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Bevezetés

Kalaszos gabonafajok nemesitésében a hagyomanyos keresztezésen alapuld nemesitési
modszerek a mai napig vezetd szerepet toltenck be. A modern biotechnoldgiai eljarasok nem
helyettesitik, hanem kiegészitik azokat. A klasszikus nemesitési mddszerek és a modern
biotechnologiai eszk6zok szimbidzisa kivald lehetdségeket biztosit a versenyképes fajtak és
hibridek eldallitasara, ahogy ez tobb nemzetkozileg is ismert nemesitéhaznal mar lathatd. E
modszerek k6zé soroljuk az in vitro androgenezisen alapul6 portoktenyésztés (AC) és izolalt
mikrospora tenyésztés (IMC) modszerét. Az in vitro androgenezis indukcidja soran a
mikrosporak gametofitikus fejlédésmenete stressz elékezelés hatasara sporofitikus utra
programozhato at, majd az indukciot kovetden embrioszera strukturak (ELS) allithatok eld, és
z6ld novénykék regeneralhatok a mikrosporakbol. fgy genetikailag homozigota kettdzott
haploid vagy doubled haploid (DH) ndvényeket kapunk AC-ben és IMC-ben a haploid
kromoszoma készlet spontan vagy indukalt mdédon torténd megduplazésat kovetden.

Az in vitro androgenezis modszerei szamos elénnyel jarnak gazdasagi novényeink
kutatasaban és nemesitésében. A legfontosabb elény, hogy homozigéta térzsek hozhatok 1étre
egy generacio alatt, mig hagyomanyos modon, ontermékenyitéssel akar 6-8 generaciora is
szilkség van. Igy a DH vonalak és torzsek eldallitisa jo lehetdséget kinal a hibrid és a
fajtael6allitd nemesitési programok szamara.

A DH novényeldallitdsi moddszerek kivaldan felhasznalhatéak alkalmazott kutatdsi
programokban. Az in vitro AC moddszere hatékonyan kombinalhaté mas biotechnologiai
eljarasokkal, igymint marker tamogatta szelekcioé (MAS), mennyiségi tulajdonsag lokuszainak
(QTL) vizsgalata, genetikai transzformacio stb. Tovabba alkalmas mutaciok, recessziv allélek
homozigodta formaban torténé rogzitésére, hogy azok fenotipusos hatasa gyorsan vizsgalhatova
valjon. Ez a széles metodikai eszkoztar a nemesités altal kitlizott célok gyorsabb és hatékonyabb
elérését szolgalja (Chauhan és Khurana 2011, Wessels és Botes 2014, Ren és mtsai. 2017, Song
és mtsai. 2017, Bilichak és mtsai. 2020). Erthetd, hogy vildgszerte szamos ndvénynemesité cég
¢s akadémiail kutatointézet évtizedek ota foglalkozik a DH ndvényeldallitdsi modszerek
kidolgozésaval és folyamatos fejlesztésével. A DH novényeldallitasi modszerek arpa és repce
esetében mar széleskoriien alkalmazott rutin eljarasok, mig Triticum fajok esetében arnyaltabb
a modszerek felhasznaldsanak megitélése.

Tobb kutatocsoport is sikeresen alkalmazta mar az in vitro AC moddszerét kenyérbiiza
(Triticum aestivum L.) fajtaclfallitd nemesités soran (Thomas és mtsai. 2003, Tuvesson és
mtsai. 2021, Broughton és mtsai. 2020, Weyen 2021), tobb mint 250 regisztralt kenyérbtiza DH
fajta ismert a vildgon (Devaux és Cistue 2016). Mindezen igéretes eredmények ellenére maig
beszamolnak meghatarozd kutatocsoportok a kozonséges btiza in vitro androgenezis
modszereinek (AC és IMC) sziik keresztmetszeteirdl, igymint genotipusfiiggéség, albinizmus
vagy alacsony novényregeneracios hatékonysag (Li és mtsai. 2013, Wessels és Botes 2014,
Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2016, Orlowska és mtsai. 2020). Tonkdlybuza
(Triticum spelta L.) és alakor (Triticum monococcum L.) fajok esetében pedig alig talalni
publikalt adatot a médszerekrdl. Igy a DH novényeldallitisi modszerek (AC és IMC) és a
hozzajuk kapcsolodd nemesitési eljarasok a mai napig folyamatos fejlesztést igényelnek
Triticum fajokban a versenyképesség fenntartasa érdekében.

1. Kutatasi célkitiizések:

1.1. Az in vitro portoktenyésztés vizsgalata kozonséges buza (Triticum aestivum L.)
keresztezési kombinacidiban



e A genotipus, tapkdzeg (P4mf, W14mf) és genotipusxtapkozeg kolcsonhatas vizsgalata
az in vitro androgenezis paramétereire (ELS, zold és albind novénykék, kiiiltetett
novénykék szama) tiz kozonséges buza Fi Kkeresztezési kombinacio in vitro
portoktenyészetében.

o Evjarat, genotipus, évjaratxgenotipus hatasanak (ELS-k, regeneralt novénykék, zold és
albind novénykék szama) tesztelése in vitro portoktenyészetben nemzetkézi kontroll
genotipusokkal (’Svilena’ — kivald vélaszadd képességli és ’Berengar’ — gyenge
valaszado képességli genotipus).

e Az in vitro portoktenyésztés hatékonysaganak vizsgalata széles nemzetk6zi genotipus
hattérrel (93 német és francia F1 keresztezési kombinacio).

1.2. In vitro portoktenyésztés felhasznalasa kozonséges buza (Triticum aestivum L.)

nemesitésében

e Az in vitro portoktenyésztés alkalmazasa kozonséges buza fajtacloallitdé nemesitése
soran, szelektalt DH buzatorzsek vizsgalata orszagos kisérletben (NEBIH),
fajtaeldallitas.

1.3. In vitro androgenezis indukciéja tonkolybuzaban

e Androgenezis indukcidja tonkolybtiza in vitro AC-ben, a genotipus, el6kezelés és
genotipusxeldkezelés hatdsanak vizsgalata.

e Androgenezis indukcidja tonkdlybuza in vitro IMC-ben (dajkatenyésztés, exogén
hormonkiegészités és genotipus hatasa).

1.4. In vitro portoktenyésztés alkalmazasa tonkolybiiza nemesitésben

e In vitro portoktenyésztés vizsgalata tonkolybuza teljes diallél populacioval és Fi
keresztezési kombinaciokkal.

o Eldallitott tonkdlybuza DH torzsek jellemzése kétéves tenyészkerti kisérletben.

1.5. Androgenezis indukcioja alakor (Triticum monococcum L.) fajban

e Androgenezis indukcidja Triticum monococcum L. in vitro portoktenyészetben.

o Elokezelések hatasanak vizsgalata az in vitro androgenezis indukcidjara Triticum
monococcum L. genotipusok portoktenyészetében.

e Genotipushatas vizsgalata Triticum monococcum L. in vitro portoktenyészetben.

2. Anyagok és modszerek
2.1.  Donor novények és felnevelési koriilmények

2.1.1. Donor novények felnevelése iiveghazi koriilmények kozott

A kivalasztott donor genotipusokat tiveghazi koriilmények kozott vetettiik el, és csirdzas utan
6-8 hétig vernalizéltuk 2-4°C-on folytonos megvilagitis (30 pmolxm?xs?) mellett. A
vernalizacids periddust kovetéen a donor novényeket 2 l-es milanyag tenyészedényekbe
palantaztuk ki, melyek homok ¢és tézeg 1 : 1 ardnyu keverékét tartalmaztak. Kéthetente egy
alkalommal tapoldatoztuk Volldiinger miitragya felhasznaldsaval (N : P : K: Mg=14:7:21
: 1, és 1% microelemek: B, Cu, Fe, Mn és Zn; Magyar Kwizda Ltd., Budapest, Magyarorszag).
A donor novények szamara 20/15°C (nappal/éjjel) hdmérsékletet biztositottunk, a természetes
fényviszonyokon kiviil 1-3 6ras mesterséges potvilagitast alkalmaztunk a kora reggeli 6rakban.
A ndvényapolasi munkak soran fungicides (Prosaro és Folicure — Bayer Hungaria Kft.,
Budapest, Magyarorszag) és inszekticides (Lannate — DuPont Magyarorszag Kft., Budaors és
Actara —Syngenta Seeds Kft., Budapest, Magyarorszag) kezelést alkalmaztunk sziikség szerint.
A gyomokat manualisan tavolitottuk el.

Alkalmazott genotipusok:

- Két indukcios tapkozeg (W14mf és P4mf) Osszehasonlitdsa sordn 10 kozdnséges buza
(Triticum aestivum L.) F1 keresztezési kombinaciot (’Hyland/Békés’, ’Brillant/Bani’,
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"Tacitus/5003°, ’Komarom/Bani’, ’Midas/Békés’, ’Midas/Csillag’, ’Midas/Goncol’,
"Pegassos/Csillag’, *Xiao Yan/Bani’ és *Capo/Ko6rds’) hasznaltunk donor genotipusként.

- Toénkolybtiza in vitro androgenezis (AC és IMC) indukcios kisérletek soran a donor
genotipusokat szintén iiveghazi koriilmények kozott neveltiik fel. Négy tonkolybuza fajtat (‘GK
Fehér’, ‘Mv Martongold’, ‘Franckenkorn’ és ‘Oberkulmer Rotkorn’) hasznaltunk. A négy
tonkolybtiza Fi1 keresztezési kombinaciot teszteltiink in vitro AC-i kisérleteink soran
(‘RCAT056296°//’GK Fehér’/’Franckenkorn’, ‘RCATO058694°/°’GK Fehér’,
‘Aus’/’RCATO058694°, ‘Aus’/’Lajta’, ‘Aus’/’GK  Fehér’, ‘Aus’/ ‘RCAT056296’,
‘Aus’/’Martongold’, ‘Aus’/’Bartucz’, ‘Aus’/’Oberkulmer Rotkorn’, ‘RCAT060960°//’GK
Fehér’/’Franckenkorn’). Az Fi1 Keresztezési kombinaciok sziiléi kozott elismert fajtak
(‘Franckenkorn’, ‘GK Fehér’, ‘Lajta’, ‘Martongold’, ‘Oberkulmer Rotkorn’), elérehaladott
nemesitett torzsek (‘Aus’, ‘Bartucz’) €s a hazai nemzeti génbankbol (Nemzeti Biodiverzitas- és
Génmegdrzési Kozpont, Tapioszele) szarmazd genotipusok (CRCAT056296°, 'RCAT058694°,
"RCAT060960’) szerepeltek.

2.1.2. Donor novények felnevelése tenyészkerti koriilmények kozott

A donor genotipusokat oktoberben vetettiik el tenyészkertiinkben (Gabonakutatd6 Nonprofit

Kozhaszntt  Kft,, Szeged), felnevelésikkre a hazdnkban hagyomanyos kalaszos

termesztéstechnolégiat alkalmaztuk. Osszel NPK alaptragyazast (nitrogén : foszfor : kalium -

1:1:1; 12 g/m?, majd aprilis hénap kdzepén tovabbi tapanyag utanpotlast (18 g/m?

ammonium-nitrat) végeztiink. A donor ndvényeket preventiven kétszer vegyszeresen (Talstar

¢s Bulldock) védtiik. A gyomokat vetés eldtt mechanikai kezeléssel gyéritettiik, vegetacios
idében vegyszeres (Pointer star) és manualis gyomirtast alkalmaztunk.

Alkalmazott genotipusok:

- Kenyérbaza (Triticum aestivum L.) in vitro AC modszeriinket tobb nyugat-eurdpai
nemesitési program bevonasaval teszteltiikk (93 F1 Keresztezési kombinacid) két egymast
kovetd évben (2010 és 2011). 2010-ben az F1 keresztezési kombinaciokat (harminckettd) a
Saaten- Union Biotec GmbH — SU BIO (6t kombinacio), a Strube Research GmbH & Co.
KG — STR (husz kombinacio), a Saaten-Union Recherche SAS — SUR (négy kombinacio)
¢s a W. von Borris-Eckendorf GmbH & Co. KG — BE (harom kombinacid) biztositotta a
kisérletekhez. 2011-ben hatvanegy Fi keresztezési kombinacid valaszadd képességét
vizsgaltuk a Deutsche Saatveredelung AG — DSV (tizennyolc kombinacio), Saaten-Union
Recherche SAS — SUR (huszonegy kombinacid), Strube Research GmbH & Co. KG — STR
(tizen6t kombinacid) és a W. von Borris-Eckendorf GmbH & Co. KG — BE (hét
kombinacio) nemesitési programok bevonasaval. Kontrollként a nemzetkdzileg ismert jo
valaszadd képességli *Svilena” és a gyenge valaszado képességii *Berengar’ genotipusokat
hasznaltuk.

- Két 6szi alakor (Triticum monococcum L.) genotipust (‘G7026’ és ‘G7176”) alkalmaztunk
in vitro androgenezis indukcios kisérleteink fejlesztése soran. A tesztelt genotipusok sajat
génbankunkbol szarmaztak (Gabonakutatd Nonprofit Kézhasznt Kft., Szeged).

2.2. Donor alapanyagok begytijtése és elokezelése

A donor alapanyagok hajtasainak begylijtését a mikrospérak idedlis fejlettségi allapotaban
végeztik el. In vitro AC kisérleteink soran a begyiijtott alapanyag korai és kozépséd
egysejtmagvas vakuolumos allapoti mikrosporakat tartalmazott, mig IMC esetében a hajtasok
kalaszaiban a mikrosporak kései egysejtmagvavas és korai kétsejtmagvas vakuolumos
allapotuak voltak. A mikrosporak fejlettségi allapotat Olympus CK-2 invert mikroszkoppal
(Olympus, Southend-on-Sea, Anglia) ellendriztiik.



A begylijtott donor hajtasokat 200 ml csapvizet tartalmazd Erlenmeyer lombikba
helyeztiik, és attetsz6 PVC folidval takartuk le a magas paratartalom megoOrzése érdekében,
majd hideg elékezelést alkalmaztunk (2-4°C, 10-14 nap). A szalkas genotipusoknal a szalkakat
olloval eltavolitottuk. A négy tonkdlybuza genotipus (‘Franckenkorn’, ‘GK Fehér’, ‘Lajta’,
‘Martongold’, ‘Oberkulmer Rotkorn’) esetében a 12 napos hideg elékezelés hatasat in vitro
AC-ben teszteltiik.

Az idealis mikrosporakat tartalmazé elokezelt kalaszokat fertétlenitettiik 20 percig
razoasztalon (300 ml 2% -os natrium hipoklorit oldatban és 2 csepp Tween 80). A donor
kalaszokat laminaris boksz alatt steril desztillalt vizzel (Millipore Elix 5) haromszor 6blitettiik.

2.2.1. Kiilonbozo elékezelések hatasanak vizsgalata alakor (Triticum monococcum L.)

genotipusok in vitro androgenezisének (AC) indukciéja soran
Ot kiilonbozd eldkezelést alkalmaztunk, hogy dsszehasonlitsuk hatdsukat alakor genotipusok
in vitro AC-ben. Az els6 el6kezelés esetében éheztetést alkamaztunk (Cistué és mtsai. 2003), a
begylijtott sterilezett kaldszaibol portokokat (100 portok/Petri csésze) izolaltunk eldkezeld
kozeget (0.7 M mannit + 40mM CaCl>x2H20 + 0,8% alacsony olvadaspontu agardz) tartalmazo
60 mm-es atmérdji liveg Petri csészébe (100 portok/Petri csésze), €s 4 napig 24 °C-on sotét
termosztatban tartottuk. A Kkettes el6kezelés soran a steril kalaszokat 2 csepp csapvizet
tartalmazo tliveg Petri csészébe helyeztiik, és 4 °C-on 5 napig sotétben taroltuk. A kovetkezd 3
kezelés esetében (harmas, négyes és 6tds elokezelés), a donor hajtasokat a fennti protokoll
szerint 2-4 °C-on hideg eldkezeltiikk. Harmas eldkezelés soran a donor hajtasokat 9 napig 4 °C-
on hideg el6kezeltiik, majd a hajtasok steril kalaszait tovabbi 4 napig hideg (4 °C) el6kezeltiik.
A négyes elokezelés esetében a donor hajtasok csak 14 napos hideg elékezelést kaptak, mig az
Otos elékezelés soran a négyes elékezelés 1épését in vitro AC-ben alkalmazott 3 napos hésokk
(32 °C) kezeléssel egészitettiik ki.

2.2.2. Portokok elékezelése tonkolybtiza IMC-hez

Tonkolybuza in vitro IMC kisérleteink soran a donor hajtasok kéthetes hideg el6kezelését (2.2.
pont szerint) kovetéen ¢heztetést alkalmaztunk. A steril kalaszokbdl portokokat (100
portok/Petri csésze) izolaltunk 60 mm-es miianyag Petri csészékbe (Sarstedt Ltd., Newton, MA,
USA), melyek 54,66 g/l (0,3 M) mannit oldatot tartalmaztak 200 mg/I cefotaxime antibiotikum
kiegészitéssel. A tenyészeteket 32°C-on 3 napig inkubaltuk sotét termosztatban.

2.3. Portokok izolalasa és in vitro AC inditisa

Kozonséges bliza és tonkolybluza donor genotipusok portokjait in vitro koriilmények kozott
izolaltuk 90 mm atmérdjt tiveg Petri csészékbe (200 portok/Petri csésze), melyek 12-15 ml
indukciods tapkozeget tartalmaztak. Indukcios tapkozegként a W14mf tapkozeget alkalmaztuk
kisérleteink soran. A tonkolybuza F1 kombinaciok (diallél kisérlet és 10 F1 kombinacid)
esetében 300 portok/Petri csésze denzitassal dolgoztunk. Tiz kozonséges buza Fi keresztezési
kombinacioval a W14mf (Ouyang és mtsai. 1989, Lantos és mtsai. 2013) és P4mf (Ouyang és
mtsai 1973, Pauk és mtsai. 2003) indukcids tapkozegek hatasat vizsgaltuk. Az in vitro AC-ket
3 napig 32°C-on, majd 28°C-on tenyésztettiik sotét termosztatban 8-10 hétig, amig ELS-ek
fejlodését figyeltiik meg a tenyészetekben.

Alakor (Triticum monococcum L.) in vitro AC kisérleteinkben 5 ml W14mf tapoldatot
tartalmazé 60 mm atmérdji iiveg Petri csészékbe izolaltuk a portokokat (100 portok/Petri
csésze). A kisérlet soran a fent emlitett kiillonbozo eldkezeléseket kdvetden a tenyészeteket 8
hétig 28°C-on sotét termosztatban tartottuk.



2.4. Tonkolybtza mikrosporak izolalasa és tenyésztése

Tonkolybuza in vitro IMC kisérleteinket négy tonkdlybuza genotipussal ("GK Fehér’, *Mv
Martongold’, ’Franckenkorn’ és *Oberkulmer Rotkorn’) végeztiikk el. A mikrosporakat az
elokezelt portokokbodl gradiens centrifugalassal izolaltuk (Pauk és mtsai. 2000).

Az izolalt mikrosporakat 35 mm atmérdjii miianyag Petri csészékben tenyésztettiik
(Sarstedt, Budapest, Magyarorszag), amely 1,5 ml tenyészté tapoldatot tartalmazott. A W14mi
tenyészt0 tapoldat, a W14 alaptapoldat (Ouyang és mtsai. 1989) fejlesztett valtozata, melyet
hormon kiegészitéssel (W14mi) és hormonmentes (W14mi-0) valtozatban alkalmaztunk
(Lantos és mtsai. 2018). A tenyészt6 tapoldatokat sterilen sziirtiik. Az IMC denzitasat 3-3,5 x
10* mikrospéra/ml siirtiségre allitottuk be Biirker kamra és Olympus CK-2 invert mikroszkop
alkalmazaséval. A tenyészetekhez 200 mg/l cefotaxime antibiotikumot adtunk.

Az ovariumos dajkatenyésztés hatasat vizsgaltuk tonkolybuza genotipusok in vitro IMC-
ben. A ‘GK Fehér’ fajta kaldszait 2 nappal viragzas elott begytijtottiik. Steril kalaszokbol tiz-
tiz ovariumot helyeztiink minden frissen izolalt IMC-be. A tenyészeteket 8 hétig 28°C-on sotét
termosztatban tartottuk. A mikrosporak osztodasat, soksejtes struktarak és ELS-k fejlédését
mikroszkop segitségével nyomon kovettiik (Olympus CK-2 invert mikroszkop).

2.5. Novényregeneralas in vitro AC-ben és IMC-ben fejlédott ELS-ekbdl

Az in vitro androgenezis indukcidjat kovetden a negyedik hétt6l kezdve a tenyészetekben (AC
¢s IMC) fejlodott ELS-k szabad szemmel is megfigyelhetévé valtak. Az 1-2 mm méreti ELS-
ket hetente egyszer az in vitro AC-kbdl és IMC-kbdl athelyeztiik 90 mm atmérdji mianyag
Petri csészékbe (Sarstedt, Newton, MA, USA), melyek 190-2Cu regeneralo taptalajt
tartalmaztak (Pauk és mtsai. 2003). Megkozelitéleg 30-50 ELS-t helyeztiink egy regenerald
taptalajra, ahol z6ld és albind novénykéket regeneraltunk a struktirakbol két-harom héten beliil.
Az albind novénykéket megszamoltuk és eldobtuk, mig a 20-30 mm hosszi levelekkel
rendelkezd z6ld ndvénykéket gydkeresitd taptalajra helyeztiik at.

A z61d novénykék in vitro gyokeresitése 190-2Cu taptalajon tortént kzonséges buza és
alakor genotipusok esetében, mig tonkolybuza genotipusoknal a 190-3Cu regeneralo taptalajt
alkalmaztuk (Lantos és mtsai. 2018). A regeneralt zold novénykéket egyedenként elkiilonitve
iivegesovekben gyokeresitettiik. Harom hét utan a jol fejlett zold novénykéket kivalogattuk
iiveghazi kiiiltetéshez.

2.6. In vitro regeneralt zold novénykék iiveghazi akklimatizacidja és felnevelése
A jol fejlett gyokeérrel és hajtassal rendelkezd zold novénykéket 66 fér6helyes ndvényneveld
talcaba iiltettiik ki, mely tézeg és homok 1 : 1 aranyt keverékét tartalmazta. Kiiiltetés utan a
novénykéket csapvizzel bedntoztik, és letakartuk attetszé PVC folidval a magas paratartalom
megtartasa érdekében. Az akklimatizacios periddus végén (3-5 nap) a takarast eltavolitottuk.
Az akklimatizalt ndvénykék évszaktol, kisérlettdl fliggden szantofoldi (Osszel) vagy
tiveghazi (év egyéb szakaban) koriilmények kozott Keriiltek felnevelésre. A 93 nyugat-europai
F1 keresztezési kombinaciobol szarmazo ndvénykék felnevelése a partner intézeteknél tortént.
Kozonséges buza keresztezési (10 F1 Keresztezési kombinacio) programbol szarmazo
DHo novénykéket, a négy tonkdlybliza fajta és diallél keresztezésébdl szdrmazé DHo
novénykéket, valamint az alakor DHo névénykét iiveghdzi koriilmények k6zott neveltiik fel a
fent emlitett (2.1.1. szerint) ndvénynevelési koriilmények kozott. A fertilis ndvényekrol
(spontéan diploid) a szemtermést betakaritottuk, a spontdn kromoszoma duplikacio szazalékos
értékét a szemtermés alapjan allapitottuk meg.



2.7. Akklimatizalt novénykék felnevelése tenyészkerti koriilmények kozott

A tiz tonkolybuza F1 keresztezési kombinaciobol szarmazo DHo novénykéket tenyészkerti
koriilmények kozott neveltiik fel (Szeged, Kecskéstelep). Az iiveghazban akklimatizalt
novénykéket oktober honap végén palantaztuk ki DH tenyészkertiinkbe, egy alkalommal
kelesztd Ontozést biztositottunk a gyokeresedés megindulasdnak eldsegitése érdekében. A
novénykék felnevelése soran a fent emlitett (2.1.1 szerint) tenyészkerti novénynevelési
koriilményeket alkalmaztuk. A spontan diploid novényekrdl a szemtermést betakaritottuk, a
spontan kromoszoma duplikacié szézalékos értékét a szemtermés alapjan allapitottuk meg a
szant6foldi koriilményekhez alkalmazkodott ndvények szamahoz viszonyitva.

2.8. Tonkolybuza DH torzsek tenyészKkerti vizsgalata

Elékisérletiinkben a ‘Tonkoly.pop1’ elérehaladott nemesitett torzs (advanced line) in vitro AC-
bol DH torzseket allitottunk elé. A DHi generaciot kovetden, 7 DH torzset valasztottunk ki
fenotipusos adataik alapjan, melyeket tonkolybiiza tenyészkertben hasonlitottunk dssze 40 m?-
es parcellakon az eredeti kontroll torzzsel (‘Tonkoly.popl’) két egymast kovetd évben
(2017/2018 és 2018/2019). A kivalasztott DH torzseket és a kontrollt agrondmiai bélyegek és
termés tulajdonsagok alapjan értékeltiik [kalaszolasi id6, novénymagassag, termés, hantolasi
kihozatal (%), kidrlés (%), fehérje (%), nedves sikér, szemkeménység, szemek szélessége,
szemek hosszusaga, ezerszemtomeg - (TKW)].

A szemkeménység, szemszélesség és TKW paraméterek mérését a PERTEN SKCS 3100
(Perten Instruments, Stockholm, Svédorszag) eszkoz segitségével végeztiik el a nemzetkozileg
jovahagyott modszerek szerint (AACC International, 2010). A szemek hosszisaganak
méréséhez korzdt hasznaltunk. A fehérje és nedves sikértartalom méréséhez NIR késziiléket
alkalmaztunk (Mininfra SmarT, Infracont, Pomaz, Magyarorszag). A mintak hantolasat
tonkolybuza hantologéppel végeztik el (Kapacitiv Kkt., Budapest, Magyarorszag), és
meghataroztuk a hantolasi Kihozatalt. A hantolt szemeket 14%-os nedvességtartalomra
kondicionaltuk egy éjszakan at, majd Brabender Quadromat Senior malommal (Brabender
GmbH & Co., Duisburg, Németorszag) megéroltik (250 um sziird), és a kidrlési szazalékot
kiszamoltuk.

2.9. Aramlisi citometrids vizsgilatok
Az alakor kontroll ngvények és in vitro AC-bdl regeneralt z61d névényke ploidia fokat aramlasi
citometriaval hataroztuk meg CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman Coulter International
S.A., Nyon, Svijc) késziilék segitségével.

Fiatal levélmintékat (100 mg/ndévény) gytijtittiink az tiveghdzban nevelt novényekrol.
A mintakat 1 ml Galbraith puffert tartalmazé Eppendorf cs6ben 2 acél golydval homogenizaltuk
20 Hz-en egy percig TissueLyser II (Qiagen GmbH., Hilden, Németorszag) késziilék
segitségével (Galbraith és mtsai. 1983). A szuszpenzidt 20 um-es sziirén atsziirtik, és a
szlirlethez 10 pul RNéz oldatot (1 mg/ml) adtunk 60 percig, hogy az RNS tartalmat eltavolitsuk.
A mintakban 1évé DNS tartalmat 40 pl PI oldattal (1 mg/ml) 30 percig festettiik
szobahdmeérsekleten. A levélmintak ploidia fokat az aramlasi citometrias vizsgalat utan a relativ
DNS tartalom alapjan allapitottuk meg a hisztogramok leolvaséaséaval.

2.10. Statisztikai elemzések

Kisérleteink soran minden kezelést legalabb harom ismétlésben végeztiink el. In vitro
androgenezis indukcios kisérletek soran adatokat gyjtottiink a tenyészetekben fejlédott ELS-
k szdmarol, regeneralt novénykék, zold és albind ndvénykék mennyiségérdl. A spontan
kromoszoma duplikacié mértékének meghatarozasakor a szemtermést hozd névények (fertilis
és részlegesen fertilis) és az akklimatizalt ndvények hanyadosat szoroztuk szazzal.
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KéttényezOs varianciaanalizissel elemeztiik a genotipus, tapoldat, genotipusxtapoldat
kolcsonhatast az in vitro AC tulajdonsagai tekintetében. A zold novénykék regeneralasanak
szazalékat (zold novénykék szama / 100ELS * 100) ismétlések nélkiili kéttényezos
varianciaanalizissel vizsgaltuk.

A genotipus, évjarat hatdsat ¢és kolcsonhatasukat kéttényezOs varianciaanalizissel
elemeztiik két nemzetkozi kontroll genotipus AC-ében. A 93 nemesitési kombinacio esetében
az in vitro zold novénykék szamat feljegyeztiik, és leird statisztikaval jellemeztiik.

A négy tonkolybuza genotipussal ("Franckenkorn’, ’GK Fehér’, "Mc Martongold’,
’Oberkulmer Rotkorn’) végzett in vitro AC-i és IMC-i kisérletek adatait kéttényezds
varianciaanalizissel értékeltiik ki.

Tonkolybuza diallél populacié in vitro AC-ben mért adatait felhasznalva meghataroztuk
az altalanos kombinalodd képességet (GCA) és a specidlis kombindlodo képességet (SCA),
valamint tisztaztuk a reciprok hatast és a sejtmagi kromoszomak altal meghatarozott genetikai
hatast. A statisztikai elemzések soran Griffing modszerét alkalmaztuk (Griffing és mtsai. 1956).
A tiz F1 keresztezési kombinacid esetében az in vitro AC adatainak kiértékelését egytényezds
varianciaanalizissel végeztiik el. A tonkolybuza DH torzsek kétéves tenyészkerti kisérletének
adatait ismétlések nélkiili kéttényezds varianciaanalizissel vizsgaltuk.

A genotipus, elokezelés és genotipusxelOkezelés kolcsonhatasat kéttényezds
varianciaanalizissel vizsgéltuk alakor genotipusok AC-ében a mért tulajdonsagok alapjan.

A statisztikai elemzések soran a Microsoft Excel 2002, 2013 statisztikai szoftvereket
(Microsoft Ltd., Redmond, WA, USA) és az SPSS statisztikai programot (SPSS Hungary,
Budapest, Magyarorszag) hasznaltuk.

3. Eredmények és megvitatasuk

A hatékony DH novényeldallitasi modszerek kulcsszerepet tolthetnek be az 0j fajtak és hibridek
nemesitésében, valamint a haploid technologiakat gyakorta felhasznaljak kiilonb6z6
alkalmazott kutatasi programokban. Habar az in vitro AC modszere kozel 50 éve kutatott teriilet
kenyérbuzéaban, mégis néhany korlatozo tényezot (genotipus fliggdség, albinizmus, alacsony
hatékonysaga az androgenezis indukcionak és novényregeneracionak) tigy emlitenek, mint ami
a modszer széleskori alkalmazhatosagat mérsékli (Li és mtsai. 2013, Wessels és Botes 2014,
Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2016, Orlowska és mtsai. 2020). Az eddig elért
kutatasi és nemesités eredmények (tobb mint 250 DH kenyérbuza fajta) arra sarkalljak a sejt-
és szovettenyésztéssel foglalkozd szakembereket, hogy folytasak az in vitro androgenezis
modszereinek fejlesztését a nemesités és alkalmazott kutatas igényeit szem el6tt tartva.

3.1. Genotipus, taptalaj és genotipusxtaptalaj kolcsonhatas vizsgalata kozonséges buza
(Triticum aestivum L.) keresztezési kombinaciokkal in vitro AC-ben

Kisérletiinkben 10 Gszi buza F1 keresztezési kombinacio valaszado képességét teszteltiik in
vitro AC-ben. Korabbi publikaciokkal egyetértésben (Tuvesson és mtsai. 2000, Kondic-Spika
¢és mtsai. 2011), a genotipus szignifikansan befolyasolta (p<0,001) a vizsgalt tulajdonsagokat
(ELS-k, zold novénykék, albind novénykék és kiiiltetett novénykék szama). A genotipus
fiiggdség azonban mérsékelt volt a tekintetben, hogy minden F1 kombinacio esetében sikeres
volt az androgenezis indukcidja, ELS-k fejlodését figyeltilk meg a tenyészetekben, melyekbdl
z0ld ¢és albind novénykéket rgeneraltunk (1. abra). Tovabba fertilis spontan DH ndvényeket
azonositottunk a regeneralt névények kozott minden F1 keresztezési kombinacio esetében.



1. abra. Kenyérbuza in vitro AC foébb 1épései: (a) egysejtmagvas mikrospora a donor
hajtasok begytijtése idején (piros vonal = 10 um); (b) mikrospoéra eredetii ELS-k 6thetes
in vitro AC-ben (piros vonal = 1 mm). (c) Az ELS-kbdl regeneralt zold- és albino
novénykék (piros vonal = 10 mm). (d) Jol fejlett z61d novénykék gyokeresitése liveg
fiolakban (piros vonal = 10 mm). (e) A jol gyokeresedett zold novénykék
akklimatizacidja liveghdzi koriilmények kozott. [Lantos és Pauk (2016) nyomén. ]

A P4Amf (Ouyang és mtsai. 1973, Pauk és mtsai. 2003) és W14mf (Ouyang és mtsai.
1989, Lantos és mtsai. 2013) indukcids tapkozegeket hasonlitottuk &ssze, amelyek gyakran
alkalmazott tapkozegek kenyérbiiza in vitro AC soran. Mindkét indukcios tapkozeg alkalmas
volt az androgenezis indukcidjara €és zold novénykék eldallitasara. Korabbi publikaciokkal
egyetértésben, az indukcids tapkozeg Osszetétele szignifikansan befolyasolta az in vitro AC
hatékonysagat (Broughton 2008, Redha és Suleman 2011, Rubtsova és mtsai. 2013, Zur és
mtsai. 2015). A két tapkozeggel végzett Osszehasonlitdo kisérlet statisztikai elemzése
bizonyitotta, hogy a tadpkdzeg szignifikdnsan (p<0,001) befolyasolta az ELS-k és albind
novénykék szdmat, amig ez a hatds nem volt kimutathaté a zold ndvénykék és a kiiiltetett
novénykék szama tekintetében.

A spontan kromoszoma duplikacié mértéke atlagosan 40% alatti tobb publikalt adat
alapjan (Barnabas 2003, Weyen 2009). Kisérletiinkben a spontan kromoszoéma duplikacio 17,65
és 60% kozott valtozott genotipustol fiiggden, a 10 F1 kerezstezési kombinéci6 atlagaban
32,72% volt. A DH ndvények ardnya kutatdi, nemesitdi igény szerint kolchicin kezeléssel
tovabb novelhetd a regeneransok kozott. Az in vitro androgenezis indukciojanak kezdetén
alkalmazott kolchicin tovabb emelheti a DH névényeléallitas hatékonysagat, azonban ez az
eljaras is genotipus fiiggdséget mutatott (Soriano és mtsai. 2007). Masik lehet6ség, hogy az in
vitro AC eredetii haploid novénykéket kezeljiik kolchicinnel, és igy kettézziik meg a ndvénykék
kromoszéma készletét. A ndvényregeneralast kdvetden, az akklimatizalt ndvénykék szama jol
tervezheto, sziikség szerint a novénykék ploidia fokanak meghatarozasa utan a haploidok
kolchicin kezelésével a DH novények szama tovabb ndvelhetd a kivant kombinaciokbol.

A kisérleti adatok statisztikai elemzése alapjan mindkét tapkozeg alkalmas volt DH
novények eldallitasara. A W14mf tapkozeg alkalmazasa esetén az ELS-k és albind novénykék
szama alacsonyabb volt, amely megfigyelés arra utal, hogy az indukcios tapkozeg tovabb
fejleszthetd az elsé sejtosztddasok és ELS-k szdmanak fokozasaval. A P4mf tapkozegben



fejlodott ELS-kbdl regeneralt zold €s albind novénykék aranya kedvezdtlenebb volt, nagyobb
mennyiségben figyeltiik meg albiné névénykék regeneralasat.

Jelenleg a W14mf indukcids tapkozeget alkalmazzuk in vitro AC eredetii novénykék,
fertilis DH torzsek eldallitasara kenyérbiza nemesitési programok vagy kutatasi programok
(térképezési populaciok) esetében. A zold ndvénykék regenerdldsanak szazalékos értéke
magasabb volt a W14mf tenyészetben fejlodott ELS-kbol (16,9%), mint a P4mf tenyészetben
fejlodott ELS-k esetében (9,6%). Igy, a W14mf indukcids tapkozeg alkalmazasaval ido,
munkaerd és vegyszer takarithatd meg a DH novények eléallitasa soran.

3.2. Az évjarat hatas és széleskori nyugat-europai genetikai hattér vizsgalata kozonséges
buza (Triticum aestivum L.) in vitro AC-ben és a mdédszer nemesitési célu
felhasznalasa

A buza in vitro AC moddszerének hatékonysagat két egymast kovetdé évben két nemzetkozi

kontroll genotipussal (‘Svilena’ és ‘Berengar’) teszteltilk. A modszer ndvénynemesités célu

gyakorlati alkalmazthatosagat bizonyitottuk 93 nyugat-eurdpai F1 keresztezési kombinacioval,
melyek kiillonb6z6 0szi tipusu kozonséges buza nemesitési programokbdl szarmaztak.

A kétéves kisérleti adatok statisztikai elemzése alapjan kijelenthetd volt, hogy az ELS-
k, a regeneralt novénykék és zold novénykék szama foként a genotipus altal volt meghatarozott.
Eredményeink azt jelzik, hogy az in vitro AC nemesitési céli alkalmazasakor a kombinaciok
szll6i partnereinek a valaszado képessége hatassal van az eléallitott DH torzsek mennyiségére
(Holme és mtsai. 1999, Tuvesson és mtsai. 2000, Kondic-Spika és mtsai. 2011). Az F;
kombinaciok esetében a genetikai hattér szintén befolyasolta az in vitro AC hatékonysagat.
Jelentds kiilonbségeket talaltunk a genotipusok kozott minden nemesitési program esetében.
Néhany korabbi publikacioval szemben (Holme és mtsai. 1999, Tuvesson és mtsai. 2000,
Broughton 2008), nem talaltunk olyan kombinaciot, mely esetében teljesen lehetetlen lett volna
az in vitro androgenezis indukcidja, tokéletesen nem valaszadd Gigynevezett ,,unresponsive”
keresztezési kombinacio esetében megfigyeltiik. A kisérletiinkben szereplé 93 nemesitési
kombinacié 5 kiilonb6z6 nemesitési programhoz tartozott. Az elballitott z6ld novénykék
mennyisége alapjan a modszer hatékony eljarasnak bizonyult a kiilonb6z6 eredetli és célu
nemesitési programok szamara egyarant. igy, a nemesitési programok eredete nem befolyasolta
a modszer hatékonysagat szemben Holme és mtsai. (1999) allitdsaval, akik szerint a Kelet-
Eurodpai nemesitési programok esetében a modszer hatékonysaga magasabb, dsszehasonlitva a
nyugat-eurdpai nemesitési programokkal. Habar a 93 kombinécio kozott jelentds kiilonbséget
figyeltiink meg a regeneralt zold novénykék szdmaban, minden kombinaciobdl allitottunk eld
z6ld novénykét, és igy jelentds tobb ezres nagysagrendii zold novénykét regeneraltunk mindkét
évben a nemesitési programok szdmara.

A ‘Svilena’ genotipus in vitro AC-ben a regeneralt albind novénykék mennyisége
alacsony volt mindkét évben. A kenyérbuza genotipusokkal végzett kisérleteket figyelembe
véve, a ’Svilena’ genotipus esetében volt a legmagasabb az ELS-kbdl regeneralt zold
novénykék mennyisége, kdzel 90% mindkét évben. A két kontroll genotipus kisérleti adatai
alapjan az albind novénykék szamat szignifikansan befolyésolta a genotipus, az évjarat és a
genotipusxévjarat kolcsonhatés, tehat a genotipus mellett a kornyezeti hatasok is.

Az évjarat nem befolyasolta az ELS-k ¢és a z6ld novénykék szamat a kétéves kisérlet
sorozatban, igy a modszer ismételhetd modon évrdl évre megbizhatéan alkalmazhat6 eljarasnak
bizonyult a nemesités és alkalmazott kutatds szamara.

A nemesitési kombinacidk esetében az albind ndvénykék szama mérsékelt volt, az évrol
évre valtozd kombinacidok miatt itt mélyebb statisztikai 6sszehasonlitdst nem végeztiink. Az
albinizmus nem hatraltatta a tobb ezer zold novényke eldallitasat évente. A zold ndvénykék
regeneralasanak atlaga 5,3 z6ld novényke/100 portok volt, mely adatok eldrelépést jelentettek
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a korabban publikalt eredményekhez képest: 0,4 z6ld novényke/100 portok (Holme és mitsai.
1999) vagy 2,1 z6ld névényke/kalasz (Tuvesson és mtsai. 2000).

Mas kutatok az in vitro AC hatékonysagat gy emelték meg, hogy tervezett modon
valaszadd képes genotipusokat vontak be a nemesitési programba (Tuvesson és mtsai. 2000).
Azonban ez a stratégia munkaigényes, hiszen a DH novényeldallitas elott feltéltelezi a sziiloi
kombinaciok valaszadd képességének ismeretét, tesztelését. Jelen Kisérleteinkben a sziil6i
partnerek valaszad6 képességére vonatkozé eldzetes informaciok nem voltak sziikségesek, a
modszer igy is hatékony eljarasnak bizonyult a nemesitési programok és célok szamara.

Nagy mennyiségli buiza haploid névénykét lehet eldallitani tavoli fajkeresztezéssel (a
buza kukorica pollennel torténd megtermékenyitése soran) nemesitési €s kutatasi programok
szamara (Tuvesson és mtsai. 2007). Azonban ezt a modszert kevésbé hatékonynak tartjuk, mint
az in vitro AC-t. A két faj parhuzamos felnevelése miatt koltségesebb, tobb a kézi munkaigény
(kasztralas, porzas, embridizolalas), és elengedhetetlen a Kkolchicin kezelés, hiszen ezen
moddszernél nincs spontan kromoszoéma duplikécio.

AC Kkisérleteink hatékonysagat tobb tényez6 befolyasolta, melyek kozil a
legfontosabbak a donor novények felnevelése, a donor hajtasok begylijtése €s eldkezelése,
indukcid, névényregeneracio és a pontosan idézitett és kivitelezett munkafolyamatok voltak.
Jelenleg két tényez0 maradt, amely behatarolja a DH novényeldallitas mértékét: a kézi
munkaerd és a genotipus fliggdség.

A nemesitési programok dsszetettségétdl fliggden keresztezésenkent akar tobb szaz DH
torzsre is sziikség lehet a kivant sziil6i tulajdonsag kombinédcidjanak eléréséhez. Ezzel a
tényezovel kalkuldlni kell a DH novényeldallitas tervezésekor. Infrastruktira fejlesztéssel a
kézi munkaer6 igény mérsékelhetd, de egyelére nem iktathato ki teljesen az in vitro sejt- és
szovettenyésztési technikdk esetében. Mindezek alapjan a genotipus fiiggdség mérséklése
tovabbra is fontos kutatasi teriilet maradt a buza DH ndvényeldallitas tekintetében, hogy a
modszer a nemesitoi igényeket mind széleskoriibben ki tudja szolgalni. Mindezeket O6sszevetve
az in vitro AC modszere egy hatékonyan alkalmazhat6 eljaras kozonséges bliza nemesitési és
kutatasi programokban.

3.3. Androgenezis alkalmazasa a Gabonakutaté Nonprofit Kézhaszni Kft. kenyérbuza

(Triticum aestivum L.) nemesitési programjaban
Az in vitro AC alapuld6 DH ndvényeldallitasi rendszeriink alkalmazasaval évente tobb tucat
kombinaciobol néhany ezer DH torzset allitottunk eld kenyérbuza nemesitési programunk
szamara. A kombinacidk kijelolése és a hasadd nemzedék (Fi-Fs) kivalasztdsa nemesitoi
dontéstdl fiigg. A korabbi és késdbbi nemzedékek mellett egyforman szdélnak érvek és
ellenérvek. A korai generaciobol (Fi-F2) inditott DH torzsek gyors felszaporitasa és szigoru
szelekcidja a nemesités folyamatat felgyorsitja, a szelekciot konyebbé teszi (Pauk 2005).
Késdbbi generacio (Fs-Fs) esetében nagyobb aranyban taldlunk potencidlis fajtajelolteket az
eloallitott torzsek kozott (Pauk 2005).

Pedigree nemesitési rendszeriink €s az in vitro AC kombinalasaval a Basilica és Izidor
fajtak kombinaciojabal eldallitott DH torzsek koziil szelektatuk ki azt a DH torzset, mely *GK
Déva’ néven éallami elismerést kapott, és 2020-ban ndvény-fajtaoltalomban részesiilt. Tovabbi
igéretes 6szi buza DH torzsek szerepelnek teljesitmény kisérleteinkben és a NEBIH
kisérleteiben fajtajeloltjeink kozott.

3.4. Az in vitro androgenezis indukciéja tonkolybuza (Triticum spelta L.) AC-ben és IMC-
ben

Kisérleteinkben az in vitro androgenezis hatékonysagat hasonlitottuk Ossze négy

koztermesztésben 1évo tonkolybuza genotipussal in vitro AC-ben és IMC-ben. A szakirodalmi
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adatok alapjan rendkiviil kevés informacié allt rendelkezésre tonkolybuza in vitro AC-vel
kapcsolatban, mig in vitro IMC-r6l korabbi publikalt eredményeket nem talaltunk.

A hideg eldkezelés nem volt feltétleniil sziikséges az androgenezis indukcidjadhoz
tonkolybuiza in vitro AC-ben, azonban a stressz elokezelés szignifikansan megemelte a modszer
hatékonysagat. A négy fajtaval elvégzett kisérlet adatai alapjan a genotipus szignifikansan
befolyasolta az in vitro androgenezis (ELS-k, regeneralt, zold és albind novénykék szama)
hatékonysagat. A zold ndvény regeneralas atlaga 41,45 z6ld névényke/100 portok volt, ez az
érték 20,93 és 83,07 zold ndvényke/100 portok kdzott valtozott genotipustol fiiggden. A négy
fajta adatai alapjan, az in vitro AC modszere egy igéretes DH novényel6allitasi modszernek
bizonyult a tonkolybuza nemesités €s alkalmazott kutatasi programok szamara.

Tobb relevans publikacio az egyszikliek androgenezis indukcidja soran az albinizmust
a modszer szlik keresztmetszeteként emliti (Canonge és mtsai. 2021, Tang és mtsai. 2023). A
vizsgalt négy fajta in vitro AC soran az albindOk aranya a regeneralt novénykék kozott mérsékelt
volt (atlagosan 3,48 albino/100 portok), genotipustol fiiggden 0,93 és 7,47 albind/100 portok
kozott valtozott. Tonkolybuza in vitro AC-ben a négy tesztelt fajta adatai alapjan az albinizmus
nem bizonyult hatraltato tényezonek a zold novénykek eldallitdsa szempontjabol.

A spontan kromoszdéma duplikacid ardnya kulcsfontossagu a DH novények eldallitasa
soran. A fertilis novények szazalékos aranya 24,27% volt atlagosan a négy fajta esetében, ami
genotipustol fliggden 11,8 és 44,44% kozott valtozott. Ezen adatok kozel azonosak a
kenyérbuza esetében megfigyelt spontan kromoszoma duplikacié adataival (Barnabas 2003,
Weyen 2009), igy a modszer a nemesités szamara jelentds mennyiségli DH torzs eléallitasra
nyujt lehetdséget.

Az in vitro androgenezis indukcidjat elséként irtuk le tonkolybuza IMC-ben (2. abra).
Az ovariumos dajkatenyésztés modszere kozonséges buza IMC-ben egy jol ismert modszertani
Iépés (Mejza és mtsai. 1993), ami segiti az 0sztddod tobbsejtes strukturakbol a mikrospora
eredeti ELS-k fejlodését. Kisérleteink sordn az ovariumos dajkatenyésztés kulcsszerepet
jatszott az ELS-K fejlodése soran tonkolybuza IMC-ben, ovariumok nélkiil ELS-k fejlodését
nem figyeltiik meg IMC-ben hasonldan a kenyérbuzaban leirt eredményekhez (Mejza és mtsai.
1993).

Az indukcid soran alkalmazott exogén hormonok szignifikansan befolyasoljak az in
vitro androgenezis hatékonysagat gazdasagi ndvényeinkben. A hormonmentes tapkozeg
tritikale IMC-ben hatékony indukcids tdpkozegnek bizonyult (Pauk és mtsai. 2000), mig
exogén hormonok alkalmazasa elterjedt a kenyérbtiza (Triticum aestivum L.) genotipusok IMC-
e soran (Shariatpanahi és mtsai. 2006a, Echavarri és Cistué 2016). Az exogén hormonok (0,5
mg/l 2,4-D és 0,5 mg/I kinetin) jelenléte nem volt sziikséges az andogenezis indukcidjahoz a
négy vizsgalt tonkoly fajta IMC-ben, de jelenlétiik emelte az ELS-k, z6ld és albin6 novénykek
szamat. Tonkolybuza IMC-ben jelentés mennyiségli ELS fejlodott, azonban a moddszer
sz¢éleskorli gyakorlati alkalmazdsanak f6 korlatozd tényezdje az ELS-kbdl regeneralt nagy
mennyiségll albind ndvényke. Néhany z61d ndvénykét a ‘Franckenkorn’ (kettd) és ‘GK Fehér’
(egy) fajtak IMC-bdl sikertiilt regeneralni. Az IMC modszere még jelentOs fejlesztéseket igényel
a gyakorlati felhasznalasig.

Tobb tényezd is ismert (a donor novények felnevelése, genotipus, mikrosporak
fejlettsége, stressz eldkezelés, indukcids és nodvényregenerdld tapkozeg Osszetétele), ami
jelentdsen befolyasolhatja az albind ndvénykék gyakorisagat a regeneralt novénykék kozott. Az
in vitro AC és IMC modszerét 6sszehasonlitva a mikrosporak fejlettségi allapota, az elokezelés
¢s az indukcids tapkozeg is szerepet jatszhatott abban, hogy nagy mértéki kiilonbség volt a két
modszer hatékonysaga kozott.
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2. abra. Tonkolybuza in vitro IMC: (a) kései egysejtmagvas mikrospora (piros vonal = 10
um); (b) korai két sejtmagvas mikrospora (piros vonal = 10 um). (¢) Mulitcellularis
struktura (*) és 0sztod6 mikrosporak 10 napos in vitro IMC-ben (piros vonal = 50 pm).
(d) ELS-k fejlédtek tonkolybiza mikrosporak ovariumos (+) dajkatenyészetben (piros
vonal = 10 mm). (e) Z&ld és albind ndvénykék regeneralasa (piros vonal = 10 mm) IMC
eredetli ELS-kbdl.

3.5. In vitro AC felhasznalasa tonkolybuza (Triticum spelta L.) nemesitési programokban
Az androgenezis kutatas kora szakaszaban az in vitro AC modszere még nem volt hatékony
eljaras tonkolybtuzaban a gyakorlati célu névénynemesités szempontjabol. Azonban az utobbi
években, néhany tonkdlybliiza genotipus alkalmazasaval hatékony modszereket publikaltak
(Lantos és mtsai. 2018, Castillo és mtsai. 2019).

Az in vitro AC modszere hatékonyan miikodott a négy tesztelt tonkolybuza fajtaban
(‘Franckenkorn’, ’GK Fehér’, ‘Mv. Martongold’ és ‘Oberkulmer Rotkorn”) a fenti kisérletek
alapjan. A négy fajta keresztezésével egy teljes diallél populaciot készitettiink, mellyel
teszteltiik in vitro AC mddszeriink hatékonysagat. Tovabba, 10 F1 genotipust vontunk be
kutatasi és nemesitési célu kisérleteinkbe. Minden genotipus esetében sikeres volt az in vitro
androgenezis indukciodja. Bar a genotipus szignifikansan befolyasolta a modszer hatékonysagat,
az indukalt ELS-k mennyiségét, a regeneralt zold és albind ndovények szamat, mégis minden
kombindciobol allitottunk eld genetikailag tisza torzseket nemesitési programunk szamara.

A genotipus szignifikansan befolyasolja a kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro AC
hatékonysagat (Holme és mtsai. 1999, Tuvesson és mtsai. 2000), és tonkolytzaban is igazolt az
in vitro AC genotipus fliggésége (Lantos és mtsai. 2018, Castillo és mtsai. 2019). A sejtmagi
gének hatasat és a reciprok hatast egyarant megfigyelték kenyérbuza AC soran (Yildrim és
mtsai. 2008), azonban a GCA hatasa sokkal meghatarozobb volt, mint az SCA hatasa (Yildrim
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¢s mtsai. 2008). Meghatarozo publikaciok szerint az in vitro AC valaszadé képességét foleg
additiv genetikai hatasok hatarozzak meg kenyérbuzaban (Lazar és mtsai. 1984, Yildrim és
mtsai. 2008).

A teljes diallél populacid esetében nagy mennyiségii in vitro zold névénykét allitottunk eld,
mig a regeneralt albind ndvények szama mérsékelt volt. A legmagasabb zold
novényregeneracios hatékonysagot a ‘Franckenkorn’ genotipussal (65,00 in vitro zold
novényke/100 portok) értiik el a sziildi genotipusok koziil el6z6 eredményeinkhez hasonldan
(Lantos és mtsai. 2018), mig a ‘Franckenkorn/Martongold’ kombinacio in vitro AC-ben
fejlodott struktirakbol atlagosan 85,00 zold novénykét regeneraltunk 100 portokonként. A
statisztikai elemzések alapjan, a genotipusos variancia dontd része a GCA hatdsoknak
koszonhetd, kovetkeztetésképpen az additiv genetikai hatasok elsddlegesen jarultak hozza a
megfigyelt adatokhoz. Hasonlo eredményeket irtak le korabban kenyérbuza in vitro AC-ben
(Lazar és mtsai. 1984, Yildrim és mtsai. 2008). Ezen megfigyelések alatamasztjak az in vitro
AC gyakorlati alkalmazasat a tonkolybuza nemesitési és alkalmazott kutatasi programokban.

Tiz nemesitési célbol 1étrehozott F1 keresztezési kombinaciot teszteltiink in vitro AC-ben,
melyekbdl kiilonb6zé mennyiségli z6ld novénykét regeneraltunk genotipustdl fiiggben. A
kitiltett 1535 AC eredetli novény kozott 436 spontan diploid, fertilis egyedet azonositottunk
betakaritds utan. A spontan kromoszéma duplikacié aranya 28,4% volt, mely 9,76%-54,24%
kozott valtozott genotipusonként. E16z6 kisérletiinkben ez az érték 24,27% volt, 11,8%-44,44%
genotipustol fliggen (Lantos és mtsai. 2018). A genotipus spontan kromoszéma duplikaciot
befolyasold hatasat (15-80%) spanyol és kozép-eurdpai tonkolyblza genotipusokon is leirtak
(Castillo és mtsai. 2019). Az in vitro AC moédszere hatékony eljarasnak bizonyult a nemesitési
célu tonkolybuza keresztezési kombinaciok esetében is.

A ‘Tonkoly.popl’ elérehaladott nemesitett torzs (kontroll) és hét AC eredetli testvér DH
torzsét hasonlitottuk Ossze 2 éves tenyészkerti kisérletben. A tonkolybtiza DH torzsek
egyontetlieck, homogének voltak, kiegyenlitett képet mutattak. A DH torzsek a 11 mért
paraméter (kaldszolasi id6, ndvénymagassag, termés, szemkeménység, szem szélesség és
hosszusag, TKW, hantolasi kitermelés, kidrlés, fehérjetartalom, nedves sikér) tekintetében
versenyképesnek bizonyultak a kontrollhoz képest. A két év adatai alapjan, a DH torzsek tobb
tulajdonsaga tekintetében a genotipus szignifikdnsan befolyasolta a mért paramétereket. A
genetikailag fiiggetlen DH torzsek koziil tobb elkiiloniilt a kontrollként hasznalt torzstél. Igy
ezen megfigyelések szerint az in vitro AC modszere tovabbi szelekcios lehetdséget nyujthat a
nemesitok szamara.

3.6. In vitro androgenezis indukcidja alakor (Triticum monococcum L.) fajban

Az utobbi évtizedben tobb kutatocsoport foglalkozott az in vitro szdvettenyésztés
szempontjabol rekalcitrans fajként ismert alakor (Triticum monococcum L.) szomatikus
szovettenyésztési rendszerének fejlesztésével (Miroshnichenko és mtsai. 2017, Orgec és mtsai.
2021). A publikalt hatékony szovettenyésztési eljarasok uj lehetdségeket nyitottak meg az
alakor novénybiotechnologiai kutatasok teriiletén, ugy mint az alakor faj genetikai
transzformécioja (Miroshnichenko és mtsai. 2018), a transzgén hatasadnak vizsgalata diploid
Triticum fajban. Az in vitro androgenezis indukcioja azonban kihivas maradt.

A stressz elokezelés kulcsszerepet jatszik az in vitro androgenezis indukcidja soran.
Triticum fajokban tobb kiilonb6z6 stressz el6kezelést teszteltek a kutatok a DH névényeldallitas
hatékonysaganak fokozasa érdekében, beleértve hideg, hdsokk, ozmotikus stressz, kolchicin,
2-HNA, DMSO stb. kezeléseket (Shariatpanahi és mtsai. 2006b, Echavarri és Cistué 2016). A
donor alapanyagok hideg eclokezelése, a hdésokk és az ¢heztetés a leggyakrabban és
leghatékonyabban alkalmazott eljarasok kozé tartoznak kozonséges buza (Triticum aestivum
L.) invitro AC teriiletén. Az alakor (Triticum monococcum L.) ugyanazon nemzetség tagja, igy
ezen elokezelések hatasat teszteltiik alakor in vitro AC-ben. A stresszek megfelel6 kombinalasa
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¢s optimalis alkalmazisa  elengedhetetlen az  androgenezis  hatékonysaganak
finomhangolasdhoz. A tulzott mértékli stressz csokkentheti a ndvényregeneracio
hatékonysagat, emelheti az albindk aranyat a regeneralt novénykék kozott (Niazian és
Shariatpanahi 2020). Vizsgalataink soran a kiilonbozé stressz eldkezelések hatasara
szignifikansan eltéré6 mennyiségli ELS fejlodott a tenyészetekben, és a regeneralt novénykék
mennyiségét is befolyasolta az elokezelés.

Tobb publikacio is beszamolt arrol, hogy az ¢heztetés dnalldoan vagy mas stresszekkel
kombinalva sikeresen alkalmazhaté stressz elOkezelés kozonséges buza in  vitro
androgenezisének indukcidjaban (Soriano ¢és mtsai. 2007, Echavarri és Cistué¢ 2016).
Kisérleteink soran a két alakor genotipus in vitro AC-ben az izolalt portokok négy napos
¢heztetését kovetden nem tudtuk ELS-k fejlodését megfigyelni a tenyészetekben.

A donor hajtasok hideg eldkezelése (2-5°C, 10 nap - 4 hét) az egyik leggyakrabban
alkalmazott stressz elokezelés gabonafélék mikrospdrainak atprogramozasa (androgenezis
indukcid) soran. Kisérleteinkben a legmagasabb ELS szamot a donor alapanyagok kéthetes
hideg elokezelését kovetden tudtuk elérni mindkét genotipus esetében.

A hésokk (3 nap, 32 °C) kezelés szintén gyakorta alkalmazott stressz faktor (Pauk és
mtsai. 2003, Shariatpanahi és mtsai. 2006b, Lantos és mtsai. 2013), amely fokozza az in vitro
androgenezisen alapuld modszerek hatékonysagat. Azonban, az alakor genotipusok in vitro
AC-nek kezdetén a hideg el6kezelést kovetden alkalmazott 3 napos 32 °C-os hdsokk nem
emelte az in vitro AC-ben fejl6dott mikrospora eredetii ELS-k mennyiségét.

A Triticum fajok androgenezis indukcidjanak genotipus fliggésége jol ismert a
szakirodalombodl (Lazar és mtsai. 1984, Tuvesson és mtsai. 2000, Lantos és mtsai. 2018).
Alakor in vitro AC kisérletekhez két, sajat génbankunkbol szarmazo genotipust ('G7026° és
’G7176°) valasztottunk ki, hogy teszteljiik az el6kezelések hatékonysagat, megvizsgaljuk a
genotipus hatdsat és a genotipusxeldkezelés kolcsonhatast. A genotipus szignifikansan
befolyésolta az ELS-k és albind ndvénykék szamat, és a genotipusxeldkezelés kdlcsonhatasa
az albiné ndvénykék szdmaban mutatott statisztikailag bizonyithato eltérést. A z6ld novénykék
regeneralasanak hatékonysaga tul alacsony volt ahhoz, hogy statisztikailag megalapozott
kijelentéseket tehessiink.

A mikrospora eredetli ELS-kbdl torténd ndvényregeneracid kritikus 1épés a DH
novényeldallitdsi modszerek alkalmazasa sordn, amely a kordbban emlitett tényezdk altal
befolyasolt paraméter. A gabonafélék hatékony DH novényelballitasaval kapcsolatban
gyakorta emlegetik a genotipusfiiggdséget, az albinizmust ¢és az alacsony zold
ndvényregeneracios hatékonysagot sziik keresztmetszetként (Li és mtsai. 2013, Wessels és
Botes 2014, Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2016, Orlowska és mtsai. 2020). A
novényregeneralas (zold és albind) hatékonysaga alacsony volt alakor genotipusok in vitro AC-
ben, néhany albind és egy zold novénykét regeneraltunk a mikrospora eredetii ELS-kbol.
Els6ként irtuk le az in vitro AC-bdl szarmazo6 zold ndvényke regeneralasat, azonban jelentds
fejlesztések sziikségesek még a zold ndvény regeneralds hatékonysaganak fokozasa érdekében.

A DH noévények eléallitasa soran, az aramlési citometria az egyik legmegbizhatobb és
leggyakrabban alkalmazott eljardas a regeneralt zo6ld novények ploidia fokéanak
meghatarozasara. Néhany optimalizalasi 1épést kovetden (mintdk elokészitése, mérési
paraméterek), alakor (Triticum monococcum L.) novények ploidia fokat megbizhatdéan meg
tudtuk allapitani. Az aramlasi citometrias mérések alapjan az alakor in vitro AC-bdl regeneralt
z06ld névényke haploid volt, ami bizonyitotta a regeneralt névényke mikrospora eredetét (3.
abra). Az iiveghazba Kkiiiltetett és akklimatizalt z6ld novényke szarbaszokkenés utan steril
kalaszokat hozott.
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3. abra. Alakor (Triticum monococcum L.) levélmintak ploidia fok vizsgalata aramlasi
citometridval: a hisztogram mutatja a levélmintak relativ DNS tartalmat a (a) kontroll
alakor novény és (b) az in vitro AC eredeti ELS-b61 regeneralt z61d novényke esetében.

Az in vitro szovettenyésztés genetikai meghatarozottsaga jol ismert a szomatikus
szovettenyésztés €s androgenezis kutatas eredményeibdl. Tobb kromoszémat és QTL-t leirtak
mar kenyérbuzaban, melyek befolyasoljak az ELS-k mennyiségét, a regeneralt zold és albind
novénykék szamat in vitro AC-ben. Vizsgalataik alapjan az1B, 1D, 2A, 2D, 4A, 4B, 5A, 5B és
7A kromoszémak befolyasoljak a tenyészetekben fejlodott ELS-k szamat, amig a 2D, 3A, 3B,
3D, 4D, 5B kromoszomak a novényregeneracioért felelosek (Zhang és Li 1984, Szakacs és
mtsai. 1988, Agache és mtsai. 1989, Henry és mtsai. 1994). Az 5A, 5B kromdszomakon az
ELS-k mennyiségét befolyasolo QTL-ket azonositottak, mig az 1B, 2A, 2B, 5B, 7B
kromoszdémakon 1évé QTL-k a novényregeneralas hatékonysagat befolyasoltak (Torp és mtsai.
2001, Nielsen és mtsai. 2015). Lazaridou és mtsai. (2016) bizonyitottak, hogy a D genom
hianyaban in vitro AC-ben lecsokken az ELS-k szama és a zold ndvényregeneracio
hatékonysaga. Jelenleg, a publikalt adatok alapjan az in vitro AC moddszere kevésbé hatékony
a tetraploid (AABB) durum buzaban (Triticum durum L.) mint a hexaploid (AABBDD)
kenyérbuzaban (Triticum aestivum L.). Az emlitett publikalt adatok teoretikus magyarazatot
adhatnak az in vitro androgenezis alacsony hatékonysagara a diploid (AA) alakor (Triticum
monococcum L.) fajban.

Az elmult években az in vitro szomatikus szovettenyésztés korlatjat metodikali
fejlesztésekkel sikeriilt attorni  Triticum monococcum L. fajban, és egy hatékony
szovettenyésztési eljaras alapjait letenni, mely genetikai transzformaciora is alkalmassa tette a
szovettenyésztési rendszert (Miroshnichenko és mtsai. 2017, 2018). Azonban tovabbi
fejlesztések sziikségesek még, hogy az in vitro androgenezis modszere is egy hatékony
eszkozzé valhasson az alakor fajban (Triticum monococcum L.).

4. Uj tudomanyos eredmények

1. Széleskorii hazai és nyugat-eurdpai Oszi tipusu kdozonséges buza (Triticum aestivum L.)
genetikai hattér felhasznalasaval igazoltuk, hogy az in vitro portoktenyésztés modszere
hatékonyan alkalmazhaté a nemesitésben. Minden tesztelt genotipusbdl regeneraltunk
in vitro zold novénykéket.

2. Az évjarat nem befolydsolta a zdld novénykék regenerdlasanak hatékonysagat
kozonséges btiza (Triticum aestivum L.) in vitro portoktenyészetben. Az eredmények
alapjan a kidolgozott modszer évrél évre ismételheté moddon, megbizhatéan
alkalmazhaté nemesitési és egyéb alkalmazott kutatasi programokban.
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3. Az in vitro portoktenyésztés modszerét sikeresen alkalmaztuk kozonséges buza
(Triticum aestivum L.) nemesitési programban. A mddszer felhasznalasaval eldallitott
DH noévények koziil tobb szelektalt torzs allami bejelentésre kertilt, és az egyik DH torzs
"GK Déva’ néven allami elismerést kapott, és ndvényfajta-oltalomban részesiilt.

4. Elsoként irtuk le az in vitro izolalt mikrospora tenyésztés modszerét tonkolybuzaban.
Az ovariumos dajkatenyésztés Kulcsszerepét igazoltuk a mikrospdra eredetli ELS-k
fejlodése soran. Az exogén hormonok emelt¢k az izolalt mikrospora tenyésztés
modszerének hatékonysagat, genotipus fliggdséget figyeltiink meg tonkolybuza izolalt
mikrospora tenyészetben.

5. Hatékony in vitro portoktenyésztési eljarast irtunk le tonkolybuzaban, mellyel a
nemesitési és az alkalmazott kutatasi programok szamara nagy mennyiségii DH torzset
allitottunk el6. A hideg stressz eldkezelés emelte az ELS-k, regeneralt zold novénykék
szamat tonkolybuza genotipusok in vitro portoktenyészetében.

6. Teljes diallél populacio felhasznalasaval vizsgaltuk a genotipus szerepét tonkolybuza in
vitro portoktenyészetben. A diallél analizis eredményei alapjan a GCA hatasa sokkal
meghatarozobb in vitro portoktenyészetben, mint az SCA hatasa, a valaszado képesség
foként additiv genetikai tulajdonsagok altal volt meghatarozott.

7. Els6ként irtuk le az in vitro androgenezis indukcidjat, zold és albind ndovénykék
Kéthetes hideg elokezelés bizonyult a leghatékonyabb stressz eldkezelésnek, és a
genotipus szignifikans hatasat mutattuk ki alakor (Triticum monococcum L.)
genotipusok in vitro portoktenyésztése soran.
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tartozom Dr. Bona Lajosnak, Purgel Szandranak, Dr. Mihaly-Langé Bernadettnek és Acs
Katalinnak a tonkolybtiza DH torzsek szantofoldi kisérletének kivitelezésében és
kiértékelésében nytjtott segitségiikért.

Koszonom a Gabonakutatd Nonprofit Kozhasznu Kft. itt fel nem sorolt dolgozdinak sok
éves segitOkész munkajukat.

Kiilon koszoném a nemzetkozi kooperacioban megvaldsult kisérletek soran a partner
intézet, Saateen — Union Biotec GmbH (Gatersleben) dolgozoinak (Jens Weyen, Heike Gnad,
Birgit Schwier, Natascha Fastenau, Jennifer Donner és Ulrike Jacobi) segit6kész egylittmitk6d6
munkajukat.

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Lang Laszlonak (mai nevén HUN-REN ATK
Mezbgazdasagi Intézet, Martonvasar) €s a tapidszelei Nemzeti Biodiverzitas és Génmegdrzési
Kozpontnak, hogy biztositottak a kért tonkolybiiza genotipusokat a kisérletek kivitelezéséhez.

Koszonet 1illeti mindazokat, akik segitettek az adatok kiértékelésében (Dr. Boda
Krisztina) a publikaciok és jelen értekezés javitdsaban, nyelvtani helyességének ellendrzésében
(Prof. Dr. Békés Ferenc, Buza Lajosné, Dr. Cserhati Matyas, Dr. Lehoczki-Krsjak Szabolcs,
Hajdiné Buza Kornélia, Kohlmann-né Kelemen Marta, Allan Rattery).

Ko6szonom feleségemnek, Lantos Martanak és csaldidomnak el nem mulo tiirelmiiket,
szeretetiiket, batoritasukat, és az Ujszegedi Arpad-hazi Szent Erzsébet Kolping Csalad
tagjainak barati timogatasukat!

Kutatasaink az Orszagos Tudomanyos Kutatdsi Alapprogramok, a Nemzeti Kutatas
Fejlesztési és Innovacios Hivatal, a Magyar Tudomanyos Akadémia, a Scientia Amabalis a
Magyar Novényélettanért és a Szegedért Alapitvany tdmogatdsaval valosulhattak meg (GOP-
1.1.1-11-2012-0159, TET 12 SK-1-2013-0033, HUSRB/1002/214/045, OTKA-K_16-
K119835, OTKA-K 21-K138416, GINOP-2.2.1-18-2018-00005, GINOP-2.2.1-15-2016-
00026, TUDFO/51757/2019-1TM, TKP2020-NKA-21, Bolyai Janos kutatasi 6sztondjij).

,,En mindent készen kaptam

Aldott el8di kézbél,

Eppen csak a szivarvany

Hianyzott még az égrol.

Vén vasoszlopokra

Szivarvanyként fesziiltem,

Egemet 6k tartottak

Mohosan és dertilten:

Nincs semmi érdemem.”
Reményik Sandor
Elédeim emberségébdl (1936)
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