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1. Bevezetés

Midta minddssze néhany honap alatt sikeresen eldallithatok teljesen homozigota vonalak,
a DH (doubled haploid) technolégidk a modern nemesitési programok szerves részévé valtak,
drasztikusan lecsokkentve ezzel az 0j beltenyésztett vonalak eldallitasdhoz sziikséges id6t. A DH
novények rutinszeriien eldallithatok szdmos gabonaféle, fOként arpa esetében. Relative magas
koltsége €s alacsony hatékonysaga ellenére, mégis indulnak a nemesitésben probalkozasok DH
novények eldallitdsara mas gabonafélék pl. tritikalé esetében is.

Az androgenezis indukcidjaval haploid névények in vitro eldallitasa nagy jelentéségii a
ndvénynemesitésben. Az eldallitott haploidok fenotipusa kozvetleniil utal a genotipusukra. A
kromoszomaszerelvény megkettdzodésével egy 1épésben az Osszes gén homozigdta formaba
keriil. Az eléallitott haploidok spontan rediploidizaloédnak, vagy kémiai kezeléssel -
kolchicinnel- is el lehet érni a haploid kromoszoma szerelvény megduplazodasat, ezzel a diploid
szint visszaallitasat. Igy kapjuk a mar emlitett DH novényeket, amelyek megduplazott haploid
kromoszomaszammal rendelkeznek ezért genetikailag homozigdtanak tekinthetok. A modszer
segitségével heterozigota sziiloktél egy nemzedék alatt lehet homozigota rekombinéans
genotipusokat eldéallitani. A leggyakrabban hasznalt és a leghatékonyabb kromoszoma
duplikaciés agens, az in vivo is eléforduldé névényi masodlagos anyagcseretermék, a kolhicin. Ez
az alkaloid a mitotikus orsok kialakuldsanak gatlasaval megakadalyozza a sejtek osztodasat ezzel
segitve a megkettozott kromoszomakészletii sejtek 1étrejottét.

A nemesitok kezdetben a természetes genetikai variabilitast hasznaltak fel ) fajtak
eldallitisara. Am mér a 18. szazadtol kezdve megkezdddtek a variabilitds mesterséges, iranyitott
novelését célzd torekvések, melynek kezdeti modszere a keresztezés volt. A varidcidok
azonositdsdnak modern modszere a genetikai markerek haszndlata. A kiilonféle tipusti markerek
koziil a mikroszatellit (=SSR) markerek bizonyulnak a leginformativabbnak nagyfoku
polimorfizmusuknak, kodominancidjuknak és kromoszéma-specifitdsuknak kdoszonhetden.

A tritikdlé napjainkra egyre nagyobb jelentOségli a gabonafélék termesztésében. A
tritikalé, 1évén hogy a buza és a rozs keresztezésébdl szarmazo hibrid, értékes agrondomiai és
beltartalmi tulajdonsdgokkal rendelkezik, képes a kedvezdtlen talajokon és klimatikus
koriilmények kozott is feliilmulni a sziilok termésatlagat. Beltartalmi értékeinek, a nagy

fehérjetartalomnak, a magas ardnytl metionin tartalomnak koszonhetéen rendkiviil értékes



takarmany- ¢és kenyérgabona-ndvény. A tritikdlé szelekciojanak célja a heterdzis okozta
magasabb produktividsu, magas tapértékii fajtak nyerése.

Diplomamunkdm sordn androgenezis indukcidja céljabol a tritikalé faj tobb
genotipusanak kalaszaibol in vitro portoktenyészeteket inditottunk. A megjelené embridkat
kiilonféle idétartamt kolhicinkezelésnek kitéve az alkaloid in vitro androgenetikus folyamatokra
torténd hatasat vizsgaltuk. A technologia sikerességének elemzéséhez a zold és az albind
regeneransok szamat hataroztuk meg a megjelené embridszert struktarak szazalékaban illetve a
kitiltetett egyedek fertilitdsi hanyadat. Célunk a tenyésztésre jellemzd nagyszamu albind
novények csokkentése mellett minél tobb érett, fertilis egyed eldallitasa. A fent emlitett értékeket
vizsgalva a folyamat genotipus fliggdsége is megallapithato.

Tovabbi célom a regeneransok genetikai variabilitdsdinak megallapitasara azok
heterogenitasanak illetve homogenitasanak vizsgalata. Ehhez tobbféle SSR (Simple Sequence
Repeats - rovid szekvencia-ismétlddés) markerrel vizsgéaltuk a regeneransok genetikai
diverzitasat. A genetikai markerek hasznalataval szelektalhatok azok a kimagasld genotipusok,
melyek a novénynemesitok szdmdra értékes kiinduld alapanyagul szolgalhatnak az 1;,

versenyképes fajtak nemesitéséhez.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A ndévénynemesitésben alkalmazott DH technolégia jelentosége

Haploidok azok a novények, melyek az ivarsejtekre jellemzO, azaz egyszeres
kromoszomakészletet tartalmazzak. A haploidok spontan, természetes koriilmények kozott €s
szamos indukcios folyamat soran is képzédhetnek (Murovec & Bohanec 2012).

A nemesitési folyamatokban leggyakrabban homozigota genotipusok eldallitasa céljabol
hasznalatosak a haploidok. Ezzel jar6 elony, hogy viszonylag révid idén beliil nagy szamu,
recessziv kombinaciok is képesek kihasadni (Murovec & Bohanec 2012), mellyel lehetdség van
a rejtve maradod, recessziv tulajdonsagok fenotipusos megjelenésére (Heszky 2005), ugyanis a
DH vonalakban olyan lokuszokban is kialakul a homozigo6zis, amelyek recessziv alléleket
hordoznak.

A dihaploid eldallitasi rendszerek alkalmazédsaval egy generacid alatt érhetd el a
homozigoéta allapot (Kuckuck et al. 1988).Ez az idOmegtakaritas azoknal a novényfajoknal a
leghasznosabb, ahol a generaciovaltas ideje nem 1 éves mint a legtobb gabonaféle esetében,
hanem 8-10 éves, mint a sz616, és gytimolcsfak.

Az Oninkompatibilis, a kétlaki és a beltenyésztéses leromlas veszélyével rendelkezd
fajoknal a haploid modszerek jelenthetnek megoldast a beltenyésztett vonalak eldallitasara.
Azoknal a kétlaki ndvényeknél, ahol a ndvény neme genetikailag determinalt, szuperhimek
allithatok el6. A sparga példajan bemutatva, ahol a domindns M gén hatarozza meg az egyed
nemét, a nénemil egyedek homozigdta recesszivek (mm), mig a himnemiiek heterozigdtak (Mm)
a génre nézve. Androgenezissel eldallitott DH vonalak esetében a nemek a kdvetkezOk szerint
valtoznak: (mm) homozigéta recessziv nd, és (MM) homozigéta dominins szuperhim. A
szuperhimeket pollenadovonalként felhaszndlva minden utdd himnemi hibrid lesz (Murovec &
Bohanec 2012). Haploidizalassal meg lehet szabaditani a genomot a gének olyan alléljeitdl,
melyek homozigéta formaban szubletalis hatdsuak. Ez az oka annak is, hogy a haploidokbol

eléallitott dihaploidok esetenkénta donor novényeknél erdteljesebben fejlddnek (Kuckuck et al.
1988).



A névénynemesités szempontjabdl az in vitro portokkultira egyfajta genetikai szelektans
IS, ugyanis az in vitro stressz koriilmények kozott csak a jobb plaszticitasu, nagyobb vitalitasa
genotipusok képesek megmaradni (Kuckucket al. 1988).

A spontan vagy indukalt kromoszoma-duplikaci6 folyamata nélkiilozhetetlen a haploidok
elényeinek hasznositdsdhoz a ndvénynemesités soran. Az igy létrejott dihaploidok az Osszes
lokuszra nézve homozigédtak, ezzel az dntermékenyiilok 0j variansai/modosulatai’kombinacioi,
illetve olyan beltenyésztett vonalak jelennek meg, mellyekkel az idegentermékenyiilok kiilonféle
addicios és szubsztitucios hibridek allithatok elé (Heszky 2005).

Neéhany évtizede a nemesitési programokban mar a DH novények is rutinszeriien
hasznalatosak, bar van néhany limitald faktor, mely megneheziti az eléallitasukat. A technologia
sikerességét befolyasold bioldgiai tulajdonsagok tobbek kozt: a donor ndvény genotipusa,
fejlodési szakasza, a virag morfologiaja, a gamétak, mikrosporak és az ovulum fejlettségi szintje.
A technikai korlatozok kozé tartoznak a donor ndvény fiziologiai tulajdonsagai/kérnyezeti
feltételei (az életfeltételeihez sziikséges tényezdk optimalis szintje), a donor ndvények
elokezelésének tipusa, a taptalajok és tapoldatok Osszetétele, a szovettenyészetre hato fizikai
tényezOk (homérséklet, megvilagitas) illetve a protokoll hatékonysaga és alkalmazhatosaga

(Murovec & Bohanec 2012).

2.2. Tritikalé

A tritikalét (X Triticosecale Wittmack) a btiza és a rozs keresztezésével allitottak el6.
Ebben a hibridben megtaldlhatdo mindkét sziild tulajdonsdga, igy a buzara jellemz0 nagy
termésatlag, melyet kedvezdtlen talajonés klimatikus koriilmények kozott is produkal
(Orlovskaya et al. 2012). Ezeknek az alapjan az abiotikus rezisztencia vonatkozasaban kit(in6 a
szarazsag-, sO-, savas €s lugos talajkémhatas ¢és a hideg-meleg klima-tiirése egyarant. Rendkiviil
j6 a betegségellenallo-képessége (biotikus rezisztencia), amely mindkét sziiléét feliilmilja: a
lisztharmat-, a hopenész- és az iiszogrezisztenciaja kitiinG, a rozsdarasszok egyes biotipusaival
szemben ellenallok. Takarmanyozasi szempontbol kivald szemes- (abrak-) takarmany, amelyet
onmagéban is szivesen fogyasztanak az allatok. Emellett kenyér illetve kiilonféle pékaru is
készithetd beldle. Magas metionin + cisztein- €és lizintartalommal rendelkezik. A tritikaléfajtak
tobbsége tilnyomdan Ontermékenyiilé, de idegen megporzas (xenogamia) a fajtatol és a

viragzaskori idéjarastol fliggden 0-30%-ban eléfordulhat (Izsdki & Lazar 2004).



A maga 125 éves koraval igen fiatalnak tekintheté gabonafaj. Az elsé buza-rozs hibrid
elallitisa A. S. Wilson nevéhez fiizédik (1875). Am az elsé steril tritikalét Carman (1884) és W.
Rimpau (1888) allitottak el6. Rimpau 1891-ben eldallitott hibridjét tekinthetjiik az els6é igazi
tritikalénak, alapul véve a fajta mai formajat, mely képes volt a novényenkénti 15 szem hozasara,
melybdl atlagosan 12 volt fertilis. Ezek a tritikalé hibridek még mind oktoploidok voltak, ABD
(42 kromoszoma) buzagenomot, ¢s az R (14 kromoszéma) rozsgenomot tartalmaztak.
Hamarosan elkezd6dott a hexaploidok eldallitasa is. A nagyjabol 1940-es évekre tehetd
idészakban az ugynevezett elsddleges hexaploid tritikalék nemesitési munkalatai folytak (Bona
2014). A fertilitasi problémat Kiss Arpad oldotta meg az oktoploid tritikalé és a primér hexaploid
tritikalé keresztezésébdl szarmazd F; nemzedékek hexaploid tritikaléval torténd tobbszori
visszakeresztezésével (Heszky & Galli 2008). gy elséként Kiss Arpad koézremiikodésével
létrejohettek a masodlagos hexaploid tritikalé hibridek. — A Rimpau féle tritikalé (oktoploid) és a
TcNol tritikalé (hexaploid) keresztezésébdl kapott F1 nemzedéket keresztezte vissza a TcNol-
gyel. A mésodlagos hexaploidok meidzisa alatt 21 bivalens és 7 univalens figyelhetd meg, mivel
a D genom kromoszomai paratlanok (Rédei 1987). A masodlagos hexaploid névények kozott
kisebb volt az eléforduld aneuploidok ardnya, nagyobb fertilitas €s stabilitas jellemezte Oket,
illetve a produkcids képessége is jobb volt, mint az elsddleges hexaploidok esetén. Az elsd
regisztralt tritikalé fajtak a T-No. 57 és a T-No.64, melyeket Kiss Arpad allitott eld, és
Budapesten regisztraltak 1968-ban (Bona 2014). Léteznek mas ploidszintli, mint a dekaploid és a
tetraploid tritikalék is, bar ezek a formak ritkak (Kuleung et al. 2004).

A modern fajtadk mar sokban kiilonboznek az ,,0siikto1”’; inkabb térpendvésiiek, korabban
érok és jo szarszilardsaguak. A tavaszi fajtak masfélszer nagyobb fehérjetartalmuak mint az arpa,
illetve tobb mint masfélszer tobb metionin tartalmi esszencidlis aminosavval rendelkezik, mint
az Oszi vetésl rozs (Orlovskaya et al. 2012). A fejlett, kenyérgabonéaval (blza, rozs) rendelkezd
orszagokban elsdsorban takarmanyként keriil felhaszndldsra, de mar vannak olyan fajtdk is
természtésben, amelyeknek siitdipari tulajdonsagai is jok. Nagy eldnye a tritikdlénak a tobbi
gabonaféléhez képest, hogy kedvezdtlen 6kologiai koriilmények kozott is gazdasdgosan és
kornyezetkimélé modon termeszthetd (I1zséki & Lazar 2004).

Ez az 0j gabonaféle megoldast jelent a gabonatermelésben és a gabonaiparban egyarant,
mindségi tulajdonsagait tekintve, illetve az élelmezési gondok enyhitésének tekintetében.
Szdmos mediterran régioban akar 17%-kal is nagyobb a produktuma, mint a buzanak. Egyes

fajtai 2013-ban hazankban is feliilmultdk mind a buzat, mind a kukoricat (Bona 2014).



2.3. Haploid novények eléallitasa

A haploid ndvények elsé megfigyelései 1922-re tehetdk. A jelenségrol elsdként Blakeslee
¢s munkatarsai (1922) szamoltak be, melyet a csattand6 maszlagnal (Datura stramonium L.)
tapasztaltak. Szamos kisérlet zajlik az in vitro haploidok eldallitasara, melyet igazol az a tény is,
hogy ma mar tobb mint 250 ndvényfaj rendelkezik protokollal. A diploid fajokbdl eldallitott,
monoploidoknak tekintheté haploidok csak egyetlen kromoszoémakészlettel rendelkeznek, igy
kisebbek ¢és alacsonyabb vigorossdgtiak a diploidokhoz képest, tovabba sterilek, mivel a
meidzisuk soran elmarad a kromoszéma-parosodas (Murovec & Bohanec 2012).

Az in vitro haploid indukciés modszerek Iehet6vé teszik a kultirnovények
ploidszintjének redukciojat, a gametoklonalis variabilitdsnak az intakt ndvények szintjére
hozasat, a recessziv tulajdonsagok fenotipusos megjelenését, addicios és szubsztitiicids hibridek
eloallitasat, szuperhim alakok eldallitasat, hasadé vonalak rogzitését, tovabba genetikailak tiszta
vonalként (DH vonal) haszndlhatok molekularis markerek keresésére, és térképezésére (Heszky
2005).

A haploid novények elballitasanak technikai k6zé soroljuk a haploid partenogenezist, a
tavoli fajok keresztezését, a haploid apomixist (Heszky 2005), az ikercsirds modszert és Chase
marker méodszerét (Sutka 1980).

e Haploid parhenogenezisr6l beszéliink, amikor csokkent ¢életképességli  pollennel
megporzott ovariumbol, illetve ovulumbol szarmazd petesejt eredetii haploidokat
neveliink fel. Ebben az esetben a besugarzassal vagy kémiai uton funkcioképtelenné tett
pollen generativ magja nem tud a petesejttel fizionalni, de a pollentdmld képes behatolni
az embridzsakba, ezzel okozva a ginogenezis indukcidjat kivaltd stresszt. A haploid
partenogenezisen alapulo, a tetraploid burgonya faj haploidjanak eldallitasara kidolgozott
modszer aphureja-technika. A Solanum tuberosum L.(burgonya) (2n=4x=48) fajt
keresztezik a Solanum phurejaluz. et. Buk. (2n=2x=24) fajjal, mely utobbinak
sajatossaga, hogy pollenje csak 1 generativ sejttel rendelkezik (ennek oka a IL
pollenmitézis elmaradasa). A megtermékenyités utdn a fejlddé magvak kb. 10-40%-a
ginogenetikus eredetli haploid. A pollenstimuluson alapuld partenogenezis petinia
esetében a leghatékonyabb haploid eldallitdsi modszerré nétte ki magat (Heszky 2005).

e Tavoli fajok keresztezése soran Ugy kaphatunk haploid novényeket, ha a kapott hibrid
embridkat mesterségesen felneveljilk, ugyanis azok in vivo életképtelenek, mivel a
megporzast kovetden a megtermékenyiilés megtorténik, de a zigota elsdé osztodéasai sordn

a pollen donor faj genomja 100%-ban eliminalodik. Az embriok felnevelésének
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modszerét 1971-ben Kasha és Kao a Hordeum vulgareL. és a Hordeum bulbosumL. fajok
keresztezése soran dolgozta ki, melyet bulbosum-technikanak neveztek el. Mara mar
buza x kukorica, buza x koles (Heszky 2005) keresztezésekbdl szdrmazo haploidok is
sikerrel eléallithatok ezzel a médszerrel.

lkermodszer alapja, hogy a novények vilagadban is eléfordul, hogy egy magbol két
ndvény, azaz ikrek fejlodnek. A novények esetében ez gyakran tgy megy végbe, hogy az
egyik triploid a masik utdd haploid lesz. A haploidok eléfordulasa ritka, és a kivalogatas
munkaigényes (Sutka 1980).

Chase (1952) kifejlesztette a marker gén alapi haploidvalogatast. Kiindulasi
kukoricafajtat egy olyan fajtaval keresztezte, amely marker fajtanak felel meg. Ez a
marker fajta a fejlodés korai fazisdban valamilyen konnyen felismerhetd dominéans
tulajdonsaggal rendelkezik (Sutka 1980).

Abban az esetben, ha nincs megtermékenyités - tehat nincs zigdta - és embrid meégis
fejlodik, apomixisrél beszéliink. Attol fiiggden, hogy milyen sejtekbdl fejlodik az
apomiktikus embrio, beszéliink diploid vagy haploid apomixisrdl. A diploid apomixis
soran a megtermékenyités nélkiil fejlodé embrid valamilyen diploid sejtbdl alakul ki
(vagy redukalatlan petesejtbdl vagy az embridzsak testi, diplod sejtjeibdl). Haploid
apomixisrdl akkor besz¢liink, ha az embrié kdzvetleniil a himivarsejtbdl (androgenezis),
vagy petesejtbdl (gynogenezis) fejlodik (Heszky & Galli 2008). Az, hogy az adott faj
esetében a partenogenezis vagy az androgenezis az alkalmasabb lehetdség a haploidok
eldallitasara, elsOsorban attol fligg, hogy a faj melyik modszerre reagéal jobban. Persze
figyelembe véve azt, hogy a virag porzdjaban sokkal tobb a mikrospora, mint a
maghdzban a petesejt, a kutatdsok tobbsége az antérakbol (portok) torténd haploidok
eldallitasara fokuszal (Kuckuck et al. 1988).

A ginogenezis sordn az embridzsak redukalatlan sejtjébdl kozvetleniil haploid ndvények

fejloédnek. A megtermékenyitetlen petesejt a zigotakra jellemz6 modon osztodik. Az in vitro
ginogenezis termékenyitetlen ovarium vagy ovulum steril kulturdiban indukalhato, azok
elokezelése, izolalasa és in vitro mesterséges taptalajon vald tenyésztése okozta stressz
kivaltasaval. (Heszky 2005). A redukaltalan sejtek kozvetleniil is haploid novényekkeé
fejlédhetnek, kizdrva mindennemii gametoklonalis variabilitast, vagy egy koztes, kallusz fazison
keresztiil. Habar a ginogenetikus regeneransok nagyobb stabilitast mutatnak és alacsonyabb is az

albind ndvények ardnya az androgenetikus regeneransokhoz képest, a ginogenezis foként csak

10



azoknal a nodvényeknél hasznalatos, ahol mdas technika alkalmazdsa -mint példdul az
androgenezis vagy a megporzas- megoldatlan. A ginogenezis indukcidja megtermékenyitetlen
virdgi részeken szamos novényfajon mar sikerrel ki van dolgozva, mint példdul a hagyma,
cukorrépa, uborka, tok, gerbera, napraforgd, blza, arpa esetében. Nemesités szempontjabol

azonban a hagyma és az cukorrépa esetében hasznosul (Murovec & Bohanec 2012).

Az androgenezis soran a redukalt pollenszembdl (n) kozvetleniil fejlédnek haploid
novények. Az in vitro androgenezis portok és mikrospora kultirakban indukalhatd (Heszky
2005). A kidolgozott technoldgia kimagasloan fontos a ndvénynemeités ¢s a DH ndvények
kereskedelmi hasznositasaban (Murovec & Bohanec 2012). Napjainkra tobb szaz novényfaj
haploid alakjat allitottdk mar el ezzel a technikaval. Nagy hatranya viszont, hogy bizonyos

ndvénycsoportok esetén nagy az albinok aranya (Heszky 2005).

2.4. Invitro androgenezis

»A szaporodasnak Iéteznek alternativ ttjai is, mint amikor a pete megtermékenyités
nélkiil haploid, illetve egy késdbbi spontan kromoszomamegkettozodés kovetkeztében akar
diploid embriova is fejlédhet.” A jelenség in vitro koriilmények kozott olyan novény-és
allatfajoknal is lejatszodik, melyeknél a természetben spontdn nem torténik meg (Rédei 1987).

Androgenezis indukcidjanak alapja az, hogy a portokok izolalasa az anyandvényrdl akkor
torténjen, amikor benne a mikrosporak egysejtes vakudlumos érettségi allapotban vannak (1.
abra). A pollen tovabbfejlodése ebben az allapotdban nem determindlt, azaz indeterminalt
fejlodési fazisban van. Az izolalt mikrosporak az indukcidos kozegben megtartjak
osztodoképességiiket, és a megjelend soksejtes struktarakbol az embriogenezis folyamatéaval

haploid embridk, vagy mas esetben haploid kalluszok jonnek létre (Heszky 2005).
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1. &bra: Mikrospora fejlédési fazisai, piros kor jeloli az indetermindlt fejlodési fazist. (Balogh
Vera készitette http4 alapjan, 2013)

Az indirekt androgenezis, azaz a pollenbdl kalluszképzddésen keresztiil torténd
novényregeneralas nem kivanatos, mert ez rendszerint aneuploidok megjelenésével jar(Rédei
1987). Ha azonban a haploid sejteket a regeneralds eldtt kolhicinnel kezeljiik, homozigdta
diploid embriokat nyerhetiink (Rédei 1987). Fontos tovabba a megfeleld slirtiségii taptalaj
megvalasztdsa. A portokok szilard, félfolyadék, folyékony, vagy két-fazisi rendszerben
tenyészthetOk (Murovec & Bohanec 2012). Tritikalé esetében a félfolyadék taptalaj bizonyul a
legjobbnak mind az indukcié mind a regeneransok nagy hozama, illetve az albindk alacsony
szama tekintetében (Arzany & Darvey 2010). A kontroll és a kolhicines folyékony indukcios
taptalaj esetében nagyobb volt a kalluszosodés ardnya, mint ez embriok kialakuldsédnak ardnya, a
szemifolyadékhoz képest (Arzani & Darvey 2001). Az agar alapu kolhicint tartalmaz6 indukcios
taptalaj gatolo hatdssal tud lenni az embri6 indukcidra, 1évén hogy a toxikus anyag kotott
allapotban van jelen (Kohlenbach & Wernicke 1978). Ha viszont csokkentjiik az agar
koncentraciodjat, akkor a toxikus anyaggal alkotott kotés minimalizalodik, jobb androgenetikus

valaszt okozva ezzel a tritikalé portokok esetében (Arzani & Darvey 2001).
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2.4.1. Portok vagy mikrospoéra

Mikrosporakbol is nevelhetok kultirak anélkiil hogy a portokoktol elkiilonitenénk Oket,
bar a pollenzsakbol eltavolitva eldsegithetd fejlodésiik. ,,A portokok altalaban ndvekedésgatlokat
tartalmaznak™ (Rédei 1987).

Embriogenezis mikrospéra kultira esetében: A mikrospdra tenyésztés soran a
pollenszemeket izoldlva a portokokbol, megfeleld tisztitas és a megfeleld denzitas beallitasa
mellett folyékony tapkdzegbe helyezziik. A mikrospora tenyésztés jelentdségét noveli az a tény,
hogy az izolalt mikrospora (pollen) szuszpenzid ténylegesen kiilonalld sejteket (,,single cell”)
tartalmazo tenyészet. Viszont a modszer még nincsen rutinszerien kidolgozva, szemben a portok
kultaraval, ami univerzalis technikédnak tekintheté a legfontosabb kultirfajok vonatkozasdban
(Heszky 2005).

Embriogenezis portok kultira esetében: A portok kultura esetében, a virdgbol izolalt
portokokat - melyekben a mikrosporak megfelelé fejlédési fazisban vannak - altalaban szilard
taptalajon tenyésztjiik. A portok kultira nagy hatranya viszont az, hogy a tenyészetben
egyidoben kétféle ploidszintli sejt van jelen: a portok szomatikus sejtjei (2n), és a haploid (n)
mikrospora sejtek. Ez megneheziti a diploid regeneransok ¢€s a kallusz polleneredetének pontos
meghatarozasat (Heszky 2005). Az in vitro androgenezis indukalasa éretlen antérakon (portok)
technikailag egyszeri folyamat, mely feliileti sterilizalassal kezddédik, eldkezelve a virdgzatot,
majd ebbdl az antérak steril koriilmények kozott torténd kimetszése kovetkezik (Murovec &
Bohanec 2012). A portok kulttra segitségével hazankban tobb, koztermesztésben 1évo bluzafajta
is sziiletett, els6k kozt a GK D¢élibab és a GK Szindbad (Pauk et al. 1995).

Az in vitro androgenezisre alapuld technikaval napjainkig tobb szdz névényfaj haploid
alakjat allitottak el6. Hatranya, hogy bizonyos névénycsoportokban (pl. Triticum fajok) nagy az
albindk aradnya, melyet csokkenteni a tenyésztési feltételek optimalizalasaval lehet (Heszky
2005).

Végeztek kisérletet arra vonatkozoan, hogy a tritikdlé egy genotipusan beliil a portok
vagy a mikrospora tenyészet reagal-e jobban az androgenetikus folyamatokra. Ennek
megallapitasara 100 portokra vonatkoztatva meghataroztak a megjelend embrioszerli strukturak
szama mellett a z6ld regeneransok és az albindk szamat. Az eredmények szerint az androgenezis
indukcidja az izolalt mikrospodra tenyészet esetén hatékonyabb volt a maga 511 embridszdmaval,
szemben a portok kulturanal tapasztalt 55,5/100 portok értékével. A regeneransok hozamaban a

portok kultira eredményei szintén alulmultak a mikrospdra tenyészet eredményeit, pontosan 3,4-
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szer alacsonyabb volt (portok: 20,15/100 portok; mikrospodra: 67,6/100 portok). A zold ndévény
produkcié a mikrospora tenyészetnél 5,8%-os, viszont portok kultura esetében 16,8 volt, ami 2,9-
szer nagyobb érték. Az albindk eléfordulasat tekintve is kedvezObb a kihozatal a portok kultira
eseteben (Lantos et al.2014).

2.4.2. Stressz altali indukcié és tenyésztési feltételek

Az androgenetikus valaszt befolyasold egyik legfontosabb tényezOk az izolalt gamétak
fejlettségi allapota és az el6forduld lehetséges biotikus és abiotikus stresszek egyiittes
eléfordulasa jelenti. A stresszvalaszt kiilonféle faktorok alkalmazasaval segitjiik eld, amelyek az
éretlen pollenszemeket azok gametofitikus utvonalarol eltéritik a sporofitikus ttra, melynek
kovetkeztében embridszerli struktirdk szabadulnak ki a pollenfalon keresztiil (Maraschin et al.
2005).

A leggyakrabban hasznalt kivalté faktorok a hideg kezelés, hdkezelés, éheztetés, a
nitrogénhiany ¢és az ozmotikus stressz. Utdbbiak legegyszeribben a tenyésztési kézegben
biztosithatoak. Altaldban a kelldképpen beéllitott tenyésztési feltételek a taxondmialilag
kiilonb6zo fajok korében is jol hasznalhatok (pl.: a dohanynal beallitott alkalmazhat6 a buzanal
is)(Murovec & Bohanec 2012).Nagy jelent6ségii a mikroelemek jelenléte is: az emelkedett
rézkoncentracid csokkenti a gabonak korében az albinizmust (Jacquard et al. 2009). A
szénhidratok koziil kiemelt jelentdségli a szahardz szerepe, amit egyes esetekben mar maltdzzal
helyettesitiink. A maltéz jelentdségét el0szor arpa portokkulturajanal bizonyitottak. Chu és
munkatarsai kimutattak, hogy a monoszacharidok koéziil a a gliikoz alkalmazasa mellett érhet6 el
a legnagyobb pollen eredetii embrioid,illetve a regeneransok kihozatala (Chu et al. 1990). Egyes
esetben novekedési faktorok is adagolhatok a kultardkba. A hdkezelés, attol fliiggden, hogy a
teljes viragzat vagy csak a kivagott riigyek vagy a kivagott antérdkat érinti, torténhet alacsony
vagy magas homérsékleten. Fajtol is fligg, miszerint az arpa, a buza, a kukorica, a rizs, a
tiritikalé és a rozs az alacsony, mig a repce, a dohany, és egyes buzafajok magas h6foku kezelést
igényelnek. A gamétak Gjraprogramozésara a sugarzas, az auxin, a vizstressz mellett a kolhicint
is sokszor hasznaljak(Murovec & Bohanec 2012).

A mikro- és makroelemeket killonféle koncentracioban ¢és kiilonféle variacidkban
tartalmazo taptalajok kiilonféle névvel ellatott receptek. A leggyakrabban hasznalt és a
legszélesebb korben ismert és elterjedt taptalaj tipus az MS taptalaj, melyet Murashige és Skoog
fejlesztettek ki még 1962-ben (Murashige & Skoog 1962). Immonen és Anttila (2000) kiilonféle
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taptalajtipusok haszndlataval (190-2, W14, OAC-1, N6, AA, MS) végeztek rozs
portokkultirakbol névényregeneralast, és eredményeik alapjan a 190-2 és a W14 bizonyult a
legjobbnak (Immonen & Anttila 2000). A tenyésztési feltételek optimalizalasat kdovetden
embridszerli strukturdk vagy kallusz sejtek megjelenésére szamithatunk, melyekbdl névények

regeneralhatok (Murovec & Bohanec 2012).

2.4.3. Albinizmus elofordulasa

Az albinizmus az interspecifikus keresztezések és a szovettenyésztési kisérletek, igy tehat
a portoktenyészetek és DH novények eldallitasanak is gyakori problémaja. Ennek oka a klorofill
pigmentek részleges vagy teljes hianya, illetve a kloroplasztisz membranjanak hidnyos
differencialodadsa, ami pedig a fotoszintézis zavarahoz vezet. A kloroplasztisz kialakulasat a
tilakoidokban talalhato klorofill tartalmu fotorendszer hibas fejlodése gatolja. Ezek a ndovények
még azérettségiallapot elérése elott meghalnak (Kumari et al. 2009).

Az albin6 novények eléfordulasi gyakorisagaban szerepet jatszik néhany kornyezeti
feltétel, mint példdul a megvilagitds, a hdmérséklet, a taptalaj osszetétele, illetve a tenyésztés
koriilményei, am a genetikai faktorok legalabb olyan fontosak. A kivaltd mechanizmusok még

nincsenek teljesen tisztazva (Kumari et al. 2009).

2.5. Kromoszoma duplikacios eljarasok

A gabonafélék mikrospora eredetii DH novények eléallitdsa soran az egyik legkritikusabb
Iépés a haploidok kromoszéma megkettozése. A spontan torténd kromoszoéma-megkett6zddés
valoszinlisége relative alacsony trtikdléban (Pauk et al. 2000). Mikrospéra eredetli haploidok
spontan torténd kromoszéma megkettdz6dés rataja arpa esetében igen magas, 70-90% koriili
értéket mutat (Castillo et al. 2009), mig a tritikdlénal ez az érték csak 6-38% koriil mozog
(Arzani & Darvey 2001, Oleszczuk et al. 2004, Eudes & Amundsen 2005).

A nemesiték sikeres DH vonal eldallitasaban, a portoktenyészetbdl kapott nagyszamu
megkett6zddott kromoszdma készlettel rendelkezé novények modszere adja a sikert (Wiirschum
et al. 2012). Arzani & Darvey 2001-ben publikalta, hogy a tritikalé esetében a portokenyészetbdl
nyert utdédok minddssze kb 10% a spontan megkett6z8dott kromoszoémaju, ezért is van sziikség a
duplik4cid6 mesterséges indukaladsara. A novények haploid fazisa az életciklusuk igen rovid

szakasza, mely a midzist kdvetden csupan a megtermékenyités pillanatdig tart. A sejtek
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osztddasa és tovabbfejlodésének in vivo és in vitro iranyitasara ez a rovid idészak ad lehetdséget

(Lantoset al. 2009).

2.5.1. Kolhicin hatasa az oszt6do sejtre

A leggyakrabban hasznalt ¢s a leghatékonyabb kromoszéma duplikacios dgens a kolhicin
(Arzani & Darvey 2001). A kolhicin, az 6szi kikerics (Colchicumautumnale L.) alkaloidja, tobb
mint 2000 éve hasznalatos a gyogyaszatban. Az kolhicin mitdzisra gyakorolt hatasat
tanulmanyozo elsd jelentés Dixon és Malden nevéhez fuizddik. Megfigyelték, ahogyan a
fehérvérjestekben a szer megjelenésével a sejtekben beindult a kariokinézis (sejtmagosztodas)
folyamata (Eigsti & Dustin 1957). 1820-ban P. S. Pelletier és J. B. Caventou francia kémikusok
elsOként vontak ki sikerrel a kikerics aktiv alkaloidjat. Szivburokgyulladas, és koszvény
betegségek kezelésére még ma is hasznaljak.

A karos hatdsok csak az o0sztodd sejteket érintik, mivel azok mikrotubulusrendszere
érzékenyebb a kolhicin jelenlétére, mint a nyugalmi sejteké. Kolhicin jelenlétében az oszt6do
sejtek minden gond nélkiil tuljutnak az interfazis egyes szakaszain, viszont a metafazisban a
sejtosztddas folyamata ledll. Ennek oka, hogy a mikrotubularis rendszer instabilitdsa mintegy
haszszor nagyobb az interfazishoz képest. Ez a tulajdonképpeni dinamikus instabilitas azt jelenti,
hogy a mikrotubulusokat alkot6 tubulindimerek folytonos polmerizalt-depolimerizalt allapotban
vannak. Ezért van az, hogy a mitdzis egész ideje alatt a mikrotubulus-dinamika sokkal
érzékenyebb, igy a kolhicin hatdsa csak az osztdodo sejtre szdmottevd. Kis koncentracidban a
kolhicin rogziti a fenndlld helyzetet, azaz gatolja a polimerizaciot és a depolimerizaciot (Szabd
2009). Ezzel inaktivalédik a mikrotubulusokbdl kialakuld osztodasi orso, igy az nem képes a
pOlus felé huzni a homolog kromoszémapérokat, melynek eredménye egy dupla kromoszéma-
készlettel rendelkezd sejt (Arzani and Darvey 2001). Az anyag premeiotikus jelenléte az I.
metafazisban univalens formaciot hoz létre a Secale (Bowman & Rajhathy 1977), a Triticale
(Thomas & Kaltsikes 1977), a Triticum (Driscoll et al. 1967), és sok mas nemzetség esetében.
Egyes fajokban ez a kolhicin-érzékeny periddus atnyulik a meiotikus szakaszba is (Loidl 1990).
A kolhicinnek, a fent leirtakon tal tobb modositasai is vannak, ezek a premeiotikus kromoszéma-
atrendezddések, preszinaptikus felsorakozas, SC (sister chromatid) formaci6 és a crossing-over

(Loidl 1989, Tepperberg et al. 1997).
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2.5.2. Kolhicin kezelési modszerek

A kolhicin kezelés alkalmazasaval nemcsak stabil homozigoéta diploidok allithatok eld,
hanem poliploid novényformak is. A poliploiditds a novénynemesitésben az elsdrendii variaciok
fejlesztésére, tovabba az interspecifikus ¢és az intergénikus hibridek fertilitdsanak
helyreallitaisaban hasznalatos. A poliploidia tenyészetekben torténd indukdldsa sokkal
hatékonyabb mas modszerekkel szemben, ugyanis itt sokféle indukcids agens biztosithato
(Huang et al. 2014). A poliploid ndvények rendszerint nagyobb levéllel, szarral, viragzattal
rendelkeznek, kdszonhetden a tobbszoros kromoszoma készletnek.

A kromoszoma tobbszordzéseeért torténd kolhicinkezelés a novény fejlettségi allapota és a
kezelt novényi rész szerint lehet magkezelés, csirandvénykezelés, hajtascstucskezelés,
bimbokezelés, a kolhicin injektalasa a ndvénybe, tovabba a gyokérzet aztatasa kolhicin-oldatba.
A magkezelés soran a kezelt magvak talélési aranya altalaban 50-30%-0s. A hajtascsucs kezelés
egyik elényének tekintheté hogy csakis az o0szt6dod szovetek érintkeznek a kolhicinnel, a névény
tobbi részei érintetlenek maradnak. Itt dltaldban az oldat befecskendezését alkalmazzdk, mig a
levelek kezelésére altalaban a bemeritéses modszert. A bimbokezelés és az in vitro kezelés elvi
alapja megegyezik, miszerint a meidzis fazisdban 1év6 gamétakra hatunk. Itt a mérgezd hatés
igen erds ¢és nagymértékii terméketlenséget 1déz el6. Az optimalis koncentracid bedllitasdhoz
elokisérletek végzése szikségeltetik, és ez az optimum rendszerint a novény fejlettségi
allapotatol, érzékenységétol, illetve a kezelés modjatol és idotartamatol fiigg (Hodosné 1986).

Tobb publikacioban leirtdk, hogy az egész ndvényen térténd kolhicines kezelés nem
elegend6, hanemin vitro kolhicin kezelésre is sziikség van a kromoszoma-duplikacio
gyakorisaganak noveléséhez (Arzani & Darvey 2001). A csirandvényeken alkalmazott kezelés
hatranya, hogy a nagy mennyiségli folyékony kolhicin kinyerése nagy koltséggel jar és noveli a
toxikus anyagok el6forduldsat kornyezetiinkben tovabb gyakran kapunk mixoploid vagy
kimérikus novényeket, melyek alacsony szemtermést adnak (Soriano et al. 2007). Ezért fontos
kezelés id6tartamat, mely negativan is hathat az embriogenezisre illetve a regeneransok ratajara
(Wiirschum et al. 2012). Az androgenezis korabbi fazisaiban torténd kolhicin alkalmazés
megoldhat néhdny problémat és javithatja az alkalmazhatosagot tobb gabonaféle esetében
(Wiirschum et al. 2012), ugyanakkor az is bizonyitottdk, hogy az ezzel jar6, az egysejtes
allapotot érintd magasabb toxikus hatas, noveli a mikrospora/embrid mortalitdsi aranyat és az

albindk szdmat (Arzani & Darvey 2001). A buzéaval kapcsolatosan jelentek meg pozitiv
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(Barnabas et al. 1991, 1999) ¢és negativ (Hansen & Andersen 1998, Rehda et al. 1998)
értékelések is erre vonatkozdan.

A kromoszoéma duplikicid sikeressége fligg a fajtatél,a novény fejlodési fazisatol, a
érzékenyebb genotipusbol a kevésbé reszponzivbe (Arzani & Darvey 2001).A kolhicines
kezelésre torténd reakcid genotipusfliggdségérél Redha és munkatarsai (1998) is beszamoltak

buza portokkultiran (Redha et al. 1998).

2.6. Ploiditas meghatarozasa

A DH eldallitasi rendszerben egy fontos lépés a ploiditas meghatarozasa. Tobbfele modszer all
rendelkezésre, melyek koziil a kovetkezdket hasznaljak a leggyakrabban:

— kromoszoéma szadmlalds: altaldban intenziven osztodd sejtek (példaul gydkércsucs)
preparalasa €s kromoszomafestése. (Sutka 1980);

— a flow citométeres mérés: gyors, egyszeri és pontos, viszont draga. Alapja a sejtek DNS-
tartalmanak meghatarozasa. (Paprika levélszovet sejtjeinek nuklearis DNS-tartalma a sejt
Gl ¢és G2 fazisdban a diploid illetve a doubled haploid eredet esetében kétszeres a
haploidhoz képest.) (Supena et al. 2006);

— kloroplasztiszszam alapjan torténd meghatdrozas: ilyen példaul a levél sztomak
védosejtejeinek a kloroplasztisz szamlalasa. (A kolhicin kezelés mellett megjelend
doupled haploid paprikandvény esetében kétszeres mennyiség a haploidokhoz képest.)
(Supena et al. 2006);

— levelek sztomanagysaga alapjan (Przywara et al. kiwin bizonyitottak hogy doubled
haploidok esetén nagyobb a sztoma) (Przywara et al. 2011).

2.7. Genetikai diverzitas vizsgalata markerek segitségével

A nemesitdk kezdetben a természetes genetikai variabilitast hasznaltak fel uj fajtak
eldallitisara. Am mér a 18. szazadtol kezdve megkezdddtek a variabilitds mesterséges, iranyitott
novelését célzd torekvések, melynek kezdeti modszere a keresztezés volt. Az 6roklédd
variaciokat, mint példaul szemszin, endospermiumtipus, rezisztencia, érés, ndvénymagassag, a

genotipus hatarozza meg. A ndovénynemesitdk ezeket az 6roklodo variaciokat keresik, kiemelik
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¢s 0j fajtakat allitanak eld bel6liik. A varidcidk azonositdsinak modern moddszere a genetikai
markerek hasznalata (Hajosné 1999).

A klonok kozott megfigyelt heterogenitas oka tobbféle lehet. Szamos esetben a
szomaklonalis variabilitdson alapulé mutaci6 okozza, vagy a redukalatlan gamétak jelenléte.
Mas esetben, az Osszetett (multiple) eredetnek koszonhetd, ennek oka, hogy a csaladok kozos
eredete nem garantdja azok homogenitasat. El6fordulhat, hogy az embridszerii struktura tobb
mint egy haploid mikrosporabol fejlédik, mely valdszinlileg nem redukalatlan gamétakbol
szarmazik. Eredetiiktol fiiggben a létrejott utdodok rendelkezhetnek 2 sziildi alléllel adott
lokuszokon, de nem szarmazhatnak olyan genetikailag kiilonb6z6 novényekbdl, melyek
homozigdtak a l6kusz alléljara nézve (Oleszczuk et al. 2014). A genotipus €s a ploiditasi szint is
jelentds hatassal van a kromoszoma variabilitasra (Dubrovna & Bavol 2011).

A fenti (sejt szintll) folyamatok mellett az tenyésztési koriilmények is szerepet jatszanak
a variabilitas kialakitasaban. Az in vitro koriilmények koziil szamos tényez6 vesz részt ebben,
ilyenek a novekedési faktorok Osszetétele, az explantdtumok természete, morfologiai tényezok, a
kultara életkora, stb. (Dubrovna & Bavol 2011).

Koztudott, hogy a genetikailag tavoli keresztezésekkel sokkal egyszeriibb heterotikus
hibridek Iétrehozasa, mint a kozeli rokonok felhasznalasaval. Szamos molekularis-genetikai
analizis modszer, mint a RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), SSR (Simple Sequence Repeats), és ISSR (Inter-Simple
Sequence Repeats) széles korben hasznaltak a mintak genetikai diverzitasdnak megallapitasara.
Ez egy ) megkozelitést ad a heterdzis szelekcido szempontjabol értékes kiinduldo anyagok
azonositasahoz, lecsokkentve ezzel az 1ij versenyképes hibridek kifejlesztéséhez sziikséges
koltségeket. A tritikalé szelekcidjanak célja tobbek kozt a heterdzis okozta magasabb
produktividst, magas tapértékii hibridek nyerése (Orlovskaya et al. 2012).

»A genetikai markerek tulajdonsagokat meghatdrozo allélek, amelyeknek sajatossagait
fenotipusos, fehérje- vagy DNS-szinten vizsgaljuk.” Az azonositads technikdi pedig az izoenzim
polimorfizmus, a Southern blot és az RFLP-eljardsok mellett a polimeraz lancreakci6 (PCR)

(Hajosné 1999).

2.7.1. Polimeraz lancreakcio

A polimeraz lancreakcié (PCR- Polymerase Chain Reaction) megvalasztott szekvenciaju,

kb 10-15 nukleotid hosszusagi primerek segitségével torténd specialis DNS szakaszok
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felaszaporitsasara alkalmas modszer. A technikat Kary Mullis fejlesztette ki 1985-ben (Mullis &
Faloona 1987).
A reakci6 fontosabb 1épései:

1. Denaturacid: 94-95°C-on a templat DNS denaturalédik, tehat egyszaluva valik.

2. Primer kapcsolodas: 36-70°C-os homérséklettartomanyban (a  primerek
hosszisagatol és bazisosszetételétol fliggben) a primerek a szabad 3’OH-
véggilikkel hozzakapcsolddnak az egyszalit DNS-hez.

3. Lanchosszabbitas: az inditészekvencidk meghosszabbitasa 72°C-on. A DNS
polimeraz a templat szekvenciaja alapjan épiti be az 0j szalba a ANTP-ket.

Ennek megfelelden a reakcio komponensei a kovetkezok: templat DNS, oligonukleotid
primerek, dNTP-k, DNS polimeraz, tovabba magnézium-ion a reakcié katalizatoraként

(Hajosné 1999).

2.7.2. Molekularis marker: mikroszatellit marker

A markerek két csoportot alkotnak melyek a genetikai ¢s a molekularis markerek. A
genetikai markerek mar a 20. szédzad eleje 6ta hasznalatosak. Sax mar 1923-ban a maghé;j
szinének Oroklodése alapjan szelektalt a bab termésméretre. A genetikai marker olyan
tulajdonsagot meghatarozd gén, melyek a sziilok €és az utdodok fenotipusos megkiilonboztetésére
alkalmas. A fenotipusos kiilonbség a kodold szakaszokban 1étezd allélvariaciok eredménye. A
molekularis markerek picivel késObb, az 1950-es években jelentek meg, melyek ezzel szemben
DNS szintli variaciokat jelentenek. Ez a fajta marker lehet gén, DNS szakasz, illetve olyan
lokusz a kromoszoéman, mely a kiilonb6zé genotipusokban eltéré szekvencidkat hordoz. A
molekuléaris marker szarmazhat k6dolo €s nem kodold szakaszrél egyarant (Kiss 2005).

A molekularis markereken beliil a DNS-markert hasznaltuk a variabilitds megallapitasara.
Az idedlis DNS marker nagyfoku polimorfizmust ad, kodominansan 6roklédik, el6fordulasa a
genomban gyakori és egyenletes eloszlast (Hajosné 1999).

A ndvényi sejtmagi genomra jellemzd, hogy akar 90%-ot megahaladd mértékben
tartalmaz  ismétldédé motivumokat. Ezek a motivumok egyszeri-di-tri- tetra-, és
pentanukleotidok monoton, tandem elrendez6dése. Az ismétlddések hatarszekvencidi nagyfoka
konzervativizmussal rendelkeznek, igy az ezek hatarszekvencidira tervezett PCR primerekkel

ezek a motivumok felszaporithatok. Ha a motivum eltéré szdmban ismétlddik két genotipusban,
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akkor a veliik inditott PCR reakcidé termék méretei el fognak térni egymadstol, tehdt hossz-
polimorfizmust fognak mutatni (Kiss 2005).

A DNS-en alapuld molekularis markerek a géntérképezés, a DNS ujjlenyomat, a
populaciostruktara vizsgalatok és a genetikai diverzitds tanulmanyanak kivald eszkozei
(Bowcock et al. 1994). Orlovskaya et al. 20 tavaszi tritikalé fajta DNS mintain végeztek RAPD
¢s ISSR primerek hasznalataval genetikai diverzitas meghatarozast. Egy ISSR marker tobb mint
80%-o0s, mig egy RAPD primer 89,9%-os polimorfizmust produkalt. Ezekkel az adatokkal a
mintakat sikeresen csoportositottdk, azok genetikai kapcsolatuk alapjan, illetve a genetikailag
tavoli sziloparok szelektalasa is megvalosult. Tehat a genetikailag tavoli rokonok
keresztezésével elballitott hibrid termék kinyerése igy konnyliszerrel megoldhato, a heterdzis
hatas segitségével (Orlovskaya et al. 2012).

A kiilonféle tipust markerek koziil a mikroszatellit (=SSR; a DNS 2-6 nukleotidbol allo
rovid tandem ismétlddései) markerek bizonyulnak a leginformativabbnak nagyfoku
polimorfizmusuknak, kodominancidjuknak ¢és kromoszoma-specifitasuknakkdszonhetden
(Bowcock et al. 1994, Roder et al. 1995, Gupta et al. 1999, Ahmad 2002).

Szekvencia alapi SSR markerek bluza és rozs esetében elérhetdk, viszont tritikalé
esetében még nem. Ezért folynak kutatisok ezekenek a markereknek a buzabdl és rozsbol
tritikaléba torténd atvitelére. A markerek kolinearitdsanak vizsgéalatdra olyan 6sszehasonlito
térképezést végeznek, mely alapja egy olyan marker, amely egyszerre jelen van tobb rokon
nemzetségben vagy fajban is (Van Deynze et al. 1998, Tikhonov et al. 1999). Kuleung és mtsai
(2004) altal végzett transzferabilitasi vizsgalataban 6sszesen 176 markerbdl 85 buza marker és
11 rozs marker volt amplifikélhatd a tritikdléban. A legtobb buzaspecifikus marker a buza D
genomjan van lokalizalva. Ezek a markerek (176-85=91) azért nem amplifikalédtak a tritikalé
genomjaban, mivel az sokszor nem rendelkezik D genommal. Ez az oka annak, hogy az 0ssz
bliza marker csupadn 57%-a volt jelen a tritikdléban is (Kuleung et al. 2004). Hasonlo
eredményekrél szamoltak be Leonova ¢és munkatdrsai (2005). Hexaploid tritikdlé vonalak és
azok sziil6i formaik mikroszatellit marker amplifikacids mintdzatait Osszehasonlitva azt
tapasztaltak, hogy az A és B bliza kromoszoémak minden vonalban jelen voltak. Mig a D genom
specifikus markerek négy tritikalé vonal esetében hidnyoztak, azok D kromoszoma hidnya miatt.
(Csak azokban az esetekben volt sikeres a D genom-specifikus btiza markerekkel torténd
amlifikacio, ahol a tritikalé rendelkezett bizonyos D kromoszoma fragmentumokkal, mint pl. a
2D hosszu karja, illetve a 7D kromoszoma.) Az dsszes kiprobalt rozs-specifikus marker sikerrel
produkalt felszaporitott fragmentumokat a tritikalé és rozs sziild vonalakban, mig buza sziild

esetében nem amplifikdlodott (Leonova et al. 2005). A rendelkezésre 4ll6 750 publikus buza

21



mikroszatellit primerpar eredményes ¢és koltség-hatékony eszkdz lehet a tritikdlé nemesités és
tritikalé genetikdban hasznalhaté molekuldris markerek kifejlesztéséhez (Kuleung et al. 2004).

Oleszczuk és munkatarsai (2014) a tritikdlé DH vonalakbdl szarmazo klénok eredetének
azonositasa céljabol végeztek genetikai vizsgalatot SSR markerekkel. A mintazatok alapjan a
vizsgalt 33 csaladbol 27 genetikailag identikus egyedekkel rendelkezett, mig a maradék 6
csaladot genetikailag tavoli egyedek alkottak (Oleszczuk et al. 2014).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérletek novényanyaga, begyiijtése

Az 1zolalt portoktenyésztéses kisérletek novényanyagat a hexaploid tritikdlé egy
allamilag elismert fajtdja mellett 4 kiilonboz6 genotipus donor kaldszai képezték. Ezek a
koztermesztésben 1évé GK Rege, és a még kisérleti genotipusok: a Tc3384, a Tc5-11-3, a Tc6/2-
9 és a Tc5/2-9 voltak.

A portoktenyésztéses kisérlet kaldszait/hajtasait a Gabonakutatdo Kft. Kecskés telepi
tenyészkertjében 1évo, szant6f6ldon nevelt donor novényekbdl gyiijtottiik be. Gondosan kellett
igyelni, arra hogy a portokokban 1évé mikrospordk egysejtmagvas vakuolumos allapotban
legyenek a begylijtott kalaszkakban. A donor hajtasokal csapvizzel telt lombikba helyeztiik, PVC
zacskoval takartuk le, és két hétig hidegkezeltiik (4°C).

Az elokezelt hajtasok kalaszait 250 ml hip6:viz 1:1 aranyu elegyét tartalmazo livegbe
helyeztiik, €s hozzaadtunk 1 csepp tween 20 oldatot. A kaldszokat 20 percig rdzoasztalon

sterileztiik, majd haromszor steril desztillalt vizzel ledblitettiik.

3.2.  Portokok izolalasa, tenyésztése

A mar sterilizalt kalaszkak kozépsé harmadabdl a pelyvak ovatos levalasztasa utan
izolaltuk a portokokat (20-50/petri csésze), W14mf tapoldatba tettilk Oket a steril
koriiléményeket biztositd laminaris boxban (Lantos et al. 2013). A Petri-csészéket sotét
szekrénybe helyezve, 3 napig 32°C-on tenyésztettiik, majd allandé 28°C-os hdmérsékleten
tartottuk. Koriilbeliil egy honap mulva megjelentek az elsd embrioszerii strukturdk. Az Gijonnan
megjelend embridszeri strukturdkat kortilbeliil 3-4 héten keresztiil 3-4 naponta athelyeztiik
regeneralo taptalara.

Az embrioszeri struktirakat in vitro kolhicin kezelési kisérletben 3 eltéré kezelést
alkalmaztunk. 190-2Cu regenrald taptalajt tartalmazo ,,0 nap” feliratu, kolhicint nem tartalmazo
kontroll Petri csészék(Pauk et al. 2003), illetve az ,,1 nap”, és a ,,3 nap” felirat Petri csészék

voltak, melyek mar kolhicint (400 mg/l) is tartalmaztak. A kolhicines taptalajon az embriokat 1
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illetve 3 napig tenyésztettiilk, majd mindegyikiiket kolhicin-mentes talajra helyeztiik (190-2Cu),

ezzel csokkentve a nagy mértéki toxicitdst.

3.3. Embriok tenyésztése, novényregeneralas

Az embridkat tartalmazo Petri csészék allandé 24°C-ot és 50 umol*m™2s™ fényerdsségil
16 oras megvilagitast kaptak. A kontroll regeneral6 taptalaj esetében az embriok mindvégig azon
a taptalajon maradtak, amig nem hoztak hajtast. A kolhicint egyenld mennyiségben (400 mg/l)
tartalmazo taptalajok esetében viszont az embriokat a kromoszoma duplikécios agens kezelési
ideje alapjan: 1 illetve 3 nap utan kontroll regeneralo taptalajra helyeztiikk. A megjelend, kb 1-2
cm hossziisagl hajtasokat szintén 190-2Cu taptalajt tartalmazo fiolakba tettiik at (2., 3.4bra). A

struktarak regeneraldsa a fenti paraméterekkel rendelkez6 fényszobaban tortént.

2. abra: Hajtas fiolaban 3.4bra: Hajtés fiolaban
oldalnézetbdl. alulnézetbdl.
(Balogh Vera 2013) (Balogh Vera 2013)

A kivant mennyiségii gyokérzettel rendelkezd regeneransok (3.4bra) liveghazi kiiiltetésre
keriiltek, az 5 cm-es atmérdjii, mindkét végén nyitott kis PVC csdvekbe. Az iiveghdzi
koriilmények a kovetkezOk: 20-28°C nappali homérséklet, 15-19°C ¢éjszakai homérséklet,
ontdzés a novények igénye szerint.

A nagy pératartalom relative adott az iiveghdzakban, de a kitiltetést kovetd 4-5 napon
keresztiil a cserepekre egyenként felhtzott foliaval biztositottuk a ndvények akklimatizacidéjahoz

sziikséges magasabb relativ paratartalmat (90-100%).
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3.4. Statisztikai elemzés

Kisérleteinket legalabb 10 ismétlésben végeztiik el (ismétlésenként 30-40 embrioiddal),
mely soran az androgenezis négy jellemzd paraméterét (regeneralt ndvénykék szama, albinok
szama, kililtetett ndvények mennyisége ¢és fertilis novények mennyisége) felvételeztiik. A kapott

adatokat kéttényez0Os varianciaanalizissel értékeltiik ki a Microsoft Excell program segitségével.

3.5. A regeneransok variabilitisanak vizsgalata

A genetikai variabilitas vizsgélati ndvényanyagat csak a GK Rege fajta felndtt
novényegyedeirél begylijtott levelek szolgaltak. Egy résziik - a kontrollok - a magrol kelt
novényekrél szarmaztak, a tobbi pedig a portoktenyésztési kisérletekbdl szarmazo
regeneransoktol. Ezek kozott fertilis és steril novények is voltak. A termékenységet az alapjan
hataroztuk meg, hogy az érett kalaszkak tartalmaztak-e szemtermést vagy sem. A vizsgalt 381

regenerans koziil 305 ndvényen talaltunk szemtermést, mig 76 regeneransnal nem.

A j6 mindségli DNS-t ad6 CTAB féle izolalasi modszert alkalmaztuk DNS kivonansra.
A CTAB-moédszer alapja, hogy a sejtek feltarasat végzo lizis puffer f6 alkotoja a hexadecil-
trimetil ammonium-bromid, roviden a CTAB. A CTAB-puffer alkotoi a kdvetkezok:
— steril H,0,
— 1 M-o0s pH 7,5-6s TRIS,
— 5 M-os NaCl,
— 0,5M-o0s pH 8-as EDTA,
— RNagz,
- CTAB.
Az alkotok az izolalas elengedhetetlen feltételét jelentd sejtlizist, denaturaciot és RNS

bontasat is biztositjak.
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3.4.1. DNS izolalas

A mintat fagyasztott levelek képezték, melyek mind a Rege fajtanak az in vitro

androgenezis folyamatan atesett, illetve a fajta magrdl kelt iiveghdzban felnevelt névényi

egyedeirdl torténtek begyljtésre.

A minték poritasa kétféle modszerrel tortént.

Egy résziikket automata DNS izoldlé berendezés, az tugynevezett homogenizator
segitségével poritottuk. Ebben az esetben a felhasznalandé mintamennyiséget 2 ml-es
Eppendorf csdvekbe helyeztiik és 1 ml CTAB puffert mértiink rajuk. Tovabba 2-2
ac¢lgolyo6t is helyeztiink a csovekbe, melyek a homogenizalast végzik. A razatas €s az
acelgolyok mozgasa idézi eld a sejtek feltarasat. A homogenizalas utan a csoveket fél
oran, 60°C-on melegitettiik.

A tobbi minta esetében a folyékony nitrogénnel torténd poritast alkalmaztuk. Ebben
az esetben a mintakat kiilon, az erre a célra kialakitott dorzsmozsarakba mértiik és az
ezekre mért folyékony nitrogén segitségével sikeresen homogénné dorzsodltiika a
mintakat. A poritast kovetéen azonnal 1,5 ml-es eppendorf csovekbe helyeztiik a
mintakat, amelyekbe korabban 1-1 ml CTAB-puffert mértiink. Majd Ovatos

dontogetés utan a csoveket 60°C-os vizflirdobe tettiik.

Ettdl a ponttol kezdve az izolalas 1épései megegyeznek a két modszer esetében.

A hokezelés folyamat mindkét esetben 30 perc hosszasagu volt, 10 precenkénti

dontogetéssel. A kovetkezd Iépés a ,kiszabaditott”, de még ép DNS elvalasztasa a fehérjéktol,

illetve a tobbi sejtalkototol. fgy a mintak szobahdémérsékletre torténd hiitésiiket kovetden

kloroformos extrakciot alkalmaztunk. Ehhez a 450 pl kloroform/izoamil-alkohol 24:1 ardnyu

keverékét mértiik a csovekbe, melyet mar el6zdleg 6sszemértiink. A kloroform szerves olddszer,

mely tovabbi fehérjementesitést lesz tehetévé (httpl). Az izoamil-alkohol a kloroformos szerves

¢s a DNS-t tartalmaz6 vizes fazis tokéletesebb szétvalasat teszi lehetdvé (httpl). Egy hosszabb

centrifugalast (13 perc, 12000 rpm fordulatszam) kdvetden a DNS-t is tartalmazo feliiliszot 1j,

1,5 ml-es csovekbe pipettaztuk at. A feliiluszo tulajdonképpen a DNS vizes oldata, melyhez

jéghideg izopropil-alkohol (mas néven izopropanol vagy 2-propanol) olddszert pipettdzva a DNS

kicsapddik (http2). Az izopropanol hozzédadéasa utdna a mintdkat minimum 20 percre fagyasztoba

kell tenni, de akar masnap is lehet folytatni az izolalast.
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A folytatasban az izopropanolban oldott mintakat a fagyasztobol kivéve egy hosszabb
centrifugalasnak tettiik ki (10 perc, 6600 rpm). A feliilisz6 ledntése utan a csapadékot képezd
DNS-t elészor 700 ul EtOH/NH4Oac keverékkel mostuk at. Majd egy tjabb centrifugalast (5
perc 12000 rpm) kovetben a feliiluszot ledntve a csapadékot 70%-0s etil-alkohollal mostuk
kétszer is. Ujabb centrifugalast (5 perc, 12000 rpm) kovetSen a feliiliiszo6 maradéktalan leszivasa
utdn a DNS-t steril boxban széritottuk. Az itt kapott, mar szaraz DNS-t végiil 100 pl TE-
pufferben feloldottuk. Nagyon fontos a DNS alapos szaritasa a pufferes feloldas el6tt, hogy a
mosashoz hasznalt alkohol maradék nélkiil elparologjon beldle.

A feloldott, nagy koncentracidban jelen 1évé DNS-t +4°C-on hénapokig, fagyasztoban
tarolva, -20°C-on évekig, -70°C-on pedig definidlatlan ideig tarolhat6é degradacio nélkiil (http3).

A DNS oldat elnyelési maximuma 260 nm-en, mig a fehérjék elnyelési maximuma 280
nm-en van. ,,A két hulldimhosszon mért abszorbancia értékek hanyadosabdl kovetkeztethetiink a
DNS oldat tisztasagara (azaz a fehérje szennyezettség mértékére). Ennek a hanyadosnak 1,7-1,9
kozott kell lennie, az ennél alacsonyabb érték fehérje szennyezOdésre utal, ami a késébbi
eljarasokat  zavarhatja.” (http3) A DNS oldatok tisztasagat NanoDrop'"ND-1000
Spectrophotometer-rel mértiikk. Ime egy kép a megfeleld tisztasagn DNS-oldat abszorpcids
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4.4bra: Tritikalé DNS fényelnyelés gorbéje. (Balogh Vera 2014)
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Ezzel a miiszerrel a tisztasagon tul természetesen a DNS-oldat toménysége, azaz a
koncentracidja is mérhetd. Az izolalas soran kapott DNS oldatok koncentraciojukat tekintve

tomények, ezért a PCR-hez higitani kell dket.

3.4.2. PCR

A portok kultarabol kivalogatott haploid embridk kolchicines kezelésével végsd soron
homozigdta rekombindns genotipus keletkezik. Ezek diverzitasainak meghatdrozasara SSR
markerekkel inditott polimeraz lancreakcio termékeit vizsgaltuk, agaroz gélen elektroforézises
elvalasztasasaval kapott mintdzatok alapjan.

A PSA920 UCDI (genomi DNS specifikus) primerrel végzett touchdown PCR folyamat
sikerrel adott nagy mennyiségli terméket. A PCR reakcidé paramétereit Dvorak és mtsai (2006)
publikéciojuk szerint médositottuk, illetve kiilonféle higitasokat alkalmaztunk a reakcioelegyben
1év6 templat koncentraciojat illetéen. Ezek 5, 10 és 20 pg/ml értékek voltak.

Rozsspecifikus (SCM) markerparok is kiprobalasra keriiltek, melyek a kdvetkezdk
SCMO0019, SCM0031, SCM0092, SCM0107, SCM0150, SCM0151.

A PCR elegyet a kdvetkezOk szerint allitottuk 6ssze: 2 pl higitott DNS oldathoz (templat)
8 ul master mix, tehat a végtérfogat 10ul. A higitott templat oldatok végsé koncentracioja 20-40
pg/ml kozott volt. A master mix Osszemérése a kovetkezdk szerint tortént (/1 db minta)

(1.Téblazat):

1. Téblazat: A PCR master mix komponensei.

Alkotok: Mennyiség Megjegyzés:

(ul)

10xPCR puffer 1 West Team Biotech, Pécs
MgCl; (25mM) 0,5

WTB-Taqg polimeraz (1 U/ul) 0,6 West Team Biotech, Pécs

dNTPmix (2 mM) 0,2 dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP és dTTP)

primer forward (10 uM) 0,75
primer reverz (10 uM) 0,75
H.0 4,2
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Az SSR primerparok felszaporitasahoz touchdown PCR-t hasznaltunk, mely a kdvetkezd
paraméterekkel futott:
1. fazis: 94°C 2 percig
2. fazis: 10 cikluson keresztiil: 95°C 30 mp-ig;
65°C 30 mp-ig;
72°C 1 perc 30 mp-ig
Kapcsolodasi hdmérséklet ciklusonként 1°C-kal csékken (55°C-ig).
3. fazis: 25 cikluson keresztiil: 95°C 30 mp-ig;
56°C 30 mp-ig;
72°C 1 perc 30 mp-ig
4. fazis: 72°C 5 percig, majd 4°C .
A program végén a PCR-csovek +4°C-on tarolhatok a felhasznalasig. A fragmentumokat
agar0z gélen elvalasztva etidium-bromiddal lathatova tessziik.
A PSA920 UCD1 primert Dvorak ¢s munkatarsai (2006), az SCM 0019, 0031, 0092,
0107, 0150, 0151 primereket pedig Hackauf & Wehling (2003) publikacioja alapjan

alkalmaztuk.

3.4.3. A PCR termék gélelektroforézissel torténo elvalasztasa

A PCR termékeket gélelektroforézissel valasztottuk el. A fragmentumok elvalasztdsadhoz
1 illetve 2%-o0s agardzt és 1x TAE puffert hasznaltunk. A gélt 1,5 mg/ml-es etidium-bromid
oldattal festettiik.

Az elvalasztashoz sziikséges agaroz gél készitése a kovetkezok szerint tortént: 1x-es TAE
pufferben oldottunk agarézt gdmblombikban. A gémblombikot mikrohullamu siitébe téve, az
oldatot forraspontig melegitettiik. Melegités utdn hideg folyovizben, folyamatos kevergetés
mellett lehiitottiikk. Ezt kdvetden etidium-bromidot adtunk a mar kézmeleg oldathoz, és az eldre
elkészitett, féstivel ellatott talcaba ontottiik azt. Az oldat toménységétdl fliggéen minimum 20-30
perc alatt megszilardult, gél formajaban.

TAE puffer készitése: az 50x-es torzsoldat alkotoi: 242 g TRIS, 57,1 ml jégecet és 100 ml
0,5M-0s EDTA (pH=8,0). Ebbdl tortént a higitas, a sziikséges 1x-es oldathoz.

A megszilardult gélt futtatokadba raktuk, mely 1x TAE pufferrel volt feltoltve. A fésfit
eltavolitva a zsebekbe mértiik a festékkel (DNA Loading Dye) Osszekevert mintdkat. Az utolsd

vagy az elsé zsebekbe 100 bp-onként fragmentumot addé DNS Iétrat hasznaltunk (Gene Ruler
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DNA 100 bp Ladder). A futasok 70 V illetve 40 V egyenaram mellett torténtek, mellyel a

felszaporitott specifikus fragmentumok sikerrel elvaltak.
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4. Eredmények és értékelésiik

Kisérleteink soran kapott eredményeket (tiz ismétléses) kéttényezOs varianciaanalizissel
értékeltiik ki (2. Tablazat). A tablazat adataibol jol lathat6d, hogy a genotipus mind a négy
vizsgalt tulajdonsagot szignifikansan befolyasolta, mig a kezelés a zold és albind regeneransok
valamint a kiiiltetett n6vények mennyiségét befolyasolta. A Kezelés x Genotipus kolcsonhatast a

regeneralt albind novények esetében figyeltiikk meg.

2. Tablazat: Kolhicin kezelés és genotipus hatas elemzés kéttényezds varianciaanalizissel a
portoktenyészet eredetli embridszerli strukturdk regeneraciojara.

MS zo6ld MS kiiiltetett MS fertilis
df novénykék MS albin6 novények novények
Kezelés 2 186,48*** 31,81%** 141,73*** 1,05n. s.
Genotipus 4 658,18*** 47,52 *** 861,09 *** 344,89 ***
Kez x Gen 8 7,05 n.s. 8,27 *** 10,31 n.s. 0,76 n. s.
Hiba 135 13,77 1,37 12,93 3,36

*#* szignifikans p= 0,001 valdsziniiségi szint mellett
ns, nem szignifikans

4.1. Az androgenetikus folyamatok genotipus fiiggosége

A kovetkezokben az androgenetikus folyamatok genotipus fliggdségét szemléltetem,
amihez a kolhicinnel nem kezelt (kontroll) tenyészetek eredményeit veszem alapul (3.
Tablazatban a genotipusokhoz tartozé sargéaval jelolt *0 nap’ sorok). Az embridszerli struktirak
els6ként a GK Rege tenyészeteiben jelentek meg, amelybdl dsszesen 322 embridszerti strukturat
kaptunk. A Tc6/2-9 genotipusban 6sszesen 309 embridszerii struktara fejlodott. A kisérleti fajtak
koziil a Tc3384, a Tc5/2-9 és a Tc5-11-3 genotipusok esetében a regenerald taptalajra atvihetd
embridszerl strujturak szama 331, 314 és 268 volt.

A megjelend z6ld hajtasok aranyat tekintve szintén a GK Rege fajta rendelkezik a
legtobbel, ahol Petri-csészénként 16,6 z0ld hajtast szamoltunk. A masodik legnagyobb érték a
8,5, a Tc6/2-9 esetében figyelheté meg. A harmadik helyen a Tc5/2-9 all 5,7-tel, a negyedik
helyen a Tc3384 4ll 5,6-tal, a sort pedig a Tc5-11-3 zarja, 3,8-cal. Ez a z6ld névény mennyiség

képezi a kitiltetésre keriild novények anyagat.
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A legkevebb albiné hajtas a GK Regébdl fejlodott (0,01 albind/Petri csésze). A Tc6/2-9
esetében a Petri-csészékre jutd albind regeneransok szama 1,0, a Tc3384 esetében 1,2, a Tc5-11-
3-nal pedig 1,9. Ezeket az értékeket messze meghaladja a Tc5/2-9 genotipusnal tapasztalt, 5,3
albind ndvényke/Petri-csésze.

A kiiiltetésre alkalmas, jol gyokeresedett regeneransok szama/Petri csésze a kovetkezok
szerint alakult: Tc3384 3,7, Tc5-11-3 3,4, Tc6/2-9 8,0, GK Rege 16,5, Tc5/2-9 3,9. A megjelend
z0ld hajtasokra vonatkoztatva a legtobb kiiiltetheté regeneranssal a GK Rege, a Tc6/2-9 ¢és a
Tc5-11-3 rendelkezett.

A mar kiiiltetett, érett és fertilis novényegyedek szama/Petri csésze érték a GK Rege fajta
esetében volt a legnagyobb, pontosan 8,6. E tekintetben a Tc6/2-9 2,2, a Tc5-11-3 0,7, a Tc5/2-9
0,5, mig a Tc3384 0,2 ¢értékkel rendelkezett.

Tablazat 3: Az in vitro portoktenyésztés sikerességének genotipus fliggdsége, és a kolhicin
kezelés hatdsa. A statisztikai elemzés alapjan a genotipusok kozotti szignifikans
kiilonbségeket az SzDgen érték mutatja meg. A kezelések hatasa kozotti kiilonbségek az
SzDye; értékekbol szamolhat6. A kezelések kozotti kiillonbségeket az abc kis betiiivel
jeloltiikk minden genotipuson beliil.

zold albin6 kiultetett kiultetett,
] felhasznalt regengréns— regengréns— n('iv’ények é(e_tt, kiU’Itetett,
Genotipus Kezelés embridk ok sza_ma/ ok sza_ma/ szam_a/ fertllllsek érett,
hossza . Petri- Petri- Petri- szama/ sterilek
szama -csésze -csésze -csésze Petri- szama
-csésze
0 nap 331 56a 1,2a 3,7a 0,2a 25
Tc3384 1 nap 328 50a l,1a 35a 05a 21
3 nap 331 2,8Db 0,1a 20D 0,4 a 6
0 nap 268 3,8a 19a 34a 0,7a 17
Tcbh-11-3 1 nap 266 2,7 ab 1,0 ab 18D 0,3a 8
3 nap 261 15b 0,3b 15b 0,6 a 4
0 nap 309 8,5a 10a 8,0a 2,2a 45
Tc6/2-9 1 nap 312 8a 05a 7,2a 19a 40
3 nap 314 3,8Db 0,2a 35Db 15a 12
0 nap 322 16,6 a 0,01 a 16,5 a 8,6 a 73
GK Rege 1 nap 321 15,6 a Oa 153 a 7,80 40
3 nap 323 11,1b 0,2a 10,9 b 8,3 ab 22
0 nap 314 5,7a 53a 39a 0,5a 22
Tc5/2-9 1 nap 308 4,1a 3.9b 33a 05a 8
3 nap 321 2,4 b 0,8¢c 1,4b 0,1a 7
SZDgen - - 2,3 1,7 1,8 0,9 -
SZDkez - - 1,6 1,3 1,4 0,7 -
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Az elvégzett kéttényezds varianciaanalizis is egybehangzdan igazolja a fent leirtakat. Az
SzD értékek a legkisebb szignifikdns differenciaértékeket jelentik, amelyet a vizsgalt
paraméterekre kiszdmoltunk kiilon a genotipus (SzDgen) és a kezelés (SzDye,) tényezdk alapjan
is. A megjelend zold hajtasok szdmahoz tartozd SzDgen érték 2,3. Ezt a differencialértéket tobb
esetben is meghaladja a genotipusokhoz tartozd zold regeneransok szama/Petri-csésze értékek
kiilonbsége (foként a GK Rege és Tc6/2-9 esetében), mely egyértelmiien igazolja, hogy a
genotipusokhoz tartozd értékek kozotti eltéréseket szisztematikus hatds okozza. Ugyancsak a
genotipusok kozotti varianciat igazolja az albind regeneransokhoz tartoz6 SzD érték, ahol a GK
Rege ¢és a Tc5/2-9 genotipusok élesen elhatarolodnak téarsaiktol. A maradék két tulajdonsag

SzDgen értékei is megerdsitik a kisérlet genotipus fliggdségét.

4.2. A kolhicinkezelés hatékonysaga

A kromoszéma duplikacid céljabol torténd kezelés a novények fejlédésére gyakorolt
gatld hatdsa mar az els6 héten megfigyelheté volt. Az 5., 6. és 7. dbra mutatja a GK Rege
kontroll, az egynapos kezelés és a haromnapos kezelés ala vetett embridszerii strukturak

fejlodését a tenyésztés inditasatol szamitott hetedik napon.

5. abra: ,,Egyhetes” kontroll, 6. abra: ,,Egyhetes” egy 7. ébra: ,,Egyhetes” harom

azaz kezelés nélkiili GK napig kolhicinnel kezelt napig kolhicinnel kezelt
Rege tenyéeszet GK Rege tenyészet GK Rege tenyészet
(Balogh Vera 2013) (Balogh Vera 2013) (Balogh Vera 2013)

A kisérlet és a kolhicin kezelés hatékonysidganak szazalékos elemzéséhez érdemes a
kovetkezd értékeket vizsgalnunk: zold novény/felhaszndlt embriok szdma x 100;
albinok/felhasznalt embrioszerli strukturdk szama x 100; fertilis egyedek szama/kiiiltetett
novények szama x 100. Ezeket az értékeket a kovetkezé harom grafikon osszesiti (8., 9., 10.
abra).
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A z5ld névény produktum a kolhicin kezelés hatasara illetve a kezelés idGtartamanak
novelésével parhuzamosan csokkend tendenciat mutat (8. dbra). Minden genotipushoz tartozo
szazalékos értékek grafikonja 1épcsdszerti csokkenést mutat a kontrolltél a haromnapos kezelés
felé. Az egynapos kezelés negativ hatasa a Tc3384 (1,6%) és a Tc6/2-9 (1,8%) mintdjanal
érezhetd a legkevésbé, ahol kevesebb mint 2%-0s csokkenést észleltiink a kontrollhoz képest. Ez
az érték a Tc 5/2-9 és a Tc5-11-3 fajtaknal a legmagasabb, 4,8% ¢s 4%. Az in vitro tenyésztési
koriilményeket legjobban toleraldé GK Rege 2,1%-0s visszeseést mutat az egynapos €és 17%-0S
visszaesést mutat a haromnapos kezelés hatdsara. Egyetlen kisérleti genotipusnal sem
tapasztaltunk ilyen mértékii visszaesést a tobbnapos kolhicines kezelésnél. A haromnapos
kihozatalban ismét a Tc3384 a legjobban reagald, ugyanis 16,9%-r61 11,5%-ra csokkent a zold
regeneransok aranya, mely csupan 5,4%-os hanyatls. Ot koveti a Tc 5-11-3 14,2%-r61 5,8%-ra
fogyatkozo, 8,4%-o0s csokkenéssel. A Tc 5/2-9 esetében 10,7%-0s, a Tc6/2-9 genotipus esetében
pedig 15,4%-o0s visszaesést tapasztaltunk.

60 -
Z6ld névény/embrid [%]
50 -
H0Onap
407 W 1nap

30 W3 nap

20

10

GK Rege Tc3384 Te5/2-9 Tc6/2-9 Tc5-11-3

8.abra: Genotipusonként a kezelés id6tartamatol fliggden megjelend zold
névények eléfordulasi szazaléka az embridszerii struktirdkra vonatkoztatva.

A kolhicinnel torténé kezelés az albind novények regeneralasa szempontjabol is
csokkend tendenciat mutat, mely tovabb fokozodott a kezelés idétartamanak ndvekedésével
(9.4bra). Ez aldl csakis a GK Rege eredményei képeznek kivételt, ahol a tobbnapos kezelés
hatéaséara 0,2%-161 0,7 %-ra novekedett az albind hajtasok szazalékos megjelenése a felhasznalt

embridszerl strukturdkra vonatkoztatva. Ezen fajta esetében az albinizmus jelensége kis mértékii
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volt. Az egy napig tartd kezelés mellett a Tc 5-11-3 3,3%-0s (7,1->3,8), a Tc5/2-9 4,2%-0s
(16,9>12,7), a Tc6/2-9 1,3%-o0s (3,4>2,1), a Tc3384 (3,6>3,4) 0,2%-0s csokkenése figyelhetd
meg.

A kisérleti genotipusok mindegyikénél tapasztalhatd a tobbnapos kezelés kiemelkedden
kedvezé hatasa az albind novények szdmanak redukalodasara. Ez a Tc5/2-9 példajan a
leglatvanyosabb, (16,92>2,5) 14,4%-o0s fogyasaval a konroll tenyészetek értékeihez képest. A
haromnapos kezelésnél jelentkezd albind ndvények el6fordulasi hanyadanak csokkenése a
kontrollhoz képest a Tc5-11-3 példajaban 6%, a Tc3384 esetében 3,3% és a Tc6/2-9 esetében
2,1% volt.

18 -
16,87
16 | Albiné/embrid [%)]
14 - W Onap
12,66
172 | H1nap
W 3nap
10 -
8 1 7,09
6 4
4 3,633’35 344 3,76
2,49 2,07

2 A 1,37 1,15

0,240 271 03
0 -

GK Rege Tc3384 Tc5/2-9 Tc6/2-9 Te5-11-3

9.abra: Genotipusonként a kezelés idotartamatol fiiggden fejlodo albind ndvények
el6fordulasi szazaléka az embridszert strukturakra vonatkoztatva.

A fertilitdst annak alapjan hatdroztuk meg, hogy az érett kaldszkak tartalmaztak-e
szemtermést vagy sem. A duplikdcidos agens hatdsat a fertilitas tekintetében, a 10. abra
szemlélteti.

Az egy napos kezelés csak kis mértékli szazalékos eltérést mutat a kezelés nélkiili
tenyészetekhez képest. Nagyobb fertilitasi arany csak a GK Rege (+2,1%), a Tc3384 (+8,9%) és
a Tc5/2-9 (+2,3%) genotipusoknal fordul el6. Ezzel szemben a Tc6/2-9 2,1%-o0s visszaesést, a
Tc5-11-3 pedig 3,9%-o0s csokkenést mutat.
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A tobbnapos kezelés azonban csaknem mindegyik genotipusnal (kivéve Tc 5/2-9) még a
kontroll értéket is meghalado fertilitdst eredményez szazalékos értékben kifejezve. A legtobb
fertilis novényegyeddel a GK Rege rendelkezik, egészen pontosan 117-tel, ami az iiveghazi
ndévények szamanak 72,9%-a, a kezelt embridszerii strukturaknak pedig 27,8%-a. Ot kovetik a
sorban a Tc6/2-9 és a Tc5-11-3 43,5% és 40%-kal.

A Tc3384 genotipusndl is jol megfigyelhetd, hogy az egy napos egyiitttenyésztés 5,4%-

6l 14,3%-ra, azaz csaknem haromszorosara emelte a fertilis novények eldfordulasi szazalékat.

80 - e e
Fertilis/kililtetett [%)]
70 -
mOnap
60 -
H1lnap
50 -
43,48 m3nap
40 -
30 -
20 -
10 -
0 -
GK Rege Tc3384 Tc5/2-9 Tc6/2-9 Tc5-11-3

10.4bra: Genotipusonként a kezelés idOtartamatol fiiggden eldéfordulo fertilis
novényegyedek szdzalékos ardnya az kiiiltetett regeneransok szamara vonatkoztatva.

Ezek az eredmények szdzalékos értékek alapjan sziilettek. A statisztikai adatok alapjan
(2. és 3.Tablazat) a kovetkezOk mondhatok el. A kezelés hatdsira megjelend z6ld hajtdsok
szdmaban az Osszes vizsgalt genotipusndl tapasztalhatd szignifikans eltérés, méghozzd a
haromnapos kezelés soran. Ugyanez a szignifikancia lathat6 a kitiltetésre keriild novények esetén
a haromnapos kezelésnek koszonhetéen. Az egynapos kezelés csakis a Tc5-11-3 genotipus
eredményeit befolyasolta szignifikdnsan. A kezelések szignifikdns hatdsa viszont nem
tapasztalhatd egyértelmiien az albiné és a fertilis ndvény kihozatal szempontjabol. A kolhicines
kezelés az albind novények megjelenésének redukalodasa csak a Tc5/2-9 és Te 5/11-3 genotipus
tenyészeteiben tapasztalhatd, ahol az albinizmus jelensége genotipusukbol adddoan eleve
nagyobb mértékli volt. Az érett fertilis regeneransok el6forduldsi aranya csak szdzalékos
aranyban emelkedett, mivel a kezelés a fertilitast szignifikdnsan nem befolyasolta.
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4.3. A regenerasok genetikai diverzitasa

A genetikai variabilitds vizsgalatira a GK Rege fajta magrol kelt és in vitro
portoktenyészetek inditasaval kapott regeneralt ndvények izolalt DNS-eit hasznaltuk fel. A
mintdk kozott voltak steril és fertilis egyedek (feltételezhetéen haploid és spontan diploid
egyedek).

A mikroszatellit elemzésekhez haszndlt PSA920 UCDI primer esetén ¢éles
fragmentumokat kaptunk a gélen (11.abran fehér keret jelzi).

PSA 920 UCD1

11.4bra: PSA920 UCD1 markerrel végzett PCR eredménye 1%-0s agaroz

gélen (M: molekulatomeg marker; K17: kontroll minta; 18.: haploid minta;

40., 300.: diploid mintak) (A Iényeges informacio a kereten beliil talalhato,
Balogh Vera 2014)

Tobb minta bevonasa, és a Dvorak ¢és mtsai 2006-os publikacioja szerint torténd
optimalizalt paraméterek nem mutattak a vart, az egyedek kozotti nagyfoka polimorfizmusra
utald mintazatot. A vizsgalt mintak esetében (K40., K43., K45., K47.-kontroll; 39.-haploid, 52.,
55., 59., 63., 66., 81.-diploid) minddssze egy fragmentum lathato (12. dbra). Bar a mintdzat
alapjan nem allapithatdé meg egyértelmiien, hogy a kapott savokat egy vagy tobb fregmentum

alkotja. Ehhez DNS fragmentum-analizisre van sziikség.
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PSA 820 UCD1

12.4bra: PSA920 UCD1 markerrel végzett PCR eredménye 1%-0s

agardz gélen (M: molekulatomeg marker; K40., K43., K45., K47.:

kontroll mintdk; 39.: haploid minta; 52., 55., 59., 63., 66., 79., 81.:
diploid mintdk) (Balogh Vera 2014)

Ezt kovetden az SCM (Secale Cereale Microsatellite), rozsspecifikus primerekkel is
végeztiink PCR-t, melyr6l gélfotdo a 13. abran lahato. Kiprobalasra keriiltek az SCM 0019,
SCMO0031, SCM0092, SCM0107, SCM0150, SCM0151 primerparok. A reakciokat a kovetkezo
mintdkon végeztik el: egy kontroll (magrol kelt) (K40.), két haploid (szemtermést nem add

regenerans) (9. és 18.), és két diploid (szemtermést hozo regenerans) (59. és 63.).

SCMO0019 SCMO0031 SCM0092

(_;Y_J_Y—l—1

pepmpmpe LRI T F T Y- !

SCM0107 SCMO0150 SCMO0151

13. abra: SCM0019, SCM0031, SCM0092, SCM0107, SCM0150,
SCMO0151 markerekkel végzett PCR eredménye 1%-o0s agar6z gélen.
(M: molekulatomeg marker; K40.: kontroll minta; 9. és 18.: haploid

minték; 59. és 63.: diploid mintdk) (Balogh Vera 2014)

A reakcid sikeressége az SCMO0031, az SCM0092 és az SCM107 primerek hasznalata
soran a bizonyult a legjobbnak. Az ezekkel a primerekkel felszaporitott PCR termékek hossz-

polimorfizmusa még agardz gélen is lathato, tehat mindenképpen érdemes veliikk SSR allélméret-
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meghatarozast végezni. Ezeket a vizsgalatokat is elkezdtiik: elsé Iépésben a magrol kelt GK
Rege novények koziil valasztottunk ki 6tot és az SCM0107-es primerrel megismételtiik a PCR-t.
Az amplifikaciot kovetden a termékeket 2%-0S agardz gélen, Kisebb mértékii egyenaram

alkalmazasa mellett elvalasztva 2-3-4 fragmentumot is kaptunk (14. 4bra).

14. abra: SCMO0107 markerekkel végzett PCR eredménye 2%-0S
agardz gélen. (M: molekulatomeg marker; K8., K12., K13., K15.,
K40.: kontroll mintak) (Balogh Vera 2014)

Bar elméletileg a genomosszetétel alapjan a lokusz heterozigdtasdga esetén 6 allél
megjelenése is elképzelhetd (Kiss 2005, Kiss 2014), tovabbi vizsgalatokat terveziink annak a

bizonyitasara, hogy a gélen megjelent fragmentumok valoban az SCMO0107 primerpar termékei.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

5.1. Az androgenetikus folyamatok genotipus fiiggosége

Az androgenetikus folyamatok genotipus fliggdségének bizonyitasara a kolhicinnel nem
kezelt tenyészetek eredményei szolgalnak. Az, hogy a vizsgaltak koziil melyik genotipus reagalt
a legjobban az androgenetikus folyamatokra, mar a regeneraldsi id0szak elején szemmel lathato
volt. A leghamarabb a GK Rege tenyészeteiben jelentek meg az embridoszerti strukturak, a
nemesitési alapanyagok koziil a Tc6/2-9-nek volt kiemelked6 a valaszado képessége.

A regenerald taptalajon megjelend a felhasznalt embridszerii struktirakra vonatkoztatott
z0ld hajtasok szamat tekintve szintén a GK Rege rendelkezik a legnagyobb értékkel. A
megjelend zold hajtasok mennyisége a felhasznalt embridszerti strukturdk 51,6%-a, mely tobb
mint 6tszor nagyobb az Arzani & Darvey 2001-ben publikalt 10%-os eredményénél. Ot koveti, a
maga 26,9%-os értékével a Tc6/2-9 genotipus.

A megjelend albindk szama a felhasznalt embridkra vonatkoztatva a kovetkezo
szazalékos értékeket adja novekvé sorrendben: GK Rege 0,3%, Tc6/2-9 3,2%, Tc3384 3,6%,
Tc5-11-3 7,1%, és Tc5/2-9 16,9%. Lathatjuk, hogy ebbdl a szempontbol is a nemesitési
alapanyagok koziil a Tc6/2-9 valaszadd képessége bizonyult a legjobbnak.

A regeneralo taptalaj hatékonysagat illetve a genotipus jo valaszadd képességét tiikkrozi a
kiiiltetésre alkalmas zold regeneransok szama. A legnagyobb elhullas a Tc3384 esetében volt
tapasztalhatd (33,9%-0s), ahol 56 z6ld regeneransbol, csupan 37-t tudtunk kiiiltetni. Mig a
legkisebb veszteség szintén - a fentiek alapjan is - legjobbnak mondhato genotipus a GK Rege
rendelkezett (kevesebb, mint 1%). Masodikként a Tc6/2-9 all 3,6%-os, harmadikként a Tc5-11-3
all 10,5%-os veszteséggel. A Tc5/2-9 esetében pedig 39 kiiiltethetd regeneranssal 31,6%-0s
veszteséget tapasztaltunk.

A kovetkezd, és egyben rendkiviil fontos tulajdonsdg a tenyésztés sikeressége ¢€s a
késdbbi nemesitési programokban torténd felhasznalhatdsdga szempontjabol a mar kiiiltetett,
érett és fertilis regeneransok szama. A fertilis ndvények szama a GK Rege fajta esetében volt a
legnagyobb. Ot koveti a sorban a Tc6/2-9 genotipus 22 szemtermést adé novényegyeddel. Mivel
a tenyésztési paraméterek azonosak voltak mindegyik minta esetében, a kapott, rendkiviil

divergens szazalékos értékek is azt bizonyitjak, hogy az in vitro embriogenezis folyamatanak
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korlatozo tényezoi koziil a genotipus igen jelentds. Tovabba igazolddott az, hogy a tritikalé faj
esetében megoldottnak tekinthetd az in vitro portoktenyésztés modszere.

A vizsgalt 6t szempont mindegyike alapjan a GK Rege bizonyult a legjobb valaszadonak
a portoktenyésztés folyamataban. Négy tulajdonsag alapjan - melyek a megjelend embridszerti
strukturak szama, a megjelend zold és albind hajtasok ardnya és a fertilis regeneransok aranya - ,

a masodik legpozitivabb kihozatallal a Tc6/2-9 genotipus rendelkezik.

5.2. A kolhicinkezelés hatékonysaga

Az eredmények alapjan a kolhicinnel torténd kezelés és a kezelés idOtartamanak ndvelése
mellett a z61d regeneransok szama kivétel nélkiil mindegyik genotipusnal csokkent. Ennek oka,
hogy mar a minddssze egy napos kezelés is olyan mértékli toxicitast gyakorolt a fejlodo
embrioszer strukturakra, hogy azok csokkent mértékli novekedését okozta. Ez a megallapitas
fedi az Arzani és Darvey (2001) kijelentését, miszerint az egysejtes allapotot érinté nagymeértékii
toxikus hatds, noveli a mikrospérak €s az embridszerli strukturak mortalitasi aranyat. Ez a
visszaesés a kezelés idotartamanak csokkentése mellett, esetleg a tapkozeghez hozziadott
kolhicin koncentraciéjanak csokkenésével keriilhetd el. A szazalékos értékek alapjan
elmondhat6, hogy az egynapos kezelést legjobban toleralok a Tc3384 és a Tc6/2-9, a legkevésbé
pedig a Tc 5/2-9 és a Tc5-11-3 genotipusok. A haromnapos kolhicinkezelés tekintetében ismét a
Tc3384 a legjobban reagald. Ot koveti a Tc5-11-3 genotipus. Az in vitro androgenetikus
folyamatokra legjobban reagald genotipusok - a GK Rege és a Tc6/2-9 — rendelkeznek a
legnagyobb mértékii visszaeséssel a haromnapos kezelés hatasara, az Osszes tesztelt genotipus
koziil. Ezekben az esetekben az embrioidok tul hosszu ideig voltak a kolhicin nekrotikus hatasa
alatt, mely kovetkeztében sok sejt elpusztult. A statisztikai eredmények alapjan a kolhicin a zold
regeneransok mennyiségét a haromnapos kezelés soran befolyéasolta szignifikdnsan az Osszes
vizsgalt genotipus esetében.

A nemesitési alapanyagokndl az tapasztalhatd, hogy a kolhicinnel torténd kezelés az
albind novények mennyiségét csokkentette akarcsak a zoldekét, mely hatas tovabb fokozodott a
kezelés idOtartamanak novekedésével. Ez megegyezik Redha (1998) és munkatarsai altal
kozoltekkel, miszerint a kolhicinnel t6rténd kezelés hatasara buza in vitro portoktenyészeteiben
csokkent az albin6 regenerdnsok szdma (Redha et al 1998). A variancianalizis eredménye szerint
viszont a kezelés szignifikdnsan nem befolyasolta szamottevéen az albind produktumot (csak a

Tc5/2-9 genotipus paldajaban).
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Az egynapos kolhicinkezelés a szazalékos értékek alapjan csak a GK Rege, a Tc3384 és a
Tc5/2-9 genotipusoknal ndvelte a fertilis novények gyakorisagat a kiiiltetett regeneransokra
vonatkoztatva. A harom napos kezelés szinte egybehangzoan, és kiugréan nagyobb értékekkel
rendelkezik mind a kontrollhoz, mind az egy napos kezeléshez képest. Az érett regeneransok
tekintetében a fertilis egyedek eldforduldsi aranya szézalékosan fokozodott ugyan a duplikacios
agens jelenléte mellett, azonban a kiilonbség nem volt szignifikans. Megfigyeléseink indokoljak
a kisérleti feltételek modositasa mellett a kisérletek folytatasat, hogy a kezelés hatésara a fertilis

ndvények mennyisége abszolut értékben is emelkedjen.

5.3. A regeneransok genetikai diverzitasa

Dvorak és mtsai (2006) tetra- és hexaploid buzafajtakon PSA920 UCD1 primerrel végzett
amplifikéacios reakciotermékek mindegyike vagy 426 bp vagy 146 bp nagysagl fragmentumokat
eredményezett —haplotipusuktol fliggden. Az altaluk kozolt reakcidparaméterek beallitasaval a
reakcid hatékonysaga a kezdetihez képest javult (Dvorak et al. 2006). Ezzel egyidében a reakciot
harom eltéré koncentracioju templat mellett is elvégeztiik. Az eredmények alapjan (mintazat
szerint) a reakcid a nagyobb koncentracidban jelen 1évé DNS mennyiséget igényli (20 pg/ml).
Tobb minta bevondsaval azonban nem kaptunk heterogenitasra egyértelmiien utaldé polimorf
képet, a probalt mintdk mindegyike esetében minddssze egy fragmentum lathaté a gélfoton
(~426 bp). Tovabbi, a savok tartomanyaban nagyobb felbontést biztositd elvalasztast alkalmazva
pontosabb eredmények kaphatok az allélméretekre vonatkozoan.

Az SCM (Secale Cereale Microsatellite) markerek kivaloan alkalmasak kiilonféle
rozsfajtak genetikai diverzitasdnak megadasa alapan azok filogenetikai kapcsolatuk tisztazasara.
Osszesen 184 SCM marker keriilt kifejlesztésre (Shang et al. 2006). A kisérletiink soran az
SCMO0019, SCMO0031, SCM0092, SCMO0107, SCM0150, SCMO0151 primerparok keriiltek
kiprobalasra. A PCR termékek elvilasztdsa soran kapott mintdzatok alapjan az SCMO0031,
SCMO0092 ¢és az SCMO0107 primerekkel végzett reakciok nagy valdszinliséggel alkalmasak
tritikalé genomelemzésre. Az eldzetes eredmények alapjan a DNS fragmentum analizisre
javasoljuk a fenti emlitett harom rozsprimert az allélméretek pontos meghatarozasa céljabol. Az
agar6z gélen is megfigyelhetd allélvariansok eléfordulasa miatt ezeket a lokuszokat az in vitro
portoktenyészetekbdl regeneralhatdé novényekre jellemzé egyedek kozotti genomi szintll

diverzitds maghatarozasara alkamasnak tartjuk.
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6. Osszefoglalas

Az in vitro inditott portoktenyészetekben indukalt embriogenezis folyamatanak genotipus
fliggdségét eredményeink sikerrel bizonyitjak. A vizsgalt GK Rege fajta messze felillmulta
tarsait. A vizsgalt nemesitési alapanyagok koziil tobb szempontbol is a Tc6/2-9 genotipus
rendelkezett a legjobb valaszadd képességgel a portoktenyészet inditasa tekintetében.

A kolhicinnel torténd kezelés a zold regeneransok valamint a kiiiltetett novények
mennyiségére vonatkozd hatdsat a kapott szdzalékos értékek €s a varancianalizis is egyértelmiien
igazolja. A kezelés fertilitasra gyakorolt pozitiv hatasanak fokozésa illetve a megjelend albind
novények csokkent mennyiségli eldfordulasa érdekében viszont a kisérleti feltételek tovabbi
modositasokat igényelnek. A kisérletbdl szarmazo6 fertilis ndovények a Gabonakutaté Kft.
nemesitési programjanak értékes részét képezik. Kiilonosen fontosak egy olyan gabona faj
esetében, mely 10-15%-0s idegentermékenyiilésre hajlamos. A Kezelés x Genotipus
kolcsonhatas szignifikans hatasa a regeneralt albind névények esetében észreveheto.

A molekularis vizsgéalatok soran bizonyitottuk, hogy a rozsspecifikus mikroszatellit
primerek alkalmasak lehetnek tritikdlé fajon torténé PCR amplifikdciohoz. Az azonos
genotipusok utodai kozotti genetikai diverzitds is valdszintsithetéen kimutathato, fliggetlentil
azok in vivo vagy in vitro koriilmények kozott torténd létrejottétél. A tovabbiakban, a kapott
eredmények alapjan, az allélméretek pontosabb meghatarozdsa céljabol javasoljuk a

fragmentumok méretének pontos analizisét.
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