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1.Bevezetés

A novénynemesités szerepe napjainkban egyre nagyobb. A régi-uj kihivasok mint a
klimavaltozas, a népességndvekedés, valamint a folyamatosan novekvd nyersanyagarak,
ugyanakkor, sziikségessé teszik a gyors fejlédést a biotechnoldgiai kutatasok terén is. A
nemesitoknek arra kell torekedniiik, hogy minél tobb, j6 mindségli fajta koziil lehessen
valogatni, melyek ellendllnak a biotikus és az abiotikus stresszeknek egyarant.

Az 1) fajtak eloallitdsa nagyon iddigényes, valamint igen magas koltségekkel is jar.
Nagy elorelépést jelentett ezért, mikor sikeriilt eldallitani az elsé doubled haploid (DH)
novényeket. A DH névények hatalmas eldnye, hogy egy generacio alatt jon létre homozigdta
allomany. Ez, beépitve a klasszikus nemesitési folyamatba, lerdviditi egy fajta vagy hibrid
sziilo1 partnere nemesitésének idejét. Ezzel szemben egy hagyomanyosan eldallitott homogén
vonal kialakitdsa tobb évet is igénybe vehet.

Az elsd in vitro eredetll haploid embridk és ndvények (Datura inoxia portokkultura;
Guha és Maheswari 1964) eldallitasa ota tobb szdz névényfajnal dolgoztak ki uj és ujabb
eljarasokat a DH novények létrehozdsdra. Ezek a modszerek folyamatosan valtoznak,
javulnak azzal a céllal, hogy minél tobb ndvényt tudjunk a nemesiték szamara nyujtani. A
haszonnoévények tobbségénél, igy a gabonaféléknél is napjainkra leghatékonyabbnak az
androgenezisen alapuldé modszerek, a portok- és az izolalt mikrospdra tenyésztés bizonyultak.

Tanulmdnyaim soran szerencsém volt bekapcsolédni a szegedi Gabonakutatd
Nonprofit Kozhasznu Kft. Biotechnologiai Osztalyan folyd kutatasba, ahol arpa (Hordeum
vulgare L.) 1zolalt mikrosporakbol allitottunk eld haploid, illetve doubled haploid novényeket.

Célkitlizéseink:

1. Oszi arpa haploid novény-eléallitis modszerének kidolgozasa nemesitési
alapanyagok el6allitasara.

2. A genotipus, az el6kezelések hOmérséklete €s hossza regenerdlt ndvényszamra
gyakorolt hatdsanak értékelése.

3. Kiiiltetésre alkalmas 6szi arpa haploidok eldallitasa.



2.Irodalmi attekintés
2.1 Az arpa jelentdsége

Az arpa fontos ¢és értékes gabonafélénk, melyet alkalmazkodoképessége miatt a vilag
legkiilonb6zobb éghajlati orszagaiban termesztenek. A buza, rizs €s kukorica utan a negyedik
legnagyobb teriileten termesztett gabonaféle. A Kozponti Statisztikai Hivatal 2012-es adatai
szerint a vildgon az arpat 49.525.988 hektaron termesztik, a termésatlaga 2,68 t/ha, az
Ossztermése 132.886.519 tonna (KSH.hu). Magyarorszagon 288 ezer hektdr a betakaritott
teriilete, ebbdl 205 ezer hektar az 6szi, 83 ezer hektar tavaszi arpa. Errdl a teriiletrdl 1279 ezer
tonna termést takaritanak be, melybdl 957 ezer tonna Oszi és 322 ezer tonna tavaszi arpa.

A termésatlag 4450 kg/ha (KSH.hu). A révidnyart északi teriileteken kenyérgabonaként, a
déli orszagokban féleg takarmanygabonaként, mig a mérsékelten meleg nyaru tajakon
nagyrészt sorarpanak termesztik.

Hazénkban az arpat tobbféle modon is hasznositjdk: fontos nyersanyaga a sor- és
malatagyartasnak, értékes abraktakarmany, féleg a sertéstenyésztésben, valamint kasaként az
arpagyongy emberi fogyasztdsra is alkalmas. Takarmanyozasi célokra féleg az Oszi arpat
termesztjiik. A tavaszi arpat nagy részben soripari alapanyagként hasznaljuk fel. Az
arpamennyiség 60%-at maldtagyartasra, a tobbit kozvetleniil sOrgyartdsra hasznaljak fel
(mek.oszk.hu). A tavaszi arpa takarmanyozasi célra is kivalo, a szalmaja is alkalmas
takarmanyozasra, valamint az arpagyongy is tavaszi arpabol késziil.

A gabonafélék koziil a takarmanyarpanak nagy szerepe van az egygyomru allatok
takarmanyozasaban. Nagy nyersrost- ¢s vitamintartalma, izletessége, valamint a fehérjéi
elényds aminosav-0sszetétele miatt a sertés- €s baromfitenyésztésben nélkiilozhetetlen. Az
Oszi arpa nyersrosttartalma altalaban 6%, a tavaszi arpaé 4,5%, a csupasz arpaé 1,3%, de ezek
az értékek fajtatol fliggéen valtozhatnak (tankonyvtar.hu). A nyersrosttartalom eldnydsen
befolyasolja a tej zsirtartalmat, a kisebb rosttartalmu arpéak etetése a malacnevelés soran nagy
jelentdseégti.

Az 0szi és tavaszi arpak biologiai sajatossagai tobb vonatkozasban eltérnek egymastol.
Az 0szi arpanak dus gyokérzete van €s igénytelen, mig a tavaszi arpa sekélyen gyokerezo,
tapanyagigényes novény (agroinform.hu). Kiilonbség még az is, hogy az 0Oszi arpanak
hosszabb €s durvdbb szira van, mint a tavaszi arpanak. Ezért az Oszi arpa szalmdja csak

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



2.2 Az arpa nemesitése

Az arpanemesités alapvetd célja az arpa agrondmiai tulajdonsagainak és felhasznaloi
mindségének javitdsa. Rovidtava célnak tekinthetjiik, példaul a kozvetlen médon torténd
fajta-eléallitast, amely be tud fejezddni egy nemesitési ciklus alatt. A hosszu tavi programok
Iényegesen tobb 1d6t vesznek igénybe. A cél olyan specidlis tulajdonsdgokkal bir6 tipusok
megteremtése, melyek a tovabbi nemesités szdmara biztositanak alapanyagot. Az
arpanemesités a mar meglévd genotipusokbol uj, a korabbiaknal értékesebb fajtakat allit eld.
Ehhez a kiinduldsi anyagot a hazai fajtak, a sajat tenyész anyagok, a kiilfoldi fajtak, a
génbankok illetve a mutans torzsek adhatjak.

Az arpa tudomanyos alapokon nyugvéd nemesitését az 1800-as évek végén Anglidban
kezdték el. Magyarorszagon elséként a Karcagi Kutatdintézetben foglalkoztak az 6szi arpa
nemesitésével. Udvaros Kéroly itt nemesitette ki az U-259-es, eldzetesen elismert fajtat
(Lazanyi €és Puskés 2010). Hazankban fontos 0szi arpa nemesitd kdzpont a Karoly Robert
Féiskola Fleischmann Rudolf Kutatdintézete. Oszi és tavaszi arpa nemesitése folyik a

Gabonakutatd Nonprofit Kft-ben.

2.3 A DH novények jelentdsége, felhasznalasa

A DH n6vények jelentdsége abban rejlik, hogy egy generacié alatt homozigota vonal
allithato eld veliik. Ez, sikeresen beépitve a klasszikus nemesitési folyamatba, leroviditi egy
fajta vagy hibrid sziil61 partnerei nemesitésének idejét. Ezzel szemben egy hagyomanyosan
eldallitott homogén vonal kialakitasa tobb évet is igénybe vehet. Ma mar a portok- és
mikrospora-tenyésztési modszerek rutinszerlien alkalmazhatok a DH vonalakkal folytatott
arpanemesitésben (Kuhlmann et al. 1991, Jéahne és Lorz. 1995).

Hosszas kutatomunka eredményeként jott létre, az elsd portoktenyészet eredetii
eurdpai buzafajta a Florin (De Buyser et al. 1987). Magyarorszagon elséként Pauk és
munkatarsai (1995) allitottak elé allamilag elismert DH eredetti buzafajtat (GK Dé¢libab), de
azoOta szdmos mas fajtat is létrehoztak mar a DH technologia alkalmazaséaval (GK Szindbad,
GK Tiindér, Mv Madrigal, Mv Szigma).

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).



2.3.1 A DH névények szerepe a nemesitésben

A DH vonalak kivaléan hasznalhatdk tesztanyagként szdmos genetikai vizsgalatban,
mivel a DH vonalak és populacidik genetikai és nemesitési szempontbdl megegyeznek a
természetes uton kialakul6 homozigota populacidkkal (Kasha ¢és Reinbergs 1976).
Meghatarozo a DH ndvények szerepe a géntérképezésben, valamint a nemesitésben is azaltal,
hogy az Fi-heterozigotdkbol egy I€pésben eldallitott homozigdtak segitségével az
ontermékenyiilok vonal-eldallitasa €és az idegentermékenyliilok rekurrens szelekcioja egyarant
lerovidithetd. Ez utobbi mdédszer a himsterilitasra alapozott rekurrens szelekcio alkalmaval az
arpanemesitésben is alkalmazhat6 (Kasha ¢és Reinbergs 1976). Lathat6, hogy a DH
nemesitéstdl hasonld eredményt varhatunk, mint a hagyomanyost6l, de lényegesen rovidebb
1d6 alatt. A modszer felhaszndlasa, a homozigotasag gyors elérése ellenére, nem valtja ki a
homozigdta torzsek tobb termdhelyen €s €vjaratban valod tesztelésének sziikségességét. A
homogén ndévényallomany egy generdcid alatt torténd eldallitisa mégis nagy érték, nagy
segitség a gyakorlati nemesitd1 munkéaban.

A DH technologia egyik fontos alkalmazasi teriilete még a térképezd populdciok
létrehozasa. Azok a gének és kromoszoma régiok jol azonosithatok a DH ndvények
segitségével, melyek a termesztésre hatassal vannak (Datta 2005).

A genetikai transzformaciok szempontjabol is fontosak a DH ndévények. Egy hatékony
haploid sejt- és szovettenyésztési rendszerbe integralva a genetikai transzformaciot, egy
Iépésben fixalhato a bejuttatott transzgén homozigota formaban (Dudits és Heszky 2000).

A DH névények eldallitasa ma is nagyon fontos eljaras, melyet a novényszaporitasban
és a novényélettani kutatasokban is alkalmaznak. Bar a DH-k eldallitdsa j6l mikodik a
buzanal, kukoricanal, rozsnal, burgonyanal, kédposztanal (Tuvesson 2007) €és az arpanal. A
zabrol, ugyanakkor koztudott, hogy egyike a legnehezebben kezelhetd novényfajoknak a
haploidok indukciojat tekintve (Sidhu et al. 2006, Kiviharju 1997, Marcinska et al. 2013).

1. tablazat: Staaten-Union éves DH novény produkcioja

Gabona DH vonalak szama Modszer
6szi és tavaszi arpa 85000 portokkultiira
6szi és tavaszi repce 25000 mikrospora kultara
6szi és tavaszi bliza 15000 kukorica beporzas

Az androgenezis indukciojan alapuld modszerek a ndvényi szaporodasbiologiai
ismeretek boviiléséhez is hozzajarultak. A hatas kolcsonds, ami a hatékonysag javuldsat is

eredményezte a DH novény-eldallitds terén. Kiemelendé e téren, példdul a stressz mint



altalanos indukcios tényezd szerepének felismerése a haploid embriogenezis indukciojaban
(Touraev et al. 1996Db).
Ahogy az 1. tdblazatban is lathatjuk, a Saaten-Union kutatolaborjaban is sikeresen

alkalmaztak a fenti médszereket (Tuvesson et al. 2007).

2.3.2 A DH eléallitas modszerei

Haploid novényeket eldallithatunk in vivo illetve in vitro modszerekkel egyarant.

Az in vivo modszerek kozott a legegyszeriibbnek a spontan haploidok azonositasat
tekinthetjiik. Sajnos, ez a modszer csupan né¢hany novényfajnal mikodik, leginkabb a repce
alkalmas erre. Masik modszer a parthenogenezis, mely leginkabb burgonyanal alkalmazhat6
sikeresen. Az apomixis altalaban a fii-, féleg Poa fajoknal hatékony moddszer. Az elsd,
markergénes, keresztezéssel indukalt haploid kukoricar6l Chase (1952) publikalt.

Arpanemesitésben a ,,bulbosum technika” volt az els6é haploid-eldallitasi modszer,
amely széleskorlien elterjedt, €s csak az utobbi évtized sordn szoritottdk hattérbe az
androgenezis-alapu eljarasok. A modszer 1ényege egy vad fajjal, a Hordeum bulbosum-mal
torténd keresztezés, melyet kovetéen a H. bulbosum kromoszoémai eliminalédnak. Hatranya,
hogy csak a Hordeum nemzetségben hasznéalhat6 sikeresen. Szintén kromoszoma-eliminacion
alapul6 modszer, a biiza kukorica pollennel vald6 megporzasa, mellyel jo aranyban allithatunk
elé haploidokat.

Az in vitro eljardsok koziil az androgenezisen alapuld moddszerek, a portok- és a
mikrospora tenyésztés terjedtek el a gyakorlatban. Az androgenezis sordn az éretlen pollen (1
vagy 2 sejtmagvas mikrospora) fejlédése nem a himivarsejtek kialakulasa, pollentdmld
hajtasa felé halad tovabb, hanem embriogenezis utjan haploid embriok, majd ndvények
kialakulasahoz vezet.

A portoktenyésztés 1ényege, hogy a virdgokbol, steril koriilmények kozott, éretlen
pollent tartalmazd portokokat izoldlnak, majd ezeket tovabbnevelik taptalajon, in vitro
koriilmények kozott. Az androgenezissel Iétrejott haploid embridkbol a ndvényeket
regenerald taptalajon nevelik fel. Széles korben alkalmazzdk DH fajtak, vonalak eléallitasara,
tobbek kozott buzéban, tritikdléban, arpaban, rizsben (Lantos 2009).

A mikrosporak tenyésztése a portokokbdl izoldlva, folyékony tapoldatban torténik. A
regeneracio a portoktenyésztéshez hasonldan torténik. A méddszer eldnye, hogy az embridk (és
a novények) minden kétséget kizardéan egyetlen haploid sejtbdl szarmaznak, igy kiilondosen
alkalmas a genetikai transzformécioban torténd alkalmazasra. DH fajtak eldallitdsara

elsésorban a repcenemesitésben hasznaljadk (Monostori 2004).



Az 1zolalt mikrosporak tenyésztésének szamos eldnye mutathatdé ki a portoktenyésztéssel
szemben, melyek mindegyike a rendszer ,,egysejtes” jellegébdl adodik:

1. Az izolalt mikrospdra tenyészetekben nincsenek jelen a mikrosporakat koriilvevo
pollenzsak - szintén indukalhat6 - szomatikus sejtjei és szovetei, igy biztosithatd az
indukalt struktarak (kallusz, embrioid) mikrospora-eredete.

2. Az izolalt egysejtes rendszerben a mikrospdra embriogenezis folyamata kdnnyebben
tanulmanyozhatd, mint portoktenyészetben, a sejtszintli megtigyelések segitik a
sejttenyésztési koriilmények tovabbi fejlesztését (Indrianto et al. 2001, Kim et al. 2008).

3. Lehetoséget ad krioprezervalt, ¢s hossza ideig téarolt pollenbél ndévények
regeneralasara (Dudits és Heszky 2000).

4. Lehetové valhat a mikrospordk szelekcidja, tehat a szelekcid haploid szinten, mely
korai fazisdban is biztositja a mikodd génekre torténd szelekcio lehetdségét (Dudits és
Heszky 2000).

Arpaban Davies és Morton (1998) a mikrospora tenyészetekben 100-200-szor
magasabb regeneracids ratat tapasztaltak, szemben a portoktenyészetekkel (1170-2040 vs.
10.9 z61d n6veény/100 portok). Hasonld eredményt kapott Li és Devaux (2005) is (3,6-287 vs.
0-29,6 z61d n6vény/100 portok). Mas szerzok mikrospdra tenyészetben 100 portokra szamitott
5000 z6ld novényrdl is beszamoltak (Hoekstra et al. 1993).

2.4 Az androgenezis indukcidjat befolyasolo tényezok

A mikrospora tenyésztés sikeres kivitelezése elméletileg nehezebb feladat, mintha
portoktenyésztést csindlndnk, mivel a portokteny€sztésnél a portok fala védelmet nyujt a
mikrosporak szdmara. A portokbol kiszabadult mikrosporakat a sajat sejtfalukon kiviil semmi
sem védi kornyezeti hatdsokkal szemben, tehat fontos az optimalis kornyezet kialakitasa, ha
sikeres tenyészetet akarunk létrehozni (Dudits és Heszky 2000).

A kutatok szamos hatasrol szamoltak be, melyek befolyasoljak az izolalas és a haploid
indukcio sikerességét. Ezek a faktorok nagyban fliggenek a novény fajtdl, ami azt jelenti,
hogy a DH eldallitds menetét optimalizalni kell az egyes fajokra. Ezek a hatasok lehetnek
fizikai, kémiai €s biologiai eredetiick. Fontos tudni, hogy kiilonb6z6 idépontokban mas és
mas hatasok befolydsoljadk a sikeres novény-eldallitast. A modszert e szempont alapjan 5
részre oszthatjuk: donorndvény felnevelése, virdgok szedése, mikrospora izolalas, tenyésztés

¢s androgenezis indukcidja, embrio- és ndvény regeneracio (Ferrie és Caswell 2010) (1. abra).



Novényre hat6 stressz:

o Kezelés idGtartama
e  Stressz tipusa

e  Stressz intenzitdsa

e Stressz hatdsok halmozasa

Donorndvények felnevelése

Bimbo
méret/mikrospora
fejlettsége

Elsédleges-,
masodlagos-,
harmadlagos bimbo

Novény kora
Bimbogytijtés ideje
Szoba hémérséklete
a bimbogylijtés
soran

>

Taptalaj

Szénhidratforras (tipusa és

koncentracioja)

Adalékok (aktiv szén,

alkaloidok, aminosavak,
fehérjék, antibiotikumok,

hormonok stb.)

Kondicionalt taptalaj

(ovarium vagy mikrospoéra)

Mikrospora slriiség

Hoémérséklet

Viragok betakaritasa
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1. dbra: A mikrospora izolacio sikerességét befolyasolo tényezOk

(Ferrie és Caswell 2010 nyoman)




2.4.1 A genotipus hatasa

A genotipus az egyik legfontosabb befolyasold tényezd, mivel az egyes genotipusok
eltér6 mértékben alkalmasak a folyamatra. Az egyes genotipusok valaszadd képessége
legtobb novénytaj esetén alapvetéen meghatarozza a DH ndvény eldallitas hatékonysagat. Jo
példanak szolgél a rizs: a japonica tipus jobb valaszadd, mint az indica tipus. A vélaszadd
képességért felelos gének atvitelével is javithatdé a DH modszerre €piild nemesitési program
hatékonysaga (Lantos 2009). Egy jol kidolgozott haploid indukcids rendszer szélesebb
genetikai hattér esetében is képes jelentds DH novény eldallitasara, igy a modszer nemesitési

jelentésége ndvekedhet.

2.4.2 A donor novények felnevelése

A sikeres mikrospora-tenyésztéshez nélkiilozhetetlen az egészséges, kartevomentes
donorndévény. Ennek biztositasa érdekében ez a munkaszakasz kivanja a legtobb figyelmet,
mivel ha itt valami probléma 1€ép fel, az kihat az egész kisérletre.

A novényeket szabadf6ldon, iiveghdzban ¢€s fitotronban nevelhetjiik. A fitotronban a
hatékonysagot befolyasold tényezdk kontrollalhatok (hdmérseklet, paratartalom, megvilagitas
hossza ¢s intenzitdsa). El tudjuk szigetelni az alloményt a kiilsé kornyezettdl, ezéaltal csokken
a fertdzések esélye.

A hémérséklet nagyon fontos kdrnyezeti tényezd a felnevelés sordn. Az Gszi arpat
kezdetben 15 °C-on nevelik, majd ezt a hdmérsékletet 12 °C-ra csokkentik. A tavaszi arpat
kezdetben 18 °C-on nevelik, majd ezt a hdmérsekletet 15 °C-ra csokkentik (Kasha et al.
2003). Ezzel lassul a novény novekedése és megnyujtja az elsé és utolsd virag megjelenése
kozti idészakot, amivel lehetdvé valik az optimalis fejlettségnél vald szedése. E mellett az

alacsony hoémérseklet noveli az androgenezis indukcidjanak sikerességét.

2.4.3 A stresszek szerepe az androgenezis indukcigjaban

Az androgenezis indukcidjdhoz fontos, hogy a donorndvényeket kiilonb6zd stressz-
kezeléseknek vessék ald, amivel nem csak az embriogén mikrosporak, hanem a DH ndvények
szama is novelhetd. Ezek a stresszek kiillonbozok lehetnek.

Ma a legelterjedtebb mddszer a novények hidegkezelése. Tudosok szerint hideg
hatasara a mikrosporak metabolizmusa lassul. Ezzel azt érjiik el, hogy a mikrosporak
mitotikus osztddadsa egyszerre torténik in vitro koriilmények kozott magasabb (25-32 °C)

homérsekleten (Zheng 2003). Mas kutatok szerint az €heztetés jobb hatasfokkal alkalmazhat6



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

2.4.4 Alapanyag begyiijtés és a mikrospora izolalas

A kaldszok begytijtésének idopontja meghatarozo. Akkor kell elvégezni, mikor a
mikrosporak elérték az egy- vagy korai két-sejtmagvas allapotot, mivel ilyenkor talalhatd6 meg
a portokokban a legtobb indukalhatdé mikrospora. A mikrosporak fejlettségét citologiai
analizissel lehet ellendrizni, mely soran acetokarminos festést alkalmaznak. Az izolalas elott
nagyon fontos a kalaszok sterilezése a fert6z6 gombak és baktériumok elpusztitdsa, ami hypo
50%-o0s oldataval és/vagy 70%-os etilalkohollal oldhaté meg (Dudits és Heszky 2000).

A mikrosporédk kinyerése négyféle modon torténhet: a kiszorddott mikrosporak
Osszegylijtése, a magneses keverés, a maceralas és a késes homogenizalas. Csak az utolso
kettd szamit valddi izolaldsnak (Dudits és Heszky 2000).

A maceralds soran milanyag sziir6halon iivegbot segitségével a kalaszkakat vagy a
portokokat szétdorzsoljiik, és igy nyeriink nagy mennyiségli mikrosporat (Tuvesson ¢€s
Ohlund 1993). A késes homogenizalds soran, ugyanakkor, egy steril turmixgép segitségével
homogenizéljuk a generativ szerveket €s igy nyerjiik a mikrosporakat (Mejza et al. 1993). Ez
a modszer azért elénydsebb, mivel nagy mennyiségli mikrospdra nyerhetd, de sajnos sok
mikrospora el is pusztul a gyorsan forgd kések miatt. Ezért kis mennyiségli izolacios
alapanyag esetén sokkal hatékonyabb a maceralas, mivel ez a modszer ronthatja az izolalas

hatékonysagat.

2.4.5. A mikrospora-tenyésztés és az androgenezis indukcidja

A mikrosporak fejlodésére az indukci6d iddszakéban legjelentdsebb hatassal a taptalaj
Osszetétele bir (Murashige és Skoog 1962). Ezen 0Osszetevok a makro ¢és mikroelemek,
vitaminok, aminosavak, szénforrds, hormonok ¢s antibiotikumok. Szamos fajnél a tapoldatban
a maltéz alkalmazasa kedvezObb eredményeket hozott az embridszdm tekintetében, mint a
szachardz, igy van ez arpanal is (Hunter, 1987).

A novényi novekedés szabdlyozd anyagok (hormonok) taptalajban vald hasznalatarol a
vélemények nem egyontetlieck (Jdhne és Lorz 1995). Az arpa haploid tenyészetek
szakirodalmaban egyarant talalkozunk hormontartalmii és hormonmentes téaptalajok
hasznalataval (Cai et al. 1992, Mordhorst és Lorz, 1993, Monostori et al. 2003). A
hormontartalmu taptalajok esetében pedig nincs altaldnos megegyezés a hormonok

kombinacidjara és mennyiségére. Arpa mikrospora tenyészetekben a leggyakrabban
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alkalmazott novekedésserkentOk/hormonok a benzil-aminopurin (BAP), illetve a 2,4-D, a

kinetin és a fenil-ecetsav (0sszefoglalé: Monostori 2003).

2.5 A haploid technologia torténeti attekintése

Az elsé haploid novény felfedezése az 1900-as évek elejére tehetd. Az elsd -
természetben eléforduld - haploid ndovényt Blakeslee ¢s mtsai (1922) irtdk le, Datura
stramonium L. ndvényeknél. Igy talan nem meglepd, hogy az els6 in vitro mikrospora eredetfi
novényeket Datura inoxia L. portoktenyészetébdl allitottak elé (Guha és Maheswary 1964).
Kiilonb6z6 Nicotiana fajok esetében Nitschnek (1977) sikeriilt haploid ndévényeket
eldallitania (Dudits €s Heszky 2000).

»A célzott sejt(ek) alapjan beszélhetiink petesejtbél (ovarium tenyésztés, ovulum
tenyésztés, petesejttenyésztés ¢€s tavoli fajkeresztezés) és pollenbdl (portoktenyésztés,
usztatott portoktenyésztés €s izolalt mikrospdra tenyésztés) torténd DH novény-eldallitasrol.”
(Lantos 2009)

Neéhany fajnal nem csak az in vitro, hanem az in vivo modszer alkalmazasa is jelent0s,
ilyen példaul a kukorica (Rober et al. 2005). A buza kukorica pollennel vald megporzasa
tavoli fajkeresztezésnek szamit, de a buzanemesités sordn ma is alkalmazott technologia
(Laurie és Bennett 1988; Thomas et al. 2003). A tavoli fajkeresztezés nagy hatranya, hogy
nem csak a megporzandd novény, hanem a pollenadd genotipusa is hatassal van a médszer
sikerességére (Verma et al. 1999).Az izolalt mikrospora tenyésztés egyes novények esetében
hatékonyabb eljaras lett, mint a portoktenyésztés - ilyen példaul az arpa és a repce is (Lantos
2009).

Természetes koriilmények kozott a mikrosporak gametofita fejlodési utja determinalt.
Az androgenezis indukcidjadhoz ezt a fejlédési utat valahogyan meg kell szakitani, és
sziikséges 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 é€s sikeresen felallitottdk a
pollendimorfizmus elméletét. A pollendimorfizmus magyarazatot ad a kisszamt indukalhato
mikrosporara. Ezen elmélet szerint csak azok a mikrospdrak indukalhatok, amelyeknek a
fejlodése a portokban hibas” volt. Ezek a mikrosporak kicsik, kevés és nehezen fest6dod
citoplazmaval rendelkeznek, emellett pedig fejlodésiik sordn keményitd nem, vagy alig
halmozodik fel benniik. Ez alapjan tehat feltételezhetjiik, hogy a portokokban csak kevés

szam mikrospora alkalmas az indukciora, ezeket P vagy S pollennek nevezziik (Dudits ¢€s
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Heszky 2000). Heberle-Bors és Reinert (1980) vizsgalatuk soran megfigyelték, hogy mig
hossztnappalos kezelés soran csak 1% volt a P pollenek szama, addig a rdvidnappalos

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

2.6 A haploid arpa eléallitas torténeti attekintése

Arpa DH fajtak eldallitdsara évtizedekig a ,.bulbosum technika” volt hasznalatban
(Kasha ¢és Kao 1970) — 2002-ig a DH arpafajtak kétharmadanal ezt alkalmaztak (6sszefoglalo:
Forster 2002).

Az in vitro eljarasok koziil a ginogenezisen alapuld ovarium-kultardk alacsony
hatékonysaguk miatt nem terjedtek el a gyakorlatban (Castillo ¢s Cistu¢ 1993). Az els6 in
vitro eredetli haploid arpandvényeket Clapham (1973) Allitotta eld portoktenyészetben.
Egytttal beszamolt az ammonium-nitrat koncentracido egytizedre valdé csokkentésének a
portokvalaszra gyakorolt pozitiv hatdsarol is. A portoktenyésztés hatékonysagat a
tovabbiakban szamos kutatdsi eredmény alapjan sikeriilt jelentés mértékben fokozni.
Kiemelendd ezek koziil a genotipus-fiiggdség €s a donor ndvények nevelési feltételeinek
értékelése (Foroughi-Wehr és Friedt 1984), a kaldszok hideg eldokezelése modszere (Huang €s
Sunderland 1982), a portok - taptalaj ardny, illetve a tenyészetek kondicionédlasanak
meghatarozéasa (Xu és Sunderland 1981).

Az androgenezisen alapulo moddszereknél, igy az arpa portoktenyészetekben is
problémat jelent, genotipustol fliggden, az albind regeneransok magas ardnya (Day és Ellis
1985). Ez a magyarazat arra, hogy az arpa haploid-eldallitasban miért maradt évtizedekig
uralkodo eljaras ,,bulbosum technika” (Devaux 1992).

[zolalt arpa mikrosporak tenyésztésérdl eldszor Sunderland és Xu (1982) szamolt be a
portoktenyészetbdl induld u.n. szorddasos tenyészetekbdl. Ezt kovették néhany év elteltével
az elso, tényleges mikrospora izolalason alapul6 tenyészetek (Wei et al. 1986, Hunter 1987).

A haploidok indukcidjaban szerepet jatszd gének, markerek koziil tobbnek a
feltérképezésére keriilt sor. A 2H, 3H és 4H kromoszdmakon portok-valasz markereket irtak
le (Manninen 2000), a 2H kromoszoman a hajtas-differencilodasért felelds hdl-gént
lokalizaltak (Komatsuda et al. 1995).

A technikak fejléddésével kozel 20 haploid, illetve DH-eredetli arpa fajtat mindsitettek
(Devaux 1992), kozottiik arpa mozaik virusra rezisztens fajtat is (Foroughi-Wehr és Friedt

1984).
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3.Anyag és modszer
3.1. Novényanyag

Kisérleteink tobbségében egy német, 2 soros Oszi arpa fajtat, az Igrit hasznaltuk, mivel
irodalmi adatok alapjan a mikrospora-tenyészetekben mutatott valaszado képességére nézve
igen jonak bizonyult (6sszefoglaldo: Monostori 2003).

Az Igri mellett felhasznalt genotipusok a H3673, H3680, H3691, H3692, H5253,,
HS5255, H5257, H5259 nemesitd1 jelzésh, F; és F, generacidoju nemesitési torzsek ndvényei

voltak.

3.2. A donor niovények felnevelése

A donor ndovények felnevelése torténhet szantdéfoldi vagy iiveghdzi koriilmények
kozott, a koriilmények fliggvényében. Mivel az iiveghdzi alapanyag szinte egész évben a
kutat6 rendelkezésére 4ll, igy folyamatosan végezhetdk a kisérletek.

A szakirodalmi adatok (Kasha et al. 2001) alapjan ismert, hogy a donor névények
felnevelésének koriilményei dontden befolyasoljak a tenyésztés hatékonysagat.

A donor novényeket iiveghazban neveltiik, 60-80%-o0s relativ paratartalom mellett. Az
Oszi arpat 15/12 °C-on neveltiikk 16-17 6rés megvilagitassal. Fontos volt az 6vatos 6ntdzés, a
stressz-hatasok keriilése. Sajat tapasztalatok és irodalmi utaldsok alapjan azok a ndvények,
melyeket nem megfeleld fejlédési stddiumban ér stressz a nevelés sordn, gyakran nem
alkalmasak a mikrospora tenyésztésre.

A novények egészségi allapotat folyamatosan figyelemmel kovettiik, mivel a
novényveédo szerek hasznalata kedvezdtleniil befolyasolhatja a mikrosporak életképességét. A
karositok ¢és kiilonbdzd betegségek megtelepedése a ndvényen szintén ronthatja a donorként
hasznalt ndvényeink mennyiségét és mindségét. Az esetleges levéltetli fert6zEs esetén el kell
tavolitani a fertdzott levelet, vagy sulyosabb esetben az egész ndvényt a tobbi ndovény
védelme érdekében. A ndvények viz-utanpotlasat csapvizzel oldottuk meg, a tapanyagok a
talajba eldzetesen bekeverésre keriiltek, igy biztositottuk a ndvény szdmdra fontos
tapanyagokat. Az Ontoz€s gyakorisdgat a talaj nedvességtartalmahoz igazitottuk, igy tartani
lehetett az el@bbiekben leirt paratartalmat. Koézvetleniil a donor kalaszok begytijtése elott

keriiltiik a permetezést.
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3.3 A donor kalaszok begyiijtése és fertétlenitése

A kalaszok begyljtését a megfeleld fejlodési stddiumban kell elvégezni. Erre a
legalkalmasabb id6pont az, mikor a mikrosporak a korai egy-sejtmagvas allapotban vannak. A
korai egy-sejtmagvas allapotban a sejtmag a porus kozelében van, majd a kései egy-
sejtmagvas allapothoz kozeledve, a vakudlum ndvekedésével, egyre tavolodik a sejtmag a
porustol.

A 15-20 cm-es szarral begytjtott donor kaldszokat vizbe allitottuk, majd
hidegkamraban 4 °C-on 8-27 napig taroltuk, mig a megfelel6 mennyiségii 6ssze nem gytlt.

A kivalogatott kalaszokat feliileti sterilizalasban részesitettiik. A sterilezést 70%-o0s
etil-alkohollal vagy 50%-0s hyp¢ oldattal lehet végezni. Mi a kisérleteinkhez haztartasi hypot
hasznaltunk és 2 csepp Tween 20 nedvesitdszert is adtunk az oldathoz. A kalaszokat
kiszedtiik a levélhiivelybdl, a szalkakat eltavolitottuk a kaldszokrol, ezutan ontottiik ra a hypo
oldatot. A kalaszokat az oldatban 20 percig razoasztalon razattuk, kb 120-140 rpm
fordulatszamon. A sterilezést haromszoros, steril vizes Oblités kovette. A sterilezés utan steril
fiillkében folytattuk a munkéankat. A sterilizalt kalaszokat Petri csészébe raktuk, melybe 15 ml
jégen hiitétt 0,3 M mannitol keriilt. A 0.3 M mannitolnak a kalaszt félig kell ellepnie. A Petri
csészét parafilmmel lezartuk, majd hiitészekrényben taroltuk 3-5 napig 4 °C-on.

A mikrospoéra izolalas sordn felhasznalt eszkozoket és a tapoldatokat hiit6ben (4 °C)

taroltuk. A mikrospdra izolalashoz hasznalt centrifuga hdmérsékletét 4 °C-ra allitottuk be.

3.4. A mikrospora-izolalas

Az izolalashoz steril fiilke sziikséges. Els6 1épésként minden eszkozt sterilizalnunk
kell, a fertdzések elkeriilése érdekében. Az elokezelt kalaszokat csipesszel és olloval 2-3
centis darabokra vagva helyeztiik a blendorba (2.4bra).

A 2 soros arpabol kb 10 darabot, a 6 sorosbdl kb 4 darabot vagtunk. Jéghideg
mannitollal (0,3 M) toltottiik meg a Waring Microblendor tartalyat, mig el nem lepte a
kalaszokat. A kaldszokat alacsony fordulatszdmon 6-10 masodpercig turmixoltuk. A
kalaszzuzalék alkotta pelletet egy 100 um-es sziirdvel ellatott steril pohar feliiletén dorzsoltiik
sz&t lapos végl tlivegbottal. A sz€tdorzsolt anyagot 2-3 alkalommal 0,3 M mannitollal
oblitettiilk at. A sztirOn atjutott szuszpenzidt a nagyobb méretli szovetdarabok eltavolitasa
céljabdl még egyszer megszlrtiik egy 80 pum-es sziirdn. A szuszpenziot atpipettaztuk a

centrifuga csovekbe melyekben 5 percig centrifugaltuk 900 rpm-en.
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2. dbra: A Waring Blendor

A pelletrdl pipettaval eltavolitottuk a feliiluszot. Koriilbelil 0,15 ml pellet 500 000
arpa mikrospoérat tartalmaz. Ezt hideg 0,3 M mannitolban higitva (kb. a centrifugacs6 felényi
mennyiség) 21%-os maltdz felszinére rétegeztiik, iigyelve a két fazis azonos térfogatara. E
1épést centrifugalas kovette, melynek végén a mannitol és a maltdz hataran helyezkedtek el az
¢letképes mikrosporak. Mivel a kiilonboz6 frakcidok csikokat képezve valnak szét - alul a
maltdz, feliil a mannitol és kozépen a mikrosporak - ezt stirliség-gradiens centrifugazasi 1épést
,csikozasnak” is szokds nevezni. Az életképes mikrospordk pipettaval torténd oOvatos
leszivasat a sejtstriség bedllitasa kovette 100.000 mikrospora/ml-re. Az igy kapott
sejtszuszpenziot szétosztottuk Petri-csészékbe. A Petri-csészékbe keriilt még 200 mg/l
cefotaxime antibiotikum is, a fertdzések elkeriilése érdekében. Az indukcios taptalaj N24BA

volt.

3.5 A mikrospora-tenyésztés folyamata és koriilményei

Az egyik megoldas, ha 2 darab steril sziir6papirt tesziink egy szilard N24BA taptalajt
tartalmazo Petri-csészébe, majd 0,3 M mannitollal vagy N24BA tapoldattal benedvesitjiik.
Ezutan 1-2 ml mikrospora szuszpenziot cseppentiink a papirra, majd 2 réteg parafilmmel

zarjuk a Petri csészét.
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Masik médszer a folyékony taptalajon vald tenyésztés. Ilyenkor a folyékony N24BA
taptalajt a mikrospdra szuszpenziohoz adjuk, majd az oldatot a Petri-csészébe pipettazzuk.

A tenyésztés 25-28 °C-on zajlik sotétben, maximdlisan 6-10 hétig. Ha esetleg a
papirbol a tapanyag elfogyna, folyékony N24BA tapoldattal pétolhatjuk. Az indukcids
taptalaj 2. tdblazatban bemutatott N24BA volt (Mordhorst és Lorz 1993).

2. tdblazat: Az N24BA indukcios taptalaj komponensei

Komponens N24BA (mgL'l)
Makroelemek
NH, C1 144
KNO;3 2457
CaClz X 2H20 450
MgS04X 7H,0 350
KH;POy4 200
Na,EDTA 37
FeSO,X 7H,0 28
Mikroelemek
MnSO, x H,O 25,00
ZnS0O4 x H,O 7,50
H;BO; 5,00
KI 0,75
NaMoO4x 2H,0 0,25
CuSo4 x 5H,0 0,025
COCIQX 6H20 0,025
Egyebek
Myolnozitol 100
Nikotinsav 1
PyridoxinHCI |
ThiaminHC1 10
BAP 1
Glutamin 222
Maltoz 50000
pH 5,8

3.6 Novényregeneralas

A 3. napon mar megfigyelhetdek voltak a sejtosztddas fazisai. Koriilbeliil 14 nap
mulva megjelentek az els6 mikrokolonidk is. Amikor a kialakult embridszerli struktarak
(embrioidok) elérték az 1-2 mm-es nagysagot, a legfejlettebbeket atraktuk 3. tablazatban
lathatd MS regenerdlo taptalajra, és vartuk, mig a hajtas és a gyokér megjelenik. A kisebbek

még egy ideig maradhattak az indukcids taptalajon, a szlrépapirt Gjabb taptalaj cseppekkel
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frissitettilk. A regenerdld taptalajra helyezett embriokat 3-4 napig sotétben tartottuk, majd
fényre helyeztiik - 8 6ra megvilagitas és 22-25 °C a legoptimalisabb ilyenkor.

A folyamatosan fejlédé embriokat atraktuk 0 Petri-csészékbe. Fontos, hogy ilyenkor
az albind novénykéket eltavolitsuk, hogy csak a megfeleld, sz€ép zoldek keriiljenek at az uj
Petri-csészékbe. A kis novénykéket tivegesovekben 1€vo szilard taptalajra (MS) helyeztikk. A
kétféle regenerald taptalaj Osszetételét a 3. tablazat mutatja. Ezutan a tenyészszobaban
neveltiik tovabb a novénykéket. A megerdsodott ndvényeket iiveghazba iiltettiik ki. Ezt 8 hét
vernalizacio kovette 3-5 °C-on.

Eredményeink értékelésére az tobbtényezOs varianciaanalizist alkalmaztuk, az SPSS 18.0

programcsomag felhasznalasaval (Sajtos és Mitev 2007).

3. tablazat: A regeneralo taptalajok Gsszetétele

Komponensek MS (mgL'l) MMS (mgL'l)
Makroelemek
KNO; 1900 1900
NH4NO; 1650 1650
KH,POq4 170 170
MgS04X 7H,0 370 370
CaCl, x 2H,0 440 440
Mikroelemek
FeNa2 x EDTA 37.3 37.3
MnSO;4 x 5H,0 22.3 22.3
H;BO; 6.3 6.3
ZnS0O4 x 7TH,O 8.6 8.6
CoClx 6H,0 0.025 0.025
CuSo4 x 5SH,0 0.025 0.025
NaMoO4x 2H,0 0.25 0.25
KI 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 30¢g -
Szacharoz 30g -
pH 5,8
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4.Eredmények

4.1 Az arpa mikrosporak izolalasi modszere

Dolgozatom fontos célkitlizése volt az arpa mikrospora tenyé€sztés modszerének
technologiai fejlesztése. Ezért a moédszeriinket az anyag és modszer fejezetben vazlatosan, az
eredmények bemutatasakor részleteiben mutatjuk be. A kapott eredmények fontos szerepet
jatszanak a komplett technologia laborunkba torténd adaptédlasdban. Valtoztatasokat
hajtottunk végre a ndvényanyag el0kezelése, a mikrospora izolalas és tenyésztés terén az
egyes szakirodalmakban bemutatott protokollokhoz képest, igy is segitve azt, hogy a
laborunkban rutin modszerré alakuljon az izolalt arpa mikrosporak tenyésztése.

A donorndvényeket mesterséges korilmények kozott neveltiik fel. Az 6szi arpat
kezdetben 15 °C-on neveltiik, majd ezt a hdmérsekletet 12 °C-ra cs6kkentettiik. A kaldszokat
a korai egy-sejtmagvas fejlodési staddiumi mikrospdrdk megjelenésekor gyijtottiik be, €s
hidegkamréaban taroltuk 8-27 napig. Ezt kovetden a hypo-oldatban fertdtlenitett kalaszokat 0,3
mannitolon inkubaltuk 3-5 napig, 4 °C-os hiitében vagy 26 °C-os termosztitban. A
mannitolos elékezelés utan kertilt sor a mikrosporak izolalasara a kalaszok Blendorral torténd
daralasaval. A kapott kaldsz-zuzalékot sziirékon dorzsoltik at, majd sliriség-gradiens
centrifugalassal valasztottuk el az életképes mikrosporakat a tormelékektdl. Mint ahogy az 3.
abra is mutatja, tobbnyire sz€p csikok sziilettek, melyek a tenyésztésre keriild mikrospoérakat

tartalmaztak. A tormelék a centrifugacsovek aljara iilepedett le.

3. 4bra: A slriiség-gradiens ,,csikozas” eredménye
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A tenyésztésnél az N24BA indukcids tapoldatot hasznaltuk, cefotaxime
antibiotikummal kiegészitve. A mikrospora-siiriiség beallitdsa utan Petri-csészékbe helyeztiik
a kulturakat. A mikrosporak tenyésztése termosztatban 25-28 °C-os termosztatban, sotétben
tortént, 3-4 hétig. Sziikség esetén a taptalajt potoltuk ez alatt az id6 alatt. Mint a 4. abran is

lathatd, a Petri csészékben nagy szamban jelentek meg az embrioszerl struktirak.

4. dbra: Az elsé megjelend embriok

Az embrioidok, elérve az 1-2 mm-es nagysagot friss MS regeneral6 taptalajra keriiltek
at (5. abra). A nevelés még 3-4 napig a sotétben folytatodott, majd alacsony fényintenzitasnal

22 °C-on.

5. abra: A friss taptalajra athelyezett embriok

A 3-4 cm-es novénykéket regenerald taptalajra helyeztiik at (6. abra).
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6. abra: A 3-4 cm-es z6ld novénykék

4.2. A genotipus hatasa a sikeres tenyésztésre

Kisérleteink soran az egyes genotipusok hatasat vizsgaltuk az embrio- és a
névényszamra vonatkozoan. Nyolc kiillonb6zo genotipusu kalaszbol izolaltunk mikrosporat. A
mintakat azonos koriilmények kozott tartottuk €s ugyanazoknak a kezeléseknek vetettiik ala.
Osszesen 74 mikrospora tenyészetet alakitottunk ki, ebbdl 37 Petri csészébe keriilt az Igri,

tovabbi 37-be a nemesitési anyagok

4.2.1. A genotipus hatasa az embriohozamra

Az Igrinél 0sszesen mintegy 295 kalaszt hasznaltunk fel, melyekbdl 1577 zold és 257
albind novényt kaptunk. Az egyéb nemesitési anyagoknal 128 kaldsszal végeztiik a kisérletet.
Ebbdl a 128 kalaszbol 602 zold és 324 albind novényt kaptunk. A kisérletiinkhoz felhasznalt
genotipusokat és a ndvény-kihozatali eredményeket a 4. tablazat szemlélteti.

Mivel genotipusonként nem egyforma kalaszmennyiséget dolgoztunk fel, igy a pontos
eredményekhez fontos, hogy az egy kalaszra vetitett névényszammal is dolgozzunk.
Vizsgalataink soran az tObbtényezds varianciaanalizist hasznaltuk, az SSPS 18.0
programcsomag felhasznalasaval. Az 5. tablazat adatai mutatjadk az egyes genotipusokbdl

keletkezd zold novények és albindk atlagat, szorasat.
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4. tdblazat: A nemesitési anyagok koziilt felhasznalt genotipusok

ZOLD NOVENYEK ALBINOK SZAMA
SZAMA
H5125 0 0
H5125/9 0 0
H5253 32 43
H5255 41 7
H5257 67 16
H5259 196 68
H3673 37 12
H3680 0 0
H3691 15 18
H3692 214 160
H3339 0 0
H3340 0 0
H3341 0 0
IGRI 1577 257

5. téablazat: A ndovénykihozatal genotipusok szerinti megoszlasa

Kalaszok |  Atlag Szbras
szama (db) (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
OsSzZ. 30 15,0057 14,64945

1 kalaszra | H 3692 9 24,2778 8,31080
juté albind | H 5257 3 0,9000 0,60828
névény H 5253 6 2,2000 0,90333
H 5259 6 3,9000 3,95120

IGRI 6 0,9600 0,19910
OsSzZ. 30 8,7853 11,37621

Az egy kalaszra jutdo zold- illetve albind novények genotipusok szerinti

csoportositasaval elvégeztiik a tobbtényezds variancia analizist, az eredményeket a 6. tablazat
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tartalmazza. Megéllapithat6, hogy az egy kaldszra jut6 zold és az egy kalaszra jutd albino

novények esetében is a kiilonbség szignifikdns az egyes genotipusok kdzott.

6. tablazat: Az egy kalaszra jut6 zold, ill. albind névények ANOV A tablazata

SS df MS F Sig.

csoportok 4600,497 4 1150,124 17,715 0,000
1 kaldszra kozott
juto zold csoportokon 1623,091 25 64,924
novények beliil

0sszesen 6223,588 29

csoportok 3117,492 4 779,373 30,653 0,000
1 kaldszra kozott
juto albind | csoportokon 635,634 25 25,425
novények beliil

0sszesen 3753,125 29

Tovabbi statisztikai vizsgalatok alapjan megéllapithatdo, hogy a z6ld novények
kihozatala tekintetében az H3692-hez viszonyitva az dsszes genotipus eltérése szignifikans. A
tobbi genotipus kdzott nem mutathato ki szignifikans eltérés, mint azt az 7. tdblazat is mutatja.

Eredményeink alapjan az albindkra is ugyanez a megallapitas tehetd.

7. tdblazat: Genotipusok atlaga kozotti kiilonbség és a szignifikancia szint

3692 5257 5253 5259 IGRI
3692 - 0,000* 0,000* 0,023* 0,002*
5257 29,1 - 0,893 0,796 0,318
5253 31,66 2,53 - 1,49 2,33
5259 21,72 -7,40 9,93 - 4,79
IGRI 22,31 -6,81 0,58 -0,58 -
*p<0,05

Az 7. abrardl leolvashatjuk, hogy a H3692-b6l keletkezett a legtobb zold ndvény, a
legkevesebb pedig a H5253-bol.

A 8. abra alapjan megallapithatjuk, hogy az egy kalaszra juté z6ld novények ardnya az
Igri-nél volt a legmagasabb, a H5253 genotipusnél pedig a legalacsonyabb. Utobbi esetében

tobb albind ndvény fejlodott, mint zold.
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1 kaldszra jutd albind
1 kaldszra jutd zéid

Megoszlas

H 3692 H5257 H5253 H 5259
Genotipusok

7. abra: Az egy kalaszra jutd albind és z6ld novények szamanak genotipusonkénti alakulasa

100,0%

50,0%

1 kaldszra jutd alking
01 kalaszra jutéd zdld

60,0%

40,0%

20,0%

H 5257 H 5253 H 5259

Genotipusok

8. abra: Az egy kalaszra juté novények szamanak szazalékos megoszlasa genotipusonként
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4.2.2. Az elokezelés soran alkalmazott homérséklet hatasa

A mannitolos kezelések 3-6 napig tartottak. Osszehasonlitottuk, hogy hogyan alakul a
4 °C —on és a 26 °C-on kezelt kalaszokbol létrejovo ndvények szama.
A 9. abrarol megéllapithatd, hogy a hdmérséklet jelentdsen befolydsolja az egy kalaszra jutod
z0ld és az egy kaldszra jutd albind ndovények szamat. Statisztikai modszerekkel elvégezve az
Osszehasonlitast, megallapithatd, hogy a kiillonbség mind a két paraméter esetében

szignifikans (p<0,05).

11 kaldszra jutd albing
11 kalaszra jutd zéld

12,00

10,007

8,00

6,00

Megoszlas

4,00

2,00

0,00 T T
4 fok 26 fok

Homérséklet

9. dbra: Az egy kalaszra jut6 albind- és zold novények szamanak hdmérsékletek
szerinti alakulasa

Ha az egy kalaszra jutd ndvények szamanak szadzalékos megoszlasat vizsgaljuk a
homérséklet fliggvényében, akkor megallapithatd, hogy az eltérés koriilbeliil 10%-os (10.
abra).
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10. abra Az egy kalaszra juté novények szamanak szdzalékos megoszlasa a hdmérseklet
fliggvényében

4.2.3A hidegkezelések tartamanak hatasa a novények szamara
Kisérleteink soran vizsgaltuk azt is, hogy a révidebb, illetve hosszabb hideg-kezelési

idOtartam vajon befolyasolja-e a ndvénykihozatalt. A megfigyelést 8 és 27 nap kozotti
elokezelési idotartamoknal végeztiik. Azt tapasztaltuk, hogy a 27 nap tul hosszl, mert ezekbdl
a kalaszokbol nem fejlodott ki novény. A 8 napos kezelésekbdl, ugyanakkor kevés adat allt
rendelkezésiinkre, ezért a dolgozatomba ezek nem keriiltek bele.

Dolgozatomban a 14-16 valamint a 19-20 napos kezeléseket hasonlitottuk 0Ossze,
melynek eredménye az 5. €s 6. abran is lathato. Megéllapithatd, hogy tobb novény fejlodott
akkor, amikor csak 14-16 napot voltak a hidegkamraban a begytijtott anyagok.
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11. abra: A hidegkezelés hatasa a ndvénykihozatalra
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12. abra: A hidegkezelés hossza és a novénykihozatal szdzalékos megoszlasa



8. tablazat: Hidegkezelés hatasanak vizsgalata a zold, ill. albind novények kihozatalara

SS df MS F Sig.
zold csoportok | 169,751 1 169,751| 5,938 | 0,023
kozott
csoportokon | 657,551 23 | 28,589
beliil
0ssz. 827,302| 24
albind csoportok 0,178 1 0,178 | 0,155 | 0,698

kozott
csoportokon | 26,389 | 23 1,147
beliil

0ssz. 26,567 | 24

Statisztikai modszerek alkalmazasaval 6sszehasonlitottuk az egy kalaszra jutd zold és
albind6 novények szdmdnak alakulasit a kezelés fliggvényében. A 8. tablazatbol
megallapithatjuk, hogy a z6ld ndvények kihozataldt szignifikdnsan befolydsolja a
hidegkezelés, mig az albindk szdmanak alakuldsa nem szignifikans a kezelés hosszanak
figgvényében.

A hosszabb hidegkezelés hatasara, nem szignifikdns mértékben ugyan, de ndovekedett

az albin6 novények szdma (12. abra).

4.3. Novény-regeneralas mikrospora eredetii embriokbol

A novénykéket aMS, taptalajra athelyezve regeneraltuk. A ndvényregeneralas
eredményeként a magrol kelt arpahoz hasonlité novényeket kaptunk.

Osszesen 280 darab ndvénykét iiltettiink ki, melyek hét genotipusbdl szarmaztak. A

regeneralo taptalajra helyezett novénykék a 13. abran lathatok.

13. &bra: Az iivegcsovekbe athelyezett novénykék
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5.Kovetkeztetések, javaslatok

Munkank soran sikerrel adaptaltuk illetve kombindltuk a szakirodalomban
leirt(Morthorst ¢és Lorz 1993, Jahne-Gértner €s Lorz 1999, Li és Devaux 2001, Kasha et al.
2001 a,b, Ritala et al. 2001) és az eldkisérleteink soran kiprobalt eldkezelési, izolalasi €s
mikrospora tenyésztési modszereket.

Tenyészeteinkben az embriokihozatal magas szintli volt. Tekintettel az embriok
rendkiviil nagy szdmdra egyedi athelyezést csak azok egy részénél alkalmaztunk, igy az
Osszes embrid szadmot nem tudtuk pontosan meghatdrozni. A ndvények regeneralasat az
omlesztve athelyezett embrioknal is elvégeztiik, igy mind a z6ld és mind az albind névények
pontos szamat meg tudtuk hatarozni.

Kisérleteink tobbségében az Igri fajtaval értiik el a legjobb eredményeket a vizsgalt
genotipusok koziill. Ez nem meglepd mivel évtizedek oOta ez a genotipus az arpa
androgenezisen alapuld haploid tenyésztés modellfajtaja. Hoekstra et al. (1993) akar 5000
z0ld novényt is eld tudtak allitani 100 portokra vonatkoztatva. A legmagasabb z6ld novény
kihozatalt, azonban mégsem az Igrinél, hanem a H3692 nemesitési anyagnal tapasztaltuk. E
kombinacié sziildpartnerei (Ombray//Plaisant/Seco) korabban haploid tenyészetekben nem
vizsgalt genotipusok. Feltételezhetd azonban, hogy a sziildpartnerek jo valaszado képességgel
rendelkeznek a haploid tenyészetekben. Balatero et al. (1995) €s Monostori (2003) tritikale
portok-, illetve mikrospora teny€szetében tett megallapitdsa szerint, ugyanis a sziildvonalak j6
valaszadd képessége egy jol oroklddé tulajdonsag, amely a keresztezési kombinacid
utddnemzedékeiben is megjelenik.

Az altalunk alkalmazott alap téptalaj az N24, amelyben Mordhorst ¢és Lorz (1993) a
nitradt: ammonium illetve a szerves:szervetlen nitrogén aranyat optimalizaltak. Szintén az 6
neviikhéz f6z6dik a kalaszok blendorban torténd feldolgozasa is, melyet mas szerzdk (pl.:
Kasha et al. 2001b, Monostori 2003) is nagy hatékonysaggal alkalmaztak.

A kalészok illetve a portokok mikrospdra izolalast megeldzo stressz kezelése alapvetd
jelentéségli az androgenezis indukcioja szempontjabol (0sszefoglalé: Heberle-Bors 1998).
Touraev et al. (1996a,b) dohany és buza portokok/kalaszok kezelésére az éheztetés és a ho
sokk alkalmazasat tartottak legeredményesebbnek. Ellentétben az altaluk javasolttal, a mi
kisérleteinkben a magas homérsékletli elokezelésekkel szemben az €heztetés és alacsony
hémérsékletii kezelés parositasa bizonyult eldnydsebbnek. Ez ellentmond az altaluk felallitott,

fajtol fuggetlentil érvényes sokk kezelés elmélet érvényességeének.
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A mikrospordk gametofitikusbol sporofitikus fejlodésre torténd  atallitdsahoz
elengedhetetlen stresszek koziil legaltalanosabban hasznalt a kalaszok hidegben (kb. 4 °C)
torténd eldkezelése (Mordhorst ¢és Lorz 1993, Ritala et al. 2001) Az izolalt portokok
elokezelésénél pedig a mannitolban torténd inkubalast alkalmazzak, amely egyrészt ,,&hezteti”
a mikrosporat a metabolizdlhatd szénhidratok hidnya miatt, masrészt ozmotikus stresszt is
biztosit (Touraev et al. 1996a,b). A hideg €s az ¢heztetéses stressz kombinacidja valoszinlileg
a sejtosztddas genotipustdl fiiggetlen indukcidjat és fenntartasat eredményezi (Kasha et al.
2001a,b).

A kisérleteinkben elért maximalis z6ld névény szam kalaszonként 33 (ez 100 portokra
vetitve kb. 50 novénynek felel meg), ami elmarad az irodalmi adatokt6él. Ennek oka
elsésorban azzal magyarazhatd, hogy a mdédszer adaptécioja, az elért eredmények ellenére is,
jelenleg a kezdeti fazisdban tart. Tekintettel arra, hogy a cél alapvetden a nemesités
folyamataba torténd tényleges integralds, eldallitott z6ld novényeink teljes mértékben
megfeleloek a kivanalmaknak: erdteljesen fejlettek, megfeleld gyokérzettel rendelkeznek, a
kiiiltetés koriilményeihez jol adaptalodtak.

A z0ld novény-kihozatal javitdsara, a modszer finomitasara lehetdség kindlkozik a
mikrospora siirliség pontosabb bedllitasdban, és elsdsorban, talan a novényregeneralas
technikdjanak javitasaban, példaul taptalaj-6sszetétel (pl. hormontartalmii — hormonmentes)

¢és az inkubacio koriilményeinek (pl. homérseklet, megvilagitas) beallitasaval.
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6. Osszefoglalas

A klimavaltozas, a népességnovekedés, valamint az egyre ndvekvd nyersanyagarak is
sziikségessé teszik a biotechnologiai kutatasok folyamatos fejlodését. A ndvénynemesitésnek
is 1épést kell tartania a ndvénytermesztés altal szabott kovetelményekkel, tehat folyamatosan
ujabb ¢és ujabb fajtakkal kell a termeldk rendelkezésére allni. A fajtaeléallitasban lényeges
elorelépést jelent a doubled haploid (DH) névények megjelenése, hiszen ezeknél a
novényeknél egy generacid alatt homozigéta allomany hozhatod létre, igy a fajtaeléallitas
folyamata tobb évvel is lerovidithetd.
szintre valo fejlesztése volt. A nagyobb hatékonysag érdekében tobb mddszertani fejlesztést is
szerettiink volna kiprobalni. A ndvényanyag el0kezelése, a mikrospdra-izolalas, valamint a
tenyésztés soran hajtottunk végre valtozasokat, melyek hatasait vizsgaltuk €s értékeltiik.
Kisérleteink soran az Igri 0szi arpa fajtat, valamint a H3673, H3680, H3691, H3692, H5253,,
HS5255, H5257, H5259 nemesitdi jelzést, F; és F, generacioju nemesitési térzsek donor
novényeit hasznaltuk fel haploidok eldallitasdhoz. Vizsgaltuk a hidegkezelés hosszénak és a
mannitolos eldkezelés soran beallitott hdmérséklet hatdsat a novénykihozatalra, valamint azt
is, hogy a novénykihozatal mennyiben fiigg a genotipustol. Osszehasonlitottuk a regeneralt
z0ld novények és az albindk ardnyat is egymassal.

Megfigyeléseink alapjan a kalaszok 14-16 napos hidegkezelése bizonyult legjobbnak a
novénykihozatal szempontjabol. A mannitolos kezelés sordan az alacsonyabb, 4 °C-os kezelés
jobbnak bizonyult a 26 °C-on torténd kezelésnél. A genotipusok Osszehasonlitasanal
tapasztaltuk, hogy a H3692-es genotipusbol keriilt ki a legtobb zold novény.

Az embrio-kihozatal a legtobb genotipusndl megfeleld volt. Néhany esetben,
ugyanakkor, az albin6 ndovények szdma volt magas a zold ndvény kihozatalhoz képest. A
fejlodé novénykéken megfeleld gyokérzet fejlodott. A kisérlet végén Osszesen 280 ndvényt
tudtunk kitiltetni.

Célkitiizéseinknek megfeleléen az Gszi arpa haploid novény-eldallitas modszerét
néhany valtoztatds bevezetésével adaptaltuk laboratériumunk koriilményei kozé. Masik fontos

célkitizésiink, a kitiltetésre alkalmas 6szi arpa haploidok eldallitasa is sikeresen megvaldsult.
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