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1. A MUNKA ELİZMÉNYEI ÉS A KITŐZÖTT CÉLOK 

 

A doubled haploid (DH) növények elıállítása több évtizedes múltra tekint vissza, és a mai 

napig szorosan kapcsolódik a kutatáshoz és nemesítéshez. A célzott sejt(ek) típusa alapján éretlen 

pollenbıl (portoktenyésztés, úsztatott portoktenyésztés és izolált mikrospóra tenyésztés) és 

petesejtbıl (ováriumtenyésztés, ovulumtenyésztés, petesejttenyésztés és távoli fajkeresztezés) lehet 

DH növényeket elıállítani.  

Az elsı sikereket követıen a távoli fajkeresztezés (kukorica pollennel történı 

megtermékenyítés) módszerét alkalmazza a búzanemesítés, azonban tritikálé esetében nem épült be 

e módszer a nemesítésbe. A ginogenezis az alapkutatás részévé vált (ginogenezis sejtszintő 

vizsgálata, in vitro termékenyítés és mikroinjektálás). 

Az androgenikus haploid technikákat alkalmazzák a mikrospóra embriogenezis 

tanulmányozására, térképezési populációk elkészítésére, genetikai transzformációra, in vitro 

szelekcióra vagy mutáns szelekcióra. A búza portoktenyésztés számos hazai és külföldi intézet 

nemesítési programjába is beépült. A portoktenyészet eredető tritikálé DH növény elıállítás 

hatékonysága elmarad a búzához képest, azonban a nemesítési hasznosítására már vannak példák. 

Paprika esetében fıként a nemesítés részérıl fellépı igény szorgalmazza a DH növények elıállítási 

módszereinek fejlesztését. 

A mikrospóra tenyésztés egy alternatív lehetıséget kínál a DH növények elıállítására. 

Elınyei között lehet megemlíteni, szemben a portoktenyésztéssel: (1) Izolált mikrospóra 

tenyészetben szomatikus sejtek és szövetek nélkül indukálódnak a mikrospórák. (2) A mikrospóra 

tenyésztés (mikrospóra embriogenezis) egész folyamata könnyebben tanulmányozható izolált sejtek 

tenyészetében, mint portoktenyészetben. (3) Az izolált mikrospóra tenyészetben végzett sejtszintő 

megfigyelések segítik a tenyésztési körülmények további fejlesztését. 

Az elsı igazi izolált mikrospóra tenyészet eredető búza növények elıállításáról szóló 

közleményeket két kutatócsoport publikálta (Mejza és mtsai 1993, Tuvesson és Öhlund 1993). A 

legtöbb publikált eredmény esetében stresszort alkalmaztak az androgenezis indukciójához (Hu és 

Kasha 1999). Mejza és mtsai (1993) alkalmazta elıször a búza ovárium dajkatenyésztést búza 

izolált mikrospóra tenyészetben. A dajkatenyésztés jelentısen emelte a tenyészetekben az 

embrioidok számát, és javította a növényregenerációt. Letarte és mtsai. (2006) 

arabinogalaktánokkal (Larcoll) és arabinogalaktán fehérjékkel (gumiarábikum) részlegesen 

helyettesíteni tudta az ováriumok hatását. A mikrospóra eredető struktúrák regeneráló képessége is 

megfelelı, azonban a gyakorlati felhasználás fı korlátozó tényezıje az albínó növények nagy 

gyakorisága. Az elsı izolált mikrospóra tenyészet eredető tritikálé növényrıl laboratóriumunk 
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számolt be (Pauk és mtsai 2000). Oleszczuk és mtsai (2004) egy hatékony tenyésztési módszert 

publikáltak a ’Bogo’ tritikálé fajtával. Eudes és Amundsen (2005) a Ficoll® (ozmotikus ágens) 

alkalmazásával tritikálé izolált mikrospóra tenyészetben megnövelték az embrioid számot és 

növényregenerációt. Zur és mtsai (2008) eltérı válaszadó képességő genotípusok izolált mikrospóra 

tenyészetében az antioxidáns enzimeinek változását és az endogén abszcizinsav koncentrációt 

tanulmányozták. Tritikálé izolált mikrospóra tenyészetekben is a növényregeneráció javítása 

(genotípus függıség és albinizmus csökkentése) szükséges a rutinszerő alkalmazáshoz. 

Az elsı paprika portoktenyészet eredető növényekrıl szóló eredményeket három 

kutatócsoport publikálta (George és Narayanaswamy 1973, Kuo és mtsai 1973, Wang és mtsai 

1973). Azóta a portoktenyésztés nemcsak nemesítési programokba épült be, hanem genetikai 

térképezéshez is felhasználták. A sikeres alkalmazás ellenére még néhány faktor (genotípus 

függıség, regeneráció hatékonysága és nagy munkaerı igény) korlátozza a nemesítés igényeinek 

kielégítését.  

Supena és mtsai (2006) írták le a szóródásos mikrospóra tenyésztés módszerét, és 

megemlítették az izolált mikrospóra tenyésztés módszerének sikeres alkalmazását a részletes 

tenyésztési rendszer leírása nélkül. Kim és mtsai (2008) publikáltak elsıként részletes izolált 

mikrospóra tenyésztési protokollt, rendszerüket a ‘Milyang-jare’ genotípussal dolgozták ki. Más 

genotípusok válaszadó képességét izolált mikrospóra tenyészetben nem ismertették. 

A kutatás iránya világviszonylatban is az izolált sejttenyésztési rendszerek kidolgozása felé 

fordult. Kísérleteinkben célul tőztük ki három faj (búza, tritikálé és főszerpaprika) mikrospóra 

tenyésztésének fejlesztését: 

 
I. Termesztési szempontból fontos növényfajok – búza, tritikálé és főszerpaprika – in vitro 

androgenezis indukciójának fejlesztése, hogy az érintett fajok nemesítése és kutatása 
számára új módszereket és alapanyagokat hozzunk létre. 

 
II. A búza izolált mikrospóra tenyésztés továbbfejlesztése az alaptápoldatok és a genotípus 

hatását elemzı kísérletekben.  
 
III. A tritikálé izolált mikrospóra tenyésztés módszertani kidolgozása a dajkatenyésztés és a 

genotípushatás elemzésével, és az elıállított DH törzsek nemesítésbe történı integrálása.  
 
IV. A főszerpaprika mikrospóra embriogenezis indukciója izolált mikrospóra tenyészetben. 

A mikrospóra fejlettségi állapot, a dajkatenyésztés, az exogén hormonok és a genotípus 
hatása az androgenezis folyamatára. 
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2. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

2. 1. A kísérletek növényanyaga 

Búza (Triticum aestivum L.) izolált mikrospóra tenyésztési kísérleteinkben egy tavaszi 

genotípus (’CY-45’) és kilenc hazai ıszi búzafajta (’GK Mini Manó’, ’GK Garaboly’, ’GK 

Hargita’, ’GK Csongrád’, ’GK Délibáb’, ’GK Élet’, ’GK Kata’, ’GK Bán’ és ’Mv Palotás’) donor 

hajtásait használtuk fel. Hat hexaploid tavaszi tritikálé (X Triticosecale Wittmack) genotípus 

(’Kargo’, ’GK Gabo’, ’Rex’, ’AT314’, ’AT322’ és ’EMBR17⁄S2001’) donor növényeit használtuk 

tritikálé mikrospóra tenyésztési kísérleteinkben. A paprika (Capsicum annuum L.) izolált 

mikrospóra tenyésztés rendszerének kidolgozásához és fejlesztéséhez három magyar (‘Szegedi 80’, 

‘Szegedi 178’ és ‘Remény’) és három spanyol (‘Jeromin’, ‘Jariza’ és ‘Jaranda’) főszerpaprika fajtát 

alkalmaztunk.  

 

2. 2. A növényi alapanyag elıállítása és begyőjtése 

Izolált mikrospóra tenyésztési kísérleteinkhez üvegházban neveltük fel a donor növényeket. 

Kivételt csak az ıszi búzafajták képezték, melyeket a Gabonakutató Kft. Kecskés telepi 

tenyészkertjébıl győjtöttük be. A növényeket természetes megvilágítás mellett neveltük fel. Az 

üvegházban a paprika növények számára 20-28 °C nappali és 15-19 °C éjszakai hımérsékletet 

biztosítottunk, míg kalászosok esetében a nappali hımérsékletet 20 °C, az éjszakai hımérsékletet 

16 °C alatt tartottuk. A donor növények tápanyag utánpótlására Volldünger® mőtrágyát 

használtunk, melyet kéthetente vízben feloldva (0,2 g/l) adagoltunk.  

A búza és tritikálé hajtások begyőjtését a mikrospórák középsı és kései egysejtmagvas 

vakuólumos állapotában végeztük el. A donor hajtásokat két hétig 3-4 °C-on hideg kezeltük. A 

paprika bimbókat fejlettségük alapján csoportosítottuk, hogy teszteljük a mikrospórák fejlettségi 

állapotának az androgenezis indukciójára gyakorolt hatását.  

 

2. 4. A donor portokok elıkezelése és a mikrospórák izolálása 

Az izolált portokokat 3 napig 32 °C-on 0,3 M mannit oldatban, sötétben elıtenyésztettük. 

Búza és tritikálé esetében ez a kezelés 3 napig tartott, míg a paprika portokokat 7 napig 

tenyésztettük elı. 

A mikrospórákat macerálással izoláltuk, a kapott szuszpenziót szénhidrát grádiens 

centrifugálással tisztítottuk. Az izoláláskor lényeges különbség volt, hogy 21% maltóz (Sigma) 

oldat helyett 30% maltóz oldatot használtunk a paprika mikrospórák elválasztására.  A mikrospóra 

szuszpenzió sőrőségét 30 000-35 000 mikrospóra/ml-re állítottuk be. 
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2. 5. Az izolált mikrospórák tenyésztése 

Két mikrospóra tenyésztı tápoldat (A2 és CHB) és két módosított portoktenyésztı tápoldat 

(W14-mi és P4-m) hatását hasonlítottuk össze búza mikrospóra tenyészetben. A búza mikrospórákat 

ováriumokkal közösen 28 °C-on tenyésztettük (10 ovárium/Petri csésze). A tritikálé mikrospórákat 

190-2 tápoldatban tenyésztettük (Pauk és mtsai 2000). A dajkatenyésztés hatását a tavaszi tritikálé 

genotípusokkal is tanulmányoztuk, hét ováriumot tettünk minden tenyészetbe. A paprika 

mikrospórákat W14mi tápoldatban tenyésztettük. A dajkatenyésztés és idegen fajú dajkatenyésztés 

(FSOC módszer) hatásának teszteléséhez 7-7 paprika illetve búza ováriumot (’CY-45’) tettünk 

minden tenyészetbe.  

 

2. 6. Növényregenerálás 

A búza és tritikálé mikrospóra eredető szövetstruktúrákat 190-2Cu regeneráló táptalajra 

helyeztük. A zöld növénykéket regeneráló táptalajt tartalmazó üvegcsıbe tettük. A jól 

gyökeresedett növényeket kiültettük üvegházba, ahol akklimatizálódtak. A paprika mikrospóra 

eredető embrioidokat R1 táptalajra helyeztük. A regenerált növénykéket hormonmentes MS 

táptalajt tartalmazó csövekbe helyeztük. A jól gyökeresedett növénykék ploidia fokát áramlási 

citometriával határoztuk meg. A diploid és a kolchicin kezelt haploid növényeket üvegházba 

ültettük ki. A mikrospóra eredető struktúrák regenerálását fényszobában (16 órás megvilágítás, 50 

µmol×m-2×s-1 fényerısség és 24 ºC) végeztük el. 

 

2. 7. Citológiai és szövettani vizsgálatok 

 Az izolált mikrospórák életképességét fluoreszcein-diacetát (FDA) festéssel ellenıriztük az 

MTA Szegedi Biológiai Központ Növénybiológiai Intézetében Dr. Fehér Attila és Dr. Ötvös 

Krisztina segítségével. A mikrospóra tenyészet eredető embrioidok szövettani elemzését az Eötvös 

Lóránd Tudományegyetem Növényszervezettani Tanszékén Dr. Kristóf Zoltán és Dr. Vági Pál 

végezték el.          

 

2.8. Tritikálé DH törzsek variabilitásának vizsgálata 

Öt tavaszi tritikálé genotípus nyolc-nyolc DH törzse hat tulajdonságát (növénymagasság, 

kalászhossz, ezerszemtömeg, szemkeménység, fehérje tartalom, és hamutartalom) tanulmányoztuk 

részletesen. 
 

2. 9. Statisztikai analízis 

 A kísérleteket legalább 3 ismétlésben végeztük el.  A statisztikai elemzések (kétmintás t-

próba, egytényezıs varinacia analízis) a Microsoft® Excel 2002 szoftver segítségével készültek el. 
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3. EREDMÉNYEK 

 

3. 1. 1. Búza izolált mikrospórák tenyésztése 

A búza mikrospóra tenyésztés legkritikusabb lépéseit a ’CY-45’ tavaszi búza genotípus 

tenyésztésével követtük nyomon. A mikrospórák ideális fejlettségi állapota az elsı fontos lépés az 

androgenezis indukciójában. A donor hajtások középsı és kései egysejtmagvas vakuólumos 

állapotú mikrospórákat tartalmaztak a kalászok középsı részén. Hideg kezelés, az ozmotikus stressz 

és éheztetés megemelte az életképes izolált mikrospórák mennyiségét. A sikeres izolálást követıen, 

a mikrospóra tenyésztés elsı napján a mikrospórák kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas 

állapotban voltak. 

Az elsı sejtosztódásokat a tenyésztés harmadik, negyedik napján figyeltük meg. Izolált 

mikrospóra tenyészetben az ovárium dajkatenyésztés kulcsfontosságú volt, amely megvédte a 

fejlıdı struktúrákat a pusztulástól. Egy hónapos együtt tenyésztést követıen a mikrospóra eredető 

embrioidokat szilárd regeneráló táptalajra helyeztük, ahol két héten belül zöld és albínó növénykék 

regenerálódtak. A meggyökeresedett növénykéket üvegházba kiültettük, és az akklimatizáció után 

érésig neveltük.  

 

3. 1. 2. Az alaptápoldat hatása a búza mikrospórák tenyésztésére 

Négy különbözı alaptápoldatot (A2, CHB3, W14mi és P4-m) hasonlítottunk össze a ’CY-

45’ genotípus mikrospóra tenyészeteiben. Az embrioidok, az albínó és a zöld növények száma 

alapján szignifikáns különbségeket mutattunk ki a tápoldatok hatása között.  

A tenyészetekben fejlıdött embrioidok és a zöld növénykék száma alapján a legjobb 

eredményeket a W14mi és A2 tápoldatokkal értük el. A két tápoldat között nem volt szignifikáns 

különbség. A további kísérletek során a W14mi tápoldatot alkalmaztuk, amellyel a legmagasabb 

embrioid számot és zöld növényke számot értük el.  

A meggyökeresedett növénykéket üvegházba kiültettük, ahol jól akklimatizálódtak. 

Kolchicin kezelést nem alkalmaztunk, a spontán rediploidizáció mértékét magfogással ellenıriztük. 

A kiültetett 120 növény 78,3%-áról (94 DH törzs) tudtunk érett szemeket betakarítani.   

 

3.  1.  3. Izolált búza mikrospórák tenyésztése hazai búzafajtákkal 

A fent ismertetett mikrospóra tenyésztési rendszer hatékonyságát tíz búza genotípussal 

ellenıriztük. Minden genotípus esetében sikeresen indukáltuk az androgenezist izolált búza 

mikrospórák ovárium dajkatenyészetében. A mikrospórák intenzíven fejlıdtek és fajtánként eltérı 

mennyiségő embrioid (31,75 - 413,5 embrioid/Petri csésze) fejlıdött a tenyészetekben. A legjobb 

eredményeket a ’CY-45’ (413,5 embrioid/Petri csésze), ’GK Élet’ (289,25 embrioid/Petri csésze), 
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’GK Csongrád’ (224 embrioid/Petri csésze) és ’GK Mini Manó’ (176,75 embrioid/Petri csésze) 

genotípusokkal értük el. 

Hét genotípusból regeneráltunk zöld növénykéket (0,25 – 17,75 zöld növényke/Petri csésze), 

míg három fajta (’GK Kata’, ’GK Bán’, ’Mv Palotás’) csak albínó növénykéket adott. A ’CY-45’ 

(17,75 zöld növényke/Petri csésze) és a ’GK Délibáb’ (12 zöld növényke/Petri csésze) genotípus 

esetében volt a legnagyobb a regenerált zöld növénykék száma tenyészetenként. 

A portoktenyészet eredető ’GK Délibáb’ és ’GK Bán’ fajta tenyészeteiben az embrioidok 

száma szignifikánsan alacsonyabb volt, mint a ’CY-45’ genotípus vagy több klasszikus nemesítéső 

fajta (’GK Élet’, ’GK Csongrád’ és ’GK Mini Manó’) tenyészetében. A ’GK Délibáb’ fajta esetében 

magas volt a zöld növények aránya, míg a ’GK Bán’ genotípusból csak albínó növénykéket tudtunk 

regenerálni. Tehát a portoktenyészetbıl származó genotípusok válaszadó képessége között 

szignifikáns különbségek voltak, és válaszadó képességük nem emelkedett ki a hagyományos 

módszerrel nemesített fajták közül. 

 

3. 2. 1. Az ováriumos dajkatenyésztés hatása tritikálé izolált mikrospóra tenyészetben 

Az ovárium dajkatenyésztés hatását tanulmányoztuk hat genotípus izolált mikrospóra 

tenyészetében. A mikrospórák izolálás után kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas állapotban 

voltak. Az elsı sejtosztódásokat minden genotípus esetében a tenyésztés negyedik-ötödik napján 

figyeltük meg.  

Az ovárium dajkatenyésztés javította a mikrospóra eredető struktúrák minıségét, és növelte 

az embrioidok számát a tenyészetekben. A tenyészetenkénti legnagyobb embrioid számot az 

’AT314’ (347 embrioid/Pettri csésze) és ’AT322’ (344 embrioid/Petri csésze) genotípusok 

tenyészeteivel értük el. A hat genotípus átlagában az embrioidok száma 224,7 volt Petri 

csészénként.  

A legnagyobb zöld növényregenerálási arányt az ’AT314’ genotípus mikrospóra 

tenyészetével értük el (14 zöld növényke/Petri csésze), míg a ’Rex’ fajta embrioidjaiból csak 0,7 

zöld növényke regenerálódott Petri csészénként.  

A jól gyökeresedett növénykéket üvegházba kiültettük, ahol akklimatizálódtak. A spontán 

diploidok aránya genotípustól függıen (41,46% - 82,14%) változott. Összesen 103 izolált 

mikrospóra tenyészet eredető DH törzset neveltünk fel. Az elıállított DH törzsek közül a legtöbb 

szemtermést hozó 8-8 törzset választottuk ki genotípusonként a DH törzsek hat tulajdonságának 

szántóföldi körülmények között történı ellenırzéséhez.    
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3.  2. 2. Tritikálé DH vonalak variabilitásának vizsgálata 

Két tavaszi tritikálé fajta (’GK Gabo’, ’Kargo’) és három populáció (’AT314’, ’AT322’, 

’EMBR17/S2001’) nyolc-nyolc DH eredető törzsének és kontrolljaiknak (szuperelit) hat 

tulajdonságát (növénymagasság, kalászhossz, ezerszemtömeg, szemkeménység, fehérjetartalom és 

hamutartalom) hasonlítottuk össze. Szignifikáns különbségeket találtunk a genotípusok között mind 

a hat tulajdonság alapján, és a DH törzsek között is az egyes genotípusokon belül.  

 

3. 3. 1. A mikrospórák fejlettségi állapotának hatása főszerpaprika izolált mikrospóra 

tenyészetben 

Két főszerpaprika fajta (‘Remény’ és ‘Szegedi 80’) üvegházból begyőjtött donor bimbóit 

négy különbözı csoportba osztottuk fejlettségi állapotuk alapján. A bimbók mérete, a portokok 

mérete és színe alkalmas megkülönböztetı jegye a mikrospórák fejlettségi állapotának. A négy 

alkotott csoport: 1. A donor bimbók sárga portokjaiban tetrádokat figyeltünk meg. 2. Kései 

egysejtmagvas mikrospórákat tartalmaztak azok a portokok, amelyek optimális állapotúak 

portoktenyésztésre. Kevesebb, mint 1/4 része volt antociános a portokoknak. 3. A begyőjtött 

bimbók 2/3-4/5 részben antociános portokjaiban a mikrospórák 80%-a kései egysejtmagvas és 20%-

a korai kétsejtmagvas állapotban voltak. 4. Pollen szemeket tartalmaztak a teljesen antociános 

portokok. 

A donor bimbók elıkezelése után, a második és harmadik csoport portokjaiból tudtunk élı 

mikrospórákat izolálni. Izolálás után, az elıkezelt portokokban lévı mikrospórák fejlettségi 

állapotát FDA festéssel ellenıriztük. A második csoport mikrospóráinak 90%-a egysejtmagvas és 

10%-a kétsejtmagvas állapotú volt. A harmadik csoport elıkezelt portokjaiból 50%-ban 

egysejtmagvas és 50 %-ban kétsejtmagvas állapotú mikrospórákat izoláltunk.  

Az izolált mikrospórákat búza ováriumok jelenlétében W14mi tápoldatban tenyésztettük. A 

harmadik csoport esetében, az izolált mikrospórák tenyészetében a sejtosztódások aránya magasabb 

volt és több embrioid fejlıdött, mint a második csoportból izolált tenyészeteiben.   

 

3. 3. 2. Különbözı fajú ováriumok hatása főszerpaprikafajták androgenezisére izolált 

mikrospóra tenyészetben 

Három alternatív utat választottunk a dajkatenyésztés hatásának tesztelésére: (1) ováriumok 

nélkül, (2) paprika ováriumokkal és (3) búza ováriumokkal. Kettı főszerpaprika fajtát (‘Remény’ és 

‘Szegedi 80’) használtunk a különbözı fajú ováriumok hatásának tesztelésére. Az elsı 

sejtosztódások már az elsı hét végén mindhárom kezelésben megfigyelhetıek voltak. Az osztódó 

mikrospórák soksejtes struktúrákká fejlıdtek a tenyésztés második hetében. A soksejtes struktúrák a 
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mikrospórák falától szabaddá váltak az ováriumok jelenlétében, de a fejlıdés megállt az ovárium 

nélküli tenyészetekben. Paprika ovárium dajkatenyészetben ez a fejlıdés a harmadik hétig 

folytatódott és a mikrospórákból proembrioidok fejlıdtek, embrioidok nem. Búza ovárium 

dajkatenyésztés alkalmazásával a struktúrák fejlıdése fenntartható volt, és a tenyésztés ötödik - 

hatodik hetére szabad szemmel is jól láthatóak voltak a mikrospóra tenyészet eredető embrioidok. 

Mind a hat főszerpaprika fajta mikrospóra tenyészetében megfigyeltük az androgenezis indukcióját. 

Az izolált mikrospórákból búza ováriumok jelenlétében embrioidok fejlıdtek (genotípustól függıen 

3,75 - 65,7 embrioid/Petri csésze). A mikrospóra tenyészetben kapott embrioidok száma alapján az 

egyes genotípusok között szignifikáns különbségeket mutattunk ki.  

 

3. 3. 3.  A mikrospóra eredető embrioidok szövettani tanulmányozása és a főszerpaprika 

növények regenerálása 

A mikrospóra eredető in vitro embrioidokat R1 regeneráló táptalajra helyeztük. A kissé 

megnyúlt embrioidok hosszmetszete kettı határozottan elkülönülı pólust mutatott. Megfigyelhetı 

volt a gyökérkezdemény, a központi henger és a hajtás kezdemény is. Az embrioid szemközti 

pólusán kettı egyenlıen fejlett sziklevél kezdemény volt látható. Az embrioidokat szırös 

epidermisz borította be. Az embrioidok növényregenerálása kritikus lépésnek bizonyult 

főszerpaprikában. Néhány struktúra normális in vitro hajtásokat regenerált. A hajtások többsége 

amorf volt rozettás levelekkel, vagy nem hozott hajtást. A három-négy leveles növénykék ploidia 

fokát ellenıriztük. A haploid növénykék ploidia fokát sikeresen dupláztuk meg a kolchicin 

kezeléssel. A spontán diploid növénykéket és a kolchicin kezelt növénykéket üvegházba kiültettük. 

Három ‘Jaranda’, három ‘Jariza’ és egy ‘Szegedi 80’ diploid növény akklimatizálódott, és fejlıdött 

fertilis növénnyé.  

A DH vonalakat a hazai nemesítés számára átadtuk. A főszerpaprika hibrid nemesítési 

programokban a ’Délibáb’ főszerpaprika hibrid elıállításához felhasználták a vonalakat. 
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4.  MEGVITATÁS (KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK) 

 

4. 1. A búza izolált mikrospórák tenyésztése 

A búza izolált mikrospóra tenyésztés jellemzı lépéseit a ’CY-45’ modell genotípussal 

vizsgáltuk. Eredményeink a korábbi búza mikrospórás eredményekkel összhangban vannak (Mejza 

és mtsai 1993, Hu és Kasha 1999). A donor alapanyagok stressz kezelése, és az optimális fejlettségi 

állapot nagyon fontos a sikeres tenyésztéshez (Mejza és mtsai 1993, Hu és Kasha 1999). Az 

ováriummal történı közös dajkatenyésztés szükséges volt a nagyszámú embrioid fejlıdéséhez 

(Mejza és mtsai 1993). A tenyészetekben az indukciót követı 5. héten jelentıs számú embrioid 

(413,5 embrioid/Petri csésze) fejlıdött, azonban a zöld növény regeneráció aránya (17,75 zöld 

növényke/Petri csésze) alacsony volt. 

Négy alaptápoldatot hasonlítottunk össze a ’CY-45’ genotípus izolált mikrospóra 

tenyészetben. A szakirodalomból ismert CHB (Chu és mtsai 1990) és A2 (Indrianto és mtsai 1999) 

mikrospóra tenyésztı alaptápoldat mellett két portoktenyésztı tápoldat, a W14 (Ouyang és mtsai 

1989) és a P4 (Ouyang és mtsai 1983) mikrospóra tenyésztı változatát (W14mi, P4-m) készítettük 

el. Az embrioidok és regenerált növények száma alapján az A2 és W14mi tápoldat volt 

szignifikánsan a legjobb. A késıbbiekben a legjobb eredményeket adó W14mi tápoldatot 

alkalmaztuk a kísérletekhez. 

Az androgenezist sikeresen indukáltuk a vizsgált búzafajták izolált mikrospóra 

tenyészetében. A genotípus szignifikánsan befolyásolta a tenyészetenkénti embrioidok számát és a 

növényregenerációt (Agache és mtsai 1988). A portoktenyészet eredető genotípusok (’GK Bán’ és 

’GK Délibáb’) válaszadó képessége nem volt jobb, mint a klasszikus nemesítéső genotípusoké, ami 

a tulajdonság additív öröklıdésével magyarázható.  

A mikrospóra tenyészet eredető búza növénykék egy jelentıs része albínó volt (genotípustól 

függıen 60,33% - 100%), ami a gabonafélék mikrospóra tenyészetében ismert jelenség (Trop és 

Andersen 2009). Az albinizmus mértékét több tényezı befolyásolja, ennek csökkentésére kell 

törekednie a további kísérletek során. A portoktenyészethez hasonlóan ez az eljárás is hatékony 

módszerré válhat a tenyésztési feltételek fejlesztését követıen. 

 

4. 2. A tritikálé izolált mikrospórák tenyésztése 

Izolált mikrospóra tenyészetben a stressz kezelés fontos szerepet játszott az androgenezis 

indukciójában (Pauk és mtsai. 2000, Oleszczuk és mtsai. 2004, Eudes és Amundsen 2005, Zur és 

mtsai. 2008). Kísérleteinkben a donor hajtások hideg elıkezelését kombináltuk három napos 



 12 

éheztetéssel (0,3 M mannit oldat, 32 °C), ami a macerálás során az életképes mikrospórák izolálását 

segítette elı.  

 Eudes és Amundsen (2005) alkalmazta elıször az ovárium dajkatenyésztés módszerét 

tritikáléban, amely megemelte a mikrospóra eredető embriók számát és minıségét. Hasonlóan, a mi 

kísérleteinkben is javította a dajkatenyésztés az androgenezis hatékonyságát. Továbbiakban a 

genotípusok összehasonlítására dajkatenyésztést alkalmaztunk. 

A genotípus jelentıs faktornak bizonyult, amely az androgenezis hatékonyságát mind 

portoktenyészetben (Balatero és mtsai 1995), mind izolált mikrospóra tenyészetben (Eudes és 

Amudsen 2005) befolyásolta. A hat tesztelt genotípus tenyészetében az embrioidok száma és a zöld 

növények száma genotípustól függıen változott. A mi kísérleteinkben is a genotípus volt az egyik 

legfontosabb tényezı, amely befolyásolta a hatékonyságot. 

A tesztelt genotípusok átlagában 224,7 embrioidot állítottunk elı tenyészetenként, 

amelyekbıl átlagosan 7,79 zöld növénykét regeneráltunk. A regenerált növénykék egy része a 

búzához hasonlóan albínó volt (Trop és Andersen 2009). A korábban publikált eredményekhez 

(Pauk és mtsai 2000, Eudes és Amundsen 2005, Zur és mtsai 2008) képest több embrioidot kaptunk 

tenyészetenként, és javítottuk a növényregeneráció hatékonyságát. Kivételt képez a jó válaszadó 

képességő ’Bogo’ fajtával elért eredmény (Oleszczuk és mtsai 2004). A regenerált növények jól 

alkalmazkodtak az üvegházi körülményekhez. 

Arzani és Darvey (2002) az F1 és F2 generációból elıállított DH törzsek zöld tömege, 

szárazanyag tartalma, termése és teljes biomasszája között egy szélesebb variabilitást talált, mint 

amit szántóföldi szelekcióval el lehetett érni. Kísérleteinkben, az egyes genotípusok és DH törzsek 

között mind a hat vizsgált paraméter tekintetében szignifikáns különbségeket találtunk.  

Összegezve, az izolált mikrospóra tenyésztés, hasonlóan más DH növény elıállítási 

módszerekhez, alkalmas volt arra, hogy eltávolítsa a genetikai különbségeket az egyes 

genotípusokból és jobban kiegyenlítetté tegye a genotípusokat. A tritikálé mikrospóra tenyésztés 

egy alternatív eszköz lehet a nemesítık kezében, hogy kiegyenlítetté tegyék a genotípusokat 

nemcsak a korai (F1 és F2), hanem késıbbi generációkban is (F5). 

 

4. 3. A paprika mikrospórák tenyésztése 

A mikrospórák fejlettségi állapotának jelentıs hatása van az androgenezis indukciójára és 

hatékonyságára. Az irodalomban talált eltérı adatok miatt célul tőztük ki a fejlettségi állapot 

hatásának tesztelését főszerpaprika izolált mikrospóra tenyészetben. Kísérleteinkben, a legjobb 

eredményeket azokkal az alapanyagokkal értük el, amelyekben a mikrospórák fejlettségi állapota 

begyőjtéskor 80%-ban kései egysejtmagvas és 20%-ban korai kétsejtmagvas vakuólumos állapotú 

volt, ez idısebb fejlettségi állapotnak felel meg, mint amit portok tenyészetben alkalmaznak.  
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Az egy hetes elıkezelés (0,3 M mannit oldat) fontos az izolálható mikrospórák számának 

növeléséhez (Supena és mtsai 2006). Grádiens centrifugálással tisztíthatók és elválaszthatók az 

életképes mikrospórák a sejt- és szövettörmelékektıl. Kísérleteinkhez a mannit/maltóz grádiens 

centrifugálást választottuk, melyen a végrehajtott módosítás, lehetıvé tette az eredményes 

szétválasztást.  

Az izolált mikrospóra tenyésztés módszerét idegen fajú dajkatenyésztéssel (FSOC módszer) 

fejlesztettük tovább. Különbözı fajú (paprika és búza) ováriumok hatását ellenıriztük paprika 

mikrospóra tenyészetben. Ováriumok hiányában a mikrospórák osztódása a tenyésztés második 

hetében megállt. Paprika ováriumok jelenlétében proembrioidok indukálódtak a tenyészetekben, 

azonban nem tudták folytatni növekedésüket. Szabad szemmel látható struktúrákat a paprika 

mikrospórák idegen fajú (búza ovárium) dajkatenyészeteiben figyeltünk meg.  

Az ovárium dajkatenyésztés ismert módszer egyszikő fajok izolált mikrospóra tenyészetében 

(Mejza és mtsai 1993, Eudes és Amundsen 2005), de kétszikő fajokban eddig nem alkalmazott 

eljárás. Az FSOC módszert elsıként alkalmaztuk paprika izolált mikrospóra tenyészetben. 

Módszerünket három magyar és három spanyol genotípussal teszteltük le. Mindegyik genotípusból 

állítottunk elı mikrospóra eredető embrioidokat, és elsıként mutattuk ki a paprika izolált 

mikrospóra tenyésztés genotípus függıségét. 

A növényregenerálás a főszerpaprika mikrospóra tenyésztés egyik kritikus lépése (Supena és 

mtsai 2006). Az embrioidok száma alapján az izolált mikrospóra tenyésztés versenyképes más 

rendszerekkel, azonban a rutinszerő alkalmazáshoz a genotípus függıséget csökkenteni és a 

növényregeneráció hatékonyságát növelni szükséges.  

Három fajtából állítottunk elı mikrospóra eredető fertilis növényeket (‘Jariza’, ‘Jaranda’ és 

‘Szegedi 80’). A mikrospóra eredető növényeket a magyar főszerpaprika hibrid nemesítési 

programokba beépítettük. A főszerpaprika DH vonalainkat felhasználták az államilag elismert 

‘Délibáb’ főszerpaprika hibrid nemesítése során. 
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ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

Kísérleteink során három mezıgazdaságilag fontos növényfaj (búza, tritikálé és főszerpaprika) 

izolált mikrospóra tenyésztésével foglalkoztunk. Az androgenezis folyamatának tanulmányozásakor 

számos paramétert kellett figyelembe venni, amelyek befolyásolják a haploid indukció 

hatékonyságát. Mindhárom fajnál fontos volt a mikrospórák fejlettségi állapota, ami alapvetıen 

befolyásolta az androgenezis indukcióját. Kísérleteink során mindhárom faj esetében a 

dajkatenyésztés pozitív hatását tapasztaltuk. Az elıállított DH növényeket a nemesítési 

programokba beépítettük. Kísérleteink során az alábbi új és újszerő eredményeket értük el: 

 

1. A donor alapanyagok genotípusa alapvetıen befolyásolta a mikrospóra tenyésztés 

hatékonyságát. Egy tavaszi búza és kilenc ıszi búza genotípus (elismert vagy regisztrált fajta) 

válaszadó képességét hasonlítottuk össze izolált mikrospóra tenyészetben. Tritikálé esetében 

nemesítési szempontjából értékes genotípusokkal dolgoztunk. Paprika mikrospóra tenyésztésben 

szélesebb genetikai háttér (magyar és spanyol genotípusok) tesztelésére került sor, így elsıként 

számoltunk be a genotípus hatásáról paprika izolált mikrospóra tenyészetben. 

 

2. A vizsgált fajokban a mikrospórák fejlettségi állapota alapvetıen befolyásolta az androgenezis 

indukcióját. A paprika esetében teszteltük az egyes fejlettségi állapotok indukcióra gyakorolt 

hatását. A nemzetközi szakirodalmat és saját eredményeinket összevetve a sikeres indukcióhoz 

mindhárom faj esetében idısebb fejlettségi állapot választását javasoljuk izolált mikrospóra 

tenyésztésben, mint portoktenyészetben. 

 

3. A dajkatenyésztés javította a mikrospóra tenyésztési rendszer hatékonyságát mindhárom 

vizsgált faj esetében. Búza és tritikálé mikrospóra tenyésztésben az ovárium dajkatenyésztés 

megemelte a tenyészetenkénti embrioidok számát és a regenerálási szempontból fontos 

minıségét. Főszerpaprika mikrospóra tenyésztésben elsıként alkalmaztuk a dajkatenyésztést, 

nevezetesen az FSOC módszert, amely minden genotípus esetében lehetıvé tette az embrioidok 

jobb indukcióját.  

 

4. Tritikálé és paprika mikrospóra tenyésztésben értékes DH törzseket és vonalakat hoztunk létre. 

A DH anyagok egy részét nemesítési programjainkban továbbhasználtuk és néhány 

főszerpaprika vonalunkat már nemesítı partnereinkkel hibrid (’Délibáb’ főszerpaprika hibrid) 

szülıpartnerként is felhasználtunk.  
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