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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES A KITUZOTT CELOK

A doubled haploid (DH) novények eldallitdsa tobb évtizedes multra tekint vissza, és a mai
napig szorosan kapcsoldodik a kutatdshoz és nemesitéshez. A célzott sejt(ek) tipusa alapjan éretlen
pollenbdl (portoktenyésztés, usztatott portoktenyésztés €s izoldlt mikrospdra tenyésztés) és
petesejtbdl (ovariumtenyésztés, ovulumtenyésztés, petesejttenyésztés és tavoli fajkeresztezés) lehet
DH novényeket eldéllitani.

Az els6é sikereket kovetden a tavoli fajkeresztezés (kukorica pollennel torténd
megtermékenyités) modszerét alkalmazza a buzanemesités, azonban tritikalé esetében nem épiilt be
e modszer a nemesitésbe. A ginogenezis az alapkutatds részévé vélt (ginogenezis sejtszintll
vizsgdlata, in vitro termékenyités és mikroinjektéalas).

Az androgenikus haploid technikdkat alkalmazzdk a mikrospora embriogenezis
tanulmanyozdsdra, térképezési populdcidk elkészitésére, genetikai transzformdciora, in vitro
szelekciéra vagy mutdns szelekcidra. A buza portoktenyésztés szdmos hazai és kiilfoldi intézet
nemesitési programjdba is beépiilt. A portoktenyészet eredetii tritikilé DH novény eldallitds
hatékonysdga elmarad a bizdhoz képest, azonban a nemesitési hasznositdsdra mar vannak példak.
Paprika esetében fOként a nemesités részérdl fellépd igény szorgalmazza a DH novények eldallitasi
modszereinek fejlesztését.

A mikrospdra tenyésztés egy alternativ lehetOséget kindl a DH novények elddllitisara.
Elonyei kozott lehet megemliteni, szemben a portoktenyésztéssel: (1) Izoldlt mikrospdra
tenyészetben szomatikus sejtek és szovetek nélkiil indukalédnak a mikrosporak. (2) A mikrospora
tenyésztés (mikrospdra embriogenezis) egész folyamata konnyebben tanulmédnyozhat6 izolalt sejtek
tenyészetében, mint portoktenyészetben. (3) Az izoldlt mikrospdra tenyészetben végzett sejtszintii
megfigyelések segitik a tenyésztési koriilmények tovéabbi fejlesztését.

Az els6 igazi izolalt mikrospdra tenyészet eredeti biza novények eldallitasardl szo6lo
kozleményeket két kutatécsoport publikalta (Mejza és mtsai 1993, Tuvesson és Ohlund 1993). A
legtobb publikdlt eredmény esetében stresszort alkalmaztak az androgenezis indukciéjahoz (Hu és
Kasha 1999). Mejza és mtsai (1993) alkalmazta el6szor a biza ovdrium dajkatenyésztést buza
izoldlt mikrospéra tenyészetben. A dajkatenyésztés jelentdsen emelte a tenyészetekben az
embrioidok szamdt, és javitotta a novényregenerdciét. Letarte ¢és mtsai. (2006)
arabinogalaktianokkal (Larcoll) és arabinogalaktan fehérjékkel (gumiardbikum) részlegesen
helyettesiteni tudta az ovariumok hatdsat. A mikrospdra eredetli struktirdk regeneralé képessége is
megfeleld, azonban a gyakorlati felhaszndlds f6 korldtoz6 tényezdje az albind ndvények nagy

gyakorisdga. Az elsO izolalt mikrospdra tenyészet eredetii tritikalé novényrdl laboratériumunk



szamolt be (Pauk és mtsai 2000). Oleszczuk €s mtsai (2004) egy hatékony tenyésztési modszert
publikdltak a ’Bogo’ tritikdlé fajtaval. Eudes és Amundsen (2005) a Ficoll® (ozmotikus agens)
alkalmazasédval tritikdlé izoldlt mikrospéra tenyészetben megnovelték az embrioid szdmot és
novényregeneraciot. Zur és mtsai (2008) eltérd valaszadd képességli genotipusok izolalt mikrospdra
tenyészetében az antioxiddns enzimeinek valtozdsiat és az endogén abszcizinsav koncentraciot
tanulmdanyoztdk. Tritikdlé izoladlt mikrospéra tenyészetekben is a ndvényregenerdcié javitdsa
(genotipus filiggdség €s albinizmus csokkentése) sziikséges a rutinszerli alkalmazashoz.

Az els60 paprika portoktenyészet eredetli novényekrdl szo6lé eredményeket harom
kutatécsoport publikdlta (George és Narayanaswamy 1973, Kuo és mtsai 1973, Wang és mtsai
1973). Azdta a portoktenyésztés nemcsak nemesitési programokba épiilt be, hanem genetikai
térképezéshez is felhaszndltdk. A sikeres alkalmazds ellenére még néhany faktor (genotipus
fliggdség, regeneracié hatékonysdga €s nagy munkaerd igény) korldtozza a nemesités igényeinek
kielégitését.

Supena és mtsai (2006) irtdk le a szérdddsos mikrospdéra tenyésztés modszerét, és
megemlitették az izoldlt mikrospdra tenyésztés modszerének sikeres alkalmazasat a részletes
tenyésztési rendszer leirdsa nélkiil. Kim és mtsai (2008) publikdltak elsoként részletes izolalt
mikrospodra tenyésztési protokollt, rendszeriiket a ‘Milyang-jare’ genotipussal dolgoztik ki. Més
genotipusok valaszad6 képességét izoldlt mikrospora tenyészetben nem ismertették.

A kutatas irdnya vildgviszonylatban is az izoldlt sejttenyésztési rendszerek kidolgozdsa felé
fordult. Kisérleteinkben célul tiiztiik ki harom faj (buza, tritikalé és fliszerpaprika) mikrospora

tenyésztésének fejlesztését:

I Termesztési szempontbol fontos novényfajok — biiza, tritikalé és fiiszerpaprika — in vitro
androgenezis indukcifjanak fejlesztése, hogy az érintett fajok nemesitése és kutatasa
szamara uj modszereket és alapanyagokat hozzunk létre.

II. A buza izolalt mikrospéra tenyésztés tovabbfejlesztése az alaptapoldatok és a genotipus
hatasat elemzo6 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 fiiszerpaprika mikrospora embriogenezis indukcidja izolalt mikrospéra tenyészetben.
A mikrospoéra fejlettségi allapot, a dajkatenyésztés, az exogén hormonok és a genotipus
hatasa az androgenezis folyamatara.



2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2. 1. A Kkisérletek novényanyaga

Buza (Triticum aestivum L.) izoldlt mikrospéra tenyésztési kisérleteinkben egy tavaszi
genotipus (CY-45) és kilenc hazai 6szi buzafajta CGK Mini Mané’, 'GK Garaboly’, ’GK
Hargita’, ’GK Csongrad’, ’GK Délibab’, *GK Elet’, *GK Kata’, ’GK Ban’ és "My Palotas’) donor
hajtasait hasznaltuk fel. Hat hexaploid tavaszi tritikdlé (X Triticosecale Wittmack) genotipus
("Kargo’, ’GK Gabo’, 'Rex’, "AT314’, ’AT322’ és 'TEMBR17/52001°) donor novényeit hasznaltuk
tritikdlé mikrospéra tenyésztési kisérleteinkben. A paprika (Capsicum annuum L.) izolalt
mikrospora tenyésztés rendszerének kidolgozasahoz és fejlesztéséhez harom magyar (‘Szegedi 80°,
‘Szegedi 178" és ‘Remény’) és harom spanyol (‘Jeromin’, ‘Jariza’ és ‘Jaranda’) fliszerpaprika fajtit

alkalmaztunk.

2. 2. A novényi alapanyag eléallitasa és begyiijtése

Izolélt mikrospdra tenyésztési kisérleteinkhez tiveghdzban neveltiik fel a donor novényeket.
Kivételt csak az 0Oszi buzafajtdk képezték, melyeket a Gabonakutaté Kft. Kecskés telepi
tenyészkertjébdl gyijtottiik be. A novényeket természetes megvilagitds mellett neveltiik fel. Az
tiveghdzban a paprika novények szamara 20-28 °C nappali és 15-19 °C ¢éjszakai hOmérsékletet
biztositottunk, mig kaldszosok esetében a nappali hdmérsékletet 20 °C, az éjszakai hOmérsékletet
16 °C alatt tartottuk. A donor ndvények tdpanyag utdnpétldsira Volldiinger® miitragyat
hasznaltunk, melyet kéthetente vizben feloldva (0,2 g/1) adagoltunk.

A buza és tritikdlé hajtasok begylijtését a mikrosporak kozépsd és kései egysejtmagvas
vaku6lumos éllapotdban végeztiik el. A donor hajtasokat két hétig 3-4 °C-on hideg kezeltiik. A
paprika bimbdkat fejlettségiik alapjdn csoportositottuk, hogy teszteljilk a mikrospdrak fejlettségi

allapotanak az androgenezis indukcidjéara gyakorolt hatdsat.

2. 4. A donor portokok elokezelése és a mikrosporak izolalasa

Az izolélt portokokat 3 napig 32 °C-on 0,3 M mannit oldatban, sététben eldtenyésztettiik.
Buza és tritikdlé esetében ez a kezelés 3 napig tartott, mig a paprika portokokat 7 napig
tenyésztettiik eld.

A mikrospordkat macerdldssal izoldltuk, a kapott szuszpenziét szénhidrat gradiens
centrifugdldssal tisztitottuk. Az izoldlaskor Iényeges kiilonbség volt, hogy 21% maltéz (Sigma)
oldat helyett 30% malt6z oldatot hasznéltunk a paprika mikrospérdk elvdlasztisara. A mikrospdra

szuszpenzio stirtiségét 30 000-35 000 mikrospora/ml-re allitottuk be.



2. 5. Az izolalt mikrosporak tenyésztése

Két mikrospora tenyésztd tapoldat (A2 és CHB) és két mddositott portoktenyésztd tdpoldat
(W14-mi és P4-m) hatdsat hasonlitottuk ssze biiza mikrospdra tenyészetben. A buiza mikrosporakat
ovariumokkal ko6zosen 28 °C-on tenyésztettiik (10 ovarium/Petri csésze). A tritikdlé mikrospordkat
190-2 tdpoldatban tenyésztettiik (Pauk és mtsai 2000). A dajkatenyésztés hatdsat a tavaszi tritikdlé
genotipusokkal is tanulmanyoztuk, hét ovariumot tettiink minden tenyészetbe. A paprika
mikrospdrdakat W14mi tapoldatban tenyésztettiik. A dajkatenyésztés és idegen fajui dajkatenyésztés
(FSOC mddszer) hatdsdnak teszteléséhez 7-7 paprika illetve buza ovariumot (CCY-45) tettiink

minden tenyészetbe.

2. 6. Novényregeneralas

A buza és tritikdlé mikrospdra eredetli szovetstruktirdkat 190-2Cu regenerdld tdptalajra
helyeztik. A z0ld novénykéket regenerdlé taptalajt tartalmazé iivegesébe tettik. A jol
gyokeresedett novényeket kililtettilk iiveghdzba, ahol akklimatizdlédtak. A paprika mikrospéra
eredetli embrioidokat R1 tdptalajra helyeztilk. A regenerdlt novénykéket hormonmentes MS
taptalajt tartalmazé csovekbe helyeztiik. A jol gyokeresedett novénykék ploidia fokat dramlési
citometridval hatdroztuk meg. A diploid és a kolchicin kezelt haploid novényeket iiveghdzba
tiltettiik ki. A mikrospéra eredeti struktirdk regenerdldsat fényszobdban (16 6ras megvilagitas, 50

umolxm?xs™ fényerésség és 24 °C) végeztiik el.

2. 7. Citolégiai és szovettani vizsgalatok

Az izolalt mikrosporak életképességét fluoreszcein-diacetat (FDA) festéssel ellendriztiik az
MTA Szegedi Biolégiai Kozpont Novénybioldgiai Intézetében Dr. Fehér Attila és Dr. Otvos
Krisztina segitségével. A mikrospdra tenyészet eredetli embrioidok szdvettani elemzését az Eotvos
Loérdnd Tudomanyegyetem NOvényszervezettani Tanszékén Dr. Kristéf Zoltan és Dr. Vagi Pal

végezték el.

2.8. Tritikalé DH torzsek variabilitasanak vizsgalata
Ot tavaszi tritikdlé genotipus nyolc-nyolc DH torzse hat tulajdonsagét (ndvénymagassag,
kaldszhossz, ezerszemtomeg, szemkeménység, fehérje tartalom, és hamutartalom) tanulméanyoztuk

részletesen.

2. 9. Statisztikai analizis
A kisérleteket legalabb 3 ismétlésben végeztiik el. A statisztikai elemzések (kétmintds t-

préba, egytényezés varinacia analizis) a Microsoft® Excel 2002 szoftver segitségével késziiltek el.



3. EREDMENYEK

3. 1. 1. Buza izolalt mikrosporak tenyésztése

A buza mikrospdra tenyésztés legkritikusabb 1épéseit a ’CY-45" tavaszi buza genotipus
tenyésztésével kovettiik nyomon. A mikrosporak idedlis fejlettségi dllapota az elsé fontos 1épés az
androgenezis indukcidjdban. A donor hajtidsok kozépsd és kései egysejtmagvas vakudlumos
allapoti mikrosporékat tartalmaztak a kaldszok kozépso részén. Hideg kezelés, az ozmotikus stressz
és éheztetés megemelte az életképes izolalt mikrospordk mennyiségét. A sikeres izoldlast kovetden,
a mikrospora tenyésztés elsé napjan a mikrospordk kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas
allapotban voltak.

Az elsO sejtosztdddsokat a tenyésztés harmadik, negyedik napjan figyeltiik meg. Izolélt
mikrospdra tenyészetben az ovarium dajkatenyésztés kulcsfontossdgu volt, amely megvédte a
fejlodo struktdrdkat a pusztuldstél. Egy honapos egyiitt tenyésztést kovetéen a mikrospdra eredetii
embrioidokat szildrd regenerdld tiptalajra helyeztiik, ahol két héten beliil zold és albiné novénykék
regenerdlodtak. A meggyokeresedett novénykéket tiveghdzba kitiltettiik, €s az akklimatizacid utan

érésig neveltiik.

3. 1. 2. Az alaptapoldat hatasa a biza mikrosporak tenyésztésére

Négy kiilonbozd alaptdpoldatot (A2, CHB3, W14mi és P4-m) hasonlitottunk dssze a CY-
45’ genotipus mikrospdra tenyészeteiben. Az embrioidok, az albin6 és a zold novények szdma
alapjan szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki a tdpoldatok hatdsa kozott.

A tenyészetekben fejlodott embrioidok és a zold novénykék szama alapjan a legjobb
eredményeket a W14mi és A2 tdpoldatokkal értiik el. A két tapoldat kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség. A tovabbi kisérletek sordn a W14mi tipoldatot alkalmaztuk, amellyel a legmagasabb
embrioid szdmot €s zold novényke szamot értiik el.

A meggyoOkeresedett novénykéket liveghdzba kiiiltettiik, ahol jol akklimatizalédtak.
Kolchicin kezelést nem alkalmaztunk, a spontédn rediploidizicié mértékét magfogdssal ellendriztiik.

A kitiltetett 120 novény 78,3%-ar6l (94 DH torzs) tudtunk érett szemeket betakaritani.

3. 1. 3. Izolalt biza mikrosporak tenyésztése hazai buzafajtakkal

A fent ismertetett mikrospora tenyésztési rendszer hatékonysdgat tiz biza genotipussal
ellendriztiik. Minden genotipus esetében sikeresen indukdltuk az androgenezist izoldlt buza
mikrospordk ovarium dajkatenyészetében. A mikrospordk intenziven fejlodtek és fajtanként eltérod
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) €s *’GK Mini Mané’ (176,75 embrioid/Petri csésze)
genotipusokkal értiik el.

Hét genotipusbol regenerdltunk zold novénykéket (0,25 — 17,75 z6ld novényke/Petri csésze),
mig hiarom fajta CGK Kata’, ’"GK Ban’, "Mv Palotds’) csak albin6 novénykéket adott. A *CY-45’
(17,75 zold novényke/Petri csésze) és a ’GK Délibab’ (12 zold novényke/Petri csésze) genotipus
esetében volt a legnagyobb a regeneralt zold novénykék szdma tenyészetenként.

A portoktenyészet eredetli ’GK Délibdb’ és ’GK Ban’ fajta tenyészeteiben az embrioidok
szama szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a ’"CY-45" genotipus vagy tobb klasszikus nemesitési
fajta C GK Elet’, ’GK Csongrad’ és *GK Mini Mand’) tenyészetében. A *GK Délibab’ fajta esetében
magas volt a zold ndvények ardnya, mig a "GK Bédn’ genotipusbdl csak albin6 novénykéket tudtunk
regenerdlni. Tehdt a portoktenyészetbdl szarmazd genotipusok valaszadé képessége kozott
szignifikdns kiillonbségek voltak, és valaszad6é képességiik nem emelkedett ki a hagyomanyos

modszerrel nemesitett fajtak koziil.

3. 2. 1. Az ovariumos dajkatenyésztés hatasa tritikalé izolalt mikrospora tenyészetben

Az ovarium dajkatenyésztés hatdsat tanulmanyoztuk hat genotipus izoldlt mikrospéra
tenyészetében. A mikrosporak izoldlds utdn kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas allapotban
voltak. Az elsé sejtosztéddsokat minden genotipus esetében a tenyésztés negyedik-6todik napjén
figyeltiik meg.

Az ovarium dajkatenyésztés javitotta a mikrospdra eredetli struktirdk mindségét, €s novelte
az embrioidok szdmét a tenyészetekben. A tenyészetenkénti legnagyobb embrioid szdmot az
"AT314° (347 embrioid/Pettri csésze) és 'AT322° (344 embrioid/Petri csésze) genotipusok
tenyészeteivel értiik el. A hat genotipus 4tlagdban az embrioidok szdma 224,77 volt Petri
csészénként.

A legnagyobb z0ld novényregenerdlasi ardnyt az ’AT314° genotipus mikrospora
tenyészetével értiikk el (14 zold novényke/Petri csésze), mig a 'Rex’ fajta embrioidjaibol csak 0,7
z0ld novényke regeneralddott Petri csészénként.

A jol gyokeresedett novénykéket tiveghdzba Kkiiiltettiik, ahol akklimatizalédtak. A spontin
diploidok ardnya genotipustdl fiiggéen (41,46% - 82,14%) valtozott. Osszesen 103 izoldlt
mikrospodra tenyészet eredetli DH torzset neveltiink fel. Az eldéllitott DH torzsek koziil a legtobb
szemtermést hoz6 8-8 torzset valasztottuk ki genotipusonként a DH torzsek hat tulajdonsdganak

szant6foldi koriilmények kozott torténd ellendrzéséhez.



3. 2. 2. Tritikalé DH vonalak variabilitasanak vizsgalata

Két tavaszi tritikdlé fajta (GK Gabo’, ’Kargo’) és hiarom populdcié (CAT314°, *AT322’,
"’EMBR17/S2001°) nyolc-nyolc DH eredetli torzsének és kontrolljaiknak (szuperelit) hat
tulajdonsagat (novénymagassag, kaldszhossz, ezerszemtomeg, szemkeménység, fehérjetartalom és
hamutartalom) hasonlitottuk 6ssze. Szignifikédns kiillonbségeket taldltunk a genotipusok kdzott mind

a hat tulajdonsdg alapjan, és a DH torzsek kozott is az egyes genotipusokon beliil.

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

Két fliszerpaprika fajta (‘Remény’ és ‘Szegedi 80’) iiveghdzbdl begylijtott donor bimbdit
négy kiilonb6zo csoportba osztottuk fejlettségi allapotuk alapjan. A bimbok mérete, a portokok
mérete €s szine alkalmas megkiilonboztetd jegye a mikrospérdk fejlettségi dllapotdnak. A négy
alkotott csoport: 1. A donor bimbdk sirga portokjaiban tetrddokat figyeltink meg. 2. Kései
egysejtmagvas mikrospdordkat tartalmaztak azok a portokok, amelyek optimélis 4allapotiak
portoktenyésztésre. Kevesebb, mint 1/4 része volt antocidnos a portokoknak. 3. A begyljtott
bimbodk 2/3-4/5 részben antocidnos portokjaiban a mikrosporak 80%-a kései egysejtmagvas és 20%-
a korai kétsejtmagvas allapotban voltak. 4. Pollen szemeket tartalmaztak a teljesen antocidnos
portokok.

A donor bimbdk eldkezelése utan, a masodik és harmadik csoport portokjaibdl tudtunk é16
mikrospordkat izoldlni. Izoldlds utdn, az elOkezelt portokokban 1évé mikrospérak fejlettségi
allapotat FDA festéssel ellendriztiikk. A méisodik csoport mikrospérdinak 90%-a egysejtmagvas és
10%-a kétsejtmagvas dllapotd volt. A harmadik csoport elOkezelt portokjaibél 50%-ban
egysejtmagvas és 50 %-ban kétsejtmagvas allapoti mikrospoérdkat izolaltunk.

Az izolalt mikrospdrdkat buiza ovariumok jelenlétében W14mi tdpoldatban tenyésztettiik. A
harmadik csoport esetében, az izolalt mikrospordk tenyészetében a sejtosztdddsok ardnya magasabb

volt és tobb embrioid fejlédott, mint a masodik csoportbdl izolalt tenyészeteiben.

3. 3. 2. Kiilonbo6zé faji ovariumok hatasa fiiszerpaprikafajtak androgenezisére izolalt
mikrospoéra tenyészetben

Hérom alternativ utat vdlasztottunk a dajkatenyésztés hatdsdnak tesztelésére: (1) ovariumok
nélkiil, (2) paprika ovariumokkal és (3) buiiza ovariumokkal. Kettd fliszerpaprika fajtat (‘Remény’ és
‘Szegedi 80’) haszndltunk a kiillonbozé fajui ovariumok hatdsdnak tesztelésére. Az elso
sejtosztoddsok mar az elsé hét végén mindharom kezelésben megfigyelhetdek voltak. Az 0szt6do

mikrosporak soksejtes struktirdkkd fejlodtek a tenyésztés masodik hetében. A soksejtes struktirdk a



mikrosporak falatdl szabadda valtak az ovariumok jelenlétében, de a fejlodés megéllt az ovarium
nélkiili tenyészetekben. Paprika ovarium dajkatenyészetben ez a fejlodés a harmadik hétig
folytatdédott és a mikrospordkbdl proembrioidok fejlodtek, embrioidok nem. Buza ovarium
dajkatenyésztés alkalmazasdval a struktirdk fejlodése fenntarthatd volt, és a tenyésztés otodik -
hatodik hetére szabad szemmel is jol lathatéak voltak a mikrospdra tenyészet eredetii embrioidok.
Mind a hat fliszerpaprika fajta mikrospdra tenyészetében megfigyeltiik az androgenezis indukcidjat.
Az izoléalt mikrospordkbdl biza ovariumok jelenlétében embrioidok fejlddtek (genotipustdl fiiggden
3,75 - 65,7 embrioid/Petri csésze). A mikrospéra tenyészetben kapott embrioidok szdma alapjan az

egyes genotipusok kozott szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki.

3. 3. 3. A mikrospéra eredetii embrioidok szévettani tanulmanyozasa és a fiiszerpaprika
novények regeneralasa

A mikrospéra eredetli in vitro embrioidokat R1 regenerdld taptalajra helyeztiik. A kissé
megnyult embrioidok hosszmetszete kettd hatarozottan elkiiloniild pélust mutatott. Megfigyelhetd
volt a gyokérkezdemény, a kozponti henger és a hajtds kezdemény is. Az embrioid szemkozti
p6lusan kettd egyenléen fejlett sziklevél kezdemény volt liathaté. Az embrioidokat sz6éros
epidermisz boritotta be. Az embrioidok novényregenerdldsa kritikus Iépésnek bizonyult
flszerpaprikdban. Néhdny struktdra normadlis in vitro hajtdsokat regenerdlt. A hajtdsok tobbsége
amorf volt rozettas levelekkel, vagy nem hozott hajtast. A harom-négy leveles novénykék ploidia
fokat ellendriztiik. A haploid novénykék ploidia fokat sikeresen dupldztuk meg a kolchicin
kezeléssel. A spontdn diploid novénykéket €s a kolchicin kezelt novénykéket tiveghazba kiiiltettiik.
Hérom ‘Jaranda’, harom ‘Jariza’ és egy ‘Szegedi 80’ diploid névény akklimatizdlddott, és fejlodott
fertilis novénnyé.

A DH vonalakat a hazai nemesités szamdra atadtuk. A fiiszerpaprika hibrid nemesitési

programokban a *Délibab’ fliszerpaprika hibrid eldallitdsdhoz felhaszndltdk a vonalakat.
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4. MEGVITATAS (KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK)

4. 1. A buza izolalt mikrospoérak tenyésztése

A buza izoldlt mikrospéra tenyésztés jellemzd 1épéseit a *CY-45" modell genotipussal
vizsgaltuk. Eredményeink a korabbi buza mikrospdrds eredményekkel 6sszhangban vannak (Mejza
és mtsai 1993, Hu és Kasha 1999). A donor alapanyagok stressz kezelése, és az optimélis fejlettségi
allapot nagyon fontos a sikeres tenyésztéshez (Mejza és mtsai 1993, Hu és Kasha 1999). Az
ovariummal torténd kozos dajkatenyésztés sziikséges volt a nagyszamud embrioid fejlodéséhez
(Mejza és mtsai 1993). A tenyészetekben az indukciét kovetd 5. héten jelentds szamui embrioid
(413,5 embrioid/Petri csésze) fejlodott, azonban a zdld ndvény regenerdcidé ardnya (17,75 zold
novényke/Petri csésze) alacsony volt.

Négy alaptiapoldatot hasonlitottunk 06ssze a ’CY-45" genotipus izoldlt mikrospdra
tenyészetben. A szakirodalombdl ismert CHB (Chu és mtsai 1990) és A2 (Indrianto és mtsai 1999)
mikrospodra tenyésztd alaptdpoldat mellett két portoktenyésztd tdpoldat, a W14 (Ouyang és mtsai
1989) és a P4 (Ouyang és mtsai 1983) mikrospora tenyésztd valtozatat (W 14mi, P4-m) készitettiik
el. Az embrioidok és regenerdlt novények szdma alapjan az A2 és Wl14mi tdpoldat volt
szignifikdnsan a legjobb. A késdbbiekben a legjobb eredményeket adé Wl4mi tdpoldatot
alkalmaztuk a kisérletekhez.

Az androgenezist sikeresen indukdltuk a vizsgdlt buzafajtdk izoldlt mikrospora
tenyészetében. A genotipus szignifikdnsan befolydsolta a tenyészetenkénti embrioidok szdmat és a
novényregenericidt (Agache és mtsai 1988). A portoktenyészet eredetli genotipusok ("GK Bén’ és
"GK Délibab’) valaszad6 képessége nem volt jobb, mint a klasszikus nemesitésli genotipusoké, ami
a tulajdonsdg additiv oroklédésével magyarazhato.

A mikrospdra tenyészet eredetli buza novénykék egy jelentds része albind volt (genotipustél
fliggden 60,33% - 100%), ami a gabonafélék mikrospdra tenyészetében ismert jelenség (Trop és
Andersen 2009). Az albinizmus mértékét tobb tényez0 befolyasolja, ennek csokkentésére kell
torekednie a tovabbi kisérletek sordn. A portoktenyészethez hasonléan ez az eljards is hatékony

modszerré valhat a tenyésztési feltételek fejlesztését kovetden.

4. 2. A tritikalé izolalt mikrosporak tenyésztése
Izolalt mikrospdra tenyészetben a stressz kezelés fontos szerepet jatszott az androgenezis
indukciéjaban (Pauk és mtsai. 2000, Oleszczuk €s mtsai. 2004, Eudes és Amundsen 2005, Zur és

mtsai. 2008). Kisérleteinkben a donor hajtdsok hideg elOkezelését kombindltuk hidrom napos
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éheztetéssel (0,3 M mannit oldat, 32 °C), ami a maceralds sordn az életképes mikrospdrak izolalasat
segitette elo.

Eudes és Amundsen (2005) alkalmazta eldszor az ovarium dajkatenyésztés modszerét
tritikdléban, amely megemelte a mikrospdra eredetli embridk szamat és mindségét. Hasonldan, a mi
kisérleteinkben is javitotta a dajkatenyésztés az androgenezis hatékonysdgat. Tovabbiakban a
genotipusok 0sszehasonlitdsara dajkatenyésztést alkalmaztunk.

A genotipus jelentds faktornak bizonyult, amely az androgenezis hatékonysdgat mind
portoktenyészetben (Balatero és mtsai 1995), mind izoldlt mikrospéra tenyészetben (Eudes és
Amudsen 2005) befolydsolta. A hat tesztelt genotipus tenyészetében az embrioidok szdma €s a zold
novények szdma genotipustdl fiiggden véltozott. A mi kisérleteinkben is a genotipus volt az egyik
legfontosabb tényezd, amely befolydsolta a hatékonysagot.

A tesztelt genotipusok dtlagdban 2247 embrioidot dllitottunk elé tenyészetenként,
amelyekbdl atlagosan 7,79 zold novénykét regenerdltunk. A regenerdlt novénykék egy része a
buzdhoz hasonléan albiné volt (Trop és Andersen 2009). A korabban publikalt eredményekhez
(Pauk és mtsai 2000, Eudes és Amundsen 2005, Zur és mtsai 2008) képest tobb embrioidot kaptunk
tenyészetenként, €s javitottuk a novényregenerdcio hatékonysigat. Kivételt képez a j6 valaszado
képességli ’Bogo’ fajtaval elért eredmény (Oleszczuk és mtsai 2004). A regenerdlt novények jol
alkalmazkodtak az iiveghdazi koriilményekhez.

Arzani és Darvey (2002) az F; és F, generdciobdl elddllitott DH torzsek zold tomege,
szarazanyag tartalma, termése €s teljes biomasszdja kozott egy szélesebb variabilitdst taldlt, mint
amit szant6foldi szelekcidval el lehetett érni. Kisérleteinkben, az egyes genotipusok és DH torzsek
kozott mind a hat vizsgalt paraméter tekintetében szignifikans kiillonbségeket talaltunk.

Osszegezve, az izoldlt mikrospéra tenyésztés, hasonléan mds DH novény elédllitdsi
modszerekhez, alkalmas volt arra, hogy eltdvolitsa a genetikai kiilonbségeket az egyes
genotipusokbdl és jobban kiegyenlitetté tegye a genotipusokat. A tritikdlé mikrospéra tenyésztés
egy alternativ eszkoz lehet a nemesitok kezében, hogy kiegyenlitetté tegyék a genotipusokat

nemcsak a korai (F; és F,), hanem késobbi generdcidkban is (Fs).

4. 3. A paprika mikrospoérak tenyésztése

A mikrosporak fejlettségi allapotanak jelentds hatdsa van az androgenezis indukcidjira és
hatékonysdgara. Az irodalomban taldlt eltéré adatok miatt célul tliztiikk ki a fejlettségi allapot
hatdsdnak tesztelését fliszerpaprika izoldlt mikrospéra tenyészetben. Kisérleteinkben, a legjobb
eredményeket azokkal az alapanyagokkal értiik el, amelyekben a mikrospérdk fejlettségi allapota
begyljtéskor 80%-ban kései egysejtmagvas és 20%-ban korai kétsejtmagvas vakudlumos éallapotu

volt, ez idOsebb fejlettségi allapotnak felel meg, mint amit portok tenyészetben alkalmaznak.
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Az egy hetes eldkezelés (0,3 M mannit oldat) fontos az izoldlhaté mikrospdrak szdmanak
noveléséhez (Supena és mtsai 2006). Gradiens centrifugaldssal tisztithatok és elvdlaszthatok az
életképes mikrospdrdk a sejt- €és szovettormelékektol. Kisérleteinkhez a mannit/maltéz gradiens
centrifugdldst vélasztottuk, melyen a végrehajtott moddositds, lehetévé tette az eredményes
szétvalasztast.

Az izolalt mikrospdra tenyésztés modszerét idegen faji dajkatenyésztéssel (FSOC mddszer)
fejlesztettiikk tovabb. Kiilonbozo faju (paprika és buza) ovariumok hatdsédt ellendriztiik paprika
mikrospora tenyészetben. Ovariumok hidnydban a mikrospérdk osztédasa a tenyésztés masodik
hetében megallt. Paprika ovariumok jelenlétében proembrioidok indukélédtak a tenyészetekben,
azonban nem tudtdk folytatni novekedésiiket. Szabad szemmel lathaté struktdrdkat a paprika
mikrosporak idegen faju (biza ovarium) dajkatenyészeteiben figyeltiink meg.

Az ovérium dajkatenyésztés ismert mdédszer egyszikii fajok izoldlt mikrospdra tenyészetében
(Mejza és mtsai 1993, Eudes és Amundsen 2005), de kétszikli fajokban eddig nem alkalmazott
eljardas. Az FSOC moddszert elsoként alkalmaztuk paprika izoldlt mikrospdra tenyészetben.
Maddszeriinket harom magyar €s hdarom spanyol genotipussal teszteltiik le. Mindegyik genotipusbdl
allitottunk eld mikrospdéra eredetli embrioidokat, és elséként mutattuk ki a paprika izolalt
mikrospora tenyésztés genotipus fiiggdségét.

A novényregenerdlds a fliszerpaprika mikrospdra tenyésztés egyik kritikus 1épése (Supena €s
mtsai 2006). Az embrioidok szdma alapjdn az izoldlt mikrospdra tenyésztés versenyképes mds
rendszerekkel, azonban a rutinszerii alkalmazdshoz a genotipus fiiggdséget csokkenteni és a
novényregeneracié hatékonysagat novelni sziikséges.

Hérom fajtabol llitottunk eld mikrospora eredetii fertilis novényeket (‘Jariza’, ‘Jaranda’ és
‘Szegedi 80’). A mikrospdra eredetli novényeket a magyar fliszerpaprika hibrid nemesitési
programokba beépitettiik. A fliszerpaprika DH vonalainkat felhasznéltdk az &allamilag elismert

‘Délibab’ fliszerpaprika hibrid nemesitése soran.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kisérleteink sordn harom mezdgazdasagilag fontos novényfaj (buza, tritikdlé és fliszerpaprika)

izolalt mikrospoéra tenyésztésével foglalkoztunk. Az androgenezis folyamatdnak tanulméanyozéasakor

szdmos paramétert kellett figyelembe venni, amelyek befolydsoljak a haploid indukci6

hatékonysagit. Mindharom fajnal fontos volt a mikrospordk fejlettségi allapota, ami alapvetOen

befolydsolta az androgenezis indukcidjat. Kisérleteink sordn mindhdarom faj esetében a

dajkatenyésztés pozitiv hatdsat tapasztaltuk. Az elddllitott DH novényeket a nemesitési

programokba beépitettiik. Kisérleteink sordn az alabbi uj és ujszerli eredményeket értiik el:

1.

A donor alapanyagok genotipusa alapvetden befolydsolta a mikrospéra tenyésztés
hatékonysagat. Egy tavaszi btiza és kilenc 0szi buza genotipus (elismert vagy regisztralt fajta)
valaszadd képességét hasonlitottuk Ossze izoldlt mikrospoéra tenyészetben. Tritikdlé esetében
nemesitési szempontjdbol értékes genotipusokkal dolgoztunk. Paprika mikrospodra tenyésztésben
szélesebb genetikai hattér (magyar és spanyol genotipusok) tesztelésére keriilt sor, igy elsOként

szamoltunk be a genotipus hatdsardl paprika izolalt mikrospdra tenyészetben.

A vizsgalt fajokban a mikrospordk fejlettségi dllapota alapvetden befolyésolta az androgenezis
indukciéjat. A paprika esetében teszteltilk az egyes fejlettségi dllapotok indukcidra gyakorolt
hatdsat. A nemzetkozi szakirodalmat és sajat eredményeinket dsszevetve a sikeres indukciéhoz
mindhdrom faj esetében idOsebb fejlettségi allapot valasztasat javasoljuk izoldlt mikrospdra

tenyésztésben, mint portoktenyészetben.

A dajkatenyésztés javitotta a mikrospora tenyésztési rendszer hatékonysdgat mindharom
vizsgalt faj esetében. Biiza és tritikdlé mikrospdra tenyésztésben az ovarium dajkatenyésztés
megemelte a tenyészetenkénti embrioidok szdmat és a regenerdldsi szempontbol fontos
mindségét. Flszerpaprika mikrospéra tenyésztésben elsoként alkalmaztuk a dajkatenyésztést,
nevezetesen az FSOC mddszert, amely minden genotipus esetében lehetové tette az embrioidok

jobb indukcidjat.

Tritikalé és paprika mikrospora tenyésztésben értékes DH torzseket és vonalakat hoztunk 1étre.
A DH anyagok egy 1észét nemesitési programjainkban tovabbhaszndltuk és néhany
fiszerpaprika vonalunkat méar nemesito partnereinkkel hibrid (’Délibab’ fiiszerpaprika hibrid)

sziil@partnerként is felhasznaltunk.
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