenyésztés modszerének gyakorlati alkalmazédsara szamos
példat taldlunk a vizsgalt fajok koziil buzéban és paprikdban. A modszer
azonban munkaigényes ¢és genotipusfiiggdséget is megfigyeltek (Agache és
mtsai 1989, Mityko és mtsai 1995). Az androgenezis indukcidja a portok falan
beliil kezdddik, igy a folyamat elsé 1épései csak nehezen tanulmanyozhatdak, €s
a portok falabol is regeneralodhatnak ndovények, amelyek nem tekinthetéek
genetikailag homozigéta DH névénynek.

A mikrospora tenyésztés egy alternativ lehetdséget kindl az
androgenikus DH novények eldallitasara. Modell névényei (arpa, dohany és
repce) kozott a negyedik helyen a buza szerepel. A modszer fejlesztését
kovetden a modell ndvények koziil arpaban és repcében hatékonyabb mddszerré
valt az izolalt mikrospodra tenyésztés, mint a portoktenyésztés.

Elényei kozott lehet megemliteni, szemben a portoktenyésztéssel:

1. Izolalt mikrospéra tenyészetben szomatikus sejtek és szovetek
nélkiil indukalédnak a mikrosporak, igy nem kell mas sejtek és
szovetek indukcigjaval szamolni (Oleszczuk és mtsai 2004).

2. A mikrospdra tenyésztés (mikrospéra embriogenezis) folyamata
konnyebben tanulmanyozhaté izolalt sejtek tenyészetében, mint
portoktenyészetben (Indrianto és mtsai 2001).

3. Az izolalt mikrospodra tenyészetben végzett sejtszintli megfigyelések
segitik a sejttenyésztési koriilmények tovabbi fejlesztését (Kim és
mtsai 2008).

2. 1. 1. A biza portok- és izolalt mikrospora tenyésztésének torténeti
attekintése

Az elsd buza portoktenyésztési eredmények 1973-ban sziilettek (Ouyang
¢s mtsai 1973, Picard és de Buyser 1973, Wang és mtsai 1973a). Majdnem
masfél évtizeddel késdbb szamoltak be az elsd portoktenyészet eredetli fajtarol
(De Buyser 1987). A modszert ma is alkalmazza mind a nemesités mind a
kutatds. Térképezési populaciok készitésére és in vitro szelekciora egyarant
felhasznaltak a buza portoktenyésztést (Fadel és Wenzel 1993, Darké €s mtsai
2004, Bakos és mtsai 2008, Cuthbert és mtsai 2008, Szabo-Hevér és mtsai
2008, Zhang ¢és mtsai 2008).

Portoktenyészetben tobb olyan tényez6t vizsgaltak, amelynek
fontossagat késobb izolalt mikrospora tenyészetben is igazoltak. A mikrosporak
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fejlettségi allapotanak hatdsat tanulméanyoztdk az androgenezis indukcidjaban
(He és Ouyang 1984), a hideg eldkezelés jelentdségét bizonyitottdk (Lazar és
mtsai 1984) €s a genetikai hattér szerepét igazoltak (Szakacs és mtsai 1988). A
maltéz (Finnie és mtsai 1989) és a Ficoll® (Zhou és Konzak 1989)
bevezetésével sikeriilt a portoktenyésztés modszerét a gyakorlati felhasznalas
szintjére emelni.

A mikrospéra tenyé€sztés fent emlitett elonyei miatt azonban a kutatok
figyelme az izolalt mikrospora tenyésztés modszerének fejlesztésére is kiterjedst.
Az elsé bliza mikrospora tenyésztési eredményeket Datta és Wenzel (1987)
publikalta. A szerzOk usztatott portokokbol kiszorodott mikrosporakat
tenyésztettek folyékony tapkozegen. Igy az elsé igazi izolalt mikrospora
tenyészet eredetli novények eldallitdsarol szold publikdcidkat két masik
kutatdcsoport munkajahoz kéthetjikk (Mejza és mtsai 1993, Tuvesson és Ohlund
1993).

A legtobb publikdlt eredmény esetében stresszort alkalmaztak az
androgenezis indukcidjdhoz. A fizikai (hideg kezelés, hdsokk), élettani
(€heztetés) vagy kémiai stresszorok oOnmagukban ¢és kombindlva s
alkalmazhatéak a mikrospoéra embriogenezis indukcidjara mikrospdra
tenyészetben (Hu ¢és Kasha 1999, Liu és mtsai 2002b, Soriano €s mtsai 2007).

Mejza ¢és mtsai (1993) alkalmaztdk eldszor a buza ovarium
dajkatenyésztést buiza izolalt mikrospora tenyészetben. A dajkatenyésztés
jelentésen emelte a tenyészetekben az embrioidok szamat és javitotta a
novényregeneraciot. Eredményeiket szamos kutatocsoport megerdsitette.
Dajkatenyészetben tanulmanyoztak a dajkak (ovarium, pelyva, portok) tipusat
(Puolimatka ¢és Pauk 1999), a dajkaként hasznalt ovarium fajat (Mejza és mtsai
1993, Bruins és mtsai 1996, Konzak és mtsai 2000, Liu és mtsai 2002b),
genotipusat (Zheng és mtsai 2001, Liu és mtsai 2002b), az egyiitt tenyésztés
idejét (Puolimatka ¢és Pauk 1999) és az ovariummal kondicionalt tépoldat
(OVCM) hatasat (Zheng és mtsai 2002). Szamos publikalt adat gytilt 6ssze a
dajkatenyésztésrdl, azonban keveset tudunk az ovariumok valddi kémiai
¢s/vagy fizikai hatasarol. Letarte és mtsai (2006) arabinogalaktanokkal (Larcoll)
¢s arabinogalaktan fehérjékkel (gumiarabikum) részlegesen tudtdk
helyettesiteni az ovarium hatdsat. Larcoll és/vagy gumiardbikum
alkalmazaséval novelték a tenyészetekben az embrioidok szdmat és javitottdk a
novényregeneracio  hatékonysagat, de az ovarium dajkatenyésztés
hatékonysagat nem lehetett teljes mértékben helyettesiteni (Letarte és mtsai
2000).

Jelentds szamban fejlddnek embridk a biuza mikrospora tenyészetekben.
fgy valt a mikrospora embriogenezis tanulmanyozasanak egyik modell
novényéveé a buza (Indrianto és mtsai 2001). A mikrospora eredetii strukturak
regenerald képessége is megfeleld, azonban a gyakorlati felhaszndlas f0
korlatozé tényezdje az albind névények nagy gyakorisdga (Liu és mtsai 2002b).
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2. 1. 2. Az androgenezis indukcidjanak torténeti attekintése tritikaléban

Az elsO portoktenyészet eredetli tritikalé novényrdl két kutatdcsoport
szamolt be 1973-ban (Sun és mtsai 1973, Wang ¢és mtsai 1973b). Azota szamos
publikécio sziiletett e kutatasi teriileten is, €s nagy erdfeszitéseket tettek a
modszer fejlesztésére. Néhany DH fajta bizonyitja a portoktenyésztés
alkalmazhatdsagat a tritikalé nemesitésben is (Thomas és mtsai 2003). A
modszer azonban nem valt a nemesitési programok szerves részéve.

A stressz elokezelés, akarcsak buzéban, tritikdléban is kulcsszerepet
jatszik a mikrosporak androgenezisének indukciojaban (Keller 1991, Immonen
¢s Robinson 2000). A genotipus fiiggéség befolyasolja az androgenezis
hatékonysagat (Charmet €s Bernard 1984, Balatero és mtsai 1995, Marciniak és
mtsai 1998, 2003, Immonen ¢és Robinson 2000). A portoktenyésztés
koriilményeinek vizsgalatakor a burgonyakivonat jotékony hatasat figyelték
meg (Schumann ¢és Hoffmann 1989). Az indukcios tapoldat pH-ja és
szénforrasa befolyasolja az embridk szamat a tenyészetekben ¢€s a
ndvényregeneracio hatékonysagat (Karsai és mtsai 1994, Karsai és Bedd 1997,
Marciniak és mtsai 1998). A portoktenyészet eredeti DH ndvények ardnya
indukalt rediploidizacioval (haploid ndvények kolchicin kezelése) hatékonyan
novelhetd (Arzani és Darvey 2001).

Az elsé izolalt mikrospéra tenyészet eredetli tritikdlé ndvényrdl
laboratériumunk szamolt be (Pauk és mtsai 2000). Oleszczuk ¢s mtsai (2004)
egy hatékony tenyésztési modszert publikéltak a *Bogo’ tritikalé fajtaval. Eudes
és Amundsen (2005) a Ficoll® (ozmotikus 4gens) alkalmazasaval megnévelték
az embrioid szdmot ¢és ndvényregeneraciot tritikalé izolalt mikrospdra
tenyészetben, és erds genotipus fliggdséget mutattak ki. Zur és mtsai (2008)
eltéré valaszadd képességli genotipusok izoldlt mikrospdra tenyészetében
tanulméanyoztak az egyes genotipusok antioxidans enzimeinek valtozasat és az
endogén abszcizinsav (ABA) koncentraciot. A gyenge valaszadod képességii
genotipus esetében stressz hatdsdra megemelkedett az endogén ABA
koncentracio, ami Osszefiiggésbe hozhatdo a gyengébb valaszadoképességgel
(Zur ¢és mtsai 2008). Tritikdlé izolalt mikrospora tenyészetekben is a
ndvényregeneracio javitdsa (genotipus fliggdség és albinizmus csdkkentése)
szlikséges a rutinszeri alkalmazashoz.

2. 1. 3. A paprika androgenezis indukcidojanak torténeti attekintése

Az els0 paprika portoktenyészet eredeti novényekrdl szo6lo
eredményeket harom kiilonb6z6 kutatdocsoport publikalta szinte azonos idében
(George ¢és Narayanaswamy 1973, Kuo ¢és mtsai 1973, Wang és mtsai 1973b).
Sibi és mtsai (1979) kétlépcsds portoktenyésztési rendszert dolgoztak ki,

12



amelyet Dumas de Vaulx és mtsai (1981) modositottak egy rutinszeriien
alkalmazhatdé modszerré. Ezt a portoktenyésztési rendszert kiilonbozo
kutatécsoportok tanulmanyoztdk és tovabbfejlesztették az elmult hasz évben
(Mityké és mtsai 1995, 1999, Dolcet-Sanjuan és mtsai 1997, Gémes és mtsai
1998, 2006, Barany ¢és mtsai 2001, 2005, Kim és mtsai 2004), valamint
alkalmaztdk a hazai és kiilfoldi nemesitési programokban (Thomas és mtsai
2003, Gémes ¢s mtsai 2006, Mitykdo ¢és Gémes 2006). A paprika
portoktenyésztés modszerét nemcsak a nemesités alkalmazza, hanem genetikai
térképezéshez is felhasznaltak (Sugita és mtsai 2006).

A paprika portoktenyésztés modszerének sikeres alkalmazéasa ellenére
néhany faktor korldtozza a nemesités igényeinek kielégitését. A
portoktenyésztés hatékonysaga fiigg a genotipustdl (Mitykd és mtsai 1995),
valamint a donor novények felnevelési koriilményei €s a donor névények kora
is befolyasolja a portoktenyésztés hatékonysagat (Kristiansen és Andersen
1993, Buyukalaca és mtsai 2004).

Supena és mtsai (2006a, 2006b) irtak le az usztatott portoktenyésztés,
masnéven kiszorddott mikrosporak tenyésztésének modszerét. A paprika
portokokat folyékony tapkozegen tenyésztették, a mikrospdrak androgenezise
indukalodott a portokon beliil és a beldliikk kiszorodott mikrosporakban is.
Ugyanezen szerzOk megemlitették az izolalt mikrospora tenyésztés
modszerének sikeres alkalmazasat is, azonban a részletes tenyésztési rendszer
leirasa nélkiil (Supena és mtsai 2006a). Tanulmanyoztdk az elsd
sejtosztodasokat, €s izolalt mikrospdra eredeti novényeket allitottak eld (0,1
novény/bimbd). Kim és mtsai (2008) publikaltak elséként részletes izolalt
mikrospora tenyésztési protokollt, rendszeriiket a ‘Milyang-jare’ genotipussal
dolgoztak ki. Optimalizaltdk a mikrospordk stiriségét (80 000 — 100 000
mikrospdéra/ml) és az indukciés tapoldat szénforrasat (9% szachar6z). Mas
genotipusok valaszado képességét nem ismertettek.

2. 2. A mikrosporak citolégiai és molekularis valtozasai az androgenezis
indukcidja soran

Az izolalt névényi mikrospordk gametofitikus fejlddése kisebb vagy
nagyobb mértékii stressz hatdsara torlodik és sporofitikus utra terelédik. Ezt az
eseményt az androgenezis indukcidjanak vagy mikrospéra embriogenezisnek
nevezik. A folyamat jol ismert tobb mint kétszazdtven ndvényfaj esetében,
azonban a molekuldris hattere kevésbé feltart (Maluszynski és mtsai 2003). A
mikrospora embriogenezis citoldgiai és molekularis folyamatait foként a modell
fajokban (példaul buzéban) tanulmanyoztik, ahol jol kidolgozott az izolalt
mikrospéra tenyésztés. Tritikalé és paprika embriogenezis molekuléris
hatterérdl joval kevesebb kutatasi eredmény 4ll rendelkezésre.
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A vitathato ,,P-grain” hipotézis szerint nem minden mikrospoéra alkalmas
az androgenezisre, csak azok, amelyek fejlddése rendellenes volt a portokon
beliil mar in vivo koriilmények kozott is (Heberle-Bors 1985). A hipotézis
alapjan a fajtdk eltér6 mennyiségben tartalmaznak hibasan fejlédott
mikrosporakat a portokokon beliil, és ez hatarozza meg a genotipus fliggdséget
(Picard és mtsai 1990). A citologiai tanulmanyok azonban nem tamasztottak ala
a hipotézist (Reynolds 1993, Hu és Kasha 1999, Indrianto és mtsai 2001), ezért
atértékelésre szorul (Zheng és mtsai 2003).

A stressz indukalta androgenezis folyamata jorészt ismeretlen, azonban
az Osszegyllt adatok alapjan néhany altalanos kovetkeztetés levonhato. A
stresszkezelt buza mikrosporakon teljes citologiai valtozast figyeltek meg. A
mikrospérak megnagyobbodtak, a citoszkeleton atrendezddott, a vakudlum
fragmentalodott, és csillagszerl struktarat mutattak a mikrospérak. A sejtmag a
mikrospora kozépso részében helyezkedett el.

A stressz hatdsara bekovetkezd citoldgiai valtozdsok alapjan harom
kiilonb6z6 tipustt buza mikrosporat kiilonboztettek meg (Indrianto és mtsai
2001).

1. tipus: A mikrosporak kései egysejtmagvas vakudlumos allapothak,
viszonylag nagy vakudlum figyelhetd meg. A sejtmag szorosan a
mikrospora fala mellett taldlhato, gyakran a csirakapuval
szemben (hasonloan az in vivo pollen fejlédéséhez).

2. tipus: A mikrospora fragmentalt vakuélummal rendelkezik, a sejtmag a
sejt kozépso részén talalhato.

3. tipus: A sejtmag pontosan a mikrospora kozepén talalhato, a vakudlum
egyenletesen osztott, a mikrospora latvanya csillagszerii
megjelenést mutat.

A héarom emlitett tipus a valaszad6 €s nem valaszadd mikrospéraknak
nem az elkiilonitett osztalya, hanem egy fejlddési ut egyes 1épéseit jelenti. A
harmadik tipusi mikrosporakbol indukalhat6 a leggyorsabban embrio, és ezek
regeneralddnak a legnagyobb ardnyban (Indrianto és mtsai 2001). Az els6
tipusbol a legtobb esetben nem fejlodik embrid, mig a masodik tipus koztes
hatékonysadgot mutat. A stresszor(ok) megvalasztasakor arra kell toérekedni,
hogy a kezelés a harmadik tipusi mikrospordk ardnyat ndvelje az izolalt
mikrosporak kozott.

A stresszor nemcsak a mikrosporak tipusat befolyasolja, hanem az els6
sejtosztodasokat is (Hu és Kasha 1999). A mikrospordkat egy hétig 0,4 M
mannit oldatban (28 °C) é&heztetve, a portokokon beliil a mikrosporak
tobbségénél megtortént az elsd mitotikus osztddas, amely féként szimmetrikus
osztodas volt. Donor hajtasok hossza idejii hideg kezelése (4 °C, 28 nap) alatt
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illetve azt kovetden szintén megfigyelték az elsé mitotikus osztédasokat,
amelyek minden esetben aszimmetrikusak voltak. Mindkét kezelést kovetden az
osztodd  mikrosporakbol  embriok  fejlodtek, amelyekbdl novényeket
regeneraltak. Paprika portoktenyészetben aszimmetrikus ¢és szimmetrikus
osztodasokat is megfigyeltek (Testillano és mtsai 2000, Kim és mtsai 2004,
Bérany ¢s mtsai 2005), mindkét Gton sikeriilt mikrospora eredetli embridkat
eldallitani, amelyekbdl novényeket regeneraltak. Kim és mtsai (2004) kisérletei
soran aszimmetrikusan osztodott a mikrosporak tobbsége, mig masok foként
szimmetrikus osztédasokat figyeltek meg (Testillano €s mtsai 2000, Barany és
mtsai 2005). Az eltérések valosziniileg a kiillonbozo tenyésztési koriilményekre
vezethetdk vissza.

Azon buza mikrospérakban, amelyekben az androgenezis indukélodott,
a tenyésztés kezdetén a vakuolum eltlinik, helyét a citoplazma foglalja el, és
keményité felhalmozodas figyelhetd meg, foleg a csirakapu kozelében. Késobb
a soksejtes struktura az ellentétes oldalon tori 4t a mikrospora falat, mint ahol a
keményitd felhalmozddas tortént (Indrianto €s mtsai 2001).

A mikrospéra eredetli érett embriok morfoldgiailag sok hasonlosagot
mutatnak a zigotikus embriokkal buza, tritikdlé és paprika esetén (Zheng 2003,
Oleszczuk és mtsai 2004, Barany és mtsai 2005). Az osztodd mikrosporak egy
része még soksejtes allapotban abortalt. A 2 mm-es méretii strukturdknak is
csak egy része mutat zigotikus embriora emlékeztetd morfoldgiat. Egy
kalaszbol inditott tenyészetekben nagyszamu struktara fejlédott, igy ez noveli a
lehetOségét, hogy a mikrospdra tenyésztés is a nemesités modszerévé valjon
(Zheng 2003).

Szamos tanulmény thzte ki célul, hogy specifikus molekularis
valtozasokat azonositson a mikrospordk embriogenezise soran. A hdsokk
fehérjék (HSP) talan a legtdbbet tanulmanyozott résztvevéi a mikrospdra
embriogenezisnek. Néhany oras hokezelés utan a mikrosporakban szamos HSP
termelddik, a HSP68 és HSP70 megemelkedett szintézisét irtdk le Brassica
fajok mikrospora tenyészetében (Cordewener és mtsai 1995). Kis HSP-k
szintézisét mutattdk ki dohany mikrospéra tenyészetekben (Zarsky és mitsai
1995). Paprika portoktenyészetben is beszamoltak a HSP70 szintézisrél a
mikrospéra embriogenezis korai fazisaban (Barany és mtsai 2001). Lathato,
hogy a HSP-k t6bb faj esetében is jelen vannak a mikrospéra embriogenezis
indukciodja soran, kulcsszerepiik azonban vitathat6. Repce (Brassica napus L.)
mikrospéra tenyészetben kémiai kezeléssel (kolchicin) indukaltak a
mikrosporak embriogenezisét, de a HSP-k megemelkedett szintézise elmaradt
(Zhao ¢és mtsai 2003). A HSP-k szerepe elsddlegesen mikrosporak
stressztolerancidjaval kapcsolatos, kozvetett moédon azonban az androgenezisre
is hathatnak (Segui-Simarro és Nuez 2008).

A buza mikrospora embriogenezis markereként irtak le a korai cisztein
jelolt  metallothionein (EcMt) gént. Az EcMt gén az embriogén
mikrosporakban, az embriokban és a zigotikus embridkban, valamint ABA
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kezelés hatdsara mas szovetekben is kifejezodik (Reynolds €s Crawford 1996).
Az EcMt gén expresszidjat valoszinilileg a stressz hatisara termelédott ABA
valtotta ki a mikrospdrak embriogenezise soran (Segui-Simarro és Nuez 2008).

Az elmult évek genomikai, transzkriptomikai, proteomikai és
metabolomikai kutatasai a haploid kutatés teriiletére is kiterjedtek (Boutilier és
mtsai 2005, Maraschin és mtsai 2005, 2006, Munoz-Amatriain és mtsai 2006,
Pauls és mtsai 2006, Hosp és mtsai 2007, Joosen és mtsai 2007, Malik €s mtsai
2007, Tsuwamoto ¢és mtsai 2007). Ikercsiras haploid és diploid rizs ndvények
metilaciés mintazatdban kiilonbségeket mutattak ki, a megfigyelt eltérések
feltételezhetden a haploid novények talélését segitették (Zhang és mtsai 2006).
Arpa portoktenyészeteken végzett transzkriptomikai vizsgalatok szerint stressz
(4 nap, 25 °C, 0,7 M mannit tartalmt szilarditott tapkdzeg) hatdsara 2673 gén
valtoztatta meg a kifejez0dését a mikrosporakban, ami sokoldalu stresszvalaszra
utal (Munoz-Amatriain és mtsai 2006, Munoz-Amatriain és mtsai 2009). Repce
mikrosporak androgenezisének indukcidja soran szintén tobb ezer gén
valtoztatja meg kifejez8dését, jelen ismereteink szerint azonban csak néhany
alkalmas markere a mikrospdra embriogenezisnek (Malik és mtsai 2007, Malik
¢s Krochko 2009). Proteomikai vizsgalatok alapjan egyes fehérjék mennyisége
eltérést mutatott a sporofita ¢és a gametofita fejlodési utat folytatdé repce
mikrospoérakban (Cordewener ¢és mtsai 2009). Egyes fehérjék mennyiségi
valtozasat a fejlodé mikrospora eredetii embriokban is kimutattak (Cordewener
¢s mtsai 2000). A proteomikai vizsgalatok nemcsak a fehérje szintézis
valtozasara adhatnak valaszt, hanem a fehérjék stabilitasara, posztranszlacios
mtsai 2009). Remélhetdleg az 0j kutatasi eredmények segitenek tisztazni az
egyes gének, fehérjék funkcidjat és ok-okozati Osszefiiggését a mikrospora
embriogenezisben.

2. 3. Az androgenezis indukcidjat és hatékonysagat befolyasolo tényezék

Az androgenezis folyamatdt szamos ismert tényezd befolyasolja
(genotipus, donor novények felnevelése, mikrosporak fejlettségi allapota,
stresszor, tenyésztési és regeneraldsi koriilmények). A folyamat komplexitasat
figyelembe véve nehéz az egyes tényezok hatdsat kiilon-kiilon értékelni. A
szakirodalomban jelentés mennyiségli adat &ll rendelkezésre az izolalt
mikrospora tenyésztésrél (féleg buzaban), azonban figyelembe kell venni a
kiilonb6z6 kutatocsoportok tenyésztési rendszereinek az eltérését.
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2. 3. 1. Az androgenezist befolyasolo tényezok buza és tritikalé izolalt
mikrospora tenyészetben

A buza ¢és tritikalé DH novények eldallitasat a genotipustol kiindulva az
in vitro tenyésztési koriilményekig szamos tényez0 befolyasolja. A jo valaszado
képességii genotipusok kivalasztasa megfeleld alapot ad a kiilonb6zd fizikai és
kémiai kezelések teszteléséhez, az in vitro tenyésztési koriilmények
optimalizalasahoz. Igy nem véletlen, hogy a kutatasok kiterjedtek a valaszadd
képes genotipusok kivalasztasara, és a valaszadd képességért felelés gének
illetve kromoszéma régiok azonositasara.

2. 3. 1. 1. A genotipus hatasa buza és tritikalé izolalt mikrospéra
tenyészetben

Buza portok és izolalt mikrospdéra tenyészetben jelentds kiillonbséget
talaltak az egyes genotipusok valaszado képessége kozott. A kutatdk elsésorban
jo valaszadd képességli tavaszi buza genotipusokat valasztottak a haploid
eléallitasi modszerek fejlesztéséhez, igy a vernalizacidos id0 mell6zésével
lerdvidiilt a donor novények felnevelésének ideje. Néhany genotipus a buza
haploid kutatdsban valdédi modell genotipussd valt. Az egyes kutatécsoportok
né¢hany jo valaszadd genotipust alkalmaztak izolalt mikrospdéra tenyésztési
rendszeriikhoz. A "Wed 202-16-2" és *Svilena’ amerikai (Zheng és mtsai 2001,
2002, Liu és mtsai 2002a, 2002b), amig a ’Pavon’ és a ’Chris’ genotipusok
kanadai és amerikai kutatocsoportok (Mejza és mtsai 1993, Hu és Kasha 1997a,
1997b, 1999, Zheng ¢és mtsai 2001, 2002, Letarte és mtsai 2006) altal
alkalmazott donor genotipusok. A ’Mahti’ és ’Hja 24201’ genotipus finn
eredetli modell genotipus (Puolimatka és mtsai 1996, Puolimatka és Pauk
1999). A mi intézményiink kutatéi a szomatikus ¢és androgenikus
tenyészetekben is kivald vélaszadd és regenerald képességli *CY-45’ tavaszi
bluiza genotipust valasztottdk (Felfoldi és Purnhauser 1992, Purnhauser és
Gyulai 1993, Lantos ¢és mtsai 2005, 2006, Mihdly és Pauk 2007, Mihdly és
mtsai 2009). A fent emlitett valamennyi genotipus jo valaszadod képességgel
rendelkezik, valamennyi alkalmas haploid eldallitasi rendszer fejlesztésére,
azonban fontos, hogy a kidolgozott rendszer alkalmazhat6 legyen a nemesités
szempontjabol értékes genotipusok esetében is.

Portoktenyésztési kisérletek alapjan irtdk le, hogy a biiza DH ndvény
eldallitasdnak hdrom fontos tulajdonsdga van: egy kaldsz portokjaibol
indukélhatdé embriok mennyisége, az embriok ndvényregenerald képessége,
valamint az albind és z6ld novények aranya. Ez a hdrom tulajdonsag egymastol
fiiggetlentil 6roklodik (Agache és mtsai 1988). Az emlitett tulajdonsagok foleg
additiv kolcsonhatasokon alapulnak (Lazar €s mtsai 1984, Deaton és mtsai
1987, Szakacs és mtsai 1988), de episztatikus és domindns kdlcsonhatast is
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tapasztaltak (Agache és mtsai 1988). Elssorban az additiv és a dominans
génkolcsonhatasok biztositjdk annak a lehetdségét, hogy az androgenezisen
alapulé modszereket gyenge valaszadd képességli fajtak esetében is tudja
alkalmazni a novénynemesités (pl. j6 valaszadd képességli keresztezési partner
megvalasztasaval).

talaltak a 2A ¢s 2D kromoszéman, amig a 2B, 4A, 5A és 5B kromoszoman kis
hatast géneket azonositottak (Zhang és Li 1984). A regenerdld képességért
felelds géneket az 1RS kromoszéma région azonositottak (Agache és mtsai
1989). Ez a kromoszoémakar a rozs genom transzlokacidja révén a
Magyarorszagon termesztett buzdk nagy részében is jelen van. A CS-5B
kromoszoéman 1évé gének az albiné ndvények gyakorisagat befolyasoltak
(Agache és mtsai 1989).

A nukleéris géneken kiviil a citoplazmatikus gének is befolyasoljak az
androgenezis hatékonysagat. Jelentds kiilonbséget mutattak ki reciprok
keresztezett hibrid parok esetén az embridk szdmaban és z6ld novényregenerald
képességben (Ekiz ¢s Konzak 1991a, 1991b, Orlov és mtsai 1999).

Tritikalé fajtak valaszado képességét tekintve szignifikans kiillonbséget
tapasztaltak az egyes genotipusok kozott portoktenyészetben (Hassawi és mtsai
1990, Balatero ¢és mtsai 1995, Marciniak és mtsai 1998, 2003) és izolalt
mikrospora tenyészetben (Pauk ¢és mtsai 2000, Eudes ¢s Amundsen 2005, Zur
¢s mtsai 2008). Tritikalé portoktenyészet eredetli DH torzseken tanulmanyoztak
a valaszado képesség genetikai hatterét. Az embrid indukciot 30%-ban (6B, 4R)
¢s a ndvény regeneraciét (6B) jelentds mértékben befolyasolo QTL-eket
azonositottak (Gonzalez ¢és mtsai 2005). Az 1B, 1R, 3R, 4R ¢és 7R
kromoszéman azonositottak még a valaszadd képességért felelds QTL-eket
(Gonzalez és mtsai 2005).

Az egyes genotipusok vélaszado képessége alapvetden meghatarozza a
DH novény eldallitas hatékonysagat. A valaszadd képességért felelos gének
atvitelével is javithat6 a DH modszerre épiild nemesitési program
hatékonysaga, de az in vitro tenyésztési feltételek fejlesztése elénydsebb
megkozelitésnek latszik. Egy jol kidolgozott haploid indukcids rendszer
sz€lesebb genetikai hattér esetében is képes jelentés DH novény eldallitasara,
igy a modszer nemesitési jelentdsége novekedhet.

2. 3. 1. 2. A donor névények felnevelése és a mikrosporak fejlettségi
allapota

A donor novények felnevelése a lehetdségektol fliggden szantd6foldi és
iiveghazi koriilmények kozott torténhet. Az liveghazi alapanyag szinte egész
évben a kutatd rendelkezésére all, ami folytonos munkalehetdséget biztosit
szamara. A szant6foldi korilmények kozott felnevelt jol fejlett hajtasok
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hasznalata nemcsak a munkaerd kihasznalas hatékonysagat noveli, hanem
évenként egy ,,nagy lélegzetli” kisérlet lehetdségét is megteremti. Buza izolalt
mikrospora tenyésztéssel foglalkozo publikaciokban szinte kivétel nélkil a
folytonos munkalehetdséget biztositd iiveghdzi alapanyagot hasznaltdk a
kutatok.

A tritikalé mikrospoéra tenyésztés elsé publikacidi szabadfoldi alapanyag
felhasznalasabol sziilettek (Monostori és mtsai 1998, Pauk ¢s mtsai 2000,
Oleszczuk ¢és mtsai 2004). A legutobbi jelentésebb publikaciok szerzoi
iiveghdzi alapanyagot hasznaltak (Eudes ¢és Amundsen 2005, Zur és mtsai
2008). Gondos alapanyag eldallitasi koriilmények kozott mindkét alapanyag
hasznalhato.

A mikrosporak fejlettségi allapota befolyasolja az androgenezis
hatékonysagat az embridk szdmat ¢€s a ndvényregeneraciot. Buza izolalt
mikrospéra tenyészetben kozépsd ¢€s kései egysejtmagvas vakudlumos
allapotban gyijtotték be a donor kalaszokat (Mejza és mtsai 1993, Hu és Kasha
1997a, Hansen és Andersen 1998a, 1998b, Indrianto és mtsai 2001, Zheng és
mtsai 2001, 2002, Liu és mtsai 2002a, Letarte €s mtsai 2006). Tritikalé izolalt
mikrospéra tenyésztéshez a donorhajtasokat szintén a mikrospordk kozépso
egysejtmagvas ¢és kései egysejtmagvas vakuolumos allapotdban gytjtotték be
(Pauk és mtsai 2000, 2003, Eudes és Amundsen 2005, Zur és mtsai 2008).

2. 3. 1. 3. Kiilonboz0 stresszek szerepe az androgenezis indukciojaban

Néhany kivételtdl eltekintve a kutatok stresszorokat (kiilonbozo
elékezeléseket) alkalmaznak az androgenezis indukcidjdhoz. Szadmos in vivo
vagy in vitro kezelés ismert. A kezelések tipusa és idOtartama rendkiviil fontos
a folyamatban, ahol a kezelések célja nem csupan az izoldlhaté embriogén
mikrosporak szdméanak maximalizaldsa, hanem a tenyészetenkénti embridszdm
novelése, és végsd soron a DH ndvények szamanak emelése.

A fizikai kezelések koziil a hideg elokezelés altalanosan elterjedt, bar
pontos hatdsmechanizmusat még nem definialtak (Sunderland és mtsai 1984,
Tuvesson és mtsai 2000). Egyes vélemények szerint lassitja a mikrosporak
metabolizmusat, megallitja a sejtciklust, ami eldsegiti, hogy a mikrosporak
mitotikus osztéddsa egyszerre torténjen meg az in vitro tenyésztés soran
magasabb (25-28 °C) hdémérsékleten (Zheng 2003). Masok szerint a hideg
kezelés kozben az ¢&heztetés fontosabb szerepet tdlt be az androgenezis
indukciojaban, mint a hideg hatds (Kasha és mtsai 1990, Ziauddin és mtsai
1992). Bizonyitottdk, hogy a 0,3 M mannit oldaton ,.¢heztetett” portokok
mikrosporai esetében hatékonyabb az androgenezis indukcidja, mint hideg
elokezelt portokok mikrosporainal (Roberts-Oehlschlager és Dunwell 1990,
Olsen 1991, Ziauddin és mtsai 1992, Hoekstra és mtsai 1993, Mejza €és mtsai
1993, Hu és mtsai 1995). A két kezelés kombinalasaval (27 nap, 4 °C; 0,4 M
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mannit, 28 °C, 7 nap) érték el a legjobb hatékonysagot a tenyészetenkénti
embridszam tekintetében (Hu és Kasha 1999).

A fent emlitett fizikai €s élettani hatdsok mellett tovabb emelhet6 a DH
novények eldallitdsanak hatékonysaga, ha kémiai elokezelésekkel egészitjlik ki
a buza izolalt mikrospora tenyésztés rendszerét. Liu és mtsai (2002b) a buza
donor hajtasok in vivo koriilmények kozott alkalmazott kémiai kezelésével
[0,01% 2-Nikotinsav, 10°® M 6-Benzil-amino-purin (BAP) és 10°-10° M 2,4-
Diklorfenoxi-ecetsav (2,4-D)] emelték meg az izoldlt embriogén mikrosporak
aranyat. Az in vitro korilmények kozott végzett kémiai elOkezelésekkel
kozvetlenebb hatést lehet kifejteni a mikrosporakra. Habar a kolchicin szerepe a
kromoszoma duplikdcioban van, egyes szerzOk felfigyeltek arra, hogy
portoktenyészetekben megemelte a szimmetrikus sejtosztddasok €s az embridk
mennyiségét (Szakacs és Barnabas 1995, Zamani és mtsai 2003). Az indukcios
tapoldatban alkalmazott rovid idejli kolchicin kezelés megemelte a mikrospdra
eredetli strukturak szadmat izolalt mikrospora tenyészetben (Soriano és mtsai
2007). Zheng és mtsai (2001) szamos olyan kémiai stresszort (pl. nikotinsav)
irtak le, amelyet az eldkezelés soran in vitro mikrospora szuszpenzidban
alkalmazva emelte a mikrosporak életképességét.

Tritikalé izolalt mikrospdra tenyészetben tobb hetes (2-4 hét) hideg
elokezeléssel indukaltdk az androgenezist (Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk ¢és
mtsai 2004, Eudes ¢s Amundsen 2005, Zur €s mtsai 2008). Zur és mtsai (2008)
hideg eldkezelést kovetden 4 napig B (20 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM
KH,PO4/K;HPO4, 0,3 M mannit, pH 7,0) eldkezeld oldatban (Kyo ¢és Harada
1986) éheztették a portokokon beliili mikrosporakat.

2. 3. 1. 4. A mikrosporak izolalasa és a siiriiség hatasa a mikrosporak
tenyésztésére

Jelenleg négy kiilonbozé megkozelitést ismerlink a mikrosporak
szomatikus szovetektdl valo elkiilonitésére: (1) kiszorodott mikrosporak
Osszegyljtése, (2) magneses keverés, (3) maceralas és (4) késes homogenizalas.

(1) Az els6 esetben nem beszélhetiink valodi izolalt mikrospéra
tenyésztésrol, hiszen a portokokbdl kiszorddott mikrosporakat gytjtik
Ossze tenyésztés céljabol (Datta és Wenzel 1987).

(2) A magneses keverés, egy tovabbfejlesztett valtozata az elsd
megkozelitésnek. A magneses keverés csupan noveli a kiszorddott
mikrospordk mennyiségét (Cho és Zapata 1990, Indrianto és mtsai
1999).
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A macerdlds és késes homogenizdlds modszerét mar valddi izoldlasnak
tekinthetjiik.

(3) A maceralas soran miianyag szlir0halot €s tivegrudat hasznalnak arra,
hogy a portokokat eldorzsdlve nagy mennyisegii mikrosporat
izolaljanak a portokokbol (Tuvesson és Ohlund 1993).

(4) A késes homogenizalas sordn gyorsan forgo ¢les pengéket tartalmazé
steril zart edényt hasznalnak arra, hogy a kalaszokbol kiszabaditsak a
mikrosporakat (Mejza és mtsai 1993).

A maceralas és a késes homogenizalds moddszere valt széleskoriien
alkalmazott technikavd biizdban. A maceralds munkaigényesebb, de kevesebb
optimalizalast igényel, és a mikrosporak kevésbé sériilnek az izoldlas soran. A
késes homogenizald késziilék alkalmazdsa nemcsak munkaerd takarékos, de
nagy mennyiségli embriogén mikrospora izolaldsara is lehetdséget kinal
(Gustafson és mtsai 1995a). Hatranya, hogy optimalizalni kell az izollas idejét
¢s sebességét, amelyet befolyasol a donor kaldszok szdma és fejlettsége,
valamint az izoldlé folyadék mennyisége is. Tritikalé izolalt mikrospora
tenyészet létrehozasara mind a késes homogenizalds (Pauk és mtsai 2000,
Oleszczuk ¢s mtsai 2004, Eudes és Amundsen 2005), mind a maceralas
modszere (Zur és mtsai 2008) sikeresen alkalmazhato.

Az izolalt mikrospordk tisztasidga alapvetden fontos része a sikeres
tenyésztésnek. Az ¢€lettelen sejt- és szovettormelékek eltavolitasara a szlirés és
3-4 mosas, centrifugalas megfeleldnek latszik (Indrianto és mtsai 1999, Patel és
mtsai 2004, Shariapanahi és mtsai 2006), ha a mikrosporak tobb mint fele
¢letképes. Ha az ¢él0 mikrospordk aranya 50% alatti, akkor az izolatum
tisztasagat sziikséges fokozni, erre alkalmas modszer a gradiens centrifugalés
(Kasha ¢és mtsai 2003). A centrifugalas soran a vakuolizalt embriogén
mikrospérdk a két oldat hatardn Osszegytlilnek, igy az élettelen sejt- ¢és
szovettormeléktdl konnyen elkiilonithetéek. A gradiens centrifugalas két tipusa
ismert. A koltségesebb Percoll gradiens centrifugalassal j6 mindségl tisztitast
lehet elérni (Indrianto és mtsai 2001, Zheng és mtsai 2003, Supena és mtsai
2006a), azonban a szénhidrat gradiens hasznalataval torténd centrifugélés is
megfeleld mindséget biztosit a sikeres tenyésztéshez, rdadasul joval olcsobb
(Mejza és mtsai 1993, Puolimatka és mtsai 1996, Hansen és Andersen 1998b,
Holme és mtsai 1999, Orlov és mtsai 1999, Puolimatka és Pauk 1999, Pauk és
mtsai 2000, 2003, Liu és mtsai 2002b).

A tenyészetek slirliségére vonatkozolag nagy kiilonbséget talalunk az
egyes szerzOk munkai kozott. Az elsd sikeres kisérletek soran az alkalmazott
mikrospora stirliség kb. 80 000 — 100 000 mikrospora/ml volt (Mejza és mtsai
1993, Tuvesson és Ohlund 1993, Gustafson és mtsai 1995a, Puolimatka és
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mtsai 1996, Orlov és mtsai 1999). Késébb 20 000 — 50 000 mikrospora/ml
denzitast alkalmaztak a kutatok (Hansen és Andersen 1998a, 1998b, Holme és
mtsai 1999, Indrianto és mtsai 1999, Puolimatka és Pauk 1999, Kunz és mtsai
2000, Liu és mtsai 2002a, Letarte és mtsai 2006, Shariatpanahi és mtsai 2006).
Buza izolalt mikrospora tenyészetben nem sziikséges a magas denzitds az
androgenezis indukcidjdhoz, alacsonyabb denzitdssal (4 000 — 10 000
mikrospora/ml) is allitottak eld mikrospora tenyészet eredeti DH novényeket
(Zheng és mtsai 2001, 2002, Liu és mtsai 2002b).

Tritikalé esetében is hasonloak az irodalmi adatok. Magas, 100 000 —
250 000 mikrospora/ml siirtiség talalhat6 az elsé publikacidkban (Pauk €és mtsai
2000, Oleszczuk ¢és mtsai 2004), majd a késobbiekben alacsonyabb denzitas
mellett (10 000 — 70 000 mikrospdra/ml) is sikeresen allitottak eld mikrospdra
eredeti tritikalé embrioidokat és z6ld novényeket (Eudes és Amundsen 2005,
Lantos ¢s mtsai 2005, Zur és mtsai 2008).

2. 3. 1. 5. A tenyésztési koriilmények hatasa

Régota ismeretes, hogy a tapoldat Osszetevéi (makroelemek,
mikroelemek, vitaminok, szénforras és hormonok) hatassal vannak a kiilonb6zo
novényi explantditumok fejlodésére (Murashige és Skoog 1962). A tenyésztd
kozeg Osszetevoi és fizikai tulajdonsagai befolydsoljadk a mikrospora eredetii
struktardk fejlodését, az embriok szamat és mindségét. Bluza mikrospora
tenyésztéshez kisebb modositasokkal ¢és kiilonbségekkel a leggyakrabban
hasznalt alaptapoldatok a CHB (Chu ¢és mtsai 1990, Mejza és mtsai 1993,
Bruins és mtsai 1996, Hansen és Andersen 1998a, 1998b, Holme és mtsai 1999,
Mentewab és mtsai 1999, Patel és mtsai 2004), az A2 (Indrianto és mtsai 1999,
2001, Shariatpanahi ¢s mtsai 2006), az MS (Hu és Kasha 1997a, 1999, Kasha ¢és
mtsai 2003, Letarte és mtsai 2006), ¢s a NPB99 (Zheng ¢és mtsai 2001, 2002,
Liu és mtsai 2002b). Az els6 sikeres tritikalé izolalt mikrospdra tenyésztésnél
alkalmazott tenyészté kozeg a 190-2 alaptapoldat volt (Pauk és mtsai 2000),
melynek hasznalatat a kovetkezd publikaciok is megerdsitették (Oleszczuk és
mtsai 2004, Lantos és mtsai 2005, Zur és mtsai 2008). Eudes és Amundsen
(2005) a CHB ¢és NPB alaptapoldatokat alkalmazta eredményesen. Habar
jelentds kiilonbségeket lathatunk az emlitett tapoldatok f6 Osszetevoi kozott,
mindegyikkel eredményesen dolgoztak a kutatécsoportok.

Sejt- és szovettenyészetekben a leggyakrabban alkalmazott szénforras a
szachar6z ¢és a maltoz. Hunter (1988) szamolt be arr6l, hogy a maltéz mint
szénforrds emeli az arpa mikrospora tenyészet hatékonysagat, kiillonos
tekintettel a novényregeneraciora. A maltdz pozitiv hatasat figyelték meg buza
mikrospora tenyészetben is (Mejza és mtsai 1993, Indrianto és mtsai 1999).
Tritikalé izolalt mikrospdra tenyészetben szintén maltézt hasznalnak
szénforrasként (Pauk ¢és mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2004, Eudes és
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Amundsen 2005, Zur és mtsai 2008). Azonos toménységii maltozt €s szacharozt
tartalmazé tapoldatokat Osszehasonlitva nagyobb ozmolaritds valtozas volt
megfigyelhetd a szachar6z tartalmt tapoldatban, amely a szachardz
hidrolizisével magyardzhat6. Ez karosan befolyasolhatja a mikrospora eredetii
struktardk fejlodését (Zheng ¢és mtsai 2003). Az izolalt buza mikrospora
tenyészetek optimalis ozmolaritasa 300 mOsm/l koriili érték, amely 0,3 M
mannit oldattal vagy 0,25 M maltozzal egyenértékii (Liu és mtsai 2002b).
Tritikélé esetében a tapoldathoz adott 100 g/l Ficoll® (ozmotikus agens)
segitette a mikrospora eredetli struktaradk indukcidjat és a ndvényregeneracio
hatékonysagat (Eudes és Amundsen 2005).

A tapoldatokhoz adagolt exogén hormonok a mikrospéra eredetii
struktrak mennyiségét ¢és mindségét is befolydsoljak. Nincs 4ltalanos
megegyezés az exogén hormonok kombinécidjara €s mennyiségére
vonatkozolag. Egyes kutatok hormonmentes indukcioés tdpoldatot alkalmaznak
buza izolalt mikrospéra tenyészetben (Indrianto ¢és mtsai 1999, 2001,
Shariatpanahi ¢és mtsai 2006). A masik 6 irdny a 2,4-D és kinetin
hormonkombinécié (Tuvesson és Ohlund 1993, Puolimatka és mtsai 1996,
Puolimatka és Pauk 1999, Kunz és mtsai 2000), de jelentds irodalma van a
fenil-ecetsav (PAA) és kinetin alkalmazasanak is (Hu és Kasha 1997a, Liu és
mtsai 2002b, Letarte és mtsai 2006). A hdrom legéltaldnosabban alkalmazott
megkozelitésen kiviil egyéb hormonok és hormonkombinacidk alkalmazasarol
is olvashatunk (Zheng és mtsai 2001, Liu és mtsai 2002a, Patel és mtsai 2004).

Tritikdlé izoladlt mikrospora tenyészetben a modositott 190-2
hormonmentes tdpkozeg a leggyakrabban alkalmazott indukcids tapoldat (Pauk
¢s mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2004, Zur ¢s mtsai 2008). Ez az exogén
hormonokat nem tartalmazo6 tapoldat pozitivabb hatasti volt az androgenezis
hatékonysagara, mint az exogén PAA hormonnal vagy a 2,4-D ¢s kinetin
hormonkombinacioval elkészitett tapoldat (Pauk ¢és mtsai 2000). A
hormonmentes tapoldat pozitiv hatdsat Oleszczuk és mtsai (2004) is
megerdsitették. Eudes és Amundsen (2005) 2,4-D és BAP hormonkiegészitést
alkalmazott a tenyészetekben.

A buza és tritikdlé mikrospora tenyészetben altalanosan alkalmazott
szénforrds a maltéz. Az alaptapoldatok és hormonok tekintetében nem ilyen
egységes a kép, tobb megkozelités is eredményes volt buza ¢és tritikdlé
mikrospoéra tenyésztésben.

2.3. 1. 6. A dajkatenyésztés szerepe a buza és tritikalé izolalt mikrospora
tenyésztésben

Az els6 izolalt mikrospora tenyészet eredetli bliza novényeket ovarium
dajkatenyésztéssel allitottak elé (Mejza és mtsai 1993). Alig van olyan
publikaci6é, amely dajkatenyésztés nélkil allitott eld izolalt mikrospora
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tenyészet eredetii novényeket. Az ovarium nélkiili tenyésztés esetén a
mikrosporak tobbsége befejezi a fejlodést a tenyésztés 14. napja eldtt, a fejlddd
struktarak nem képesek a mikrospora falat attorni (Puolimatka és mtsai 1996,
Hu és Kasha 1997a). A dajka jelenléte ugyan nem sziikséges az androgenezis
indukciojahoz és a legelsd sejtosztodadsokhoz, azonban fontos az o0szt6do
mikrosporak, proembridk és embriok indukcidjdhoz (Puolimatka és mtsai
1996). A dajkatenyésztés noveli az 0sztdédd mikrosporak aranyat, az embridk
tenyészetenkénti szamat és a novényregeneracid hatékonysagat (Hu és Kasha
1997a).

Buza izoldlt mikrospora tenyészetben dajkaként tobbféle ndvényi
explantatumot (buza ovarium, buza pelyva, bliza portok) is teszteltek, de az
ovariumnak volt a legpozitivabb hatdsa az androgenezisre (Puolimatka és Pauk
1999). Az ovarium eredetét tekintve a blUza ovariumot arpa vagy zab
ovariummal helyettesitve is hasonld eredményeket értek el (Mejza és mtsai
1993, Bruins és mtsai 1996, Konzak ¢és mtsai 2000, Liu és mtsai 2002b). A buza
ovariumok genotipusa sem befolyasolta a dajkahatas eredményességét (Zheng
¢s mtsai 2001, Liu és mtsai 2002b). Az ovariumok mennyiségére vonatkozolag
nem egységes az irodalom, eltérd ajanlasokat taldlunk: 10 ovarium/ml
indukcios tapoldat (Hu ¢s Kasha 1997a, Puolimatka ¢és Pauk 1999), 3-5
ovarium/ml (Hansen és Andersen 1998b, Holme és mtsai 1999, Indrianto és
mtsai 1999, Mentewab és mtsai 1999, Kunz és mtsai 2000, Letarte és mtsai
2006), illetve 1 ovarium/ml (Zheng és mtsai 2001, Liu és mtsai 2002a, 2002b).
Buza izolalt mikrospdéra tenyészetben az elsé mikrospdra eredetli embridk
leszedését kdvetden az ovariumok és a tapoldat frissitésével jelentdés mértékben
novelhetd volt a multicellularis strukturak és proembridk szama (Liu és mtsai
2002a). Az ovariumok hideg kezelése (7 nap) nem befolydsolta a
dajkatenyésztés hatékonysagat (Hu és Kasha 1997a). Ez lehetdvé teszi az
ovarium donor kaldszok tarolhatésagat is, ami munkaszervezési okokbol
elényos.

Az ovarium dajkatenyésztés idétartama is kritikus faktor, ugyanis az 6t
nappal késleltetett dajkatenyésztés szignifikansan csokkentette a mikrospora
tenyészetben a mikrosporabol fejlddé proembriok gyakorisagat, és a tul koran
eltavolitott ovariumok (15 napos dajkatenyésztés) karos hatassal voltak a
struktirak fejlddésére (Puolimatka és Pauk 1999).

Néhany nem valaszadd genotipus esetében az ovarium dajkatenyésztés
sem elegendd az embriok fejlédéséhez, vagy csak csekély szami embrid
fejlodik a tenyészetekben. Ilyen esetekben az OVCM lehet6vé teszi, illetve
jelentds mértékben emeli a mikrospodra eredetli embridk szamat (Zheng és mtsai
2002). Kondicionalt tapoldatok alkalmazasakor a kondicionalds mértéke és
ideje (10 ovarium/ml, 7-10 nap) joval fontosabb, mint az ovarium genotipusa
(Zheng és mtsai 2002).

Tritikalé esetében az elsd két jelentds publikdcidoban nem alkalmaztak
dajkatenyésztést az izolalt mikrospora tenyésztéséhez (Pauk és mtsai 2000,
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Oleszczuk ¢és mtsai 2004.). Eudes és Amundsen (2005) megfigyelései szerint
tritikalé izolalt mikrospora tenyészetben az ovarium dajkatenyésztés javitotta az
embriok mindségét €s emelte az embridk tenyészetenkénti szamat. Zur és mtsai
(2008) szintén alkalmaztdk a dajkatenyésztést tritikdlé mikrospora
tenyészetben. Az emlitett két kutatocsoport munkajaban az ovariumok
mennyisége 3-4 illetve 10 ovarium/ml indukcids tapoldat volt (Eudes és
Amundsen 2005, Zur és mtsai 2008).

Az ovarium dajkatenyésztés pozitiv hatdsardl bar sok publikécioé jelent
meg, azonban keveset tudunk arrél, hogy milyen kémiai, esetleg fizikai hatés all
a hatterében. A buza mikrospdérak androgenezisét tobb kémiai anyag koztiik az
arabinogalaktanok (Larcoll) és az arabinogalaktan fehérjék (gumiarabikumban
jelen van) is serkentik. Az indukcids tapoldathoz adott Larcoll jelentdsen
novelte a buza mikrosporak életképességét, mig a gumiarabikum a proembridk
¢s embriok gyakorisagat novelte, valamint a z6ld ndvényregeneraciot javitotta
(Letarte ¢és mtsai 2006). Ovariummentes izoladlt buza mikrospora
tenyészetekben a Larcoll és gumiardbikum alkalmazasaval jelentés mennyiségi
mikrospora eredetli embriot sikeriilt felnevelni €s z6ld novényeket regeneralni,
de a hatds elmaradt az ovarium dajkatenyésztéshez képest. Az emlitett
arabinogalaktan ¢s arabinogalaktan fehérje hatdsat ovarium dajkatenyésztéssel
kombinalva egy hatékonyabb mikrospora tenyésztési eljarast fejlesztettek ki
(Letarte €s mtsai 2006).

A dajkatenyésztés régota jol ismert eljards bliza izolalt mikrospdra
tenyésztésben (Mejza €s mtsai 1993). Megfigyelték, hogy az izolalt zigotak in
vitro felnevelése sordn szintén jotékony hatast a dajkatenyésztés (Bakos és
mtsai 2003b). Az izolalt zigotak in vitro neveléséhez dajkaként alkalmazott
izolalt ovariumok kevésbé hatékonyak, mint az izolalt mikrosporak (Bakos és
mtsai 2003a, 2003b).

2.3.1.7. Novényregeneralas

A buza és tritikdlé mikrospora tenyésztés tobbi 1épéséhez képest a
ndvényregeneralas egyszerii feladat, amennyiben sikeriil érett in vitro
mikrospodra eredetli embridkat eldallitani. A tenyészetekben fejlodott 2 mm-es
méretl struktardkat hétrél hétre szilard ndovényregenerald taptalajra helyezik. A
legtobb kutatocsoport a 190-2 alaptapoldatot alkalmazza bliza mikrospdra
eredetli embriok novényregeneralasara (Tuvesson és Ohlund 1993, Hansen és
Andersen 1998a, 1998b, Holme és mtsai 1999, Liu és mtsai 2002a, 2002b),
azonban az MS (Mejza ¢és mtsai 1993, Bruins és mtsai 1996, Hu ¢és Kasha 1999,
Kunz és mtsai 2000) és az A2R téptalajon is sikeresen regeneraltak zold
novénykéket (Indrianto és mtsai 1999, 2001, Shariatpanahi és mtsai 2006). A
regeneracid sordn nem feltétleniil sziikséges exogén hormonok alkalmazasa a
jol fejlett embridk regeneralasahoz (Mejza és mtsai 1993, Tuvesson és Ohlund
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1993, Gustafson és mtsai 1995a, Hansen és Andersen 1998a, 1998b, Hu és
naftil-ecetsav (NAA) és 0,5 mg/l kinetin hormon kombinaciot (Puolimatka és
mtsai 1996, Puolimatka ¢és Pauk 1999, Lantos ¢s mtsai 2005), valamint a PAA,
kinetin és gibberellinsav (GAs) hormonkiegészitést sikeresen alkalmaztak
(Kasha ¢és mtsai 2003, Letarte ¢és mtsai 2006). A regeneraciod
szobahOmérsékleten 16 6rds megvilagitas mellett tortént, ahol 2 hét mulva in
vitro novénykék regeneralodtak.

Tritikalé mikrospoéra eredetli strukturak regeneralasdhoz szintén a 190-2
tapoldatot alkalmazzak hormonkiegészitésssel (Pauk ¢és mtsai 2000, 2003,
Oleszczuk és mtsai 2004, Zur ¢s mtsai 2008). Eudes és Amundsen (2003, 2005)
a GEM elnevezésti tapkozeget alkalmazta mikrospéra eredetli embridok
regeneralasara.

Buza és tritikalé mikrospdra tenyésztés gyakorlati felhaszndlasdnak 6
korlatozd tényezdje a nagyfoku albinizmus. Buza izolalt mikrospora
tenyészetekben jo regeneralo képességgel rendelkezd embriok fejlodtek,
azonban egyes genotipusoknal a regeneralt novények dontd tobbsége portok és
mikrospéra tenyészetben is albind volt (Liu és mtsai 2002b). A genotipus
befolyéasolja az albinizmus mértékét izolalt mikrospora tenyészetben, de az
albinizmus jelensége nem magyarazhatdé csak a genetikai hattérrel.
Egyszikiieken végzett kisérletek bizonyitjdk, hogy az alkalmazott haploid
technika (portoktenyésztés, izolalt mikrospora tenyésztés) szinte minden egyes
eleme — a donor ndvények fejlettsége, az eldkezelés, a tenyésztd tapoldat
Osszetevoi (szénforrds, hormonok, burgonya kivonat) — befolyasolja a
novényregeneracidé hatékonysagat (Ouyang ¢és mtsai 2004, Labbani ¢és mtsai
2005, Jacquard és mtsai 2006, Oleszczuk ¢és mtsai 2006, Broughton 2008,
Redha ¢és mtsai 2008). A kloroplasztisz DNS degeneracioja is okozhat
albinizmust (Carreda ¢és mtsai 2000, Clement ¢és Pacini 2001). Egyes
hipotézisek szerint az in vitro tenyésztési koriilmények olyan stresszt jelentenek
a fejlédd struktardk szamdra, amely a kloroplasztiszokban transzkripcid és
transzlacié csokkenéséhez vagy a riboszomak teljes inaktivaciojahoz vezethet
(Trop és Andersen 2009).

2. 3. 1. 8. A ploidia fok vizsgalata és a kromoszéma duplikacio

A mikrospora tenyésztés soran — hasonldéan a portoktenyésztéshez —
spontan eléforduld jelenség a rediploidizacid; igy a ndvények egyrésze diploid
lesz, mig a tobbi haploid marad. A legtobb vizsgélat a legelsé sejtosztdédaskor
bekovetkezd sejtmagfuziora terjedt ki, de a spontdn rediploidizécié barmikor
megtorténhet a tenyésztés soran (Kasha és mtsai 2001b, Testillano és mtsai
2004, Gonzalez-Melendi és mtsai 2005, Shim és mtsai 2006). A diploid
novények felnevelése utan kozvetlen magot foghatunk, mig a haploid névények
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csupan steril kalaszt hoznak. Fiatal n6vény vagy ndvényke korban sziikség van
a regeneransok ploidia fok szerinti szétvalogatdsara, hogy a haploid ndvények
azonositasaval és kémiai kezelésével (indukalt rediploidizacio) még tobb fertilis
diploid ndvényhez jussunk.

A mikrospodra eredetli novények ploidia fokanak meghatarozasara tobb
lehetéség is rendelkezésre all: kromoszoémaszadmlalds, aramléasi citometria,
zarosejtek mérése, zardsejtek kloroplasztiszainak szdmlaldsa és morfoldgiai
megfigyelések (Bohanec 2003). Az emlitett technikdk hatékonysagarol
megoszlanak a vélemények. A morfologiai bélyegek alapjan torténd ploidia fok
meghatdrozas a legpontatlanabb eljards. A zardsejtek szintestjeinek szamlalasa
nagy szamu novénynél nehezen alkalmazhat6 eljaras. A kromoszdmaszamlalas,
munkaigényessége mellett, a legpontosabban mutatja meg az adott ndvény
ploidia fokat és az esetleges kromoszomaszambeli eltéréseket. Az aramlasi
citometrids eljards, bar koltséges, rutinszerlien alkalmazhat6 a ploidia fok
meghatarozasara. A sztdmamérés nagyszamu populacié esetén is rutinszeriien
alkalmazhaté megfeleld pontossagii modszer.

A haploid névények genomjanak indukalt duplikdcidjdhoz kémiai
agenst alkalmaznak, leggyakrabban kolchicint vagy kaffeint (Zheng 2003). A
kolchicin, mint sejtosztddas gatlo, nem engedi a kromoszoémaparokat szétvalni
a mitotikus osztddas soran, igy endomit6zison keresztiil a kromoszoma készlet
megduplazasdhoz vezet (Levan 1938, Bartels és Hilton 1973). A kolchicin
kezelés hatranya, hogy az alkaloid karcinogén hatasi. A kaffein kevésbé
toxikus, de hatékonysaga rosszabb, mint a kolchiciné. A legelterjedtebb genom
duplikacids eljards a fiatal novények gyokerének néhany oOrds kolchicin
kezelése (Metz és mtsai 1988).

A DH novény gyakorisag emelésének egy alternativ megoldasat jelenti a
mikrosporak kolchicin kezelése még a tenyésztés elején (portoktenyésztés,
izolalt mikrospora tenyésztés). Tobb kutatocsoport is felismerte, hogy rovid
ideji kolchicin kezelés esetén a tenyészetenkénti embriok szama ugyan
csokken, azonban a fertilis DH ndvények gyakorisaga emelhetd buza
portoktenyészetben (Navarroalvarez 1994, Redha és mtsai 1998, Zamani ¢és
mtsai 2000, 2003, Soriano ¢s mtsai 2007, Redha és Talaat 2008) és izolalt
mikrospoéra tenyészetben (Hansen és Andersen 1998b, Soriano és mtsai 2007).

2. 3. 2. Az in vitro androgenezist befolyasolo tényezok paprika portok- és
izolalt mikrospora tenyészetben

A paprika izolalt mikrospodra tenyésztés torténete rovidebb multra tekint
vissza, mint azt a buza vagy tritikalé esetében lattuk, igy a befolyasol6 tényezok
targyalasakor indokolt a portoktenyésztésben elért eredményeket részletesebben
figyelembe venni. A paprika DH ndvények eldallitdsat is szamos tényezd
befolyasolja. A kisérletek soran alapvetd fontossagu a jo valaszado képességi
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genotipusok alkalmazasa a kiilonbozo fizikai és kémiai kezelések hatdsanak
pontos teszteléséhez. A végsd cél olyan modszer kialakitdsa, amely a lehetd
legkisebb mértékben fiigg a genotipustol.

2. 3. 2. 1. Genotipus hatas

Portoktenyészetben és Usztatott portoktenyészetben is kimutattdk a
genotipusok valaszadd képességének kiilonbségét (Mityko és mtsai 1995,
Mityko és Gémes 2006, Supena és mtsai 2006a). Az elsd részletes izolalt
mikrospora tenyésztési kozlemény egy paprika genotipus (’Milyang-jare’)
androgenezisérdl szamolt be (Kim ¢és mtsai 2008). Ebbdl addddan nincs
publikalt eredmény a paprika mikrospodra tenyésztés genotipus kapcsolatrol.

2.3.2.2. A donor novények nevelése és a mikrosporak fejlettségi allapota

Buza és tritikdlé haploid indukcids eredményekkel szemben alapvetd
kiilonbség, hogy paprika portoktenyészetben, tsztatott portoktenyészetben és
izolalt mikrospdra tenyészetben is a legtobb kutatdcsoport a donor névények
iiveghdzi felnevelését részesitette elonyben a szabadfoldi alapanyag hasznélattal
szemben (Mityko €s mtsai 1995, Gyulai és mtsai 2000, Buyukalaca és mtsai
2004, Kim ¢és mtsai 2004, 2008, Supena ¢és mtsai 2006a, 2006b). A donor
novények gondos iliveghédzi felnevelése megkonnyiti a steril laboratériumi
munkat. Alapvetd fontossagt a donor novények szamara a megfeleld
tapanyagellatas, vizellatas és ndvénydpolds, valamint az optimalis hé (25 °C/20
°C) és fényviszonyok (16 6ras megvilagitas) biztositasa. Specialis igényekrol
senki sem szamolt be ezen a téren.

A  mikrosporak fejlettségi allapota portoktenyészetben alapvetden
befolyasolta az androgenezis hatékonysagat (Kim ¢és mtsai 2004). A legtdbb
kutatocsoport kései egysejtmagvas vakuolumos allapoti mikrosporakat
alkalmazott portoktenyészetben (Gyulai és mtsai 1999, 2000, Buyukalaca és
mtsai 2004, Ercan ¢és mtsai 2006). Supena és mtsai (2006a) usztatott
portoktenyészetben és izolalt mikrospdra tenyészetben is foként egysejtmagvas
allapott mikrosporakat alkalmaztak kevés korai kétsejtmagvas allapotu
mikrosporakkal. Kim és mtsai (2008) olyan donor portokokat hasznéltak fel,
amelyek kései egysejtmagvas ¢és korai kétsejtmagvas mikrosporakat
tartalmaztak.
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2. 3. 2. 3. A stressz szerepe a paprika androgenezis indukciojaban

Paprika portoktenyészetben a hdstressz (35 °C, 8 nap) alkalmazasa
jelentds eldrelépést jelentett a mddszer sikeres kidolgozasdban (Dumas de
Vaulx ¢és mtsai 1981). Azdta a magas homérséklet (35 °C) széleskortien
alkalmazott stresszor (Mityké és mtsai 1995, Gyulai €s mtsai 2000, Buyukalaca
¢s mtsai 2004, Kim ¢és mtsai 2004, Barany ¢s mtsai 2005). Egyéb stresszorok
alkalmazédsa eddig nem kapott lényeges teret a paprika haploid indukcids
rendszerekben, habar az indukcids taptalajba adagolt AgNO;, mint kémiai
stresszor, megemelte az embridok szamat a portoktenyészetekben (Buyukalaca
¢s mtsai 2004).

Izolalt mikrospora tenyészetben tobb napos ¢heztetés eldzte meg az
androgenezis sikeres indukcidjat (Supena €s mtsai 2006a, Kim és mtsai 2008).
Supena ¢és mtsai (2006a) a dohdny mikrospora tenyésztés irodalmabdl ismert B
oldatot (Kyo és Harada 1986, Touraev és Heberle-Bors 1999) alkalmaztik a
mikrosporak €heztetésére, mig Kim és mtsai (2008) arpa mikrospora eldékezeld
oldatot hasznaltak hésokkal kombinalva (Hoekstra és mtsai 1997). Mindkettd
elékezeld oldat makroelemekkel kiegészitett mannit oldat volt.

2. 3. 2. 4. A paprika mikrosporak izolalasa és a tenyésztési siiriiség

Paprika mikrosporak izolaladsakor a késes homogenizalo késziiléket és a
kémcsdrazatast kombinalva alkalmaztdk (Kim és mtsai 2008). A mikrospora
izolatumot tObbszéri mosassal €és centrifugaldssal tisztitottak. Az izolalt
mikrospéra szuszpenzid tisztasdga Percoll gradiens centrifugalassal volt
novelhetd (Supena és mtsai 2006a).

A legelsd sikeres paprika izolalt mikrospdéra tenyésztésnél 40 000
mikrospdra/ml stiriség mellett tenyésztették a mikrosporakat (Supena és mtsai
2006a). Kim ¢és mtsai (2008) a mikrosporak stirliségének hatasat ellendrizték, és
a 80000 — 100 000 mikrospora/ml stirtiséget talaltdk a legmegfelelobbnek
paprika izolalt mikrospodrak tenyésztésére.

2. 3. 2. 5. A tenyésztési koriilmények hatasa

Két publikacié esetében eltérd alaptapoldatokat alkalmaztak a kutatok.
Supena és mtsai (2006a) a dohdny mikrospora tenyésztésre alkalmazott AT3
tapoldatot hasznaltdk kisérleteikhez, mig Kim ¢és mtsai (2008) a repce
mikrospora tenyésztésnél alkalmazott NLN alaptapoldatot alkalmaztak
hormonkiegészités nélkiil.

Paprika portoktenyésztés irodalméban kettd alternativ megkozelitésrol
olvashatunk a kiilséleg adott hormonok tekintetében. (1) Portoktenyészetben az
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indukcios taptalajhoz (CP) alacsony mennyiségli kiils6leg adott auxin és
citokinin hormonkiegészités (0,01 mg/l 2,4-D és 0,01 mg/l kinetin)
alkalmazasat tobb kutatdcsoport ajanlotta (Dumas de Vaulx és mtsai 1981,
Mityké és mtsai 1995, Gyulai és mtsai 1999, 2000, Barany és mtsai 2005). Az
indukciot kdvetden emelt mennyiségli exogén citokinin (0,1 mg/1 kinetin) segiti
a noOvényregeneralast. (2) Mas megkdzelitésben magasabb mennyiségii
hormonkombinaci6é ajanlott az indukcios tapkozegben. Buyukalaca és mtsai
(2004) 4 mg/l NAA ¢és 0,1 mg/l BAP hormonkiegészitést alkalmaztak szilard
tapkozegli portoktenyészetben, majd a ndvényregeneracid soran a hormon
kiegészitést nélkiilozték. Usztatott portoktenyészetben 5 uM (0,9 mg/l) indol-
ecetsav (IAA) és 2,5 uM (0,55 mg/l) zeatin hormonkombindcio véltotta ki a
legnagyobb tenyészetenkénti embridszamot az indukcids tapkdzegben (Supena
¢s mtsai 2006a), és a ndovényregeneralas soran kisebb mennyiségli citokinint
(0,1 uM = 0,023 mg/l BAP) alkalmaztak.

Paprika portoktenyészetben, Usztatott portoktenyészetben valamint
izolalt  mikrospéra  tenyészetben egyarant szacharézt —alkalmaznak
szénforrasként szemben a buza vagy tritikdlé tenyésztési eljarasoknal
alkalmazott maltdzzal (Sibi és mtsai 1979, Dumas de Vaulx és mtsai 1981,
Mityko €és mtsai 1995, Gyulai és mtsai 2000, Buyukalaca és mtsai 2004, Kim és
mtsai 2004, 2008, Barany és mtsai 2005, Ercan és mtsai 2006, Supena és mtsai
2006a, 2006b).

2. 3. 2. 6. Novényregeneralas

A novényregeneracid hatékonysagat tobb tényezd befolyasolja: a
megfeleld homérséklet (25 °C), a megvilagitas (16/8 h), a tapkozeg Osszetétele,
a szilardito agens €s a hormonok. A regeneracios taptalajok Osszetételét tekintve
tobb kutatdcsoport is a Dumas de Vaulx ¢s mtsai (1981) altal kifejlesztett
agarral szilarditott R1 tipkdzegen végezte a ndvényregeneraciot (Mitykd és
mtsai 1995, Gyulai és mtsai 1999, 2000, Barany és mtsai 2005). Emellett
sikeresen alkalmaztak a Phytagellel szilarditott MS alapt regeneracios taptalajt
is (Ercan és mtsai 2006, Supena és mtsai 2006a, 2006b).

Az alkalmazott indukcids tapkozeg alapvetden befolydsolta a
ndvényregeneracios stratégiat portoktenyészetben. A Dumas de Vaulx és mtsai
(1981) altal kifejlesztett rendszerben a kevés kiilséleg adott hormont tartalmazo
szilarditott R1 taptalajhoz adagolt kinetin segiti. Masok az indukcids
tapkozegben magasabb hormon koncentraciot alkalmaztak, és a regeneracid
soran csOkkentették a kiilsdleg adott hormon mennyiségét (Buyukalaca és mtsai
2004, Supena €s mtsai 2006a).

Izolalt mikrospéra tenyészetben a hormonok hatdsit még nem
tanulmanyoztak részletesen sem az indukcid, sem a novényregeneracid soran.
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Kim ¢és mtsai (2008) hormonmentes tapkoézeget alkalmaztak az indukci6 és a
ndvényregeneracié sordn is. A kiilséleg adott hormonok optimalis
mennyiségének meghatarozasa tovabbi kutatdsok targyat képezheti.

2.3.2.7. A ploidia fok vizsgalata és a kromoszoma duplikacio

A portoktenyészet eredetli ndvények ploidia fokdnak meghatdrozasahoz
foleg aramlasi citometrias vizsgalatokat alkalmaztak (Mitykd és mtsai 1995,
Gyulai és mtsai 2000, Barany ¢és mtsai 2005, Ercan és mtsai 2006, Supena ¢és
mtsai 2006a), illetve a zardsejtek szintestjeinek szamlalasat (Supena és mtsai
2006b). Az aramlasi citometrids vizsgélatok alapjan a regeneralt névények
donto tobbsége haploid (Gyulai és mtsai 2000, Ercan és mtsai 2006, Supena ¢és
mtsai 2006a). A haploid és spontan diploid ndvények mellett eléfordultak
tetraploid és aneuploid novények is (Gyulai €s mtsai 2000).

A paprika portoktenyészetben a spontan rediploidizacid mértéke mas
fajokhoz hasonloan alacsony, igy az azonositottan haploid egyedek genomjanak
duplikécidja sziikséges ahhoz, hogy a DH ndvények mennyiségét noveljik. A
haploid novények kromoszoma szaménak dupldzédsa hat napos in vitro
koriilmények kozott végzett kolchicin kezeléssel elérhetd (Gémes és mtsai
2006). Szorddasos mikrospdra tenyészetekben a tenyésztés elsd hetében
alkalmazott kolchicin kezeléssel sikeriilt novelni a DH novények gyakorisagat
az embriok tenyészetenkénti szamanak jelentésebb csokkenése nélkiil (Supena
¢s mtsai 2006b).

2. 4. Az androgenezis felhasznalasa a nemesitési és kutatasi modszerekben

Mind a fajtaeldallitds, mind a kutatas szempontjabdl rendkiviil fontos
tényez0 az id6. A DH technoldgidk alkalmazasdval egy generacid alatt lehet
eldallitani homozigodta torzseket és vonalakat a nemesités szamara. Mértékado
vélemények szerint a DH technologia alkalmazasa akar 50%-kal is csokkentheti
a fajta eloallitas idejét (Tuvesson és mtsai 2007).

2. 4. 1. A megkett6zott haploidok szerepe a nemesitésben

Manapsag két modszer all rendelkezésre a nagyszamii DH buza térzsek
eldallitasara: a tavoli fajkeresztezés (buza kukorica pollennel torténd
keresztezése) és a portoktenyésztés (Szakacs és mtsai 2002, Inagaki 2003,
Tuvesson és mtsai 2003). Eurdpa tobb nemesitd intézetében a DH buza torzsek
eldallitasa a nemesités szerves részét képezi (Thomas és mtsai 2003, Tuvesson
¢s mtsai 2007).

31



Az els6 portoktenyészet eredetli europai buzafajta ("Florin”) eléallitasat
kovetden (De Buyser és mtsai 1987) laboratériumunk Eurépaban masodikként
kombinalta a hagyoméanyos nemesitést és a portoktenyésztést, azaz allamilag
elismert DH buza fajtait ("GK D¢élibab’) allitott eld buza portoktenyészetbdl
(Pauk ¢és mtsai 1995). Azdta szamos hazai fajta és fajtajeldlt sziiletett
Martonvasaron ("Mv Palma’, "Mv Szigma’) ¢és Szegeden ('GK Ban’, ’GK
Szinbad’, *GK Tiindér’). Az izolalt mikrospéra tenyésztés alkalmazasat a
buzanemesitésben még néhany faktor korlatozza (albinizmus, genotipus
fliggdség).

Tritikalé esetében a rendelkezésre all6 modszerek hatékonysaga
szerényebb, mint buzanal. Igy fontossaguk ellenére kisebb teret nyertek a
modszerek a nemesitésben. Franciaorszdgban Aallitottak eld portoktenyészet
eredett tritikalé fajtdkat (Thomas és mtsai 2003).

Paprika esetében a portoktenyésztés az a f6& modszer, amellyel a
nemesitok szamara DH vonalat lehet jelentdsebb mennyiségben eldallitani. A
moddszer munkaigényes ¢és genotipus fiiggd, azonban a nemesitéknek évrdl évre
alland6 igényiik van a homozigota vonalakra, ami a mddszer fejlesztésére és
alternativ modszerek kidolgozdsara sarkallja a kutatokat. Hazankban ¢és
kiilfoldon is szorosan kapcsolddott a paprika DH novény eldallitas a
nemesitéshez (Thomas és mtsai 2003, Gémes €és mtsai 2006, Mitykd és Gémes
20006).

A DH technologidval eldallitott novények szant6foldi vagy hajtatohazi
teljesitménye  (pl.:  rezisztencia) MAS  alkalmazasaval kombinalva
elérejelezhetd. A kivant allélkombinaciok jelenléte mar a DHp ndvényeken
ellendrizhetd. A DH technoldgia és a MAS kombinaldsa ma még foleg arpaban
(Werner és mtsai 2005, 2007) és paprikaban (személyes kozlés Gémesné Dr.
Juhasz Aniko6) alkalmazott nemesitési eszkoz.

2. 4. 2. A haploid mddszer jelentdsége a térképezési populaciok
létrehozasaban

A térképezési populaciok eldallitasa az egyik legfontosabb teriilete a DH
novények felhasznilasanak, amely elésegiti az agrondémiai tulajdonsagokeért
felelés gének, kromoszoma régidok azonositasat (Datta 2005). Buza és paprika
esetében a portoktenyésztés modszere megfeleld technikdnak szamit a
térképezési populaciok elkészitéséhez, ¢és késobbiekben a kvantitativ
tulajdonsdgok tanulmanyozasahoz. Portoktenyészet eredetli térképezési
populacidkat alkalmaztak buzaban a termésmennyiséget (Cuthbert és mtsai
2008) és a novénymagassagot meghatarozé QTL-ek keresésére (Zhang és mtsai
2008). Intézményiinkben Prof. Dr. Mesterhdzy Akos osztalya intenziv
kutatdsokat folytat a fuzdrium rezisztenciaért felelds QTL-ek azonositdsira
(Szabo-Hevér ¢és mtsai 2008). Paprikdban Phytophthora capsaci Leon.
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rezisztenciaért felelds QTL-ek keresésére hasznaltak portoktenyészet eredetii
térképezd populaciot (Sugita és mtsai 2006, Minamiyama és mtsai 2007).

2. 4. 3. In vitro szelekcio

A haploid sejt és szovettenyészetek felhasznalasdnak egyik lehetdsége a
sejtszintli szelekci6. Buza portoktenyészetben in vitro szelekcioval allitottak el
Al tolerans buza torzseket (Darkd és mtsai 2004, Bakos ¢s mtsai 2008). F1
novények portoktenyészetében végzett in vitro szelekcioval fuzarium tolerans
novényeket allitottak elé (Fadel és Wenzel 1993).

2. 4. 4. Haploidia és genetikai transzformacio

Egy hatékony haploid sejt- és szdvettenyésztési rendszerbe integralva a
genetikai transzformaciot, egy Iépésben fixalhaté a bejuttatott transzgén
homozigéta formdban. A  haploid mikrospéra eredeti  strukturak
transzformacioja egy jol kidolgozott rendszernek szamit repce és arpa esetében.

Elektroporacioval ~ buza  portoktenyészet  eredetli  embridkat
transzformaltak, a transzformacios hatékonysag alacsony volt (Gustafson ¢és
mtsai  1995b). Izolalt mikrospora tenyészetben a részecske beldvéses
transzformaciot alkalmaztak (Mentewab és mtsai 1999, Folling és Olsen 2001).
Folling és Olsen (2001) izolalt mikrospéra tenyészet eredeti transzgénikus
albind novényeket allitott el6. Buza haploid transzformdciora alternativ
megkozelitést jelenthet a petesejtek mikroinjektalasa; hazdnkban is intenziv
kutatasok folynak ezen a teriileten (Ponya és mtsai 1999, Barnabas és mtsai
2000, 2001).
belovéses transzformdciot alkalmaztdk, de nem sikeriilt transzgénikus
novényeket eldallitani (Rubio és mtsai 2004).

Paprika esetében még szerényebb adatok allnak rendelkezésre a haploid
oroklédését tanulmanyoztik transzgénikus donor novények felhasznélasaval
(Kim és mtsai 2007).

Jelenleg a buza, tritikdlé és paprika esetében nem 4all rendelkezésre
hatékony haploid transzformdciés rendszer, amellyel jelentés szamu
transzgénikus DH vonalat lehet eldallitani. A leghatékonyabban két 1épésben
(genetikai transzformaci6, DH ndvény eldallitds) lehet transzgénikus DH
novényeket eldallitani az emlitett fajokban.
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2. 4.5 . Haploidia és indukalt mutacio

Mutacios nemesités soran a kezelést kovetd masodik, harmadik
generacidban azonosithatok fenotipusosan a mutans recessziv alléleket hordozo
egyedek. A kezelt M1 novények (kezelést kovetd generacid) portok é&s
mikrospéra tenyésztése kivald eszkozt nyujt mutdnsok szelekcidjara. Az
indukalt mutacioval keletkezett recessziv tulajdonsdgok fenotipusosan
homozigota forméban jelennek meg. Az in vitro haploid tenyészetben
alkalmazott mutagén kezelés elvileg jO Ilehetdséget kinal a mutacids
kisérletekre.

Buzédban szerény irodalma van a haploidia €és a mutagenezis
kombinaldsanak (Ling és mtsai 1991, Khan és mtsai 2001). A haploid technikak
€s a mutagenezis kombinaldsa leginkabb repcében, arpaban és rizsben volt
eddig sikeres (Szarejko 2003).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3. 1. A kisérletek novényanyaga

A j0 valaszadd képességli *CY-45" tavaszi buza (Triticum aestivum L.)
genotipust  hasznaltuk  alapanyagként bliza  mikrospora  tenyésztési
kisérleteinkben, mivel tavaszi ndvekedési tipusa meggyorsitia a donor
novények felnevelési idejét. Az elsO kisérleteket kovetden kilenc hazai Oszi
buzafajta ("GK Mini Mano’, ’GK Garaboly’, ’GK Hargita’, ’GK Csongrad’,
’GK Délibab’, *GK Elet’, *GK Kata’, ’GK Ban’ és My Palotas’) valaszado
képességét teszteltiik izolalt mikrospdra tenyésztésben.

Hat hexaploid tavaszi tritikdlé (X Triticosecale Wittmack) genotipus
donor novényeit hasznaltuk tritikdlé mikrospdra tenyésztési kisérleteinkben. A
genotipusok kozott harom fajta (’Kargo’, ’GK Gabo’ és 'Rex’) €és harom Fs
generacioban 1évé populacié (CAT314°, *AT322° ¢és EMBRI17/52001°)
szerepelt. A genotipusokat Dr. Béna Lajos, a Gabonakutaté Kft. tritikalé
nemesitdje biztositotta a kisérletekhez.

A vpaprika (Capsicum annuum L.) izolalt mikrospéra tenyésztés
rendszerének kidolgozasahoz és fejlesztéséhez harom magyar (‘Szegedi 80°,
‘Szegedi 178 és ‘Remény’) és harom spanyol (‘Jeromin’, ‘Jariza’ és ‘Jaranda’)
fliszerpaprika fajtdt haszndltunk. Az emlitett genotipusok fontos forrasat
képezik a hazai kutatdsoknak és a hibrid nemesitési programoknak. A paprika
alapanyagokat Dr. Somogyi Gyorgy, osztalyvezetd (Fliszerpaprika Kutato-
Fejlesztd Kht. Szegedi Kutatasi Osztaly) és munkatarsai biztositottak.

3. 2. A novényi alapanyag eldallitasanak koriilményei

Mindharom faj izolalt mikrospora tenyésztési rendszerének
fejlesztéséhez felhasznalt donor ndvényeket félautomata Hensler iiveghdzban
neveltliik fel (automatizalt hdmérsékletszabalyozas, ventillacio és arnyékolas).
Kivételt csak az 6szi buzafajtdk képezték, melyeket a Gabonakutatdé Kft.
Kecskés telepi tenyészkertjébol gyljtottiik be.

A magrol nevelt paprika palantdkat egy, mig a kaldszos novényeket
harom noévény/polietilén tasakba iiltettik (100 x 180 mm), amely 50-50
térfogatszdzalékban Osszekevert tézeg ¢és homok keverékét tartalmazta. A
novényeket természetes megvilagitas mellett neveltiik fel. Az iiveghdzban a
paprika novények szdmara 20-28 °C nappali és 15-19 °C éjszakai hdmérsékletet
biztositottunk, mig kaldszosok esetében a nappali hdmérsékletet 20 °C, az
¢jszakai homérsékletet 16 °C alatt tartottuk. A donor ndvények tapanyag
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utanpotlasara Volldijnger® (N:P:K:Mg/14:7:21:1 és 1 % mikroelem, ugymint B,
Cu, Fe, Mn, Zn) miitragyat hasznaltunk, melyet kéthetente vizben feloldva (0,2
g/l) adagoltunk. A kaladszos ndvényeket a donor hajtasok begytijtéséig tartottuk
a nevel6 edényekben. A paprika donor novényekrél a bimbok begyiijtését
folyamatosan végeztiik a tenyészidd alatt.

3. 3. A novényi alapanyagok begyiijtése

A buza és tritikalé hajtasokat akkor gyujtottiik be, amikor a kaldszok
kozépsd részén 1évo portokokban a mikrospérak kozépsé és  kései
egysejtmagvas vakudlumos allapotuak voltak. Minden levelet eltavolitottunk a
zéaszloslevél kivételével. A donor hajtdsokat csapvizet tartalmazd Erlenmeyer
lombikba helyeztilk, €s polietilén zacskoval takartuk le, hogy magas
paratartalmat biztositsunk szamukra. A donor hajtasokat két hétig 3-4 °C
hémérsékleten hideg kezeltiik. Hideg eldkezelés utan, a donor kaldszokat 20
percig sterileztiik 2% natrium-hipoklorit oldatban 2-3 csepp ‘Tween 20’ oldat
jelenlétében. A kalaszokat steril vizzel haromszor oblitettiik le.

A paprika bimbok mérete, a portokok mérete és szine jO markere a
mikrosporak fejlettségi allapotanak. A bimbokat fejlettségi allapotuk alapjan
csoportositottuk, hogy teszteljiik a mikrosporak fejlettségi allapotanak hatasat
az androgenezis indukciojara. A donor bimbodkat a kaldszokhoz hasonldan
sterileztiik, majd steril vizzel haromszor oOblitettiikk le in vitro koriilmények
kozott.

3. 4. A donor portokok elokezelése

A steril kalaszokbdl (buza és tritikalé) 150-150 portokot izolaltunk 55
mm atmérdjli iiveg Petri csészékbe, melyek 5 ml 0,3 M mannit oldatot és 200
mg/1 antibiotikumot (cefotaxime) tartalmaztak. Az izolalt portokokat 3 napig 32
°C hémérsékleten sitétben eldtenyésztettiik. Az elékezelés soran a hd stresszt
(32 °C) ¢és az ¢heztetést (0,3 M mannit oldat) kombinalva alkalmaztuk.

A sterilezett paprika bimbokbol 20-25 portokot izolaltunk 55 mm
atmérdjli liveg Petri csészébe, amelyek a fenti mennyiségii 0,3 M mannit oldatot
¢s az antibiotikumot tartalmaztdk. A paprika portokok mikrospérainak
eldtenyésztése sotét termosztatban 32 °C-on hét napig tartott.
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3. 5. A mikrosporak izolalasa elokezelt portokokbol

A mikrosporak izoldldsara a maceralas kiméletes modszerét
valasztottuk, a szuszpenziot szénhidrat gradiens centrifugélassal tisztitottuk. Az
izolalaskor 1ényeges kiilonbség volt, hogy 21%-o0s maltdz (Sigma) oldat helyett
30%-0s maltoz oldatot hasznaltunk paprika mikrosporak izolalasakor.

Az izolalas fo lépései a kovetkezok:

1. Az izolalt portokok -eldkezelését kovetden, a portokokat in vitro
koriilmények kozott egy steril iivegriddal 150 pm-es sziirdn eldorzsoltiik
0,3 M mannit oldatban.

2. A szuszpenziot steril, liveg centrifugacsovekbe pipettaztuk, és a csoveket
5 percig szobahémérsékleten (22 °C) centrifugaltuk 600 fordulat/perc
sebességgel (d= 0,15 m).

3. A centrifugalést kdvetden a feliiluszot eltavolitottuk, és az Osszegyljtott
iledéket 2 ml 0,3 M mannit oldatban felvettiik.

4. Ezt a szuszpenziot 6vatosan rétegeztiik 21%-os maltoéz (paprika esetében
30%-o0s) oldat tetejére.

5. A centrifugacsoveket 600 fordulat/percen (d= 0,15 m) 22 °C-on 10
percig centrifugéltuk. Az €16 mikrosporak jol elkiiloniild fehér csikban
gylltek Ossze a két oldat hatardn (0,3 M mannit oldat és 21/30%-0s
maltdz). Az Osszegyljtott €l6 mikrosporakat 0,3 M mannit oldatot
tartalmazé centrifugacsovekbe pipettaztuk, és 10 percig allni hagytuk.

6. A mikrospoéra izolatumot szobahdmérsékleten (22 °C) 600 fordulat/perc
sebességgel (d= 0,15 m) 5 percig centrifugaltuk.

7. Centrifugdlds utan a feliiluszot eltavolitottuk és az  Gsszegytjtott
mikrosporakat felvettiik 1 ml indukcids tapoldatban.

8. Az izolalt mikrosporak stiriségét Biirker kamraval meghataroztuk ¢és a

végso stirtiséget 30 000 — 35 000 mikrospoéra/ml stirtiségre allitottuk be
mindharom faj esetében.
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3. 6. Az izolalt mikrosporak tenyésztése

A  mikrospordkat 35 mm atmér6ji milanyag Petri csészékben
tenyésztettiik, amely 1,5 ml indukcids tapoldatot tartalmazott. A tenyészeteket
sOtétben, 28 °C hdémérsékleten tartottuk. A mikrosporak fejlodését és a
mikrospora eredetli kolonidk novekedését CK-2 Olympus inverz mikroszkoppal
nyomon kovettiik.

Két mikrospora tenyésztd tapoldat (A2 és CHB) és két portoktenyésztd
alaptapoldat (W14 és P4) moddositott valtozatat hasonlitottuk 6ssze CY-45’
blza mikrospora tenyészetben. A blza mikrospora tenyésztés szakirodalmaban
leggyakrabban alkalmazott A2 (Touraev és mtsai 1996b) és CHB (Chu és mtsai
1990) tapoldatokat valasztottuk az Osszehasonlitdo kisérlethez, valamint a
portoktenyészetbdl ismert W14 (Ouyang és mtsai 1989, Jia és mtsai 1994) és
P4 (Ouyang és mtsai 1983) tdpoldatok mikrospdéra tenyésztési valtozatat
(W14mi ¢és P4-m) is elkészitettilk. A tapoldatok csak makro-, mikroelem és
vitamin Osszetételilkben kiilonboztek egymastol (1. tdblazat). A modositott
tapoldatok ugyanannyi mennyiségii maltozt (9%), glutamint (1000 mg/l), 2,4-
D-t (0,5 mg/l) és kinetint (0,5 mg/l) tartalmaztak Ficoll® nélkiil, minden
tapoldat kémhatasat azonos értékre allitottuk be (pH= 5,8).

A mikrospora tenyésztés kritikus 1épéseinek ellendrzésekor és az Oszi
bliza genotipusok androgenezisének teszteléséhez a W14 moddositott valtozatat
a WI4mi tapoldatot alkalmaztuk (1. tablazat). A buza mikrospdrakat
ovariumokkal kdzosen tenyésztettiik. Tiz buza ovariumot tettiink minden Petri
csészébe. Az ovarium donor hajtdsokat két nappal az antézis elott gyljtottiik be.

A tritikalé mikrosporakat 190-0 (1. tablazat) tapoldatban tenyésztettiik
ovariummal €s ovarium nélkiil (Pauk és mtsai 2000). A dajkatenyésztés hatasat
a tavaszi tritikdlé genotipusokkal tanulmanyoztuk, hét ovariumot tettiink
minden dajkatenyészetbe.

A paprika mikrospordkat modositott W14 tiapoldatban (W14mi)
tenyésztettilk, amelyet biza mikrosporak tenyésztésére is alkalmaztunk. A
dajkatenyésztés ¢és idegen fajii dajkatenyésztés hatasanak teszteléséhez 7-7
paprika illetve baza ovariumot (CCY-45" genotipus) tettlink minden
tenyészetbe.

3. 7. Novényregeneralas

Egy honappal a tenyészetek inditasa utdn rendszeresen ellendriztiik a
szovetstrukturdk méretét, és hetente egyszer regenerald taptalajra helyeztiik a
megfeleld nagysagi emrioidokat. A mikrospora eredetli struktarak (embridk,
embrioidok) regeneralasat fényszobaban 24 °C homérsékleten, napi 16 Ords
megvilagitas és 50 pmolxm™xs™ fényerésség mellett végeztiik.
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1. tablazat Alkalmazott tenyészt6 tapoldatok

Tapoldat W14mi A2 CHB; P4-m 190-0

Osszetevok mg/l mg/l mg/l mg/l mg/l
KNO; 2000 1415 1415 1150 1000
NH;H,PO, 380 - - - -
MgSO4x7H,0 200 93 93 125 200
CaCl,x2H,0 140 83 83 - -
K>SO, 700 - - - -
(NH4),SO4 - 232 232 100 200
KH,PO, - 200 200 200 300
KCI - - - 35 40
Ca(NO;),x4H,0 - - - 100 100
MnSO4x4H,0 8 5 5 - 8
ZnSO4x7TH,0 3 1 5 - 3
H;BO3 3 1,5 5 - 3
KI 0,5 0,38 0,4 - 0,5
CuSO4x5H,0 0,025 0,0125 | 0,0125 - -
CoCl,x6H,0 0,025 0,0125 | 0,0125 - -
Na,MoO,4 x2H,0 0,025 0,0125 | 0,0125 - -
FeSO,x7H,0 27,8 27,8 27,8 27,8 27,8
Na,EDTA 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
2—-Nikotinsav 0,5 0,5 0,5 - 0,5
Piridoxin—HCl 0,5 0,5 0,5 - 0,5
Thiamin—HCI 2 5 2,5 1 1
Mezo—inozit - 50 300 - 100
L—Glicin - - 1 - 2
D-Biotin - - 0,25 - -
Ca—pantotenat - - 0,25 - -
Aszkorbinsav - - 0,5 - -
L—Glutamin 1000 1000 1000 1000 -
Burg. kivonat - - - 10 % -
2,4-D 0,5 0,5 0,5 0,5 -
Kinetin 0,5 0,5 0,5 0,5 -
Maltoz 90 000 | 90000 | 90000 | 90 000
pH 5,8 5,8 5,8 5,8 5,8
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3. 7. 1. A buza és tritikalé novénykék regeneralasa

A legalabb 2 mm nagysagot elérd buza ¢€s tritikalé mikrospora tenyészet
eredetli szovetstruktirakat Gerlite-tel (2,8 g/l) szilarditott 190-2Cu regenerald
taptalajra helyeztiik (2. tablazat), amely 0,5 mg/l CuSO4x5H,0 kiegészitéssel
késziilt (Zhuang és Jia 1983, Pauk és mtsai 1991, Purnhauser és Gyulai 1993).
Néhany nappal a regenerdcid kezdete utan a regenerdld embrioidokon
megjelentek az els6 levélkezdemények.

A z0ld novénykéket néhany leveles korban {ivegcsdbe tettiik, melyek
szintén regenerald taptalajt tartalmaztak. Két-harom héttel késébb a jol
gyokeresedett novényeket kitiltettiik iiveghdzba, és polietilén tasakkal takartuk
le az akklimatizécio alatt (kb. harom nap).

3.7. 2. A fuszerpaprika novények regeneralasa

Amikor a paprika mikrospdra eredetli embrioidok elérték a 3-4 mm-es
nagysdgot, 8-10 embrioidot helyeztink 55 mm atmérdji R1 téptalajt (2.
tablazat) tartalmazé Petri csészékbe (Dumas de Vaulx és mtsai 1981). A
novénykék harom héten beliil regeneralodtak. A novénykéket hormonmentes
MS téaptalajt tartalmazé csovekbe helyeztiik. A jol gyokeresedett novénykék
ploidszintjét 3-4 leveles korukban meghataroztuk.

A diploid novényeket kozvetleniil, a haploidokat kolchicin kezelés utan
tltettiik ki az liveghazba. Az akklimatizacios periddus alatt (7 nap) polietilén
tasakkal takartuk le a novényeket. A regeneransokat egyéni izolator alatt
neveltiik és ontermékenyitettiik.

3. 8. A ploidia fok meghatarozasa

A paprika regeneransok ploidia fokat dramldsi citometrids vizsgalattal
ellendriztiik. A vizsgalathoz PARTEC 1 é4ramlési citométert (Partec GmbH,
Miinster, Germany) hasznaltunk nagynyomasu higanylampaval (Osram HBO
100W/2). A sejtmagot Dolezel és mtsai (1989) modszere szerint izolaltuk. A
koriilbeliil 0,5 cm?® méretii levélszegmenseket 1 ml LBO1 pufferbe helyeztiik és
¢les borotvapengével felapritottuk. A kapott szuszpenzidt egy 30 um atmérdji
Trics/TM membranon (Partec GmbH, Miinster, Germany) atszirtik. A
sejtmagokat tartalmazd mintakat DAPI oldattal jeloltik. Minden minta DNS
tartalmat hdrom ismétlésben mértiik meg. A kontroll mintdkat a donor diploid
paprika névények leveleibdl készitettiik (Gémes és mtsai 2006).
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2. tablazat Alkalmazott regeneralo taptalajok

Taptalaj 190-2Cu R1

Osszetevok mg/1 mg/l
KNO; 1 000 2150
(NH4),SO4 200 34
Ca(N03)2X4H20 100 50
KH,PO4 300 142
MgSO4x7H,0 200 412
NH4NO; - 1238
CaCl,x2H,0 - 313
NaH,PO4xH,0O - 38
KCI 40 7
FeSO,x7H,0 27,85 27,85
Na,EDTA 37,25 37,25
MnSO4x4H,0 8 20
ZnSO4xTH,0O 3 3
H;BO; 3 1,5
KI 0,5 0,33
Na,Mo0O4*x2H,0 - 0,1
L—Glicin 2 0,1
Thiamin—HCI 1 0,55
Piridoxin—HCI 0,5 5
2—-Nikotinsav 0,5 0,75
Mezo—inozit 100 50
Ca—pantotenat - 0,5
D-Biotin - 0,005
NAA 0,5 -
Kinetin 0,5 0,5
CuS0O4x5H,0 0,5 0,01
CoCl,x6H,0 - 0,01
Szacharoz 30 000 30 000
pH 5,8 6,1
Oxoid agar 5.0 - 6 800
Gelrite 2 800 -
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3. 9. A kromoszoma duplikacio paprikaban

Az éaramlési citometrias modszer alapjan haploidnak mért novénykéket
hormonmentes MS taptalajra helyeztiik hat napra, mely 400 mg/l kolchicint
tartalmazott. A kezelést kovetden a novénykék gyokerét 30 percig folyo
csapvizben mostuk, majd a ndvényeket iiveghazba iiltettiik ki. A kolchicin
kezelés hatasdt a paprika névények bogyodterméseinek fertilitasa alapjan
ellendriztiik.

3. 10. Citologiai és szovettani vizsgalatok

Az izolalt mikrosporak életképességét €s a legelsd sejtosztodasokat
fluoreszcein-diacetat (FDA) festéssel ellendriztiik (Heslop-Harrison és Heslop-
Harrison 1970). A vizsgalatok az MTA Szegedi Bioldgiai Kozpont
Novénybioldgiai Intézetében Dr. Fehér Attila és Dr. Otvos Krisztina
segitségével torténtek.

A mikrospoéra tenyészet eredetli embrioidokat szovettani elemzéseknek
vetettik ald. A vizsgéalatokat az Eotvos Lorand Tudomanyegyetem
Novényszervezettani Tanszékén Dr. Kristof Zoltan és Dr. Vagi Pal végezték el.

3. 11. A tritikalé DH torzsek variabilitasanak vizsgalata

Ot tavaszi tritikalé genotipus nyolc-nyolc DH torzsét szantofoldi
koriilmények kozott szaporitottuk. Hat tulajdonsagot tanulmanyoztunk a DHj
generacioban  1évd DH  torzseken  (nOvénymagassag, kaldszhossz,
ezerszemtdmeg, szemkeménység, fehérjetartalom, és hamutartalom). A
ndvénymagassag ¢és kaldszhossz méréseket tiz ismétlésben, a tobbi tulajdonsag
mérését legalabb harom ismétlésben végeztiik el.

A DH torzsek harom mindségi tulajdonsaganak (szemkeménység,
fehérjetartalom, hamutartalom) mérését a Gabonakutatdé Non-profit Kézhasznu
Kft. Lisztlaboratériuméanak kozremiikddésével végeztiik el. A szemkeménység
mérése Morris és mtsai (1999), mig a fehérje tartalom meghatirozéasa Takacs és
Pokorny (2004) modszere szerint tortént. A hamutartalmat az ICC 104/1
szabvany szerint mértiik.
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3. 12. Statisztikai analizis

A Kkisérleteket legalabb harom ismétlésben végeztiikk el. A statisztikai
elemzések a Microsoft® Excel 2002 szoftver segitségével késziiltek el.

Egytényezds variancia analizist alkalmaztunk az alaptdpoldatok
hatasanak ellenérzésekor buza izolalt mikrospora tenyészetben, valamint a
genotipus hatds tesztelésekor buza, tritikdlé és paprika mikrospora
tenyészetben. Az exogén hormonok tesztelésekor egytényezds variancia
analizist és kétmintas t-probat alkalmaztunk. Kétmintas t-probaval teszteltiik a
fejlettségi allapot hatasat paprika mikrospéra tenyészetben.

A tritikélé DH torzsek tulajdonsagainak (ndvénymagassag, kaldszhossz,
ezerszemtOmeg, szemkeménység, fehérjetartalom és  hamutartalom)
Osszehasonlitasara az egytényezds variancia analizis egy valtozatat
alkalmaztuk, ahol az egyes DH torzseket kezelésnek, a 8 DH torzsbdl és a
kontrollb6l 4ll6 populédcidkat kezeléscsoportnak tekintettiik. Az *AT314° és
"EMBR17/S2001” esetében a csoportatlagot hasznaltuk a kontroll helyett.
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4. EREDMENYEK

4. 1. Buza izolalt mikrospora tenyésztés

Buza mikrospdra tenyésztési kisérleteinkben a *CY-45" genotipussal
ellendriztiik az izolalt biiza mikrospdra tenyésztés kritikus 1épéseit, majd két-két
mikrospora- illetve portoktenyésztéshez alkalmazott alaptapoldat hatésat
hasonlitottuk 6ssze. Tobb hazai genotipus vélaszadd képességét vizsgaltuk
izolalt mikrospora tenyészetben.

4. 1. 1. Buza izolalt mikrosporainak tenyésztése

A blza mikrospora tenyésztés legkritikusabb 1épéseit a *CY-45" tavaszi
bluiza genotipus tenyésztésével kovettik nyomon. A mikrosporak idedlis
fejlettségi allapota az elsd fontos 1épés az androgenezis indukciojaban. A
begyljtott donor hajtasok kozépsd és kései egysejtmagvas vakudlumos allapoti
mikrosporakat tartalmaztak a kalaszok k6zépso részén.

Hideg kezelés utan 0,3 M mannit oldatban harom napig 32 °C-on
eldtenyésztettilk a mikrosporakat. Az ozmotikus elkezelés és éEheztetés
megemelte az ¢életképes izolalt mikrospordk mennyiségét. A  stressz
elokezelések gatoltak a gametofita fejlddésmenetet és kivaltottak a sporofita
fejlédési utat a mikrospordkban. A sikeres izoldlast kdvetéen a mikrosporak
kései egysejtmagvas ¢és korai kétsejtmagvas allapotban voltak a mikrospdra
teny¢€sztés elsd napjan (1.a és 1.b abra).

Az els6 sejtosztddasokat a tenyésztés harmadik, negyedik napjan
figyeltik meg. A mikrosporadk faldn beliili lednysejtek fejléddése mikroszkop
alatt nyomon kovethetd volt a tenyésztés elsdé hetétél (1.c abra). Néhany
struktara elpusztult, amikor kiszabadultak a mikrospora falabol (1.d abra), de
jelentés mennyiségli soksejtes struktura alakult ki a tenyésztés harmadik hetére
(l.e abra). Izolalt mikrospéra tenyészetben az ovarium dajkatenyésztés
kulcsfontossagu volt, amely megvédte a fejlddo struktirakat a pusztulastol (1.f
abra). Egy honap egyiitt tenyésztést kovetden mikrospora eredetli embrioidok
fejlodtek a folyékony tapoldatban. Az 1.g dbra szemléltet egy biiza mikrospora
eredetli embriot.

Az indukalt embrioidokat szilard regenerald taptalajra helyeztiik, ahol
z0ld és albind novénykék regeneralddtak két héten beliil (1.h &bra). A zold
novénykéket egyedileg elkiilonitve iivegesovekben gyokereztettiik (1.1 dbra). A
meggyokeresedett novénykéket liveghdzba kitiltettiik és az akklimatizaci6 utan
érésig neveltilk (1.j 4bra). A betakaritott kaldszok kozott steril és fertilis
kalaszokat kiilonboztettiink meg (1.k dbra).
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1. abra A buza mikrospora tenyésztés Iépései: (a) Az €16 mikrosporak fehér
csikban (sarga nyilak) gytltek 6ssze a két oldat hataran (0,3 M mannit oldat,
21% maltéz). (b) Idedlis allapoti buza mikrospordk izolalas utan (kései
egysejtmagvas, korai kétsejtmagvas). (c) Tobb leanysejtes mikrosporak voltak
megfigyelheték a tenyésztés hetedik napjan. (d) A mikrospéra falabol
kiszabadul6 struktarak egy része abortalt a tenyésztés masodik hetében. () A
14 napos strukturdk tobbsége intenziven novekedett. (f) Proembrioidok lathatok
21 napos buza mikrosporak ovarium (*) dajkatenyészetében. (g) Mikrospora
eredetii buza embrid. (h) A mikrospora eredetli embriokbol zold és albino
novénykék hajtottak ki a regenerdld taptalajon. (i) Mikrospdra eredetli zold
novénykék egyedileg elkiilonitve livegesovekben gyokeresedtek. (j) A zold
ndvények alkalmazkodtak az tiveghazi koriilményekhez. (k) Fertilis (F) és steril
(St) kalaszokat figyeltiink meg az akklimatizalodott buiza novények kozatt.
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4. 1. 2. Az alaptapoldat hatisa a bliza mikrosporak tenyésztésére

Négy kiilonb6zd alaptapoldatot (A2, CHB3, Wl14mi és P4-m)
hasonlitottunk 6ssze a ’CY-45" genotipus mikrospéra tenyészeteiben. Az
embrioidok, az albind és a zold ndvények szama alapjan szignifikans
kiilonbségeket mutattunk ki a tipoldatok hatdsa kozott (3. tablazat). Az
embrioidok szdma szignifikdnsan magasabb volt a W14, A2 ¢és CHB3
tapoldatokban, mint a P-4m tapoldatban.

A legtobb albind ndvénykét a W14mi, A2 és CHB3 tapoldatokban
fejlodott embriokbol regeneraltuk. A W14mi, A2 és P4-m tapoldatban fejlodott
embriokbodl szignifikdnsan tobb zdld ndvény regenerdlodott, mint a CHB3
tapoldat eredetli embriokbol.

Osszesitve: a tenyészetekben fejlédott embrioidok széma és a regeneralt
z0ld novények szama alapjan a legjobb eredményeket a Wl4mi és A2
tapoldatokkal értiik el. A két tdpoldat kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. A
tovabbi kisérletek soran a WI14mi tapoldatot alkalmaztuk, amellyel a
legmagasabb embrioszamot és z6ld novény szamot értiik el tenyészetenként (3.
tablazat).

3. tablazat Négy kiilonb6zd tdpoldat hatdsa az eldallitott embriok ¢&s
embrioidok szamdra és a novényregeneraldsra *CY-45" genotipus izolalt
mikrospodra tenyészetében. Az abc azonos betlii szignifikdnsan nem kiilonb6z6
értékeket jeldlnek az oszlopokon beliil 95%-0s megbizhatésag mellett.

Embriok és Albin6 novénykék Zold ndvénykék
Téapoldat embrioidok szdma/  szdma/Petri csésze szama/Petri
Petri csésze csésze
W14mi 413,50 a 99,25 a 17,75 a
A2 361,25 a 85,25 a 14,00 a
CHB3 300,00 a 97,50 a 9,00 b
P4-m 66,25 b 43,00 b 11,75 a

A meggyokeresedett novénykéket iiveghdzba iiltettiik ki, ahol jol
akklimatizalédtak. Kolchicin kezelést nem alkalmaztunk, a spontidn
rediploidizacié mértékét magfogassal ellendriztiik. A kiiiltetett 120 ndévény
78,3%-ar6l (94 DH torzs) tudtunk érett szemeket betakaritani.
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4. 1. 3. Izolalt buza mikrosporak tenyésztése hazai buzafajtak
felhasznalasaval

A fent ismertetett mikrospora tenyésztési rendszer hatékonysagat
ellendriztiik kilenc hazai 6szi bluza fajtaval és egy tavaszi buza genotipussal:
’GK Mini Mané’, GK Garaboly’, ’GK Hargita’, ’GK Csongrad’, GK
Délibab’, *GK Elet’, *GK Kata’, ’GK Ban’, ’Mv Palotas’ 6szi buza és a *CY-
45’ tavaszi bliza genotipus.

Minden genotipus esetében sikeresen indukaltuk az androgenezist izolalt
blza mikrospérak ovarium dajkatenyészetében. A mikrospordk intenziven
fejlodtek és fajtanként eltéré mennyiségli embrioid (31,75 - 413,5
embrioid/Petri csésze) fejlodott a tenyészetekben. A legjobb eredményeket a
"CY-45" (413,5 embrioid/Petri csésze), 'GK Elet’ (289,25 embrioid/Petri
csésze), "GK Csongrad’ (224 embrioid/Petri csésze) és a ’GK Mini Mand’
(176,75 embrioid/Petri csésze) genotipusokkal értiik el, de a tobbi fajta esetében
is szamos embrioid fejlodott (4. tablazat).

Az embrioidokat regenerdld taptalajra helyeztik és ellendriztiik a
regeneracids hatékonysagot. Minden genotipusbol regeneraltunk novénykéket.
A legtobb novényke a *GK Elet’ (117,75 novényke/Petri csésze) és a *CY-45’
genotipus (117 nodvényke/Petri csésze) mikrospora eredetli struktiraibol
regeneraldodott. A novényregeneracidés hatékonysag még jelentds volt a "GK
Mini Mand’ (46,75 nodvényke/Petri csésze), ’GK Délibab> (30,25
novényke/Petri csésze) és ’GK Csongrad’ (27 novényke/Petri csésze) esetében.

A regeneralt novénykék tobbsége albind volt (fajtatol fiiggden 60,33% —
100%). Hét genotipusbol regeneraltunk zold novénykéket (0,25 — 17,75
z6ldnovényke/Petri csésze), mig harom fajta ("GK Kata’, "GK Ban’, "Mv
Palotas’) csak albind novénykéket adott (4. tablazat). A *CY-45" genotipus
(17,75 z6ld névényke/Petri csésze) és a ’GK Délibab’ (12 z6ld ndvényke/Petri
csésze) buzafajta esetében volt a legnagyobb a regeneralt zold ndvénykék
szama tenyészetenként.

A portoktenyészet eredeti 'GK Délibab’ ¢és ’GK Ban’ fajta
tenyészeteiben az embrioidok szdma szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a
"CY-45" genotipus vagy tobb klasszikus nemesitésii fajta "GK Elet’, *GK
Csongrad’ és ’GK Mini Mand’) mikrospora tenyészetében (4. tablazat). A "GK
D¢élibab’ fajta esetében volt a legmagasabb a zdld novények aranya, mig a *"GK
Ban’ genotipusbdl csak albind ndévénykéket tudtunk regenerdlni. Tehdt a
portoktenyészetbdl szarmazd genotipusok valaszadd képessége kozott is
szignifikans kiilonbségek voltak, és valaszadd képességiik nem emelkedett ki a
hagyomanyos modszerrel nemesitett fajtak koziil.
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4. tablazat Néhany hazai btiza genotipus valaszadd képessége izolalt mikrospdra tenyészetben. A kiilonb6zd betiik
szignifikansan kiilonbozd értékeket jeldlnek az egyes oszlopokon beliil 95%-0s megbizhatosag mellett.

Embrioidok Novénykék Albin6 Zo6ld Novény- Albin6 Zo6ld

Genotipus szama/ szama/ novénykék  ndvénykék  regenerdldas ndvénykék ndvénykék
Petri csésze  Petri csésze szama/ szama/ (%) aranya aranya
Petri csésze  Petri csésze (%) (%)
'CY-45 413,50 a 117,00 a 99,25 a 17,75 a 28,29 84,80 15,20
’GK Mini Mandé’ 176,75 ¢ 46,75 b 46,50 b 0,25 ¢ 26,45 99,50 0,50
’GK Garaboly’ 100,25 d 20,25 ¢ 15,75 ¢ 4,50 ¢ 20,20 77,78 22,22
’GK Hargita’ 88,75 d 21,50 ¢ 20,75 ¢ 0,75 ¢ 24,23 96,50 3,50
’GK Csongrad’ 224,00 bc 27,00 be 24,25 be 2,75 ¢ 12,05 89,80 10,20
’GK Délibab’ 98,75 d 30,25 be 18,25 ¢ 12,00 b 30,63 60,33 39,67
"GK Elet’ 289,25 b 117,75 a 117,00 a 0,75 ¢ 40,71 99,36 0,64
’GK Kata’ 65,00 d 3,00 ¢ 3,00 ¢ 0,00 ¢ 4,60 100,00 0,00
’GK Ban’ 31,75 d 8,00 ¢ 8,00 ¢ 0,00 ¢ 25,20 100,00 0,00
’Mv Palotas’ 72,75 d 4,50 c 4,50 c 0,00 ¢ 6,20 100,00 0,00

SzDsy,= 69,98 23,10 23,10 5,15

Novényregeneralas = (ndvénykék szama/embrioidok szdma) x 100
Albind ndvénykék aranya = (albind ndvénykék szama/ndvénykék szama) x 100
761ld novénykék aranya = (z6ld novénykék szdma/ndovénykék szdma) x 100



4. 2. A tritikalé izolalt mikrosporak tenyésztése

A tritikalé i1zolalt mikrospdra tenyésztés fejlesztése soran teszteltiik a
dajkatenyésztés hatasanak jelentOségét. Hat tavaszi tritikalé genotipus valaszado
képességét hasonlitottuk dssze izolalt mikrospdra tenyészetben.

A hat genotipus koziil 6tbél DH torzseket allitottunk el6. A DHj;
generdcioban 1évd torzsek hat tulajdonsaga (ndvénymagassag, kaladszhossz,
ezerszemtomeg, szemkeménység, fehérjetartalom ¢és hamutartalom) alapjan
ellendriztiik az egyes DH torzsek és kontrolljaik kozotti kiilonbségeket.

4. 2. 1. Az ovarium dajkatenyésztés hatasa tritikalé izolalt mikrospora
tenyészetben

Az ovarium dajkatenyésztés hatdsat tanulmanyoztuk harom tavaszi
tritikalé fajta ("Kargo’, ’GK Gabo’, ’Rex’), és harom populacio (CAT314’,
’AT322’, ’EMBR17/52001°) izolalt mikrospora tenyészetében. A mikrosporak
izolalas utdn kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas allapotban voltak.
Harom nappal késébb a vakudlumok mar nem voltak lathatéak. Az elsd
sejtosztodasokat a tenyésztés negyedik - 6tddik napjan figyeltiik meg minden
genotipus esetében.

Ovarium hidnyaban a leanysejtek fejlddése megallt a tenyésztés masodik
hetében, soksejtes struktirakat nem figyeltiink meg a tenyészetekben (2.a abra).
A struktrdk fejlédése fenntarthatdé volt ovéarium dajkatenyésztés
alkalmazaséaval (2.b dbra). A mikrospoéra eredetli struktirak gyorsan fejlodtek és
egy honappal kés6bb embrioidokat kaptunk a tenyeszetekben

2. abra (a) A tritikdlé mikrospora eredetli strukturdk fejlddése megallt a
tenyésztés masodik hetében, amikor nem alkalmaztunk ovarium
dajkatenyésztést. (b) Ovarium dajkatenyészetben a struktirdk fejléddése
folytatodott a masodik héten.



A mikrospoéra eredetii embrioidok szama genotipusonként eltérd volt. A
tenyészetenkénti legnagyobb embrioid szamot az *AT314’ (347 embrioid/Petri
csésze) ¢és 'AT322° (344 embrioid/Petri csésze) genotipusok mikrospora
tenyészeteivel értlik el. A tenyésztés masodik honapjat kovetden a strukturakat
regenerald taptalajon szamolas nélkiil kiszélesztettilk. A Rex’ fajta esetében
figyeltiikk meg a legalacsonyabb embrioid szamot (33 embrioid/Petri csésze). A
hat genotipus atlagdban az embrioidok szama 224,7 volt Petri csészénként (5.
tablazat). Az embrioidok kozott néhany jol fejlett mikrospora eredetli embrid
struktardja a szomatikus embriok struktirajara emlékeztetett (3.a abra).

Minden genotipus esetében az embriokbol zold és albind ndvénykék
jottek létre a regeneracidos periodus els6 két hetében (3.a-3.h abra). A
legnagyobb zold novényregeneralasi ardnyt az ’AT314’ genotipus mikrospora
tenyészetével értik el (14 zold novényke/Petri csésze), mig a ’Rex’ fajta
embrioidjaibdl csak 0,7 z6ld ndvényke regeneralddott Petri csészénként.

A regeneralasi id6szakot (4 hét) kovetden a jol gyokeresedett
ndvénykéket tiveghazba kiiiltettiik, ahol akklimatizalodtak. A spontan diploidok
aranya genotipustol fliggden 41,46% ¢és 82,14% kozott valtozott, kivéve a "Rex’
fajtat, ahol a ketté akklimatizadlodott ndvény steril kaldszokat hozott (5.
szamu, 9-34 DH torzset neveltiink fel. Osszesen 103 izolalt mikrospora
tenyészet eredetli DH torzset allitottunk el6. A DH torzsek koziil a legtobb
szemtermést hozd 8-8 torzset valasztottuk ki genotipusonként, hogy elegendd
mennyiségli szem legyen a DH torzsek tulajdonsagainak ellendrzéséhez
szant6foldi koriilmények kozott.
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5. tablazat Hat tavaszi tritikalé genotipus valaszadd képessége izolalt mikrospora tenyészetben. A kiilonbozé betiik
szignifikansan kiilonb6z6 genotipusokat jeldlnek minden oszlopban (embrioidok: SzDsy,=46,93; albind ndvénykék:
SZD5%:8,53; zold névénykék: SZD5%:5,55).

Embrioidok Albino Zold Kitiltetett Spontan Spontan
Genotipus szdma / novénykék novénykék novények diploidok  rediploidizécio
Petri csésze szédma / széma / szama szdma (%)
Petri csésze Petri csésze (Osszesen) (Gsszesen)

"Kargo’ 143,20 d 22,20 a 6,5 b 39 20 51,30
’GK Gabo’ 289,00 b 0,00 b 9,3 ab 28 23 82,14
PAT314° 347,00% a 0,70 b 14,0 a 42 34 80,95
"AT322’ 344,00% a 3,00 b 6,0 bc 18 9 50,00
"EMBR17/52001° 192,00 c¢ 23,75 a 10,25 ab 41 17 41,46
"Rex’ 33,00 e 0,30 b 0,7 ¢ 2 0 -
Atlag 224,70 8,33 7,79 - - -
Osszesen - - - 170 103 60,59

*Nyolc hét utan a fejlodott struktarakat szamolas nélkiil regeneralo taptalajra szélesztettiik ki.



3. abra A mikrospora eredetii embriok ndvényregeneraldsa. A regenerald
taptalajra helyezett embrio egy hét alatt albind novénykét regeneralt (a, 1. nap,
b, 3. nap, ¢, 5. nap és d, 6. nap). Egy z6ld névényke regeneralasa mikrospora
eredetli embriobol (zold: e, 3. nap, f, 4. nap, g, 6. nap és h, 9. nap). A
mikrospodra eredetli embrion (a abra) felismerheto a sziklevél (sz), riigyecske (r)
¢s gyokdcske (gy). Méretvonal = 1 mm (a, b, e és f); 3 mm (c és d); 1 cm (g és
h).

4. 2. 2. A tritikalé DH torzsek variabilitasanak vizsgalata

Két tavaszi tritikdlé fajta ("GK Gabo’, ’Kargo’) és harom populéacio
(CAT314°, ’AT322’, ’TEMBR17/S2001°) nyolc-nyolc DH eredetli térzsének és
kontrolljaiknak (szuperelit) hat tulajdonsagat (ndvénymagassag, kalaszhossz,
ezerszemtOmeg, szemkeménység, fehérjetartalom és  hamutartalom)
hasonlitottuk 6ssze. A DH torzsekbdl képzett csoportatlagok alapjan
hasonlitottuk 0ssze az egyes genotipusokat. Szignifikdns kiilonbségeket
talaltunk a genotipusok kozott mind a hat tulajdonsag alapjan, és a legtobb
esetben a DH torzsek kozott is az egyes genotipusokon beliil, az alabbi pontok
szerint.
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4.2.2.1. A DH torzsek novénymagassaganak osszehasonlitasa

A kiilonb6z0 genetikai hatterti tritikdlé genotipusok adatai alapjan a
’Gabo’ ¢és az AT314’ genotipus volt szignifikdnsan a legmagasabb, mig a
’Kargo’ a legalacsonyabb. Az egyes genotipusokon beliil is szignifikdnsan
eltérd magassagiiak voltak a DH torzsek, és a kontrollhoz képest is jelentds
eltérést mutatott néhany torzs. A legnagyobb kiilonbségeket a ’Kargo’
genotipus esetében mértiik (6. tablazat), mig az *AT322’ genotipus DH torzsei
kozott csak két szignifikansan kiillonbozo csoportot tudtunk elkiiloniteni.

6. tablazat Ot tavaszi tritikalé genotipusbol eldallitott DH tdrzsek
novénymagassaganak (cm) Osszehasonlitaisa. A nyolc-nyolc DH torzs
magassaganak atlagabol képzett csoportatlag jellemzi a genotipusok
magassagat. A csoportatlagok kozotti  szignifikdns  kiilonbség  95%-os
megbizhatosag mellett 1,7 (SzDsy,= 1,7), mig a DH torzsek kozott 5,11 volt
(SzDsy= 5,11). Az abc kiilonb6z0 nagy betiii jelzik a szignifikdnsan eltérd
csoportatlagokat, az abc kiilonbozd kis betiii pedig minden egyes csoporton
beliil a szignifikdnsan kiilonb6zé DH torzseket.

Gen. ’Gabo’  ’Kargo’ ’AT314* °AT322° °’EMBRI17/S2001°

DH1 76,6 bc 66,6 ¢ 68,6 ¢ 73,6 b 80,3 b
DH2 782bc 55,7 d 86,9 a 76,0 b 66,7 d
DH3 80,1 b 61,5¢cd 80,6 b 81,0 ab 73,1 ¢
DH4 82,3 b 58,8 d 83,2 a 80,3 ab 84,8 ab
DH5 90,0 a 61,6cd 80,7 b 79,8 ab 66,7 d
DH6 849ab 84,6 a 81,9 a 82,2 a 75,2 be
DH7 825 b 762 Db 86,9 a 78,4 ab 729 ¢
DHS8 87,2ab 83,9 a 85,7 a 78,4 ab 89,4 a
Kontroll 73,5 ¢ 76,3 b 81,8 a 74,4 b 76,1 bc
Cs.atl. 82,7A 68,6D 81,8 A 78,7 B 76,1 C
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4. 2. 2. 2. A tritikalé DH torzsek kalaszhosszanak statisztikai elemzése

Az ot genotipus kaldszhosszsaga kozott kett-kettd szignifikansan
eltéré értéket mutatott. A DH torzsek csoportatlaga alapjan a ’Gabo’ és
’AT314° kalaszainak hosszisadga 95%-os megbizhatésag mellett feliilmulta a
’Kargo® ¢és az °'AT322° genotipus kalaszainak hosszusagat. Az
’EMBR17/S2001° genotipus kalaszhossza statisztikailag nem kiilonbozott a
tobbi négy genotipustdl (7. tablazat).

Az egyes genotipusokon beliil szignifikansan eltérd kalaszhosszusaguak
voltak a DH torzsek, a kontrolljukhoz viszonyitva is eltérést mutattak. A
’Gabo’, a ’Kargo’ és az ’AT322° genotipus DH torzsei kozott mértiik a
legnagyobb genetikai variabilitast. Itt harom szignifikdnsan eltérdé csoport volt
elkiilonithetd, mig a tobbi genotipus esetében csak kettd (7. tablazat). Az
’EMBR17/S2001°  genotipusok esetében egy szignifikdnsan nagyobb
kalaszhosszusagu torzset azonositottunk. Az *AT314’ genotipus egy DH torzse
Ot masiknal és a kontrollnal volt szignifikdnsan rovidebb.

7. tablazat Ot tavaszi tritikdlé genotipusbol eldllitott DH  torzsek
kalaszhosszsaganak (cm) 6sszehasonlitdsa. A nyolc DH torzs kalaszhosszanak
atlagabol képzett csoportatlag jellemzi a genotipus kaldszhosszusagat. A
csoportatlagok kozotti szignifikdns kiilonbség 95%-0s megbizhatdsag mellett
0,35 (SzDs%=0,35), mig a DH torzsek kozott 1,06 volt (SzDsy,= 1,06). Az abc
kiilonboz6é nagy betlii jelzik a szignifikdnsan eltérd csoportatlagokat, az abc
kiilonbozé kis betiii pedig minden egyes csoporton belill a szignifikansan
kiilonb6z6 DH torzseket.

Gen. ’Gabo’ ’Kargo’ ’AT314> ’AT322° °’EMBRI17/S2001°
DH1 10,3 b 10,5b 10,4 a 9,5 b 10,1 ab
DH2 10,4 ab 9,4 c¢c 10,4 a 10,3 ab 10,6 a
DH3 9,3 be 9,3¢ 10,5 a 10,2 ab 10,3 ab
DH4 10,2 be 10,6 ab 10,3 a 9,6 b 9,0 b
DHS5 92 ¢ 9,2 ¢ 10,0 ab 10,2 ab 9,8 ab
DH6 9,7 be 8,6 ¢ 9,7 ab 8.4 ¢ 94 b
DH7 9,1 c 9,9 be 10,1 a 8,3 ¢ 89 b
DHS8 114 a 9,2¢ 9,0 b 9,7 b 9,5 b
Kontroll 9,6 bc 11,7 a 10,1 a 10,8 a 9,7 ab
Cs.atl. 10,0 A 9,6 B 10,0 A 9,5B 9,7 AB
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4. 2. 2. 3. Az ezerszemtomeg 0sszehasonlitasa tritikalé DH torzsek kozott

A DH torzsekbdl képzett ot tritikalé genotipus ezerszemtomege harom
statisztikailag elkiilonithetd csoportba volt sorolhatd. Az *AT322° genotipus
ezerszemtOmege volt a legmagasabb, mig a ’Gabo’ genotipusé¢ a
legalacsonyabb (8. tdblazat).

Az egyes genotipusokon beliil a DH torzsek ezerszemtomege szignifikans
kiilonbséget mutatott egymashoz ¢és a kontrollhoz képest. A vizsgalt
genotipusok esetében kisebb mértékii volt a genetikai variabilitds. Az egyes
genotipusokon beliil csak két statisztikailag elkiiloniild szintet (a €s b) talaltunk
(8. tablazat). A *Gabo’ genotipus egyik DH torzsének (DHS) ezerszemtdomege
szignifikdnsan magasabb volt a kontrollnal. A °Kargo’ DHI torzs hat masik
’Kargo® DH torzs ezerszemtomegét multa feliil szignifikansan, és az *AT314°
genotipus esetében is csak egy torzs (DH7) multa feliil hdArom masik DH torzs
ezerszemtomegét. Az ’AT322° genotipus hidrom DH toérzsének volt
szignifikdnsan nagyobb az ezerszemtomege, mint a kontrollé.

8. tablazat Ot tavaszi tritikalé genotipusbol eldallitott DH  tdrzsek
ezerszemtomegének  (g)  Osszehasonlitdsa. A nyole DH  torzs
ezerszemtOmegének atlagdbol képzett csoportatlag jellemzi a genotipus
ezerszemtomegét. A csoport atlagok kozotti szignifikans kiillonbség 95%-os
megbizhatosag mellett 1,83 (SzDso,= 1,83), mig a DH torzsek kozott 5,5 volt
(SzDsy= 5,5). Az abc kiilonb6z6 nagy betiii jelzik a szignifikansan eltérd
csoportatlagokat, az abc kiilonbozd kis betiii pedig minden egyes csoporton
beliil a szignifikdnsan kiilonb6zé DH torzseket.

Gen. ’Gabo’ ’Kargo® °’AT314° °AT322° *EMBR17/S2001°

DH1 385ab 46,7a 372b 38,6 b 38,5 ab
DH2 379ab 40,8 b 376 b 434ab 39,2 ab
DH3 37,7ab 36,0 b 425ab 40,2 b 35,8 b
DH4 379ab 38,6 b 41,2ab 46,1 a 383 b
DH5 40,6 a 445ab 42,7ab 455ab 39,2 ab
DH6 398ab 39,7b 386Db 469 a 44,0 a
DH7 37,0ab 372 b 445 a 45/7ab 43,4 ab
DH8 37,1ab 39,0 b 429ab 46,0 a 43,8 ab
Kontroll 349 b 45,6ab 409ab 384 b 40,3 ab

Cs.atl. 383C 403B 409B 44,1 A 40,3 B
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4. 2. 2. 4. A tritikalé DH torzsek szemkeménységének vizsgalata

A vizsgalt genotipusok szemkeménységérél elmondhato, hogy altalaban
puhaszemiieck voltak. Az ’Embrl17/S2001° genotipus szemkeménysége
szignifikdnsan magasabb volt, mint a tobbi genotipusé (9. tablazat). A
legalacsonyabb szemkeménység értéket az *AT322’° genotipus és a *Gabo’ fajta
DH torzsei érték el.

Nem volt szignifikdnsan kimutathaté kiilonbség az AT322’ genotipus
DH torzseinek szemkeménysége kozott egymashoz €s a kontrollhoz képest sem.
A ’Kargo’ genotipus DH torzsei kozott harom szignifikdnsan kiilonbozo
csoportot mértiink (a, b és c szint). Az ’AT314° genotipus DHS8 torzse
szignifikdnsan magasabb szemkeménységet mutatott, mint a DH2 és DH5
torzsek. Az ’EMBR17/S2001° DHS8 torzsének szemkeménysége 95%-0s
megbizhatdsdg mellett magasabb volt, mint két masik DH torzs¢ (DH3 és
DH4). A ’Gabo’ DH2 ¢s DH4 torzsének szemkeménysége szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a ’Gabo’ DHS5 torzsé (9. tablazat).

9. tablazat Ot tavaszi tritikdlé genotipusbol eldallitott DH  tdrzsek
szemkeménységének Osszehasonlitdsa. A nyolc DH torzs atlagabol képzett
csoportatlag jellemzi a genotipus szemkeménységét. A genotipusok kozotti
szignifikans kiilonbség 95%-0s megbizhatdsag mellett 2,0569 (SzDs¢,=2,0569),
mig a DH vonalak kozo6tt 6,1706 volt (SzDsy,= 6,1706). Az abc kiilonb6z6 nagy
bettii jelzik a szignifikansan eltérd csoportatlagokat, az abc kiilonb6z6 kis betiii
pedig minden egyes csoporton beliil a szignifikdnsan kiilonbozé DH torzseket.

Gen. "Gabo’ "Kargo’ PAT314° ’AT322°  °EMBR17/S2001”
DH1 37,0667 ab 35,8000 ¢ 39,5667 ab 38,4667 a 47,9000 ab
DH2 31,3000 b 41,4000 bc 36,4333 b 39,0000 a 47,5000 ab
DH3 34,8000 ab 38,5667 bc 37,6333 ab 35,2667 a 43,3000 b
DH4 34,4333 b 37,5000 bc 37,3667 ab 34,7000 a 40,9667 b
DH5 40,6333 a 56,1667 a 32,9333 b 35,9667 a 49,1000 ab
DH6 37,5000 ab 37,5333 bc 42,8667 ab 38,6667 a 47,7667 ab
DH7 39,4000 ab 42,0667 b 42,6000 ab 32,8333 a 48,1000 ab
DH8 40,0667 ab 41,2905bc 43,2000 a 38,1000 a 52,7667 a
Kontroll 36,9000 ab 38,9000 bc 39,0750 ab 34,5300 a 47,1750 ab
Cs.atl.  36,9000D 41,2905B 39,0750 C 36,6250 D 47,1750 A
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4. 2. 2. 5. A fehérjetartalom statisztikai vizsgalata tritikalé DH torzseken

A DH torzsek atlagabol képzett 6t csoportatlag fehérjetartalma kozott
szignifikans kiilonbséget mutattunk ki. A legnagyobb fehérjetartalma az
’EMBR17/S2001° genotipusnak volt, amig az *AT322’ genotipus 8§ DH
torzsénél mértiik a legalacsonyabb fehérjetartalmat (10. tablazat).

A ’Gabo’ és az *AT322’ genotipus estében harom szignifikdnsan eltérd
csoportba sorolhatok a DH torzsek. Az ’EMBR17/52001° genotipus DHS torzse
szignifikansan tobb fehérjét tartalmazott, mint masik hat térzs (DH1, DH3,
DH4, DH5, DH6 és DH7). A ’Kargo’ genotipus kettd DH tdrzse tartalmazott
kevesebb fehérjét, mint a tobbi DH torzs, illetve a kontroll (10. tdblazat). Egy
"AT314’ torzs (DH3) szignifikdnsan tobb fehérjét tartalmazott, mint masik
harom torzs (DH4, DH7 és DHS).

10. tablazat Ot tavaszi tritikalé genotipusbol elééllitott DH torzsek fehérje
tartalmanak (%) Osszehasonlitdsa. A nyolc DH torzs fehérjetartalmanak
atlagabol képzett csoportatlag jellemzi a genotipus fehérjetartalmat. A
csoportatlagok kozotti szignifikdns kiilonbség 95%-0s megbizhatdsag mellett
0,2144 (SzDsy=0,2144), mig a DH torzsek kozott 0,6433 volt (SzDsy,= 0,6433).
Az abc kiilonboz6 nagy betiii jelzik a szignifikansan eltérd csoportatlagokat, az
abc kiilonboz6 kis betlii pedig minden egyes csoporton belill a szignifikansan
kiilonb6z6 DH torzseket.

Gen. ’Gabo’ "Kargo’ TAT314° ’AT322° °EMBR17/S2001°
DH1 13,6000 a  12,8000a 12,8667 ab 12,6333 be 12,8667 b
DH2 12,1667 ¢ 12,9667a 12,6333 ab 11,4000 be 13,2500 ab
DH3 12,2667 ¢ 11,8333 b 13,2000 a 12,4667 be 12,7667 b
DH4 12,8000 b 12,8667a 12,4333 b 12,1000 c 12,8000 b
DHS5 12,6000 b 12,9333 a 12,6333 ab 11,7333 ¢ 12,8000 b
DH6 12,7000 b  11,8667b 12,6000 ab 11,8000 c 12,6667 b
DH7 12,9667 ab  12,5500a 12,3000 b 13,5333 a 12,7667 b
DHS 13,0000 ab  12,5452a 12,2667 b 12,8000 b 13,6000 a
Kontroll 13,1500 a  12,4000a 12,6200 ab 12,2000 bc 12,9433 b
Cs.atl. 12,7625 AB  12,5452B 12,6167B 12,3083 C 12,9396 A
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4. 2. 2. 6. A tritikalé DH torzsek hamutartalmanak 6sszehasonlito
vizsgalata

A mintak hamutartalma alapjan szignifikéns kiilonbségeket mutattunk ki
az egyes genotipusok kozott. A legnagyobb hamutartalmat a ’Kargo’ fajta
esetében meértiik, mig az *AT322’ genotipus hamutartalma szignifikdnsan a
legalacsonyabb volt (11. tablazat).

Az *AT322° DH3 torzse szignifikdnsan tobb hamut tartalmazott, mint
négy masik térzs (DH4, DHS5, DH6 ¢és DHS). A mért hamutartalom
szignifikdnsan tobb volt az ’TEMBR17/S2001° genotipus DH6 torzsben, mint a
DHI1 és DH4 torzsekben. A ’Gabo’ DH2, DH3, DH4 és DHS5 torzseinek
hamutartalma szignifikdnsan magasabb volt, mint a DH1, DH7 és DHS8 torzseké
illetve a kontrollé. Az *AT314° genotipus esetében hdrom szignifikansan
elkiilontiloé csoportba tartoztak a DH torzsek hamutartalmuk alapjan. A *Kargo’
DH3 tdrzs hamutartalma szignifikansan alacsonyabb, mig a DH4 torzs
magasabb volt tobb DH t6rzshoz €s a kontrollhoz viszonyitva (11. tablazat).

11. tablazat Ot tavaszi tritikdlé genotipusbol eldallitott DH  torzsek
hamutartalménak (%) 0Osszehasonlitidsa. A nyolc DH torzs hamutartalmanak
atlagabol képzett csoportatlag jellemzi a genotipus hamutartalmat. A
csoportatlagok kozotti szignifikans kiilonbség 95%-0s megbizhatosag mellett
0,042 (SzDs»=0,042), mig a DH torzsek kozott 0,1259 volt (SzDsy= 0,1259).
Az abc kiilonbdzd nagy betlii jelzik a szignifikansan eltérd csoportatlagokat, az
abc kiilonbozo kis betlii pedig minden egyes csoporton beliil a szignifikansan
kiilonb6z6 DH torzseket.

Gen. ’Gabo’ ’Kargo’ TAT314° ’AT322°  °EMBR17/S2001”

DH1  2,1067 ¢ 2,4067ab 23667 a 2,1133 ab 2,0900 b
DH2  23133ab 2,2367bc  2,3400 a  2,0400 b 2,2100 ab
DH3 23933 a 2,1267 ¢ 2,0967 b 2,1733 a 2,1733 ab
DH4  2,3000ab 2,4367 a  2,1000bc  1,9833 b 2,0900 b
DH5  2,2667 b 2,4033ab 23200 b  1,9967 b 2,1367 ab
DH6  2,1800bc 2,3367ab 22767 ab 1,9667 b 2,2533 a
DH7  2,1233 ¢ 2,2000bc  1,9933 ¢ 2,0733 ab 2,1800 ab
DH8  2,1367 ¢ 23067 b 2,1333 b 1,9867 b 2,1700 ab
Kontroll 2,0950 ¢ 2,3033 b 2,2033 b 2,0500 ab 2,1629 ab

Cs.atl. 2,2275B  2,3067 A 2,2033 BC 2,0417D 2,1629 C
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4. 3. A fiszerpaprika izolalt mikrospora tenyésztése

Paprika mikrospora tenyésztési kisérleteink soran teszteltik a
mikrosporak fejlettségi allapotanak hatdsat az androgenezis hatékonysagara. A
sajat illetve idegenfaju (buza) ovarium dajkatenyésztés hatasat ellendriztiik.
Exogén hormonok, illetve az egyes genotipusok hatdsat hasonlitottuk Ossze
izolalt mikrospdra tenyészetben. A mikrospora eredetii strukturak szovettani

crer

4. 3. 1. A mikrosporak fejlettségi allapotanak hatasa izolalt mikrospora
tenyészetben

Két fliszerpaprika fajta (‘Remény’ és ‘Szegedi 80°) {iiveghazbol
begyljtott donor bimboit négy kiilonbozé csoportba osztottuk fejlettségi
allapotuk alapjan. A bimbdk mérete, a portokok mérete és szine alkalmas
megkiilonboztetd jegye a mikrosporak fejlettségi allapotanak (4. abra). A négy
alkotott csoport:

1. A donor bimbdk sziromlevél-kezdeményeit a csészelevelek teljesen
eltakartak, a sarga portokban tetradokat figyeltiink meg.

2. A begytijtott bimbok sziromlevelei mar latszodtak a csészelevelek
kozott. Kései egysejtmagvas mikrosporakat tartalmaztak azok a
portokok, amelyek optimalis 4allapotiak portoktenyésztésre.
Kevesebb mint 1/4 része volt antocianos a portokoknak.

3. A bimbok csészeleveleinek és sziromleveleinek ardnya 2 : 1. A
portokok 2/3-4/5 részben antocidnosak voltak, a mikrosporak 80%-a
kései egysejtmagvas és 20%-a korai kétsejtmagvas allapotban volt.

4. A donor bimbdk csészeleveleinek és sziromleveleinek aranya 1 : 1.
Pollenszemeket tartalmaztak a teljesen antocianos portokok.

A donor bimbdk portokjait 1 hétig 32 °C-on 0,3 M mannit oldatban
elokezeltiik. Elokezelés utan, a masodik és harmadik csoport portokjaibol
tudtunk €16 mikrosporakat izolalni, mig az els6 és negyedik csoport esetében az
elotenyésztett portokok nem tartalmaztak €16 mikrosporakat. Mindkét fajta
esetében az izolalt mikrosporak szama azonos volt a masodik ¢és harmadik
csoportban. Legalabb 45 000 mikrosporat izolaltunk egy bimbobol, ami
elegendd volt egy mikrospora tenyészet (1 Petri csésze) elkészitéséhez.
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4. abra Kapcsolat a bimbok ¢€s portokok morfologidja, valamint a mikrosporak
fejlettségi allapota kozott. A begylijtott bimbokat négy kiilonb6zd csoportba
osztottuk fejlettségi allapotuk alapjan, méretvonal = 5 mm (la, 2a, 3a, 4a). A
portokok mérete és szine jO6 megkiilonboztetd jegye a mikrospordk fejlettségi
allapotanak, méretvonal = 1 mm (1b, 2b, 3b, 4b). A mikrospordk fejlettségi
allapotat konfokalis mikroszkop alatt ellendriztiik, méretvonal = 5 um (1c, 2c,
3¢, 4¢). Az elsé csoport bimboinak sarga portokjai tetradokat tartalmaztak (1a-
lc). A mésodik csoport bimbdiban egysejtmagvas mikrospordkat tartalmazo
portokok voltak, amelyek optimalis allapotuak portoktenyésztésre (2a-2c). A
harmadik csoport bimboinak portokjai 80%-ban egysejtmagvas és 20%-ban
kétsejtmagvas mikrosporakat tartalmaztak (3a-3c). A negyedik csoport
portokjaiban érett pollenszemek voltak (4a-4c).
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Izolalas utan az eldkezelt portokokban 1évé mikrosporak fejlettségi
allapotat ellendriztik FDA festéssel (5a és 5b dbra). A masodik csoport
mikrosporainak 90%-a egysejtmagvas ¢és 10%-a kétsejtmagvas allapoti volt
(12. téblazat). A harmadik csoport eldkezelt portokjaibol 50%-ban
egysejtmagvas €s 50 %-ban kétsejtmagvas allapotii mikrosporakat izolaltunk.
Az egy hetes el6kezelés alatt a mikrosporak fejlettségi allapota valtozott.

5. abra Az FDA festés élénk zold szine mutatja a pollenfejlédés folyamatanak
két karakterisztikus fejlettségi allapotat. Eldkezelés utan (0,3 M mannit oldat,
32 °C, egy hét), egysejtmagvas (a) ¢€s kétsejtmagvas (b) mikrosporakat
izolaltunk a masodik és harmadik csoport portokjaibdl. Az abran 1évo
méretvonal = 5 um.

12. tablazat A masodik és harmadik csoport eldkezelt portokjaibol izolalt
mikrosporak fejlettségi allapota (CRemény’ ¢és ’Szegedi 80°) az izolalt
mikrospora populécidban.

Egysejtmagvas mikrosporak (%)  Kétsejtmagvas mikrosporak (%)

2. csoport 90 10
3. csoport 50 50

Az izoldlt mikrospordkat W14mi tapoldatban tenyésztettiik buza
ovariumok jelenlétében. A harmadik csoport esetében az izolalt mikrosporak
tenyészetében sejtosztodasok aranya magasabb volt (‘Remény’ 60%, ‘Szegedi
80’ 40%), mint a masodik csoportbol izolalt tenyészetekben (‘Remény’ 50%,
‘Szegedi 80’ 25%). A harmadik csoport esetében a mikrospodra tenyészetekbdl
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tobb soksejtes struktura fejlodott, €s az embrioidok szdma is magasabb volt
Petri csészénként (13. tdblazat).

13. tablazat Az izolalt mikrospordk fejlettségi allapotdnak hatdsa az
androgenezis hatékonysagara izolalt mikrospdra tenyészetben. A kiilonbozo
betlik szignifikansan kiilonbozo értékeket jelolnek (P= 0,05)

Genotipusok és Sejt- Mikrospoéra eredetli  Embrioidok
fejlettségi csoportjaik  osztodasok  strukturak szama/ széama/
(%) Petri csésze Petri csésze
’Remény’ 2. csoport 50+251b 25+1,02 b 2+1,05b
’Remény’ 3. csoport 60+321a 30,0+5,65 a 25+6,11a
Szegedi 80° 2. csoport 25+221b 0 +£0 b 0+0 b
"Szegedi 80° 3. csoport 40+391a 50+1,.82 a 42+ 1,77 a

4. 3. 2. A kiilonboz6 faja ovariumok hatasa fliszerpaprika fajtak
androgenezisére izolalt mikrospora tenyészetben

Az izolalt paprika mikrospordkat W14mi folyékony tapoldatban
tenyésztettiik. Harom alternativ utat valasztottunk a dajkatenyésztés hatdsdnak
tesztelésére: (1) ovariumok nélkil, (2) paprika ovariumokkal és (3) buza
ovariumokkal. Ketté fiiszerpaprika fajtdit (‘Remény’ ¢és ‘Szegedi 80°)
hasznaltunk a kiilonb6z6 faju ovariumok hatasanak tesztelésére négyismétléses
kisérletben. Az elsd sejtosztddasok mindhdrom kezelésben megfigyelhetdek
voltak a mikrosporak falan beliil az els6 hét végén. A tenyésztés masodik
hetében az o0sztédd mikrosporak soksejtes strukturakka fejlédtek. Paprika vagy
bliza ovariumok jelenlétében a soksejtes struktirak a mikrosporak falatol
szabadd4a valtak (6. 4bra), de a fejlddés megallt az ovarium nélkiili
tenyészetekben (7.a abra). Ez a fejlodés a harmadik hétig folytatodott paprika
ovarium dajkatenyészetben (7.b dbra), és a mikrospdorakbol proembrioidok
fejlodtek, embrioidok nem (‘Remény’ 2 proembrioid/Petri csésze, ‘Szegedi 80’
1,5 proembrioid/Petri csésze). Buza ovarium dajkatenyésztés alkalmazdsaval a
struktirak fejlodése fenntarthatd volt. A haromhetes strukturdk fejlodése
folytatodott (7.c dbra), és a tenyésztés 6todik - hatodik hetére szabad szemmel
is jol lathatoak voltak a mikrospéra eredetli embrioidok (7.d abra).
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6. abra (a) Mikrospoéra eredetii struktira mikroszkopikus képe. (b) FDA festés
mutatja a struktara €10 sejtjeit.
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7. abra Kiilonb6z0 faji ovariumok hatasa paprika mikrospérak fejlédésére. (a)
Ovérium nélkiil a mikrosporak fejlddése megallt az elsd sejtosztddasok utan.
(b) Proembriokat figyeltiink meg a paprika ovarium dajkatenyészetekben,
amelyek képtelenek voltak embriova fejlédni. (c) Mikrospdra eredetii
proembrioidok intenziven nodvekedtek (5 proembrio), és (d) embrioidok
fejlédtek bliza ovariumok jelenlétében (piros nyilak). Méretvonal = 100 pum (a-c
abra); 1 cm (d abra).
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Mind a hat fliszerpaprika fajta mikrospdra tenyészetében megfigyeltiik
az androgenezis indukcidjat. Az izolalt mikrosporakbol embrioidok fejlddtek
(‘Jariza’ 65,7 embrioid/Petri csésze, ‘Jaranda’ 33 embrioid/Petri csésze,
‘Jeromin’ 13,5 embrioid/Petri csésze, ‘Szegedi 80’ 5 embrioid/Petri csésze,
‘Remény’ 25 embrioid/Petri csésze, ‘Szegedi 178’ 3,75 embrioid/Petri csésze)
bliza ovariumok jelenlétében (14. tdblazat). A mikrospora eredetii embrioidokat
R1 regeneralo taptalajra helyeztiik. Az egyes genotipusok kozott szignifikans
kiilonbségeket mutattunk ki a mikrospéra tenyészetben kapott embrioidok
szédma alapjan.

14. tablazat Hat fliszerpaprika fajta ndvényregeneraldsa izolalt mikrospora
eredetll embrioidokbol. Az abc azonos betlii 95%-0s biztonsdg mellett
szignifikdnsan nem kiilonbozo6 értékeket jeldlnek minden oszlopon beliil.

Genotipus Embrioidok Hajtdsok  Gydkeres in vitro ~ Akklimatizalt
széma/ szama/  novénykék szama/ ndvények szdma/
Petri csésze Petri csésze Petri csésze Petri csésze

’Jariza’ 65,70 a 7,25 a 1,25a 1,00 a
’Jaranda’ 33,00 b 3,75 ab 0,50 a 0,50 a
’Jeromin’ 13,50 be 0,25 b 0,00 a 0,00 a
’Szegedi 80’ 5,00 ¢ 1,50 b 0,75a 0,25a
’Remény’ 25,00 be 1,50 b 0,75a 0,00 a
’Szegedi 178’ 3,75 ¢ 0,00 b 0,00 a 0,00 a
SzD5%= 25,82 4,57 1,37 1,3

4. 3. 3. Az exogén hormonok hatasa az embrioidok szamara izolalt
mikrospora tenyészetben

Hormonok hatasat tanulmanyoztuk fliszerpaprika izolalt mikrospora
tenyészetben. Harom kiilonboz6 kezelést hasonlitottunk 6ssze: (1) a W14mi0
tapoldat nem tartalmazott hormonokat, (2) a W14mi tapoldat 0,5 mg/l 2,4-D-vel
¢és 0,5 mg/l kinetinnel volt kiegészitve, mig a (3) W14miPAA tapoldat 5 mg/l
PAA-t tartalmazott. Héarom fiiszerpaprika fajtat hasznaltunk az exogén
hormonok hatdsanak tesztelésére.

A tenyészetekben 1€vé embrioidok szdmat a tenyésztés hatodik hetében
regisztraltuk. A harom fajta atlaga alapjan a mikrospdra eredetli embrioidok
szdma a Wl14mi tépoldatban volt a legmagasabb, majd a W14mi0 és a
W14miPAA tapoldat kovette (15. tablazat). A ‘Jaranda’ fajta eredményeinek
statisztikai elemzése alapjan az embrioidok szdma a W14mi tapoldatban volt a
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legmagasabb, a W14mi és a W14mi0 tapoldat embrioid mennyisége kdzott nem
volt szignifikdns a kiilonbség. A ’Jeromin’ fajtdnal az embrioidok mennyisége a
W14mi0 és a W14mi tapoldatban volt a legmagasabb, de a kiilonbség 95%-0s
biztonsadg mellett nem volt szignifikins a két tapoldat kozott, azonban a
W14miPAA tapoldatban fejlodott embrioidok szama  szignifikdnsan
alacsonyabb volt, mint a masik két tdpoldat esetében. A ‘Szegedi 178’ fajta
mikrospora tenyészeteit tekintve a W14miO tadpoldatban fejlodott a legtobb
embrioid, tobb mint a W14mi és a W14miPAA tapoldatokban. A kiilonbség a
tapoldatok kozott nem volt szignifikans. A harom fajtan elvégzett kisérlet utan
— az embrioidok szama alapjan — azt az eredményt kaptuk, hogy a W14mi és a
W14mi0 tapoldat a legigéretesebb a tdpoldatok koziil szemben a W14miPAA
tapoldattal (15. tablazat).

15. tablazat Az exogén hormonok hatdsa az embrioidok szamara kiilonb6zo
fiiszerpaprika fajtak izolalt mikrospora tenyészetében. Az egyes sorokban 1évé
kiilonboz6 betlik a szignifikansan kiilonboz6 értekeket mutatjadk 95%-o0s
biztonsag mellett.

Genotipus Mikrospora eredetii embrioidok szdma/ Petri csésze

W14mi0 W14mi W14miPAA SzDso,
’Szegedi 178’ 6,75 a 3,75a 2,50a 4,35
’Jeromin’ 12,40 a 11,80 a 2,00b 8,095
’Jaranda’ 14,25 a 34,50 a - ns
Fajtak atlaga 11,13 16,68 2,25

ns: nem szignifikans a kiilonbség

4. 3. 4. A mikrospora eredetii embrioidok szovettani tanulmanyozasa és a
fiiszerpaprika novények regeneralasa

A mikrospora eredetli in vitro embrioidokat R1 regenerald taptalajra
helyeztiikk. A regenerdcids periodus elsd hetének végén elkiilonitettik a
vizsgalandé embrioidokat szovettani vizsgalatra. A mikrospéra eredeti
embrioidok strukturajat Olympus BH-2 epifluoreszcens mikroszkoppal
tanulmanyoztuk. A 8. abra egy paprika mikrospora eredetli embrioid
hosszmetszetét mutatja be. A kiss¢ megnyult embrioid hosszmetszete kettd
hatarozottan elkiiloniilé podlust mutatott. A gyokér merisztémaja kevésbé
vakuolizalt apré sejteket tartalmazott. Az edénynyaldbok kialakuldsa is
megtortént a gyokérkezdeményben. Megfigyelhetd, hogy a gyokérkezdemény a
kozponti henger 4altal a hajtaskezdeményhez kapcsolédik. Az embrioid
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szemkozti polusan kettd egyenlden fejlett sziklevél kezdemény lathato. A
kdzponti prokambium nyaldb folyamatos a hipokotiltol mindkét sziklevélig. A
kozponti struktara egy vékony alapszovettel volt fedve, ami hasonlit a kortikalis
réteghez. Az embrioidokat a szOrds epidermisz teljesen beboritotta. Az
epidermisz szérei stirlin helyezkedtek el a gyokérkezdemény felszinén. A jol
fejlett embrioidok felszine z6lddé valt a hajtaskezdemény polusan, mig a masik
poluson szabad szemmel is jol lathato szO0rds gyokérkezdemények jelentek meg
a regeneracios periodus masodik hetében (9.a dbra).

8. abra Mikrospora eredetli fliszerpaprika embrioid hosszmetszete. A
megvizsgalt embrioid kettd hatdrozottan elkiiloniild polust mutat, amely sz0rds
epidermisszel (H) boritott. Az epidermisz szérei siriin helyezkednek el a
gyokérkezdemény felszinén. A gydkérkezdemény edénynyaldbjanak szovetei
(V) kapcsolodnak a hajtaskezdemény kdzponti edénynyaldb szoveteihez. A
szemkozti poluson kettd sziklevél kezdemény (nyilak) lathaté. A kozponti
struktira vékony kortikalis szdvettel boritott (G). Méretvonal = 100 pum.

A mikrospora eredeti embrioidok novényregeneralasa kritikus 1épésnek
bizonyult fliszerpaprikaban. Néhany struktura normalis in vitro hajtasokat
regeneralt harom héten beliil. A hajtasok tobbsége amorf volt rozettas
levelekkel, vagy nem hozott hajtast a regeneral6 taptalajon.

Ot fajta in vitro embrioidjaibol sikeriilt hajtast regeneralni (*Jariza’ 7,3
hajtas/Petri csésze, *Jaranda’ 3,4 hajtas/Petri csésze, *Jeromin’ 0,2 hajtas/Petri
csésze, 'Remény’ 1,5 hajtas/Petri csésze és *Szegedi 80° 1,2 hajtas/Petri csésze)
R1 regeneral6 taptalajon. A genotipus befolyésolta a hajtdsok szamat, azonban
ez a hatads nem érvényesiilt a meggyokeresedett és akklimatizalodott ndvények
szamaban (14. tablazat). A regeneralt hajtdsok meggyokeresedtek és in vitro
novénykévé fejlodtek négy fajta esetében (*Jariza’ 1,33 ndvényke/Petri csésze,
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‘Jaranda’ 0,4 novényke/Petri csésze, ‘Remény’ 0,5 ndvényke/Petri cs€sze és
‘Szegedi 80’ 0,6 ndvényke/Petri csésze). A regeneralt novénykéket MS,
tartalmu csovekben tovabb neveltiik (9.b 4bra).

Két héttel késdbb a harom-négy leveles novénykék ploidia fokat
aramlasi citometrids vizsgalattal ellendriztiik (10. abra). Az analizis
megmutatta, hogy harom ‘Remény’, harom ‘Szegedi 80’, harom ‘Jaranda’ és
harom ‘Jariza’ spontan diploid névénykét regeneraltunk, valamint két ‘Jariza’
¢s egy ‘Jaranda’ haploid novénykét. A haploid novénykék ploid szintjét
sikeresen megduplaztuk kolchicin kezeléssel. A spontan diploid novénykeéket és
a kolchicin kezelt novénykéket liveghazba kiiiltettiik. A masodik kritikus 1épés
az akklimatizacio volt (9.c dbra). Harom ‘Jaranda’, harom ‘Jariza’ és egy
‘Szegedi 80’ diploid ndvény akklimatizalodott és fejlodott fertilis ndvénnyé. A
novényeket egyedi izolator alatt neveltiik, majd viragzas utan az érett bogyokat
betakaritottuk (9.d, 9.e).

A DH vonalakat a hazai nemesités szamara atadtuk. A fiiszerpaprika
hibrid nemesitési programokban felhasznéaltdk a vonalakat a ’Délibab’
fliszerpaprika hibrid eléallitasdhoz.

9. abra (a) Izolalt mikrospéra eredetli embrid, mely in vitro ndvénykévé
fejlodott. (b) A novényke livegesében meggyokeresedett. (¢) Az in vitro
novényke adaptalddott az liveghdzi koriilményekhez, és (d) fertilis bogyot
hozott viragzas utan. (e) A fertilitast vizualisan ellendriztilk. Méretvonal = 1
mm A abran; 1 cm B abran; 5 cm C és D abran; 1 cm E abran.
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10. Abra Aramlési citometrids vizsgalata (a) egy kontroll paprika novénynek és
egy izolalt mikrospora tenyészet eredetii (b) spontan diploid és (c) egy haploid
regeneransnak. Csucsok: (a) 1-2C, 2-4C (b) 1-2C, 2-4C és (¢) 1-1C, 2-2C.
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5. MEGVITATAS (KOVETKEZTETESEK ES
JAVASLATOK)

5. 1. Az androgenezis indukcidjanak értékelése

A haploid indukcios rendszerek fejlesztése tobb évtizede foglalkoztatja
az alapkutatokat és nemesitoket. Intézményiinkben is tobb évtizedes multja van
az androgenezis kutatdsanak. Buza haploid indukcids rendszerek kozott
hazénkban a portoktenyésztés, nemeztkdzi tekintetben a portoktenyésztés és a
tavoli fajkeresztezés (buza kukorica pollennel torténd megtermékenyitése) valt
alkalmazotta a gyakorlatban (Laurie és Benett 1988, Pauk és mtsai 1995 Verma
€s mtsai 1999, Szakacs €s mtsai 2002, Inagaki 2003, Tuvesson ¢és mtsai 2003).
Tritikalé és paprika esetében a portoktenyésztés eredményeit hasznalta fel a
nemesités (Thomas ¢és mtsai 2003, Gémes és mtsai 2006, Mitykod és Gémes
2006). A gyakorlati alkalmazéason til az in vitro haploid indukcids rendszerek
lehetdséget adnak a mikrospora embriogenezis tanulmanyozasara, sejtszintii
szelekciora és haploid transzformaciora (Fadel és Wenzel 1993, Folling és
Olsen 2001, Kumlehn és mtsai 2003, Szarejko 2003, Aionesei ¢és mtsai 2006,
Bakos és mtsai 2008).

A hazai ¢és nemzetkdézi kutatdsok kiterjedtek az izolalt mikrospora
tenyésztésre is, hiszen a mikrospora embriogenezis folyamatainak sejtszintli
tanulmanyozasara kivalo lehetdséget nyujt a modszer. Az in vitro szelekcio
soran a szelekcios agens kozvetlen modon hat a mikrospdrdkra. Az izolalt
mikrosporak, a soksejtes struktirak és a mikrospora tenyészet eredetli embridok
egyarant valaszthatok a genetikai transzformacié explantatumanak. Igy
mikrospora tenyésztési rendszer fejlesztése soran harom fajjal dolgoztunk
kisérleteinkben.

5. 1. 1. Buza izolalt mikrosporak tenyésztése

A buza izolalt mikrospoéra tenyésztés jellemz6 1épéseit a ’CY-45" modell
genotipussal vizsgaltuk, amelynek jo regenerdloképességét el6szor szomatikus
tenyészetben igazoltdk intézményiink kutatéi (Felfoldi és Purnhauser 1992).
Sajat vizsgalataink alapjan is jo valaszadd képességli és jO regenerald
képességlinek bizonyult ez a genotipus portoktenyészetben és szomatikus
tenyészetekben is, emiatt nemcsak a haploid indukcids kisérleteknek jo
alapanyaga, hanem genetikai transzformaciora is alkalmas genotipus (Lantos és
mtsai 2005, 2006, Mihaly és Pauk 2007, Mihaly és mtsai 2008).

Eredményeink harmoénidban vannak a kordbbi buza mikrosporas
eredményekkel (Mejza és mtsai 1993, Indrianto és mtsai 2001). A donor
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alapanyagok stresszkezelése (hideg kezelés, €¢heztetés, hdsokk) és az optimalis
fejlettségi allapot (kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas) nagyon fontos
az androgenezis indukciojahoz és a sikeres tenyésztéshez (Sunderland €s mtsai
1984, Mejza és mtsai 1993, Hu és Kasha 1999, Tuvesson és mtsai 2000).
Kisérleteinkben a bliza mikrosporak gametofita fejlédési tutja sporofita
fejlédésmenettel folytatodott. A tenyészetekben kétpolusti embrioidokat
figyeltiink meg, amelyek direkt embriogenezissel indukalddtak. Az ovariummal
torténd kozos dajkatenyésztés sziikséges volt a nagyszamli embrioid
fejlodéséhez (Mejza €s mtsai 1993). A tenyészetekben az indukciot kovetd
otodik héten jelentés szamu embrioid (413,5 embrioid/Petri csésze) fejlodott,
azonban a zdld novény regenerdcio aranya (17,75 z6ld ndvényke/Petri csésze)
alacsony volt.

Szakirodalomi adatok alapjan valasztottuk ki a leggyakrabban
alkalmazott tapkozegeket, hogy megvizsgaljuk hatasukat izolalt mikrospdra
tenyészetben. Négy alaptapoldatot hasonlitottunk 0ssze a CY-45" genotipus
izolalt mikrospora tenyészetben. A szakirodalombol ismert CHB (Chu és mtsai
1990, Mejza és mtsai 1993, Bruins és mtsai 1996, Hansen és Andersen 1998a,
1998b, Holme és mtsai 1999, Mentewab és mtsai 1999, Patel és mtsai 2004) és
A2 (Indrianto és mtsai 1999, 2001, Shariatpanahi és mtsai 2006) mikrospora
teny¢€sztd alaptapoldat mellett két portoktenyésztd tapoldat, a W14 (Ouyang és
mtsai 1989, Jia és mtsai 1994) és a P4 (Ouyang ¢és mtsai 1983) mikrospora
tenyésztd valtozatat (W14mi és P4-m) készitettik el. Az embrioidok és
regeneralt novények szama alapjan az A2 ¢és WI4mi tapoldat volt
szignifikansan a legjobb. A késébbiekben a legjobb eredményeket add W14mi
tapoldatot alkalmaztuk a kisérletekhez.

Az androgenezist sikeresen indukaltuk a vizsgalt buzafajtdk izolalt
mikrospora tenyészetében. Szdmos embrioid fejlodott a tenyészetekben, és hét
fajta mikrospora tenyészet eredetli embrioidjaibol z6ld ndvénykéket
regeneraltunk. A genotipus szignifikdnsan befolydsolta a tenyészetenkénti
embrioidok szamat és a ndvényregeneraciot (Agache és mtsai 1988). A
portoktenyészet eredetii genotipusok ("GK Ban’ és *GK D¢libab’) valaszadd
képessége nem volt jobb, mint a klasszikus nemesitésii genotipusoké, ami a
tulajdonsag additiv o6roklodésével magyarazhatod (Lazar és mtsai 1984, Deaton
¢s mtsai 1987, Szakécs és mtsai 1988). A mikrospora eredet nem biztositotta a
legjobb valaszadd képességet a vizsgalt két portoktenyészet eredeti
genotipusnak.

A mikrospora tenyészet eredetli biiza novénykék jelentds része albino
volt (genotipustol fiiggden 60,33% — 100%), ami a gabonafélék mikrospora
tenyészetében ismert jelenség (Trop és Andersen 2009). Az albinizmus
mértékét tobb tényezd befolyasolja. A genotipus és a tenyésztési feltételek
nemcsak az embrioidok szamdra, hanem az albind ¢és zo6ld ndvények
gyakorisdgara is hatassal volt sajat kisérleteinkben és a mdasok altal publikalt
rendszerekben is (Ouyang és mtsai 2004, Labbani és mtsai 2005, Jacquard és
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mtsai 2006, Oleszczuk ¢s mtsai 2006, Broughton 2008, Redha és mtsai 2008).
A jelenség magyardzatara tobb hipotézis létezik. A kloroplasztisz DNS
Clement és Pacini 2001). Ujabb publikaciok szerint az in vitro tenyésztési
eljarads a kloroplasztiszokban csokkent mértékii transzkripcidt €s transzlaciot
okoz, ami albin6 fenotipust eredményez (Trop €s Andersen 2009).

Hasonl6 folyamatot figyeltiink meg, és hasonlo eredményeket értiink el
mind a tiz genotipus esetében, igy a mikrospora tenyésztés hasznalhato
modszerré valhatott mikrospora eredetli zold novények eldallitdsara a fajtdk
széles skaldjan. A zold novényregeneralas hatékonysagat még feltétlen emelni
kell, hogy a buza portoktenyésztéshez hasonléan nagy szadmi zold ndvényt
kapjunk. A tenyésztési feltételek fejlesztését kdvetden ez az eljards hatékony
modszerré valhat a buzanemesitok kezében a portoktenyészethez hasonloan.

5. 1. 2. Tritikalé izolalt mikrosporak tenyésztése

Sikeres tritikdlé izolalt mikrospora tenyésztésrél laboratoriumunk
szamolt be elsdként a vilagon (Pauk és mtsai 2000), azonban a tritikalé haploid
indukcids rendszerek ma még nem olyan kidolgozottak, mint buzéaban.
Portoktenyésztéssel (Wang és mtsai 1973b), tavoli fajkeresztezéssel (Wedzony
¢s mtsai 1998) és mikrospora tenyésztéssel (Pauk és mtsai 2000) is allitottak el
haploid ¢és DH tritikdlé ndvényeket, azonban csak a portoktenyésztés
modszerével sikeriilt fajtakat eldallitani (Thomas és mtsai 2003). A rendszerek
hatékonysdga mindharom teriileten fejklsztésre szorul, egyiksem valt a
nemesitési programok szerves részEéve.

Izolalt mikrospora tenyészetben a stresszkezelés fontos szerepet jatszott
az androgenezis indukcidjaban. A hideg eldkezelés egy altalanosan alkalmazott
stressz eldkezelés izolalt mikrospora tenyésztés elott (Pauk és mtsai 2000,
Oleszczuk és mtsai 2004, Eudes ¢s Amundsen 2005, Zur ¢s mtsai 2008). Zur €s
mtsai (2008) hideg eldkezelést kovetden 5 °C-on 4 napig éheztették a
mikrosporakat, majd maceralassal izolaltak. Kisérleteinkben a donor hajtdsok
hideg eldkezelését kombinaltuk haromnapos €heztetéssel és hdsokkal (0,3 M
mannit oldat, 32 °C), ami az ¢életképes mikrospordk izolalasat segitette eld a
maceralds soran. A kordbban publikalt protokollt (Pauk és mtsai 2003)
eldtenyésztéssel (Zur és mtsai 2008) és dajkatenyésztéssel (Eudes és Amundsen
2005) kombindlva a tesztelt genotipusokban az androgenezist indukaltuk, és
embrioidok fejlodését figyeltiik meg.

Az elsd két jelentds publikalt tritikdlé mikrospdra tenyésztési protokoll
szerz01 nem alkalmaztak dajkatenyésztést (Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk és
mtsai 2004). Eudes és Amundsen (2005) hasznalta el6szor az ovarium
dajkatenyésztés modszerét tritikdléban, amely megemelte a mikrospora eredetii
embrioidok szamat és mindségét. Hasonldan a mi kisérleteinkben is javitotta az
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androgenezis  hatékonysagat a  dajkatenyésztés.  Tovabbiakban a
dajkatenyésztést alkalmaztuk a genotipusok dsszehasonlitdsara.

A genotipus jelentds faktornak bizonyult, amely befolyasolta az
androgenezis hatékonysagat portoktenyészetben (Charmet ¢és Bernard 1984,
Hassawi és mtsai 1990, Balatero és mtsai 1995, Tuvesson és mtsai 2000) ¢€s
izolalt mikrospdra tenyészetben is (Eudes és Amudsen 2005). A hat tesztelt
genotipus izolalt mikrospora tenyészetében az embrioidok szama (33 — 347
embrioid/etri csésze) €s a zOld ndvények szama (0,7 — 14 embrioid/Petri csésze)
genotipustol fliggden valtozott. Kovetkezésképpen a genotipus az egyik
legfontosabb tényezd, amely befolyasolja a hatékonysagot. A hat genotipus
koziil 6tbol legalabb hat zold ndvénykét regeneraltunk tenyészetenként. Az 6t jO
valaszadd képességli genotipus (*Gabo’, ’Kargo’, 'AT314°, ’AT322’,
’EMBR17/S2001°)  alkalmas a  mikrospora  tenyésztési  rendszer
tovabbfejlesztésére, illetve keresztezési partnerek lehetnek egy androgenezisre
alkalmazott nemesitési programban.

A tesztelt genotipusok atlagaban 224,7 embrioidot Aallitottunk eld
tenyészetenként, amelyekbdl atlagosan 7,79 z6ld ndévényt regeneraltunk. A
regeneralt novények egy része albind volt, amely hasonld okokra vezethetd,
mint buza esetében (Balatero és mtsai 1995, Pauk ¢és mtsai 2000, Eudes és
Amundsen 2005, Gonzalez és mtsai 2005, Labbani és mtsai 2005, Jacquard ¢és
mtsai 2006, Oleszczuk és mtsai 2006, Trop és Andersen 2009). A korabbi
publikalt eredményekhez (Pauk ¢és mtsai 2000, Eudes és Amundsen 2005, Zur
¢s mtsai 2008) képest tobb embrioidot kaptunk tenyészetenként, €s javitottuk a
ndvényregeneracid hatékonysagat. Kivételt képeznek a jo valaszadd képességli
’Bogo’ fajtaval elért eredmények (Oleszczuk és mtsai 2004). A regeneralt
novények jol alkalmazkodtak az {iveghazi koriilményekhez. Fertilitasukat
magfogassal ellendriztiik, ami alapjan a spontdn rediploidizacié atlagosan
60,59% volt. Kisérleteinkben ez az arany magasabb, mint mas publikalt
eredmények esetében (Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2004, Eudes ¢€s
Amundsen 2005).

Szamos publikacio foglalkozik a tritikdlé DH novény eldallitasi
modszerek fejlesztésével, de kevés szamol be a DH torzsek nemesitési
értékérol. Arzani és Darvey (2002) F, és F, generaciobol eléallitott DH torzsek
z0ld tomege, szarazanyag tartalma, termése és teljes biomasszaja kozott egy
szélesebb variabilitast talalt, mint amit szantofoldi szelekcioval el lehetett érni.

A fertilis DH torzsek koziil (a DHo ndvények termése alapjan)
genotipusonként nyolcat-nyolcat valasztottunk ki. A DH torzsek hat
tulajdonsagat (n6vénymagassag, kaldszhossz, ezerszemtomeg, szemkeménység,
fehérjetartalom és  hamutartalom) hasonlitottuk  Ossze.  Szignifikdns
kiilonbségeket talaltunk az egyes genotipusok kozott mind a hat vizsgalt
paraméter tekintetében. Az egyes genotipusokon belill szintén szignifikans
eltéréseket talaltunk a DH torzsek tulajdonségai kozott. Kivételt képezett az
’AT332’ genotipus DH torzseinek szemkeménysége.
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Osszegezve: az izolalt mikrospora tenyésztés, hasonléoan mas DH
novény eldallitasi modszerekhez, alkalmas volt arra, hogy eltavolitsa a
genetikai kiilonbségeket az egyes genotipusokbol és jobban kiegyenlitetté tette
a fajtakat, illetve genotipusokat. A tritikalé mikrospora tenyésztés egy alternativ
eszkOz lehet a nemesitok kezében, hogy kiegyenlitetté tegy€k a genotipusaikat
nemcsak a korai (F; és F,), hanem kés6bbi generaciokban is (Fs).

5. 1. 3. Paprika mikrospora tenyésztés

A mikrosporak fejlettségi allapotdnak portoktenyészetben és izolalt
mikrospoéra tenyészetben is jelentds hatasa van az androgenezis indukcidjara és
hatékonysagara (Touraev és mtsai 1996a, Barnabas 2003, Touraev és Heberle-
Bors 2003, Li és Devaux 2005). Kiilonboz6 fejlettségi allapotokat ajanlanak
paprika portoktenyésztésre, Usztatott portoktenyésztésre és izolalt mikrospora
tenyésztésre. Portoktenyészetben a kései egysejtmagvas vakudlumos allapotot
alkalmazzak a kiilonb6z0 kutatocsoportok (Gyulai és mtsai 1999, 2000,
Buyukalaca és mtsai 2004, Ercan és mtsai 2006), mig Kim ¢és mtsai (2004)
korai  kétsejtmagvas  vakudlumos  allapoti  mikrospérakat  ajanl
portoktenyésztésre (kevesebb mint 75%). Az usztatott portoktenyésztésrdl szo16
cikk szerzOi kései egysejtmagvas illetve korai kétsejtmagvas vakudlumos
allapotu mikrosporakat alkalmaztak kisérleteik soran, €s ugyanezt hasznaltdk
izolalt mikrospora tenyészetben is (Supena €s mtsai 2006a, 2006b). Kim és
mtsai (2008) szintén kései egysejtmagvas ¢és korai kétsejtmagvas allapota
mikrospérakat alkalmaztak az elsé részletes mikrospdra tenyésztési rendszer
kidolgozaséhoz.

Az irodalomban talalt eltéré adatok miatt célul tiztik ki a kiillonb6zo
fejlettségi allapotu mikrospdorak hatdsdnak tesztelését fliszerpaprika izolalt
mikrospora tenyészetben. Kisérleteinkben a legjobb eredményeket azokkal az
alapanyagokkal értiik el, amelyekben a mikrospordk fejlettségi 4llapota
begyljtéskor 80%-ban kései egysejtmagvas és 20%-ban korai kétsejtmagvas
vakudlumos allapota volt. A donor bimbdk csésze €s szirom levelének ardnya
2/3:1/3 volt, és a portokok 2/3:3/4 részben antocidnosak voltak.

A portokok elékezelése fontos kulcs 1épése volt a sikeres izolalasnak.
Elokezelés (éheztetés) nélkiil a mikrosporak gradiens centrifugalasa sikertelen
volt (kevés életképes mikrospdra volt a két oldat hatardn). Supena és mtsai
(2006a) eredményeihez hasonléan az egy hetes el6kezelés (0,3 M mannit oldat)
fontos volt az izolalhatdé mikrospoérak szamanak noveléséhez. Az eldkezelést
kovetden a mikrosporak 50-50%-os aranyban egysejtmagvas €s kétsejtmagvas
allapotban voltak. A mikrospora fejlettségi allapot tekintetében egy iddsebb
fejlettségi  allapot volt a hatékonyabb kisérleteinkben, mint amit
portoktenyészetben alkalmaznak. Az eredményeink harménidban vannak mas
fajban (arpa, buza és tritikalé) tapasztalt eredményekkel (Olsen 1991, Hu és
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Kasha 1997a, Oleszczuk ¢és mtsai 2004), ahol eltéré fejlettségi allapotu
mikrospoérdkat alkalmaznak portoktenyésztésre ¢és izoldlt mikrospora
tenyésztésre.

Gradiens centrifugéalassal tisztithatok és elvalaszthatok az életképes
protoplasztok (Harms és Potrikus 1978) és mikrosporak (Mordhorst és Lorz
1993) a sejt- és szovettormelékektdl. A mikrosporak gradiens centrifugalasa
egy alkalmas moédszer az é€letképes mikrosporak Osszegytijtésére (Supena és
mtsai 2006a). Kisérleteinkhez a koltségtakarékosabb mannit/maltéz gradiens
centrifugalast valasztottuk, mely kis modositassal lehetdvé tette az eredményes
gradiens centrifugédldst. Supena ¢és mtsai (2006a) a Percoll gradiens
centrifugaldst alkalmaztdk. Mindkét modszer hatékonynak bizonyult az
¢letképes mikrospordk elvalasztdsdhoz, azonban az Aaltalunk alkalmazott
modszer gazdasadgosabb.

A paprika izolalt mikrospora tenyésztést FSOC modszerrel fejlesztettiik
tovabb. Kiilonbozé faji (paprika és buza) ovariumok hatasat ellendriztiik
paprika mikrospora tenyészetben. Ovariumok hianydban a fliszerpaprika
mikrosporak osztodasa megallt a tenyésztés masodik hetében, tovabbi
sejtosztodasokat nem figyeltink meg ezt kovetden. Paprika ovariumok
jelenlétében proembrioidok indukalodtak a tenyészetekben, azonban nem tudtak
folytatni ndvekedésiiket. Tobb mm-es nagysagu szemmel lathatd struktirdkat a
paprika mikrosporak idegen faji (buza ovarium) dajkatenyészetében figyeltiink
meg.

A mikrospéra tenyészetek hatékonysaganak novelésére tobb alternativ
megkozelités 1étezik, ilyen példaul az ovarium dajkatenyésztés. Az ovarium
dajkatenyésztés szempontjabol harom kiilonb6z6 csoportot kiilonithetiink el a
szakirodalom alapjan, melyek a kovetkezok:

(1) A mikrospora tenyésztés rendszere jol kidolgozott, ovarium nem sziikséges
a mikrospora eredetli struktirak eléallitasahoz és a novényregeneracidohoz.
Szamos faj tartozik ebbe a kategoridba, igymint az arpa (Davies és Morton
1998, Kasha és mtsai 2001a), a rozs (Guo és Pulli 2000), a rizs (Xie és mtsai
1995, 1996), az alma (Hofer és mtsai 1999), a kukorica (Biiter 1997, Nageli
¢s mtsai 1999), a repce (Coventry és mtsai 1988, Custers és mtsai 1994) és a
dohany (Touraev és mtsai 1996a).

(2) Néhany faj esetében az ovarium dajkatenyésztés a mikrospora tenyésztés
hatékonysagat noveli. Az ovarium dajkatenyésztést alkalmazzak buza
(Mejza ¢és mtsai 1993), durum buza (Cistue és mtsai 2006) és tritikalé
(Eudes és Amundsen 2005) esetében. Li és Devaux (2001) gyengén
valaszadé arpa genotipusok mikrospora tenyészetében javitotta ovarium
dajkatenyésztéssel az androgenezis hatékonysagat.
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(3) Az idegen faji dajkatenyésztés modszere ismert néhany egyszikii faj
esetében. Mikrospora eredetli buza embridkat allitottak eld arpa ovarium
dajkatenyésztéssel (Mejza és mtsai 1993, Bruins és mtsai 1996). Arpa
ovariumok javitottdk a kukorica mikrosporak életképességét (Szarka és
mtsai 2001). Zheng és mtsai (2003) megfigyelései szerint a buiza ovariumok
jelentdsen emelik a kukorica mikrospora tenyésztés hatékonysagat. Buza
ovarium dajkatenyésztés emelte a gyenge valaszadd képességli arpa
genotipusok androgenezis reakciojat (Coronado és mtsai 2005).

Az ovarium dajkatenyésztés jol ismert moddszer egyszikli fajok
portoktenyészetében és mikrospora tenyészetében, de kétszikii fajokban eddig
nem alkalmazott eljaras. Elsoként alkalmaztuk sikeresen az idegen faju
dajkatenyésztés modszerét paprika mikrospora tenyészetben.

Szamos publikacié foglalkozik a dajkatenyésztés jelentdségével,
tipusaival (Mejza ¢és mtsai 1993, Bruins és mtsai 1996, Puolimatka és Pauk
1999, Konzak ¢és mtsai 2000, Zheng és mtsai 2001, 2002, Liu és mtsai 2002b),
azonban keveset tudunk az ovarium dajkatenyésztés hatterérdl. Letarte és mtsai
(2006) szamoltak be a buza ovariumok altal kivalasztott arabinogalaktanokrol
¢s arabinogalaktan fehérjékrdl, amelyek kulcsszerepet jatszanak a buza
mikrosporak androgenezise soran. Részlegesen helyettesiteni tudta a buza
ovariumok hatésat (Letarte és mtsai 2006).

A kiilonboz06 in vitro haploid indukcids rendszerek (portoktenyésztés,
usztatott portoktenyésztés €s izolalt mikrospéra tenyésztés) Osszehasonlitdsa
nehéz feladat az eltéré genotipusok ¢&s tenyésztési feltételek miatt.
Portoktenyészetben genotipustdl fliggden atlagosan 1-178,2 embrioidot
allitottak el6 100 portokbol (Mitykd €s mtsai 1995, Gyulai és mtsai 2000,
Buyukalaca ¢és mtsai 2004, Kim és mtsai 2004, Ercan ¢és mtsai 2006). Usztatott
portoktenyészetben 40,8 embrioidot allitott el6 donor bimbdonként Supena és
mtsai (2006a). Kim és mtsai (2008) izoldlt mikrospora tenyészetben 54
embrioidot neveltek fel egy bimbo koriilbeliil 100 000 mikrosporajabol. 1zolalt
mikrospdora tenyészetben idegen faju (buza) dajkatenyésztéssel mikrospora
eredetii embrioidokat allitottunk el6. A legjobb eredményt a ‘Jariza’
genotipussal értiik el (65,7 embrioid/Petri csésze), amig a ‘Szegedi 178’
genotipus mikrospéra tenyészeteiben atlagosan 3,75 mikrospéra eredetii
embrioid fejlédott egy Petri csészében (egy donor bimbo).

Sajat adataink és a publikalt eredmények alapjan elmondhato, hogy a
kiilonb6z6 haploid indukcios rendszerek hatékonysaga eltérd. Az embrioidok
szama alapjan a mikrospdra tenyésztés egy versenyképes technika a haploid
indukcios rendszerek kozott, de még tovabbi kisérleteket és fejlesztéseket
igényel.

Flszerpaprika izoldlt mikrospéra tenyésztési kisérletekhez a W14
alaptapoldat modositott valtozatat (W14mi) valasztottuk. Ez az alaptapoldat
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koradbban jo eredményt adott portoktenyészetben (Ouyang és mtsai 1983) és
izolalt mikrospéra tenyészetben (Lantos ¢és mtsai 2005). Paprika
portoktenyészetben kiilonb6zo hormonokat, hormonkombinaciokat
alkalmaznak az androgenezis indukciojara (Mityko és mtsai 1995, Gyulai és
mtsai 1999, 2000, Kim ¢és mtsai 2004, Barany és mtsai 2005, Supena és mtsai
2006a). Portoktenyészetben a leggyakrabban alkalmazott a 2,4-D és kinetin
hormonkombinaci6 az indukcids taptalajban (Mitykd €s mtsai 1995, Gyulai és
mtsai 2000, Ercan és mtsai 2006). Usztatott portoktenyészetben zeatin és IAA
hormonkombinaciot, mig izolalt mikrospdéra tenyészetben hormonmentes
tapoldatot alkalmaztak (Supena ¢és mtsai 2006a, Kim ¢és mtsai 2008).
Kisérleteinkben egy hormonmentes tapoldat, egy hormon (PAA) és egy
hormonkombinacié (2,4-D és kinetin) hatasat hasonlitottuk 6ssze az embrioidok
szama alapjan. Mindegyik tapoldatban sikeriilt mikrospéra eredetli
embrioidokat eldallitani. A legjobb eredményeket a 2,4-D és kinetin
hormonkombindcioval ¢és a hormonmentes tapoldattal értiik el. Kiilonbozo
exogén hormonok mennyiségének és hatdsanak tesztelése a késdbbiekben egy
fontos kutatasi teriilet lehet.

A nOvényregeneralds a fliszerpaprika mikrospora tenyésztés egyik
kritikus 1épése. Kisérleteinkben négy genotipusbdl allitottunk eld mikrospora
eredetli in vitro gyokeres novényeket (0,5-1,25 ndvényke/Petri csésze). Ezek az
eredmények jobbak, mint Supena ¢és mtsai (2006a) izoldlt mikrospora
tenyésztéssel elért eredményei (0,1 névény/bimbo), de szerényebbek mint Kim
¢s mtsai (2008) mikrospora tenyésztési eredményei a ‘Milyang-jare’
genotipussal (4 ndvény/bimbd). Portoktenyészetben a regeneralt ndvények
mennyisége genotipustdl fiiggden 0,29-75,8 ndévény/100 portok (Mitykd és
mtsai 1995, Gyulai és mtsai 2000, Ercan és mtsai 2006). A ndvényregeneralds
hatékonysaga 0,7-7,1 novény/bimbo usztatott portoktenyészetben (Supena és
mtsai 2006a). Supena és mtsai (2006a) szamolt be a legjobb eredményekrdl,
amit a ‘Galaxi’ genotipus usztatott portoktenyésztésével ért el. Az embrioidok
szdma alapjdn az izoladlt mikrospora tenyésztés versenyképes a
portoktenyésztési rendszerekkel, azonban a rutinszerti alkalmazashoz a
genotipus fliggdséget csokkenteni és a novényregeneracid hatékonysagat
novelni sziikséges.

Harom fajtabol allitottunk eld mikrospdra eredetli fertilis ndvényeket
(‘Jariza’, ‘Jaranda’ és ‘Szegedi 80’). A mikrospora eredetli novényeket a
magyar fliszerpaprika hibrid nemesitési programokba beépitettiik. A
fiszerpaprika DH vonalakat a Fiszerpaprika Kutato-Fejleszto Kht. Szegedi
Kutatasi Osztalya hasznalta fel a ‘Délibab’ fiiszerpaprika hibrid nemesitésében.
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5.2. Az androgenezis indukcioja a harom vizsgalt fajban izolalt mikrospora
tenyészetében

Az izolalt mikrospdra tenyésztési kisérleteinket harom fajjal végeztiik.
Sajat eredményeinket ¢és a nemzetkdzi irodalmat tanulmanyozva tobb
hasonlésagot és kiilonbséget figyelhetiink meg.

A stressz az androgenezis indukcidjahoz sziikséges (Sunderland és mtsai
1984, Hu ¢és Kasha 1999), azonban az alkalmazott stressz fajtaja illetve mértéke
kiilonbozott fliiszerpaprika esetében (16. tablazat).

Mindharom faj esetében az izolalt mikrosporak kései egysejtmagvas és
korai kétsejtmagvas allapotban voltak a tenyésztés elsé napjan, ami egy iddsebb
fejlettségi allapotnak felel meg, mint az a harom faj portoktenyésztének
irodalméabol ismert (Mejza és mtsai 1993, Hu és Kasha 1997a, Hansen és
Andersen 1998a, 1998b, Gyulai és mtsai 2000, Indrianto és mtsai 2001, Zheng
és mtsai 2001, 2002, Pauk és mtsai 2002, 2003, Eudes és Amundsen 2005,
Ercan és mtsai 2006, Letarte és mtsai 2006, Supena és mtsai 2006a, Kim ¢és
mtsai 2008, Zur és mtsai 2008).

A szénhidrat gradiens centrifugaldas mellett, buza ¢és paprika
mikrospordk izoldldsakor a Percoll gradiens centrifugalds is alkalmazott
modszer az életképes mikrosporak elvalasztasara (Indrianto és mtsai 2001,
Supena és mtsai 2006a). Kisérleteinkben szénhidrat gradiens centrifugélast
alkalmaztunk, amit modositani kellett paprika esetében (16. tablazat).

A dajkatenyésztés mindharom faj esetében javitotta az androgenezis
hatékonysagat. Buza mikrospdra tenyésztésben a sajat faju és idegen faju
ovarium dajkatenyésztés egyarant ismert (Mejza és mtsai 1993, Bruins és mtsai
1996, Konzak és mtsai 2000, Liu és mtsai 2002b). Tritikalé esetében a sajat faj
dajkatenyésztést alkalmaztdk eredményesen (Eudes és Amundsen 2005).
Fliszerpaprikdnal az idegen faju (btiza) dajkatenyésztés bizonyult hatékonynak.

Buza ¢és tritikdlé mikrospora tenyészetben az indukcids tapoldat
szénforrasa maltoz, mig Kim és mtsai (2008) paprika mikrospora tenyésztéshez
a szacharozt ajanljdk. Az alkalmazott exogén hormonok illetve
hormonkombinacidk tekintetében nem ennyire egységes a kép. Buza, tritikalé
¢s flszerpaprika esetében tobb kutatocsoport a hormonmentes tapoldatot
javasolta (Indrianto és mtsai 1999, 2001, Pauk ¢s mtsai 2000, 2003, Oleszczuk
¢s mtsai 2004, Shariatpanahi és mtsai 2006, Kim ¢és mtsai 2008). Bizaban a 2,4-
D és kinetin hormon kombinacidt alkalmazzak a leggyakrabban (Tuvesson ¢és
Ohlund 1993, Puolimatka és mtsai 1996, Puolimatka és Pauk 1999, Kunz és
mtsai 2000), de mas hormonkombinacié (PAA és kinetin) is ismert (Hu és
Kasha 1997a, Letarte és mtsai 2006). Eudes ¢s Amundsen (2005) 2,4-D és BAP
kiegészitést alkalmazott tritikalé mikrospora tenyészetben.
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16. tablazat Hasonlosagok ¢és kiilonbségek a harom faj izolalt mikrospora
tenyésztésében

Buza Tritikalé Paprika
Stressz 2 hét hideg (4 °C) 2 hét hideg (4 °C) 7 nap €heztetés
¢s 3 nap €heztetés  és 3 nap €heztetés (32°C,0,3M
(32°C,0,3M (32°C,0,3M mannit)
mannit) mannit)
Fejlettségi kései kései kései
allapot egysejtmagvas €s  egysejtmagvas €s  egysejtmagvas és

korai kétsejtmagvas korai kétsejtmagvas korai kétsejtmagvas

Izolélés Percoll gradiens cf./ szénhidrat gradiens Percoll gradiens cf./
szénhidrat gradiens cf. szénhidrat gradiens
cf. (0,3 M mannit/ cf.
(0,3 M mannit/ 21% maltoz) (0,3 M mannit/
21% malt6z) 30% malt6z)
Dajka- sajat/idegen faju sajat faju idegen faju
teny€sztés ovariummal ovariummal ovariummal
Szénhidrat
indukcids malt6z malt6z szachar6z
tapoldatban
Hormonok hormonmentes/ hormonmentes/ hormonmentes
indukcios 2,4-D és kinetin/ 2,4-D és BAP
tapoldatban PAA ¢és kinetin
Novény- gyors gyors lasst
regeneralas
Novény-
regeneralas hormonmentes/ hormonmentes/ hormonmentes/
exogén IAA és kinetin IAA és kinetin kinetin/BAP
hormonjai
ploidia fok zarésejtek mérése/  aramlasi citometria dramlési citometria

meghatarozds aramlasi citometria

kolchicin in vivo in vivo/in nitro iv vitro
kezelés
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A buza ¢és tritikdlé mikrospora eredetii strukturakbol torténd
ndvényregeneralas (albind és zold egylittesen) egyszerli és gyors folyamat
(Zheng 2003). A hajtaskezdemények mar néhany nap elteltével
megfigyelhetdek a mikrospora eredetli struktirakon, mig paprika esetében ez a
folyamat lassabb (Kim és mtsai 2008).

A ndvényregeneralas soran alkalmazott exogén hormonok tekintetében
eltér6 adatokat taldlunk az irodalomban. Paprika esetében hormonmentes
tapkozeget alkalmaztak (Kim és mtsai 2008) izoldlt mikrospora tenyészet
eredeti  struktirdk  regeneralasara. A ndvényregeneralas soran
portoktenyészetben kinetint (Mitykd és mtsai 1995, Gyulai és mtsai 2000,
Barany ¢és mtsai 2005), usztatott portoktenyésztést kovetden pedig BAP-t
hasznaltak (Supena és mtsai 2006a).

A ploidia fok meghatarozasara tobb lehetdség is adott, az dramlasi
citometria egy altalanosan alkalmazhaté modszer az egyszikii és kétszikli
novények ploidia fokdnak mérésére (Hu és Kasha 1997b, Bohanec 2003).
Paprikaban az aramlasi citometriat alkalmazzdk a leggyakrabban, mig buzaban
a zardsejtek mérése is egy elfogadott mddszer a ploidia fok meghatdrozasara
(Mityké és mtsai 1995, Gyulai és mtsai 2000, Bohanec 2003, Ercan és mtsai
2006, Supena €s mtsai 2006a, 2006b).

A butiza haploid névények kromoszéma készletének megdupldzasa in
vivo korilmények kozott torténik néhany oras kolchicin kezeléssel (Metz és
mtsai 1988), mig a haploid paprika névénykéket 6 napig kezelik kolchicinnel in
vitro koriilmények kozott (Gémes €s mtsai 2006). Tritikalé haploid névények
kolchicin kezelését in vivo és in vitro korilmények kozott is alkalmazzak
(Arzany ¢s Darvey 2001, Slusarkiewicz-Jarzina és Ponitka 2003).

5. 3. Az androgenezis tovabbi vizsgalatai és fejlesztési iranyai mikrospora
tenyészetben (javaslatok)

A mikrospora tenyésztés modszere rutinszertien alkalmazott eljarassa
valt dohanyban, repcében és arpaban, ahol az alapkutatas mellett a nemesités
igényeit is szolgalja az in vitro technika (Coventry és mtsai 1988, Custers és
mtsai 1994, Touraev és mtsai 1996a, Davies és Morton 1998, Kasha és mtsai
2001a).

A DH novények eldéllitasara egyéb modszertani lehetdség is 1étezik,
azonban az alapkutatasban kiilonos figyelmet forditanak a sejtszinten torténd
vizsgalatokra. Az emlitett fajokban a mikrospora tenyésztés modszerét
alkalmazzak haploid transzforméciora in vitro szelekciora €s a mikrospora
embriogenezis részfolyamatainak tanulméanyozaséra is (Poulsen 1996, Touraev
¢s mtsai 1996a, Kumlehn és mtsai 2003, Szarejko 2003, Aionesei és mtsai
2006, Shim és mtsai 2006).
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Az altalunk vizsgalt fajok esetében tovabbi fejlesztések sziikségesek a
rutinszerti alkalmazashoz. Buza ¢és tritikdlé mikrospora tenyésztésben mind a
mikrospora eredetli struktirdk szama, mind a ndvényregeneracio jelentds,
azonban a regeneralt ndvények szdmottevd része albind. A bliza mikrospdra
tenyésztésben elért zold ndvények aranya elmarad a portoktenyésztéshez
képest, igy a rendszer tovabbi fejlesztéseket igényel. Tritikdlé mikrospora
tenyésztéssel nagyobb ardnyban tudtunk zdld novényeket eldallitani, mint
buzaban. A tritikalé portoktenyésztés moddszere kevésbé kidolgozott, mint a
buzaé, igy a mikrospora tenyésztés hamarabb valhat versenyképes technikava a
tritikalé haploid indukcids rendszerek kozott. Azonban itt is sziikséges a zold
novény regeneracid aranyanak emelése. A genomikai, transzkriptomikai,
proteomikai és metabolomikai vizsgdlatok remélhetdleg olyan 1j
informaciokkal fognak szogélni, amelyek a mikrospora tenyésztés
hatékonysaganak emeléséhez hozzédjarulnak (Cordewener ¢és mtsai 2000, 2009,
Malik ¢és Krochko 2009, Munoz-Amatriain és mtsai 2009, Trop ¢és Andersen
2009). A paprika izolalt mikrospora tenyésztés uj modszernek szamit a paprika
haploid indukciés rendszerek kozott. A  mikrospora eredetli struktirak
mennyisége alapjan versenyképes a modszer a tobbi haploid indukcids rendszer
(portoktenyésztés, Usztatott portoktenyésztés) kozott, azonban a struktarak
regenerald képességét tovabbi fejlesztésekkel sziikséges javitani.
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5. 4. Uj tudomanyos eredmények

Kisérleteink sordan harom mezdgazdasagilag fontos ndvényfaj (buza,

tritikalé €s fliszerpaprika) izolalt mikrospodra tenyésztésével foglalkoztunk. Az
androgenezis folyamatanak tanulméanyozéasakor szdmos paramétert kellett
figyelembe venni, amelyek befolydsoljak a haploid indukci6é hatékonysagat.
Mindhérom fajnal fontos volt a mikrosporak fejlettségi allapota, ami alapvetéen
befolyéasolta az androgenezis indukciojat. Kisérleteink soran mindhdrom faj
esetében a dajkatenyésztés pozitiv hatasat tapasztaltuk. Az elééllitott DH
novényeket a nemesitési programokba beépitettiik. Kisérleteink soran az alabbi
Uj és Ujszerli eredményeket értiik el:

1.

A donor alapanyagok genotipusa alapvetden befolydsolta a mikrospora
tenyésztés hatékonysagat. Egy tavaszi bliza és kilenc 0szi buza genotipus
(elismert vagy regisztralt fajta) valaszado képességét hasonlitottuk Ossze
izolalt mikrospora tenyészetben. Tritikalé esetében  nemesitési
szempontjabol értékes genotipusokkal dolgoztunk. Paprika mikrospora
tenyésztésben szélesebb genetikai hattér (magyar és spanyol genotipusok)
tesztelésére keriilt sor, igy elsdként szamoltunk be a genotipus hatdsarol
paprika izolalt mikrospodra tenyészetben.

A vizsgalt fajokban a mikrosporak fejlettségi allapota alapvetden
befolyasolta az androgenezis indukcidjat. A paprika esetében teszteltiik az
egyes fejlettségi allapotok indukciéra gyakorolt hatasat. A nemzetkozi
szakirodalmat ¢és sajat eredményeinket Osszevetve a sikeres indukcidhoz
mindharom faj esetében idésebb fejlettségi allapot valasztasat javasoljuk
izolalt mikrospora tenyésztésben, mint portoktenyészetben.

A dajkatenyésztés javitotta a mikrospora tenyésztési rendszer hatékonysagat
mindharom vizsgalt faj esetében. Buza és tritikalé mikrospora tenyésztésben
az ovarium dajkatenyésztés megemelte a tenyészetenkénti embrioidok
szamat és a regeneralasi szempontbdl fontos mindségét. Fliszerpaprika
mikrospéra tenyésztésben elsOként alkalmaztuk a dajkatenyésztést,
nevezetesen az FSOC modszert, amely minden genotipus esetében lehetdvé
tette az embrioidok jobb indukcidjat.

Tritikélé és paprika mikrospora tenyésztésben értékes DH torzseket ¢és
vonalakat hoztunk 1étre. A DH anyagok egy részét nemesitési
programjainkban tovabbhasznaltuk és néhany fliszerpaprika vonalunkat mar
nemesité  partnereinkkel hibrid (’Délibab’  fliszerpaprika  hibrid)
sziilopartnerként is felhasznaltunk.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az izolalt mikrospora tenyésztés legfontosabb 1épéseit bliza, tritikalé és
paprika izolalt mikrospdra tenyészetben vizsgaltuk. Az ovarium dajkatenyésztés
mindhdrom faj esetében kulcsfontossagu volt a mikrospdra eredetli struktarak
indukcidja sordn. Szdmos mikrospora eredetli embrioidot Aallitottunk eld,
amelyekbdl fajtol és fajtatol fiiggden zold és albind novénykéket regeneraltunk.

Buza izoldlt mikrospora tenyészetben négy alaptdpodat modositott
valtozatat (A2, CHB, W14mi és P4-m) hasonlitottuk 0ssze. Az A2 és W14mi
tapoldat szignifikansan jobb eredményt adott az embrioidok és a regeneralt
novénykeék (zold és albind) szama alapjan, mint a CHB és P4-m tapoldatok. A
legnagyobb embrioid szdmot ¢és ndvényregeneracios hatékonysagot a W1l4mi
tapoldattal értiik el. Egy tavaszi buza genotipus €s kilenc hazai 6szi genotipus
véalaszadd képességét (‘GK Mini Mano’, ‘GK Garaboly’, ‘GK Hargita’, ‘GK
Csongrad’, ‘GK D¢élibab’, ‘GK Elet’, ‘GK Kata’, ‘GK Ban’, ‘Mv Palotas’)
teszteltiik buza izolalt mikrospora tenyészetben. Minden genotipusbol sikertilt
embrioidokat eldallitani és ndvénykéket regeneralni. Hét genotipus mikrospora
eredetli embrioidjaibol regeneraltunk z6ld ndvénykéket. A nemzetkozi
eredményekkel harmoniaban magas volt az albind névények szama.

Az ovarium dajkatenyésztés hatasat ellendriztiik tritikdlé mikrospora
tenyészetben hat tavaszi tritikalé genotipussal. Az ovarium dajkatenyésztés
alkalmazédsa a mikrospéra tenyészetben megvédte a novekedd strukturdkat,
embrioidok fejlédtek, amelyekbdl zold €s albind ndvénykéket regeneraltunk.
Tritikalé mikrospora tenyészetben a genotipus hatasat harom fajtaval (CGK
Gabo’, ’Kargo’ ¢és ’Rex’) és harom populacioval (CAT314°, AT322’ ¢és
’EMBR17/S82001°) ellendriztiik. Minden genotipusbdl allitottunk eld
embrioidokat és z0ld ndvényeket, azonban a genotipus befolydsolta a
hatékonysagot. Negyven DH torzs (genotipusonként 8-8) és kontrolljaik hat
tulajdonsagat (n6vénymagassag, kalaszhossz, ezerszemtomeg, szemkeménység,
fehérjetartalom és hamutartalom) vizsgaltuk szantofoldi koriilmények kozott.
Az egyes genotipusokon beliill szignifikans kiilonbségeket mértiink a
genotipusok kozott és a DH torzseik kozott. A pontos nemesitési érték
megallapitdsa tobb szantofoldi kisérletet igényel, de az elsé adatok is
bizonyitjak, hogy a modszer a nemesités fontos eszkdzévé valhat.

Az izolalt mikrospora tenyésztés a DH novény eldallitds Gj modszere
paprikdban. Harom magyar (‘Szegedi 80°, ‘Szegedi 178 és ‘Remény’) és
harom spanyol (‘Jeromin’, ‘Jariza’ ¢s ‘Jaranda’) flszerpaprika fajtat
alkalmaztunk a kisérleteink soran, igy elsdként bizonyitottuk a genotipus
hatasat izoldlt mikrospora tenyészetben. A mikrospordk optimalis fejlettségi
allapotat is teszteltiik izolalt mikrospdra tenyészetben. A legjobb eredményeket
azon portokokkal értiik el, amelyek begyujtésiikkor 80% kései egysejtmagvas
¢és 20% korai kétsejtmagvas allapoti mikrosporakat tartalmaztak. Az ovarium
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dajkatenyésztés hatdsat az embrioidok szédma alapjan vizsgaltuk izolalt
mikrospéra tenyészetben. A paprika mikrospordk tenyésztése eredményesebb
volt idegen faju ovariumok (buza, ‘CY-45" tavaszi buza genotipus)
dajkatenyésztésével, mint paprika ovariumok dajkatenyésztésével vagy
ovariumok nélkiil. Buza ovariumok jelenlétében a tenyésztés 6todik hetében jol
fejlett embrioidok voltak megfigyelhetdek. Exogén hormonok hatasat teszteltiik
az indukcios tdpoldatban. A hormonmentes tapoldat, a PAA hormont (5 mg/l)
illetve a 2,4-D (0,5 mg/l) és kinetin (0,5 mg/l) hormonkombinaciét tartalmazo
tapoldat hatasat hasonlitottuk 6ssze: a legjobb eredményeket a 2,4-D és kinetin
hormonkombinéacioval ¢és a hormonmentes tapoldattal értiikk el. Zold
novénykéket regenerdltunk a mikrospéra eredetli embrioidokbdl, de az
embrioidok egy része abnormadlis, rozettas leveleket fejlesztett. A
meggyokeresedett novénykék ploidia fokat aramlési citometrids vizsgélattal
ellendriztiik. A haploid novényeket kolchicin kezelés utan, a diploidokat
kozvetleniil iiltettiik ki az tiveghdzba. Kisérleteink sordn harom ‘Jariza’, harom,
‘Jaranda’ és egy ‘Szegedi 80’ mikrospora eredetli DH novényt allitottunk eld. A
DH vonalakat a magyar fliszerpaprika nemesitési programba bekapcsoltuk,
amely a *D¢élibab’ fiiszerpaprika hibrid eldallitasa soran hasznalta fel azokat.
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7. SUMMARY

The most important steps of microspore-plant system were studied in
isolated microspore culture of wheat, triticale and spice pepper. The ovary co-
culture was a key factor to produce microspore derived structures. A lot of
microspore derived embryoids was produced via microspore embryogenesis
and green and albino plantlets were regenerated from these structures
depending on species and genotype.

Four liquid modified media (A2, CHB, W14mi and P4-m) was tested in
isolated wheat microspore culture. A2 and W14mi media was significantly
better than CHB and P4-m media based on number of embrioids and
regenerated plantlets (green and albino). The highest embryoid production and
green plantlet regeneration was achieved by using W14mi medium. Nine
Hungarian genotypes (‘GK Mini Mano’, ‘GK Garaboly’, ‘GK Hargita’, ‘GK
Csongrad’, ‘GK D¢élibab’, ‘GK Elet’, ‘GK Kata’, ‘GK Ban’, ‘Mv Palotas’) were
tested in isolated wheat microspore culture. Each genotype was responsive,
embrioids were developed in microspore cultures. Plantlets were regenerated in
case of every genotype. Green plantlets were produced from seven genotypes.
The rate of albino plantlets was high in consistent with the international results.

In triticale microspore culture, the ovary co-culture was tested with six
spring triticale genotypes. Developing structures were protected using ovaries
and they produced embryoids and green plantlets. The effect of genotype was
checked by microspore culture with ovary coculture of three spring cultivars
(‘GK Gabo’, ‘Kargo’ and ‘Rex’) and three advanced lines (‘AT 314°, ‘AT322’
and ‘EMBR17/S2001°). Each genotype was responsive and produced
embryoids and green plants, with an efficiency depending on the genotype. Six
agronomical parameters (plant height, spike length, thousand grain weight,
hardiness, protein content and ash content) of 40 DH lines (8/genotype) and
their controlls were compared in the nursery. Significant differences were
obtained among the genotype and among DH lines of each genotype. The exact
breeding value of these lines have to be determined by more field experiments,
but these results predict the role of microspore culture in triticale breeding
programmes.

The isolated microspore culture is a new alternative method for DH
plant production in pepper. Three Hungarian (‘Szegedi 80°, ‘Szegedi 178 and
‘Remény’) and three Spanish spice pepper varieties (‘Jeromin’, ‘Jariza’ and
‘Jaranda’) were used as basic materials. Genotype effect was observed at first in
these experiments in isolated microspore culture of pepper. The optimal stage
of microspores was determined for isolated microspore culture. Donor anthers
containing 80% uni-nucleated and 20% bi-nucleated microspores gave the best
results. The effect of ovary co-culture was monitored on embryo production of
microspores. [solated pepper microspores were more successfully cultured with
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ovaries of foreign species (wheat ovaries, ‘CY-45") than with pepper ovaries or
without ovaries. When wheat ovaries were used in cultures, well-developed
embryos were identified in the fifth week of cultivation. The effects of growth
regulators in the induction medium were tested. Growth regulator-free medium,
phenylacetic acid (5 mg/l) and a combination of 2,4-D (0.5 mg/l) and kinetin
(0.5 mg/l) were compared: the best results were achieved with the combination
of 2,4-D and kinetin and the growth regulator-free medium. Green plantlets
were regenerated from microspore-derived embryos, but some of them were
distorted with rosettes of leaves. The ploidy level of rooted plantlets was
checked by flow-cytometry. The haploid plants were planted after colchicine
treatment, and the diploid plants were planted directly in the greenhouse. In
these experiments, three ‘Jariza’, three ‘Jaranda’ and one ‘Szegedi 80’
microspore-derived fertile plants were produced. The DH lines are integrated
into Hungarien spice pepper breeding program, which used them to produce the
‘Délibab’ spice pepper hybrid.
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