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1. Bevezetés

A 20. szdzadban és azt kovetden a természettudomanyok jelentdés mértékii fejlodésnek
indultak, kilonosképpen a genetikaban és a biotechnoldgiaban értek el nagy sikereket a
felfedezéseknek koszonhetden.

Napjainkban a biotechnoldgianak kulcsfontossagu szerepe van a mezégazdasagban is,
mivel a rohamosan novekedd fogyasztasi igények kielégitése egyre nagyobb problémat jelent.
A megvéltozott kornyezeti feltételek mellett is béven termé fajtakat kell elallitani, amelyek
koérokozok és kartevok elleni ellendllosaga is kivaldo. A hagyomanyos ndvénynemesitési
maodszerek mellett egyre gyakoribb az in vitro mddszerek alkalmazasa, ilyen példaul a DH,
azaz doubled haploid vagy kett6zott haploid novények eldallitaisa. A DH novény eldallitas
egyik formaja az in vitro androgenezis, amely soran haploid, illetve DH egyedeket allitanak el
portoktenyészetekbdl vagy izolalt mikrospéra tenyészetekbdl. A spontdn vagy indukalt
(kolhicin  kezelés) kromoszoma duplikaciét koévetéen a kapott ndvenyek minden
tulajdonsagukra nézve homozigdtdk. A DH novény eldéllitas eldnye, hogy lehetdve teszi az uj
fajtak 1étrehozasat lényegesen kevesebb id6- és munkaraforditassal, mint a klasszikus
ndéveénynemesités esetén.

Habar az 1970-es évek Ota foglalkoznak DH rozsndvények el6allitasaval, a rozs
esetében az in vitro novényeldallitasi modszerek hatékonysaga messze elmarad a tobbi jelentds
gabonafélét6l, mint példaul a buza, a tritikalé, rizs vagy az arpa esetében. Az in Vvitro
androgenezis hatékonysagat szamos tényez0 befolyasolja, ilyen a kiilonboz6
stresszelOkezelések vagy tapkozegek alkalmazasa.

Tudomanyos Diakkori Dolgozatom kisérleteit a Gabonakutaté Nonprofit Koézhasznu
Kft. Biotechnoldgiai Laboratériumaban végeztem. Dudlis hallgatoként szamos gabonanévény
DH kutatasi programjaban vehettem részt, koztiik foglalkoztam a mikrospora eredetii rozs

novénykék elballitasaval is.



Tudomanyos Didkkdri Dolgozatom célitiizései:

1. Kiilonb6z6 el6kezelések hatasanak vizsgalata az in vitro androgenezis hatékonysagara

rozsban

2. Dajkatenyésztés hatdsanak vizsgalata az in vitro androgenezis hatékonysagara rozsban

3. Az eldallitott novénykék ploidia fokdnak vizsgélata



2. lrodalmi attekinteés

2.1. A rozs szArmazéasa, termesztése és jelentosége

A kultarrozs (Secale cereale L.) Azsiabol szarmazik. Géncentruma Kis-Azsiaban,
Délnyugat-Azsiaban, a Kaukéazuson, Afganisztanban, illetve Iran teriiletén talalhat6. Eurdpaba
a termesztett buza importalasa soran hurcoltak be. Vad 6se a Secale ancestrale.

Rendszertani besorolasa alapjan a Gramineae csalad, és a Secale nemzettség tagja. A
nemzetség fajai altaldban konnyen keresztezhetok egymassal, az ide tartozd legtobb faj
ivarsejtjeinek a kromoszomaszama 7 (Antal és mtsai. 2005). A termesztett rozsfajtak altalaban
diploidok, de el6fordulnak tetraploid valtozatok is. A tetraploid rozs (Secale cereale, var.
multicaule) termesztésének szamos elénye van a diploid rozzsal szemben. Nagyobb
term6képesség jellemzi, mivel az ezerszemtomege 25-30%-kal nagyobb. Szérszilardsaga is
nagyobb, igy kevésbé hajlamos a megdblésre. A tetraploid rozs magjai nagyobb fehérje
tartalommal rendelkeznek, mint a diploid valtozatoké (Gordej és mtsai. 2019, Vejrazka és
mtsai. 2011).

A Secale nemzetség kétfele &gazik. Az Agrestes-be tartozd fajok a kultdrrozstol
jelentésen eltérnek, apréo mag jellemzi 6ket, ezek a vadfiivek. A masik ag a Cerealia, ebbe
tartozik maga a kultarrozs, a rokon vadfajai, illetve egyes gyomformai (Antal és mtsai. 2005).
Napjainkban fontos gabonaféle, a legnagyobb rozstermesztok kozé tartozik Kozép-és Kelet
Eurdpa, Oroszorszag és Fehéroroszorszag (Zielinski és mtsai. 2020).

A rozst elsésorban gyengébb mindségli talajokon termesztik, azaz homoktalajokon,
sekély termdrétegii talajokon. Ennek gazdasagi oka, hogy a j6 mindségii talajokon legféképp
blza és tritikalé termesztése folyik. Elettani szempontbol kedvezébbek az alacsonyabb nitrogén
tartalmu talajok, mivel nagy mennyiségii nitrogénellatottsag esetén a ndvény szarszilardsaga
romlik, igy hajlamossa valik a megddlésre. Rendkivill jol adaptalodik a talaj-, illetve az
éghajlati viszonyokhoz (Antal és mtsai. 2005).

A rozst a vilagon 2022-ben 4 016 433 ha termésteruleten, 3,27 t/ha termésatlaggal
termesztették, Ossztermése 13 143 054 tonna volt (fao.org). Ugyanebben az évben
Magyarorszagon a rozst 20 089 hektaron termesztették, termésatlaga 2,94 t/ha, 6ssztermese 59
156 tonna volt (ksh.hu).

Hazankban a termelt rozs tébb, mint 80%-at takarmanyozasi célra hasznaljak fel.
Etethetd abrak, illetve zoldtakarmany formdjaban. Human taplalkozasban elsdsorban
kenyérgabonaként jelentés. Egyre inkabb elterjedt a rozskenyér, illetve a rozsos kenyér

fogyasztasa. A rozskenyér 10-12% fel nem szivodd szénhidratot tartalmaz, ezek a cukrok,



illetve a kiilonboz6 zsirsavak felszivodasat akadalyozzak. A rozsbol késziilt ételek fogyasztasa
¢lettani szempontbol jelentds, mivel a rozs aminosav-Osszetétele a szervezet szamara kedvezo,
valamint magas a lizin tartalma. Emellett nagy mennyiségben tartalmaz B1, B, vitaminokat,
magnéziumot és kaliumot is (Antal és mtsai. 2005).

A rozsnak jelentds szerepe lehet a talajvédelemben, valamint a tapanyag-
visszapdtlasban is. A homokos, deflacidra hajlamos tertileteken a talaj megkotése céljabdl
vetik.

Tovabbi felhasznalasa, hogy zoldtragyaként is alkalmazhatdé (Antal és mtsai. 2005).
Ezeken felll a rozsnak fontos szerepe van a buzanemesitésben is, mivel genomjat mar tobb,
mint 50 éve hasznaljak a buza korokozokkal és a kartevokkel szembeni ellenalloképességének
novelése érdekeben (Zielinski 2021).

A novekvé piaci igények hatasara a fajta-eldallitd novénynemesités soran egyre
nagyobb mértékben alkalmaznak kiilonboz6é biotechnologiai eljarasokat, ilyen az in vitro

doubled haploid (DH) névény elballitas is (Zielinski 2021).

2.2. A DH névények szerepe és jelentésége a névénynemesitésben

A haploid novények egyszeres kromoszomaszerelvénnyel rendelkeznek, akércsak az
ivarsejtek. Az ilyen ndvények kisebbek, kevéshé életképesek, mint a diploid ndvények. Ezen
felll sterilek, mivel a meidzis soran a kromoszomaik nem tudnak parba allni. Ahhoz, hogy ezek
a novények termékenyek legyenek, a kromoszéma készletik duplikécidjara van szikség. Ez
torténhet spontdn modon, de indukalhatd mesterségesen is (Murovec és Bohanec 2012).
Indukalt kromoszoma duplikéacio esetében a kolhicin kezelés a legelterjedtebb mddszer. A
kolhicin egy alkaloid, mely a mit6zis soran a magorsofonalak kialakulasat meggatolja, ennek
kovetkeztében késlelteti a centromerek szétvalasat. A folyamat eredményeként a
kromoszomaszam megduplazodik (Navarro-Alvarez és mtsai. 1994).

Az igy kapott DH ndvények minden I6kuszban homozigoték, felhasznalhatéak fajta-
eldallitd nemesitésben, vagy a hibrid-eldallitas soran sziildi beltenyésztett vonalakként
(Murovec és Bohanec 2012).

Napjainkban a ndévénynemesités folyamataban a DH technoldgianak nagyon fontos
szerepe van. Alkalmazasanak eldnye, hogy a DH ndvény eldallitas soran a homozigota allapot
egy generacio alatt elérhetd, igy nincs sziikség tobb generdcion at torténd ontermékenyiilésre
ahhoz, hogy genetikailag tiszta vonalakat allitsunk el6. Igy a nemesitési folyamatokat évekkel

meg lehet réviditeni (Murovec és Bohanec 2012).



A DH technoldgianak a kutatasban is nagy szerepe van, mivel segitséget nyljt a novényi
genom térképezésében, valamint az in vitro embriogenezis vizsgalataban (Maluszynski és
mtsai. 2003).

Gabonafélék esetében tobbféle modszer 1étezik DH novények eldallitasara. Ilyenek

példaul az androgenezisen és a ginogenezisen alapuld mddszerek (Murovec és Bohanec 2012).

2.3. Az androgenezis indukcidja

Androgenezis sordn a redukalt, haploid kromoszémaszamu éretlen pollenszemekbdl
(mikrosporakbdl) kozvetleniil haploid novényeket allitunk eldé. Az androgenezis folyamata
sordn megtermékenyités nem torténik. Az androgenezis in vitro korilmények kozott
indukalhaté portok vagy mikrospora kultaraban. Fontos, hogy a portokok vagy a mikrosporak
1zolalasa a mikrosporak megteleld fejlddési stddiuméaban torténjen. Ez az egysejtmagvas,
vakudlumus fejlettségi allapot, valamint a mikrosporak elsé mitozisa kozotti idészak (1. abra).
Ilyenkor a pollen anyasejt meidzisa sordn kialakult mikrosporak fejlédésének Utja mar
meghatarozott, de stressz kezeléssel még atprogramozhatd. A megfeleld feltételek
biztositasaval (példaul eldkezelések, stresszek, taptalajok) az izolalt mikrosporak fejlédése
gametofitikus helyett sporofitikus fejlédési iranyba terelheté. gy nem érett pollen alakul ki
beldliik, hanem haploid embriok, kalluszok, amelyekbdl haploid novények regeneralhatok
(Heszky 2005).

1. abra. Mikrospdra egysejtmagvas vakudlumos fejlettségi allapotban. (Sajat foto)



2.4. A haploidia térténete

Az elsé haploid novényt Blakeslee irta le 1922-ben a csattan6 maszlag (Datura
stramonium L.) novényfaj esetében, ezt kovetden megfigyelték a jelenséget dohany (Nicotiana
tabacum L.) és buza (Triticum aestivum L.) névények kdzott is (Murovec és Bohanec 2012).
Az els6 haploid novényt in vitro korilmények kozott 1964-ben allitotta el6 Guha és
Maheshwari portoktenyésztés utjan (Murovec és Bohanec 2012).

A modszert rovid idén beliil elkezdték alkalmazni a novénynemesités soran. Az elsd
DH repcendvenyt (Brassica napus L.) Maris Haplona allitotta el6 a 70-es években, majd 1980-
ban Mingo arpafajtaban hozta 1étre ezzel a technologiaval az els6 arpat (Hordeum vulgare L.)
(Forster és mtsai. 2007). Napjainkban mar t6bb mint négyszaz névényfaj esetében alkalmaztak
a modszert, és allitottak el in vitro korilmények kdzott haploid ndvényeket (Segui-Simarro és
mtsai. 2021).

2.5. A haploid rozs torténetének attekintése

A DH rozsnovények elballitasaval kapcsolatos kutatisok 1974-ben kezdOdtek meg
Wenzel és Thomas munkaja soran.

Tapasztalatok alapjan a DH novény eldallitds rozsban nem olyan sikeres, mint buza
vagy arpa novények esetében. Az els6 DH rozsnovényt 1974-ben Wenzel és munkatérsai
allitottak el portoktenyésztés utjan (Wenzel és mtsai. 1974). Késébbiekben Wenzel és Thomas
(1975) kalluszokat, embriokat és zold novényeket allitott elo a Secale. cereale L. és Secale
vavilovii Grossh téli hibridjének mikrospéra tenyésztése atjan. Az 1990-es években
Flehinghaus-Roux és munkatarsai (1995), valamint Immonen és Anttila (1996) regeneralt
elészor nagy mennyiségben zold rozsndvényeket portok kulturabol (Immonen és Anttila 1999).
Az eddig leirt kisérletek szilard taptalajon torténtek, rozs portoktenyésztéshez elészér Immonen
és Anttila (2000) alkalmazott folyékony taptalajt. A kutatdsokban nagy sikert hozott a taptalajok
tovabbfejlesztése. Az (jj taptalajok hatasara ndvekedett az indukcios hatékonysag, valamint a
ndvenyek regeneralhatdsaga is az ével6 rozs (Secale cereanum L.) esetében. Zuang és Xu,
valamint Ouyang és munkatarsai kutatasi eredményei alapjan a rozs androgenezis
indukcidjahoz a legmegfelelébb taptalajnak a 190-2, és a W-14 bizonyultak (Zielinski s mtsai.
2020).

Egy alternativ mddszer a haploid és DH novények elballitasara a tavoli fajkeresztezés
egy masik gabonanemzetségbe tartozO névény pollenjével. A modszer alkalmazasa soran
torténik megtermékenyités, de az embriok korai fejlodési szakaszaiban az idegen kromoszomak

eliminalodnak. Zenkteler és Nitsche (1984) Secale cereale L. és Dactylis glomerata L., Festuca



glauca L., Hordeum bulbosum L., valamint Zea mays L. keresztezésekkel allitottak el hibrid
embridkat. Laurie és munkatarsai (1990) leirasa szerint a Secale cereale L. x Zea mays L.
keresztezésbol 1étrejott embriok a névekedésiik kezdeti szakaszdban mér elpusztultak. Ezzel
szemben Deimling és munkatarsai, (1994) valamint Altenhofer és munkatarsai (1997) a
modszer alkalmazasa soran novényeket tudtak felnevelni az embridkbol (Deimling és mtsai.
1994, Altenhofer és mtsai.1997).

2.6. A portoktenyésztésre hatassal 1évo tényezok

2.6.1. A genotipus hatésa

A legtobb gabonaféle, igy a rozs esetében is a donor névény genotipusa az egyik
legmeghatarozobb a valaszadd képesség kialakitdsa szempontjabdl. Altalanosséagban
elmondhato, hogy a rozs valaszado képessége gyenge. Egyes fajtak vagy beltenyésztett vonalak
azonban jobban reagalnak a portoktenyésztés soran. llyen gyakran alkalmazott genotipus az
L318 vagy az L22 (Targon’ska és mtsai. 2013).

A rozs portok- vagy izolalt mikrospora tenyészet esetében a genotipus is befolyasolja a
kalluszképzddést, az embridk kialakulasat, valamint az ezekbdl regeneralt zold és az albino

novénykék aranyat is (Marcinska és mtsai. 2018).

2.6.2. A donor névények és a mikrospérak fejlettségi allapota

A donor ndvények felnevelési koriilményei jelentés hatdst gyakorolnak az
adrogenezisre, mivel befolyasoljak a mikrospérak szamét, valamint valaszadoképességét,
ezéltal a regeneralhaté ndvények mennyiseget is. Datta kiilonb6z6 kutatasai soran megfigyelte,
hogy azokbdl a buza, illetve arpa donorndvényekbdl, amelyeket oktober és december kozott
termesztettek nagy szdmu mikrosporat nyertek, amelyeknek a valaszad6 képességik kivald
volt. Rizs esetében megfigyelése szerint azok a ndvények adtak a legjobb androgenezis
reakciot, amelyeket szaraz idészakban termesztettek (Datta 2005).

A donorndvények szarmazhatnak szantofoldrél, de nevelhetjiik Oket ellendrzott,
kontrollalt kornyezetben is. llyen a fitotron, amelyben a homérséklet, a paratartalom és a
fénymennyiség szabdlyozhato. A kiilonbozé kartevok megjelenése, illetve a betegségek

fellépése konnyebben elkeriilhetd, mint a szant6foldi koriilmények kdzott (Datta 2005).
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2.6.3. A stresszek szerepe

Az in vitro androgenezis indukcidja sordn alkalmazott kilonféle stresszkezelések
pozitiv hatassal lehetnek a kalluszképzddésre, valamint az embridk kialakulasara. Ilyen
stresszkezelések példaul a hideg kezelés, hdsokk, az éheztetés, a magas ozmotikus koncentracio
vagy kiilonbozé vegyiiletek alkalmazasa. Tenhola-Roininen és munkatarsai Immonen és
Anttila kisérletei alapjan megallapitottak, hogy rozs esetében a portokok 4 °C-on torténd
hidegkezelése, valamint mannit oldatban torténé inkubéalasa jelent6sen javitotta az
androgenezis hatékonysagat (Tenhola-Roininen 2005, Anttila 1999).

Zhuang és Xu kutatdsai alapjan a zo6ld ndvénykék regeneraciojanak sikerességét
jelentésen noveli, ha a kalaszokat is hidegkezelésnek vetjiik ala 4 °C-on (Zhuang és Xu 1983),
ezt kovetéen a portokokat pedig 32 °C-on el6kezeljik 190-2 téptalaj alkalmazasa mellett
(Zielinski és mtsai. 2020).

Y. -D. Guo és munkatarsai (2000), valamint A. Jacquard és munkatarsai (2009) szerint
az androgenezis indukciojat leginkdbb a mannit oldat magas koncentracidban torténd
alkalmazéasaval lehet kivaltani. A mannit oldattal torténé el6kezelés modositja szamos gén,
illetve fehérje kifejez6dését, amelyek fontos anyagcsere folyamatokban, valamint jelatviteli
folyamatokban vesznek részt. Ez elengedhetetlen ahhoz, hogy a mikrosporak fejlddésmenetét
megvaltoztassuk (Zielinski és mtsai. 2020).

Zielinski és munkatarsai (2020) erre alapozva Ujabb kisérleteket vegeztek, majd
eredményl azt kapték, hogy a legjobb hatést akkor lehet elérni, ha a mannit oldatos elékezelést
Kiegészitik redukalt glutation hozzaadasaval. A glutation egy fontos antioxidans. Tritikaléval
végzett kutatdsok alapjan megallapitottak, hogy az oxidativ stresszel szembeni
ellenalloképesség meghatarozza az androgenezis hatékonysagat. Az oxidativ stresszt az
anyagcsere folyamatok soran felszabaduld szabadgyokok, elsGsorban oxigén szabadgyokok
valtjak ki, melyek szamos fontos sejtfolyamat zavarat okozzék. Az antioxidansok megvédik a
sejteket ezeknek a molekuldknak a karos hatasaitdl, igy az antioxidansok alkalmazasa
kedvezden hat az andogenezisre, valamint a n6vénykék regeneralhatosagara (Zielinski €s mtsai.

2020).
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2.6.4. Tenyésztési koralmenyek

Popelka és Altpeter (2001) kutatdsaik soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy
rozsban a kiilonb6z6é genotipusu egyedek portoktenyészetei eltérd valaszadd képességgel
rendelkeznek. Emellett megallapitottak, hogy az in vitro androgenezisre jelentds hatassal van a
taptalaj asvanyi anyag tartalma, a szénhidrat-forras, az auxin koncentracio, az alkalmazott
szilardit6 agens, a CuSO4 koncentrécio és a megvilagitas is (Targon ska és mtsai. 2013).

A téptalaj - azon felll, hogy tapanyagot szolgaltat a mikrospdraknak - meghatarozza az
embriok fejlodésmenetét. Fontos, hogy az androgenezis szakaszai soran a taptalaj-0sszetételt
az adott igényeknek megfelelden alakitsuk. Sziikség esetén a taptalajt potolni, frissiteni kell,
igy potoljuk a felhasznalt tapanyagokat, valamint helyredllitjuk a pH-t. A folyékony
tapkozegekre jellemz6é, hogy az embriok fejlédésének megindulasaval a tapoldat pH-ja
jelentdsen eltolodhat (Datta 2005).

A taptalajok altal biztositott szén-és energiaforrast a cukrok jelentik, valamint szerepik
van az ozmotikus szabalyozasban is. A gabonafélék in vitro androgenezise soran kiilonb6z6
szénforrasokat hasznalnak, a legelterjedtebb a malt6z és a szachar6z (Guo 2000). Buza és
arpandvények androgenezise soran az indukcids taptalajhoz kiegészitésképp Ficollt adnak, ez
befolyasolja a tapoldat viszkozitdsat és ozmotikus tulajdonsigait. Ennek koszonhetden
megakadalyozza, hogy a folyékony tapkozegben fejlodé embriok, kalluszok a tapoldatba
stllyedjenek (Zhou és mtsai. 1992).

A téptalaj nitrogén gsszetételének jelentds szerepe van az androgenezis indukciojaban.
A legtébb gabonaféle esetében a glutamin mennyiségének novelése, valamint az amménium-
nitrat csokkentése jotékonyan hatott az in vitro androgenezis hatékonysagara (Datta 2005).
Szilardito agensként altalaban agar-agart, valamint Gelritet alkalmaznak.

Az izolalt mikrospora tenyészetek kulonosen érzékenyek a tapkodzeg ozmotikus
tulajdonsdgaira. A nem megfelelé ozmotikus nyomas hatasara a mikrosporak elsiillyednek,
vagy megtorhetnek, ami a pusztulasukhoz vezet. A tapkozeg ozmotikus tulajdonséagat
meghatarozzak a benne oldott szervetlen sok és cukrok (Guo 2000).

Az in vitro androgenezissel torténéd DH novény eldallitas egyik kritikus tényezdje az
albind névénykék nagy mértékii regeneralasa (2. dbra). Az albind ndvenykék sejtjei nem
tartalmaznak zold szintesteket, igy a ndvény nem képes a fotoszintézisre, kiiiltetést kdvetden
hamarosan elpusztul. Az androgenezis soran az albinizmus kialakitasaért felelds tényezok
részletei a mai napig feltaratlanok maradtak. Az albindé névénykék gyakorisaga a legtobb
novényfaj esetében csokkenthetd azzal, ha az indukcids taptalajhoz réz-ionokat adunk. A réz

sziikséges a ndvények fejlddéséhez. A sejt réz tartalméanak tobb, mint a fele a kloroplasztiszban
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talalhatd, részt vesz a fotoszintézisben. A rez-ionokat réz-szulfat formajaban keverik a
taptalajba (Makowska et al. 2017).

2.4bra. Albin6 rozsndvényke. (Sajat fotd)

2.6.5. A dajkatenyésztés szerepe

Az izolalt mikrospdra tenyészetekben a dajkak jelenléte kulcsfontossagu lehet a
mikrospdrak embriogenezise soran, ugyanis az embriogenezis hatékonysagat ndvelik, valamint
kedvezOen hatnak a zold novénykék regenerdlhatosdgara is buza izolalt mikrospora
tenyészetben (Mejza és mtsai. 1993). Dajkaként kiilonb6z6 ndvényi részeket hasznalnak, mint
példaul ovariumot, pelyvat vagy magat az egész viragot (Pauk és mtsai. 1999, Castillo és mtsai.
2015), de a leggyakoribb az ovarium alkalmazasa.

Broughton (2008) leirta az ovariumok alkalmazasanak elényeit kozonséges buza
(Triticum aestivum L.) androgenezise sorén in vitro portoktenyészetben. Durumbuza esetében
(Triticum durum L.) az ovariumok alkalmazasa serkentette az in vitro androgenezis indukciojat,
illetve az embrioidok fejlodését, de a z6ld novények regeneracidjara nem volt hatassal
(Broughton 2008). Munkaja folyaman az alkalmazott ovariumok genotipusa altaldban
megegyezett a portokokeval.

Szamos publikacid megjelent a dajkatenyésztés alkalmazasaval, valamint elényeivel
kapcsolatban. A kutatok még napjainkban is keresik a valaszt arra, hogy az ovariumok altal

Kibocsatott anyagok kdzil melyek hatnak a mikrosporak embriogenezisére, valamint ezeknek
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az anyagoknak a hatasmechanizmusa részleteiben még ismeretlen (Letarte és mtsai. 2006,
Castillo és mtsai. 2015). Letarte és munkatarsai kutatasaik keretében buzandveények (Triticum
aestivum L.) in vitro androgenezise soran az ovariumos dajkatenyesztés, valamint a
dajkatenyésztés soran alkalmazott arabinogalaktan fehérje in vitro androgenezisre gyakorolt
hatasat hasonlitottak dssze. Megallapitottak, hogy az arabinogalaktan fehérje alkalmazasaval a
dajkatenyé€sztés soran megkozelitdleg ugyanannyi embrioidot, valamint z6ld ndvénykét tudtak
kinyerni a portoktenyészetekb6l, mint azokban az esetekben, ahol ovariumos dajkatenyésztést
végeztek. Feltehet6en az ovariumok altal kibocsatott arabinogalaktan fehérje serkentette az in

vitro androgenezis indukcidjat, az embrioidok fejlodését (Letarte és mtsai. 2006).

2.7. Ploidia fok meghatarozas

A ploidia fok meghatarozasanak fontos szerepe van a DH el6allitasi programokban
(Bohanec és mtsai. 2003). Ennek 1ényege, hogy novénykek fejlodésének kezdeti allapotdban
megallapitjuk a ploidia fokot, azaz el tudjuk kiloniteni a haploid, valamint a DH névényeket
egymastol. A haploid egyedek sterilek, azaz nem hoznak termést, igy felnevelésiik nem
indokolt. A haploid névények kiszelektalasaval a DH program keretein beliil nagy mennyiségii
forrast takarithatunk meg (Molenaar és mtsai. 2019).

A ploidia fok meghatarozasat végezhetjiik direkt és indirekt modon. Direkt mod a
kromoszomak megszamolasa. A kromoszomaszamlalas folyamata nagy odafigyelést, és sok
1dot vesz igénybe. Indirekt modszerek kozé tartozik az aramlasi citometria, a morfoldgiai
megfigyelések, valamint a sztomak méretének meghatarozasa (Bohanec és mtsai. 2003). A
sztdbméak mérete dsszefligg a ndvény ploidia fokaval (Molenaar és mtsai. 2019). Ezt a modszert
altalaban kukorica (Zea mays L.), valamint arpa (Hordeum vulgare L.) esetében alkalmazzak.
Morfologiai megfigyelések soran megallapithatd, hogy a haploid novények kevéshé
életképesek, novekedésik lassabb, valamint alacsonyabbak, mint a DH vagy tetraploid
névenyek (Klimek-Chodacka és Baranski 2013).

Az aramlasi citometria napjainkban a leggyakrabban alkalmazott mddszer a novényi
sejtek DNS tartalmanak mérésére (Dolez el és mtsai. 2007). Ezen felll informéaciot nyudjthat a
sejt ploiditasardl, illetve, hogy a sejt a sejtciklus melyik szakaszaban van (Darzynkiewicz és
mtsai. 2011).

Az é&ramléasi citométer tartalmaz egy fluoreszcenciamikroszképot, ami elemzi a
szuszpenzidban 1évd sejtek optikai tulajdonsdgait, valamint tartalmaz még optikai
berendezéseket, kiillonbozo folyadékokat, elektronikai berendezéseket (Ochatt 2008). A mérés

soran az aramlasi citométerben a sejtmagok egyesével keriilnek megvizsgalasra (Dolez’el €s
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mtsai. 2007). Ezt a citométer Ugy éri el, hogy a mintakat a kopeny folyadékba fecskendezi, majd
ezt egy nagyon vékony kapillarison keresztiil nagy sebességgel aramoltatja at. Ennek atmérdje
50-300 um kozotti. A kopeny folyadék révén a sejtek a folyadekaramlat kdzepébe keriilnek, ezt
hidrodinamikai fokuszalasnak nevezik.

A fluoreszcens festékkel megfestett részecskék, sejtek 1ézersugarral torténd
megvilagitas hatésara a fenyt szorjak, emittaljak. A dikroikus tukrok a fluoreszcens jelet a
sziirdk felé terelik, melyeken athalad, és a szamitégép a kapott adatokat feldolgozza, végiil

hisztogramokon keriilnek abrazolasra (Ochatt 2008).
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3. Anyag és mddszer

3.1. Névényanyag, felnevelési kdralmények

Kisérleteinkben a GK Wibro lengyel eredetii 6szi rozsfajtat alkalmaztuk, mely 1999-
ben kertlt honositasra. A fajtat gyors novekedési erély jellemzi, a talajpan mélyre hatol6
gyokerzettel rendelkezik, igy az altalajbol is képes felvenni a vizet és a tapanyagokat. Nagy
szeml rozsfajta (Bona 2004).

A rozsndvényeket lveghazi korilmények kozott neveltiik a Gabonakutaté Nonprofit
Kft. lveghazaban. Az Giveghazi ndvények tébb gondoskodast igényelnek, mint a szabadféldiek,
mivel nekiink kell biztositani szamukra a megfelel6 hdmérsékletet €s paratartalmat, valamint
gondoskodnunk kell a rendszeres vizpétlasrol is. Az Uveghéazi ndvényeket specidlis

foldkeverékbe vetettlik, amelynek dsszetétele viragfold- t6zeg-homok 1-1-1 ardnyd keveréke.

3.2. A donorhajtasok begyiijtése

Az liveghazi donorhajtasokat marcius masodik felében, mig a szant6foldi alapanyagokat
aprilis els6 felében gyljtottikk be. Fontos, hogy a begylijtott kalaszok portokjaiban talalhatd
mikrosporak k6zépsé vagy kései egy sejtmagvas vakudlumos allapotban legyenek. A levagott
donorhajtasokat 580 milliliteres vizzel megtoltott befdttes tivegekbe tettiik. A hajtasokat
tartalmazé Gvegekre polietilén zacskdkat huztunk, igy biztositottuk a magas paratartalmat.

Kisérletsorozatunk magaba foglalta haromféle stressz elokezelés vizsgalatat.

3.3. Stressz elokezelések

A kisérleteket nyolc ismétlésben végeztiik el. Az els6 eldokezelés soran a portokokat 3
napra 0,7 M mannitot, valamint CaCl,-ot tartalmazé el6kezel6 kozegre helyeztiik 24 °C-on (1.
tablazat). A masodik eldkezelésben a portokok a mannitos kozegre keriilése eldtt a
donorhajtasok tiznapos hidegkezelésben részesiiltek 4 °C-on. Ezt kovetden a fent emlitett
elékezeld kozegre tortént az izolalas szintén 24 °C-on 3 napig. A harmadik el6kezelés soran a
mannitos kdzeget nem alkalmaztuk, a donorhajtasok két hétig hidegkezelésnek voltak kitéve 4
°C-on (2. tablazat). A mannitot tartalmazo kézegen torténé elékezelések soran 55 mm atmér6ji
Petri-csészéket alkalmaztunk. Ott, ahol nem tortént mannitos elékezelés a portokokat a
hidegkezelést kovetden az indukcios taptalajra izolaltuk.

Az izolalast megel6z6en a donor kalaszok sterilezésere Kerilt sor. A hajtasrol

levalasztott kaldszokat 250 milliliteres livegekbe helyeztiik. A kaldszokat ezt kovetden 2%

16



natrium-hipoklorit oldatban, és 1 csepp Tween 80 detergens hozzacseppentésével razéasztalon
sterileztlk 80 fordulatszamon. 20 perc elteltével a kaldszokat steril fiilkében haromszor
ledblitettlk steril desztillalt viz hasznélataval.

A portokok izolalasat steril korilmények kozott végeztiik laminaris boxokban. A munka
kezdetekor a fiilkét alkohollal fertdtlenitettiik. Ezt kovetden a csipeszek sterilezésére kertilt sor.
A csipeszeket alkoholban aztattuk, majd gadzégd segitségével leégettiik roluk az alkoholt. Az
izolalas soran elsé 1épésként a steril kalaszok kalaszkainak kiilsG-, és belsd viragpelyvait
eltavolitottuk csipeszek segitségével, majd az igy lathatova valt harom darab portokot a

megfeleld taptalajra helyeztiik.

1. tébldzat. Mannitot tartalmazo elékezeld kozeg dsszetevoi

Komponensek g/l
Mannit 127,4
CaClyx 2H.0 5,88

Agar 8

2. tablazat. Stressz elékezelések az in vitro rozs portoktenyészetekben

Novényi . ) o In vitro
Hajtas Izolalt portokok in vitro elokezelése )
alapanyag portoktenyészet
) Hideg »
Kezeles Kezelé Elékezel6 | Elokezelés | Elokezelés Indukcios
ezelés
sorszama 100 kozeg idotartama | homérséklete tapoldat
0,7M
mannit +
1. - 3 nap 24 °C Wymf
40mM
CaCl2x2H20
0,7M
mannit +
2. 10 nap 3 nap 24 °C Wigmf
40mM
CaClyx2H20
3. 14 nap - - - Wymf
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3.4. In vitro androgenezis indukcioja

3.4.1. Portoktenyészetek inditasa

A portoktenyészeteket steril koriilmények kozott inditottuk. 55 mm atmérdjii Petri-
csészékbe steril transzfer pipetta segitségével 5 ml Wismf indukcids folyékony tapoldatot
juttattunk. Az eldkezelések végeztével a portokokat az indukcids tdptalajra helyeztiik. A
tenyészeteket 28 °C-on tartottuk.

3.4.2. Dajkatenyeésztés hatasanak vizsgalata

Kisérletsorozatunk soran a hidegkezelésen el6zetesen atesett donor hajtasokat harom
csoportra osztottuk a dajkatenyésztés hatasanak vizsgélata céljabol. A dajkatenyésztés
vizsgalata soran buza (15 db ovarium/Petri-csésze), illetve rozs ovariumokat (15 db
ovarium/Petri-csesze) alkalmaztunk, valamint kialakitottunk olyan csoportot is, ahol az
elokezelést kovetéen nem adtunk ovariumokat a tenyészetekhez, ez volt a kontroll. Az

ovariumokat az indukcios taptalajra helyeztiik a portokok izolalasat kovetden.

3.5. Novényregeneralas, gyokeresités
Regeneralo taptalajként 190-2Cu-t hasznaltunk (3. té&blazat). A tenyészeteket
megfigyelés alatt tartottuk, majd azokat az embrioidokat, melyek elérték az 1-2 mm nagysagot
erre a szilard taptalajra helyeztiik at csipeszek segitségével, steril korilmények kozott. A
novényregeneralashoz milanyag, 92 mm atmér6ji Petri-cseszéket hasznaltunk, amelyek a
klimatizalt tenyészt6 helyiségben kertiltek elhelyezésre 22 °C-on 16 6ras megvilagitas mellett.
Azokat a novénykéket, amelyek megfeleld méretii hajtassal rendelkeztek gyokeresités
céljabol egyesével tivegfiolakba helyeztiik at. Gyokeresit6 taptalajnak ¥ MSo-t hasznéltunk (3.

tablazat). A regeneralt albind névénykék szamat feljegyeztiik, majd kidobéasra kertltek.
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3. tablazat. Alkalmazott taptalajok Gsszetevoi

190-2Cu regenerald | Wauamf indukcios Y2 MSo
Komponensek taptalaj tapkozeg gyokeresité
(mg/) (mg/h) taptalaj
(mg/l)
KNO3 1000 2000 950
(NH4)2SO4 200 - -
Ca(NO3)2x4H20 100 - -
KH2PO4 300 - 85
MgSO4x7H20 200 200 90,27
KCI 40 - -
FeSO4x7H.0 27,85 27,8 -
Na:EDTA 37,25 37,3 -
FeNaEDTA - - 18,35
MnSO4x4H,0 8 8 8,45
ZnSO4sx7H20 3 3 4,3
HsBOs 3 3 3,1
Kl 0,5 0,5 0,415
Glicin 2 - 1
Tiamin-HCI 1 2 0,05
Piridoxin-HCI 0,5 0,05 0,25
Nikotinsav 0,5 0,05 0,25
Myo-inozitol 100 - 50
NAA 0,5 - -
Kinetin 0,5 0,5 -
CuSO4x5H20 0,5 0,025 0,0125
Szachardz 30 000 - 20
NHsH2PO4 - 380 -
NHsNO3 - - 825
CaClz x 2H.0 - 140 166, 01
CoCl; x 6H20 - 0,025 0,0125
Na:MoQO4 x 4H,0 - 0,005 0,125
K2SO4 - 700 -
Maltoz - 80000 -
2,4-D - 2 -
Ficoll - 100000 -
pH 58 5,8 58
Gelrite 2800 - 2,8
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3.6. Uveghazi kiultetés, akklimatizacio

Azokat a novénykéket, melyek erds, nagyméretii gyokérzettel rendelkeztek, az
tiveghazban az tivegfiolakbdl kiiiltettiik PVC csovekbe, melyeknek dtmérdje 50 mm volt. A
Kitltetéshez felhasznalt kozeg virdgfold- t6zeg-homok 1-1-1 aranyd keveréke volt. A
novénykéket tartalmazé csoveket atvittik a fitotronba, egyesével lefedtiik polietilén zacskoval,
hogy megérizziik a magas paratartalmat, amelyeket harom nap elteltével eltavolitottunk réluk.
A novénykeék akklimatizacioja a fitotronban tortént 15 °C-on, 16 6rds megvilagitas mellett.

A megerdsodott, jol akklimatizalodott novénykéket az iiveghazban ndvényneveld
konténerekbe iiltettiik. Els6 1épésként a novényneveld konténereket megtoltottikk virdgfold-
tézeg-homok 1-1-1 ardnyu keverékével, majd alaposan belocsoltuk azt. Ezt kovetben a
novénykéket egyesével kiiiltettikk a PVC csdvekbdl a ndvényneveld konténerekbe, €s ujbol

meglocsoltuk dket.

3.7. Aramlasi citometria

A mar meger6sodott, jol akklimatizalédott novények ploidia fokat aramlasi
citometriaval hataroztuk meg. 2 ml-es centrifugacsévekbe 1 ml Galbraith-puffert (Galbraith és
mtsai. 1989) pipettaztunk automata pipettaval. A centrifuga csovekbe két darab homogenizald
golydt tettiink, ezek rozsdamentes acélbol késziiltek. Minden névény leveléb6l harom darab fél
centiméteres darabot vagtunk, ezeket a centrifugacsévekbe helyeztilk. A homogenizalast
QIAGEN TissueLyser 11 homogenizal6 berendezéssel (3. abra) végeztiik 1 percen keresztil 10
Hz-en. Az igy készllt szuszpenzidk 20 pm-es sziir6kon kerultek atsziirésre. A sziirés végeztével
minden szuszpenziot tartalmazéd centrifugacsébe 10 pl RNAse oldatot pipettaztunk, igy a
szuszpenziokban az RNS-ek lebontasra keriiltek. Az RNAse hozzaadasat kovetéen 1 oran at
hiitében tartottuk a szuszpenziokat. A DNS festését centrifugacsévenként 40 pg propidium-
jodid fluoreszcens festékkel veégeztik, amelyet Vortex (4. &bra) segitségével a szuszpenzioval
teljesen Osszekevertiink. Ezt kovetéen a ploidia fok meghatarozast CytoFLEX aramlasi

citométerrel végeztik el (5. abra).
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4. dbra. Vortex berendezés (Sajat foto)
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5. dbra. CytoFLEX aramlési citométer (Sajat fotd)

3.8. Statisztikai elemzés

Munkénk sorén vizsgaltuk haromféle kiilonbozé el6kezelés, valamint az ovariumos
dajkatenyésztés hatasat in vitro rozs portoktenyészetekben az embrioidok fejlédésére, valamint
a zold -és albind ndvenykék regenerélasara. A kisérleteket nyolc ismétlésben végeztik el. A
statisztikai elemzés soran az adatokat egytényezds varianciaanalizissel dolgoztuk fel, a kapott
eredményeket 100 portokra vonatkoztattuk. Az eredmények Microsoft Excel 2007 segitségével

keriltek értékelésre.
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4. Eredmények

Kisérleteinkben vizsgaltuk a kiilonboz6 el6kezelések, valamint az ovariumos
dajkatenyésztés hatasat rozs portoktenyészetekben az embrioidok fejlédésére, valamint az
albino- és zold ndvénykék regenerélasara. A killtetett zold novénykék ploidia fokat aramlasi

citometria segitségével meghataroztuk.

4.1. In vitro androgenezis indukcidja rozs portoktenyészetben

A donorhajtasok hideg eldkezelését kovetden (elsd kezelésben anélkiil) a megfeleld
fejlettségli mikrosporakat tartalmazé kalaszokat kivalasztottuk (6.a abra), és a kalaszokat
sterileztiik. A portokokat a megfelel6 elokezelé kozegre vagy indukcios tapkozegre izolaltuk
kezeléstdl fiiggden. A portokok izolalasa elétt mikroszkdp segitségével ellendriztiik, hogy a
portokokban talalhatd mikrosporak kozépso vagy kései egy sejtmagvas vakuolumos allapotban
legyenek (6.b abra). Az eltér6 elokezelések végeztével a portokokat W1amf indukcios tapoldatra
helyeztik (6.c abra).

A dajkatenyésztés hatdsanak vizsgalata soran az indukcios tapoldatba a portokok kozé
buza (6.d abra) vagy rozs ovariumokat helyeztink (6.e abra). Masfél honap elteltével az
indukcios tapoldatban embrioszeri struktirak jelentek meg (6.f abra). Az 1-2 mm-es nagysagot
elért embrioidokat a 190-2Cu regeneralé taptalajra helyeztik at. A regenerald taptalajon az
embrioidokbdl z6ld, illetve albind névénykék fejlédtek (6.9 dbra). Azokat a z6ld ndvénykéket,
amelyek legaldbb 1 cm hosszisagu hajtéssal rendelkeztek ¥%2-MSo gyokeresité taptalajra
helyeztiik. Az er6teljes gyokérzettel rendelkez6 novénykéket (6.h abra) az (iveghézban
egyesevel PVC csovekbe Ultettik (6.1 abra), majd polietilén zacskot hdztunk rajuk. Harom nap
elteltével a polietilén zacskot levettiik a novénykékrol.

Azoknak a zold novénykéknek amelyek sikeresen alkalmazkodtak az in vivo
koriilményekhez, a ploiditasat meghataroztuk. Ezt kovetéen a novénykéket az (iveghdzban

novényneveld konténerekbe iiltettiik (6.j abra).
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6. abra. In vitro androgenezis indukcioja rozs portoktenyészetben: (a) Donorkalaszok. (b)
Mikrosporak kozépso vagy kései egy sejtmagvas vakudlumos allapotban. (c) Izolalt portokok
indukcios tapoldatban. (d) Buza ovarium alkalmazasa a portoktenyészetben. (e) Rozs ovarium
alkalmazasa a portoktenyészetben. (f) Embrioidok. (g) Regeneralt novénykék. (h) Gyokeresitett
novénykek. (i) Kitiltetett novénykék az tiveghdzban. (j) Novényneveld konténerbe {iltetett rozs
névenyke.
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4.2. Elokezelés hatasa Wibro rozsfajta portoktenyészetében

Kisérleteink sordan harom eldkezelés hatasat vizsgaltuk Wibro rozsfajta
portoktenyészetében. Az eredmények egytényezOs varianciaanalizissel keriiltek kiértékelésre
(4. tdblazat). Az eredmények 100 portokra vonatkoztatva kerlltek értékelésre.

Az embrioidok szamat tekintve megallapithatd, hogy a 3-as el6kezelés hatasara, ahol
kizar6lag hideg el6kezelést alkalmaztunk sikerilt kinyerni a legtébb embrioidot (30,67/100
portok). Azokban az esetekben, ahol mannitos éheztetést is alkalmaztunk, tehat az 1-es,
valamint a 2-es szamt elékezelés esetében az embrioid-kihozatal ennél szignifikansan
gyengébb volt (0,00/100 portok).

A legtobb z6ld novényke regeneraldsara szintén a 3-as szamu el6kezelés bizonyult a
legmegfeleldbbnek (7,50/100 portok), a tobbi eldkezelés értékei szignifikdnsan nem tértek el
egymastol (0,00/100 portok). Mindekozben eldkezelések kozott nem volt szignifikans
kilonbség az albin6 ndvénykék regeneralasat tekintve.

Az eredmenyek alapjan elmondhato, hogy az 1-es, valamint a 2-es szamu el6kezelésben
alkalmazott éheztetés negativ hatassal van mind az androgenezis indukciojara, az embrioid

kihozatalra, mind a regeneralt z6ld novénykék szamara.

4. tablazat. A kilonbozo elOkezelések hatasa az embrioidok, valamint a zold-és albind
ndvenykék szamara. Az ns a szignifikansan kilonbség hianyat mutatja a vizsgalt tulajdonsagon
beliil az azonos kisbetlikkel jelolt értékek (a, b) szignifikansan kiilonboznek egymastol.

Kezelés | Embrioidok szdma Z6ld novénykek szama Albin6 névenykék szama
1 0,00b 0,00b 0,00 ns
2 0,00 b 0,00 b 0,00 ns
3 30,67 a 7,50 a 0,67 ns

4.3. Dajkatenyésztés hatasa Wibro rozsfajta portoktenyészetében

A dajkatenyésztés hatasanak vizsgalata soran a rozs portoktenyészetekhez a portokok
izolalasat kovetben blza-, illetve rozs ovariumokat adtunk. A kontroll csoporthoz nem adtunk
ovariumokat. Az eredmények egytényezds varianciaanalizissel keriiltek kiértékelésre 100
portokra vonatkoztatva (5. tablazat).

Megallapithatd, hogy az embrioid-kihozatal szempontjabol a kontroll bizonyult a
leghat&sosabbnak (30,67/100 porok), az ovariumok alkalmazasa szignifikdnsan alacsonyabb
értékekhez vezetett. A legtébb z6ld ndvényt szintén a kontroll esetében tudtuk regenerélni

(7,50/100 portok). Az ovariumok alkalmazasa itt is alacsonyabb értékekhez vezetett, valamint
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az alkalmazasukkal kapott eredmények egymastdl nem tértek el szignifikansan. Az albino
noveénykék kihozatalara nem volt szignifikans hatassal a kiilonb6z6 ovariumos dajkatenyésztés
alkalmazasa.

Megallapithato, hogy a buza- és a rozs ovariumok alkalmazasa negativan hatott a fejlédo
embrioidok szamara, valamint a regeneralt zold novénykék szamara is, ugyanis lényegesen
kevesebb embrioidot kaptunk, valamint kevesebb z6ld ndvénykét tudtunk regeneralni az
alkalmazéasukkal, mint a kontroll esetében.

5. tblazat. Az ovariumos dajkatenyésztés hatasanak vizsgalata az embrioidok, valamint a
z6ld-és albind ndvenykék szamara. Az ns a szignifikansan killonbség hianyat mutatja a vizsgalt
tulajdonsagon beliil, az azonos kisbetlikkel jeldlt értékek (a, b) szignifikdnsan nem eltérdk.

Kezelés | Embrioidok szama Z06ld névénykék szama Albindk ndovénykék szama

kontroll 30,67 a 7,50 a 0,67 ns
rozs ov. 8,17b 1,00 b 1,00 ns
blza ov. 6,83 b 0,50 b 1,33 ns

4.4. Portoktenyészet eredetit novénykék akklimatizacioja és ploidia fokuk azonositasa
aramlasi citometrias vizsgalat alapjan

Azokat a z0ld novénykéket, melyek erds, jol fejlett gyokérzettel rendelkeztek kitiltettiik,
majd akklimatizacidjukra a fitotronban kertilt sor (7. abra). Osszesen 26 darab portoktenyészet
eredeti novénykét iltettink ki. A killtetett ndvénykek kozul 20 darab akklimatizalodott
sikeresen, 6 darab elpusztult, tehat a novénykeék korulbelll 77%-a élte tul az akklimatizacids
iddszakot, 23%-a nem tudott megfelelden akklimatizalodni.

A novenykék akklimatizacioja utdn a novénykék ploidia fokdnak meghatarozasara
kerllt sor &ramlési citometrias vizsgalat utjan. A ndvenykék ploidia foka hisztogramokrdl
keriilt leolvasasra (8. abra). Osszesen 20 novényke ploidia fokanak azonositasat végeztiik el.
Az aramlasi citometria soran 6 novénykét haploidnak, 12 névénykét diploidnak, valamint 2
novénykét tetraploidnak mértiink (6. tablazat). Megallapithatd tehat, hogy a mért névénykék
30%-a haploid, 60%-a diploid, valamint 10%-a tetraploid volt.

A sikeresen akklimatizalédott novénykéket egyesével novényneveld konténerekbe
iiltettiik. Osszesen 15 darab ndvényke élte tal az akklimatizacids idészakot, valamint a ploidia
fok meghatarozast, ami az 0sszes novényke 75%-at jelenti. Az akklimatizacids id6szak,

valamint a ploidia fok meghatarozas folyamata soran a névénykék 25%-a elpusztult.
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7. abra. Killtetett ndvénykék akklimatizacidja a fitotronban.

kontroll : All Events 4 : All Events
cgn N o
1a S b
o
& j Diploid(15.69%) b Diploid(0.56%)
£ .
=S =
S 3 3-
: H
O T T T | T T T T | T O T “i‘ -Ik |A“T T T T | T
100 150 50 100 150
, 4 , 4
Relativ DNS-tartalom (X 10%) Relativ DNS-tartalom (X 10%)
6 * All Events 5 All Events
i C g d
2
] Diploid(0.22%)
B Diploid(5.67%) .
= o
3 3
S o
Q
[}
o
50 100 150 50 100 150
L, 4 , 4
Relativ DNS-tartalom (X197 Relativ DNS-tartalom (X107

8. &bra. Rozs novénykék ploidia fokat abrazolo hisztogramok. (a) kontrol diploid névény, (b)
haploid néveény, (c) spontan diploid névény, (d) tetraploid névény
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6. tablazat. Ploidia vizsgalatok eredménye. Hasznalt jeldlések: (n) haploid, (2n) spontan

diploid, (4n) tertraploid névény.

Novényke sorszdma Ploidia fok
1. n
2. 2n
3. n
4, n
5. 4n
6. 2n
7. 2n
8. 2n
9. n

10. 2n
11. 2n
12. 4n
13. 2n
14, 2n
15. 2n
16. 2n
17, 2n
18. n
19. n
20. 2n
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5. Kovetkeztetések, javaslatok

5.1. Elékezelés hatasa Wibro rozsfajta portoktenyészetében

A rozs portoktenyésztési kisérletsorozatunkban haromféle eldkezelést alkalmaztunk
Wibro fajta felhasznalasaval. Vizsgaltuk a hidegkezeles, az €heztetés, valamint kombinaciojuk
hatasat az in vitro androgenezisre. Kisérleteink soran kiilonboz6 szakirodalmakban megjelent
eljarasokat, és tapasztalatokat is alkalmaztunk.

Immonen és Anttila (1999) kutatasaik soran vizsgaltak a hidegkezelés hatasat rozs in
vitro portoktenyészetekben. Kisérleteikben két tavaszi (Jo02 és Hannild), valamint két 6szi
(Hja7052/Warko és Jo8603/ Jo8708) rozsfajtat alkalmaztak. A donorhajtasokat 2-4 hétig 4 °C-
on eldkezelték. Egyes kisérleteikben alkalmaztak az el6kezelések soran mannitos ¢heztetést is.
Azokban az esetekben, ahol hideg elékezelést alkalmaztak, szinte minden esetben
szignifikdnsan tobb z6ld novénykét tudtak regeneralni, mint ahol nem alkalmaztak hideg
eldkezelést. A legnagyobb mennyiségii zold novénykét a Jo02 fajta esetében tudtak regeneralni,
harom hétig torténd hideg eldkezelés mellett. Ez 30,6 zo6ld ndvényke volt 100 portokra
vonatkoztatva.

Habér a legtobb jelentds gabonandvény esetében, mint példaul kukorica, kenyérbuza,
és arpa (Emons és mtsai. 1993, Echavarri és Cistué 2016) a mannitos eheztetés az
embriogenezisre serkentd hatassal bir. Azon Kkisérletekben, ahol mannitos éheztetest is
alkalmaztak az el6kezelések keretében ott azt tapasztalta Immonen és Anttila (1999), hogy az
¢heztetés a portokok valaszado képességét jelentdsen rontotta.

Ezeken felul kisérleteikben arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a regeneralt albind
novénykék szamat szignifikansan nem befolyasoltdk a kiilonb6z6 alkalmazott el6kezelések
(Immonen és Anttila 1999).

Guo és Pulli (2000) kiserleteikben vizsgaltak a mannitos stresszel6kezelés hatasat in
vitro rozs portoktenyészetekben. Osszesen 21 féle 6szi- €s tavaszi rozsfajtat alkalmaztak
donorndvénykent a vizsgalat sordn. Mikroszkdp segitségével megallapitottdk a mikrospdrak
fejlettségi allapotat, majd, ha ezek kozéps6 vagy kései egy sejtmagvas vakudlumos allapotban
voltak a donorhajtasokat maximum 1 hétig 4 °C-on sotétben taroltak vizzel teli Gvegekben. A
hideg elokezelés lejarta utan kovetkezett a mannitos stresszelOkezelés. A portokokat 0,3 M
mannitot tartalmazo el6kezel6 kozegre izolaltak, amelyen a portokokat 10-12 °C-on 4-7 napon
keresztiil tartottak. Ezt kovetéen 3-5 hét eltelte utan a fejlodé embrioidokat 190-2Cu regenerald
taptalajra helyezték at. Az eredmények értékelésekor Guo és Pulli (2000) megallapitottak, hogy

azokban a portoktenyészetekben, ahol mannitos stresszeldkezelést alkalmaztak szignifikdnsan
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tobb embrioidot tudtak eldallitani. Azt is megallapitottak, hogy a regeneralt z6ld novénykék
szamat a mannitos stresszel6kezelés nem befolyasolta szignifikansan. Legjobb eredményeket a
Florida 401 rozsfajtaval érték el, ahol a mannit alkalmazisaval megkozelitéleg Petri-
csészénkeént 220 darab embrioidot tudtak eléallitani, mig e stresszkezelés nélkiil ez 167 darab
volt. Ugyanez a fajta esetén a mannitos elékezelés alkalmazasaval Petri-cseszénként
megkozelitdleg 2,7 z6ld novénykét regeneraltak, mig az eldkezelés alkalmazasa nélkiil ez a
szam 2,9 volt. Egy Petri-csésze atlagosan 30 darab portokot tartalmazott (Guo és Pulli 2000).

Kisérleteink eredményei leginkabb Immonen és Anttila kutatasi eredményeit igazoljak,
ugyanis a mi esettinkben is igaz volt az, hogy azokban az esetekben, ahol nem alkalmaztunk
mannitos el6kezelést, csak hideg el6kezelést stresszkezelésként, abban az esetben regeneraltuk
a legtobb embrioidot, és kaptuk a legtobb z6ld novénykéket a portoktenyészetekbdl. Szintén
kdozos a két Kkisérlet eredményeiben az, hogy a mannit alkalmazasa minden esetben
szignifikdnsan csokkentette a portokok valaszadd képességét, azaz lényegesen kevesebb
embrioidot regeneraltunk, és zéld ndvénykeét kaptunk.

A kapott eredmények alapjan in vitro rozs portoktenyészetekben stressz elokezelésként

a hideg eldkezelést javasoljuk.

5.2. Az ovariumos dajkatenyésztés hatasa Wibro rozsfajta portoktenyészetében

Kisérleteinkben a dajkatenyésztés hatdsat is vizsgaltuk Wibro rozsfajta azon
portoktenyészeteiben, amelyek elézetesen csak hideg elékezelésben részesiiltek. Rozs esetében
az in vitro androgenezis korantsem olyan sikeres, mint mas jelentés gabonandvények, példaul
blza esetében. A rozs portoktenyészetekben alkalmazott dajkatenyésztésr6l nagyon kevés a
fellelhetd szakirodalom, ezért a kisérlet soran mas gabonandvényekkel szerzett tapasztalatokat
vettik alapul. A dajkatenyésztés soran bulza, illetve rozs ovariumokat alkalmaztunk. A
kontrollhoz nem adtuk ovariumokat.

Szédmos gabonaféle esetében, mint peldaul blza és az arpa, a dajkatenyésztés jelentdsen
noveli az in vitro androgenezis hatékonysagat. Noveli az embrioidok szamat, valamint a zéld
novénykék szamara is kedvezden hat (Broughton 2008).

Castillo és munkatarsai  (2015) Kkisérleteik soran in vitro kenyérblza
portoktenyészetekben vizsgaltadk a dajkatenyésztés hatasat. Két tavaszi buzafajtat alkalmaztak
a Pavon, és a Caramba fajtat. Miutdn mikroszkdp segitségével megallapitottdk, hogy a
portokokban 1évé mikrosporak megfeleld allapotban vannak a portokokat az ovariumokat is

tartalmazo tapkdzegre izolaltak.
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Kisérleteik végeztével azt az eredményt kaptak, hogy a dajkatenyésztésben alkalmazott
fajtaazonos blza ovariumok szignifik&nsan befolyasoltak az androgenezis hatékonyséagat az in
vitro portoktenyészetekben. A Caramba ovariumok alkalmazasa bizonyult a legsikeresebbnek,
ugyanis ebben az esetben siker(lt elérnitik mind az embrioidok, mind a kapott z6ld névénykék
szamanak korulbelll kétszeres novekedését (Castillo és munkatarsai 2015).

Broughton (2008) kutatasai soran vizsgalta a dajkatenyésztés androgenezisre gyakorolt
hatdsat tavaszi buza in vitro portoktenyészetekben. Kétféle tavaszi buzafajtat alkalmazott,
amelyek a Tammarin Rock, illetve a Westonia voltak. A portokok izolalasaval egy idében adta
hozza a tenyészetekhez a blza ovariumokat, majd az igy kapott portoktenyészeteket 4-6 héten
keresztiil sotétben inkubalta 28 °C-on. Az 1-2 mm nagysagu embrioidokat megszamlaltak, és
regenerdld taptalajra helyezték, majd 4 hét elteltével megszamoltak a kifejlédott zo1d- és albing
novénykéket is. Az eredmények kiértékelésekor megallapitottak, hogy a tapkdzeghez adott
ovariumok jelentdsen novelték a portoktenyészetekbdl regeneralt embrioidok szamat, valamint
a kapott zold- és albind novénykék szamat is. Azokban a portoktenyészetekben, ahol
alkalmaztak dajkatenyésztés keretében blza ovariumokat, ott a portokonkénti embrioidszam
7,6-r61 50-re emelkedett, mig a portokonkénti zold novényke szam 0,6-r61 8,9-re (Broughton
2008).

A fenti kisérletekb6l lathatjuk, hogy a dajkatenyésztés keretében a
portoktenyészetekben alkalmazott ovariumok az in vitro androgenezis hatékonysagat nagy
mértékben novelik. Ezt az elméletet mi rozsndvények esetében vizsgaltuk. Kisérleteink
eredményeit kielemezve arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy rozsndvények esetében az
ovariumok alkalmazésa szignifikansan csokkentette az androgenezis hatékonysagat. A
fajtaazonos rozs ovariumok, valamint a buza ovariumok dajkaként valo alkalmazasaval
lényegesen kevesebb embrioidot tudtunk regenerélni, valamint zdld ndvénykéket
gyokeresiteni, mint a kontrol esetében, ahol nem alkalmaztunk ovariumokat.

Az eredményeink alapjan nem javasoljuk az ovariumok dajkaként val6 alkalmazasat

rozsndvények in vitro androgenezise hatékonysaganak javitasa céljabal.
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5.3. A portoktenyészet eredetii novénykék ploiditisanak meghatarozasa

A sikeresen akklimatizalodott ndvénykék ploidia fokat aramlasi citometria segitségével
meghataroztuk.

Mind a 20 darab rozsnévényke ploidia fok meghatarozasa sikerrel jart, a mérések
eredményei egyértelmiiek voltak. A haploid novények sterilek, azaz nem hoznak termést és
kevéshé életképesek, mint a diploid és a tetraploid ndvények, ezért felnevelésiik nem indokolt
(Murovec és Bohanec 2012). A kromoszomakeészlet duplikécidja torténhet indukalt modon
kolhicin kezeléssel is. A kolhicin egy alkaloid, amely gatolja a mitdzis soran a magorséfonalak
kialakulasat, igy késlelteti a centromerek elvalasat. Ennek kdvetkezményeként bekdvetkezik a
kromoszdmaszam duplikacioja (Navarro-Alvarez és mtsai. 1994). A Kkolhicin kezelés
alkalmazésat olyan esetekben célszerti alkalmazni, ahol kevés novényt sikeriilt eldallitani, igy
ezek kozott novelhetd a dibloid egyedek szdma.

Kisérleteink soran a sikeresen akklimatizalédott ndvénykék legnagyobb aranyban

diploidok, és tetraploidok voltak a haploid névénykekhez képest.
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6. Osszefoglalas

Kisérleteink megtervezésekor harom célkitiizést fogalmaztunk meg. Kisérleteink
alapanyagaként Wibro rozsfajtat hasznaltunk, amely egy lengyel eredetii 6szi rozsfajta (Bona
2004). A kisérleti alapanyagként felhasznalt rozsnovényeket veghazi korilmények kozott
neveltiik fel. Indukcids tapkozegként minden Kkisérletben Wismf folyékony tapoldatot
hasznaltunk.

Az elsd célkitlizés keretében megvizsgaltuk haromféle kiilonb6zd elokezelés hatasat az
in vitro androgenezisre nézve. A hideg el6kezelés hatasat, a mannitos éheztetés hatasét,
valamint ezek kombindciojat. Az egyes elOkezelések kozott szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk a portoktenyészetekbdl regeneralt embrioidok, valamint a fejlédd z6ld ndvénykék
¢s az albind novénykék szamat tekintve. Az eredményeinket egytényezOs varianciaanalizissel
értékeltiilk ki, valamint 0sszehasonlitottuk oket mas kutatok szakirodalmaiban leirt kisérleti
eredményeivel. Ebben a kisérletsorozatban az Immonen és Anttila (1999) altal végzett kutatas
eredményeihez hasonlé kovetkeztetésre jutottunk. A legtdbb embrioidot a 3-as szamd
elokezelés soran kaptuk (30,67/100 portok). A legtobb zold névénykét szintén a 3-as szamu
clékezelés alkalmazasaval regeneraltuk (7,50/100 portok). Megéallapitottuk, hogy Wibro
rozsfajta esetében a legmegfelelobb eldkezelés a donorhajtasok két hétig torténd hideg
elokezelése 4 °C-on.

Munkank masodik célkitlizése az ovariumos dajkatenyésztés hatasainak vizsgalata volt,
amelynek soran buza -és rozs ovariumokat helyeztiink az izolalt portokok kézé az indukcids
taptalajba. Az eredményeket ebben az esetben is egytényezds varianciaanalizissel értékeltiik ki.
Az eredményeket dsszehasonlitottuk mas kutatok munkajaval, és megallapitottuk, hogy habar
a gabonandveények in vitro androgenezisének indukcidjara a dajkatenyésztés kedvezo hatassal
bir, az ovariumok dajkatenyésztésben torténd alkalmazdsa az altalunk hasznalt rozsfajta
esetében ink&bb negativan befolyasolja az androgenezist.

Az androgenezis soran létrejott embrioidokat 190-2Cu regeneral6 taptalajra helyeztik
at. A regeneralt embrioidokbol fejlodé zold novénykéket ¥2MSo gyokeresito taptalajra
helyeztik at. A fejlodé albind novénykéket Petri-csészénként megszamlaltuk, szamukat
Osszesitettiik, majd kidobtuk Oket. A sikeresen gyOkeresitett novénykéket elészér PVC
csOvekbe, majd a sikeres akklimatizaciot kovetéen novényneveld konténerbe helyeztiik, ahol
tovabb fejlédtek. A harmadik célkitlizésiink értelmében az életben maradt ndvénykéknek a
ploidia fokat &ramlasi citometria (tjan meghataroztuk. A novények ploidia foka

hisztogramokon kerlt abrazolasra.
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Ezt kovetden Osszesitettiik a kisérleteink soran eldallitott haploid, spontan diploid, és a
tetraploid novénykék szamat. 6 novénykét haploidnak, 12 névénykét diploidnak, valamint 2
névenykét tetraploidnak mértink.
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