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Lantos Csaba: Az in vifro androgenezis kutatasi eredményei Triticum fajok
nemesitésében
cimlt MTA doktora cim elnyerésére készitett értekezésének birdlatara

K6sz6ndm Prof. Dr. Dobranszki Juditnak. az MTA doktoranak. hogy elvallalta doktori
értekezésem birdlatat. Koszonom elismerd szavait. az értekezésben szerepld eredmények
elismerését, kedvezo, tamogatd értékelését és segitokész itmutatasat.

Ko6szénom, ¢és elfogadom a birdlonak a dolgozattal kapcesolatos kritikai megjegyzéseit.
Koszondm. hogy az értekezés téziseit elfogadta és bizom benne. hogy az észrevételekre és
feltett kérdésekre (vastag betlivel kiemelve) adott valaszaimat is elfogadja.

weeott tonkélybiizaban alkalmazott portok eldokezelési modszer mi alapjdan lett kivilasztva?”

A tonkdlybtza és kenyérbuza kozeli rokonai egymasnak. Lz alapjan valasztottuk ki és
teszteltlik a kenyérblza androgenezis kutatasban sikeresen alkalmazott hideg elokezelést (10-
14 nap. 2-4 °C) tonkolyblza genotipusok in vitro androgenezisének indukalasara.

Mas stressz faktorokkal is lehet indukalni a folvamatot ténkdlyvbuza genotipusok
esetében kisebb-nagyobb hatékonysdggal. ez tovabbi kutatasoknak adhat teriiletet a jovében.
Castillo €s mtsai. (2019) 5 napos cheztetést koveton n-butanol elokezelést alkalmaztak az
androgenezis indukcidjara tonkolybuza genotipusok in vitro portoktenvészetében. Az altalunk
alkalmazott elokezeléssel (10-14 nap. 2-4 °C) sikeresen adaptaltuk az in vitro portoktenyésztés
modszerét tonkdlybaza genotipusokra. mely elegendd hatékonysaginak bizonyult a nemesitési
programunk szamara.

weeoll gyOkeresités utan kb. mennyi ido miilva, illetve milyen méretekkel (hajtds, gyikér)
keriiltek akklimatizdaldsra?” (a kiiiltetett novénykék)

A jol fejlett novényke fogalmat érdemes lett volna pontosabban meghatarozni az
¢rtekezésben. Az in vitro koriilmeények kozott regeneralt zold ndvénykék megkdzelitoleg 2-4
hetet toltottek/téltenek  gyokeresité taptalajon tenyésztészobaban (16 6ras mesterséges
megvilagitas. 22-24 °C). mig kitiltetésre alkalmasak (jol gyokeresedett. megfelelé hajtasokkal)
lesznek.



Kitiltetésre és akklimatizacidéra alkalmasnak
tartunk egy in vitro z6ld névénykét. ha mar tobb (5-10)
centiméteres levélkékkel, illetve gyokerekkel
rendelkezik. A disszertacioban a 2.d abran lathato néhany
ilven zéld novényke. erre azonban valoban nem hivtam
fel részletesen a figyelmet az értekezésben, ezért elnézést
kérek.

walakorndl volt-e probdalkozds in vitro androgenezis kiviltasdra IMC-vel?”

Igen. néhany alakor genotipussal végeztiink kisérletet az in vilro androgenezis
folyamatanak indukaldsara izolalt mikrospora tenyészetben is. Az elokezelést kdvetben
sikeresen izoldltunk mikrospérakat., embridszerti struktarak fejlédését figyeltiik meg a
tenyészetekben. és albind névényvkéket regeneraltunk. Z6ld novénykék regeneraldsa egyeldre
megoldatlan maradt izolalt mikrospora tenyészetbdl. fgy ezek az eredmények nem keriiltek
publikalasra nemzetkozi folyoiratokban, és a dolgozatbol is kimaradtak.

Opponensem 4 tudoményos eredményekkel kapesolatos észrevételeit és javaslatait kdszonom.
elfogadom.

Kérdésekre adott valaszok:

1. ,,Van-e szakirodalmi informacié arrdl, hogy az in vifro androgenezis hatékonysigat
milyen mértékben befolyasoljiak epigenetikai tényezék? Azonositottak-e epiQTL-eket?
Attorhetéek-e, és ha igen, hogyan azok az esetleges epigenetikai médosulisok, amik
szerepet jatszhatnak az alacsony hatékonysdgi AC-ben, vagy IMC-ben, illetve a
recalcitrancidban egyes genotipusoknal, illetve kiillonb6zé Triticum fajokban?”

Az epigenetikai tényezok fontos szerepet jatszanak a génszabalyozasban. igy az in vitro
androgenezis indukciojaban is. Epigenetikai mechanizmusok szamos kules folyamatot
szabalyoznak az androgenezis indukcidja sordn beleértve a stressz el6kezelésre adott
valaszokat. Az utobbi években hiszton deacetilaz inhibitorok (pl.: trichosztatin A, natrium-



butirat) ¢s DNS metiltranszferaz inhibitor (5-azacitydine) hatdsat is vizsgaltak kiilonbdzo fajok
in vitro androgenezisének indukcioja soran.

Tritikale izolalt mikrospora tenyészetben eldkezelés soran alkalmazott 5-azacitydine
(AzaC) kezeléssel sikeresen emelték az androgenezis indukcidjat. azonban a kezelés hatasa
genotipus fliggdséget mutatott. a két vizsgalt genotipus koziil csak az egyikben sikeriilt emelni

az embrioszer( struktarak és regenerdlt z61d ndvénykék szamat (Nowicka és mtsai. 2019).

A hiszton deacetildz aktivitasanak gatlasa trichosztatin A (TSA) kezeléssel pozitiv
hatassal volt az androgenezis indukciojara repce ¢és Arabidposis izolalt mikrospora
tenyészetben (Li és mtsai. 2014).

Jiang ¢és mtsai. (2017) izolalt baza (Triticum aestivum L.) mikrosporak eldkezelésével
(0.1uM TSA. 10 perc) t6bbszirdsére emeltck a mikrospora eredetli embrioszert struktirdk és
z6ld névénykék szamat. Wang és mtsai. (2019) ugyancsak TSA elokezeléssel (0.1uM TSA. 10
perc), valamint az indukciés tapoldathoz hozzdadott 0.01 uM TSA-val fokoztak a mikrospora
eredettt embridszerli strukturdk ¢s z0ld novénykék szamat baza izolalt mikrospora
tenyészetben.

Spanyol kutatok két buza fajta in vitro portoktenyészetében az elokezelés (5 nap. 0.7 M
mannit) sordn alkalmazott 0.4 uM TSA kezeléssel emelték meg az embridszerii struktirdk és
z0ld novénykek szamat (Castillo ¢s mtsai. 2020). Az altaluk leirt eljaras igéretes a két genotipus
adatai alapjan. Azonban meg kell emliteni, hogy rendkiviil munkaigényes a leirt modszer
(ovariummal kondiciondlt tapkdzeg készitése. ovariumos dajkatenyésztés. izolalt portokok
clokezelése ¢és dthelyezdése indukcios tapkdzegre). és  ezért széleskdrli  nemesitési
felhasznalasara valosziniileg nem keriil sor.

Osszefoglalva. t6bb kutatasi program sziitkséges még. hogy pontosabban megértsiik az

epigenetikai tényezok szerepét az in vitro androgenezis indukcidja soran. és hatékonyan
alkalmazzuk azokat a dihaploid (DH) modszerek fejlesztése teriiletén.

2. ,Milyen taptalajkiilonbségek okozhattik, hogy noha atlaghan 1,74-szer tobb ELS
fejlodott a P4mf tiptalajon, mint a Wldmf-en, késobb az ezekbél fejlodé niovénykék
kozott atlagosan 1,71-szer tébb albiné ndvény regenerialodott, valamint a Widmf
taptalajon szignifikinsan nagyobb szizalékban (itlagosan 16,9% szemben a P4mf-cen
atlagosan mért 9,6%-kal) lehetett zold nivényeket regenerilni az ELS-ekb61?”

A két alkalmazott tapkozegek kozotti azonossagokat és kiilonbségeket az értekezés 3.
tablazata foglalja Gssze. A két indukcios tapkozeg esetében a szénforrds (maltdz). hormon
kiegészités (2.4-D ¢és kinetin). hozzaadott ficoll mennyisége és a pH azonos volt. mig szamos
cgyeb kiilénbség volt megligyelhetd az indukceios tapkozegek kozott.

Makroelemek dsszetétele eltérd a két tapkozegben, Wl4mf tapkdzegben magasabb a
szervetlen N forrds mennyisége. Arpa izoldlt mikrospora tenyésztés esetében ismert. hogy
kulesfontossdagt az indukcios tapkozegben 1évo szerves. szervetlen és dsszes N forrds
mennyisége ¢s aranya (Mordhorst és Lorz 1993). P4mf tapkozeg nem tartalmaz mikroelemeket.
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W14mf tapkozeg vitamin tartalma magasabb, mig a P4mf tapkozeg 10% burgonyakivonatot
hozzaadasaval késziil. A burgonyakivonat kémiai vizsgalatat elvégezték mar és tobb mint 200
kiilonbozd alkotot detektaltak. Tovabbi vizsgalatokat igényelne. hogy a burgonya kivonat mely
komponense az. ami pozitiv vagy esetleg negativ hatdst az in vifro androgenezis indukcioja
szempontjabol.

3. rablazat. In vitro AC-hez alkalmazott mndukcios tapkozegek.

Wl4mnf indulkcios P4inf indukcios

Osszetevok
tapkozeg (mg'l) tapkozeg (g1

KNO: 2000 1150
K:S0: 700 .
KC1 - 35
NH:H:PO: 380 -
(NH:)150: - 100
KH:PO: - 200
Ca(NO3): * 4H:0 - 100
CaClx = 2HX0 140 -
MgSOs * TH20 200 125
Na:EDTA 373 373
FeSOs = TH:0 78 278
MnSO: = 4H20 S -
ZnSO: * TH2O 3 -
H:BO: 3 -
KI 0.3 -
CuSO: ~ SH20 0.025 -
CoCl2 < 6H:0 0.025 -
Na:MeO: =~ 4H:0 0.005 -
Tianun HCI 2 1
Pinndoxm HC1 0.05 -
Nikotmsav 0.05 -
Maltoz S0 000 80 000
24D 2 2
Kinet:n 0.3 0.5
pH 5.8 58
Burgonva kivonat - 10%

Ficoll 100 000 100 000




Szamos tovabbi kisérlet lehetoségét ve
egyenként megvizsgaljuk. mely munkaigényes folyamat.

f=

ti fel. hogy a fenti kiilonbségek komplex hatasat

3. A diploid (AA) alakor fajban milyen iranyu fejlesztéseket javasol az in vitro
androgenezis hatékonysigianak novelésére a jovében, tekintettel arra, hogy az eddigi
vizsgalatok szerint mely QTL-eknek - koztiik szamos B és D genomban eléfordulénak -
van befolydsolo szerepe az ELS-ek, albindk és z6ld nivények fejléodésében?”

Els¢ lépésben a leirt modszert érdemes lenne tesztelni tébb alakor genotipus
bevondsaval. hogy felmérjiik létezik-e jobb valaszaddoképességgel rendelkezd genotipus. mint
amit eddig azonositottunk. A megfelelé genotipus kivalasztasat kovetden lehet folvtatni a
kisérleteket a kiilonbozd eldkezelések ¢s kombindcidjuk tesztelésével. illetve indukcios
tapkdzegek Gsszehasonlitasaval és fejlesztésével.

A tenyészetekben fejlodott ELS-k mennyisége a legjobb kezelés esetében 77.25
ELS/100 portok volt. Ez az érték még tovabbi fejlesztéseket igényel. mas fajokkal (pl.: arpa.
buiza) 6sszehasonlitva. A fejlesztések soran torekedni kell arra, hogy az embridszer(i strukturak
fejlodését segitsiik elo. és a kalluszok fejlodését elkeriiljiik. Tovabbi sarkalatos pont az ELS-k
zGld novényregenericiojanak fokozdsa. ami az eldkezeléseken tul az indukcios és regenerald
tapkozeg fejlesztésével érhetd el.

Tampontot nyQjthatnak a mas kutatok altal Triticum nemzetségben vagy mas
nemzetségben elért publikalt eredmények. A cél egy genotipustol luggcllen jol miikodo
modszer kidolgozasa. ahol a QTL-k hatasa mar csekély mértékii. és jelenlétiik vagy hidanyuk
nem zavarja a DH névények eldallitasat.

Még egyszer kdszonom Opponensem munkadjdt és tamogato véleményét.
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