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Alkalmazott roviditések jegyzéke

2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid) 2,4-Ditenoxi-ecetsav

ABA (Abscisic acid) Abszcizinsav

DH (Doubled Haploid) keiz6tt haploid

NAA (1-Naphtylacetic-acid) Naftil-ecetsav

QTL (Quantitative Trait Locus) mennyiségi jdiansag l6kusza



1. BEVEZETES

A tudomany és a technika rohamos dd@sének koszonhatn a XX. szazadban
robbanasszéen rétt meg bolygénk népessége és napjainkra tobb mintillfard ember él a
Foldon. A népesség novekedésével ellentéteserpbali felmelegedésnek koszortest, a Fold
mivelhet mezgazdasagi terlletei viszont folyamatosan csokkerlédtye a me#gazdasagi
termelés a gyengébb nésedi talajokra szorul vissza. Az emberek szdméra asegjds gabonat és
az allatallomany takarmanybazisat egyre nehezebladde biztositani. A hagyomanyos
novényfajtak olykor azonban kevésbé bizonyulnak alatiesnak a megvaltozott éghajlati
korilményekhez vald alkalmazkodasban, és ez nekn a&sarmés miségében, hanem a termés
mennyiségének csokkenésében is megmutatkozik.

A noévénynemesit szakemberek egyik legfontosabb feladata tehaheildegrovidebb id
alatt olyan 0j novényfajtakat@llitani, amelyek rugalmasan tudnak alkalmazkodmegvaltozott
korilményekhez. A legujabb nodvénynemesitési, biotdk@i €s biotechnologiai modszerek
segitségével nem csak a termés mennyiségét ésdnigt tudjuk ndvelni, hanem viszonylag rovid
id6 alatt tudunk létrehozni kilonbéz biotikus vagy abiotikus rezisztenciaval rendetkez
novényfajtakat is.

Manapség, tehat egyre nagyobb kihivassal kell seagdmiik a névénynemesihek és
névénynemesitcégeknek, ugyanis a ntegazdasag igényeit kielégitij névényfajtakat létrehozni,
a piacon fennmaradni és a novényterntdsbizalmat megtartani csak naprakész szakmai tatlass
és a legujabb ndvénynemesitési eljarasok alkalraaabkehetséges.

Eqgy Uj fajta ebdllitAsa klasszikus ndvénynemesitési eljarasoldw@dkivil sok idt és pénzt
igényel. A névénynemesit legfontosabb feladata tehat olyan Uj modszerdieeteljardsokat
kidolgozni, amelyek jeledsen lerdviditik egy Uj fajta édllitasanak idejét.

A nemesibk és kutatok munkaja eredményeként jonnek létreoabléd haploid (DH)
novények. Azokat a ndvényeket nevezzik DH novémglekamelyek egy haploid (n) genombdl
szarmaznak, és kromoszdéma készletiik spontan vdgmiwgen indukalt hatdsra megduplazodott.
A DH ndvények dinye, hogy egy generacié alatt homozigoéta allomérgaink létrehozni. Ennek a
modszernek a segitségével jetmein lerdvidithetjuk egy fajta létrehozasanak idejgt DH
novényekil elallitott vonalak fontos sajatossaga tehat a kielijtgdtség, amely hazankban és az
egész vildgon is a fajtakkal és hibridekkel szenmthemasztott egyik legfontosabb alapkdvetelmény.



Az izolalt mikrospdra tenyésztés és a portoktengsdszazin vitro androgenezis (him
gamétabdl, éretlen polledb indukalt egyedfefildés) indukcidjara alkalmas eljarasok. A két
modszer eredményességét és technikai oldalat vekimfelenss kilonbségeket figyelhetiink meg.
Ezen biotechnoldgiai eljarasok alkalmazasa soraszakemberek specialis szakmai tudast,
infrastruktarat és pénzigyi hatteret igéngiunkat végeznek. Fontos tehat tisztaban lennindd . a
hogy melyik modszerrel milyen hatékonysaggal tudeli&llitani doubled haploid névényeket.

Munkdm soran bekapcsoldédhattam a szegedi GabonékManprofit Koézhasznu Kit.
Biotechnoldgiai Osztalyan folyd kutatasba, aholtplor és izolalt mikrospéra eredetritikale (X

Triticosecale Wittmack) ndvényeket allitottunkdel
Dolgozatomcélkitiizéseia kovetke#k voltak:

1. Invitro androgenezis indukcidja tritikale portoktenyéskieés.

2. Invitro androgenezis indukcidja tritikale izolalt mikrospdenyészetekben.

3. Az izolalt mikrospora- és portoktenyésztés hatékaggnak osszehasonlitasa astjtt
embrioidok, a regenerdalt ndvények, a regeneraltl ziilvények és az albiné noévények szama
alapjan.

4. Akklimatizalt izolalt mikrospdra- és portoktenyétzereded tritikdle DH névények

eléallitasa a ndvénynemesités szamara.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 A tritikale jelentésége

A tritikdle egy olyan fajhibrid, mely a buza ésaxs keresztezéséljott létre. Latin neve is
innen ered: XTriticosecale Wittmack (Kristé 2004). A tritikale lIétrehozasanak volt a célja, hogy
a buza midségi tulajdonsagait és a rozs ellendllbképességgdrazsagtését egy fajban
egyesitsék. A tritikalét Rimpau, német szarmaz@&sé@mynemesit allitotta eb elészor a 19. szazad
végen, ez volt a primer tritikale. Novénytermeszgélentosége azonban csak évtizedekkeldkds
kezdett el novekedni. Az distritikdle torzsek alloképessége gyenge, tédm@pességuk kicsi,
szemtermései kicsinyek és zsugorodottak, szaruig pedgas és gyenge volt. Ezeket a ndvényeket
az anyarozsaviceps purpurea) kénnyen megfebizte, termésatlaguk rendszerint alacsony volt.
Az allatokban jobban értékesgillmagasabb fehérjetartalmu takarmany sem ellenztalya kisebb
termést. A ndvénynemesit munkajanak koszonhin ma mar megtalalhatok a termesztésben a jo
termoképesséiy betegségekkel szemben rezisztens, j6 beltartabdmandelkeé tritikale fajtak.

A tritikale sok kivanatos agronomiai tulajdonsaggaddelkezik, jol hasznosithatd és a human
taplalkozasba is kivaloan beilleszth€Baier és Gustafson 1996). ,Hungaricum™nak vd|litaa
tritikalét (X Triticosecale Wittm.), mert a magyar Kiss Arpad (1916-2001) muss&ganak
koszbnhet alapveben, hogy ez a gabonafaj ma felivelpalyat fut be a vilag
novénytermesztésében, nevéhez kothetjuk a2 @ymkorlati jeleniséggel bird tritikale fajtak
eloallitasat a vilagon. A tritikalét leginkabb takammyadvenykeént termesztik, de buzaval keverve
kenyérgabonaként is hasznaljak. A tritikale terrtesiségi és felhasznal6i szempontbdl is
kulonleges, sok szempontbdloelds tulajdonsagokkal rendelkemdvényfaj, ezért a j@ben
jelentbségének novekedésére szamithatunk. Szemtermése n huag@alkozasra és allati
takarmanyozasra egyarant jOl hasznosithato ésdanpdnyldl is értekes szalas takarmany, szilazs
készilhet. Agrondmiai szempontbol nag§mgl, gazdasagossagi és kornyezetvédelmi szempontbodl
is fontos, hogy extenziv viszonyok kodzoétt is ternedi. Szemterméséenek beltartalmi értéke (diétas
rosttartalom, magas esszencialis aminosav-, Ca-, Mig-, Cu- és Se-szint) arra utal, hogy a
korszefi human taplalkozas-kultira egyre nagyobb mértékiogma igényelni a klasszikus és
mindsegi buzakenyér mellett, mint rostokban gazdagydhausztikus kenyér forrasat (Bona 2004).

A tritikale akar alkalmas lehet a buza és a rozZyetesitésére is, kivald alapanyagként
szolgalhat kuloénbdz suBipari termékek, reggeléz pelyhek és muzlik készitéséhez (Salmon és
mtsai 2002, Béna és mtsai 2002).

Mig a tritikale vetésterllete Magyarorszagon 1980-lbsak 1242 ha volt, addig a 2001-es
evtsl kezdve vetésterilete folyamatosan 100 ezer hattfehozog (www.fao.org) (1.4bra).

Termesztésének hazankban a '80-as években lattgedge. A tritikdle termesztését kezdetben a



gyengébb miésédi talajokon javasoltak, kébb azonban kiderilt, hogy a kedwbb talajadottsagu

terlleteken is megéri termeszteni.

1. abra Az 6szi és tavaszi tritikale 6sszes vetésteriletérauidsa hazankban.

A tritikale vetésteriletének alakulasa hazankban
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A gyakorlat szamara Ujabb és Ujabb fajtakat kebélétani klasszikus novénynemesitési
modszerekkel, melyhez segitséget nyuljthatnak ankidl# biotechnoldgiai eljarasok. Ide tartoznak
példaul az androgenezis indukciojat felhasznaloridiny eballitasi alkalmazasok.

2.2. Az androgenezis indukciéjanak elmélete

Az androgenezis a haploid apomixis egyik fajtajanely sordn egy reduk@lt (n)
pollenszembl, megtermékenyités nélkil kdzvetlentl haploidrigyények jonnek Iétre. A vitro
androgenezist mikrospora- é€s portoktenyészetekipelnkélhatjuk. A tenyészetekben haploid
embridk vagy kalluszok fejinek, amelyekéii haploid névényeket regeneralhatunk. ikevitro
androgenezis indukcidjara akkor nyilik lebetgink, amikor a f&jtlé mikrospordkban még nincs
meghatarozva tovabbfégésik irdnya. Ekkor még egy indetermindlt dedsi szakaszrol
beszélhetiink. Ez a féflési szakasz az egymagvas vakudlumos pollédisgi fazis és az dls
pollenmitdzis kozoétti és koruli tbzakra tehét Fontos tehat, hogy a donor novényikia
portokokat és a mikrosporakat a megieliejlodési fazisban izolaljuk. Az androgenezis indukdioja
koveten a pollenszemekb soksejtes pollenek alakulnak ki, amelyékimaploid embriék vagy
kalluszok fejbdhetnek. A haploid embridkbol és kalluszokbdl peldigetségink nyilik haploid

novények regeneralasara (Heszky 2005).



2.3. A DH novények felhasznélasa és jeledgégik a noévénynemesitésben és
kutatasban

Novénynemesitési és kutatasi szempontbdl is nafyotos szerepet jatszik az6idA DH
modszerek alkalmazasaval lebsgtglink nyilik egy generaciéo alatt homozigéta vdiatla
eléallitani, igy egy U] fajta nemesitésének az iddjar a felére csokkenthiie{Tuvesson és mtsai
2007).

Tritikdle esetében harom moddszer ismert, amely pe&tsszikus a DH noveny &éllitas
szempontjabol: (1.) az idegen pollennel toftémegtermékenyités, (2.) a portoktenyésztés esz3.)
izolalt mikrospora tenyésztes.

Az idegen pollennel térténmegtermékenyitést arpelgrdeum bulbosum), de Bleg kukorica
(Zea mays) pollennel tértéth megporzassal eredményesen alkalmazzak a tritilggéoid novény-
eléallitdsban (Pratap és mtsai 2006). A modszer lénydmpgy a megporzast kovenh a
termékenyillés megtorténik, de a zigéta @lsztédasai soran a pollen donor faj genomja 10886-b
eliminal (Heszky 2005). A haploid embrioidok f&jése viszont folytatédni tudn vitro
laboratoriumi kordlmények kozoétt és a kifejlett g novények kromoszoma szamanak indukalt
megdupladzasaval DH novényeket tudunéaditani. A mddszer koltségessége miatt foglalkézna
mas haploid @dllitasi modszerek (portok- €s mikrospora tenyé&yAtglesztésével is a kutatok.

A portoktenyésztés soran a donor portokokbol azagehezis indukcidjat kovétn haploid
vagy DH embrioidok fefldnek. Az embrioidok regeneralasavadalitott spontan DH ndvények
vagy indukalt (kolchicin kezelés) DH ndvények kivddhetséget nyujtanak jeletd mennyiséd
DH novény eballitasara (Tuvesson és mtsai 2000).

Az izolalt mikrospora tenyésztés soran a donorgkokbol a megfelél fejlédési fazisban
lévo (kbzep$- es kései egysejtmagvas vakudlumos allapot) mpknakat izolaljuk, majd
tenyészé tapoldatban tenyésztjik. Az izolalt mikrospoOra y&sretekben az androgenezis
indukciojat koéveben haploid embrioidok keletkeznek. A portoktenyéshez hasonléan az
embrioidok regeneralasaval DH ndovényeket tuduélétani (Pauk és mtsai 2000).

A portoktenyésztést, mint hatékony DH technologétdmeényesen épitették be szamos
ndévénynemesitési programba, ennek eredményekéottak eb az el$ portoktenyészet eredet
eurdpai bazafajtat, a 'Florin’-t (De Buyser és mts287). Pauk és mtsai (1995) hazankban néhany
evvel kégbb ebdllitottdk az el§ allamilag elismert DH buzafajtat (GK Délibab’).rifikale
portoktenyésztés modszerével allitottak &lancia kutatok elismert fajtdkat (Thomas és mtsai
2003).

Az in vitro androgenezis moddszerét hatékonyan alkalmazhatprkcsak a gazdaséagi

szempontbdl fontos névények nemesitési eljarasalmrem molekularis bioldgiai kutatasokban, a



transzgeénikus ndvénynemesitésben és szamos mé&skteaileten is (Jahne és Lorz 1995, Forster
és Thomas 2003).

A doubled haploid névéenyek felhasznaldsanak eggifontosabb szerepe a kulonboz
térképezési populaciok @lllithsa. A térképezési populaciokat eredményed&aln@azzak a
kulonb6d mezgazdasagi szempontbdl fontos tulajdonsagokat méagiwit gének felkutatasaban
€s azonositasaban (Datta 2005).

Az in vitro eldallitott haploid sejt- és szovettenyészeteket halhatjak bizonyos sejtszint
szelekciok, ugynevezett vitro szelekcidok végrehajtasara is.

A kulonb6z haploid sejt- és szovettenyészeteket hatékonydjakiualkalmazni genetikai
transzformaciés eljardsok soran. Az eljaras sorlejattatni kivant transzgént akar egy lépésben,
homozig6ta formaban fixalhatjuk a populacié gémamyaban. Mikrospéra eredetritikale
azonban sikertelen volt a transzgénikus fertilisl dvények elallitasa (Rubio €s mtsai 2004).

A haploidia felhasznalasa az embriogenezis tanwwowasiban, az indukalt mutacio és a
mutécids nemesités soran is jefasnt

2.4. A haploidia torténetének gyokerei

Az el természetben éforduld haploid ndévényekeDatura stramonium L. ndvények
esetében figyelték meg és jegyezték le (Blakesemtai 1922). Guha és Maheswary (1964) tobb
evtizeddel késbb eballitottak az el§ in vitro mikrospodra eredétDatura innoxia L. névényeket,
azota csaknem haromszéaz névényfaj esetében akitetitin vitro haploid névényeket. Am vitro
modszerek nem minden novényfaj esetében valtakkdragén alkalmazhatévd, de szédmos

noévénynemesitési eljaras soran eredmeényesnekhekikt

2.5. A tritikdle androgenezis torténetének attekinése

Az el haploid eljarast tritikale esetében két kutatoosobpublikalta (Wang és mtsai 1973,
Sun és mtsai 1973), amely soran portoktenyészde#rbaploid tritikale névényeket allitottakéel
AzGta szamos szakirodalomban olvashatunk tritikgb®rtok tenyészetekben indukalt
androgenezist (Balatero és mtsai 1995, Bernard 1980, CharmeBea¥sard 1984, Keller 1991,
Marciniak 1998). A szakirodalomban (Keller 1991lvashatunk a donor portokok stressz-
elokezelésének hatékonysagarol. Karsai és mtsai (199@lkaciojaban az indukciés tapkdzeg
optimalis maltéz koncentraciojarol és pH értékéivashatunk.

Az els izolalt mikrospora eredgttritikale novényekdl a jelenlegi nevén Gabonakutatd
Nonprofit Kézhasznu Kft. Biotechnoldgiai laboratdméban szamoltak be (Monostori és mtsai

1998, Pauk és mtsai 2000). A kisérlet soran bizotigk a novekedésszabalyoz6 anyagoktol

9



mentes indukcios tapoldatok hasznalatanak eredragégeét tritikale mikrospora tenyészetekben.
Oleszczuk és mtsai (2004) megmtették a modszer hatékonysagat, amely soran go’Batikale
genotipust tesztelték izolalt mikrospora tenyésdetn, egy viszonylag magas regeneralt zold
novény aranyrol beszamolva. Eudes és Amundsen )2Q€@iEkale izolalt mikrospéra
tenyészetekben a FicBllalkalmazasaval hatékonyan névelték a Képet embrioidok szamat, a
névényregeneracio hatékonysagat és a valaszad&dégpess genotipus fludgiségét allapitottak
meg. Zur és mtsai (2008) kulonozalaszadd képességgel rendetkegenotipusok izolalt
mikrospora tenyészeteiben vizsgaltdk a genotipasdioxidans enzimszintjének valtozasat és az
endogén abszcizinsav (ABA) mennyiségét. Munkajukasomegallapitottak, hogy a gyengébb
valaszadd képessiggenotipusok esetében a kilonbdgtresszek hatasara megemelkedett az

endogén ABA szintje, amely 6sszefliggésbe hozhgt@age valaszad6 képességgel.

2.6. A portoktenyésztést és az izolalt mikrosporaenyésztést egyarant befolyasolo
tényezk

2.6.1. A genotipus hatasa

Az egyes tritikédle fajtdk valaszadd képessége kamimd portoktenyészetben (Balatero és
mtsai 1995, Marciniak €s mtsai 1998), mind pedajalt mikrospora tenyészetekben (Pauk és mtsai
2000, Eudes és Amundsen 2005, Zur és mtsai 20@@)ifdzans kulonbségeket tapasztaltak. Az
adott genotipus valaszadd képessége a genetik#tisagloktol figg. A valaszadd képességért
felelos kromoszomakat, kromoszéma régiokat ma mar kilzinbénolekularis genetikai
eljarasokkal azonositani tudjak. Portoktenyészetledt tritikale DH torzsek genetikai vizsgalata
soran megallapitottak, hogy bizonyos QTL-ek jeleah befolyasoljak az embrioidok indukciéjat
€s a novényregeneracio hatékonysagat (Gonzalezsés 2005) A kilonb6zd genotipusok tehat
kilénb6s valaszado képességgel rendelkeznek, amely tulsgdpalapveéten meghatérozza a DH
novény eballitds hatékonysagat. A valaszadd képességet nmd@ghad gének azonositasaval és
piramidalasaval, barmely genotipus valaszad6 képeéssjavithatjuk, amellyel végssoron
javithatjuk a DH novény ééllitas hatékonysagéat. Ez azonban komoly szakmeristeket igényl
feladat. A legtbbb esetben az egyes genotipusoktkddilonbség, a genotipuson belll az egyes
novényegyedek kozotti kilonbség, illetve a novéngegken belil az egyes kalaszok kozotti
kulonbség sokkal jeletisebb, mint az egyes ébezelések hatékonysaga kozott eészlélhet
kuldnbségek, amelyek sokszor megnehezitik az eggdskezelések hatékonysaganak
0sszehasonlitdsat (Dunwell és mtsai 1987, Schurt@®m, Ryoppy 1997).
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2.6.2. A donor ndvények és a mikrosporak fejlettségllapota

A donor novények fejlettségi allapota déen befolyasolja a portok- és izolalt mikrospora
tenyészetek produktivitdsat. A donor portokokat argy a viragzas megfetelfazisaban kell
begyijteni a portok- és izolalt mikrospoéra tenyészetgkehozasahoz. A donor kalaszok higtpse
akkor torténik, amikor a kalasz kozép®szén elhelyezkédportokokban a pollenszemek kdzéps
egysejtmagvas, illetve korai kétsejtmagvas vakuoékimllapotban vannak (Tuvesson és mtsai
2000, Marciniak és mtsai 2003, Lantos és mtsai 200a&rzecha és mtsai 2005, Pratap és mtsai
2006, Zur és mtsai 2008, Dubas és mtsai 2010, &akzs mtsai 2011).

2.6.3. Stresszek szerepe az androgenezis indukcliga

Az androgenezis indukcidjara a legtobb esetbemmiglan stresszhatast alkalmaznak. Ezeket
a stresszhatasokat leggyakrabban valamilyékegklés soran fejtik ki. A stresszkezelésekimek
vitro ésin vivo modszerei egyarant ismeretesek. A kulomb&ezelések tipusa ésdétdrtama
donen befolydsolia a kezelés hatékonysagat. A stratsah kezelések alkalmazasaval
novelhetjik az embrioidok tenyészetenkénti szaraagk regenerald képességét és ezaltal az
eléallithaté DH névények szamat.

Leggyakrabban valamilyen fizikai vagy kémiai keatl@lkalmaznak. A fizikai kezelések
koézul a hidegkezelés a legelterjedtebb, hatasatbawo részletekig méen még nem ismerjiuk
(Tuvesson és mtsai 2000). Bizonyos kutatok véleménerint a hidegkezelés lelassitja a sejtek
metabolizmusat és lelée® teszi, hogy a mikrospérak mitotikus sejtosztaédasgyszerre
kovetkezzen be. Az @&hezelés soran alkalmazott alacsonymiérséklet (hidegkezelés)
androgenezisre gyakorolt pozitiv hatasat tritikplertoktenyészetekben és izolalt mikrospéra
tenyészetekben is megfigyeltek (Ponitka és mts@919mmonen és Robinson 2000antos és
mtsai 2005, Zur és mtsai 2008, Dubas és mtsai 2Efj)esek szerint a sejtek éheztetésének van a

legfontosabb szerepe az androgenezis indukciomg&asha és mtsai 1990).

2.6.4. A tenyés#t kbzeg hatasa az androgenezisre

A tenyésztés soran alkalmazott tapoldatok Osszetetgy a kulonb6& makro- és
mikroelemek, szénforrasok, vitaminok és hormonokenjgte meghatarozé az embrioidok
képadése soran. A tenyésztdzeqg dsszetéy, tehat donien meghatarozzak a mikrospoéra erédet
struktarak fejpdését, az embrioidok szamat és ésigét, és ezaltal a regeneralt zold névények
aranyat is.

Tritikdle portoktenyészetekben sokféle kulonbozenyészi tdpoldat alkalmazaséarol
olvashatunk a szakirodalomban. Tuvesson és mt€diOj2a 190-2 alap tapoldatot alkalmazta

tritikale portoktenyészetekben az androgenezis koidjara. Arzani és mtsai (2001) harom
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kulonbo® tapoldat eredményessegét vizsgaltak tritikale gktenyészetekben, ezek voltak az
MC17 és egy colchicin kiegészitéssel, illetve ailélklkészitett folyékony tapoldat. Egyes
publikaciokban C17 alapu tapoldat alkalmazasardasiiatunk (Marciniak és mtsai 2003).
Warzecha és mtsai (2005) az N6 és az SM (m6dodR6H2 tapoldat) tapoldatok, Pratap és mtsai
(2006) a Potato Il tapoldat sikeres alkalmazasszaimoltak be.

Az els sikeres tritikale izolalt mikrospora tenyésztéss&hlmazott tenyésétkozeg a 190-2
alaptapoldat volt (Pauk és mtsai 2000), ennek sikdrasznélatat kélsb szadmos publikacio
megebsitette. Eudes és Amundsen (2005) a CHB és NPRBéaplalplatok sikeres alkalmazasarol
szamoltak be és bebizonyitottak, hogy a tapoldatmbatt 100 g/l Ficoll segiti az embrioidok
képadését és a ndvényregeneracio hatékonysagat

A kilonbdd sejt-és szovettenyészetekben leggyakrabban maisdgrachardzt alkalmaznak
szenforrasként. Tritikale izolalt mikrospéra terggiekben maltdzt alkalmaztak szénforrasként
(Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2004, Eslasundsen 2005, Zur és mtsai 2008).

A tapoldatokhoz adagolt exogén hormonok a kdpit embrioidok szamara és radgegére is
hatdssal vannak. Az alkalmazott exogén hormonokbko@widjdban és mennyiségében jedent
kulonbségeket figyelhetink meg a kulonbopublikacidkban. Tritikale izolalt mikrospora
tenyészetben a maddositott 190-2 (190-0) hormonreetitek6zeg a leggyakrabban alkalmazott
indukcios tapoldat (Pauk és mtsai 2000, Oleszcsuktdai 2004, Zur és mtsai 2008).

2.7. Az izolalt mikrospdra tenyésztést befolydsoltényezk
2.7.1. A mikrosporak izolalasi modszerei

A mikrospéra tenyésztésdglyeihez sorolhatd, tehat a mikrosporak szomatilkadsetekol
vald eltavolitasa, igy a haploid mikrospora erédstuktarak elkilénithésége és fejldésenek
tanulmanyozasa. Az izolalt mikrosporék tisztasagdds része a sikeres tenyésztésnek, ezért kerdl
sor az élettelen sejt- és szovettdrmelékek eltéasara

Jelenleg négy kulénbdz modszert ismerink a mikrosporak szomatikus szé&héte
(portokokbdl) tortéa elkulonitésére: (1) kiszorodott mikrosporak Osgiggse, (2) magneses
keverés, (3) maceralas és a (4) késes homogenizéalas

Az els esetben nem beszélhetlink valddi izolalt mikrospérayészetil, hiszen csak a
portokokbdl kiszérodott mikrosporakat igitk 6ssze tenyésztés céljabdl (Datta és Wenzell 198
Tritikale izolalt mikrospora tenyészet létrehozasarkéses homogenizalas (Pauk és mtsai 2000,
Oleszczuk és mtsai 2004) és a macerdlas moddszere & mtsai 2008) egyarant sikeresen
alkalmazhato.

12



2.7.2. A diriiség hatasa a mikrospérak tenyésztésére

Az izolalt mikrospora tenyészetelirségét illeben nagy kilonbségeket figyelhetiink meg a
kulonbo® kutatok munkaja soran. Tritikale izolalt mikrospotenyészetek létrehozasakor
kezdetben magadiisédi (100 000 — 250 000 ezer mikrospéra/ml) sejtszuszpe alkalmaztak
(Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2004%ékisérletek soran alacsonfiréség mellett
is (10 000 — 70 000 mikrospora/ml) szamos embrio&i@ottak eb (Lantos és mtsai 2005, Zur és
mtsai 2008).

2.7.3. A dajkatenyésztés szerepe tritikale izolathikrospora tenyészetekben

A dajkatenyésztés soran ovariumokat helyezink arasfiora tenyészetekbe, ezaltal
novelhetjik a mikrospora tenyésztés eredményességétvariumok jelenléte bizonyitottan fontos
szerepet jatszik az 0sztddd mikrosporék és az eidbki képbdésében.

A dajkatenyésztés noveli az 0sztodo mikrosporaknardaz embridk tenyészetenkénti szamat
€s a novényregeneracio hatékonysagat buzaban (Haste 1997). Eudes és Amundsen (2005)
megfigyelései szerint tritikale izolalt mikrospdtanyészetben is az ovarium dajkatenyésztés

javitotta az embriok mifségét és emelte az embridk tenyészetenkénti szamat.

Annak ellenére, hogy az ovarium dajkatenyésztéstipoatasarol sok publikacio jelent meg,

keveset tudunk a folyamat kémiai, fizikai és biokairhatterésl (Letarte €s mtsai 2006).

2.8. Novényregeneralas portok- és mikrospora tenyeet eredeti struktirakbol

Tritikale portoktenyészetekben az embrioidok reg@édsara sokféle tenyééztapoldatot
alkalmaznak. Warzecha és mtsai (2005) N6 tapkozeget4-D-vel, illetve kinetinnel kiegészitett
SM (modositott 190-2) tapkozeget alkalmaztak paeioyészet eredéembrioidok regeneraldsara.
Pratap és mtsai (2006) kinetin és 2,4-D kiegésstéalkészitett Potato-1l tapoldatot alkalmaztak
portoktenyészet eredetembrioidok regeneralasara. A 2 mm nagysagot gértoktenyészet
eredeli embrioidok regeneralasara gyakran alkalmazzak @219Tuvesson és mtsai 2000,
Marciniak és mtsai 2003, Warzecha és mtsai 200%zd¢lS (Warzecha és mtsai 2005, Pratap és
mtsai 2006) regenerdlo taptalajokat.

Tritikdle  mikrospora  eredé&t embrioidok regeneradlasdhoz leggyakrabban a
hormonkiegészitéssel (0,5 NAA mg/l és 0,5 kinetigVlinelkészitett 190-2 tapoldatot alkalmazzak
(Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2004, Zuntéai 2008). Eudes és Amundsen (2005) a
GEM elnevezés tapktzeget hasznalta izolalt mikrospora tenyéseetdett embrioidok

regeneralasara.
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A tritikale portoktenyészet és az izolalt mikrospéenyészet eredeembrioidok regeneralasa
soran az albind ndévények megjelenése altalanosaioggelent. Az albind névények kloroplasztisz
nélkul vagy degeneralt kloroplasztisszalddjiek ki, képtelenek a fotoszintézisre, igy a temates
koérilményekhez sem tudnak alkalmazkodni. Az allbmig nagyobb gyakorisaggal az izolalt
mikrospora tenyésztés soran jelenik meg. Az albioiz mértékét a genotipus befolyasolja, de nem
csak a genetikai hattér fedsl érte. Bizonyos kisérletek bizonyitjak, hogy dmkhazott néveny-
eléallitasi modszer elemeinek jelést része, igy a donor noévények felnevelése, fefigs az
elokezeléesek mobdja és ideje, valamint a tapoldatok zaie®i is befolyasoljak, a
novényregeneracidos hatékonysagot (Ouyang és mi€E, Dleszczuk és mtsai 2006, Redha és
mtsai 2008). Bizonyos feltevések szerintiazitro tenyésztési korilmények olyan stressz hatést
okozhatnak, melynek kévetkeztében a kloroplasztisan a transzkripcio €s transzlacidteljesen

lecsokken vagy teljesen megsaik (Trop és Andersen 2009).
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Novényanyag

Munkank soran 0sszesen nyolc tritikale genotipusszhaltunk. Ezek kdzul harom a
Gabonakutat6 Kft. altal nemesitett, allamilag ebshfiajta (GK Szemes’, 'GK Idus’ és'GK Rege’),
valamint 6t nemesitett torzs ('Tc 13/5’, 'Tc 10/7',Tc 23’, /Tc 10/1' és a 'Tc 8). A
portoktenyészetekben mind a nyolc genotipus vatisképességét vizsgaltuk, mig a mikrospora

tenyészetekben csak a 'GK Rege’ és a 'Tc 10/7’eemtipus kerllt dsszehasonlitasra.

3.2. A donor névények felnevelése

A donor tritikale ndvényeket szabadfoldon nevelték A kisérlethez a donor kalaszokat

szolgaltato hajtasokat a Gabonakutatd Kft. Kecstdepi tenyészkertjéd gyijtottik be.

3.3. A donor kaladszok begiijtése és sterilezése

A portok- és mikrospora tenyészetek létrehozas&adkséges kalaszok bégpgsére majus
elejen kerult sor, amikor a portokokban a mikroggom kozéps és kései egysejtmagvas
vakuolumos allapotban voltak. A portokok izolal&sétt a kalaszokat eltavolitottuk a szarrél, majd
a kaladszok szalkéatlanitdsa utan végeztik el a yavémag sterilezését. Az izolélasra kivalogatott
kaldszokat haztartdsi Hypo 50 %-o0s oldataban sktilkk 1 csepp Tween 20 nedvésier
hozzaadasaval, 20 percig razbéasztalon, 80 rpm laishdmon. A sterilezést koven a kalaszok

haromszori steril vizes 6blitését végeztik el.

3.4. A portok izolalas

A portokok izolalasat steril fulkében, steril eszkiékel végeztik el. A kalaszkat boritd kiils
majd bel$ toklasz eltavolitdsa utan a kaldszkdban talaltetdom darab portokot csipeszek
segitségével izolaltuk, majd megfélebldatra helyeztik. A portokokat mikrospéra tenyész
esetében 12 ml 0,3 M mannit tapoldatra tettik, gheeh ferézések elkertlése végett 200 mg/l
cefotaxime antibiotikumot is juttattunk. Portokt@sytés esetében a portokokat 12 ml tapoldatra

helyeztlik, ez esetben nem alkalmaztunk antibiotdm
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3.5. A portoktenyésztés folyamata és korilményei

A portoktenyésztéshez sziikséges izolalt portok&kam atmésjii Uveg Petri-csészékbe
helyeztik, amelyekbe 12 ml MF tapoldatot pipettaztunk (1. tablazat). A portaklélas soran
minden Petri csészébe 250 portokot helyeztiink.tiehézott portoktenyészeteket 3 napig°g82
on, majd 28°C-on, sotétben tartottuk. A portoktenyészeteketté@rihetente elldgmiztik és a
megfeleb nagysagot elért embrioidokat 190-2 Cu regeneégtatajra helyeztik.

3.6. A mikrospoéra izolaléas

A mikrospéra tenyésztéshez hasznalt portokokaa@gn 0,3 M mannit oldatban, sététben
tenyésztettilk él 32 °C-on. A portokokbdl a mikrospodrakat maceralassalaizuk, majd a nyert
szuszpenziot szeénhidrat-gradiens centrifugalassatitottuk. A mikrosporak izolalasat steril
korilmények kozott, steril eszkdzokkel végeztikial.eljaras soran a portokokat egy 150 pimiis
szOvéd miianyag s#rére boritottuk és egy Uvegbot segitségével dordssitétoket 0,3 M mannit
oldatban. A nyert szuszpenziét pipetta segitségével centrifugacsévekbe juttattuk, ezutan a
csoveket szobaimérsékleten (22C), 5 percig, 600 fordulat/perc sebességgel cenyiifuk.

A centrifugalas utan pipettaval eltavolitottuk difészot, majd a centrifugagsljan dsszediit
Uledéket (& és elpusztult sejtek, sejt- és szdvettérmelékak)®3 M mannit oldatban felvettik. A
mannit oldatban felvett szuszpenziot 21%-os maitdat tetejére rétegeztik. A centrifugacséveket
ezutan szobdmérsékleten (22C), 10 percig, 600 fordulat/perc sebességgel daghituk.

A centrifugalast kovéen az & sejtek a két oldat hataran egy jol lathat6 feldéban gyiltek
Ossze. Az & mikrospordkat pipetta segitségével 0,3 M mannidatt tartalmazo
centrifugacsovekbe juttattuk, ezutan 10 percigidllagytuk. Az & mikrosporakat tartalmazo
szuszpenziot szobammérsékleten (22C), 5 percig, 600 fordulat/perc sebességgel cemtiifuk.

A centrifugalas utan a felllisz6t eltavolitottulqjchaz 6sszedit él6 mikrospérakat 1 ml 190-

0 mi vagy W4 mi indukciés tapoldatba juttattuk (1. tabldzat).guE az izolalt mikrospérak
siriséget 30 000-35 000 mikrospora/miirisédire allitottuk be. Az 1,5 ml mikrospoéra

szuszpenziot tartalmazo Petri csészék megkdleib0 portok felhasznalasaval késziltek.
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1. tAblazat. Az alkalmazott tenyesztapoldatok 6sszetétele.

Tapoldat 190-0 W14mi W14F

0sszetedk (mg/l) (mg/l) (mg/l)
KNO3 1000 2000 2000
NH4HPOy - 380 380
MgSOx7H,O 200 200 200
CaCbx2H,0 - 140 140
K2SOy - 700 700
(NH4).SO, 200 - -
KH,POy 300 - -
KCI 40 - -
Ca(NQ3)2X4HzO 100 - -
MnSOx4H,0O 8 8 8
ZnSQx7H,0 3 3 3
H3BOs 3 3 3
Kl 0,5 0,5 0,5
CuSQx5H,0 - 0,025 0,025
CoCIx6H,0 - 0,025 0,025
NaoMoO4x2H,0 - 0,025 0,025
FeSQx7H,O 27,8 27,8 27,8
NaEDTA 37,3 37,3 37,3
2-Nikotinsav 0,5 0,5 0,5
Piridoxin-HCI 0,5 0,5 0,5
Thiamin-HCI 1 2 2
Mezo-inozit 100 - -
L-Glicin 2 - -
D-Biotin - - -
Ca-pantotenat - - -
Aszkorbinsav - - -
L-Glutamin - 1000 -
Burg. kivonat - - -
2,4-D - 0,5 2
Kinetin - 0,5 0,5
Maltéz 90 000 90 000 80 000
pH 5,8 5,8 5,8
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3.7. Az izolalt mikrospoéra tenyésztés folyamata élsdrilmeényei

Az izolalt mikrospoérak tenyésztését 35 mm atffiemianyag Petri csészékben végeztik,
amelyekbe 1,5 ml indukcids tapoldatot juttattunkteftyészetekben az osztodé mikrosporakat és a
mikrospora eredétkoloniak fejbdését rendszeresen mikroszkoppal vizsgaltuk.

A mikrospéra tenyésztés soran a 'GK Rege’ és all/@’-es genotipus valaszad6 képességét
hasonlitottuk 6ssze. Mindkét genotipus esetén kktospora tenyését tdpoldatot hasznéltunk,
ezek a 190-0 (Pauk és mtsai 2000) es a W14 misey@poldatok voltak.

3.8. NOovényregeneralas és az uveghazi akklimatizaci

A portok-és mikrospora tenyészet er&ddtitikdle embrioidokat Gelrite-tel (1,5 g/l)
szilarditott, 0,5 mg/ml CuS5H,0 (Zhuang és Jia 1983, Pauk és mtsai 1991, Puraehass
Gyulai 1993) kiegészitéssel elkészitett 190-2 @emerdlo taptalajra helyeztik (2. tdbldzat). Az
embrioidok regeneralasa tenyészszobaballC2#mérsékleten, napi 16 6ras megvilagitds mellett
tortént.

A tenyeészetek indukci6ja utan harminc nappal elik#zda fejbdé struktirak rendszeres
ellendrzését. A mikrospora- é€s portoktenyészetékblegalabb 2 mm nagysagot él@mbrioidokat
hetente kivalogattuk és 190-2 Cu regeneralo tgpttdatalmazo Petri csészékbe helyeztik. A
regeneralo taptalajra helyezett embrioidokon ogisnésetben néhany nap mulva megjelentek a
gyokeér- és hajtaskezdemények. A megteleiéretet elért zold ndvénykéket a Petri-csés&ékb
szintén 190-2 Cu regenerdlo taptalajt tartalmazégisdvekbe tettik. A névénykék néhany hét
elteltével az Gvegcsoveket is &itek és megésddott gyokérzetik leh&té tette az liveghazba valo
kitltetésiket.

A novenyeket az lveghazban 50 mm atjjier PVC cstvekbe Ultettik majd egyesével
miianyag tasakkal boritottuk. A jol akklimatizalodoibvényekél a tasakokat néhany nap mulva
eltavolitottuk.
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2. tablazat. Az alkalmazott regeneralo taptalaj 6sszetétele.

Tapoldat 190-2Cu

0sszetegk (mg/l)
KNO3 1000
(NH4)2SO, 200
Ca(NQ3)2X4HzO 100
KH,POy 300
MgSOux7H,O 200
KCI 40
FeSQx7H,O 27,85
NaoEDTA 37,25
MnSOx4H,0O 8
ZnSOX7H,0 3
H3BOs 3
Kl 0,5
L-Glicin 2
Thiamin-HCI 1
Piridoxin-HCI 0,5
2-Nikotinsav 0,5
Mezo-inozit 100
NAA 0,5
Kinetin 0,5
CuSQx5H,0 0,5
Szachardz 30 000
pH 5,8
Gelrite 2800

3.9. Statisztikai elemzések

Kisérleteinket legaldbb négy ismétlésben végeztiknely soran a tenyészetekben ddjbtt
embrioidok szaméat, valamint a Belk regenerdlt zold és albind ndvények szamat felegtiik és
statisztikailag értékeltiik. A kulonbézisérletek dsszehasonlithatdsaga veégett a kapatbleat
100 portokra vonatkoztatva fejeztik ki.

Portoktenyészetben a kulonléozenotipusok valaszadé képességének Osszehastinlitas
varianciaanalizissel kiviteleztiik, mig a genotipasa tapoldat izolalt mikrospéra tenyészetben meért
hatasanak elemzéséhez kéttédgezarianciaanalizist alkalmaztuk. A két haploid s&&t (portok-
es mikrospora tenyésztés) 6sszehasonlitasat skét&myeds varianciaanalizissel végeztik el. A

statisztikai vizsgalatokhoz a MicrosBfExcel 2002 statisztikai programot hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK
4.1. Tritikale portoktenyésztés

Az androgenezis indukcidja a tritikale portoktergtés esetében minden genotipusban sikeres
volt. A portok tenyészetekben genotipusonként &ltéennyisé§f embrioid keletkezett (20,70 —
123,92 embrioid/100 portok). A legkimagaslobb erédgeket a '13/5’-6s genotipus esetében értiik
el (123,92 embrioid/100 portok). Az emrioidok szam@agas volt még a 'Rege’ (55,60
embrioid/100 portok) és a '10/7’-es (55,44 embrid@®D portok) genotipusok tenyészeteiben is, de
a tobbi genotipus esetében is szdmos embrioiititijl (3. tablazat).

A megfeleb nagysdgot elért embrioidokat regenerald téptalajralyeztik és a
novényregeneracidos hatékonysagot vizsgaltuk (2a)alr névényregeneralas minden genotipus
esetében sikeres volt (2b abra). A regeneralt n@léat egyedileg elkulonitve neveltik kitltetésig

(2c és d 4bra).

2. abra. A tritikale portoktenyésztés lépései: (a) Az #@blportokok tenyészetében fagb
embrioidok. (b) A regeneralé taptalajra helyezetbgaoidok és a regeneralt zold névénykék. (c) A
regeneralo taptalajt tartalmazé Uvegcsovekbe hetyedld novénykeék. (d) Az Gveghazba killtetett
és akklimatizalodott névények.

20



Amint az embrioidok szamaban, Ugy a névényregeagisoran is a '13/5’-0s genotipus volt a
legeredményesebb (30 regenerdalt névény/100 portakjnellett a '10/7’-es (21,36 regeneralt
ndévény/100 portok), a 'Rege’ (18,90 regeneralt mywE00 portok), és a 'Szemes’ (16,96 regeneralt
noéveény/100 portok) genotipusok esetében is j6 eeageket értiink el. A legkevesebb névényt az

'ldus’ fajta esetében regeneraltuk (7,68 regenakaleny/100 portok).

3. tabldzat A nyolc tritikdle genotipus valaszado képessélgénsszehasonlitasa
portoktenyészetben a keletkezett embrioidok, anmegdt novények, a zold névények és
az albind novények szama alapjan. Az abc azonds smgnifikansan nem kulonbéz
értékeket jeldlnek az egyes oszlopokon belll, 95%megbizhatésag mellett.

Embrioidok R?g‘?ner"ﬂt 76ld novények| _Albino o | Z0ld és albing

Genotipus| szama/100 novenye szadma/100 novenye névenyek

portok szama/100 portok szama/100 aranya

portok portok

13/5 123,92 a 30,00 a 20,88 a 9,12 ab 2,28
Rege 55,60 b 18,90 ab 18,50 ab 0,40 c 46,25
10/7 55,44 b 21,36 ab 15,12 ab 6,24 bc 2,42
Szemes 41,04 b 16,96 ab 2,48 b 14,48 a 0,17
Tc23 30,50 b 11,70 b 9,50 ab 2,20 bc 4,31
Tcl10/1 26,16 b 11,12 b 5,84 b 7,00 b 0,83
Idus 24,24 b 7,68 b 7,12 ab 0,56 c 12,71
Tc8 20,70 b 9,30 b 7,50 ab 1,80 bc 4,16
Atlag 47,2 15,8775 10,8675 5,225 9,14
SzD5%= 54,036 16,404 14,955 6,033 -

A regeneralt novények kozott zold és albind novknggyarant fefldtek. Munkank soran
minden genotipusbdl sikertilt z6ld névényeket reganie (2,48 — 20,88 z6ld névény/100 portok).
A legtobb z6ld novényt a '13/5-0s genotipus esetélegeneraltuk (20,88 z6ld névény/100
portok). Jelertis szamu zold névényt regeneraltunk még a 'Rege5QL26ld névény/100 portok)
és a '10/7’-es (15,12 zdld noveny/100 portok) genat esetében is. A z6ld névény regeneralas a
'Szemes’ fajta esetében volt a legkevésbé erednsgRy48 zdld névény/100 portok).

A regeneralt novények egy része minden genotipetlesn albind volt (0,40-14,48 albind
noveény/100 portok), az albinizmus aranyat tekintigzont jelends eltéréseket tapasztalhattunk. A
legkevesebb albiné névény a 'Rege’ fajta portokésagteiben fejdott (0,40 albind névény/100
portok), mig a legtobb albin6é ndévényt a 'Szemesiagipus tenyészetdib allitottuk eb (14,48
albind novény/100 portok). A zo6ld és albiné novdnyaranyaban is jeletsd kilonbségek

mutatkoztak (3. tablazat).
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A szamadatokat tekintve (3. tablazat) eimondhatpdgy a portoktenyészetekben indukalt
vitro androgenezis a '13/5’-6s genotipus esetében Meljsikeresebb, hiszen itt sikerllt a legtdébb
portoktenyészet eredethaploid, illetve spontan DH tritikale ndvénytééllitani. Legkevésbé
mondhaté eredményesnek a 'Szemes’ fajta, mertalt & legalacsonyabb azdédllitott z6ld
novények szama. Ez leginkabb a genotipusban magjeiagas aranyu albinizmusnak készéthet

Osszességében elmondhatjuk, hogy mind a nyolc ipersotesetében sikeres volt az
androgenezis indukcidja portoktenyészetben, hab@ersotipusok valaszadé képessége kozott
szignifikans kulonbségek voltak. A kilonbségek azbeoidok, a regeneralt névények, a zold

novények és az albind névények szamaban voltaktatimatok.

4.2. Tritikale izolalt mikrospora tenyésztés

A tritikale izolalt mikrospéra tenyészetekbeniazitro androgenezis indukciodja sikeres volt
(3. abra). Munkank soran a 'Rege’ és a '10/7'-esogipus valaszadd képességét vizsgaltuk izolalt
mikrospora tenyészetekben. Az izolalt mikrosporayésztéshez a mikrosporakat korai- és kései
egysejtmagvas vakuolumos allapotban izolaltuk &ookbol (3a dbra). Az 0sztddd mikrosporakat
és az embrioidok fejdését mikroszkdppal vizsgaltuk (3b és 3c abra)eryészetekben fédlott
embrioidokat a tenyésztés 8. hetéig rendszeredendmttik és hetente regenerald taptalajra
helyeztik, majd ezt kovétn (8. hét utan) a tdbbi embrioidot regeneréloalapt kiszélesztettik.
Az embrioidokbdl kifejodott és megfelél nagysagot elért zold névénykéket regenerald t@jptal
tartalmazo Uvegcsovekbe helyeztiik (3d abra).

A mikrospéra tenyészetekben két tenyé&s#&poldat eredményességét hasonlitottuk 6ssze.
Kéttényeds variancia analizissel tanulmanyoztuk a két téoildetve a genotipus hatasat izolélt
mikrospora tenyészetben a tenyészetberbd@éft embrioidok, a regeneralt névények, a zoéld
novények és az albiné ndévéenyek szama alapjan. Medgaktuk, hogy a genotipusnak szignifikans
hatdsa volt mind a négy vizsgélt paraméterre, migpaldat a regeneralt novények szaméat és az
albin6k szdmat befolyasolta szignifikansan. Gemstip tapoldat interakciot figyeltink meg az

embrioidok és a regeneralt névények szama tekbeatéd. tablazat).
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3. abra. A tritikdle mikrospora tenyésztés lépései: (ajp$an izolalt mikrosporak. (b) Oszt6do
mikrospoérak a tenyésztés 21. napjan. (c) Szabadmeeis lathatdé mikrospora eretiembrioidok.
(d) Mikrospéra eredétregeneralt zold névények egyedileg elkiilénitvegagévekben.

A mikrosporak mindkeét genotipus esetében intenzfegédtek, azonban a 8. hétig #&glott
embrioidok szamat illéen jelends kilonbségeket tapasztalhattunk (5. tablazatRége’ a 190-0
(783,6 embrioid/100 portok) és a W14 (638,4 embdridO portok) mikrospora tenyéézapoldat
esetében is jobb eredmeényeket mutatott, mint a7*¥&¥ genotipus. A képdott mikrospora
eredel embrioidok szama azonban a '10/7’-es genotipugétzreteiben is viszonylag magas volt.
A '10/7'-es tenyészeteiben a 190-0 (318,0 embridi@/ portok) és a W14 (384,0 embrioid/100
portok) tenyés#ttapoldatban kdzel azonos szamu embrioiddgjtt.
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4. tablazat A tpoldat és a genotipus hatasanak vizsgalak@timikrospdra tenyészetben kétténjerariancia analizissel.

Tényedk |SS embrioid SS reg. n6v, SS zo6ld név} SS albindék | df | MSembrioid | MS reg. név.| MS z6ld név. MS albindk
Genotip. 648000,0 | 4971,76 121,69 6649,09 1 | 648000,0*** | 4971,76*** 121,69** | 6649,09***
Tépoldat 7840,8 11360,56 43,02 10005,36 1 7840,8ns | 11360,56*** 43,02ns | 10005,36***
Kélcsonh. 55756,8 3397,36 17,42 3901,36 1 55756,8* | 3397,36*** 17,42ns 3901,36ns
Hiba 185286,4 | 4335,47 189,87 3634,67 16 11580,4 270,97 11,87 227,17

*rx Rk x Szignifikdnsan kulonbozik P=0,1%, P=1%eétve P= 5% szinten.
ns, szignifikans hatas nem volt kimutathat6

5. tablazat A tablazat egyes oszlopaiban szefepaD értékek egyarant alkalmasak a fajtak illetv@pmldatok paronkénti 6sszehasonlitaséara.

Embrioidok Re..ge,”er"ﬂt 76ld novények ~_Albino ’
Genotipus | Tapoldat szama/100 novenye szama/100 novenye
portok szama/100 portok szama/

portok 100 portok
Rege 190-0 783,6 17,2 4,4 12,8
w14 638,4 38,8 9,2 29,6
10/7 190-0 318,0 22,7 1,3 21,3
W14 384,0 96,4 2,4 94,0

SzD5% 223,9 55,26 3,27 59,22




A megfeleb nagysagot elért embrioidokat regenerdld taptaldjedyeztik és az embrioidok
regeneracios hatékonysagat vizsgaltuk. Mindkét gpns esetében sikeres volt a névényregeneralas,
viszont a regeneralt ndvények szamaban szignifikéfénbségeket tapasztaltunk (5. tdblazat). Annak
ellenére, hogy a képdott embrioidok szama a ’'Rege’ tenyészeteiben nadgmsvolt, a
novényregeneracios hatékonysag a '10/7-es germtgmetében jobbnak mutatkozott. A legtdbb
regeneralt novényke/100 portok). A szamok alapfartgblazat) elmondhatjuk, hogy a W14 teny&szt
tapoldatban fefldott embrioidoknak mindkét genotipus esetében joldit a regeneracios
sikerult regeneralni (17,2 regeneralt névénykefi0@ok).

Mindkét genotipus esetében sikerilt zdld névényekgeneralni, a regeneralt zéld ndévények
szamaban azonban jeléstkulonbségeket figyeltink meg. A legtdbb zdld nmigéa 'Rege’ W14
Az eredmények alapjan a két tenyészépoldatot 6sszehasonlitva elmondhatjuk, hogy a4 W1l
tapoldatban fefldott embrioidokbdl mindkét genotipus esetében nlalgyszamu zold ndveényt sikerilt
regeneralni. A zdld noévény regeneraciés hatékonyad@lO/7’-es genotipus 190-0 tenyészt
tapoldatban fefldott embrioidjai esetében volt a legkevésbé eregeen

A regeneralt névények egy része mindkét genotipegben albiné volt, melynek mértéke 12,8 —
94,0 albind noveny/100 portok kozott valtozott (@blazat), az albinizmus aranyat tekintve
szignifikans kilonbségeket tapasztalhattunk. Adelgtalbind névény a '10/7'-es genotipus W14
szadm magasnak tekintlbetA szamadatok alapjan elmondhatjuk, hogy az ahbios ardnya a W14
tenyészb tapoldatban fefidott embrioidok regeneralasa soran sokkal magasalip mint a 190-0

regeneralddott (12,8 albiné névény/100 portok).

A szadmadatok alapjan elmondhatjuk, hogy a kétkélé genotipus kozil a 'Rege’
eredményesebbnek mutatkozott, hiszen embrioidjaibatkét tenyés#t tapoldat esetében tébb zdld
névenyt sikerdlt éallitani, mint a '10/7’-es nemesitési alapanyadédsan.

Munkank soran, tehat ain vitro androgenezis indukcidja tritikale izolalt mikrospd
tenyészetekben sikeres volt, a két hasznalt gamotialaszadd kepessége kodzott azonban falent
kilonbségeket tapasztaltunk. A két genotipus vatdszképességének kulonibéege a kepmott

embrioidok, a regeneralt ndvények, a zold néverggeliz albind ndvények szamaban mutatkozott meg.
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4.3. A portoktenyésztés és az izolalt mikrospora tgésztés hatékonysaganak
dsszehasonlitasa

Munkéank soran ain vitro androgenezis indukcioja tritikale portoktenyéskeemn és izolalt
mikrospoéra tenyészetekben egyarant sikeres volnilkospora- és portoktenyészetekben is szamos
embrioid keletkezett és mindkét eljards soran gilkexkklimatizalt zold névényeket @llitanunk. A
két modszer eredményességének dsszehasonlitdgrged és a '10/7’-es genotipusokat valasztottuk
ki. A képzsdott embrioidok, a regeneralt novények, a zold nye& és az albind névények szama
alapjan a két modszer kozotti kiulonbségeket vizggal

A kapott eredményeket kétténywszvarianciaanalizissel értékeltiik (6. tablazat)]ynsapjan
szignifikAns kulonbségeket mutattunk ki az alkalotanddszerek kozott. Az eredmények alapjan
megallapithatjuk, hogy a tenyésztés modjanak d#@nis hatasa volt mind a négy vizsgalt
paraméterre. A genotipus az embrioidok, a regene@ények és az albind névények szamat
befolyasolta szignifikansan. Genotipus x tenyésztédja interakciot figyeltiink meg az embrioidok, a

regeneralt névények és az albind ndvények szangbese(6. tablazat).

A keletkezett embrioidok szama alapjan a mikrospgérayésztés és a portoktenyésztés kozott
szignifikdns kulonbséget figyelhettink meg. Az eiwmilok szédma az izolalt mikrospora
tenyészetekben a 'Rege’ (638,4 embrioid/100 porték)a '10/7-es (384,0 embrioid/100 portok)
genotipus esetében egyarant Iényegesen magasabbmual portoktenyészetben. A szamadatokat
tekintve kijelenthetjik, hogy az @llitott embrioidok szama alapjan a mikrospora észyes sokkal
eredményesebbnek tekintbdf7. tablazat). Mindkét tenyésztés esetében szidgdneralo taptalajra
helyeztik a megfelélméreti embrioidokat és a névényregeneracié hatékonysagsgaltuk. A 100
portokra jutd regenerélt ndvények szama szintérikeospora tenyészetekben volt magasabb ('Rege’:
38,8 regeneralt novény/100 portok, '10/7": 96,4 emgralt ndveny/100 portok). A mikrospora- és
portoktenyészetekben a regeneralt novények koptittés albind névények egyarant delfek. A zold
néveny regeneracio hatékonysaga egyéitetmjobb volt a portoktenyészet erddembriok esetében.

A 'Rege’ (18,5 z0ld novény/100 portok) és a '10é8-(15,1 zdld ndveny/100 portok) genotipus

esetében is a portoktenyészetekben sikerilt tolobrzivényt regeneralni.
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6. tAblazat Az alkalmazott DH novényédhllitasi modszer és a genotipus hatasanak elerkétiéayess variancia analizissel.

Tényedk SS_ _ SS reg. SS zdld nov| SS albindk df | MS embrioid| MS reg. név, MS z6ld néy. MS albindk
embrioid nov.

Genotip. | 81000,99| 4509,01 129,54 6167,07 | 1 | 81000,99*** | 4509,01** 129,54ns | 6167,07***

Teny.mdd.| 1038221,00 11267,0 606,10 17099,55| 1 |1038221,0*** 11267,0*** 606,10* 17099,55***

Koélcsonh. | 80797,47| 3800,52 14,62 4286,59 | 1 | 80797,47** | 3800,52** 14,62ns 4286,59***

Hiba 60348,03| 5476,15 1266,17 3464,51 | 16 3771,75 342,26 79,14 216,53

*rxx * Szignifikansan kilonbozik P=0,1%, P=1% #gkve P= 5% szinten.
ns, szignifikans hatas nem volt kimutathat6

7. tblazat A portoktenyésztés és a mikrosporsa tenyésztékdraysaganak 6sszehasonlitasa két tritikale garsiian.

A tablazat egyes oszlopaiban szete®iD értekek egyarant alkalmasak a fajték illetv@pmldatok paronkénti 6sszehasonlitasara.

- Regeneralt Zold Albiné
Embrioidok A . 2 . .
Genotious | szama/100 novények | novények | novények
P szadma/100| szama/100| szama/100
portok
portok portok portok
Portoktenyésztés Rege 55,6 18,9 18,5 0,4
10/7 55,4 21,4 15,1 6,2
Mikrospéra
tenyésztés Rege 638,4 38,8 9,2 29,6
10/7 384,0 96,4 2,4 94,0
SzD5% 269,5 58,45 8,43 62,07
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A portoktenyészet eredeembrioidok regeneralé képessége az aranyokatvekaokkal jobbnak
bizonyult, mint mikrospéra tenyésztés esetében.. AdBlazatban lathatjuk, hogy a portoktenyészet
eredeli embridk regenerald képessége (atlagosan 36,3 &aplgkos aranyban sokkal magasabb volt,
mint a mikrospora eredeembrioké (atlagosan 15,6 %).

A mikrospéra- és portoktenyészetekben zo6ld és allidvények egyarant féfitek. A zold
novény regeneracié hatékonysaga egyéfietmjobb volt a portoktenyészet erddembriok esetében.

A 'Rege’ (18,5 z0ld novény/100 portok) és a '10é8-(15,1 zdld ndveny/100 portok) genotipus
esetében is a portoktenyészetekben sikerilt tolbnzivényt regeneralni.

A zo6ld novéenyek szamat d@ein befolyasolja az albinizmus gyakorisaga. A migfya- és
portoktenyészetek kdzott az albind ndvények szdekiitve jelens kilonbséget tapasztalhattunk. A
szamadatok alapjan kijelenthetjik, hogy a mikroapi@nyészetekben magasabb volt az albinizmus
aranya (atlagosan 14,6 %), mint a portoktenyéshetekatlagosan 6,0%). A legtdbb albiné névény a
'10/7’-es genotipus mikrospora tenyészeteiberddéjit ki (94,0 albind néveny/100 portok), mig a
legkevesebb albin6 ndvényt a 'Rege’ portoktenyé#a#t regeneréltuk (0,4 albind ndéveny/100

portok).

8. tablazat Embrioidok regenerald képessegének 6sszehasanlita

Regeneralt Regeneralt Albiné
Genotipus névények z6ld névények névények

(%) (%) (%)
Rege 34,0 33,3 0,7
Portoktenyésztés 10/7 38,6 27,3 11,2
atlag 36,3 30,3 6,0
Mikrospora Rege 6,1 L4 4.6
tenyésztés 10/7 25,1 0,6 24,5
atlag 15,6 1 14,6

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a portoktenyés#ésaz izolalt mikrospora tenyésztés

egyarant

alkalmas volt akklimatizalodott

tritikaledvenyek dallitasara. A két

modszer

eredményességét Osszehasonlitva jéemiilonbségeket tapasztaltunk a kit embrioidok, a

regeneralt ndvények, a zdld névények és az albdrények szamaban is.
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4.4. Regeneralt novények felnevelése a nemesitéamara

Munkank egyik & célkitizése az volt, hogy portok- és izolalt mikrosporadefi tritikale
novenyeket allitsunk &l a novénynemesités szamara. Cé#dseinknek megfeléén minden
genotipusbdl tudtunk zold névenykéket regener@mold néveny regeneralas a portoktenyészetekben
és az izolalt mikrospéra tenyészetekben egyar&etes volt. Portoktenyészetekben nyolc genotipus
valaszado képességét vizsgaltuk. Mind a nyolc genstenyészeteiben féfitek embrioidok, amelyek
egy részéll sikeresen tudtunk zold noévényeket regeneralralalz mikrospora tenyészetekben két
genotipus hatékonysagat vizsgaltuk, amely sorandkain genotipus tenyészetéib sikeresen
regeneraltunk zold névénykéket.

Munkank soran 6sszesen 1040 darab z6ld névénykiédttahk eb in vitro androgenezis
indukcidjaval (9. tablazat). Az 1040 darab regehebld novény kozial 998 darab névény
portoktenyészet eredetmig 42 darab izolalt mikrospéra tenyészet efedetlegtobb zold novényt a
'13/5’-0s genotipus portoktenyészetdibegeneraltuk (261 db z6ld névényke), de a "1@&3°¢189 db
z6ld novényke) és a 'Rege’ (185 db zold novénykejtgktenyészetei is szamos zdld novényt
szolgaltattak. A legkevesebb zdld névényt a "1@3'genotipus mikrospoéra tenyészetei szolgaltadak (
db z6ld névényke). A megfelin gyokeresedett nbvényeket killtettilk az Gvegh&ba 040 darab
regeneralt z6ld névény kozul 118 darab nem tudotmdlisan meggyodkeresedni, igy az Uveghazba
922 darab névényt ultettiink ki. A legtébb killtetebveny a '13/5’-6s genotipus portoktenyészéieib
szarmazott (241 db killtetett noévény), mig a leglsebb szadmu killtetett noévényt '10/7’-es

mikrospoéra tenyészetei szolgaltattak (7 db kitttetéveny).

A Kkilltetett novények nagy része megfén tudott akklimatizalodni az Uveghazi
korilményekhez. Osszesen 853 darab akklimatizélqumotok- és izolalt mikrospéra eredadtitikale
novényt sikerdlt éallitanunk a névénynemesités szamara. Aaliéott névények tovabbi felnevelése,
ploidfokanak vizsgalata, haploid névények kolchik@zelése a dolgozat elkészitésénélpdmhtja utan

keril elvégzésre, igy az nem képezi részét a datgak.
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9. tablazat. A nyolc tritikale genotipus hatékonysaganak osszetiftasa a regeneralt névénykék, a

kitltetett novénykék és az akklimatizalédott noveégzama alapjan.

Alkalmazott Regeneralt zold Killtetett Akklimatizalt
Genotipus modszer novénykek novenykék névények
(db) (db) (db)

13/5 portoktenyésztés 261 241 226
Rege portoktenyésztés 185 171 160
Rege mikro’spéta 34 32 26

tenyésztes
10/7 portoktenyésztés 189 169 159
10/7 mikrospoéra g ; .

tenyésztés
Szemes portoktenyésztés 31 26 21
Tc23 portoktenyésztés 95 78 71
Tc10/1 portoktenyésztés 73 64 61
Idus portoktenyésztés 89 79 68
Tc8 portoktenyésztés 75 55 54
Osszesen - 1040 922 853




5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK
5.1. Tritikale portoktenyésztés

Szakirodalomban leirt médszerek (Tuvesson és rA6@0, Arzani €s mtsai 2001, Marciniak és
mtsai 2003, Warzecha és mtsai 2005, Pratap és Bi66) és tapasztalatok felhasznalasaval sikeresen
indukéltuk azn vitro androgenezist tritikale portoktenyészetekben.

A portoktenyészetek létrehozdsakor a portokokag fédlyékony W14F tenyéséttapoldatra
helyeztik (Pauk 2005). A portoktenyészetekben nytoliikale genotipus valaszadé képességét
hasonlitottuk 6ssze. A W14F tapoldat alkalmazasaderi genotipus esetében sikeresnek bizonyult,
minden genotipus tenyészeteiben szamos embrioldddtf. A képsddott embrioidok széamaban
azonban jeles kulonbségeket figyelhettink meg. Munkank soramtoitenyészetben csak egy
tenyészb tapoldatot alkalmaztunk. Arzani és mtsai (2001L)ohé kilonb6d tenyészi tdpoldatban
vizsgéltdk az egyes tritikdle genotipusok vélaszieéldességét, amely soran jetenkllonbségeket
tapasztaltak a kulonbéz genotipus x tapoldat interakciok megfigyelések&z alapjan azt
feltételezhetjik, hogy a tenyéézapoldat is meghatarozhatja egy genotipus valaszépesseget.

A genotipusok kdzott a képaott embrioidok, a regeneralt névények, a regehedddl ndvények
és az albind6 novények szdma tekintetében szigngikillonbségeket tapasztaltunk. Az egyes
genotipusok valaszadd képessége kozotti kulonbség katatdk publikacioiban is megfigyelbiet
(Arzani és mtsai 2001, Marciniak és mtsai 2003tdpraés mtsai 2006). Pratap és mtsai (2006)
kisérletei soran egyes tritikdle genotipusok paeikészeteiben egyetlen kallusz sem 6tEijtt.
Kisérletink eredményei €s mas szakirodalmak addagijan tehat arra kovetkeztethetlink, hogy a
genotipus dowen befolyasolja a portoktenyészetekben produkdtiszadd képességet, javasolt jo
valaszado képességgel rendetkgenotipusok alkalmazéasa.

A képzdott embrioidok szama (embrioid/100 portok) maksedalmi adatokhoz hasonlé volt
(Arzani és Darvey 2001, Marciniak és mtsai 2003y)6aényregeneralas soran a 100 portokka es
albiné névények szama azonban egyes szakirodahtolathl (Arzani és mtsai) magasabb volt.

Kisérletlink sordn atlagosd®,86darab z6ld névényt tudtunk 100 portokbdl regemeramely
eredményesnek tekintliethiszen felllmulja korabbi publikdciok eredmény@tivesson és mtsai
(2000) atlagosan 4,9 zdld novényt, Arzani és m2d01) a legjobban szeréplenyészi tapoldatban
atlagosan 1,9 z6ld névényt, Warzecha és mtsai {20€Botipustdl fugéen 0,1 — 4,7 z6ld novényt,
Pratap és mtsai (2006) buza x tritikale hibride&té&s atlagosan 8,2, mig tritikdle x tritikale hawk
esetén atlagosan 4,0 z6ld novényt tudtak 100 podlokekallitani. A szakirodalomban egy-két
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kiugréan magas eredméiyiis olvashatunk, de csak egy-egy genotipus esetéarciniak és mtsai
(2003) egyes tritikale hibridek portoktenyészeteimagas szamu (27,9 zdld névény/100 portok) zéld
névenyt tudtak élallitani.

Kisérleteink eredményeit tekintve mind az alkalmbrwddszerek, tritikdle genotipusok, mind a
tenyészb tapoldat egyarant eredményesnek bizonyultak. Héatrkat portoktenyészetekben indukalt

invitro androgenezis indukcidjara javasoljuk.

5.2. Tritikale izolalt mikrospora tenyésztés

A szakirodalomban leirt modszerek felhasznalas@alk €s mtsai 2000, Lantos 2005) sikeresen
indukaltuk azin vitro androgenezist tritikale izolalt mikrospora tenygtekben. Szakirodalmi adatok
alapjan (Monostori és mtsai 1998, Pauk és mtsaDR@aQritikale mikrospéra tenyészetekben exogén
névekedésszabalyoz6 anyagok alkalmazéasa nélkidigaltuk az androgenezist.

A mikrosporék tenyésztése soran a 190-0 és a Wighyészb tdpoldatokat alkalmaztuk. A két
alkalmazott tenyését tapoldat kozul a 190-0 nem tartalmazott semmilygivekedésszabalyozé
anyagot, a W14mi 0,5 mg/l 2,4-D (2,4-diklérfenoxieesav) és 0,5 mg/l kinetin kiegészitéssel készlilt.
A 190-0 tenyés#t tapoldat sikeres alkalmazaséarol szamos szakirodelo olvashatunk (Pauk és
mtsai, 2000, Monostori €s mtsai 2003, Lantos eair205). A W14mi tenyésitapoldat alkalmazasa
leginkdbb buza mikrospdra tenyésztés esetéberjediieKisérleteink soran a 190-0 és a W14mi
tenyészb tapoldat alkalmazésa egyarant sikeresnek bizanyiitidkét tapoldat esetében kdzel azonos
szamu embrioid keletkezett, szignifikans kulonbségem tapasztaltunk. A tenyészetekben az
embrioidok intenziven fejdtek, a keép&dott embrioidok szama mas publikaciok eredményeinek
megfelel (Eudes és Amundsen 2005). A mikrosporgéeretben ké@zlott embrioidok regeneracios
hatékonysaga kevésbé mutatkozott eredményesneky mabléma jol ismert a nemzetkozi
szakirodalombol. Ez a nehézség a regeneralt nképmmaban és albind ndvények magas ardnyaban
mutatkozott meg. Az alacsony ndvényregeneraciodkbalsag és az albind ndvények magas aranya
nemcsak a mi kisérleteink soran jelentkezett probké&nt, mas kutatok publikacidiban is olvashatunk
réluk (Pauk és mtsai 2000, Oleszczuk és mtsai 2B0des és Amundsen 2005).

A mikrospora tenyészetekben a ’'Rege’ és a ’'10/7'genotipus valaszadd képessegét
hasonlitottuk 6ssze. A 'Rege’ mindkét tenyésrpoldat alkalmazasa esetében eredményesebbnek
mutatkozott. Az embrioidok és a regeneralt zold émyek szamat tekintve is hatékonyabb volt.
Kisérleteink szamadatai alapjan arra kovetkeztéttet hogy mikrospora tenyésztés esetében a
genotipus dowen befolyasolja a modszer hatékonysagat. Az adaibtipus valaszadd képessége

pedig az embrioidok és a regeneralt ndvények szatehtit a novény éhdllitas hatékonysagat
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hatarozza meg. Tuvesson és mtsai (2000) szeriahatipus hatasa egyértélem befolyasolja a direkt
embrioid képadésen alapulé modszerek hatékonysagat.

Az el6zéekben leirtakbdl kiderult, hogy a mikrospora terzgés egy még sok technikai fejlesztést
és finomitast igényl in vitro haploid ndvény éallitAsi modszer. A mikrospéra tenyésztés
hatékonysagat az embrioidok regeneralé képességpie&lésével és az albinizmus aranyanak
csokkentésével tudnank ndvelni, ezen problémak fdéga azonban egyéné a jo\d kihivasa marad
(Bernard 1980, Sozinov és mtsai 1980, Eudes és Asam2005).

5.3. A két nbvény edallitdsi mdédszer hatékonysdganak 6sszehasonlitasa

A két modszer kisérletes Osszehasonlitasarol swiitini adatot nem taléltunk. Kisérleteink
alapjan kijelenthetjik, hogy a mikrospéra- és pktdayésztés egyarant alkalmas tritikale DH
novenyek dlallitasara. A két mobdszer hatékonysaga kozott amonfelends kilonbségeket
tapasztalhatunk. A portoktenyésztés esetében as#éppzembriok szama jelefgen kevesebb, mint
mikrospéra tenyészetek esetében. A portoktenyésaetet embrioidok regeneraciés hatékonysaga
azonban sokkal jobbnak mutatkozik, tehat kiseblmsz&mbrioidbdl tébb zold ndvényt tudunk
eléallitani a nobvénynemesités szamara. A mikrospangésztés ugyanakkor igéretes léségnek
mutatkozik szamunkra, hiszen az embrioidok regéfdtépességének javitasaval és az albinizmus
aranyanak csokkentésével jelesen tudnank ndvelni a mdédszer hatékonysagat. égiesmereteink,
tapasztalataink és a kulonlBozszakirodalmi adatok birtokaban tehat kijelentHetjthogy a
portoktenyésztés ma eredmeényesebb moddszernek hizintikale nemesités szamara, mint az izolalt
mikrospoéra tenyésztés. Azoebekben leirtakra tamaszkodva tritikale DH novény&kaliitasara a

portoktenyésztést javasoljuk, hiszen ez a moédspezetibbnek és eredményesebbnek bizonyult.

Az eredmeények alapjan elmondhatjuk, hogy mindkétiseér egyarant rendelkezik hatranyokkal
és ebnyokkel. Ezeket az &hyoket és hatranyokat megvilagitva léfsétgink nyilik e modszerek
céltudatos és hatékony alkalmazasara, valamini&jgeszakmai ismereteinket felhasznalva képesek

lehetlink eredményességuk novelésére.
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6. OSSZEFOGLALAS

Ceélkitizéseinknek megfelétn sikeresen indukaltuk &z vitro androgenezist tritikale portok- és
izolalt mikrospdra tenyészetekben. A portokteny&szsordn nyolc tritikdle genotipus, az izolalt
mikrospora tenyésztés soran pedigkéitikale genotipus valaszadd képességét hastinktossze.

Tritikale portoktenyészetekben egy teny8stipoldat eredményességét vizsgaltuk. Az egyes
genotipusok valaszadd képességét és a tapoldan@mgdsseégét a portoktenyeszetekberbdéjt
embrioidok, a regeneralt névények, a regenerall nolvények és az albind névények szama alapjan
hasonlitottuk dssze.

Tritikéle izolalt mikrospdra tenyészetekben kétyteset tapoldat eredményességét hasonlitottuk
0ssze. Keéttéenyés variancia analizissel tanulmanyoztuk a két tégoldetve a genotipus hatasat
izolalt mikrospora tenyészetben a tenyészetberdodi@jl embrioidok, a regeneralt ndvények, a
regeneralt zold névények és az albind ndvények s zdapjan.

Munkank B célkitizeését megvaldsitva dsszehasonlitottuk a tritikaleog- és izolalt mikrospoéra
tenyésztésének hatékonysagat a tenyészetekberkekzeltt embrioidok, a regenerdlt névények, a
regeneralt zold nbvények és az albiné ndvények szdapjan.

Kisérletiink soran mindkét tenyésztési moédszerrehigglen genotipusban sikerilt embrioidok
kepzdését indukalni. Az embrioidok mind a portoktenytekben, mind az izolalt mikrospora
tenyészetekben intenziven &gjtek. A képsdott embrioidok szamat tekintve nemcsak a két ngvéen
eléallitasi modszer kozott, hanem az egyes genotipugimdtt is szignifikdns kulonbségeket
tapasztaltunk. Ez alapjan megallapitottuk, hogy emofipus nagyban befolyasolja a portok- és
mikrospora tenyészetekben produkalt valaszadd képet Az izolalt mikrospéra tenyészetekben
jelentbsen magasabb szamu embrioid Kefitt, mint a portoktenyészetekben, az embrioidok
regeneralé képességét tekintve azonban a portadeely eredét embrioidok mutatkoztak
eredményesebbnek.

Munkank soran mindkét novényséllitdsi mddszerrel és minden genotipus tenyédxitei
sikerllt z6ld novényeket regeneralnunk. A regenerévények egy része azonban mind a
portoktenyészetekben, mind pedig az izolalt mikéoaptenyészetekben albiné volt. A mikrospéra
tenyészetekben tehéat tobb embrioid Kiefiitt, de ezek jeleis részébl albind ndvények fefidtek. Az

albinizmus aranya sokkal magasabb volt a mikrostgmgeszetekben.
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Kisérletiink soran a portoktenyészet@klés az izolalt mikrospéra tenyészetékbminden
genotipusbdl sikertlt z6ld novényekeddlitani. A zold ndvények szaméat tekintve a poreoktésztés
eredményesebbnek mutatkozott, a regenerdlt novéngiekhts részét portoktenyészet erddet
embrioidokbdl allitottuk €. A megfeleben meggyokeresedett izolalt mikrospora- és portoldszet
eredet z6ld novényeket killtettik az Uveghazba, ahol aéngiek jelenis része megfeléén
akklimatizalodott.

Ceélkitiizésiuinknek megfeléén 853 darab akklimatizaldédott portoktenyészerékiit mikrospora
tenyészet eredithaploid, illetve spontan DH tritikale ndvényt &liunk eb a ndvénynemesités
szamara, melyek felnevelése tovabb folytatodik elmdgozat elkészitését kbven.

Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy a portoktenyés#g az izolalt mikrospéra tenyésztés
egyarant alkalmas volt haploid és spontan DH #igkndvények éEllitasara. A két modszer
hatékonysagat tekintve azonban jeberkilonbségeket tapasztalhattunk. A portoktenyésmént (jol
bevalt) haploid ndéveny-éallitasi modszer alkalmas nagyszamu H/DH vonéhlétasara. Az izolalt
mikrospora tenyésztégiiént az albinizmus magas aranya miatt pillanatgyilam tekinthét kelléen
eredményesnek, azonban a magas embrioid szam elgéleheiségeket rejteget. A modszer
hatékonysaganak novelése edyela jo\b kutatdinak kihivasa marad.
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