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1.Bevezetés

A novénynemesitésnek egyre nagyobb a szerepe napjainkban. A klimavaltozas, a
népessegnovekedés, valamint a folyamatosan novekvO nyersanyagarak szilksegessé teszik a
gyors fejlédést a biotechnoldgiai kutatasok terén is. A nemesit6knek arra kell torekednilk,
hogy minél tobb, jo mindseégli fajta kozil lehessen valogatni, melyek ellenalinak a biotikus és
az abiotikus stresszeknek egyarant.

Az U] fajtak el6allitdsa nagyon iddigényes, valamint igen magas koltségekkel is jar.
Nagy eldrelépést jelentett, mikor siker(lt el6allitani az elsé doubled haploid (DH) novényeket.
A DH ndvények hatalmas elénye, hogy egy generécio alatt jon létre homozigo6ta allomany.
Ez, beépitve a klasszikus nemesitési folyamatba, lerdviditi egy fajta vagy hibrid szilGi
partnere nemesitesenek idejét. Ezzel szemben egy hagyoméanyosan eléallitott homogén vonal
kialakitasa tobb évet is igénybe vehet.

Egyre tobb novény esetében ismeriink meg Uj és Ujabb eljarasokat a DH ndvények
létrenozasara. Ezek a modszerek folyamatosan valtoznak, javulnak azzal a céllal, hogy minél
tobb ndvényt tudjunk a nemesiték szamara nydjtani. A leghatékonyabbnak az androgenezisen
alapulé modszerek, a portok- és az izolalt mikrospéra tenyésztés bizonyultak.

Tanulmanyaim soran szerencsém volt bekapcsolédni a szegedi Gabonakutatd
Nonprofit Kdzhaszni Kft. Biotechnoldgiai Osztalyan folyd kutatasba, ahol arpa (Hordeum

vulgare L.) izolalt mikrosporakbdl allitottunk el6 haploid, illetve doubled haploid névenyeket.

Célkitlizéseink:

1. Oszi éarpa haploid névény-el6allitais modszerének kidolgozasa nemesitési alapanyagok
elGallitasara.

2. Az izolalt mikrosporak fejlettségi allapota- és a mikrospora-sir(iség regeneralt
névényszamra gyakorolt hatdsanak értékelése.

3. Killtetésre alkalmas 6szi arpa haploidok el6allitasa.



2.1rodalmi attekintés
2.1 Az arpa jelentGsége

Az arpa fontos és értékes gabonafélénk, melyet alkalmazkoddképessége miatt a vilag
legklilonbdz6bb éghajlati orszagaiban termesztenek. A blza, rizs és kukorica utan a negyedik
legnagyobb teriileten termesztett gabonaféle. A Kdzponti Statisztikai Hivatal 2012-es adatai
szerint a vilagon az arpat 49.525.988 hektaron termesztik, a termésatlaga 2,68 t/ha, az
Ossztermeése 132.886.519 tonna (KSH.hu). Magyarorszagon 288 ezer hektar a betakaritott
tertilete, ebbdl 205 ezer hektar az 6szi, 83 ezer hektar tavaszi arpa. Errdl a terlletr6l 1279 ezer
tonna termést takaritanak be, melyb6l 957 ezer tonna 6szi €s 322 ezer tonna tavaszi arpa.

A termésatlag 4450 kg/ha (KSH.hu). A rovidnyar( északi terlleteken kenyérgabonaként, a
déli orszagokban féleg takarmanygabonaként, mig a mérseékelten meleg nyar(d tajakon
nagyrészt sorarpanak termesztik.

Hazankban az arpat tobbféle mddon is hasznositjak: fontos nyersanyaga a sor- €s
malatagyartasnak, értekes abraktakarmany, féleg a sertéstenyesztésben, valamint kasaként az
arpagyongy emberi fogyasztasra is alkalmas. Takarmanyozasi célokra féleg az Gszi arpat
termesztjik. A tavaszi arpat nagy részben soripari alapanyagként hasznéljuk fel. Az
arpamennyiség 60%-at malatagyartasra, a tobbit kozvetlenul sorgyartasra hasznaljak fel
(mek.oszk.hu). A tavaszi arpa takarmanyozasi célra is kivald, a szalmaja is alkalmas
takarmanyozasra, valamint az arpagyongy is tavaszi arpabol készdil.

A gabonafélék kozul a takarmanyarpanak nagy szerepe van az egygyomr( allatok
takarmanyozasaban. Nagy nyersrost- és vitamintartalma, izletessége, valamint a fehérjéi
elényds aminosav-0sszetétele miatt a sertés- és baromfitenyésztésben nélkuldzhetetlen. Az
0szi arpa nyersrosttartalma altalaban 6%, a tavaszi arpaé 4,5%, a csupasz arpaé 1,3%, de ezek
az értékek fajtatdl fliggben véaltozhatnak (tankonyvtar.hu). A nyersrosttartalom elénydsen
befolyasolja a tej zsirtartalmat, a kisebb rosttartalmi arpék etetése a malacnevelés sordn nagy
jelentdseqdi.

Az 0szi és tavaszi arpak biologiai sajatossagai tobb vonatkozasban eltérnek egymastol.
Az 6szi &rpanak dus gyokerzete van és igénytelen, mig a tavaszi arpa sekelyen gyokerezo,
tdpanyagigényes novény (agroinform.hu). Kilénbség még az is, hogy az 6szi &rpanak
hosszabb és durvabb széra van, mint a tavaszi arpanak. Ezert az Gszi arpa szalméja csak

almozasra valo, a tavaszi arpa szalmaja viszont értékes takarmanyszalma (agroinform.com).



2.2 Az arpa nemesitese

Az arpanemesités alapvetd célja az arpa agrondmiai tulajdonsagainak és felhasznaldi
mindségenek javitdsa. Rovidtavi célnak tekinthetjik, példaul a koézvetlen médon torténd
fajta-el6allitast, amely be tud fejez6dni egy nemesitési ciklus alatt. A hosszu tavu programok
Iényegesen tobb id6t vesznek igénybe. A cél olyan specidlis tulajdonsagokkal bird tipusok
megteremtése, melyek a tovabbi nemesités szdméara biztositanak alapanyagot. Az
arpanemesités a mar meglévd genotipusokbdl Gj, a kordbbiaknal értekesebb fajtakat allit eld.
Ehhez a kiindulasi anyagot a hazai fajtak, a sajat tenyész anyagok, a kulfoldi fajtak, a
génbankok illetve a mutans torzsek adhatjak.

Az éarpa tudomanyos alapokon nyugvo nemesitését az 1800-as évek végén Angliaban
kezdték el. Magyarorszagon elséként a Karcagi Kutatdintézetben foglalkoztak az 6szi arpa
nemesitesevel. Udvaros Karoly itt nemesitette ki az U-259-es, el6zetesen elismert fajtat
(Lazényi és Puskas 2010).

2.3 A DH noveények jelentGsége, felhasznalasa

A DH novények jelent6sege abban rejlik, hogy egy generacié alatt homozigota vonal
allithato el6 veluk. Ez, sikeresen beépitve a klasszikus nemesitési folyamatba, lerdviditi egy
fajta vagy hibrid szUl6i partnerei nemesitésének idejét. Ezzel szemben egy hagyomanyosan
elGallitott homogen vonal kialakitasa tobb évet is igénybe vehet. Ma méar a portok- és
mikrospora-tenyesztesi maddszerek rutinszerien alkalmazhatok a DH vonalakkal folytatott
arpanemesitésben (Kuhlmann et al. 1991, Jahne et al. 1995).

Hosszas kutatbmunka eredményeként jott létre, az elsd portoktenyészet eredetd
eurépai buzafajta a Florin (De Buyser et al. 1987). Magyarorszagon elséként Pauk és
munkatarsai (1995) allitottak elé allamilag elismert DH eredetl buzafajtat (GK Délibab), de
azota szdmos mas fajtat is Iétrehoztak mar a DH technoldgia alkalmazasaval (Mv Pava, GK
Tindér). Sajnos egyes fajoknal a modszer alkalmazasat megneheziti az albinizmus és a
genotipus fuggdseg (Lantos 2009).

2.3.1 A DH ndvények szerepe a nemesitésben

A DH vonalak kivaléan hasznalhatdk tesztanyagként szdmos genetikai vizsgalatban,
mivel a DH vonalak és populécidik genetikai és nemesitési szempontbol megegyeznek a
természetes uton kialakul6 homozigdéta populdciokkal (Kasha és Reinbergs 1976).

Meghatarozé a DH ndvények szerepe a géntérképezésben, valamint a nemesitésben is azaltal,



hogy az Fi-heterozigotakbol egy Iépésben elGallitott homozigotak segitségével az
ontermékenyuldk vonal-el6allitasa és az idegentermékenyil6k rekurrens szelekcidja egyarant
lerdvidithetd. Ez utdbbi modszer a himsterilitasra alapozott rekurrens szelekci6 alkalméval az
arpanemesitesben is alkalmazhatdo (Kasha és Reinbergs 1976). Lathatd, hogy a DH
nemesitestél hasonld eredményt varhatunk, mint a hagyomanyostdl, de lényegesen révidebb
id6 alatt. A modszer felhasznéldsa, a homozigdtasdg gyors elérése ellenére, nem véltja ki a
homozigéta torzsek tobb termdhelyen és évjaratban valo tesztelésének sziikségességét. A
homogén ndvényallomany egy generacié alatt torténd elGallitasa mégis nagy érték, nagy
segitség a gyakorlati nemesit6i munkaban.

A DH technolédgia egyik fontos alkalmazasi terlilete még a térképezd populaciok
létrehozasa. Azok a gének és kromoszéma régiok jol azonosithatok a DH novények
segitségével, melyek a termesztésre hatassal vannak (Datta 2005).

A genetikai transzformaciok szempontjabdl is fontosak a DH névenyek. Egy hatékony
haploid sejt- és szOvettenyésztési rendszerbe integralva a genetikai transzformaéciét, egy
Iépésben fixalhato a bejuttatott transzgén homozig6ta formaban (Dudits és Heszky 2000).

A DH novények el6allitasa ma is nagyon fontos eljaras, melyet a névényszaporitasban
és a novényélettani kutatasokban is alkalmaznak. Bar a DH-k el6allitasa jol mikodik a
buzéanal, kukoricanal, rozsnal, burgonyanal, kaposztanal (Tuvesson 2007) és az arpanal, de a
zabnal ez még nehéz feladat. Tobb kutatd is dolgozik az eljaras fejlesztésén, valamint azon,
hogy a létrehozott DH novények termékenyek is legyenek. A zabrol kdztudott, hogy egyike a
legnehezebben kezelheté ndvényfajoknak a haploidok indukcidjat tekintve (Sidhu et al. 2006,
Kiviharju 1997, Marcinska et al. 2013).

Az androgenezis indukcidjan alapulé modszerek fejlesztése kdzben szamos novényi
szaporodasbioldgiai felfedezés sziletett, illetve a névényi szaporodasbiologiai eredmények
sok esetben attor6 hatékonysagbeli fejlédéshez vezettek a DH ndvény-elballitas terén.

Ahogy az 1. t&blazatban is lathatjuk, a Saaten-Union kutat6laborjaban is sikeresen
alkalmazték a fenti modszereket (Tuvesson et al. 2007).

1. tablazat: Staaten-Union éves DH ndvény produkcioja

Gabona DH vonalak szama Madszer
6szi és tavaszi arpa 85000 portokkultira
Gszi es tavaszi repce 25000 mikrospora kultira
6szi és tavaszi buza 15000 kukorica beporzés



2.3.2 A DH el6allitas modszerei

Haploid ndvenyeket el6allithatunk in vivo illetve in vitro modszerekkel egyarant.

Az in vivo modszerek kozott a legegyszeribbnek a spontan haploidok azonositasat
tekinthetjik. Sajnos, ez a modszer csupan néhany novényfajnal makodik, leginkabb a repce
alkalmas erre. Masik modszer a parthenogenezis, mely leginkabb burgonyanal alkalmazhato
sikeresen. Az apomixis &ltalaban a f(-, f6leg Poa fajoknal hatékony moddszer. Az elsd,
markergénes, keresztezessel indukalt haploid kukoricardl Chase publikalt (1952).

Arpanemesitésben a ,,Bulbosum technika” az, amely széleskoriien hasznalhatd. A
modszer lényege egy vad fajjal, a Hordeum bulbosum-mal tortéend keresztezés, melyet
kovetéen a H. bulbosum kromoszomai eliminalédnak. Hatranya, hogy csak a Hordeum
nemzetségben hasznalhaté sikeresen. Szintén kromoszoma-eliminacion alapulé modszer, a
buza kukorica pollennel valé megporzasa, mellyel jé aranyban allithatunk elé haploidokat.

Buzaban az in vitro portoktenyesztessel vald haploid-el6allitast a vilagon elsékent ket
kinai kutaté publikalta (Ouyang et al. 1973, Wang et al. 1973). Oket két francia tudos, Picard
és De Buyser kovette (1973). Ezt a modszert a szegedi Gabonatermesztési Kutatd Intézetben
1984-t61 alkalmazzak szeleskorden, leginkdbb homozigota buzatérzsek el6allitasara. Az elsé
magyar DH buzafajtat is itt sikerllt kinemesiteni, amely GK Deélibab néven keriilt mindsitésre
1992-ben.

A mikrospdra- és portoktenyésztési eljarasok az utobbi évtizedekben nagy fejl6désen
mentek at. A bazan kivil szamos névenyben alkalmazhatok ezek a mddszerek.

A portoktenyésztés lenyege, hogy a viragokbol, steril korilmények kozott, éretlen
pollent tartalmazd portokokat izolalnak, majd ezeket tovabbnevelik téptalajon, in vitro
kortlmenyek kozott. Az androgenezissel létrejott haploid embridkbdl a novényeket
regeneralo taptalajon nevelik fel. Szeles korben alkalmazzak DH fajtak, vonalak el6allitasara
buzaban, tritikaléban, arpaban, rizsben (Lantos 2009).

A mikrospdrak tenyésztése a portokokbdl izolalva, folyékony tapoldatban torténik. A
regeneracio a portoktenyésztéshez hasonldan térténik. A madszer elénye, hogy az embridk (és
a novények) minden kétséget kizardan egyetlen haploid sejtb6l szarmaznak, igy kiléndsen
alkalmas a genetikai transzformacioban torténd alkalmazasra. DH fajtak elGallitasara

els6sorban a repcenemesitésben hasznaljak (Monostori 2004).



A mikrospora izolalas el6nyei a portoktenyésztéssel szemben:

1. lzolalt mikrospéra-tenyészetben szomatikus sejtek és szovetek nélkil indukaldédnak a
mikrospoérak, igy nem kell mas sejtek és szovetek indukcidjaval szdmolni (Oleszczuk
et al. 2004).

2. A mikrospora-tenyésztés (mikrospora embriogenezis) folyamata kdnnyebben
tanulmanyozhato izolalt sejtek tenyészetében, mint portoktenyészetben (Indrianto et
al. 2001).

3. Az izolalt mikrospora tenyészetben végzett sejtszintd megfigyelések segitik a
sejttenyésztési kortilmények tovabbi fejlesztését (Kim et al. 2008).

4. Lehet6séget ad krioprezervalt, és hosszu ideig tarolt pollenb6l ndvények
regeneralaséra (Dudits és Heszky 2000).
Lehet6vé valhat a mikrosporak szelekcioja, tehat a szelekcio haploid szinten, mely
korai fazisaban is biztositja a mikddé génekre torténd szelekcio lehetdsegét (Dudits és
Heszky 2000).

2.4 Az androgenezis indukciojat befolyasolo tényez6k

A mikrospora tenyésztés sikeres Kivitelezése elméletileg nehezebb feladat, mintha
portoktenyésztést csindlndnk, mivel a portoktenyésztésnél a portok fala védelmet nydjt a
mikrosporak szamara. A portokbol kiszabadult mikrosporakat a sajat sejtfalukon kivil semmi
sem védi kornyezeti hatasokkal szemben, tehat fontos az optimalis kornyezet kialakitasa, ha
sikeres tenyészetet akarunk létrehozni (Dudits és Heszky 2000).

A kutatdk szamos hatasrél szamoltak be, melyek befolyasoljak az izolalas és a haploid
indukcid sikerességét. Ezek a faktorok nagyban fliggenek a novény fajtdl, ami azt jelenti,
hogy a DH el6allitas menetét optimalizalni kell az egyes fajokra. Ezek a hatasok lehetnek
fizikai, kemiai és bioldgiai eredetliek. Fontos tudni, hogy kiilénb6z6 idépontokban mas és
més hatasok befolyasoljadk a sikeres novény-el6allitast. A modszert e szempont alapjan 5
részre oszthatjuk: donorndvény felnevelése, viragok szedése, mikrospdra izolalas, tenyésztés

és androgenezis indukcidja, embrid- és névény regeneracio (Ferrie és Caswell 2010) (1. abra).



NoOvényre hatd stressz:

Kezelés id6tartama
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1. dbra: A mikrospora izolacio sikeressegét befolyasolo tényezék

(Ferrie és Caswell 2010 nyoman)




2.4.1 A genotipus hatasa

A genotipus az egyik legfontosabb befolyasold tényez6, mivel az egyes genotipusok
eltér6 mértékben alkalmasak a folyamatra. Az egyes genotipusok valaszadd képessége
legtébb ndvényfaj esetén alapvetéen meghatarozza a DH novény el6allitas hatekonysagat. Jo
példanak szolgél a rizs: a japonica tipus jobb valaszadd, mint az indica tipus. A valaszadd
képességért felel6s gének atvitelével is javithato a DH maodszerre épllé nemesitési program
hatékonysdga (Lantos 2009). Egy jol kidolgozott haploid indukcios rendszer szelesebb
genetikai hattér esetében is képes jelentés DH novény el6allitasara, igy a modszer nemesitési

jelent6sege ndvekedhet.

2.4.2 A donor novények felnevelése

A sikeres mikrospora-tenyésztéshez nélkiulozhetetlen az egészséges, kartevémentes
donorndéveny. Ennek biztositasa érdekeben ez a munkaszakasz kivanja a legtobb figyelmet,
mivel ha itt valami probléma 1ép fel, az kihat az egész kisérletre.

A novényeket szabadfoldon, Uveghdzban és fitotronban nevelhetjik. A fitotronban a
hatékonysagot befolyasolo tényez6k kontrollalhatok (hémérséklet, paratartalom, megvilagitas
hossza és intenzitasa). El tudjuk szigetelni az allomanyt a kiilsé kérnyezettél, ezaltal csokken
a fert6zések esélye.

A hdmeérséklet nagyon fontos kornyezeti tényezd a felnevelés soran. Az 0szi arpéat
kezdetben 15 °C-on nevelik, majd ezt a hOmérsekletet 12 °C-ra csokkentik. A tavaszi arpéat
kezdetben 18 °C-on nevelik, majd ezt a hGmérsékletet 15 °C-ra csokkentik (Kasha et al.
2003). Ezzel lassul a névény novekedése és megnydjtja az elsd és utolsd virag megjelenése
kozti idészakot, amivel lehetévé valik az optimalis fejlettségnél vald szedése. E mellett az

alacsony hémérséklet néveli az androgenezis indukciojanak sikeressegét.

2.4.3 A stresszek szerepe az androgenezis indukciéjaban

Az androgenezis indukcidjahoz fontos, hogy a donorndvényeket kiillénbdz6 stressz-
kezeléseknek vessék ala, amivel nem csak az embriogén mikrosporak, hanem a DH névények
szama is novelhetd. Ezek a stresszek kiilonb6z6k lehetnek.

Ma a legelterjedtebb mddszer a névények hidegkezelése. Tudosok szerint hideg
hatasara a mikrospordk metabolizmusa lassul. Ezzel azt érjuk el, hogy a mikrosporék
mitotikus osztddasa egyszerre torténik in vitro korlilmények kodzott magasabb (25-32 °C)

hémérsékleten (Zheng 2003). Mas kutatok szerint az éheztetes jobb hatasfokkal alkalmazhato



modszer (Kasha et al. 1990). A ketté kombinacioja adta a legjobb eredményeket Hu és Kasha
(1999) kisérletei soran.

2.4.4 Alapanyag begydijtés és a mikrospora izolalas

A kaldszok begydjtésének idépontja meghatarozd. Akkor kell elvégezni, mikor a
mikrosporak elérték az egy- vagy korai két-sejtmagvas allapotot, mivel ilyenkor talalhaté meg
a portokokban a legtdbb indukalhaté mikrospora. A mikrospdrak fejlettségét citoldgiai
analizissel lehet ellendrizni, mely soran acetokarminos festést alkalmaznak. Az izolalas el6tt
nagyon fontos a kalaszok sterilezése a fert6z6 gombak és baktériumok elpusztitasa, ami hypo
50%-o0s oldataval és/vagy 70%-os etilalkohollal oldhatd meg (Dudits és Heszky 2000).

A mikrosporak kinyerése négyféle moddon torténhet: a kiszorodott mikrosporék
Osszegy(jtése, a magneses keverés, a maceralas és a késes homogenizalas. Csak az utolso
kett6 szamit valddi izolalasnak (Dudits es Heszky 2000).

A maceralas soran mianyag szlréhalén Uvegbot segitségével a kalaszkakat vagy a
portokokat szétdorzsoljuk, és igy nyerlink nagy mennyiségl mikrosporat (Tuvesson €s
Ohlund 1993). A késes homogenizalas soran, ugyanakkor, egy steril turmixgép segitségével
homogenizaljuk a generativ szerveket és igy nyerjik a mikrosporakat (Mejza et al. 1993). Ez
a modszer azért elénydsebb, mivel nagy mennyiségli mikrospéra nyerhet6, de sajnos sok
mikrospéra el is pusztul a gyorsan forgd keések miatt. Ezért kis mennyiségl izolécids
alapanyag esetén sokkal hatékonyabb a maceralas, mivel ez a mddszer ronthatja az izolalas

hatékonysagat.

2.4.5. A mikrospora-tenyésztés es az androgenezis indukcioja

A mikrosporak fejlédésére az indukcio idészakaban legjelentésebb hatassal a taptalaj
Osszetetele bir (Murashige és Skoog 1962). Ezen 0OsszetevOk a makro és mikroelemek,
vitaminok, aminosavak, szénforras, hormonok és antibiotikumok. Szamos fajnal a tapoldatban
a maltéz alkalmazasa kedvezdbb eredményeket hozott az embriészam tekintetében, mint a
szachardz, igy van ez arpandl is. Az altalunk hasznalt N24 taptalaj, szachardz helyett szintén
maltdzt tartalmaz.

A novényi novekedés szabalyoz6 anyagok - (hormonok) - taptalajban vald
hasznélatarél a vélemények nem egyontetliek. Talalunk hormontartalmd és hormonmentes
taptalajokra is utalast a szakirodalomban. A mi Kisérletlink sem hormonmentes taptalajok
felhasznalasaval folyt. A hormontartalml taptalajok esetében pedig nincs altalanos

megegyezés a hormonok kombinacidjara és mennyiségére. A leggyakrabban alkalmazott
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hormonok a 2,4-D, a kinetin és a fenil-ecetsav (Tuvesson és Ohlund 1993; Hu és Kasha
1997).

2.5 A haploid technoldgia térténeti attekintése

Az elsd haploid novény megjelenése az 1900-as évek elejére nyulik vissza. Blakeslee
és mtsai (1922) Datura stramonium L. ndvényeknél irtak le az els6 természetben el6fordul6
haploid novényt. Az els6 in vitro mikrospora eredeti noévényeket Datura inoxia L.
portoktenyészetebdl allitottak el (Guha és Maheswary 1964). 1977-ben Nitschnek kiilénb6z6
Nicotiana fajok esetében sikerilt haploid novényeket el6allitania (Dudits és Heszky 2000).
Az altaluk kifejlesztett modszer alapjan mar tobb mint 150 novényfajnal sikerllt haploidokat
elGallitani a kutatoknak (Maheswary et al. 1980).

Napjainkban mar tébb mint kétszazétven novényfajnal jartak sikerrel a kutatok az in
vitro korulmények kozotti haploid el6allitassal (Maluszinski et al. 2003). Sajnos nem
mindegyik faj esetében lehet sikerrel alkalmazni a haploid technoldgiat, de szép szdmmal
talalunk példat a nemesitési és kutatasi célra valo felhasznalasra (Thomas et al. 2003).

A célzott sejt(ek) alapjan lehet a pollenb6l (portoktenyesztés, Usztatott
portoktenyésztés és izolalt mikrospdra tenyésztés) és a petesejtbél (ovarium tenyésztés,
ovulum tenyésztés, petesejttenyésztés és tavoli fajkeresztezés) DH novényeket eléallitani.

Vannak fajok, melyeknél nem csak az in vitro, hanem az in vivo maddszer alkalmazasa
is jelentGs, ilyen példaul a kukorica (Rober et al. 2005). A buza kukorica pollennel valo
megporzasa tavoli fajkeresztezésnek szamit, de a buzanemesités sordn ma is alkalmazott
technoldgia (Laurie és Bennett, 1988; Thomas et al., 2003). A t&voli fajkeresztezés nagy
hatranya, hogy nem csak a megporzandd névény, hanem a pollenadd genotipusa is hatéssal
van a modszer sikerességére (Verma et al. 1999).Az izolalt mikrospdra tenyésztés egyes
novények esetében hatékonyabb eljaras lett, mint a portoktenyésztés - ilyen példaul az arpa és
a repce is (Lantos 2009).

Természetes kortlmények kozott a mikrospordk gametofita fejl6dési Utja determindlt.
Az androgenezis indukciojahoz ezt a fejl6dési utat valahogyan meg kell szakitani, és
szilkséges feltételeket kell biztositani (Dudits és Heszky, 2000). A mikrosporak
egysejtmagvas-vakuolumos, valamint korai kétsejtmagvas allapota latszik optimalisnak az
androgenezis indukciojara (Reynolds, 1997)..

Ezekbdl a megfigyelésekbdl kiindulva vizsgalatokat kezdtek és sikeresen felallitottak a
pollendimorfizmus elméletét. A pollendimorfizmus magyarazatot ad a kisszamu indukalhatd

mikrosporara. Ezen elmélet szerint csak azok a mikrosporék indukalhatdk, amelyeknek a
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fejlédése a portokban hibas” volt. Ezek a mikrospérak kicsik, kevés és nehezen fest6dé
citoplazméval rendelkeznek, emellett pedig fejlédésik soran keményité nem, vagy alig
halmozddik fel bennik. Ez alapjan tehat feltételezhetjik, hogy a portokokban csak kevés
szamu mikrospora alkalmas az indukciora, ezeket P vagy S pollennek nevezziik (Dudits és
Heszky 2000). Heberle-Bors és Reinert (1980) vizsgalatuk soran megfigyelték, hogy mig
hosszunappalos kezelés soran csak 1% volt a P pollenek szdma, addig a révidnappalos

megvilagitas alkalmazésa révén ez mar elérte a 10%-ot.

2.6 A haploid arpa el6allitas torténeti attekintése

Arpéban az elsé haploid eredményeket Clapham (1973) érte el. O elséként szamolt be
az arpa portoktenyésztésérél, melyben leirta az ammonium-nitrat koncentracié egytizedre
vald csokkentésének a portokvalaszra gyakorolt pozitiv hatdsat. Keésébb a hatékonysagot
jelentdsen javitd tudomanyos eredmények sziilettek meg. Ezek kozll a legjelentésebbek a
genotipus-elemzés (Foroughi-Wehr és Friedt 1984), a donor ndvenyek el6nevelési feltételei
(Foroughi-Wehr és Friedt 1984), a kalaszok hideg el6kezelése (Huang és Sunderland 1982), a
leoltott portok - taptalaj helyes aranyanak meghatarozasa (Xu és Sunderland 1981), illetve a
taptalaj kondicionalas meghatarozasa ( Xu és Sunderland 1982).

Az androgenetikus haploid regeneransok kozott nagy szamban jottek létre albino
novények (Day és Ellis 1985). Ez az arpaban is problémat jelentett, igy az arpa haploidok
elGallitasdban a bulbosum-modszer illetve az ikerembrié elemzés, valamint az alloplazmas
technika terjedt el (Devaux 1990) korabban.

Kawakami (1967) az arpaban 0,032%-ban talélt ikerembriot, melyek kézul diploid-
diploid, diploid-triploid és csak nagyon kis gyakorisaggal fordultak el haploid-diploid
ikerembridk, melyek kozil haploidokat lehetett szelektalni (Trione és Stockwell 1989).

Szamos, a haploidok indukcidjaban szerepet jatszo gént, illetve markert sikerilt
térképezni. Tobb androgenetikusan aktiv RFL I6kuszt azonositottak a 2H és a 4H
kromoszOmaén, a hajtas-differencilodasért felelés hdl-gént a 2H kromoszoman lokalizaltak
(Komatsuda et al. 1995).

A technikak fejlédésevel kozel 20 haploid, illetve DH-eredet(i arpa fajtat mindsitettek
(Devaux 1992), kozottuk arpa mozaik virusra rezisztens fajtat is (Foroughi-Wehr és Friedt
1984).

Napjainkig haploid technika felhasznalasaval sparga, arpa, Brassica juncea, padlizsan,
repce, rizs, sargadinnye, paprika, dohany, tritikdle, buza fajokban tobb mint 290 fajtat

allitottak mar eld (http://www.scri.ac.uk/assoc/COST851/Default.html).
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3.Anyag és modszer
3.1. Novényanyag

Kisérletlinkhtz leggyakrabban egy német, 2 soros 6szi arpa fajtat, az Igrit hasznaltuk,
mivel irodalmi adatok alapjan (Yao et al. 1997) a mikrospora-tenyészetekben mutatott
valaszado képessegére nézve igen jonak bizonyult.

Az Igri mellett felhasznalt genotipusok a H3673, H3680, H3691, H3692, H5253,,

“ 7z

voltak.

3.2. A donor novények felnevelése

A donor novények felnevelése torténhet szantofoldi vagy Uveghdzi korilmények
kozott, a korilmények fliggvényében. Mivel az (veghazi alapanyag szinte egész évben a
kutatd rendelkezésére all, igy folyamatosan végezhet6k a kisérletek.

A szakirodalmi adatok (Kasha, Simion, Oro, Yao,Hu, Carlson 2001)alapjan tudjuk,
hogy a donor novények felnevelésének korilményei dontéen befolyasoljak a tenyésztés
hatékonysagat.

A donor ndvényeket Giveghazban neveltiik, 60-80%-os relativ paratartalom mellett. Az
0szi arpat 15/12 °C-on neveltik 16-17 orés megvilagitassal. Fontos, hogy dvatosan 6nt6zzik,
kerlljuk a stressz hatdsokat. Azok a ndvények, melyeket stressz éri a nevelés soran, gyakran
nem alkalmasak a mikrospora tenyésztésre.

A ndvenyek egészségi allapotat folyamatosan figyelemmel kovettik, mivel a
novényvédo szerek hasznalata kedvez6tlenll befolyasolhatja a mikrosporék életképességét. A
karositok és kilonbozé betegségek megtelepedése a névényen szintén ronthatja a donorként
hasznélt novényeink mennyiségét és mindseget. Az esetleges levéltetl fert6zés esetén el kell
tavolitani a fert6zott levelet, vagy sulyosabb esetben az egész ndvényt a tdbbi ndveny
védelme erdekében. A novények viz-utanpotlasat csapvizzel oldottuk meg, a tdpanyagok a
talajba el6zetesen bekeverésre keriltek, igy biztositottuk a novény szdméra fontos
tapanyagokat. Az 6nt6zés gyakorisagat a talaj nedvességtartalmahoz igazitottuk, igy tartani
lehetett az elGbbiekben leirt paratartalmat. Kozvetlenll a donor kalaszok begydjtése el6tt

kerultiik a permetezést.
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3.3 A donor kalaszok begydjtése és fertGtlenitése

A kalaszok begytjtését a megfeleld fejl6dési stddiumban kell elvégezni. Erre a
legalkalmasabb id6 az, mikor a mikrospérak a korai egy-sejtmagvas allapotban vannak. A
korai egy-sejtmagvas allapotban a sejtmag a porus kozelében van, majd a kesei egy-
sejtmagvas allapothoz kdzeledve egyre tvolodik a sejtmag a porustol.

A 15-20 cm-es szérral begy(jtott donor kaldszokat vizbe allitottuk, majd
hidegkamraban 4 °C-on 8-27 napig taroltuk, mig a megfelel6 mennyisegl 6ssze nem gyuilt.

A kivélogatott kalaszokat feluleti sterilizalasban részesitettiik. A sterilezést 70%-0s
etil-alkohollal vagy 50%-os hypé oldattal lehet végezni. Mi a kisérleteinkhez haztartasi hypot
hasznaltunk és 2 csepp Tween 20 nedvesitészert is adtunk az oldathoz. A kaldszokat
kiszedtuk a levélhlvelybdl, a szalkékat eltavolitottuk a kalaszokrol, ezutan ontottik ra a hypo
oldatot. A kaldszokat az oldatban 20 percig razoasztalon réazattuk, kb 120-140 rpm
fordulatszamon. A sterilezést haromszoros, steril vizes dblités kovette. A sterilezés utan steril
fulkeében folytattuk a munkankat. A sterilizalt kaldszokat Petri csészébe raktuk, melybe 15 ml
jégen htott 0,3 M mannitol kerult. A 0.3 M mannitolnak a kalaszt félig kell ellepnie. A Petri
csészét parafilmmel lezértuk, majd hitészekrényben taroltuk 3-5 napig 4 °C-on.

A mikrospora izolalas soran felhasznalt eszkozoket és a tapoldatokat hiitGben (4 °C)

taroltuk. A mikrospora izolalashoz hasznalt centrifuga hmérsékletét 4 °C-ra allitottuk be.

3.4. A mikrospéra-izolalas

Az izolalashoz steril fulke szlikséges. ElsG 1épésként minden eszkozt sterilizalnunk
kell, a fert6zések elkertilése érdekében. Az elbkezelt kalaszokat csipesszel és olloval 2-3
centis darabokra vagva helyeztiik a blendorba (2.4bra).

A 2 soros arpabol kb 10 darabot, a 6 sorosbol kb 4 darabot vagtunk. Jéghideg
mannitollal (0,3 M) toltéttik meg a Waring Microblendor tartadlyat, mig el nem lepte a
kalaszokat. A Kkalaszokat alacsony fordulatszdmon 6-10 masodpercig turmixoltuk. A
kalaszz(izalék alkotta pelletet egy 100 um-es sz(r6vel ellatott steril pohar felliletén dérzsoltiik
szét lapos végl Uvegbottal. A szétdorzsolt anyagot 2-3 alkalommal 0,3 M mannitollal
Oblitettiik at. A sz(ir6n atjutott szuszpenzidt a nagyobb meéretli szOvetdarabok eltavolitasa
céljabdl még egyszer megsziirtiik egy 80 pm-es sz(irbn. A szuszpenziOt atpipettaztuk a
centrifuga csdvekbe melyekben 5 percig centrifugéltuk 900 rpm-en.
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2. &bra: A Waring Blendor

A pelletrél pipettaval eltavolitottuk a felliliszét. Koérilbelll 0,15 ml pellet 500 000
arpa mikrosporat tartalmaz. Ezt hideg 0.3 M mannitollal a centrifugacsé kb. feléig felontottik,
majd ugyanennyi 21%-0s maltdzt adtunk hozza, amit ismét centrifugélas kovetett. A
centrifugalas végén a mannitol és a maltoz hataran helyezkedtek el az életképes mikrosporak.
Mivel a kulénbdz6 frakciok csikokat képezve valnak szét - alul a mannitol, felll a maltéz és
kdzépen a mikrosporak - ezt slir(iség-gradiens centrifugazasi lépést ,,csikozasnak” is szokas
nevezni. Az életképes mikrosporék pipettaval torténd ovatos leszivasat a sejtsrliség beéllitasa
kovette 40.000, illetve 20.000 mikrospdra/ml-re. Az igy kapott sejtszuszpenziot szétosztottuk
Petri-csészékbe. A Petri-csészékbe kertlt még 200 mg/l cefotaxime antibiotikum is, a
fert6zések elkerllése érdekében. Az indukcids taptalaj N24BA volt.

3.5 A mikrospora-tenyésztés folyamata és korilményei

Az egyik megoldas, ha 2 darab steril szlr&papirt teszlink egy szilard N24BA taptalajt
tartalmazd Petri-csészébe, majd 0,3 M mannitollal vagy N24BA tapoldattal benedvesitjik.
Ezutdn 1-2 ml mikrospdra szuszpenzidt cseppentiink a papirra, majd 2 réteg parafilmmel
zarjuk a Petri csészét.

Masik modszer a folyékony taptalajon valo tenyésztés. llyenkor a folyékony N24BA

taptalajt a mikrospdra szuszpenzidhoz adjuk, majd az oldatot a Petri-csészébe pipettazzuk.
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A tenyesztés 25-28 °C-on zajlik sotétben, maximalisan 6-10 hétig. Ha esetleg a
papirbol a tapanyag elfogyna, folyékony N24BA tépoldattal potolhatjuk. Az indukcios
taptalaj 2. tAblazatban bemutatott N24BA volt (Mordhorst és Lorz 1993).

2. tablazat: Az N24BA indukcios taptalaj komponensei

Komponens N24BA
Makroelemek (mgL™)
NH, Cl 144
KNO; 2457
C&C'z X 2H,0 450
MgSO,X 7H,0 350
KH,PO, 200
Na,EDTA 37
FeSO,X 7H,0 28
Mikroelemek (mgL™)
MnSO,4 x H,O 25,00
ZnSO4 X H,0 7,50
H3BO3 5,00
Kl 0,75
NaMoO,x 2H,0 0,25
CuSo4 x 5H,0 0,025
CoClyx 6H,0 0,025
Egyebek
Myolnozitol 100
Nikotinsav 1
PyridoxinHCI 1
ThiaminHCI 10
BAP 1
Glutamin 222
Maltdz 50000

3.6 Novenyregeneralés

A 3. napon mar megfigyelhetéek voltak a sejtosztddas fazisai. Hamarosan megjelentek
az els6 mikrokoloniak is. Amikor a megjelent embridk elérték az 1-2 mm-es nagysagot, a
legerésebbeket atraktuk 3. tablazatban lathatd MS regenerdld téptalajra, és vartuk, mig a
hajtas és a gyokér megjelenik. A kisebbek még egy ideig maradhattak az indukcids taptalajon,
a szlrGpapirt Ujabb taptalaj cseppekkel frissitettik. A regenerald taptalajra helyezett
embriokat 3-4 napig sotétben tartottuk, majd fényre helyeztik. 8 6ra enyhe fény és 22-25 °C a
legoptimalisabb ilyenkor.
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A folyamatosan fejl6dé embriokat atraktuk Gj Petri-csészékbe. Fontos, hogy ilyenkor
az albindkat ndvénykéket eltavolitsuk, hogy csak a megfeleld, szép z6ldek kertljenek at az U]
Petri-csészékbe. A kis novénykéket Givegcsdvekben 1év6 szilard taptalajra (MS) helyeztik. A
kétfele regenerdlo taptalaj Osszetételét a 3. tablazat mutatja. Ezutdn a tenyészszobaban
neveltiik tovabb a ndvenykéket. A meger6sodott névényeket iveghdzba vagy a tenyészkertbe
ultettik ki. Ezt 8 hét vernalizacio kdvette 3-5 °C-on.
Eredményeink értékelésére az egytényez@s varianciaanalizist alkalmaztuk, az SPSS 18.0

programcsomag felhasznalasaval (Sajtos es Mitev 2007).

3. tablazat: A regenerald taptalajok 0sszetétele

Komponensek MS (mg/l) MMS (mg/l)
Makroelemek

KNO; 1900 1900
NH4NO3 1650 1650
KH,PO, 170 170
CaCl;, x 2H,0 440 440
Mikroelemek

FeNa2 x EDTA 37.3 37.3
MnSQ,4 x 5H,0 22.3 22.3
H3BO3 6.3 6.3
ZnSO,4 x 7TH,0 8.6 8.6
CoClx 6H,0 0.025 0.025
CuSo4 x 5H,0 0.025 0.025
NaMoOsx 2H,0 | 0.25 0.25
Kl 0.83 0.83
Egyebek

Glutamin 146 750
Inositol 100 100
Tiamin 0.1 0.4
Maltoz - 60.0 g
Fenil ecetsav - 10.0 mg
BAP 1.0 1.0
Piridoxin 0.5 -
Nikotinsav 0.5 -
Phytagel 3.09 -
Szachar6z 300 g -
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4.Eredmények

4.1 Az arpa mikrosporak izolalasi médszere

Dolgozatom fontos célkitlizése volt az arpa mikrospéra tenyésztés modszerének
fejlesztése. Ezért a mddszerlinket az anyag és mddszer fejezetben vazlatosan, az eredmények
bemutatdsakor részleteiben mutatjuk be. A kapott eredményeken kivil fontosnak tartjuk a
komplett mikrospora-izolalasi eljaras adaptalasat is a laborunkba. Valtoztatdsokat hajtottunk
végre az egyes szakirodalmakban bemutatott protokollhoz képest, igy is segitve azt, hogy a
laborunkban rutin mddszerré alakuljon az arpa mikrospoéra tenyésztése.

A donorndvényeket mesterséges korilmények kozott neveltik fel. Az &szi arpat
kezdetben 15 °C-on neveltiik, majd ezt a homérsekletet 12 °C-ra csokkentettik. Amint
megjelentek az els6 megfeleld fejlédési stadiumu (korai egy-sejtmagvas) mikrospdrakat
tartalmazé kalészok, elkezdtik a begydjtést. A ndvényanyagot hideg kamraba helyeztik 8-27
napra. Ezt kovet6en a kaldszokat hypos oldattal sterileztik, utdna desztillalt vizes 6blités
kovetkezett. A kalaszokat 0,3 mannitolra helyeztilkk 3-5 napra. Ez id6 alatt vagy a 4 °C-o0s
h(tében vagy a 26 °C-os termosztatban voltak. A mannitolos kezelés utan Blendorral daraltuk
le a kaldszokat. Mdanyag sz(ir6kon dorzsoltiik at a kapott anyagot, majd a sir(iség-gradiens
alapu ,,csikozas” segitségével valasztottuk el a megfelel6 mikrosporakat a tormelékektdl. Mint
ahogy az 3. abra is mutatja, tobbnyire szép csikok szilettek. A tormelékek a kéncsovek aljara

Ulepedtek le.

‘- .- ¥ ] Reod o S & y ¥

3. abra: A slr(iség-gradiens ,,csikozas” eredménye
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Az izolalas soran N24BA indukcios tapoldatot hasznaltunk. A mikrospora-slriséget
beallitottuk, majd Petri-csészékbe helyeztik a kultirdkat. A Petri-csészékbe cefotaxime
antibiotikumot adagoltunk.

A mikrosporak nevelése sotétben tortént, a termosztatban 25-28°C volt beallitva 3-4
hétig. Ha sziikséges volt, a taptalajt potolni kellett ez alatt az id6 alatt. Mint ahogy a 4. abran

is 1athato a Petri csészékben szép sz&mmal jelentek meg az embridk.

4. abra: Az els6é megjelend embridk

Az embridk, elérve az 1-2 mm-es nagysagot friss MS regeneralé taptalajra kerlltek at
(5. abra). A nevelés még 3-4 napig a sotétben folytatddott, majd alacsony fényintenzitasnal
22 °C-on.

5. abra: A friss taptalajra atpakolt embriok
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A 3-4 cm-es névénykéket regeneral6 taptalajra helyeztiik at (6. abra).

6. bra: A 3-4 cm-es z6ld novénykek

4.2. A genotipus hatésa a sikeres tenyésztésre

Kisérleteink soran az egyes genotipusok hatasat vizsgaltuk az embrié- és a
névényszamra vonatkozéan. Nyolc kilénbdz6 genotipust kaldszbol izolaltunk mikrospérat. A
mintékat azonos korilmények kozott tartottuk és ugyanazoknak a kezeléseknek vetettik ala.
Osszességében 74 mikrospora tenyésztést végeztiink el, ebbdl 37 Petri csészébe keriilt az Igri,
tovabbi 37-be a nemesitési anyagok.

4.2.1. A genotipus hatasa az embriéhozamra
Az Igrinél 6sszesen mintegy 295 kalaszt hasznaltunk fel, melyekbdl 1577 z6ld és 257
albiné noévényt kaptunk. Az egyéb nemesitési anyagoknal 128 kalasszal végeztiik a kisérletet.
Ebb6l a 128 kalaszbol 602 zold és 324 albind ndvényt kaptunk (4. tablazat). A kisérletiinkhdz
felhasznalt 8 genotipust az 5. tdblazat is szemlélteti.
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4. tablazat: A felhasznalt kalaszok és a bel6luk létrejové z6ld ndvenyek szama

IGRI NEMESITESI ANYAG
KALASZOK SZAMA 295 128
PETRI CSESZEK SZAMA 37 37
ZOLD NOVENYEK SZAMA 1577 602
ALBINOK SZAMA 257 324

5. tablazat: A nemesitési anyagok kozilt felhasznalt genotipusok

ZOLD NOVENYEK SZAMA ALBINOK SZAMA

H5253 32 43
H5255 41 7
H5257 67 16
H5259 196 68
H3673 37 12
H3691 15 18
H3692 214 160

IGRI 1577 257

Mivel genotipusonként nem egyforma kalaszmennyiséget dolgoztunk fel, igy a pontos

eredményekhez fontos, hogy az egy kaldszra vetitett novényszdmmal is dolgozzunk.

Vizsgalataink sordn az egytenyez4s varianciaanalizist hasznaltuk, az SSPS 18.0

programcsomag felhasznalasaval. A 6. tablazat adatai mutatjdk az egyes genotipusokbol

keletkez6 z6ld ndvenyek és albindk atlagat, szorasat.
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6. tablazat: A névénykihozatal genotipusok szerinti megoszlasa

Kalaszok
szdma  Atlag (db)  Szorés (db)
1 kalaszra H 3692 9 33,0556 10,69008
juto zold H 5257 3 3,9333 2,40278
névény H 5253 6 1,4000 1,30231
H 5259 6 11,3333 10,33802
IGRI 6 10,7450 5,55821
0ssz. 30 15,0057 14,64945
1 kalaszra H 3692 9 24,2778 8,31080
juto albino H 5257 3 ,9000 ,60828
ndvény H 5253 6 2,2000 ,90333
H 5259 6 3,9000 3,95120
IGRI 6 ,9600 ,19910
0ssz. 30 8,7853 11,37621

Az egy Kkalaszra jutdé zold- illetve albind ndvények genotipusok szerinti
csoportositasaval elvégeztiik az egytényez@s variancia analizist, az eredményeket a 7. tablazat
tartalmazza. Megallapithato, hogy az egy kalaszra jutd zold és az egy kaldszra jutod albino

novények esetében is a kiilénbség szignifikans az egyes genotipusok kozott.

7. tdblazat: Az egy kalaszra juté zold, ill. albiné novények ANOVA tablazata

SS df MS F Sig.

csoportok 4600,497 4 1150,124 17,715 0,000
1 kalaszra kozott
juto zold csoportokon 1623,091 25 64,924
névenyek belul

Gsszesen 6223,588 29

csoportok 3117,492 4 779,373 30,653 0,000
1 kalaszra kozott
jut6 albiné | csoportokon 635,634 25 25,425
novények bell

0sszesen 3753,125 29

Tovabbi statisztikai vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy a z6ld ndvények

kihozatala tekintetében az H3692-hez viszonyitva az 6sszes genotipus eltérése szignifikans. A
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tobbi genotipus kdzott nem mutathato ki szignifikans elterés, mint azt az 8. tablazat is mutatja.

Eredményeink alapjan az albindkra is ugyanez a megallapités tehetd.

8. tdblazat: Genotipusok atlaga kozotti kilonbseg és a szignifikancia szint

3692
3692 -
5257 29,1
5253 31,66
5259 21,72
IGRI 22,31
*p<0,05

5257

0,000*

2,53
-7,40
-6,81

5253
0,000*
0,893
9,93
0,58

5259 IGRI
0,023* 0,002*
0,796 0,318
1,49 2,33

- 4,79
-0,58 -

Az 7. és a 8. abrardl leolvashatjuk, hogy az Igribdl keletkezett a legtébb zdld néveny,
a legkevesebb pedig a H5253-bol.
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T
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7. dbra: Az egy kalaszra jutd albino és zold novények szdménak genotipusonkénti alakuldsa
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8. dbra: Az egy kalaszra jutd ndvények szamanak szazalékos megoszlasa genotipusonként

Megallapithatjuk, hogy a H5253 genotipusnal volt a legkisebb az egy kalaszra jutd
z6ld novény-kihozatal, toébb albind novény fejlédott, mint zold. Itt is jol lathato, hogy az
Igrihez viszonyitva az egy kalaszra jutd zold novény a H5257-nél és a H5259-nél a
legmagasabb, mig a legkisebb a H5253-nal (2. abra).

4.2.2. Az el6kezelés soran alkalmazott hdmerséklet hatasa

A mannitolos kezelések 3-6 napig tartottak. Osszehasonlitottuk, hogy hogyan alakul a
4 °C —on és a 26 °C-on kezelt kaldszokbdl 1étrejové ndvenyek szama.
A 3. abrarél megallapithatd, hogy a hémérséklet jelent6sen befolydsolja az egy
kalaszra jutd zOld és az egy kalaszra jutd albind ndvények szadmat. Statisztikai
modszerekkel elvégezve az 6sszehasonlitast, megallapithatd, hogy a kilénbseg mind a

két paraméter esetében szignifikans (p<0,05).
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9. abra: Az egy kalaszra juto albing- és z6ld novények szamanak hémérsékletek
szerinti alakulasa
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10. &bra Az egy kalaszra juto névenyek szdmanak szézalékos megoszlasa a hémérséklet

fliggvényében
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Ha az egy kalaszra jutd névények szamanak szazalékos megoszlasat vizsgaljuk a
hémérséklet fliggvényében, akkor megéllapithatd, hogy az eltérés korulbelil 10%-o0s (10.

abra).

4.2.3A hidegkezelések tartaménak hatasa a névények szdméara

Kisérleteink soran vizsgaltuk azt is, hogy a révidebb, illetve hosszabb hideg-kezelési
id6tartam vajon befolyédsolja-e a novénykihozatalt. A megfigyelést 8 és 27 nap kdzotti
el6kezelési id6tartamoknal végeztik. Azt tapasztaltuk, hogy a 27 nap tal hosszu, mert ezekb6l
a kalaszokbol nem fejlédott ki néveny. A 8 napos kezelésekbdl, ugyanakkor kevés adat allt
rendelkezésilinkre, ezért a dolgozatomba ezek nem kerultek bele.

Dolgozatomban a 14-16 valamint a 19-20 napos kezeléseket hasonlitottuk 6ssze,
melynek eredménye az 5. és 6. abran is lathatd. Megéllapithat6, hogy tdbb néveny fejlédott

akkor, amikor csak 14-16 napot voltak a hidegkamraban a begyjtétt anyagok.

(11 Kaldszra juté albing
1 Kaldszra jutd zéld

124

107

Megoszlas

T T
14-16 18-20

Nap

11. &bra: A hidegkezelés hatasa a névénykihozatalra

Statisztikai modszerek alkalmazasaval 0sszehasonlitottuk az egy kalaszra jut6 z6old és
albind novények szamanak alakulasat a kezelés fliggvényében. Megallapithatjuk a 9.
tablazatbdl, hogy a zéld névények kihozatalat szignifikansan befolyasolja a hidegkezelés, mig

az albinok szaméanak alakuldsa nem szignifikans a h6merséklet fuiggvényében.
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9. tdblazat: Hidegkezelés hatdsanak vizsgalata a z6ld, ill. albind ndvények kihozatalara

SS df MS F Sig.
z6ld csoportok |169,751| 1 |169,751| 5,938 | ,023
kozott
csoportokon | 657,551 | 23 28,589
belil
0ssz. 827,302 | 24
albiné | csoportok ,178 1 ,178 | ,155 | ,698
kozott
csoportokon | 26,389 23 1,147
belil
0ssz. 26,567 | 24

(11 Kalaszra jutd albing
1 Kalaszra jutd zéld

100,0%

=)
(2]
[=]

19,95

80,0%

60,0%

Megoszlas

a1 80
40,0% 80,05

20,0%

0,0%

1 I
14-16 19-20
Nap

12. &bra: A hidegkezelés hossza és a ndvénykihozatal szazalékos megoszlasa

A hosszabb hidegkezelés hatasara ndvekedett az albind névenyek szadma.(12. abra)

4.3. NOovénykék el6allitasa mikrospdra eredet embridkbol
A novénykéket LMS, taptalajra athelyezve regeneraltuk. A novényregeneralés
eredményeként a magrol kelt arpahoz hasonlité névényeket kaptunk.

Osszesen 280 darab novénykét ultettiink ki, melyek hét genotipusbdl szarmaztak.
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5.Kovetkeztetések, javaslatok

Munkéank soran sikerrel adaptaltuk illetve kombinaltuk a szakirodalomban leirt
(Morthorst és Lorz 1993, Jahne-Gértner és Lorz 1999, Li és Devaux 2001, Kasha et al. 2001
a,b, Ritala et al. 2001) és az elOkisérleteink soran kiprobalt elGkezelési, izolalasi és
mikrospora tenyésztesi modszereket.

Tenyészeteinkben az embridkihozatal magas szint(i volt. Tekintettel az embridk
rendkivil nagy szdméra egyedi athelyezést csak azok egy részénél alkalmaztunk, igy az
0sszes embrié szdmot nem tudtuk pontosan meghatarozni. A ndvények regeneralasat az
Omlesztve athelyezett embrioknal is elvegeztik, igy mind a z6ld és mind az albind névények
pontos szamét meg tudtuk hatarozni.

Kisérleteink tobbségében az Igri fajtaval értik el a legjobb eredményeket a vizsgalt
genotipusok kozul. Ez nem meglepd mivel évtizedek Ota ez a genotipus az é&rpa
androgenezisen alapulo haploid tenyésztés modellfajtadja. Hoekstra et al. (1993) akar 5000
z6ld novényt is el6 tudtak allitani 100 portokra vonatkoztatva. A legmagasabb z6ld névény
kihozatalt, azonban mégsem az Igrinél, hanem a H3692 nemesitési anyagnal tapasztaltuk. E
kombinéacid sziil6partnerei (Ombray//Plaisant/Seco) korabban haploid tenyészetekben nem
vizsgalt genotipusok. Feltételezhetd azonban, hogy a szll6partnerek jo valaszado képesseggel
rendelkeznek a haploid tenyészetekben. Balatero et al. (1995) és Monostori (2003) tritikale
portok-, illetve mikrospora tenyészetében tett megallapitasa szerint, ugyanis a sziilévonalak jo
valaszadd képesseége egy jol 6rokl6d6 tulajdonsag, amely a keresztezési kombinacid
utodnemzedékeiben is megjelenik.

Az éaltalunk alkalmazott alap taptalaj az N24, amelyben Mordhorst és Lorz (1993) a
nitrat: ammonium illetve a szerves:szervetlen nitrogén ardnyat optimalizaltak. Szintén az 6
neviikhoz f6z6dik a kaldszok blendorban torténé feldolgozasa is, melyet més szerzék (pl.:
Kasha et al. 2001, Monostori 2003) is nagy hatékonysaggal alkalmaztak.

A kalaszok illetve a portokok mikrospora izolalast megel6z6 stressz kezelése alapvet6
jelent6ségl az androgenezis indukcidja szempontjabol (6sszefoglald: Heberle-Bors 1998).
Touraev et al. (1996a,b) dohany és bluza portokok/kalaszok kezelésére az éheztetés és a hd
sokk alkalmazésat tartottak legeredményesebbnek. Ellentétben az altaluk javasolttal, a mi
kisérleteinkben a magas hOémérsekletli elbkezelésekkel szemben az éheztetés és alacsony
hémérsékletl kezelés parositasa bizonyult el6nydsebbnek. Ez ellentmond az altaluk felallitott,
fajtol flggetlenul érvényes sokk kezelés elmelet érvényességének.
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A mikrosporak gametofitikusbdl sporofitikus fejlédésre torténé atallitasahoz
elengedhetetlen stresszek kozil legaltalanosabban hasznalt a kalaszok hidegben (kb. 4 °C)
torténd el6kezelése (Mordhorst és Lorz 1993, Ritala et al. 2001) Az izolalt portokok
el6kezelésénél pedig a mannitolban térténd inkubalast alkalmazzak, amely egyrészt ,,éhezteti”
a mikrosporat a metabilizalthatd szénhidratok hidnya miatt, masrészt ozmotikus stresszt is
biztosit (Touraev et al. 1996a,b). A hideg és az éheztetéses stressz kombinaciodja valdszindileg
a sejtosztodas genotipustdl fuggetlen indukcidjat és fenntartasat eredményezi (Kasha et al.
2001a,b).

A kisérleteinkben elért maximalis z6ld novény szam kaladszonként 33 (ez 100 portokra
vetitve kb. 50 ndvénynek felel meg), ami elmarad az irodalmi adatoktol. Ennek oka
elsésorban azzal magyardzhatd, hogy a modszer adaptéacidja, az elért eredmények ellenére is,
jelenleg a kezdeti fazisaban tart. Tekintettel arra, hogy a cel alapvetéen a nemesités
folyamataba tortend tényleges integralds, elGallitott z6ld novényeink teljes meértékben
megfeleléek a kivanalmaknak: er6teljesen fejlettek, megfelelé gyokérzettel rendelkeznek, a
killtetés korilményeihez jol adaptalodtak. Tényleges felhasznélasukat, azonban feltétlen meg
kell el6znie ploidia-fokuk meghatarozasanak.

A z06ld noveny-kihozatal javitadsara, a modszer finomitasara lehet6ség kinalkozik a
mikrospdra sir(iség pontosabb beallitdsdban, és els6sorban, taldn a novényregeneralés
technikdjanak javitasaban, példaul taptalaj-osszetétel (pl. hormontartalmi — hormonmentes)

és az inkubacid korilményeinek (pl. hmérséklet, megvilagitas) beallitasaval.
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6. Osszefoglalas

A Kklimavaltozas, a népességndvekedes, valamint az egyre novekvd nyersanyagarak is
szllkségessé teszik a biotechnologiai kutatdsok folyamatos fejlédését. A ndvenynemesitésnek
is 1épést kell tartania a névénytermesztés altal szabott kdvetelményekkel, tehat folyamatosan
Ujabb és Ujabb fajtakkal kell a termel&k rendelkezésére allni. A fajtak el6allitasaban Iényeges
elérelepés a DH novenyek megjelenése, hiszen ezeknél a ndvényeknél egy generacio alatt
homozigoéta allomany hozhato létre, igy a fajtael6allitas folyamata tobb évvel is lerdviditheto.
szintre valo fejlesztése volt. A nagyobb hatékonysag érdekében tobb modszertani fejlesztést is
szerettunk volna kiprobalni. A névényanyag el6kezelése, a mikrospora-izolalas, valamint a
tenyésztés soran hajtottunk végre valtozasokat, melyek hatasait vizsgaltuk és értékeltuk.

Kisérleteink soran az Igri 6szi arpa fajtat, valamint a H3673, H3680, H3691, H3692,
H5253,, H5255, H5257, H5259 nemesit6i jelzés(, F; és F, generacioju nemesitési torzsek
donor ndvényeit hasznéltuk fel haploidok el6allitdsahoz. Vizsgaltuk a hidegkezelés hosszanak
hatdsat, a mannitolos kezelés soran beallitott hémérséklet hatdsat a ndvenykihozatalra,
valamint azt is, hogy a novénykihozatal mennyiben fiigg a genotipustdl. Osszehasonlitottuk a
regeneralt zold ndvények és az albindk aranyat is egymassal. Megfigyeléseink alapjan a
kalaszok 14-16 napos hidegkezelése bizonyult legjobbnak a névénykihozatal szempontjabol.
A mannitolos kezelés soran az alacsonyabb, 4 °C-os kezelés jobbnak bizonyult a 26°C-on
torténé kezelésnél. miért? A genotipusok 6sszehasonlitasanal tapasztaltuk, hogy az Igri
fajtabol kerdlt ki a legtobb z6ld ndvény.

Az embrio-kihozatal a legtobb genotipusnal megfelel volt, ugyanakkor késébb, a
fejléd6 novénykeék gyokérfejlodése nehezen indult be. Néhany esetben az albin6 névények
szama volt magas a z6ld ndvény kihozatalhoz képest. A kisérletek végén dsszesen 280
ndvényt tudtunk Kidltetni.

Célkitlizéseinknek megfelel6en az 6szi arpa haploid ndvény-eléallitds modszerét
néhany valtoztatas bevezetésevel kidolgoztuk. Masik fontos célkit(izesunk, a kitiltetésre

alkalmas 0szi arpa haploidok el6allitasa is sikeresen megvaldsult.
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