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Bevezetés

Kalaszos gabonafajok nemesitésében a hagyomanyos keresztezésen alapuld nemesitési
modszerek a mai napig vezetd szerepet toltenek be. A modern biotechnologiai eljarasok nem
helyettesitik, hanem kiegészitik azokat. Keresik a lehetdségeket a szelekcids elérehaladas
javitasara, a nemesitési folyamat gyorsitasara. A klasszikus nemesitési modszerek és a modern
biotechnologiai eszk6zok szimbidzisa kivalo lehetdségeket biztosit a versenyképes fajtak és
hibridek eldallitasara, ahogy ez tobb nemzetkozileg is ismert nemesitéhaznal mar lathaté. E
modszerek k6zé soroljuk az in vitro androgenezisen alapuld portoktenyésztés (AC) é€s izolalt
mikrospora tenyésztés (IMC) moédszerét. Az in vitro androgenezis indukcidja soran a
mikrosporak gametofitikus fejlédésmenete stressz elOkezelés hatasara sporofitikus utra
programozhato6 at, majd az indukciét kovetden embridszerti struktardk (ELS) allithatok el6 és
z61d novénykék regeneralhatok a mikrosporakbol in vitro kériilmények kozott. igy genetikailag
homozigota kett6zott haploid vagy doubled haploid (DH) novények allithatok el6 AC-ben és
IMC-ben a haploid kromoszoma készlet spontan vagy indukalt moédon torténé megduplazasat
kdvetden.

Az in vitro androgenezis modszerei szamos el6nnyel jarnak gazdasagi novényeink
kutatasaban és nemesitésében. A legfontosabb elény, hogy homozigéta torzsek hozhatok 1étre
egy generacio alatt, mig hagyomanyos modon, ontermékenyitéssel akar 6-8 generaciora is
szilkség van a genetikailag tiszta allapot eléréséhez. Igy a DH vonalak és torzsek eloallitisa
nagyon jo lehetéséget biztosit a hibrid és a fajtael6allitd nemesitési programok szamara. A
homozigdta anyagok eléallitasaval id6 és koltség takarithatd meg a novénynemesitésben, ami
gyakorlati szempontbol nem elhanyagolhato.

A DH novényeldallitasi modszerek kivaldan felhasznalhatoak alkalmazott kutatési
programokban. Az in vitro AC moddszere hatékonyan kombinalhaté mas biotechnologiai
eljarasokkal, igymint marker tamogatta szelekcié (MAS), mennyiségi tulajdonsag l6kuszainak
(QTL) vizsgalata, genetikai transzformacio stb. Tovabba alkalmas mutaciok, recessziv allélek
homozigota formaban torténd rogzitésére, hogy fenotipusos hatasuk 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 évtizedek ota vilagszerte szamos
novénynemesitd cég és akadémiai kutatdintézet foglalkozik a DH ndvényeldallitasi modszerek

kidolgozasaval és folyamatos fejlesztésével. A DH novényeldallitdsi modszerek arpa €s repce
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esetében mar széleskoriien alkalmazott rutin eljarasok, amelyek a modern névénynemesitési
progarmok szerves részét képezik. Triticum fajok esetében azonban arnyaltabb a modszerek
felhasznalasanak megitélése.

Tobb kutatocsoport is sikeresen alkalmazta mar az in vitro AC moédszerét kenyérbiza
(Triticum aestivum L.) fajtacl6allito nemesités soran (Thomas és mtsai. 2003, Tuvesson és
mtsai. 2007, 2021, Broughton és mtsai. 2020, Weyen 2021), tobb mint 250 regisztralt DH fajta
ismert a vilagon (Devaux és Cistue 2016). Mindezen igéretes eredmények ellenére maig
beszamolnak meghatarozd kutatocsoportok a kozonséges btiza in vitro androgenezis
modszereinek (AC és IMC) sziik keresztmetszeteir6l, ugymint 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). Tonkolybuza
(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 célkituzések

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

keresztezési kombinacioiban

e A genotipus, tapkozeg (P4mf, W14mf) és genotipusxtapkozeg kdlcsonhatas 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 ndvénykék, zold és
albind novénykék szama) tesztelése in vitro portoktenyészetben nemzetkozi kontroll
genotipusokkal (’Svilena’ — kivald valaszadd képességli és ’Berengar’ — gyenge
valaszado képességli genotipus).

e Az in vitro portoktenyésztés hatékonysaganak vizsgalata széles nemzetkdzi 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 fajtael6allitd nemesitése
soran, szelektdlt DH buzatorzsek vizsgalata orszagos kisérletben (NEBIH),

fajtaeldallitas.

1.3. In vitro androgenezis indukciéja tonkolybuzaban

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

e Androgenezis indukcidja tonkolybtza in vitro IMC-ben (dajkatenyésztés, exogén

hormonkiegészités €s genotipus hatasa).
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1.4. In vitro portoktenyésztés alkalmazasa tonkolybuiza nemesitésben

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

e Eldallitott tonkolybuza DH torzsek jellemzése kétéves tenyészkerti kisérletben.

1.5. Androgenezis indukcioja alakor (Triticum monococcum L.) fajban
e Androgenezis indukcioja Triticum monococcum L. in vitro portoktenyészetben.
e Elokezelések hatasanak vizsgalata az in vitro androgenezis indukcidjara Triticum

monococcum L. genotipusok portoktenyészetében.

¢ Genotipushatas vizsgalata Triticum monococcum L. in vitro portoktenyészetben.

11



2. Irodalmi attekintés

A haploid kutatas torténete egészen az 1900-as évek elejéig nyulik vissza, amikor Blakeslee
¢s mtsai. (1922) csattan6 maszlagban (Datura stramonium L.) spontan haploid ndvény
eléfordulasat figyelték meg, és irtak le. Azota tobb faj esetében is beszamoltak természetben
eléforduld haploid egyedekrol, de ezen események rendkiviil ritkak. Amikor La Rue 1952-ben
egy nemzetkozi  botanikai  kongresszuson nyitvatermé ndvények  pollenjének
szovetszervezOdésérol tett emlitést eldadasaban, a ,képzelet vad szarnyaldsanak™ tartottak
beszamoldjat (Heszky 2000). Egy b6 évtizeddel késébb indiai kutatok allitottak eld az elsé in
vitro haploid novényeket indian maszlag (Datura innoxia L.) in vitro AC-bdl (Guha és
Maheswary 1964). Azota kozel 400 fajban irtak le az in vitro androgenezis indukciojat, haploid,
illetve DH novények eldallitasat (Segui-Simarro és mtsai. 2021). A publikalt adatok alapjan
tobb szdzra, de inkdbb tobb ezerre tehet6 a DH modszerek altal eldallitott regisztralt
novényfajtak szama a vilagon (Weyen 2021). Természetesen nem minden faj esetében valt rutin
modszerré az eljaras, de szép szammal talalunk példat a DH névények nemesitési és kutatasi

célu felhasznaléasara.

2.1. A haploidkutatas és nemesités rovid torténeti attekintése a vizsgalt

Triticum fajokban

A kiegyenlitettség vagy homogenitas alapveté kovetelmény a fajtak, illetve hibridek élettani
vizsgalata és nemesitése soran. Tobb megkozelités 1étezik a ndvénynemesitdk szamara, mellyel
lecsokkenthetik a nemesités hosszl, sokéves folyamatat, illetve emelhetik a nemesitési program
hatékonysagat. A DH novényeldallitdsi modszerek kinaljak a leggyorsabb lehetdséget a
genetikailag tiszta allapot eléréséhez (Dunwell 2010, Germana 2011a, Hensel és mtsai. 2012,
Niu és mtsai. 2014, Shchukina és mtsai. 2018, Sharma és mtsai. 2019), hiszen egyetlen
generacio alatt eljuthatunk a névények homozigota allapotahoz. Tovabba a genetikai tisztasag
alapvetd elvaras a kutatasi programokban, ahol a DH modszerek gyors lehetdséget kinalnak a
kivant vonalak, torzsek, populaciok eléallitasara. Az emlitett elonyok tartjak a DH

novényeldallitasi modszereket a kutatas és ndvénynemesités homlokterében a mai napig.
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2.1.1. Alkalmazott DH novényeléallitasi médszerek kozonséges buizaban (Triticum

aestivum L.)

Ko6zonséges buza esetében harom gyakran alkalmazott DH novényeldallitasi modszert
ismertink: (i) a kromoszoéma eliminacios modszert tavoli fajkeresztezéssel, az in vitro (ii) AC
és (iii) IMC moédszerét.

Tavoli fajkeresztezés alkalmazasakor a két faj keresztezését kovetden a pollen donor faj
(Kukorica, Imperata cylindrica L. vagy Hordeum bulbosum L.) kromoszomai eliminalodnak az
embriofejlodés soran. Az igy kapott haploid buza embridkat még az abortacidjuk elott izolalni
sziikkséges, ¢és in vitro koriilmények kozott felnevelni. A haploid ndvénykék indukalt
kromoszoéma duplikacidja (pl. kolchicin kezelés) minden esetben elengedhetetlen feltétel a
fertilis DH torzsek el6allitasahoz, mivel spontan kromoszoma duplikacidé nem torténik a
modszer alkalmazasa soran. A modszert hatékony eljarasnak irta le néhany kutatocsoport
(Tuvesson és mtsai. 2007, Jauhar és mtsai. 2009), azonban hatranyaként kell megemliteni, hogy
parhuzamosan kell felnevelni két kiilonb6z6 novényfajt mesterséges koriilmények kozott, és az
eléallitott novénykék haploidok, spontan DH nincs kozottiik, igy az indukalt kromoszoma
duplikaciojuk (pl. kolchicin kezelés) elengedhetetlen.

A buiza in vitro androgenezis kutatasa az 1970-es évek elejére nyulik vissza. Az elsé in vitro
AC eredetli buza novénykék eldallitasat harom kutatocsoport parhuzamosan publikalta 1973-
ban (Ouyang és mtsai. 1973, Picard és De Buyser 1973, Wang és mtsai. 1973). T6bb jelentds
fejlesztést kovetden, az elsd allamilag elismert AC eredetli DH buzafajta (‘Jinghua No 1°)
eléallitasa kinai kutatok nevéhez flizédik (Hu és mtsai. 1986), melyet rovid idén beliil tobb
eurdpai kovetett, igymint a francia ‘Florin’ (De Buyser és mtsai. 1987), a szegedi nemesitési
programbol szarmazé ‘GK Délibab’ (Pauk és mtsai. 1995), illetve a martonvasari nemesitésti
"Mv Szigma’ fajta (Bed6 és mtsai. 1996). Az elmult két évtizedben, az in vitro AC-n alapuld
DH no6vényeléallitas tobb jelentds nemesitéhaz buizanemesitési programjaban aktiv szerepet
toltott be. Szamos DH eredetii allamilag elismert kenyérbaza (Triticum aestivum L.) fajta
eldallitasardl tudomanyos cikkekben is emlitést tettek; példaul ‘SV Agaton’ (Tuvesson és
mtsai. 2003), ‘McKenzi’ (Graf és mtsai. 2003), ‘AC Andrew’ (Sadasivaiah ¢s mtsai. 2004),
‘Huapei 8 (Ming-hui és mtsai. 2011), ‘Kharoba’ (Elhaddoury és mtsai. 2012) és az
intézetiinkben nemesitett ‘GK Déva’ fajta (Pauk és mtsai. 2020). Tovabba, a DH

novényeldallitasi moddszerek a hibridbuza nemesitési programokban is kulcsszerepet
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jatszhatnak, amennyiben a hibridbuzak termesztésének jelentésége tovabb emelkedik a jovoben
(Longin és mtsai. 2014).

Az elsO sikeres nemesitési €és kutatdsi alkalmazasok ellenére a mai napig lehet olvasni
tudomanyos kritikakat a kozonséges buza in vitro AC-vel kapcsolatban. Ezen beszamolok
els6ésorban az erds genotipus fiiggdséget, alacsony névényregeneraciot és albinizmust emlitik,
ami korlatozza a modszer széleskorii nemesitési alkalmazasat (Jauhar és mtsai. 2009, Islam és
Tuteja 2012, Niu és mtsai. 2014, Canonge ¢és mtsai. 2021, Zur és mtsai. 2021, Tang ¢és mtsai.
2023).

A harmadik leggyakrabban alkalmazott modszer kenyérbuza (Triticum aestivum L.) DH
novények eléallitasara az IMC moddszere, melyet két kutatocsoport irt le 1993-ban (Mejza és
mtsai. 1993, Tuvesson és Ohlund 1993). Mejza és mtsai. altal publikalt ovéariumos
dajkatenyésztés a mai napig alkamazott eljards az izolalt haploid sejtek tenyésztése soran
kozonséges buzaban. A modszer hatékonysagat jelentsen emeli a dajkatenyésztés, bar tobb
manualis munkaval is jar. Szamos kutatdcsoport megerdsitette eredményeiket (Puolimatka és
Pauk 1999, Zheng és mtsai. 2002, Letarte és mtsai. 2006), de az ovariumos dajkatenyésztés
hatasat még nem sikeriilt teljes mértékben mas modszerrel, kezeléssel vagy vegyszerrel
kivéltani. A genotipus fliggdség mellett a modszer legfébb hatranyanak a nagy mértéki
albinizmust emliti meg t6bb kutatocsoport (Canonge és mtsai. 2021, Zur és mtsai. 2021). A
modszer fejlesztése (pl. indukcios tapkozeg, trichostatin A kezelés) a mai napig kutatott teriilet
(Islam 2010, Asif és mtsai. 2014, Jiang és mtsai. 2017, Castillo és mtsai. 2020, Valero-Rubira
¢s mtsai. 2023), azonban a széleskorii nemesitési felhasznalas egyelore még tovabbi
fejlesztéseket igényel.

Szamos kutatocsoport foglalkozik a haploid indukald genetikai forrasok (pl.: CENH3,
TaMTL) elballitasaval kozonséges buizaban és mas, gazdasagilag fontos novényfajban (Ravi és
Chen 2010, Kalinowska és mtsai. 2019, Tang és mtsai. 2023). Eredményeik egyel6re még nem

valtak a kenyérbuza nemesitési programok meghatarozo részévé.

2.1.2. DH novényeloallitasi médszerek tonkolybuzaban (Triticum spelta L.)

Az elmult két évtizedben megndvekedett a tonkolybuza termesztés jelentdsége a faj szamos
elényos tulajdonsaganak koszonhetden, tgymint kivalo alkalmazkodo képesség, j6 bokrosodd
és gyomelnyomd képesség, nagy biomassza, stressztiirképesség, illetve beltartalmi

tulajdonsagok (Kema 1992, Zielinski és mtsai. 2008, Raman és mtsai. 2009, Gomez-Becerra és
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mtsai. 2010, Escarnot és mtsai. 2011, Koutroubas és mtsai. 2012, Guzman és mtsai. 2014, Vu
és mtsai. 2015, Flodrova és mtsai. 2016, Arzani és Ashraf 2017, Andruszczak 2018,
Hlisnikovsky €s mtsai. 2019, Wanic és mtsai. 2019). A tonkdlybuza genotipusok iranti
érdekl6dés az alap- és alkalmazott kutatasi programokban is egyre fokozottabba valt. A faj
biotikus ¢és abiotikus stressztoleranciaja arra batoritja a kutatokat és nemesitoket, hogy
felhasznaljak ezeket a genotipusokat a kedvez6 tulajdonsagokat kodolo allélek megkeresésére,
¢és alkalmazzak azokat a tonkolybtiza és kdzonséges buza rezisztencianemesitési és kutatasi
programokban (Raman és mtsai. 2009, Gomez-Becerra és mtsai. 2010, Wang és mtsai. 2010,
Mobhler és mtsai. 2012, Singh és mtsai. 2013, Peng és mtsai. 2014). A tonkolybaza nemesitési
programok sokkal mérsékeltebb kapacitassal folytak az elmult idészakban, mint kenyérbuza
esetében. Szamos kihivas (megddlés, koraisag, termésmennyiség Sth.) all még a tonkolybliza
nemesitok el6tt, hogy a faj gazdasagosabb termesztését fokozzak, és a piacképes fajtak és a
beldliik készitett termékek szélesebb korben elérhetdvé valjanak a fogyasztok szdmara.

Tobb gazdasagilag fontos ndvényfaj esetében (pl.: arpa, repcee, rizs, buza, tritikale, kukorica
sth.) béséggel talalunk szakirodalmat a DH noévényeldallitasi modszerek fejlesztésérdl és
gyakorlati alkalmazisardl, mig kevés publikalt adat olvashaté a tonkolybtiza DH
novényeldallitasi modszerekkel kapcsolatban (Schmid 1990, Escarnot és mtsai. 2014). Az
utobbi néhany évben valt elérhetéve tobb adat a tonkolybuza AC-vel kapcsolatban (Lantos és
mtsai. 2016, 2018, 2019, Castillo és mtsai. 2019, Lantos és Pauk 2021). Escarnot és mtsai.
(2014) voltak az elsék, akik a kromoszoma eliminacios modszert (tonkolybuza genotipusok
kukorica pollennel torténé megporzasa) alkalmaztak tonkolybtizaban. Modszeriiket néhany
genotipussal tesztelték, ami alacsony hatékonysaggal miikodott (16,1 embrio/100 megporzott
kalaszka és 38 novényke/100 embrid). Tonkolybtiza genotipusok in vitro AC-ré6l Schmid
szamolt be elészor 1990-ben, kisérletében a regeneralt novénykék mennyisége alacsony volt
(atlagosan 0,9 névényke/100 portok), az egyik jo valaszadd képességii genotipus esetében 2,4
novényke/100 portok hatékonysagot ért el. Takdcs és mtsai. (1994) szintén beszamoltak
androgenezis indukcidjarol in vitro AC-ben, az androgenezis indukcidjanak gyakorisaga 6,4%
volt, azonban az ELS-k és regeneralt novénykék szamat a tovabbiakban nem részletezték. Igy
ezek az eredmények még nem voltak meggydzbden elegenddek a gyakorlati ndvénynemesités
szamara.

Egy hatékonyan miik6dé in vitro IMC modszernek szamos elénye van az in vitro AC-
sel szemben. Az IMC-ben kiilonallé haploid sejteket tenyésztiink szomatikus szévetek nélkiil,

igy a regeneralt novénykék mikrospora eredete nem lehet kétséges, szemben az in vitro AC-sel
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(Heberle-Bors 1985, Oleszczuk és mtsai. 2004). Az IMC kevésbé id6- és munkaigényes eljaras
repce esetében (Germana 2011a, 2011b, Ahmadi és mtsai. 2018). Az IMC kivalo lehetdséget
kinal a mikrospora embridgenezis sejtszintli vizsgalatara (Indrianto és mtsai. 2001, Soriano és
mtsai. 2013). Mindezen eldnyok ellenére az IMC modszerérdl korabban nem volt publikalt adat

tonkolybuzéaban.

2.1.3. In vitro szomatikus szovettenyésztés és AC tudomanyos hattere a rekalcitrans

alakor (Triticum monococcum L.) fajban

Az alakort elsdsorban a mezOgazdasagi teriiletek Kkitettebb peremvidékein termesztik,
népszerlisége manapsag az Okoldgiai gazdalkodasban egyre novekszik. Funkcionalis
¢lelmiszerként szamos eldnyos tulajdonsaggal rendelkezik, igymint magas makro-, mikroelem
(foszfor, kén, magnézium, cink, mangan stb.) ¢és antioxidans (konjugalt polifenolok,
karotinoidok, tokolok, alkil-rezorcinolok, és fitoszterolok) tartalom (Suchowilska és mitsai.
2012, Zaharieva és Monneveux 2014, Arzany és Ashraf 2017, Hlisnikovsky és mtsai. 2019).
Tovabba, egyes alakor genotipusokra biotikus és abiotikus stresszrezisztencia forrasként
tekintenek a nemesiték és kutatok, melyek kenyérbuza (Triticum aestivum L.) nemesitési
programokban is hasznalhatoak lehetnek (Stein és mtsai. 2000, Zaharieva és Monneveux 2014,
Longin és mtsai. 2016, Miroshnichenko és mtsai. 2017). Az alakort modell fajként emlitik a
buza genomikai kutatasokkal kapcsolatban, koszonhetden a kicsi genom méretének (2n = 14),
nagymértékii polimorfizmusanak és konnyli termeszthet6sége miatt (Jing és mtsai. 2007,
Miroshnichenko és mtsai. 2017).

Az in vitro szomatikus és DH novényeldallitasi modszerek széleskorlien alkalmazott
eljarasok hexaploid gabona fajokban, igymint buza, tritikale és az utobbi években tonkolybiiza
(Purnhauser és Gyulai 1993, Kumlehn és Hensel 2009, Wuerschum és mtsai. 2012, Castillo és
mtsai. 2015, Jiang és mtsai. 2017, Lantos és mtsai. 2018, 2019, Testillano 2019, Lantos és Pauk
2020, Niazian és Shariatpanahi 2020, Orlowska és mtsai. 2020). Mindazonaltal a legtobb
publikaci6 nehezen reagald, rekalcitrans fajként irja le az alakort in vitro sejt- és
szovettenyésztési szempontbol. Az elmult években néhany publikacid hatékony szomatikus
szOvettenyésztési eljarasokrol szamolt be alakor fajban (Alikina és mtsai. 2016,
Miroshnichenko ¢és mtsai. 2017, 2018, Agil és mtsai. 2021, Orgec ¢és mtsai. 2021).
Miroshnichenko és mtsai. (2017) egy jol miikodo eljarast dolgoztak ki a szovettenyésztési
szempontbol kritikus tényezok fejlesztésével (explantum tipusa, fejlédési stadium,

hormonkombinaciok), majd ezt a protokollt az alakor (Triticum monococcum L.) genetikai
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transzformacidja soran is sikeresen felhasznaltak (Miroshnichenko és mtsai. 2018), mely
eredmények 1) kutatasi lehetségeket nyitottak meg e diploid Triticum faj kutatasi teriiletén.
A DH novényeldallitasi modszerek jelentésége megkérddjelezhetetlen a gazdasagilag
fontos ndvények modern nemesitési €és kutatdsi programjaiban. Azonban nem talaltunk olyan
volna be kordbban. Plamenov és mtsai. (2009) kisérletet tettek az androgenezis indukélésara
alakorban, azonban kalluszok vagy ELS-k fejlodését nem figyelték meg a tenyészetekben, mig
Tan és Halloran (1982) ELS-k fejlédését irtak le egy alakor genotipus in vitro AC-ben. igy, az
in vitro androgenezis indukcidja tovabbra is megoldatlan kutatasi teriilet maradt alakor

(Triticum monococcum L.) fajban.

2.2. Invitro androgenezis indukciéja kenyérbtzaban (Tritcum aestivum L.)

A novényi mikrosporak gametofitikus fejlodési utja stressz hatasara torolhet6, és a sporofitikus
ut aktivalhat6. Ez a folyamat az androgenezis indukcidja, vagy mas néven mikrospora
embriogenezis. A stressz indukalta sejthalal és az atprogramozas alacsony hatékonysaga
korlatozhatja a folyamatot. Igy, az alkalmazott stresszfaktor (tipusa, idétartama, koncentracioja
stb.) kulcsfontossagli a folyamat kivaltasdban, és szignifikdns hatdsa van a modszer
hatékonysagara ¢és gyakorlati alkalmazhatésagara (Shariatpanahi és mtsai. 2006b). A
mikrospora embridgenezis modell ndvényei elsdésorban a repce, dohany és arpa, de kenyérbuza
(Triticum aestivum L.) esetében is szamos tanulmany késziilt a folyamatrol (Touraev és mtsai.
1996, Indrianto és mtsai. 2001).

A stresszkezelt kozonséges buza mikrosporakon teljes citologiai valtozas figyelheté meg
abban az esetben, ha az atprogramozas megtortént, €s az androgenezis indukalodott. A stressz
elokezelést kovetden a citoszkeleton atrendezddik a mikrosporan belil, a vakuolum
fragmentalodik, a sejtmag(ok) kozépre vandorol(nak), és csillagszeri struktirat mutatnak azon
mikrosporak, melyekben az androgenezis indukalodott (1. &bra). A stresszor(ok)
megvalasztasakor arra kell térekedni, hogy a kezelés hatdsara a csillagszert struktirat mutato
mikrosporak aranya novekedjen a mikrosporak populacidjan beliil (Touraev és mtsai. 1996,
Indrianto és mtsai. 2001, Shariatpanahi és mtsai. 2006Db).

Modern genomikai ¢és transzkriptomikai kutatasoknak koszonhetén szamos gént

azonositottak, melyek fontos szerepet jatszanak az in vitro androgenezis indukcidjaban. Seifert
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¢s mtsai. (2016) a jo valaszad6 képességli ’Svilena’ genotipus IMC-ben végzett széleskorii
transzkriptomikai vizsgalataik alapjan tobb ezer eltérden kifejez6dd vélt transzkriptumot
azonositottak, melyek kapcsolatosak a stressz indukcidval, embridfejlédéssel, epigenetikai
valtozasokkal. Sanchez-Diaz és mtsai. (2013) 14 gént (TaTPD1-like, TAAlb, GSTF2, GSTA2,
TaNF-YA, TaAGL14, TaFLA26, CHI3, XIP-R, Tadl, WALI6, TaEXPB4, TaAGP31-LIKE,
¢s TaME1) irtak le, melyek kapcsolatba hozhatdak kenyérbuza mikrospdora embridgenezisének
folyamataval. Az androgenezis korai szakaszaban az o0szt6dd mikrospordk exine-jének
felrepedése eldtt aktivalodo geének vizsgalata esetében eltérd génexpresszids eredményeket
kaptak a gyenge és jo valaszado képességii fajtak esetében. Ezek a gének hasznos informacioval

jarulhatnak hozza a kozonséges buza mikrospéra embridgenezisének korai szakaszaban

lejatszodo események mélyebb megértéséhez (Sanchez-Diaz és mtsai. 2013).

1. abra. Kozonséges buza (Triticum aestivum L.) mikrospéra stresszkezelés el6tt és utan. a,
Egysejtmagvas vakuolumos mikrospora stressz kezelés el6tt b, Csillagszeri struktarat

mutato egysejtmagvas mikrospora stresszkezelés utan.

IMC-ben tett megfigyelések szerint azon kenyérbtiza mikrosporakban, ahol az androgenezis
indukalodott, néhany napon beliil a vakuolum helyét a citoplazma foglalja el, keményitd
felhalmozodas figyelhetd meg, és kezdetét veszi az elsé sejtosztddas. Késobb a soksejtes
struktura a keményitd felhalmozddassal ellentétes oldalon téri at a mikrospora falat, és

embriok/ELS-ek fejlodése figyelhetd meg (Indrianto és mtsai. 2001). Perez-Pinar és mitsai.
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sz¢éleskorti metabolomikai kutatasokat végeztek ’Svilena’ genotipus in vitro AC-ben, hideg
stressz el6kezelés alatt a keményito tartalom lecsokkent a mikrospordkban, mig az androgenezis
indukciojat kovetden keményité szintézist figyeltek meg (Perez-Pinar és mtsai. 2024). A
trikarbonsav  ciklus energiaforrasként szolgalt az androgenezis indukcidjanak korai
szakaszadban az intenziv metabolomikai valtozasok sordn, az elsd sejtosztodast kdvetden
emelkedett glutamin koncentraciot és a glutamin-szintetdz 1 izoforméjanak nagy mértékii
expressziojat figyelték meg (Perez-Pinar és mtsai. 2024). Remélhetbleg az tjabb kutatasi
eredmények segitenek megérteni az egyes gének, fehérjék funkciojat és ok-okozati

Osszefliggését a mikrospora embriogenezis folyamataban.

2.3. A kozonséges buza (Tritcum aestivum L.) in vitro AC hatékonysagat

befolyasolo tényezok

Az alkalmazott in vitro AC-i mddszer eredményességét tobb tényezd befolyasolja, ugymint a
donor ndvények genotipusa, felnevelési koriilményel, az alapanyag (mikrosporak) fejlettségi
allapota, az alkalmazott stressz elékezelés, indukcids taptalajok, regenerald taptalajok
Osszetétele és tenyésztési koriilmények. Mindezen tényezOk egyiittesen hatarozzak meg az in

vitro AC alkalmazasanak sikerességét (Lantos és Pauk 2020).

2.3.1. Genotipus szerepe az in vitro androgenezis indukciojaban

Az in vitro androgenezis kutatas kezdete 6ta ismert, hogy az AC és IMC soran az alkalmazott
genotipusnak meghatarozo szerepe van a folyamatban. A genotipusoknak ezt a tulajdonsagat
valaszadd képességnek nevezziik. A valaszadd képesség oroklédése foleg additiv genetikai
hatasok altal meghatarozott (Lazar és mtsai. 1984, Agache és mtsai. 1989, Szakacs és mtsai.
1988, Tuvesson és mtsai. 1989), azonban nem additiv genetikai hatasokat és citoplazmatikus
hatast is leirtak k6zonséges btza in vitro AC-ben (Lazar és mtsai. 1984, Agache és mtsai. 1989,
Ekiz és Konzak 1991a, 1991b, Orlov és mtsai. 1999). Az emlitett publikaciok értékét emeli,
hogy a kisérletek soran modell genotipusok mellett nemesitési szempontbodl értékes
genotipusokat is bevontak a vizsgalatokba.

A kiemelkedéen magas valaszadé képességgel rendelkezé genotipusok (példaul ‘Chris’,

‘Pavon’, ‘Svilena’) az in vitro androgenezis kutatds modell genotipusaiva valtak (Lazar és
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mtsai. 1984, Lantos és mtsai. 2013, Castillo és mtsai. 2015, Nielsen és mtsai. 2015, Seifert és
mtsai. 2016), mig néhany genotipust rekalcitrans (nem valaszadd) vagy alacsony valaszado
képességii genotipusként (‘Berengar’, ‘Walter’, ‘Caramba’) irtak le in vitro AC-ben (Torp és
mtsai. 2001, Lantos és mtsai. 2013, Castillo és mtsai. 2015). Az eltér6 valaszadod képességgel
rendelkez6 genotipusok jol alkalmazhatok modszertani fejlesztési kisérletekben, ahol {6
célkitiizés a DH novényeldallitas gyakorisaganak fokozasa, a genotipus és genotipusxkezelés
kolcsonhatas mértékének csokkentése.

Heterdzis hatast és additiv genetikai hatdsokat egyarant megfigyeltek kozonséges buza
(Triticum aestivum L.) in vitro AC-ben (Lazar és mtsai. 1984, Deaton és mtsai. 1987, Agache
¢s mtsai. 1989, Tuvesson és mtsai. 2000, 2003, Lantos és mtsai. 2019), mely észrevételek
hasznosak lehetnek a modszer széleskort felhasznalasa (térképezési populaciok készitése, DH
torzsek eloallitasa) soran.

A keresztezési kombinacionként eldallitott DH térzsek mennyisége emelhetd, ha valaszado
képes (legalabb 1 zold novényke/kalasz) genotipusokat alkalmazunk a keresztezési
kombinaciok megtervezésekor és elkészitésekor (Tuvesson és mtsai. 2000, 2003). A stratégia
elofeltétele, hogy a keresztezés el6tt mar legyen informacionk a sziiléi genotipusok valaszado
képességérol, ez azonban meghosszabbitja a DH torzsek eléallitasanak folyamatat. Az alacsony
valaszadd képességii genotipusok alkalmazasa csokkentheti a kombinacionként eléallitott DH
torzsek szamat, igy késleltetheti a kivant nemesitési cél elérését. Szegregald nemesitési
populaciok esetében jo eséllyel emelkedhet az elballitott DH torzsek mennyisége a sziil6i
genotipusokhoz képest egy jol mitkodo in vitro AC vagy IMC rendszer alkalmazasaval (Lantos
¢és Pauk 2020).

A kozonséges buza in vitro androgenezisének genetikai térképezése soran tobb
kromoszoémat (1A, 1B, 1D, 2D, 5B, 7A, 7B, 7D) illetve QTL régiot (1B, 2AL, 2BL, 5BL, 7B)
leirtak mar, amelyek befolyasoljak a tenyészetekben fejlodott ELS-K mennyiségét, a regeneralt
z0ld és albind novénykék szamat in vitro AC-ben és IMC-ben (Szakacs és mtsai. 1988, Agache
¢s mtsai. 1989, Kaleikau és mtsai. 1989, Galiba és mtsai. 1986, Ghaemi és mtsai. 1995, Torp
¢és mtsai. 2001, Nielsen és mtsai. 2015). Mindezek ellenére, a leirt QTL régiok gyakorlati célu
felhasznalasa nem valt alkalmazotta a kenyérbuza nemesitési programokban. Ez aldl kivételt
jelentett Zhao és mtsai. (2015) munkassaga, akik ajanlottak a jo valaszadd képességért felelds
QTL régiok alkalmazasat. Kutatasi és nemesitési programjukban jé agronomiai bélyegekkel
rendelkez6 magas valaszado képességli genotipusok szelekciojara fokuszaltak (Zhao és mtsai.

2015). Mindazonaltal, ezen QTL régiok integralasa a nemesitési torzsekbe a buzanemesitoknek
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nem f0 célkitiizése. Tovabbi rizikot jelent a nemesités szamara, hogy a QTL régiok ismeretlen,
nem kivanatos tulajdonsagokat is hordozhatnak (Lantos és Pauk 2020).

Az in vitro AC modszertani fejlesztései nytjtjak a legjobb megkdzelitést arra, hogy
eljussunk egy hatékonyabban miikodé modszerhez, ami biztositja a nemesitési folyamat
felgyorsitasat. A kisérletek soran a legfontosabb célkitiizések a DH torzsek, in vitro zold
novénykék eldallitdsanak fokozédsa, az albinizmus mértékének mérséklése és a genotipus
fliggdség csokkentése. Egy genotipustol fiiggetlen, vagy csak mérsékelten genotipus fiiggé DH
novényeldallitasi modszer valhat igazan alkalmas eszkdzz¢é a modern nemesitési programok

szamara.

2.3.2. Donor novények felnevelési koriilményei és az alapanyagok begyiijtési ideje

A donor novények felnevelési koriilményei és allapotuk kulcsfontossagu tényezd, mely
befolyasolja az in vitro androgenezis (AC, IMC) hatékonysagat. A kisérletekhez rendelkezésre
allo egészséges donor ndvények, hajtasok, illetve kalaszok az els6 kritikus tényezOok a nagy
mennyiségli DH novényeldallitas folyamataban. A donor névények felnevelésére két gyakran
alkalmazott lehetdség létezik: a, ndvénynevelés kontrollalt koriilmények kozott tiveghdzban
vagy fitotronban; b, névénynevelés tenyészkertben szant6foldi koriilmények kozott.

A kontrollalt fény- és homérsékleti viszonyok (iiveghaz, fitotron) jo lehetdséget
kinalnak egész évben a donor ndvények felnevelésére (Ghaemi és mtsai. 1995, Torp és mtsai.
2001, Pauk és mtsai. 2003, Tuvesson és mtsai. 2000, 2003, Soriano és mtsai. 2007, 2008,
Broughton 2008, 2011, Redha és Suleman 2011, Brew-Appiah és mtsai. 2013, Rubtsova és
mtsai. 2013, Sanchez-Diaz és mtsai. 2013, Castillo és mtsai. 2015, Nielsen és mtsai. 2015,
Seifert és mtsai. 2016, Barakat és mtsai. 2017, Sen 2017, Coelho és mtsai. 2018, Wang és mtsai.
2019, Orlowska és mtsai. 2020, Broughton és mtsai. 2020). Az optimalizalt novénynevelési
koriilmények (homérséklet, megvilagitas, paratartalom) egészséges donor novényeket
biztositanak a kisérletekhez. Az Gszi tipusii genotipusok vernalizaciot (6-8 hét, 3-4°C)
igényelnek csirazast kovetden. Az alapanyagok begyiijtéséig a donor novények szdmara 18-
21/12-15°C (nappal/éjjel) homérsékletet, 12-18 ora megvilagitast és 70-80% paratartalmat
sziikséges biztositani (Soriano és mtsai. 2007, 2008, Sanchez-Diaz és mtsai. 2013, Castillo és
mtsai. 2015, Coelho és mtsai. 2018, Wang és mtsai. 2019, Broughton és mtsai. 2020). Tovabba,
a tapanyagok rendszeres utanpoétlasardl és preventiv novényvédelmérdl szintén gondoskodni

kell. A kontrollalt koriilmények esetében figyelembe kell venni a magasabb koltségeket
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(energia). A donor novények kontrollalt koriilmények kozotti felnevelésének legfobb elénye,
hogy egész évben hasznalhaté alapanyag all rendelkezésre metodikai fejlesztésekhez és
alkalmazott kutatdsi programokhoz.

A tenyészkerti koriilmények kozott felnevelt alapanyagot tobb kutatocsoport eldnyben
részesitette kozonséges buza (Triticum aestivum L.) in vitro AC esetében (Pauk és mtsai. 2003,
Chauhan és Khurana 2011, Lantos és mtsai. 2013, Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai.
2016, 2019, Lazaridou és mtsai. 2017). A tenyészkertben felnevelt novények altalaban tobb
hajtast nevelnek, nagyobb kalasszal és tobb portokkal rendelkeznek, melyek tobb életképes
mikrosporat tartalmaznak a portokokon beliil (Lantos és Pauk 2020). Erthetd, hogy ezek a
tények dnmagukban is emelik az in vitro AC hatékonysagat (z61d ndvénykék szama/100 portok;
z6ld novénykék szama/kaldsz). Tapasztalataink alapjan a tenyészkertben felnevelt donor
alapanyagok alkalmazasaval konnyebben kivitelezheté nagy mennyiségi DH névényeldallitas
a nemesités szamara (Lantos és Pauk 2020).

A mikrosporak fejlettségi allapota az egyik legkritikusabb 1épés az in vitro androgenezis
sikeres indukcidja szempontjabdl (He és OuYang 1984). Ko6zonséges buza in vitro AC-ben és
IMC-ben a mikrospéra embriogenezis folyamata nyomon kovetheté a mikrosporak elsd
sejtosztodasatol az ELS-k, embriok kialakulasaig (Indrianto és mtsai. 2001, Shariatpanahi és
mtsai. 2006a, Seldimirova és mtsai. 2017, Niazian és Shariatpanahi 2020).

Ko6zonséges buza (Triticum aestivum L.) in vitro AC-ben az androgenezis folyamata a
mikrosporak fejlettségi allapotanak egy sziik tartomanyaban (egysejtmagvas vakudlumos
allapot) indukalhaté hatékonyan. Ebb6l a szempontbol apré kiilonbségek figyelhetok meg a
publikalt modszerekben és protokollokban. Tobb publikacioban olvashatd, hogy a donor
hajtasok begylijtését a mikrosporak kozépso és kései egysejtmagvas allapotaban hajtottak végre
(Soriano és mtsai. 2007, 2008, Broughton 2008, 2011, Chauhan és Khurana 2011, Redha és
Suleman 2011, Rubtsova és mtsai. 2013, Sanchez-Diaz és mtsai. 2013, Zhao és mtsai. 2015,
Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Cistué¢ 2016, Weigt és mtsai. 2016, 2019, Lazaridou és
mtsai. 2017, Broughton és mtsai. 2020, Orlowska és mtsai. 2020), mig mas kutatocsoportok
korai és kozépso egysejtmagvas vakudlumos mikrospodrakat tartalmazo alapanyagot hasznaltak
az androgenezis indukcioja soran (Datta és Wenzel 1987, Pauk és mtsai. 1991, 1995, Tuvesson
és mtsai. 2000, 2003, Datta 2005, Lantos és mtsai. 2013, Lantos és Pauk 2016). Sajat
tapasztalataink és kisérleteink a masodik csoport kutatasi eredményeit erésitették meg (Pauk és
mtsai. 1991, Pauk és mtsai. 1995, Lantos és mtsai. 2013, Lantos ¢és Pauk 2016, Kanbar és mtsai.
2020, Lantos és Pauk 2020).
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2.3.3. Stressz elékezelés szerepe kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro androgenezis

indukcidjaban

A stressz  elokezelés kulcsszerepet jatszik a  mikrosporak  fejlddésmenetének
atprogramozasaban a gametofita ttrél a sporofita fejlédésmenet felé, ami az in vitro mikrospora
embriogenezis indukciojanak elsé 1épését jelenti. A kutatok tobb stressz faktort is leirtak, amely
alkalmazhaté az androgenezis indukciojara kenyérbizdban, példaul: hideg, hd, éheztetés,
kolchicin, ozmotikus sokk, 2-HNA (2-Hidroxi-nikotinsav), DMSO (Dimetil-szulfoxid) stb.
(Liu és mtsai. 2001, Barnabas 2003, Shariatpanahi és mtsai. 2006b, Echavarri és Cistué 2016).

A leggyakrabban alkalmazott stressz faktorok a hideg el6kezelés, hosokk és éheztetés
Onalldéan, vagy egymassal kombinalva. A stresszek mértékének és kombinaciojanak
optimalizalasa nélkiilézhetetlen az androgenezis hatékony indukcioja szempontjabol, mivel az
enyhe és a talzott mértékii stressz egyarant csOkkentheti az elballitott DH novények
mennyiségét. A fokozott mértéki stressz csokkenti a novényregeneracio hatékonysagat, illetve
emeli az albinok gyakorisagat a regeneralt novénykék kozott, mig enyhe stresszkezelés esetén
elmarad a mikrosporak fejlédésmenetének sporofitikus atprogramozasa (Lantos és Pauk 2020,
Niazian és Shariatpanahi 2020). Az alkalmazott stresszek kivitelezhetéek a donor hajtasokon
vagy kozvetleniil az izolalt portokokon.

A donor hajtasok hideg elOkezelése a legegyszeriibb és leggyakrabban alkalmazott
modszer a mikrosporak atprogramozasara. A mikrosporak in vitro androgenezise indukalhato
a donor hajtasok hossza hideg elékezelése (2-5°C, 10 nap - 4 hét) altal (Pauk és mtsai. 2003,
Lantos és mtsai. 2013, Lantos és Pauk 2016, Coelho és mtsai. 2018, Wang és mtsai. 2019), mig
mas kutatdcsoportok a rovid idejli hideg elékezelés (3-8 nap, 4-6°C) alkalmazaval indukaltak
az in vitro androgenezist kozonséges buzaban (Ghaemi és mtsai. 1995, Broughton 2008, 2011,
Rubtsova és mtsai. 2013, Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2016, 2019, Lazaridou és
mtsai. 2017, Sen 2017).

Tovabba, a kenyérbuza in vitro androgenezise sikeresen indukalhat6 az izolalt portokok
¢heztetésével onalldoan vagy kémiai kezelésekkel kombinalva (Soriano és mtsai. 2007, 2008,
Sanchez-Diaz és mtsai. 2013, Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Cistué 2016). A mannit oldat
és a kolchicin kombinalt alkalmazéasa genotipustol fliggéen emelte a z6ld novénykék és DH
novények mennyiségét buza in vitro AC-ben (Soriano és mtsai. 2007). Tovabba, mannit oldat
¢s DMSO kombinalasaval novelni tudtak az ELS-K, zold névénykék és DH novények szamat

az Onalloan alkalmazott ¢heztetéses stressz elékezeléshez képest (Echavarri és Cistué 2016). A
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portokok direkt elékezelése iddigényes, plusz 1épést (portokok atoltasa elokezelés utan) jelent,
ami tobb kétkezi munkaval jar az in vitro DH névényeldallitasi modszerek alkalmazasa soran
(Lantos és Pauk 2020).

Az izolalt portokok hésokk kezelése (3 nap, 32 °C) gyakran alkalmazott stressz tényez6 in
vitro AC-ben (Ouyang és mtsai. 1983, Pauk és mtsai. 2003, Shariatpanahi és mtsai. 2006b,
Lantos és mtsai. 2013, Lantos és Pauk 2016), amely fokozza az in vitro androgenezis

indukcidjanak hatékonysagat.

2.3.4. Indukcios tapkozegek osszetevoi kozonséges buza (Triticum aestivum L.) AC-ben

Tobb indukcids tapkozeg (C17, LIM, MS3M, P2, P4 és W14) ismert a publikalt protokollokbol,
amelyeket sikeresen alkalmaztak kozonséges buza in vitro AC-ben. A legtobbre igaz, hogy
maltoz kiegészitést kapott szénhidrat forrasként (Hunter 1987), és Ficollt, mint ozmotikus
agenst (Datta és Wenzel 1987). Az indukcios tapkozegben alkalmazott novekedés szabalyzok
tekintetében mar szerteagazobb adatokat talalunk a szakirodalomban. Kiilonb6z6 hormonokat
[2,4-Diklorfenoxi-ecetsav (2,4-D), benzyladenin, centrophenoxine, dicamba, indole-3-acetic
acid, kinetin sth.] illetve azok kombinacidjat alkalmaztak a kutatocsoportok az indukcios
tapkozegekben (Tuvesson és mtsai. 2000, Pauk és mtsai. 2003, Soriano és mtsai. 2007,
Broughton 2008, Ming-hui és mtsai. 2011, Lantos és mtsai. 2013, Rubtsova és mtsai. 2013,
Castillo és mtsai. 2015, Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2016, 2019, Orlowska és
mtsai. 2020).

Kozonséges buza in vitro androgenezisének indukcidja soran a harom leggyakrabban
alkalmazott tapkozeg a W14 (Ouyang és mtsai. 1989, Lantos és mtsai. 2013, Rubtsova és mtsai.
2013, Lantos és Pauk 2016, Lazaridou és mtsai. 2017, Zhao és mtsai. 2017), a P4 (Ouyang és
mtsai. 1973, Pauk és mtsai. 2003) és az MS3M (Soriano 2007, Sanchez-Diaz és mtsai. 2013,
Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Cistué, 2016), amit in vitro AC-hez alkalmaztak. A
modositott W14 tapkozeget, nevezetesen W14mf, hatékonyan alkalmazzuk Triticum fajok,
foleg kenyérbuza nemesitési és kutatasi programjainkban (Lantos és mtsai. 2013, 2016, 2018,
2019, 2022, Lantos és Pauk 2020, Kanbar és mtsai. 2020, Pauk és mtsai. 2020).

Tobb szerves komponenst (burgonya kivonat, ovariumos dajka tenyésztés) leirtak a
szakirodalomban, amelyek fokozzak a kozonséges buza genotipusok in vitro AC-ének
hatékonysagat (Chuang és mtsai. 1978, Datta és Wenzel 1987, Brougton 2008, 2011, Castillo
¢és mtsai. 2015, Sen 2017, Broughton és mtsai. 2020). Az ovariumok hatasa nemcsak IMC-ben,

24



hanem AC-ben is kutatott témava valt pozitiv hatasainak koszonhet6en. Feltehet6en, az
ovariumos dajka tenyésztés soran aktiv szignal molekuldk tdmogatjak a mikrospora eredetii
ELS-k fejlodését és kozvetetten a novényregeneralast (Zur és mtsai. 2015, Niazian és
Shariatpanahi 2020). Az ovariummal kondicionalt tapkézeget (OVCM) hatékony indukcios
tapkozegként irtak le baza in vitro AC-ben (Soriano és mtsai. 2007, 2008, Broughton 2011,
Sanchez-Diaz 2013, Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Cistué 2016). Az OVCM el6készitése
azonban id6- és munkaigényes, mellyel szamolni kell a modszer alkalmazasa esetén (Lantos és
Pauk 2020). Tovabba, ezeknek a 1épéseknek az alkalmazasa magaban rejthet néhany
bizonytalansagi faktort, igymint az ovariumok fejlettségi allapota vagy genotipusa, melyek
befolyasolhatjak a mddszer hatékonysagat (Castillo és mtsai. 2015, Lantos és Pauk 2020).
Letarte és mtsai. (2006) hatékony Iépéseket tettek, hogy tisztazzak az ovariumos
dajkatenyésztés hatasat, bizonyitottak az arabinogalaktanok ¢és arabinogalaktan fehérjék
(AGPs) pozitiv hatasat kozonséges bliza in vitro androgenezis indukcidjaban (Letarte és mtsai.
2006). Az exogén AGP-k pozitivan befolyasoltak az elsé sejtosztodasokat és az ELS-k
fejlodését buza in vitro AC-ben (Broughton 2008, Testillano 2019), valamint a
novényregeneraciot arpa in vitro AC-ben (Makowska és mtsai. 2017).

Az indukcios tapkozegek fejlesztése soran fontos azonositani azon kémiai anyagokat,
melyek szerepet jatszanak a mikrosporak osztodasaban, a soksejtes struktirak fejlddésében és
a stressz indukalta sejthalal csokkentésében (Testillano 2019, Weigt és mtsai. 2019, Lantos és
Pauk 2020, Niazian és Shariatpanahi 2020). Btiza in vitro AC ¢s IMC-ben szamos kisérletet
hajtottak végre az androgenezis fokozasanak érdekében, és bizonyitottak az n-butanol,
antioxidansok, antibiotikumok vagy a Trichostatin A pozitiv hatasat (Soriano és mtsai. 2008,
Asif és mtsai. 2013a, 2013b, Jiang és mtsai. 2017, Wang és mtsai. 2019, Niazian és
Shariatpanahi 2020). Ezek a megkdzelitések 10j perspektivakat nyithatnak az in vitro

androgenezisen alapuldo modszerek fejlesztése soran (Lantos és Pauk 2020).

2.3.5. Novényregeneralas AC eredetii struktiarakbél

A leggyakrabban alkalmazott novényregeneralo tapkozegek a 190-2 (Tuvesson és mtsai. 2000,
Pauk és mtsai. 2003, Lantos és mtsai. 2013, Lantos és Pauk 2016, Lazaridou és mtsai. 2017,
Orlowska és mtsai. 2020), J25-8 (Jensen 1977, Soriano és mtsai. 2007, 2008, Castillo és mtsai.
2015, Echavarri és Cistué 2016) és MS (Ming-hui és mtsai. 2011, Rubtsova és mtsai. 2013,
Zhao és mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2016, 2019) taptalajok; az egyes kutatécsoportok
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mas-mas regenerald tapkozeget alkalmaztak vizsgalataik soran. Altalaban szachardz volt az
alkalmazott szénforrds. A ndvekedésszabalyzok szempontjabol hormonmentes taptalajt
(Soriano és mtsai. 2007, 2008, Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Cistué 2016, Castillo és
mtsai. 2021) vagy eltéré hormonkombinaciokat alkalmaztak a novényregeneracid soran a
kutatocsoportok, ugymint Naftil-ecetsav (NAA) és kinetin (Pauk és mtsai 2003, Lantos és
mtsai. 2013, Zhao és mtsai. 2015, Weigt és mtsai. 2019) vagy kinetin és zeatin (Rubtsova és
mtsai. 2013). A mikrospoéra eredetii ELS-k szamara 22-26°C homérsékletet és 16 oras nappali

megvilagitast kell biztositani a novényneveld kamraban/szobdban a zo6ld novénykék

crer

2.3.6. Albinizmus kozonséges biiza (Triticum aestivum L.) in vitro androgenezise soran

Az albinizmus egy olyan komplex jelenség, melyet az el6z6ekben emlitett faktorok szinte
mindegyike befolyasol. Gabona fajok in vitro androgenezis indukcidja soran az albind
novénykék regeneralasa jol ismert, mig kétszikliek haploid indukcids rendszereiben alig fordul
el6 albind a regeneralt novénykék kozott. Tobb értékes kisérletet végeztek, hogy tisztazzak az
albinizmus okait (Torp és mtsai. 2001, Ankele és mtsai. 2005, Kumari és mtsai. 2009, Torp és
Andersen 2009, Nielsen és mtsai. 2015, Zhao és mtsai. 2017).

Szamos tényez06t azonositottak, melyek hozzajarulhatnak az albinizmushoz 6nalléan, vagy
akar egymadssal kombinaltan is: genotipus (kromoszomak, QTL régiok), donor ndvények
felnevelési koriilményei (id6jaras vagy liveghaz), alkalmazott stressz el6kezelés, in vitro
tenyésztési koriilmények, tapkozegek, novényi hormonok (pl.: citokininek, gibberellinek,
abszcizinsav, brasszinoszteroidok), fémionok (pl.: vas, réz, mangan), plasztid DNS mutacidja
vagy delécidja, gének vagy fehérjék szabalyozasanak megvaltozasa vagy metabolikus blokk,
amely a kloroplasztisz bioszintézis folyamatat befolyasolja (Day és Ellis 1984, 1985, Kumari
és mtsai. 2009, Nielsen és mtsai. 2015, Zhao és mtsai. 2017, Coelho és mtsai. 2018, Zur és
mtsai. 2021).

Az albinizmust tobb szakirodalmi publikacid a kozonséges buza in vitro AC gyakorlati
alkalmazasanak egyik f6 akadalyaként emliti (Wessels és Botes 2014, Zhao és mtsai. 2015,
2017, Weigt és mtsai. 2016, Orlowska és mtsai. 2020). Mindezek alapjan az in vitro AC
fejlesztése soran az albind novénykék gyakorisaganak csokkentésére kell torekedni, mely a fent
emlitett paraméterek optimalizalasaval kivitelezhetd. Kivételt képez a nemesitési anyag

genotipusa, melyet a nemesitési program hatdroz meg. gy egy jol miikodd modszer
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alkalmazaséaval hatékonyan lehet z6ld novénykéket regeneralni és DH torzseket eldallitani a
nemesités és kutatas szamara (Pauk és mtsai. 2003, Lantos és mtsai. 2013, Castillo és mtsai.

2015, Echavarri és Cistué 2016, Weigt és mtsai. 2019, Orlowska és mtsai. 2020).

2.3.7. Zold novénykék eloallitasa kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro AC-ben

A genotipus fiiggdség a bliza in vitro androgenezis hatékonysaganak egyik f6 befolyasolod
faktora, a z6ld novénykék regeneralasanak mértéke a publikalt adatok alapjan széles skalan
valtozik 0-325 z6ld novényke/kalasz értékig (Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Chistue
2016, Weigt és mtsai. 2019, Wang és mtsai. 2019, Broughton és mtsai. 2020, Orlowska és
mtsai. 2020). Mindazonaltal, jelentds elérelépések torténtek a genotipus fliggéség hatasanak
mérséklésében (Broughton 2008, 2011, Broughton és mtsai. 2020, Soriano és mtsai. 2008,
Lantos és mtsai. 2013, Echavarri és Chistue 2016, Wang és mtsai. 2019, Broughton és mtsai.
2020).

A publikalt eredmények alapjan a z6ld novénykék eldallitasanak hatékonysaga
rendkiviil nehezen Osszevethetd az eltérd nemesitési kombinaciok valaszadd képességének
ismerete hidnyaban, valamint az aprobb mddszertani kiillonbozdségek kovetkeztében. Néhany
tanulmany széles korben tesztelte a nemesitési alapanyagok valaszadd képességét sajat
modszerek ellendrzése €s igazolasa érdekében. A kiilonbdzd nemesitési programok esetében a
valtoztak az alkalmazott modszert6l és nemesitési anyagoktol/genotipus kortol fliggden (Lantos
és mtsai. 2013, 2016, Weigt és mtsai. 2019, 2020, Kanbar és mtsai. 2020).

A jelenleg rendelkezésre allo modszereket tobb nemesitd csoport is alkalmazza
kozonséges buza (Triticum aestivum L.) nemesitési programokban (Lantos és mtsai. 2013,
Echavarri és Chistue 2016, Wang ¢és mtsai. 2019, Broughton és mtsai. 2020, Pauk és mtsai.
2020).

2.3.8. Spontan és indukalt kromoszoma duplikacio

Az in vitro DH novényeléallitasi modszerek egyik legfontosabb mérészama az eléallitott DH
novények mennyisége. Kenyérbuzaban (Triticum aestivum L.) az alkalmazott protokollok
tobbsége a spontan kromoszoma duplikacion alapszik, mivel a spontan DH ndvények

gyakorisaga jelentds, 17% és 80% kozott valtozik genotipustol fliggéen (Soriano és mtsai.
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2007, 2008, Broughton 2008, 2011, Lantos és Pauk 2016, Weigt és mtsai. 2019, Broughton
2020).

A kozonséges buza AC-bdl regeneralt novénykék ploidia fokanak meghatirozasara
szamos modszer ismert; pl.. gazcserenyilas hosszanak mérése, gazcserenyilas
kloroplasztiszainak megszamlalasa, kromoszomak szamolasa citologiai preparatumok
készitésével, vagy aramlasi citometrids meghatarozas. Az dramlasi citometrids eljaras biztositja
a leggyorsabb és a legpontosabb adatokat a regeneralt novénykék ploidia fokarol (Castillo és
mtsai. 2021, Lantos és Pauk 2021).

Sziikség esetén az elballitott DH novények szama tovabb emelhet6 a haploid novénykék
kolchicin kezelésével, vagy mas kromoszoéma duplikacios agens (amiprofosz-metil, koffein
vagy triflurain) in vivo vagy in vitro alkalmazasa altal (Barnabas és mtsai. 1991, 2003, Hansen
¢és Andersen 1998, Pauk és mtsai. 2003, Soriano és mtsai. 2007, Broughton és mtsai. 2020).

2.4. Az in vitro androgenezis alkalmazasa kenyérbuza (Triticum aestivum

L.) nemesitésben és kutatasban

Mind a fajtaeldallitdo nemesités, mind a kutatas szempontjabol rendkiviil fontos tényezo az ido.
A DH technolégiak alkalmazasaval egy generacio alatt lehet eldallitani genetikailag tiszta
homozigota torzseket, ami a moddszer legfébb eldnyét biztositja. Klasszikus nemesitési
eljarassal ez tobb, akar 8-10 generaciot is igényel.

A DH modszerek gyakorlati felhasznalasanak legismertebb modja a DH fajtak és hibridek
eléallitasa, azonban az alkalmazott kutatas (QTL analizis, MAS, in vitro szelekcid, genetikai
transzformacio, genom szerkesztés, mutacio) szamara is szamos lehetdséget kinal az in vitro
AC moédszere (Chauhan és Khurana 2011, Wessels és Botes 2014, Ren és mtsai. 2017, Song és
mtsai. 2017, Bilichak és mtsai. 2020, Weyen 2021).

24.1. A megkettozott haploidok szerepe a kenyérbuza (Triticum aestivum L.)

nemesitésben

A vilag tobb nemesitd intézetében a buza DH torzsek eldallitdsa a nemesités szerves részét
képezi (Thomas és mtsai. 2003, Tuvesson és mtsai. 2007, 2021, Weyen 2021). Viszonylag

kevés publikalt adat all rendelkezésre a DH torzsek nemesitési célu felhasznéalasarol, de tobb
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tizezres nagysagrendeben allitjak el6 a DH torzseket ott, ahol a modszer hatékonyan miikddik
(Tuvesson 2007, 2021, Broughton 2018). A kozonséges buza DH torzsek felhasznalasanak
els6dleges célteriilete a fajta el6allitdé nemesités, azonban a buza hibridek szélesebb kori
clterjedése esetén a sziiléi genotipusok elGallitasaban is jelentésebb szerep juthat ezen
modszereknek (Longin és mtsai. 2014). Publikalt adatok alapjan 263 regisztralt DH buza fajta
kerlilt koztermesztésbe a vilagon 2016-ig (Devaux és Cistue 2016), azdta szamuk mar tovabb

novekedett.

2.4.2. A DH médszerek jelentésége térképezési populaciok létrehozasaban

Térképezési populaciok eldallitdsa eldsegiti az agrondmiai tulajdonsagokért felelds gének,
kromoszoéma régiok azonositasat (Datta 2005), DH torzsek alkalmazasaval konnyebb, illetve
pontosabb az adott tulajdonsagok fenotipizaldsa és genotipizalasa. Az eredmények tudoméanyos
értekén til a kutatdsnak gyakorlati haszna is lehet, ha sikeriil egy vagy néhany agrondomiai

szempontbol fontos, nagy hatasi QTL-t azonositani.

Kozonséges buza (Triticum aestivum L.) esetében az in vitro AC modszere megfeleld
technikanak bizonyult térképezési populaciok készitéséhez és kvantitativ tulajdonsagok
tanulmanyozasahoz. Korabbi kutatasi programokban mar alkalmaztak in vitro AC eredetii
térképezési populacidkat, hogy kenyérbluzaban azonositsdk a termésmennyiséget (Cuthbert és
mtsai. 2008), novénymagassagot (Zhang és mtsai. 2008), fuzarium ellenallosagot (Jia és mtsai.
2005, Szabo-Hevér és mtsai. 2014) vagy szarazsagtiirést (Nagy és mtsai. 2022) meghatarozo
QTL-eket.

2.4.3. Genetikai markerek és a DH technologia alkalmazasa kenyérbuza (Triticum

aestivum L.) nemesitési és kutatasi programokban

Mar az 1990-es évek kezdete 6ta alkalmazzak a genetikai markereket (RLP, RAPD, AFLP,
ISSR, SSR, SNP) a DH torzsek jellemzésére (Tuvesson és mtsai. 2021). Alkalmazasukkal
igazolhatd a DH torzsek gaméta (mikrospdra, petesejt) eredete, illetve kisziirhetok az

esetlegesen heterozigdta egyedek (Tuvesson €s mtsai. 1991, 2007). Forditott esetben maguk a
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DH torzsek segitenek az 01j genetikai markerek fejlesztésében azaltal, hogy fenotipusosan
konnyen és megbizhatéan jellemezheték (Werner és mtsai. 2007, Petrovic és mtsai. 2009,
Tuvesson és mtsai. 2021).

Tovabba egy adott DH populacion beliil meghatarozhato a DH torzsek kozotti genetikai
variabilitds a vizsgalni kivant tulajdonsdgok szempontjabol. A két moddszer kombinalt
alkalmazaséaval két vagy tobb gén gyors piramidalasa is lehetséges, igy a célgének kodzos
fenotipusos hatasa egy homozigdota DH torzson beliil tesztelhetd (Werner és mtsai. 2005, 2007,
Tuvesson és mtsai. 2021).

Nemesitési programokban a DH technologia segitségével a homozigota allapot egy
Iépésben fixalhato; ezt kdvetden genetikai markerek alkalmazasaval valik lehetévé egy-egy
tulajdonsag genotipusos azonositasa, amennyiben ismert az adott tulajdonsag genetikai
markere. Igy laboratoriumi szinten csokkenthetvé valhat a nem kivant tulajdonsagot hordozo
DH torzsek szama, és a tenyészkerti tesztelésre keriil6 DH torzsek mennyisége (Brading és

mtsai. 2002, Miranda és mtsai. 2006, Weyen 2021, Tuvesson és mtsai. 2021).

2.4.4. Invitro androgenezis és in vitro szelekcio

Az in vitro AC és IMC modszerei kivalo lehetdséget kinalnak a haploid sejtszintii szelekciora,
ennek ellenére szerény a szakirodalma ezen szakteriiletnek kenyérbuzaban (Triticum aestivum
L.). Kozonséges buza in vitro AC-bol Al tolerans torzseket szelektaltak martonvasari kollégak
(Darko és mtsai. 2004, Bakos és mtsai. 2008). Tovabba Fadel és Wenzel (1993) az in vitro AC
modszerét kombinalta szelekcidval, hogy fuzarium tolerans novényeket allitson eld kozonséges

buza F1 keresztezési kombinacidibol.

2.4.5. Haploidia és genetikai transzformacio

A cél genotipusba bejutattni kivant transzgén egy Iépésben homozigéta formaban fixalhatd
hatékony haploid sejt- és szovettenyésztési rendszer alkalmazasaval. A haploid mikrospdra
eredetli struktarak transzformacidja jol mikodo eljaras repce (Brassica napus L.) és arpa

(Hordeum vulgare L.) esetében.
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Kezdetben kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro AC eredeti ELS-ket
elektroporacioval transzformaltak, azonban a transzformaciés hatékonysag alacsony volt
(Gustafson és mtsai. 1995). IMC-ben a biolisztikus vagy részecske belovéses transzformaciot
alkalmaztak (Mentewab és mtsai. 1999, Folling és Olesen 2001, Rustgi és mtsai. 2017), és
fertilis novények elballitasaig jutottak el (Rustgi és mtsai. 2017). In vitro AC eredetii biza ELS-

s

crer

petesejtek mikroinjektalasa; hazdnkban is intenziv kutatasok folytak ezen a teriileten (Ponya és
mtsai. 1999, Barnabas és mtsai. 2000, 2001). Az in vitro androgenezis egy potencialis eszkdz

lehet transzgénikus biiza DH torzsek eldallitasara.

2.4.6. Haploidia és genomszerkesztés

Az utobbi években tobb kutatocsoport is torekedett a genomszerkesztés és az in vitro
androgenezis modszerének kombinalasara kenyérbuzaban (Bhowmik és mtsai. 2018, Kelliher
¢s mtsai. 2019, Bilichak és mtsai. 2020, Ferrie és mtsai. 2020). Ferrie és mtsai. 2020-ban
szamoltak be haploid buza (Triticum aestivum L.) mikrosporak genomszerkesztésének
(CRISPR/Cas9) hatékony modszerérdl és DH ndovények eldallitdsarol, azonban a moédszer

genotipus fliggdségét figyelembe kell venni nemesitési és kutatasi céla felhasznalas esetén.

2.4.7. Haploidia és mutacio

Klasszikusan a mutagén kezelést kovetd masodik generaciotdl kezdve azonosithatok
fenotipusosan a muténs recessziv alléleket hordozo egyedek. Azonban a DH technologiak
alkalmazasa a mutacidos nemesités soran megkonnyitheti a recessziv allélek fixalasat és
azonositasat. A kezelt M1 novények (kezelést kovetd generacio) in vitro AC-e ¢s IMC-e kivalo
lehet6séget nyujt homozigdta mutans novények eldallitasara (Sen 2017, Bilgin és mtsai. 2022),
hiszen az indukalt mutacioval keletkezett recessziv tulajdonsagok fenotipusosan homozigota

formaban jelennek meg a DH mddszer alkalmazasat kovetden.
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Az in vitro androgenezisen alapuld sejt- és szOvettenyésztési rendszerek (AC és IMC)
lehet6séget kinalnak a kozvetleniil haploid sejtek szintjén végzett mutacios kezelésekre is.
Kenyérbuzaban (Triticum aestivum L.) szerény Szakirodalma van a haploidia és a mutagenezis
egyiittes alkalmazasanak (Ling és mtsai. 1991, Khan és mtsai. 2001). A haploid technikak és a
mutagenezis kézvetlen kombinalasa leginkabb repcében, arpaban és rizsben volt eddig sikeres
(Szarejko 2003).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Donor novények és felnevelési koriilmények

3.1.1. Donor novények felnevelése iiveghazi koriilmények kozott

A kivalasztott donor genotipusok magjait tiveghéazi koriilmények kozott vetettiik el. Csirazas
utan 3-5 nappal a donor genotipusokat 6-8 hétig vernalizaltuk 2-4°C-on folytonos megvilagitas
(30 pmolxmxs™) mellett. A vernalizacios periodust kdvetéen a donor genotipusok novényeit
2 |-es milianyag tenyészedényekbe palantaztuk ki, melyek homok és tézeg 1 : 1 aranyt keverékét
tartalmaztdk. A donor novényeket kéthetente egy alkalommal tapoldatoztuk Volldiinger
mitragya felhasznalasaval (N : P: K : Mg=14:7:21: 1, és 1% mikroelemek: B, Cu, Fe, Mn
¢s Zn; Magyar Kwizda Ltd., Budapest, Magyarorszag). A donor ndvények szamara 20/15°C
(nappal/éjjel) homérsékletet biztositottunk, a természetes fényviszonyokon kiviil 1-3 o6ras
mesterséges potvilagitast alkalmaztunk a kora reggeli ordkban, igy 14 o6ra fotoperiodust
biztositottunk a donor hajtasok begyijtéséig. A ndvényapolasi munkdk soran fungicides
(Prosaro ¢és Folicure — Bayer Hungaria Kft., Budapest, Magyarorszag) és inszekticides (Lannate
- DuPont Magyarorszag Kft., Budadrs és Actara - Syngenta Seeds Kft.,, Budapest,

Magyarorszag) kezelést alkalmaztunk sziikség szerint. A gyomokat manualisan tavolitottuk el.

Alkalmazott genotipusok:

- Két indukcios tapkozeg (W14mf és P4mf) dsszehasonlitdsa sordn tiz liveghdzi koriilmények
kozott felnevelt 6szi tipusi kozonséges buza (Triticum aestivum L.) Fi keresztezési
kombinaciot ("Hyland/GK Békés’, ’Brillant/GK Bani’, *Tacitus/5003’, ’Komarom/GK Bani’,
’Midas/GK Békés’, ’Midas/GK Csillag’, ’Midas/GK Goncol’, *Pegassos/GK Csillag’, *Xiao
Yan/GK Bani’ ¢és *Capo/GK Kords’) hasznaltunk donor genotipusként in vitro AC-ben.

- Tonkolybuza (Triticum spelta L.) in vitro androgenezis (AC és IMC) indukcios kisérletek
soran a donor genotipusokat szintén {iveghazi koriilmények kozott neveltiik fel. Négy
tonkolybuza genotipust (‘GK Fehér’, ‘Mv Martongold’, ‘Franckenkorn’ és ‘Oberkulmer
Rotkorn’) hasznaltunk az in vitro AC és IMC kisérletekben. A GK Fehér’ genotipus
(fajtaclismerés éve 2017) sajat nemesitési programunk terméke (Gabonakutatdé Nonprofit
Kozhasznti Kft.), mig a masik harom elismert fajta (‘Mv Martongold’, ‘Franckenkorn’ és
‘Oberkulmer Rotkorn’) vetdmagjat Dr. Lang Laszl6 (mai nevén HUN-REN ATK
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MezOgazdasagi Intézet, Martonvasar) biztositotta a kisérletekhez. A négy tonkdlybuza
nemesitési célu tonkolybtiza F1 keresztezési kombinaciot teszteltiink AC-i kisérleteink soran.
Az F1 Keresztezési Kombinaciok sziiléi kozott hazai koztermesztésben 1évé  fajtak
(‘Franckenkorn’, ‘GK Fehér’, ‘Lajta’, ‘Martongold’, ‘Oberkulmer Rotkorn’), elérehaladott
nemesitett torzsek (‘Aus’, ‘Bartucz’) és a hazai nemzeti génbankbdl (Nemzeti Biodiverzités- és
Génmegorzési Kozpont, Tapidszele) szarmazo genotipusok (CRCAT056296°, "'RCAT058694°,
"RCATO060960’) szerepeltek (1. tablazat).

1. tablazat. Tonkolybuza in vitro AC-ben tesztelt F1 keresztezési kombinaciok.

Kéd Genotipus
Spc24 ‘RCAT056296°//’GK Fehér’/’Franckenkorn’
Spc28 ‘RCAT058694°/°GK Fehér’
Spc3l ‘Aus’/’RCAT058694°
Spc34 ‘Aus’/’Lajta’
Spc36 ‘Aus’/’GK Fehér’
Spc39 ‘Aus’/ ‘RCAT056296’
Spc40 ‘Aus’/’Martongold’
Spc4?2 ‘Aus’/’Bartucz’
Spc43 ‘Aus’/’Oberkulmer Rotkorn’
Spcs0 ‘RCAT060960°//’GK Fehér’/’Franckenkorn’

3.1.2. Donor novények felnevelése tenyészkerti koriilmények kozott

A donor genotipusok vetémagjat oktober honapban vetettik el tenyészkertiinkben
(Gabonakutaté Nonprofit Kozhasznt Kft., Szeged). A donor hajtasok begytijtéséig a hazankban
hagyomanyos kaldszos termesztéstechnologiat alkalmaztuk. Osszel NPK alaptragyazést

(nitrogén : foszfor : kalium - 1 : 1 : 1; 12 g/m?), majd aprilis honap kdzepén tovabbi tapanyag
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utanpétlast (18 g/m? ammoénium-nitrat) végeztiink. A donor novényeket preventiv modon
kétszer vegyszeresen (Talstar és Bulldock) védtik. A gyomokat vetés eldtt mechanikai
kezeléssel gyéritettiik, vegetacios idében vegyszeres (Pointer star) és manualis gyomirtast

alkalmaztunk.

Alkalmazott genotipusok:

- Kozonséges buza (Triticum aestivum L.) in vitro AC-i rendszeriink hatékonysagat tobb
nyugat-eurdépai nemesitési program genotipusainak bevonasaval teszteltik (93 Fi
keresztezési kombinacid) két egymast kovetd évben (2010 és 2011). Az 6szi tipusu
kozonséges buza F1 keresztezési kombinacidkat a nemesitdi igények szerint valasztottuk ki,
a sziillévonalak valaszadd képessége ismeretlen volt. 2010-ben az Fi keresztezési
kombinaciokat (harminckett6) a Saaten- Union Biotec GmbH — SU BIO (6t kombinacio), a
Strube Research GmbH & Co. KG — STR (htsz kombinacio), a Saaten-Union Recherche
SAS — SUR (négy kombinacid) és a W. von Borris-Eckendorf GmbH & Co. KG — BE
(harom kombinacid) biztositotta a kisérletekhez. 2011-ben hatvanegy Fi1 keresztezési
kombinacio 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 kombinacid) nemesitési programok bevonasaval. A
93 F1 keresztezési kombinacio kiilonb6z6 nemesitési programokbdl szarmazott, igy
sz¢leskorll genetikai hatteret reprezentalt. Kontrollként a nemzetkozileg ismert jo valaszado
képességli *Svilena” €s a gyenge valaszadd képességli ’Berengar’ genotipusokat hasznaltuk.

- Két 6szi tipust alakor (Triticum monococcum L.) genotipust (‘G7026° és ‘G7176)
alkalmaztunk in vitro androgenezis indukcios kisérleteink fejlesztése soran. A két genotipus
vetOmagjai sajat génbankunkbol szarmaztak (Gabonakutaté Nonprofit Kozhasznu Kft.,

Szeged).

3.2.  Donor alapanyagok begyiijtése és elokezelése

A donor alapanyagok hajtadsainak begyiijtését a mikrosporak idedlis fejlettségi allapotaban
végeztik el, tiveghazban és tenyészkertben felnevelt donor novények esetében egyarant. In
vitro AC-i kisérleteink soran a begyiijtott donor alapanyagok korai és k6zépso egysejtmagvas

vakudlumos allapotu mikrosporakat tartalmaztak, mig IMC esetében a donor hajtasok
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kaldszaiban a mikrosporak kései egysejtmagvas és korai kétsejtmagvas vakuolumos allapotiiak
voltak. A mikrosporak fejlettségi allapotat Olympus CK-2 invert mikroszkdppal (Olympus,
Southend-on-Sea, Anglia) ellendriztik.

A begylijtott donor hajtasokat 200 ml csapvizet tartalmazd Erlenmeyer lombikba
helyeztiik, és attetsz6 PVC foliaval takartuk le a magas paratartalom megodrzése érdekében,
majd hideg elékezelést alkalmaztunk (2-4°C, 10-14 nap). Az eldkezelést kovetden a mirosporak
fejlettségi allapotat ujra ellendriztiik (Olympus CK-2 invert mikroszkép, Olympus, Southend-
on-Sea, Anglia), és az idealis allapoti mikrosporakat tartalmazo kalaszokat hasznaltuk fel
kisérleteinkhez. A szalkds genotipusoknal a szalkakat olloval eltavolitottuk. A négy
tonkolybtiza genotipus (‘Franckenkorn’, ‘GK Fehér’, ‘Lajta’, ‘Martongold’, ‘Oberkulmer
Rotkorn’) esetében a 12 napos hideg elokezelés hatasat in vitro AC-ben teszteltiik.

Az idedlis éallapoti mikrospdrakat tartalmazd eldkezelt kaldszokat 20 percig
fert6tlenitettiik razoasztalon 300 ml 2% -os natrium hipoklorit oldatban 2 csepp Tween 80 oldat
hozzéaadasaval. A donor kalaszokat laminaris boksz alatt steril desztillalt vizzel (Millipore Elix

5) haromszor ledblitettiik.

3.2.1. Kiilonbozo elokezelések hatasanak vizsgalata alakor (Triticum monococcum L.)

genotipusok in vitro androgenezisének (AC) indukcioja soran

Ot kiilonbdz6 eldkezelést alkalmaztunk, hogy &sszehasonlitsuk hatdsukat alakor genotipusok
in vitro AC-ben (2. tablazat). Az els6 elkezelés esetében éheztetést alkamaztunk (Cistué és
mtsai. 2003). A begyijtott alapanyagok idealis allapotii mikrosporakat tartalmazo sterilezett
kalaszaibol portokokat izolaltunk elékezel6 kozeget (2. tablazat) tartalmazo 60 mm-es atmérdji
iiveg Petri csészébe (100 portok/Petri csé€sze), €s négy napig 24°C-on soOtét termosztatban
tartottuk. A kettes szamu el6kezelés soran az idealis allapoti mikrosporakat tartalmazo
kalaszokat 2 csepp csapvizet tartalmazo liveg Petri csészébe helyeztiik, és 4°C-on 6t napig
sOtétben taroltuk. A kdvetkezd harom eldkezelés esetében (hdrmas, négyes és 6tos elokezelés),
a donor hajtasokat a fenti protokoll szerint (3.2.) csapvizet tartalmazé lombikba helyeztiik, PVC
zacskoval letakartuk, és 2-4°C-on hideg el6kezeltik. A harmas el6kezelés soran a donor
hajtasokat 9 napig 4°C-on hideg eldkezeltiik, majd a hajtasok kalaszait tovabbi négy napig 4°C-
on taroltuk 2 csepp csapvizet tartalmazo iliveg Petri csészében. A négyes elokezelés esetében a
donor hajtasok 14 nap hideg eldkezelést kaptak, mig az 6t0s elOkezelés soran a négyes

elokezelés 1épését 3 napos hésokk (32 °C) kezeléssel egészitettiik ki AC-ben (2. tablazat).
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3.2.2. Portokok elékezelése tonkolybiza (Triticum spelta L.) IMC-hez

Tonkolybuza in vitro IMC kisérleteink soran a donor hajtasok kett6 hetes hideg elékezelését
(3.2. szerint) kovetden éheztetést alkalmaztunk. A hideg eldkezelt sterilezett kalaszokbol
portokokat (100 portok/Petri csésze) izolaltunk 60 mm-es mlianyag 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.

3.3. Portokok izolalasa és in vitro AC inditasa

A kozonséges buza és tonkolybtza donor genotipusok portokjait in vitro koriilmények kozott
izolaltuk 90 mm atmér6ju tiveg Petri csészékbe (200 portok/Petri csésze), melyek 12-15 ml
indukcios tapkozeget tartalmaztak. A tonkdlybuza Fi keresztezési kombinaciok (diallél kisérlet
¢s 10 F1 keresztezési kombinacio) esetében 300 portok/Petri csésze denzitassal dolgoztunk. Az
in vitro androgenezis indukcidjara a W14mf tapkozeget alkalmaztuk kisérleteink soran.
Tovabba, tiz dszi tipust kenyérbtiza F1 keresztezési kombinacidval allitottunk be egy kisérletet,
melyben a W14mf (Ouyang és mtsai. 1989, Lantos és mtsai. 2013, 2014) és a PAmf (Ouyang
¢s mtsai. 1973, Pauk és mtsai. 2003) indukcios tapkozegek hatasat hasonlitottuk Gssze (3.
tablazat). Az in vitro AC-ket 3 napig 32°C-on (hdsokk), 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-i kisérleteinkben 5 ml W14mf tapoldatot
tartalmazo 60 mm atmérdjli liveg Petri csészékbe izolaltuk a portokokat (100 portok/Petri
csésze). A kisérlet sordn a fent emlitett kiilonb6zd el6kezeléseket (2. tablazat) kovetben a

tenyészeteket nyolc hétig 28°C-on sotét termosztatban tartottuk.

3.4. Tonkolybuza (Triticum spelta L.) mikrosporak izolalasa és tenyésztése

Tonkolybuza in vitro IMC kisérleteinket négy 6szi tipusu tonkolybuza genotipussal (CGK
Fehér’, ’Mv Martongold’, ’Franckenkorn’ és ’Oberkulmer Rotkorn’) végeztik el. A
mikrosporakat az el6kezelt portokokbol (3.2.2. szerint) gradiens centrifugalassal izolaltuk in

vitro kortilmények kozott (Pauk €s mtsai. 2000).

38



3. tablazat. In vitro AC-hez alkalmazott indukcios tapkozegek.

Osszetevik W14mf indukcios P4mf indukcios
tapkozeg (mg/l) tapkozeg (mg/l)

KNO3 2000 1150
K2SO4 700 -
KCI - 35
NH4H2PO4 380 -
(NH4)2S0q4 - 100
KH2PO4 - 200
Ca(NOs)2 x 4H20 - 100
CaClz x 2H20 140 -
MgSO4 x 7TH20 200 125
Na:EDTA 37,3 37,3
FeSO4 x 7TH20 27,8 27,8
MnSO4 x 4H20 8 -
ZnS0O4 x TH20 3 -
H3BOs 3 -
Kl 0,5 -
CuSO4 x 5H20 0,025 -
CoClz x 6H20 0,025 -
Na:MoO4 x 4H,0 0,005 -
Tiamin HCI 2 1
Piridoxin HCI 0,05 -
Nikotinsav 0,05 -
Maltéz 80 000 80 000
2,4-D 2 2
Kinetin 0,5 0,5
pH 5,8 5,8
Burgonya kivonat - 10%
Ficoll 100 000 100 000
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Mikrospdra izolalas 1épései:

1. Az el6kezelt portokokat 0,3 M mannit oldatban 150 pm-es szirdn tlivegruddal
eldorzsoltiik steril koriilmények kozott, majd a szuszpenzidt centrifugacsovekbe
helyeztik.

2. A szuszpenziot 600 ford/perc sebességgel centrifugaltuk 6t percig.

3. A feliiliszot eldobtuk, a mikrosporakhoz 2 ml 0,3 M mannit oldatot adtunk hozza.

4. Az igy kapott szuszpenzidt 21%-os maltoéz oldatra rétegeztiik fel, és 600 ford/perc
sebességgel 8-10 percig centrifugaltuk.

5. A centrifugélast kovetden a két oldat hataran 1évo él6 mikrosporakat 6sszegytijtottiik
transzfer pipetta segitségével, és az é16 mikrosporakhoz mannit oldatot adtunk hozza.

6. A mikrospora szuszpenziot 600 ford/perc sebességgel centrifugaltuk 5 percig.

7. A feliluszét eldobtuk, és az izolalt mikrosporakhoz hozzaadtuk az indukcids
tapoldatot.

8. A mikrospérak denzitasat Biirker kamra segitségével allitottuk be.

Az izolalt mikrospérakat 35 mm atméréjii milanyag Petri csészékben tenyésztettiik
(Sarstedt Ltd., Newton, MA, USA), amelyek 1,5 ml tenyészt6 tapoldatot tartalmaztak. A
W14mi tenyészto tapoldat, a W14 alaptapoldat (Ouyang és mtsai. 1989) fejlesztett valtozata,
melyet hormon kiegészitéssel (W14mi) és hormonmentes (W 14mi-0) valtozatban alkalmaztunk
(4. tablazat). A tenyésztd tapoldatokat sterilen sziirtik, nem kuktaztuk. Az IMC denzitasat 3-
3,5 x 10* mikrospéra/ml siiriségre allitottuk be Biirker kamra és mikroszkop alkalmazasaval
(Olympus CK-2 invert mikroszkop, Olympus Ltd., Southend-on-Sea, Anglia). A
tenyészetekhez 200 mg/1 cefotaxime antibiotikumot adtunk.

Az ovariumos dajkatenyésztés hatasat vizsgaltuk tonkolybuza genotipusok in vitro IMC-
ben. A ‘GK Fehér’ genotipus kalaszait kett6 nappal viragzas elott gyiijtottiik be, és hasznaltuk
ovarium donorként. Sterilezett kalaszokbol tiz-tiz ovariumot helyeztiink minden frissen izolalt
IMC-be, az ovariumokat 5 hetes dajkatenyésztést kovetden eltavolitottuk. A kontroll
tenyészetek azonos korlilmények kozott késziiltek, ovariumok hozzdaddsa nélkiil. A
tenyészeteket nyolc hétig 28°C-on so6tét termosztatban tartottuk. A mikrosporak osztodasat,
soksejtes strukturak és ELS-k fejlodését Olympus CK-2 invert mikroszkép (Olympus Ltd.,
Southend-on-Sea, Anglia) segitségével kovettiik nyomon.
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tablazat. Tonkolybuza in vitro IMC-hez alkalmazott indukcios tapoldatok Gsszetevoi.

sszeteviik W14mi indukcids W14mi-0 indukcios
tapoldat (mg/l) tapoldat (mg/l)

KNOs 2 000 2 000
K2SO4 700 700
NHsH2PO4 380 380
CaClz x 2H20 140 140
MgSO4 x 7H20 200 200
Na,EDTA 37,3 37,3
FeSO4 x 7TH20 27.8 27,8
MnSO4 x 4H,0 8 8
ZnS0O4 x TH20 3 3
HsBOs 3 3
Kl 0,5 0,5
CuSO4 x 5H20 0,025 0,025
CoClz x 6H20 0,025 0,025
NazMoO4 x 4H,0 0,005 0,005
Tiamin HCI 2 2
Piridoxin HCI 0,05 0,05
Nikotinsav 0,05 0,05
Maltdz 90 000 90 000
Glutamin 1 000 1 000
2,4-D 0,5 -
Kinetin 0,5 -
pH 58 5,8
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3.5. Novényregeneralas in vitro AC-ben és IMC-ben fejlédott ELS-ekbol

Az in vitro androgenezis indukciojat kovetden a negyedik héttél kezdve a tenyészetekben (AC
¢és IMC) fejlodott ELS-k szabad szemmel is megfigyelhetdvé valtak. Az ELS-k fejlodését hétrdl
hétre ellendriztiik. Az 1-2 mm méretli ELS-ket hetente egyszer az in vitro AC-bdl é¢s IMC-bél
athelyeztiik 90 mm atmér6jii mtianyag Petri csészékbe (Sarstedt Ltd., Newton, MA, USA),
melyek 190-2Cu regenerald taptalajt (5. tablazat) tartalmaztak (Pauk és mtsai. 2003).
Megkozelitéleg 30-50 ELS-t helyeztiink egy regenerald taptalajra, ahol zdld és albind
novénykéket regeneraltunk a strukturakbdl két-harom héten beliil. Az albind novénykéket
megszamoltuk és eldobtuk, mig a 20-30 mm hosszu levelekkel rendelkezd zold névénykéket
gyokeresitd taptalajra helyeztiik 4t.

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 (5. tablazat). A regeneralt zold novénykéket egyedenként elkiilonitve
tivegesovekben gyokeresitettiik. Az in vitro ndvényregeneralas és gyokeresités soran 24+1 °C
hémérsékletet és 16 6ras megvilagitast (50 pmolxm2xs™) biztositottunk az ELS-k és regeneralt
novénykék szamara. A z6ld novénykeék fejlodését hétrdl hétre nyomon kovettilk, a jol fejlett

z0ld novénykeéket kivalogattuk tiveghdzi kitiltetéshez.

3.6. In vitro regeneralt zold novénykék iiveghazi akklimatizacidja és

felnevelése

A fejlett gyokeérrel és hajtassal rendelkezd z6ld novénykéket hetente kivalogattuk az iiveghazi
kitiltetéshez és akklimatizalashoz. A novénykéket 66 feérdhelyes kertészeti novényneveld
talcaba iltettiik ki, mely t6zeg és homok 1 : 1 ardnyl keverékét tartalmazta. Kiiiltetés utan a
novénykéket csapvizzel beontoztiik, és attetsz6 PVC foliaval azonnal letakartuk a magas
paratartalom megtartasa érdekében. Az akklimatizacios periodus végén (3-5 nap) a takarast
eltavolitottuk.

Az akklimatizalt ndvénykék évszaktol, kisérlettdl fiiggden tenyészkerti (6sszel) vagy
liveghazi (év egyéb szakaban) koriilmények kozott Keriiltek felnevelésre. A 93 nyugat-eurdpai
F1 keresztezési kombinaciobol szarmazoé z6ld novénykék felnevelése - szallitas utan - a partner

intézeteknél tortént.
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A ko6zonséges buza keresztezési programbodl (10 db F1 kombinacio) szarmazdé DHo
novénykéket, a négy tonkolybuza genotipusbdl és teljes diallél populaciobol szarmazé DHo
ndvénykéket, valamint az alakor DHo novénykét tiveghazi koriilmények kozott neveltiik fel a
fent emlitett (3.1.1. szerint) novénynevelési koriilmények kozott. A fertilis névényekrol
(spontéan diploid) a szemtermést betakaritottuk, a spontdn kromoszoma duplikacio szazalékos
mértékét a szemtermés alapjan allapitottuk meg.

5. tablazat. In vitro novényregeneralo és gyokeresitd taptalajok dsszetevoi.

190-2Cu regeneral6 190-3Cu regeneralo

Osszetevok
taptalaj (mg/L) taptalaj (mg/L)

KNOs3 1000 1000
MgSO4 x 7TH20 200 200
KH2PO4 300 300
(NH4)2S04 200 200
Ca(NOs)2 x 4H20 100 100
KCI 40 40
Na:EDTA 37,3 37,3
FeSO4 x 7TH20 27,8 27,8
MnSQO4 x 4H20 8 8
ZnS0O4 x TH20 3 3
HsBOs 3 3
Kl 0,5 0,5
CuSO4 x 5H.0 0,5 0,5
Tiamin HCI 1 1
Piridoxin HCI 0,5 0,5
Nikotinsav 0,5 0,5
Mio-Inozitol 100 100
Glicin 2 2
Szachar6z 30 000 30 000
Kinetin 0,5 -
NAA 0,5 2
pH 58 5,8
Gelrite 2,800 2,800
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3.7. Akklimatizalt novénykék felnevelése tenyészkerti koriilmények kozott

A tiz tonkolybuza Fi keresztezési kombinaciobol szarmazdé DHo novénykéket tenyészkerti
koriilmények kozott neveltiik fel (Szeged, Kecskéstelep). Az liveghdzban akklimatizalt, jol
fejlett novénykéket oktober honap végén paldntaztuk ki DH tenyészkertiinkbe. A ndvénykék
szdmara egy alkalommal kelesztd ontozést biztositottunk a gyodkeresedés megindulasanak
eldsegitése érdekében.

A novénykék felnevelése soran a fent emlitett (3.1.2. szerint) tenyészkerti
novénynevelési koriilményeket alkalmaztuk. A spontan diploid ndvényekrdl a szemtermést
betakaritottuk, a spontan kromoszéma duplikaci6 szazalékos mértékét a szemtermés alapjan
allapitottuk meg a tenyészkerti koriilményekhez alkalmazkodott ndévények szdmahoz

viszonyitva.

3.8. Tonkdolybuza (Triticum spelta L.) DH torzsek tenyészkerti vizsgalata

Elékisérletiinkben a ‘Tonkoly.pop1’ elérehaladott nemesitett torzs (advanced line) in vitro AC-
bol DH torzseket allitottunk elé. Ezen DH torzseket tonkolybuza nemesitési programunkba
bevontuk, €s tenyészkerti koriilmények kozott teszteltiik. A DH1 generaciot kovetden hét DH
torzset valasztottunk ki fenotipusos adataik alapjan, melyeket a tonkolybuza tenyészkertben 40
m?-es parcelldkon hasonlitottunk dssze az eredeti kontroll populdciéval (‘Tonkoly.popl’) két
egymast koveto évben (2017/2018 és 2018/2019).

A kivalasztott DH torzseket és a ’Tonkoly.popl’ el6rehaladott nemesitett torzset
agronomiai bélyegek ¢és termés tulajdonsagok alapjan értékeltiik [kalaszolasi ido,
novénymagassag, termés, hantolasi kihozatal (%), kiorlés (%), 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 hossziisaganak
méréséhez korzot hasznaltunk. A fehérje €s nedves sikértartalom méréséhez NIR késziiléket
alkalmaztunk (Mininfra SmarT, Infracont, Pomaz, Magyarorszag). A mintak hantolasat
tonkolybuza hantologéppel végeztiik el (Kapacitiv Kkt., Budapest, Magyarorszag), majd
meghataroztuk a hantolasi kihozatalt. A hantolt szemeket 14%-os nedvességtartalomra

kondicionaltuk egy éjszakan at, majd Brabender Quadromat Senior malommal (Brabender
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GmbH & Co., Duisburg, Németorszag) megoroltik (250 pum), és a kibrlési szazalékot

kiszamoltuk.

3.9. Aramlasi citometrias vizsgalatok

Az alakor kontroll névények ¢és az in vitro AC-bdl regeneralt zold novényke ploidia fokat
aramlasi citometriaval hataroztuk meg CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman Coulter
International S.A., Nyon, Svajc) késziilék segitségével.

Fiatal levélmintakat (100 mg/ndvény) gytiijtottiink az iiveghazban nevelt novényekrdl.
A mintakat 1 ml Galbraith puffert tartalmaz6 Eppendorf csében 2 acél golyoval 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
sziirlethez 10 ul RN4az 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
szobahdémérsékleten sotétben. A levélmintak ploidia fokat az dramlasi citometrias vizsgalat
utan a relativ DNS tartalom alapjan allapitottuk meg a hisztogramok leolvasasaval (Lantos és

mtsai. 2022).

3.10. Statisztikai elemzések

Kisérleteink soran minden kezelést legalabb harom ismétlésben végeztink el. In vitro
androgenezis indukcios kisérleteink (AC és IMC) soran adatokat gytijtottiink a tenyészetekben
fejlodott ELS-k szamarol, regeneralt novénykek, zold és albind novénykék mennyiségerdl. A
spontan kromoszéma duplikacié szdzalé¢kos értékének meghatirozésakor a szemtermést hozo
novények (fertilis és részlegesen fertilis) és az akklimatizalt névények hanyadosat szoroztuk

szazzal.

3.10.1. Genotipus és tapoldat hatasanak statisztikai vizsgalata tiz kozonséges buza Fi1

Kkeresztezési kombinacio in vitro AC-ben

Kéttényez0s varianciaanalizissel elemeztik a genotipus, tapoldat, genotipusxtapoldat

kolcsonhatast az in vitro AC tulajdonsagai tekintetében. A zold novénykék regeneralasanak
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szdzalékat (zold novénykék szama/I00ELS*100) ismétlések nélkiilli  kéttényezds
varianciaanalizissel vizsgaltuk. A statisztikai elemzések soran a Microsoft Excel 2002

statisztikai szoftvert hasznaltuk (Microsoft Ltd., Redmond, WA, USA).

3.10.2. Genotipus és évjarat hatasanak statisztikai elemzése, 93 kozonséges buza F:1

keresztezési kombinacié vizsgalata in vitro AC-ben

A genotipus, évjarat hatasat és kolcsonhatasukat kéttényez6s varianciaanalizissel elemeztiik in
vitro AC-ben két nemzetkozi kontroll genotipus (jo valaszadd képességii *Svilena’ és gyenge
valaszado képességii "Berengar’) alkalmazasaval. A 93 keresztezési kombinacio esetében az in
vitro fejlédott zold novénykék szamat feljegyeztiik, és leiro statisztikaval jellemeztik az
eredményeket. A statisztikai elemzések soran a Microsoft Excel 2002 statisztikai szoftvert

hasznaltuk (Microsoft Ltd., Redmond, WA, USA).

3.10.3. Tonkolybuza in vitro AC és IMC fejlesztésének statisztikai elemzése

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 a kisérletek soran mért tulajdonsagok alapjan. A statisztikai
elemzéseket a Microsoft Excel 2013 statisztikai szoftver segitségével végeztiik el (Microsoft
Ltd., Redmond, WA, USA).

3.10.4. Genotipus hatas statisztikai vizsgalata teljes diallél populaciéval és tiz F1

keresztezési kombinaciéval tonkolybuza in vitro AC-ben

A teljes diallél populacio in vitro AC-ben mért adatait felhasznalva meghataroztuk az altalanos
kombinalodo képességet (GCA) és a specialis kombinalodo képességet (SCA), valamint
tisztaztuk a reciprok hatast és a sejtmagi kromoszomak altal meghatarozott genetikai hatéast
tonkolybuza in vitro AC-ben. 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 kéttényezos varianciaanalizissel vizsgaltuk.

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

3.10.5. Alakor (Triticum monococcum L.) in vitro AC kisérletek statisztikai kiértékelése

A genotipus, elOkezelés ¢és  genotipusxelOkezelés  koOlcsonhatasat — kéttényezds
varianciaanalizissel vizsgaltuk in vitro AC-ben a mért tulajdonsagok alapjan. A statisztikai
elemzések soran a Microsoft Excel 2013 statisztikai szoftvert hasznaltuk (Microsoft Ltd.,

Redmond, WA, USA).
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4. Eredmények

4.1. Genotipus és taptalaj hatasanak vizsgalata kozonséges baza (Triticum

aestivum L.) F1 keresztezési kombinaciokkal in vitro AC-ben

Ko6zonséges buza Fi1 keresztezési kombinaciokat teszteltiink in vitro AC-ben, hogy
meghatarozzuk a genotipus, tapkozeg hatasat és kolcsonhatasukat az ELS-k, albin6, zold
novénykék és kiiiltett novénykék szamara. Megallapitottuk a zold ndvény regeneralas és a
spontan kromoszoma duplikacio szazalékos értékét a vizsgalt genotipusok in vitro AC-ben mért

adatai alapjan.

4.1.1. Genotipus, tapkozeg hatas és genotipusxtapkozeg kolcsonhatas vizsgalata in vitro
AC-ben

Az in vitro androgenezis indukcidjanak hatékonysagat hasonlitottuk &ssze két indukcios
tapkozeg (W14mf és P4mf) alkalmazasaval tiz 6szi buiza Fi keresztezési kombinacid in vitro
AC-ben. A donor hajtasokat a mikrosporak korai és kozépsé egysejtmagvas vakudlumos
allapotaban gyijtottiik be (2.a abra). Stressz el6kezelést kovetéen az in vitro androgenezis
indukalodott, és a mikrospora eredetli fehér ELS-k szabad szemmel is jol megfigyelhetéek
voltak az 5 hetes tenyészetekben (2.b abra), melyekbdl zold és albind novénykék regeneralodtak
2-3 héten beliil a regenerald taptalajon (2.c abra). A kettd-harom levéllel rendelkez6 zold
novénykéket egyedileg elkiilonitve gyokeresitettiik in vitro koriilmények kozott (2.d abra), a
meggyoOkeresedett novénykék tiveghazi kiiiltetésre kertiltek, ahol jol alkalmazkodtak az in vivo
koriilményekhez (2.e abra).

Kéttényez6s varianciaanalizissel vizsgaltuk a genotipus, tapkoézeg hatasat ¢&s
genotipusxtapkozeg kolcsonhatasat tiz 6szi buza F1 keresztezési kombinacio in vitro AC-ben
(6. tablazat). A statisztikai elemzés alapjan a tapkozeg szignifikansan (p<0,001) befolyasolta az
ELS-k és albin6 novénykék szamat, mig a genotipus minden vizsgalt tulajdonsagra szignifikans
(p<0,001) hatast gyakorolt (ELS, albindé és zold novénykék, kiiiltetett novénykék). A

genotipusxtapkozeg kdlcsonhatas nem volt szignifikans a vizsgalt tulajdonsagok tekintetében.
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2. abra. Kenyérbuza in vitro AC fobb 1épései: (a) egysejtmagvas mikrospora a donor
hajtasok begytijtése idején (piros vonal = 10 um); (b) mikrospoéra eredetti ELS-k &thetes
in vitro AC-ben (piros vonal = 1 mm). (c) Az ELS-kbdl regeneralt zold- és albino
novénykék (piros vonal = 10 mm). (d) Jol fejlett z6ld novénykék gyokeresitése liveg
fiolakban (piros vonal = 10 mm). (e) A jol gyokeresedett zold novénykék
akklimatizacidja tiveghazi koriilmények kozott. [Lantos és Pauk (2016) nyoman. ]

6. tablazat. Genotipus és tapkozeg kozonséges buza AC-re gyakorolt hatdsanak statisztikai

elemzése kéttényezds varianciaanalizissel. [Lantos és Pauk (2016) nyoman.]

MS - zold MS - kiiiltett
df MS - ELS MS - albinék
novénykék novénykék
Téapkozeg 1 8160,800*** 0,735 ns 364,089*** 0,45 ns
Genotipus g 4619,178***  120,322*** 240,216*** 114,836***
Gen.xtapk. 9 456,859ns 17,518ns 7,016ns 15,817ns
Hiba 60 442,535 19,822 18,994 18,890

*** szignifikans (p<0,001); ns, nem szignifikans
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4.1.2. Kozonséges buza Fi1 keresztezési kombinaciok in vitro androgenezisének

osszehasonlitasa két indukcios tapkozegben

A fentiek alapjan a tapkozeg és a genotipus befolyasolta az in vitro AC hatékonysagat.
Szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a vizsgalt tulajdonsagokban a genotipusok ¢&s
kezelések kozott. A legmagasabb ELS mennyiséget (119,67 ELS/100 portok) a *Capo/Korés’
kombinacio in vitro AC-ben értiik el a P4mf tapkozeg alkalmazasa mellett, mig az ELS-K szama
a ’Xiao Yan/GK Bani’ keresztezési kombinacié in vitro AC-ben volt a legalacsonyabb (12,00
ELS/100 portok) W14mf indukcids tapkozeg alkalmazasakor (7. tablazat). A két tapkozeget
Osszehasonlitva a PAmf indukcios tapkozegben fejlédott ELS-k atlaga (48,84 ELS/100 portok)
1,74-szer magasabb volt, mint a W14mf (28,14 ELS/100 portok) tapkozeg alkalmazasa
esetében.

A z61d novénykék regeneracioja sikeres volt minden kezelésben (genotipus és tapkozeg)
az in vitro AC eredetii ELS-ekbdl. A legmagasabb értéket (17,38 z61d névényke/100 portok) a
’Midas/GK Goncol” kombinacio in vitro AC-ben figyeltiik meg P4mf indukcids tapkozeg
alkalmazasaval, mig a legalacsonyabb hatékonysagot a Komarom/GK Bani’ (0,25 zold
novényke/100 portok) kombinacional tapasztaltuk ugyanazon tapkozeg alkalmazéasa mellett. A
és 4,82 z6ld novényke/100 portok volt a W14mf illetve P4mf tapkozegek tekintetében. Kozel
hasonlé értéket mutatott a két indukcios tdpkozeg a regeneradlt zold novénykék szamat
Osszevetve.

Albind ndvénykék regeneracidjat minden kezelés esetében megfigyeltik a
tenyészetekben fejlodott ELS-ekbol. Szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki a genotipusok és
indukcios tapkozegek kozott. A legtobb albind novénykét (24,33 albind/100portok) a
"Capo/GK Kords’ kombinacié P4mf tapkozegében fejlodott ELS-ekbol regeneraltuk, mig a
’Midas/GK Go6ncdl” kombinacio in vitro AC-ében fejlodott ELS-ekbol (W14mf) csak 2,38
albiné novényke regeneralodott 100 portokra vonatkoztatva. Az albind névénykék atlaga 1,71-
szer magasabb volt a P4mf tapkozegben kapott ELS-ekbdl regeneralt névénykék (10,12
albin6/100 portok) esetében, mint a W14mf indukcios tdpkdzeg alkalmazasa esetén (5,93
albin6/100 portok).
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A legtobb zold novénykét a ’Midas/GK Goncol’ kombinacid P4mf tapkozeggel készitett
in vitro AC-¢ébdl szarmazé novénykék koziil iltettiik ki (16,5 kitiltetett novényke/100 portok),
mig a legalacsonyabb eredményt (0,25 kiiiltetett ndvényke/100 portok) a ’Komarom/GK Bani’
kombinaci6 adta ugyanazon indukcios tapkdzeg alkalmazasa mellett. Osszességében mérsékelt
kiilonbséget tapasztaltunk a két tdpoldat hatasa kozott a kiiiltett novénykék atlagai tekintetében.
A W14Amf ill. PAmf indukcios tapkozegekkel készitett in vitro AC-ekbdl atlagosan 4,40 illetve
4,63 zold novényke/100 portok kertilt tiveghazi kiiiltetésre.

Osszegezve, 1,74-szer tobb ELS fejlodott a P4mf tapoldat alkalmazasaval az Fi
keresztezési kombinaciok in vitro AC-ben, és 1,71-szer t6bb albind ndvénykét regeneraltunk e
struktirakbol. Ez a hatds mérsékelt volt a regeneralt z6ld novénykék (1,05) és kiiiltetett

novénykék (1,05) tekintetében.

A tiz F1 Keresztezési kombinacio esetében Osszehasonlitottuk a z6ld novénykék
regeneralasanak szazalékat a két indukcios tapkozeg alkalmazasa esetén. A statisztikal elemzés
alapjan, a genotipusnak és a tapkdzegnek egyarant szignifikans (p<0,001) hatasa volt a

regeneralt z61d novénykék szamara (8. tablazat).

8. tablazat. A genotipus és tapkozeg hatdsanak vizsgalata a z6ld novénykék regeneralasanak
szazalékos értékére ismétlések nélkiili kéttényezdés varianciaanalizissel. [Lantos és Pauk

(2016) nyoman. ]

df MS - Zold novénykék regeneracios aranya

Genotipus 10 177,9652%*
Tapkozeg 1 294,81 79>
Hiba 10 11,36173

***  szignifikans (p<0,001)

A z6ld novénykék regeneralasanak mértéke 4,2% ¢és 42,3% kozott valtozott a W14mf
tapkozeggel készitett in vitro AC-ben fejlodott ELS-k esetében genotipustol fiiggéen, mig a
P4mf tapkozeg alkalmazéasakor 1,3% és 33,7% kozotti értékeket kaptunk (3. dbra). A W14mf
tapkozegben fejlodott ELS-ekbdl nagyobb szazalékban tudtunk z6ld novénykéket regeneralni

minden genotipusnal, és ez a kiilonbség szignifikans volt nyolc F1 keresztezési kombinaciod
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esetében. A mért tulajdonsag 1,76-szor volt magasabb a WI4mf indukcids tapkdzeg
alkalmazasakor (16,9%) mint a P4mf tapkdzeg esetében (9,6%).

Z.01ld novénykék regeneralasa (%)

PAmf B W14mf

3. abra. Zold novénykék regeneralasa in vitro AC eredetii ELS-kbdl kiilonb6z6 indukcids
tapkozegek (P4mf ¢és WI14mf) alkalmazasaval. Az adatokat kéttényezds
varianciaanalizissel értékeltiik ismétlések nélkiil. Az abc eltérd betlii szigifikansan
kiilonboz6 (p<0,05) értékeket jeldlnek az adott genotipuson beliil. [Lantos és Pauk (2016)

nyoman. ]

4.1.3. Spontan diploid novények szazalékos aranya az akklimatizalt in vitro AC eredetii

novények kozott

Az in vitro AC eredetii kiiiltetett és akklimatizalt névénykéket tiveghazi kortiilmények kozott
neveltiik fel betakaritasig. A novényeket harom csoportba soroltuk fertilitasuk alapjan; fertilis,
részlegesen fertilis és steril novények. A fertilis és részlegesen fertilis novényeket (legalabb
néhany szem) tekintettiik spontan diploid ndvényeknek, ahol a kromoszéma duplikacié spontan
mddon megtortént, a sterileket pedig haploidként jegyeztiik fel. Osszesen 267 fertilis DH torzset
allitottunk el6 az Fi1 keresztezési kombinédciok kisérletébdl, melyeket késObb nemesitési
programunkba integraltuk. A spontan kromoszoma duplikacio 17,65% és 60,00% kozott

valtozott genotipustol fiiggden, atlagosan 32,72% értéket kaptunk (4. abra).
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4. abra. Spontan kromoszoma duplikacid szazalékos értéke a kiillonbozd keresztezési
kombinaciokbdl szarmazoé in vitro AC eredetii novények kozott szemtermésiik alapjan. Az
értékek a fertilis novények szazalékos aranyat mutatjak az akklimatizalt ndvényekhez

viszonyitva genotipusonként. [Lantos és Pauk (2016) nyoman.]

4.2. Az évjarathatas és a széleskorii nyugat-europai genetikai hattér

tesztelése kozonséges buza in vitro AC-ben és nemesitési felhasznalasuk

Kettd nemzetkozi kotroll genotipus (’Svilena’ €s *Berengar’) bevondsaval vizsgaltuk az évjarat
hatasat in vitro AC-ben, meghataroztuk a tenyészetekben fejlédott ELS-ek, regeneralt
novénykék, zold és albind novénykék szamat. A moddszer széleskori nemesitési céla
felhasznalasat teszteltik 93 F1 keresztezési kombinacio in vitro AC-ben, az ELS-ekbdl

regeneralt z61d novénykék szamat értékeltiik kombindcidnként, nemesitési programonként.
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4.2.1. Evjarat, genotipus és évjaratxgenotipus kolcsonhatis vizsgalata nemzetkozi
kontroll genotipusokkal in vitro AC-ben
A jo valaszadd képességli *Svilena’ és gyenge valaszado képességii *Berengar’ 6szi tipusu
kozonséges buza genotipusok androgenezis reakciojat teszteltiik két egymast kovetd évben
(2010 és 2011). Az in vitro androgenezist sikeresen indukaltuk mindkét évben és genotipusban.
A statisztikai elemzés (kéttényezOs varianciaanalizis) megmutatta, hogy a genotipus
szignifikansan befolyasolta a valaszadd képességet, mig az évjarat hatdsa csak az albind
novénykék szamaban mutatkozott jelentosnek (9. tablazat). Az ELS-k, regeneralt novénykék,
z0ld és albin6 novénykék mennyiségét szignifikansan (p<0,001) befolyasolta a genotipus, ami
hangsulyozza a genotipus szerepét a DH ndvényeldéllitasban. Az évjarat, illetve a
genotipusxévjarat kolcsonhatds nem befolyasolta az ELS-k, regeneralt novénykék és zold
novénykék szamat. Azonban az albind ndévénykék mennyiségére szignifikans hatassal volt a
genotipus (p<0,001), az évjarat (p<0,05) és a genotipusxévjarat kdlcsonhatas (p<0,05) egyarant
(9.tablazat).

9. tablazat. Genotipus és évjarat kozonséges buza in vitro AC-re gyakorolt hatasanak

statisztikai elemzése kéttényezds varianciaanalizissel. [Lantos és mtsai. (2013) nyoman.]

df MS - ELS MS - reg. MS - albinok MS - zold
novénykék novénykék
genotipus 1  153300,05*** 142889,51*** 437,11%** 127520,45***
évjarat 1 396,05ns 3187,81ns 137,81* 4651,25ns
genotipusxévjarat 1 732,05ns 2565,11ns 117,61* 3781,25ns
hiba 16 2691,06 2766,67 19,21 2581,41

**% szignifikans (p<0,001); *, szignifikans (p<0,05); ns, nem szignifikans

Szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg a két kontroll genotipus kozott a vizsgalt
tulajdonsagok alapjan (10. tablazat). A ’Svilena’ genotipus in vitro AC-ben jelentds
mennyiségii ELS fejlodott 2010-ben (169,4 ELS/100 portok) és 2011-ben (190,4 ELS/100
portok) egyarant (5. abra).
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5. abra. A jo valaszadd képességli ’Svilena’ genotipus in vitro AC-ben nagy mennyiségi

ELS fejlédése figyelheté meg 4 héttel az indukcid utan (piros vonal = 10 mm).

10. tablazat. In vitro AC-i eredmények ’Svilena’ és ’Berengar’ nemzetkozi kontroll
genotipusokkal két egymast kovetd évben, 2010 €s 2011. Az abc eltérd betiii szignifikansan

kiillonbozd értékeket jelolnek minden oszlopban. Novény regeneracié szdzaléka =

regeneralt novénykék szdma/ELS-k szama * 100. [Lantos és mtsai. (2013) nyoman.]

Zold Reg.
Genotipus Ev - novénykék/ Albindld niivénykik/ 100 Nov.
100 portok 100 portok 100 portok portok reg. %-a
Svilena> 2010 169,40 a 132,40 a 14,60 a 147,00 a 87%
2011 190,40a 167,70 a 4,50 b 172,20 a 90%
2 év atlaga 179,9 150,05 9,55 159,6 88,5%
"Berengar’ 2010 6,40 b 0,20b 0,40 b 0,60b 9%
2011 3,20 b 0,40 b 0,00 b 0,40 b 13%
2 év atlaga 4,8 0,3 0,2 0,5 11%
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A ’Svilena’ genotipus AC-ben fejlédott ELS-K dominansan zold novénykéket
regeneraltak (132,4 z6ld novényke/100 portok 2010-ben és 167,7 zold novényke/100 portok
2011-ben) mindkét évben (6. abra).

6. abra. Novényregeneralas *Svilena’ genotipus in vitro AC-b6l szarmazd ELS-kbdl (piros

vonal = 10 mm).

A gyenge valaszado képességii "Berengar’ genotipus esetében az ELS-K és a regeneralt
novénykék mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb volt mindkét évben. Az évjarat nem
befolyasolta az ELS-k, regeneralt novénykék és zold novénykék mennyiségét egyik genotipus
esetében sem. Az albind novénykék szama szignifikans eltérést mutatott a *Svilena’ genotipus
esetében a két év kozott. Az elsé évben haromszor tobb albind ndvénykét regeneraltunk, mint
a masodik évben. Az évjarat €s egyéb kornyezeti tényezOk szignifikans valtozast okoztak a
’Svilena’ genotipusbol regeneralt albind novénykék szdmaban.

A kétéves kisérlet atlagai alapjan, a ’Svilena’ genotipussal 179,9 ELS/100 portok és
150,05 z61ld novényke/100 portok hatékonysagot értiink el, mikozben az albind novénykék
mennyisége mérsékelt volt, 9,55 albino/100 portok. Az ELS-K, regeneralt és z6ld ndvénykék
mennyisége szignifikdnsan alacsonyabb értékeket mutatott a gyenge valaszado képességii
’Berengar’ genotipus esetében. A *Berengar’ genotipus in vitro AC-ben atlagosan 4,8 ELS/100

portok fejlodott, melyekbdl 0,3 zold névénykét tudtunk regeneralni 100 portokra vonatkoztatva.
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Az albind novénykék regeneracidja szintén alacsony értéket mutatott (0,2 albind/100 portok).
A novényregeneracid (zold és albind) hatékonysaga szintén a ’Svilena’ genotipus esetében
mutatott magasabb értékeket mindkét évben (10. tablazat). A ndvényregeneralds adatait
tekintve figyelemre méltd, hogy a ’Svilena’ genotipus in vitro AC-ben fejlédott ELS-knek kozel

90%-a regeneralt z61d névénykét mindkét évben (10. tablazat).

4.2.2. Nyugat-eurépai F1 keresztezési kombinaciok valaszado képességének vizsgalata in

vitro AC-ben

Gyakran hallottuk nemzetko6zi konferencidkon, illetve olvastuk tudomanyos publikacidkban,
hogy a kelet- és nyugat-eurdpai genotipusok in vitro AC reakcidja kozott Iényeges a kiilonbség.
Ennek vizsgalatara allitottuk be a kovetkezd kisérleteket. A kétéves kisérlet sorozatban
kiilonb6z6 nyugat-eurdpai nemesitési programokbdl szarmazo6 93 F1 keresztezési kombinacid
valaszadd képességét teszteltiik, hogy megvizsgaljuk az in vitro AC hatékonysagat széles
genetikai alapanyagon.

Az androgenezist sikeresen indukaltuk minden F1 keresztezési kombinacid esetében,
mikrospora eredetli ELS-ket allitottunk el6, és zold novénykéket regeneraltunk mind a 93
kombinaciobol. Nem valaszado genotipust nem azonositottunk a tesztelt 93 F; keresztezési
kombinaci6 kozott, igy a genotipus hatasat mérsékeltnek tekintettiik.

Habar minden genotipus esetében sikeres volt az in vitro androgenezis indukcidja, a
kombinaciok valaszado képességének mértékében jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk minden
nemesité haz nemesitési programjan beliil (11. tablazat). 2010-ben a regeneralt z61d névénykék
szamat vizsgalva a legkisebb szorast a SUR nemesitési programban mértiik (5,7), ahol a
regeneralt zold novénykék atlaga 9,92 és 21,69 zold novényke/100 portok kozott valtozott
genotipustol fiiggden. A legnagyobb szorast a SU BIO nemesitési programjaban figyeltiikk meg
(9,1), ahol a regeneralt zold novénykék atlaga 0,1 és 22,75 kozott valtozott 100 portokra
vonatkoztatva. 2011-ben a legkisebb szoras értéket a BE (1,2) nemesitési programjaban kaptuk,
a regeneralt zold novénykék szama 0,75 és 4,13 zold novényke/100 portok kdzott valtozott (7.
abra), mig a DSV nemesitési program kombinacidinak szorasa 7,3 volt (1-28,67 zold
novényke/100 portok). A két év adatait 6sszegezve a zold novénykék regeneracidja 0,04 és 28,7
z6ld novényke/100 portok kozott valtozott genotipustol fiiggden. Az eldallitott z61d ndvénykek
mennyiségének szordsa nagyobb volt egy-egy nemesitési programon beliil, mint a nemesitési

programok kozott az adott évben (kivéve a BE nemesitési program).
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7. abra. A z6ld novénykék regeneraldsanak gyakorisaga kiilonb6z6 nemesitési programok
esetében. A hisztogramok a z06ld novénykék regeneralasanak hatékonysagat (zold
novényke/100 portok) mutatjdk kiilonb6zd nemesitési programok Fi keresztezési
kombinacioibol készitett in vitro AC-ek esetében; a, 2010-ben, b, 2011-ben. Str, Strube
Research GmbH & Co. KG; BE, von Borris-Eckendorf GmbH & Co. KG; SUR, Saaten-
Union Recherche SAS; SUBIO, Saaten-Union Biotec GmbH; DSV, Deutsche
Saatveredelung AG. [Lantos és mtsai. (2013) nyoman.]

Az albind novénykék mennyisége mérsékelt volt a 93 Fi keresztezési kombinaciod
kisérletében. Az albind névénykék szazalékos eléfordulasa 18,29% ¢€s 23,98% volt a regeneralt
novénykék kozott 2010-ben és 2011-ben (adatok nem mutatjak). Az albinizmus nem korlatozta

a modszer praktikus ndvénynemesitési céll felhasznalasat.

4.2.3. Zold novénykék eléallitasa nyugat-europai nemesitési programok szamara

Osszesen, 11 416 jol gyodkeresedett zold ndvénykét regenerdltunk a 93 nemesitési célu Fi
keresztezési kombinaciobol, az atlagos z6ld ndvény eldallitasi hatékonysag 5,3 zold
névényke/100 portok volt. A z6ld ndvénykeék jol alkalmazkodtak az iiveghazi koriilményekhez,
az akklimatizacié soran a talélés aranya 97,21% ¢és 96,34% volt 2010-ben és 2011-ben
(személyes kozlés Jens Weyen, Saaten-Union Biotec GmbH). Az akklimatizalt novénykék
télallosaga megfeleld volt megkozelitdleg 5%-os kipusztulds mellett, a spontan diploid
novények szazalékos aranya atlagosan 35% volt. Az eldallitott DH torzsek a Saaten-Union
Biotec GmbH, Strube Research GmbH & Co. KG, Saaten-Union Recherche SAS, von Borris-
Eckendorf GmbH & Co. KG és Deutsche Saatveredelung AG nemesitési programjaban

kertiltek felhasznalasra.
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4.3. Invitro androgenezis alkalmazasa kozonséges buza (Triticum aestivum

L.) nemesitési programban

A DH torzsek felszaporitasa szigort szelekcidoval kombinalva felgyorsitja a nemesités
folyamatat. Az in vitro AC alkalmazasaval évente 30-50 kombinaciobol megkozelitéleg S000-
8000 in vitro zold novénykét allitottunk eld kozonséges blza nemesitési programunk szamara
(Gabonakutatd Nonprofit Koézhasznu Kft.). Az akklimatizalt DHo novénykék tenyészkerti
koriilmények kozott keriiltek felnevelésre (8. abra). A felnevelt novénykéknek megkozelitéleg
30-40%-a fertilis volt (spontan kromoszoma duplikacio). A tenyészkerti koriilmények
lehetdséget biztositottak fenotipusos szelekciora (ndvénymagassag, bokrosodas, éréscsoport,

kalasztipus, rezisztencia) mar DHo generacioban.

8. abra. In vitro AC eredetii DHo btiza novénykék felnevelése tenyészkerti koriilmények

kozott.

A DHo generacidban kijelolt 300 DH torzset 6 soros parcelldkon szaporitottuk tovabb,
ahol a DH torzsek homogenitasa ellendrizheté DH1 generacioban (9. abra). A szegregald

parcellak aranya 5% alatti volt. A tobbi DH torzs 1 soros rendszerben (kalaszutodsor) keriilt
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elvetésre. A 6 soros mikroparcelladkon végzett megfigyeléseket (kalaszolasi id6, bokrosodas,
ndvénymagassag, rezisztencia, szarszilardsag, termés stb.) kovetéen 20 DH torzs kertilt

kijelolésre, melyeket két termOhelyes négy ismétléses kisérletben vizsgaltunk.

9. abra. DH torzsek felszaporitasa ¢és szelekcibja DHi generacidban 6 soros
mikroparcellakon.

Kisérleti rendszeriinkben haroméves teljesitmény kisérlet utan keriilhetnek a legjobban
teljesitd DH torzsek allami bejelentésre. 2019 decemberében, *GK Déva’ fajtanévvel, szalkas,
kozépérésti, DH modszer segitségével 1étrehozott kenyérbuza fajtat ismert el a Fajtamindsitd
Tanacs (10. abra), mely 2020-ban névényfajta-oltalomban részesiilt (lajstromszam 000306). A
fajta nemesitését egy szlovak-magyar bilateralis kutatasi kooperacio keretén beliil kezdtiik el.
inditottunk AC-ket, melyekb6l 30 DH torzset allitottunk el6. Tenyészkerti szelekciot kovetden
ketté DH torzset valasztottunk Ki fajtajeloltnek. A haroméves NEBIH vizsgalatok alatt az
506.16 szamu fajtajelolt 1,3 %-kal multa feliil termésben a kozépérésii standard fajtakat, és
allami elismerést kapott. A ’GK Déva’ malmi hasznositasi célu (jellemzden Al farinografos
értekil), az egész orszagban biztonsaggal termeszthetd 6szi tipusti kenyérbuza fajta, a 11. abra
mutatja a lisztjébdl késziilt cipot. A haroméves NEBIH novénykortani vizsgalatok alapjan
mindegyik gombabetegséggel szemben a kovetelményeknek jol megfelelt. Sajat vizsgalataink
alapjan, sarga- €s szarrozsda, valamint fuzarium rezisztenciaval kapcsolatos tulajdonsagai

emelkednek ki.
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10.

11. 4abra. GK Déva’ lisztjébdl készitett cipo.
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4.4. In vitro androgenezis médszereinek fejlesztése tonkolybuza (Triticum

spelta L.) genotipusokkal

Az in vitro androgenezis indukcigjat teszteltiik tonkolybuza genotipusok AC-ben és IMC-ben.
A genotipusok hatdsa mellett a hideg el6kezelést vizsgaltuk in vitro AC-ben, valamint az
ovariumos dajkatenyésztés és exogén hormonok hatasat IMC-ben. A tenyészetekben fejlédott
ELS-k, regeneralt novénykék, zold és albind novénykék szama alapjan a két modszert
Osszehasonlitottuk.

4.4.1. In vitro androgenezis indukciéja tonkolybtiza genotipusok AC-ben

Négy tonkolybuza genotipussal dolgoztunk in vitro AC kisérletiink soran. Az androgenezis
folyamata indukalhaté volt mind a négy tesztelt genotipus esetében. Az in vitro AC-ben
fejlodott ELS-k szabad szemmel is megfigyelhetové valtak négy héttel az AC inditasat
kovetéen. Az 1-2 mm méretli megnagyobbodott ELS-ket (12.a abra) regeneralo taptalajra
helyeztiik, ahol dominansan z6ld novénykéket regenerdltak két héten beliil néhany albind
novényke mellett (12.b abra). A jol fejlett, 2-3 cm-es levelekkel rendelkezé novénykéket
egyedileg elkiilonitett tivegcsdvekben in vitro koriillmények kozott gyokeresitettiik (12.c abra),

majd tiveghdzi koriilmények kozott akklimatizaltuk (12.d abra).

4.4.2. A genotipus és a hideg el6kezelés hatasanak vizsgalata tonkolybuza genotipusok in

vitro AC-ben

A genotipus ¢€s a hideg elokezelés (0 nap és 12 nap hideg eldkezelés) hatasat vizsgaltuk négy
6szi tipusu tonkolybuza genotipus in vitro AC-ben. Statisztikai elemzés (kéttényezos
varianciaanalizis) alapjan a genotipus szignifikansan (p<0,01) befolyasolta a vizsgalt
tulajdonsagokat (12. tablazat); az elGkezelés hatasa szintén szignifikans volt az ELS-k
(p<0,001), regeneralt novénykék (p<0,001), zold (p<0,001) és albind (p<0,01) ndvénykék
szamara. A genotipusxeldkezelés kolcsonhatasa szignifikansan befolyasolta az ELS-k
(p<0,01), regeneralt novénykék (p<0,05) és zold novénykék (p<0,05) mennyiségét, mig az

albino novénykék szamaban nem volt kimutathato kiilonbség.
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12. abra. Tonkolybuaza in vitro AC Iépései. (a) Mikrospora eredetii ELS-k az in vitro AC 4.
hetében (piros vonal = 5 mm). (b) Az ELS-k dont6 tobbségében zold novénykéket
regeneraltak (piros vonal = 10 mm). (c) A jol fejlett novénykéket iivegcsdvekben
gyokeresitettiik (piros vonal = 10 mm). (d) A meggyokeresedett novénykék
akklimatizalodtak az tiveghazi koriilményekhez (piros vonal = 50 mm). [Lantos és mtsai.

(2018) nyoman.]

12. tablazat. A genotipus és a hideg el6kezelés (0 és 12 nap) hatasanak statisztikai elemzése
(kéttényez0Os varianciaanalizis) négy Oszi tipusu tonkolybiza fajta in vitro AC-ben. [Lantos és

mtsai. (2018) nyoman. ]

df MS - ELS MS - regeneralt MS - zold MS - albinok
novénykék novénykek
Elékezelés 1 | 31238,78*** 17458,47*** 15203,50*** 77,93403**
Genotipus 3 | 6957,412** 3021,544** 2348,98** 43,7581**
ElokezelésxGen. 3 | 5585,936** 2028,395* 1818,73* 10,01181ns
Hiba 32 1232,608 566,925 506,1938 6,902083

*x%  szignifikans (p<0,001); **, szignifikans (p<0,01); *, szignifikans (p<0,05); ns, nem

szignifikans
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A hideg eldkezelést kovetden a regeneralt zold novénykék mennyisége magas volt,
atlagosan 41,45 zold novénykét regeneraltunk 100 portokbol. A négy genotipus adatai alapjéan,
a regeneralt zold novénykék szama atlagosan 20,93 és 83,07 z61d ndvényke/100 portok kdzott
valtozott genotipustol fliggden. A legmagasabb értéket (83,07 z6ld névényke/100 portok) a
"Franckenkorn’ fajta in vitro AC-ben értiik el. Osszesen, 1720 AC eredetii zold novénykét
regeneraltunk a négy fajta in vitro AC-bol.

A spontan DH novények szazalékdt a novények fertilitasa alapjan hataroztuk meg
genotipusonként. Ez az érték 11,8%, 19,35%, 44,44% és 21,47% volt a ‘Franckenkorn’,
‘Oberkulmer Rotkorn’, ‘GK Fehér’ és ‘Mv Martongold’ genotipusokban. A spontan

kromoszdéma duplikacidé mértéke 24,27% volt atlagosan.

4.4.3. Androgenezis indukcigja tonkolybiza genotipusok in vitro IMC-ben

A hideg elokezelést és éheztetést kovetden a portokokbol izolalt mikrospérak populacidja
egysejtmagvas (13.a abra) és kétsejtmagvas (13.b abra) vakudlumos allapoti mikrosporakat
tartalmazott. A mikrosporak tenyésztése soran az ovariumos dajkatenyésztés hatasat vizsgaltuk.
Az ovariumok jelenléte nélkiilozhetetlen volt tonkdlybuza genotipusok in vitro IMC-ben.
Ovariumok hianyaban soksejtes strukturak és ELS-k fejlodését nem figyeltik meg a
tenyészetekben. Az ovariumok segitették a mikrospora eredetii struktarak osztodasat és ELS-k
fejlodését (13.c és 13.d abra). A tenyészetekben fejlodott 1-2 mm méretii ELS-Ket regeneralo
taptalajra helyeztiik at, ahol zold és albind novénykéket regeneraltunk a struktarakbol (13.e
abra).

Az in vitro androgenezis folyamata indukalhato volt mind a négy tesztelt tonkolybuza
genotipus IMC-ben. A statisztikai elemzés alapjan a genotipus szignifikansan befolyasolta az
ELS-k, regeneralt novénykeék és albind ndvénykék szamat (p<0,001), mig a hormonok hatasa
szignifikans volt az ELS-k (p<0,001), regeneralt névénykék (p<0,01), zold (p<0,05) és albind
(p<0,01) n6vénykék tekintetében (14. tablazat). A genotipusxhormon koélcsonhatas az ELS-k
(p<0,01), regeneralt névénykék (p<0,01) és albind (p<0,01) névénykék szamat szignifikansan
befolyasolta (14. tablazat).
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13.

abra. Tonkolybuza in vitro IMC: (a) kései egysejtmagvas mikrospora (piros vonal = 10
um); (b) korai kétsejtmagvas mikrospora (piros vonal = 10 um). (c) Soksejtes struktara (*)
¢és 0sztddd mikrosporak 10 napos in vitro IMC-ben (piros vonal = 50 um). (d) ELS-k
fejlodtek tonkolybuza mikrosporak ovariumos (+) dajkatenyészetben (piros vonal = 10
mm). (e) Zold és albind ndovénykék regeneralasa (piros vonal = 10 mm) IMC eredetii ELS-

kbdl. [Lantos és mtsai. (2018) nyoman.]

68



14. tablazat. Genotipus ¢és hormonok hatasdnak statisztikai elemzése kéttényezds

varianciaanalizissel tonkolybuza in vitro IMC-ben. [Lantos és mtsai. (2018) nyoman.]

df MS - ELS MS - reg. nov. MS - z5ld nov. MS - albinok
Hormon 1 42336*** 6016,667** 0,375* 5922,042**
Genotipus | 3 | 227602,8*** 4041,444%** 0,152778ns 4024,708***
Hor.xGen. | 3 | 17928,33** 2988,778** 0,152778ns 2974,708**
Hiba 16 242,5 437 0,083333 428,7917

*** gzignifikans (p<0,001)
** szignifikans (p<0,01)
*, szignifikans (p<0,05)

ns, nem szignifikans

A négy tonkolybuiza genotipus koziil a ‘Franckenkorn’ IMC-ben volt a legmagasabb az
ELS-k (562,33 ELS/100 portok) és regeneralt novénykék szama (105,33 regeneralt
novényke/100 portok), mig az ‘Oberkulmer Rotkorn’ fajta tenyészeteiben figyeltilk meg a
legalacsonyabb értékeket (1,00 ELS/100 portok, 0,00 regeneralt novényke/100 portok). Az
exogén hormonok nem voltak sziikségesek az in vitro androgenezis indukcidjahoz, de
alkalmazasuk emelte a tenyészetekben fejlodott ELS-K, regeneralt zold és albind novénykék

mennyiségét (15. tablazat).

A tenyészetekben eldallitott ELS-k szama magas volt a négy tonkolybuza genotipus
atlagaban (210,17 ELS/100 portok). Az ELS-k mennyiségét a genotipus jelentdsen
befolyasolta, a genotipusok kozott 14-szeres kiilonbséget figyeltiink meg (15. tablazat). Az
ELS-k szdma 39,33 ELS/100 portok és 562,33 ELS/100 portok kozott valtozott genotipustol
fliggden a W14mi tapoldatban.

A regeneralt novénykék szama atlagosan 34,00 ndvényke/100 portok volt a W14mi
tapoldatban, melyet a genotipus jelentds mértékben befolyasolt (2,33-105,33 novényke/100
portok). Az ELS-ekbdl regeneralt novénykék dontd tobbsége albind volt (15. tablazat), az
albind névénykék szama genotipustol fiiggéen 2,33 és 105,00 albind névényke/100 portok
kozott valtozott a W14mi tapoldattal késziilt IMC-ekben. Osszesen 3 zold ndvénykét
regeneraltunk a tonkolybuza genotipusok in vitro IMC-ben fejlodott ELS-kbdl, kettdt a

‘Franckenkorn’ és egyet a ‘GK Fehér’ genotipusbol.
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4.4.4. Invitro AC és IMC osszehasonlitasa tonkolybuza genotipusokkal

A két in vitro DH novényeldallitasi modszert (AC és IMC) kéttényezOs varianciaanalizissel
hasonlitottuk 0ssze négy tonkolybuza genotipus esetében (16. tablazat). A statisztikai elemzés
alapjan a genotipus szignifikansan befolyasolta a vizsgalt paramétereket: az ELS (p<0,001),
regeneralt novénykék (p<0,001), z6ld (p<0,05) és albind (p<0,001) noévénykék szamat. A
modszer, illetve a genotipusxmodszer kdlcsonhatas a regeneralt ndvénykék kivételével minden

vizsgalt tulajdonsagot (ELS, z6ld €s albind novénykék szdma) szignifikdnsan befolyasolt.

16. tablazat. A genotipus és in vitro DH ndvényeldallitasi modszer hatasanak statisztikai
elemzése kéttényezdés varianciaanalizissel tonkolybuza genotipusok esetében. [Lantos és

mtsai. (2018) nyoman.]

df MS-ELS  MS -reg. névénykék MS —z6ld nov.  MS - albindk

Moédszer 1 223253,4%** 1276,9ns 16974 ,4*** 8940,1***
Genotipus 3 207658,1*** 15851,48*** 2091,574* 6455,207***
Méd.xGen. 3 00485,23*** 786,596ns 2052,26* 5188,078***
Hiba 32 1820,067 172,4847 502,3222 213,5833

*** szignifikans (p<0,001); **, szignifikans (p<0,01); *, szignifikans (p<0,05);

ns, nem szignifikans

A négy tonkolybliza genotipus in  vitro androgenezis indukcidja soran
Osszehasonlitottuk a két modszer hatékonysagat (13. és 15. tablazat), atlagosan tobb ELS-t
allitottunk el6 IMC-ben (210.17 ELS/100 portok), mint AC-ben (60.75 ELS/100 portok). Az
ELS-kbdl regeneralt novénykék szama kozott a kiilonbség mérsékeltebb volt, atlagosan 45,3
novénykeét regeneraltunk az in vitro AC eredetii ELS-kb6l 100 portokra vonatkoztatva, mig in
vitro IMC-ben fejlédott ELS-k esetében 34,00 volt ez az érték a négy genotipus atlagaban. IMC-
ben a regeneralt ndvénykék tobbsége albino volt (33,75 albind/100 portok), a regeneralt zold
novénykék szama pedig alacsony. Azonban, in vitro AC-ben a regeneralt zold novénykék
szama atlagosan 41,45 zold novényke/100 portok volt alacsony albind névényke gyakorisag

mellett (3,85 albind névényke/100 portok).
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4.5. In vitro androgenezis alkalmazhatésaganak vizsgalata tonkolybuza

(Triticum spelta L.) nemesitési programokban

4.5.1. In vitro androgenezis indukciéja tonkolybuiza teljes diallél populacio AC-ben

Az in vitro androgenezis indukalhato volt a négy tesztelt genotipusbdl (‘Oberkulmer Rotkorn’,
‘Martongold’, ‘Franckenkorn’ és ‘GK Fehér’) készitett teljes diallél populaci6 AC-ben, a
genotipus szignifikansan befolyéasolta a médszer hatékonysagat. Az ELS-k szama 32,75-173,33
ELS/100 portok k6zott valtozott genotipustol fliggden (17. tablazat).
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Az in vitro AC eredetii ELS-kbél zold novénykéket regeneraltunk minden tesztelt Fp
keresztezési kombindcio és sziiléi genotipus esetében. A regeneralt z6ld ndvénykék szama
13,75 zo6ld ndévényke/100 portok és 85,00 z6ld novényke/100 portok kozott valtozott
genotipustol fiiggden (18. tablazat). A legmagasabb értéket a ‘Franckenkorn’/’Martongold’
keresztezési  kombinaci6 ~ AC-ben  kaptuk. Tovabbi két  hibrid kombinacid
(‘Franckenkorn’/’Martongold’, ‘Oberkulmer Rotkorn’/’Franckenkorn’) esetében a regeneralt
z6ld novénykék mennyisége szignifikdnsan magasabb volt 6sszehasonlitva a sajat alacsonyabb

valaszado képességii sziil6jével.
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Az in vitro AC eredetii ELS-kb6l regeneralt albind ndévénykék szama mérsékelt volt
tonkolybuza teljes diallél populacio in vitro AC-ben (19. tablazat), igy nem hatraltatta a zold
ndvénykék nagy mennyiségli regeneraciojat. A regeneralt albind novénykék szama 0,0 és 15,0
albin6/100 portok kozott valtozott genotipustdl fliggéen. A legalacsonyabb értéket (0,0 albind
novényke/100 portok) a "Mv Martongold’ fajta in vitro AC-ben figyeltilk meg, mig a legtobb
albind novénykét (15 albind novényke/100 portok) a ’Franckenkorn’ fajta in vitro AC-ben
fejlodott ELS-kbol regeneraltuk.
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A statisztikai elemzések megerdsitették, hogy a genotipus szignifikansan (p<0,001)

befolyasolta az ELS-k, z6ld és albind novénykék szamat (20. tablazat).
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20. tablazat. Tonkolybuza in vitro AC-ben fejlodott ELS-K, regeneralt zold és albind
novénykék szamanak statisztikai elemzése egytényezds varianciaanalizissel. [Lantos és

mtsai. (2019) nyoman. ]

DF MS értékek
ELS Z.61d novénykék Albinok
Ismétlések 3 2 656,625 99,79 11,875

Genotipus 15 9 088,233*** 1 465,384*** 64,967***

Hiba 45 2117,103 236,415 18,353

Osszesen 63

*** szignifikans (p<0,001)

A GCA hatasa szignifikans (p<0,01) volt minden tulajdonsag (ELS, zold és albino
novénykék) tekintetében. Szignifikans reciprok hatast (p<0,05) mutattunk ki a regeneralt zold

novénykék szamaban (21. tablazat).

21. tablazat. A genotipusos variancia részletes elemzése az ELS-k, z6ld és albind

novénykék tekintetében tonkolybuza in vitro AC-ben. [Lantos és mtsai. (2019)

nyoman.]
DF MS értékek
ELS Z.61d novénykék Albinok
GCA 3  6699,7** 963,34** 51,786**
SCA 6 356,5 104,53 12,529
Reciprok hatas 6  1973,8 330,28* 2,182
Hiba 45 5292 59,10 4,588

** szignifikans (p<0,01)
*, szignifikans (p<0,05)
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A GCA hatasa szignifikdns volt a ‘Martongold’, ‘Franckenkorn’ fajtak esetében
mindharom vizsgalt tulajdonsag tekintetében (ELS-k, zold és albind ndvénykék), mig
‘Oberkulmer Rotkorn’ fajta esetében a zold novénykék szamaban (p<0,01) volt statisztikailag

igazolhat6 szignifikans hatas (22. tablazat).

22. tablazat. GCA hatasa ELS-K, z6ld és albind névénykék szamara tonkolybtiza teljes diallél

populacié in vitro AC-ben. [Lantos és mtsai. (2019) nyoman.]

Fajtak ELS Z6ld novénykék  Albinok
‘Oberkulmer Rotkorn’ -11,25 -6,4844** -0,5937
‘Martongold’ -29,0937** -6,7344** -2,8750***
‘Franckenkorn’ 39,2188*** 16,2656*** 3,2813***
‘GK Fehér’ 1,125 -3,0469 0,1875

***  szignifikans (p<0,001)
** szignifikans (p<0,01)

SCA hatasa szignifikdnsan kiilonbozott 0-t6l a  ‘Martongold’/’Franckenkorn’
kombinaciobol regeneralt zold (p<0,01) és a ’Franckenkorn’/’GK Fehér’ kombinaciobol
regeneralt albino novénykék (p<0,01) szama esetében (23. tablazat).

A jol gyokeresedett in vitro novénykék akklimatizacios periddus utan iiveghazi
koriilmények kozott lettek felnevelve. A spontan DH novények szemtermését betakaritottuk, és

a DH torzseket a tonkdlybuza nemesitési programunkba integraltuk.

452. In vitro AC vizsgalata tiz nemesitési céli tonkolybuza F1 Kkeresztezési

kombinaciéban

Az in vitro AC hatékonysagat 10 nemesitési céli alacsony FODMAP tartalmu (fermentalhato
oligoszacharidok, diszacharidok, monoszacharidok és poliolok) F1 keresztezési kombinacoban
teszteltiik. Az androgenezis indukcidja minden kombinacidé AC-ben sikeres volt, ELS-k
fejlodését figyeltik meg a tenyészetekben, melyekbdl albind és z6ld ndvénykéket

regeneraltunk.
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23. tablazat. SCA hatéasa az a, ELS-k, b, z6ld és c, albind névénykék szamara tonkolybtza

in vitro AC-ben. [Lantos és mtsai. (2019) nyoman.]

‘GK
a, Genotipus ‘Martongold’ ‘Franckenkorn’
Fehér’
‘Oberkulmer Rotkorn’ -8,40625 10,78125 15,75
‘Martongold’ 13,75 -6,15625
‘Franckenkorn’ -3,96875
‘GK
b, Genotipus ‘Martongold’ ‘Franckenkorn’
Fehér’
‘Oberkulmer Rotkorn’ -3,48438 0,150875 8,057625
‘Martongold’ 12,01563** -2,53663
‘Franckenkorn’ -6,19238
‘GK
¢, Genotipus ‘Martongold’ ‘Franckenkorn’
Fehér’
‘Oberkulmer Rotkorn’ 0,09375 1,8125 1,15625
‘Martongold’ -0,40625 0,0625
‘Franckenkorn’ -4,34375**

**_gzignifikans (p<0,01)

A genotipus szignifikansan befolyasolta az ELS-K, regeneralt zold és albind novénykék
szamat (24. tdblazat), az ELS-k szdma atlagosan 19,5 és 183,47 ELS/100 portok kozott valtozott
genotipustol fiiggden. Az ELS-k dominansan zo6ld ndvénykéket regenerdltak a
novényregeneralas els két hetében. A z6ld novénykék szama genotipustdl fiiggden 6,3-51,0
z6ld novényke/100 portok kozott valtozott, atlagosan 28,28 z6ld ndvénykét allitottunk eld 100
portokra vonatkoztatva.

Albin6 novénykék regeneralasat is megfigyeltiik a novényregeneracid soran. Az albinok
szama alacsony volt, 4,2 és 24,3 albindé novényke/100 portok kozott valtozott genotipustol
fiiggden. A 10 Fy keresztezési kombinaco atlagaban 11,43 albino/100 portok volt (24. tablazat).
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24. tablazat. In vitro androgenezis hatékonysaga tiz nemesitési célu F1 tonkolybuza
keresztezési kombinacio in vitro AC-ben. Az abc eltéré betiivel jelolt értékek
szingifikansan (p<0,05) kiilonbozo értékeket jelolnek egy oszlopon beliil. [Lantos és

mtsai. (2019) nyoman. ]

ELS/ Albinok/ 7.61d névénykék/
Genotipus
100 portok 100 portok 100 portok
Spc24 110,60 ab 4,60 b 39,80 ab
Spc28 163,60 ab 4,20 b 51,00 a
Spc3l 183,47 a 17,60 ab 37,20 ab
Spc34d 98,80 b 8,10 b 35,40b
Spc36 66,20 bc 11,70 b 14,30 c
Spc39 109,20 b 24,30 a 17,30 c
Spc40 55,30 bc 9,10b 6,30 ¢
Spc42 169,20 ab 22,27 a 25,73 bc
Spc43 19,50 ¢ 4,20b 8,40c
Spc50 126,10 ab 8,20 b 47,40 ab
Atlag 110,20 11,43 28,28
LSD5%= 73,29 8,17 14,51

Az in vitro AC eredetli zold novénykék jol akklimatizalodtak az in vivo liveghazi

koriilményekhez. Az akklimatizalt novénykéket (6sszesen 1535) oktober honap végén

tenyészkertbe palantaztuk ki (14. abra), és szantofoldi koriilmények kozott neveltiik

fel betakaritasig (25. tablazat). A novények kozott 436 spontan DH, fertilis egyedet

azonositottunk. A spontdn kromoszéma duplikacidé szézalékos értéke 9,76% és

54,24% kozott valtozott genotipustdl fliggden, a genotipusok atlaga 28,4% volt.



14. abra.

generaciokban.

25. tablazat. Spontan kromoszoma duplikdcié szdzalékos mértéke tiz tonkolybuza Fi

keresztezési kombinacido AC eredetli novénykeéi kozott. [Lantos és mtsai. (2019) nyoman. ]

In vitro AC eredetli tonkolybtza novénykék tenyészkerti felnevelése DHo

Genotipus AKKklimatizalt Fertilis novények Spontan kromoszoma
novénykék szama szama (DH) duplikacié (%)
Spc24 216 42 19,44 %
Spc28 306 68 22,22 %
Spc3l 144 33 22,91 %
Spc34 168 67 39,88 %
Spc36 41 4 9,76 %
Spc39 153 83 54,24 %
Spc40 17 5 29,41 %
Spc4?2 126 52 41,27 %
Spc43 52 23 44,23 %
Spc50 312 59 18,91 %
Atlag 1535 436 28,40 %
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4.5.3. Tonkolybuza (Triticum spelta L.) DH torzsek tenyészkerti vizsgalata

‘Tonkoly.pop1’ tonkdlybtiza elérehaladott nemesitett torzset (kontroll) és hét AC eredetii
testvér DH torzsét hasonlitottunk 6ssze tenyészkerti koriilmények kozott két egymast kdvetd
évben. A DH torzsek kiegyenlitett megjelenését figyeltilk meg a tenyészkertben (adatok nem
mutatjak). A DH torzsek a kontrollhoz képest hasonld adatokat mutattak a kalaszolasi ido,
ndvénymagassag és termés tekintetében (26. tablazat). Az évjarat nagyobb kiilonbséget okozott

a harom mért tulajdonsag (kaldszolasi id6, ndvénymagassag, termés) kozott, mint a genotipus.

26. tablazat. A ‘Tonkoly.popl’ el6rehaladott nemesitett torzs (kontroll) és testvér DH
torzseinek kalaszolasi id6, ndvénymagassag és termés adatai két egymast kovetd év adatai
alapjan. Az eltér6 betiivel jelolt adatok szignifikdnsan kiillonbozo értékeket jeldlnek egy

tulajdonsagon beliil (p<0,05). [Lantos és mtsai. (2019) nyoman. ]

Kalaszolasi id6 (nap) Novénymagassag (cm) Termés (t/ha)
Genotipus
2017/18 2018/19  2017/18 2018/19  2017/18 2018/19
DH1 141 ab 147 ¢ 115 ab 120 ab 506ab  595b
DH2 141 ab 147 ¢ 115 ab 120 ab 474ab  586b
DH3 142 ab 147 ¢ 115 ab 125 b 485ab  585b
DH4 143 b 147 ¢ 110 a 125 b 419a 5,38ab
DH5 142 ab 147 ¢ 115 ab 125 b 443 a 6,09 b
DH6 143 b 147 ¢ 110 a 115 ab 4,34 a 6,18 b
DH7 141 ab 147 ¢ 110 a 125 b 4,24 a 6,79 b
Kontroll 140 a 147 ¢ 115 ab 130 b 4,37 a 6,13 b
LSD5% 2,5 10,94 1,31

A learatott termésekbdl meghataroztuk az egyes genotipusok hantolasi kihozatalat, kidrlési
szazalékat, fehérje- és nedves sikértartalmat (27. tablazat). Az évjaratnak szignifikans hatasa
volt a kidrlési szazalékra, fehérje- és nedves sikértartalomra tobb genotipus esetében. A

genotipus szignifikdnsan befolyésolta a hantolasi kihozatal, fehérjetartalom és nedves sikér
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adatokat mindkét évben. A kibrlési szazalék adatainak értékelése soran csak az elsd évben

tapasztaltunk szignifikans kiilonbségeket a genotipusok kozott.
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4.6. In vitro androgenezis indukciéja alakor (Triticum monococcum L.)
fajban
Az in vitro androgenezis indukcioja el6tt a kisérletekhez felhasznalt két genotipus donor
kalaszaiban 1évé mikrosporak fejlettségi allapotat Olympus CK-2 inverted mikroszkoppal
ellendriztik. Az in vitro AC-ek készitése soran a domindnsan egysejtmagvas vakuolumos
mikrosporakat tartalmazo sargaszold kalaszok kertiltek felhasznalasra (15.a és b abra). Az
androgenezis mindkét genotipus in vitro AC-ben indukalhatdo volt a megfeleld stressz
elokezelést kovetden. Az elsé mikrospora eredetii ELS-ek fejlodését négy hetes in vitro AC-
ben figyeltiik meg (15.c abra). Az 1-2 mm méretl strukturakat regeneralo taptalajra helyeztiik,
ahol albin6 és zold névénykéket regeneraltunk (15.d és 15.e abra). Albind névénykéket mindkét
genotipusbodl regeneraltunk, mig egy zold ndvénykét sikeriilt eldallitani a ‘G7176” genotipus

ELS-ib6l. A z6ld novényke jol alkalmazkodott az in vivo tiveghazi koriilményekhez (15.f abra).

4.6.1. Genotipus, elékezelés és kolcsonhatasuk alakor genotipusok in vitro AC-ben

Ot kiilonbozd elSkezelést hasonlitottunk dssze két alakor genotipus in vitro AC-ben, hogy
megvizsgaljuk az eldkezelések hatasat az in vitro androgenezis indukcidjara (ELS, zold és
albind ndvénykék szama). Statisztikai elemzések alapjan az el6kezelés és a genotipus
szignifikansan befolyasolta az ELS-k (p<0,01, p<0,01) és albin6 novénykék (p<0,01, p<0,001)
mennyiségét (29. tablazat). A genotipusxeldkezelés kdlcsonhatas szignifikans volt az albind
novénykék szama tekintetében (p<0,001). A regeneralt z61d novénykék adatait elemezve nem

tudtunk szignifikéns hatast kimutatni.

29. tablazat. Genotipus, elékezelés és genotipusxeldkezelés kolcsonhatas statisztikai elemzése

kéttényezds varianciaanalizissel alakor genotipusok in vitro AC-ben. [Lantos és mtsai. (2022)

nyoman. ]
df MS - ELS MS - albinék MS - z6ld novénykék
Elékezelés 1 9517,225** 0,4 0,025ns
Genotipus 4 3443,838** 0,5875*** 0,025ns
GenotipusxEldkezelés 4 888,1625ns 0,7125%** 0,025ns
Hiba 30 725,825 0,05 0,025ns

**% szignifikans (p<0,001), **, szignifikans (p<0,01), ns, nem szignifikans
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15. abra. Alakor (Triticum monococcum L.) in vitro AC 1épései: a, AC-hez begyiijtott donor
hajtasok kalaszai (piros vonal = 10 mm), melyek b, egysejtmagvas vakuélumos mikrosporakat
tartalmaztak (piros vonal = 10 um). ¢, Mikrospoéra eredetii ELS-k négy hetes in vitro AC-ben
(piros vonal = 1 mm), melyek d, albin6 (piros vonal = 10 mm) vagy e, z6ld névénykéket
regeneraltak (piros vonal = 10 mm). f, Uveghazi in vivo kériilményekhez alkalmazkodott zold

novényke (piros vonal = 50 mm). Jelolések: mp, csirakapu; nc, sejtmag; va, vakudlum. [Lantos
¢s mtsai. (2022) nyoman. ]

84



Az androgenezis folyamata indukalhat6 volt mindkét alakor genotipus in vitro AC-ben
a megfeleld elokezelések alkalmazédsa utan, kivételt az elsé elOkezelés képezett. Az els6
elokezelés (négy napos €heztetés) alkalmazasat kovetden ELS-k nem voltak megfigyelhetéek
a genotipusok in vitro AC-iben, mig a tobbi el6kezelés utan ELS-k fejléddését tudtuk nyomon
kovetni a tenyészetekben. Az eldallitott ELS-k szama jelentds eltérést mutatott a kiilonbozo
elokezelések esetében (30. tablazat). Szignifikansan tobb ELS-t kaptunk a harmas és négyes
elokezelést kovetdéen, mint a Kettes vagy o6tos eldkezelés alkalmazasa utan. A legmagasabb
atlagos ELS értéket (77,25 ELS/100 portok) a ‘G7026° genotipus AC-iben értiik el a harmas
elékezelés alkalmazasaval, mig a ‘G7176° genotipus esetében a négyes elékezelés utan tudtuk

a legtobb ELS (28,25 ELS/100 portok) fejlédését regisztralni in vitro AC-ben.

30. tablazat. Genotipus és el6kezelés hatasa alakor genotipusok in vitro AC-ben. Az abc eltéré
nagy betlii (A, B) szignifikdnsan kiilonbozd értékeket jeldlnek a genotipusok kozott
(p<0,05) azonos kezelés esetében. Az abc eltéré kis betiii (a, b és c) szignifikdnsan
kiilonbozoé értékeket jelolnek a kezelések kozott (p<0,05) egy genotipuson beliil. [Lantos és
mtsai. (2022) nyoman. ]

Genotipus  Elékezelés ELS/ Albinok/ Z61ld novénykek/
100 portok 100 portok 100 portok

1 0,00Ac 0,00ADb 0,00 ns

2 41,00 Ab 0,00ADb 0,00 ns
‘G7026° 3 77,25 A a 125Aa 0,00 ns

4 71,75A a 0,00ADb 0,00 ns

5 3850ADb 0,00ADb 0,00 ns

1 0,00ADb 0,00Aa 0,00 ns

2 8,25B ab 0,00Aa 0,00 ns
‘G7176° 3 22,00 B ab 0,00Ba 0,00 ns

4 28,25B a 0,25Aa 0,25 ns

5 15,75 B ab 0,00Aa 0,00 ns

A ndvényregeneralas hatékonysaga mérsékelt volt az alakor genotipusok in vitro AC-
iben fejlodott ELS-kbol. Néhany albind ndvényke regeneralasat figyeltilk meg a harmas illetve
négyes eldkezelést kovetden (30. tablazat). Osszesen &t albind ndvénykét regeneraltunk a

‘G7026” genotipus ELS-b6l a harmas el6kezelés alkalmazasa utan (donor hajtasok hideg
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elékezelése kilenc napig és donor kalaszok hideg el6kezelése 6t napig). A ‘G7176° genotipus
esetében a négyes eldkezelés (donor hajtdsok 14 napos hideg elkezelése) utan egy albind
novénykét és egyetlen zold novénykét sikertilt regeneralnunk (30. tablazat). Az akklimatizalt
z0ld novénykét iiveghazi koriilmények kozott neveltiik érésig. A DHo novényen fejlodott
kalaszokban egyetlen szemet sem figyeltiink meg betakaritas utan, a kalaszok sterilek maradtak,

ami a novény haploid voltara utal.

4.6.2. AC eredetii alakor zold novényke ploidszint vizsgalata aramlasi citometriaval

Az in vitro AC eredetii struktirakbdl regeneralt egyetlen zold névényke ploid szintjét aramlasi
citometrids vizsgalattal hatdroztuk meg, ahol kontrollként magrol kelt alakor ndvényt
hasznéltunk. A mérések alapjan lathat6 a kiilonbség a mintdk kozott (16. abra). A kontroll
novény relativ DNS tartalma kétszer magasabb volt, mint az in vitro AC eredetii ELS-b6l
regeneralt novényke relativ DNS tartalma, ami igazolja a regeneralt névény haploid (n) ploid

szintjét és mikrospora eredetét.

Panadah i

1 T | p— T

200 400 200 400
16. abra. Alakor (Triticum monococcum L.) levélmintak ploidia fok vizsgalata aramlasi

citometriaval: a hisztogram mutatja a levélmintak relativ DNS tartalmat a (a) kontroll alakor
novény és (b) az in vitro AC eredetii ELS-b6l regeneralt haploid z6ld novényke esetében.

[Lantos és mtsai. (2022) nyoman.]
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5. Eredmények megvitatasa

A hatékony DH novényeldallitasi modszerek kulcsszerepet toltenek be az uj fajtak és hibridek
nemesitésében (Islam és Tuteja 2012, Longin és mtsai. 2014, Rather és mtsai. 2014). Tovabba
a DH technoldgiakat gyakorta felhasznaljak kiilonb6z6 alkalmazott kutatasi programokban
(Dunwell 2010, Ganeva és mtsai. 2014, Oleszczuk és Lukaszewsky 2014).

Habar az in vitro AC modszere kozel 50 éve kutatott teriilet kozonséges buzaban
(Triticum aestivum L.), mégis néhany tényez6t (genotipus fiiggdség, albinizmus, az
androgenezis indukcionak és ndovényregeneracionak alacsony hatékonysaga) ugy emlitenek a
szakirodalomban, mint ami a moddszer széleskorli alkalmazhatosagat mérsékli (Broughton
2008, 2011, Redha és Talaat 2008, Jauhar ¢s mtsai. 2009, Kumari és mtsai. 2009, Redha és
Suleman 2011, Islam és Tuteja 2012, Niu és mtsai. 2014). Az eddig elért kutatasi és nemesitési
eredmények (t6bb mint 250 DH buzafajta) arra sarkalljak a sejt- és szovettenyésztéssel
foglalkozo szakembereket, hogy folyamatosan torekedjenek az in vitro androgenezis

modszereinek fejlesztésére a nemesités és alkalmazott kutatas igényeit szem el6tt tartva.

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

Kisérletiinkben tiz Gszi buza F1 keresztezési kombinacié valaszadd képességét teszteltiik in
vitro AC-ben. Korabbi publikaciokkal megegyezben (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 mérsékelt volt a tekintetben, hogy minden Fi keresztezési kombinacio esetében
sikeres volt az in vitro androgenezis indukcioja, ELS-k fejlodését figyeltik meg a
tenyészetekben, melyekbdl zold és albind novénykéket regeneraltunk. Tovabba fertilis spontan
DH novényeket azonositottunk a regeneralt novénykék kozott minden Fi keresztezési
kombinacio esetében.

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
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alkalmazott tipkozegek kozonséges buza in vitro AC soran. Mindkét tapkozeg alkalmas volt az
androgenezis indukcidjara ¢és zoOld novénykék eldallitasara. Korabbi publikaciokkal
megegyezoen, az indukcios tapkozeg Osszetétele szignifikansan befolyasolta az in vitro AC
hatékonysagat (Broughton 2008, Redha és Talaat 2008, Redha és Suleman 2011, Rubtsova ¢€s
mtsai. 2013, Zur és mtsai. 2015). A két tapkozeggel végzett dsszehasonlito kisérlet statisztikai
elemzése bizonyitotta, hogy a tdpkozeg szignifikdnsan (p<0,001) befolyasolta az ELS-k és
albin6 novénykék szamat, amig ez a hatas nem volt kimutathat6 a z61d névénykeék és a kiiiltetett
novénykék szamaban.

A spontan kromoszéma duplikacio mértéke atlagosan 40% alatti kozonséges buzaban
(Triticum aestivum L.) tobb tudomanyos publikacié alapjan (Ouyang és mtsai. 1994, Barnabas
2003, Soriano és mtsai. 2007, Weyen 2009). Kisérletiinkben a spontan kromoszéma duplikaciod
17,65 és 60% kozott valtozott genotipustol fiiggden, a tiz F1 keresztezési kombinacio atlagaban
32,72% volt. Osszesen 267 DH torzset allitottunk el 6szi tipusti kenyérbuza nemesitési
programunk szdmara e kisérletben.

Az cléallitott DH novények szama kutatdéi, nemesitdi igény szerint indukalt
kromoszoéma duplikacioval (pl.: kolchicin kezeléssel) tovabb novelhetd a regeneransok kozott.
Az in vitro androgenezis indukcidjanak kezdetén alkalmazott kolchicin kezelés tovabb emelheti
az eléallitott DH novények szamat (Barnabas és mtsai. 1991, Soriano és mtsai. 2007), azonban
ez az eljaras is genotipus fliggdséget mutatott (Soriano és mtsai. 2007). Masik lehet6ség, hogy
az in vitro AC eredetii haploid novénykéket kezeljiik, és igy kett6zziik meg a novénykék
kromoszdmaszamat. A ndvényregeneralas utan, az tiveghazba kiiiltetett novénykék szama jol
tervezhetd. Sziikség szerint a regeneralt novénykék ploidia fokanak meghatarozasat kovetden
a haploid névénykék indukalt kromoszéma duplikaciojaval a DH névények szdma tovabb
novelhetd a kivant kombinacidokbol.

A kisérleti adatok statisztikai elemzése alapjan mindkét tapkozeg alkalmas volt DH
novények eldallitasara. A W14mf tapkozeg alkalmazasa esetén az ELS-k és albin6 novénykék
szdma alacsonyabb volt, amely megfigyelés arra utal, hogy az indukcios tdpkdzeg tovabb
fejleszthetd az elsé sejtosztddasok és ELS-k szdmanak fokozasaval. A P4mf tapkozegben
fejlodott ELS-kbdl regeneralt zold és albind novénykék ardnya kedvezdtlenebb volt, nagyobb
mennyiségben figyeltiik meg albind 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 készitése) esetében. A zold novénykék regeneralasanak szazalékos
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aranya magasabb volt a W14mf tenyészetben fejlédott ELS-kbol (16,9%), mint a P4mf
tenyészetben fejloédott ELS-K esetében (9,6%). Igy, a WI14mf indukciés tapkozeg

alkalmazasaval id6, munkaero és vegyszer takarithato meg a DH novények eldallitasa soran.

5.2. Az évjarat hatas és széleskorii nyugat-eurdopai genetikai hattér vizsgalata
kozonséges buza (Triticum aestivum L.) in vitro AC-ben és a médszer

nemesitési célu felhasznalasa

Kozonséges buza in vitro AC modszerének hatékonysagat két egymast kovetd évben két
nemzetkozi kontroll fajtaval (‘Svilena’ és ‘Berengar’) vizsgaltuk. Tovabba, a moédszer
novénynemesitési céli gyakorlati alkalmazhatosagat bizonyitottuk 93 nyugat-europai Fi
keresztezési kombinacidval, melyek kiillonbozd kozonséges buza nemesitési programokbol
szarmaztak szolgaltatasi szerz6dés alapjan.

A kétéves kisérleti adatok statisztikai elemzése alapjan kijelenthetd, hogy az ELS-K, a
regeneralt novénykek és zold ndvénykék szama féként a genotipus altal volt meghatarozott, az
¢évjarat altal kevésbé. Eredményeink azt jelzik, hogy az in vitro AC nemesitési célu
alkalmazasakor a kombinéciok sziilé1 partnereinek a valaszadd képessége hatassal van az
eléallitott DH torzsek mennyiségére (Holme és mtsai. 1999, Tuvesson és mtsai. 2000, 2003,
Kondic-Spika és mtsai. 2011). Az F1 keresztezési kombinaciok esetében a genetikai hattér
szintén befolyasolta az in vitro AC hatékonysagat. Jelent6s 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 kombinaciét, mely esetében teljesen lehetetlen lett volna az in vitro androgenezis
indukcioja, tokéletesen nem valaszadd ugynevezett ,unresponsive” genotipust nem
kombinacio esetében megfigyeltiik. A Kisérletiinkben szerepld 93 keresztezési kombinacio 6t
kiilonb6z6 nemesitési programhoz tartozott. Az eléallitott z6ld ndvénykék mennyisége alapjan
a modszer hatékony eljardsnak bizonyult a kiilonb6z6 eredetii és célll nemesitési programok
szamara. {gy, a nemesitési programok eredete nem befolyasolta a modszer eredményességét
szemben Holme és mtsai. (1999) allitasaval, akik szerint a kelet-europai nemesitési programok
esetében a modszer hatékonysdga magasabb, Osszehasonlitva a nyugat-eurdpai nemesitési

programokkal. Habér a 93 keresztezési kombinacid kozott jelentds kiilonbséget figyeltiink meg
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a z6ld novénykék szamaban, minden kombinaciobdl regeneraltunk zold ndvénykét, és igy tobb
ezres nagysagrendi zold novénykét allitottunk eld mindkét évben a nemesitési programok
szamara.

A ‘Svilena’ genotipus in vitro AC-ben a regeneralt albind novénykék mennyisége
alacsony volt mindkét évben. Az 6szi tipusu kenyérbuza genotipusokkal végzett kisérleteket
figyelembe véve, a ’Svilena’ genotipus esetében volt a legmagasabb az ELS-kbdl regeneralt
z0ld novénykék mennyisége, kozel 90% mindkét évben. A két kontroll genotipus kisérleti
adatai alapjan az albin6é novénykék szamat szignifikdnsan befolyasolta a genotipus, az évjarat
¢€s a genotipusxévjarat kdlcsonhatas, tehat a genotipus mellett a kdrnyezeti hatdsok is.

Az évjarat nem befolyasolta az ELS-k ¢és a z6ld ndvénykék szamat a kétéves kisérlet
sorozatban, igy a modszer ismételheté modon évrdl évre megbizhatdéan alkalmazhaté eljarasnak
bizonyult a nemesités €s alkalmazott kutatds szdmara. Természetesen a jelentds mértékii
biotikus (pl.: jarvany) és abiotikus stresszek (pl.: aszaly) befolyasolhatjdk a donor névények
fejlettségi allapotat, és a mdodszer eredményességét.

A nemesitési kombinacidk esetében az albind ndvénykék szama mérsékelt volt, az évrol
évre valtozd6 kombinacidok miatt itt mélyebb statisztikai Osszehasonlitdst nem végeztiink.
Néhany kritikai véleménnyel szemben (Jauhar és mtsai. 2009, Wedzony és mtsai. 2009), az
albinizmus nem hatraltatta a tobb ezer zold novényke eldallitasat évente. A zold ndvénykek
regeneraldsanak atlaga 5,3 zold novényke/100 portok volt, mely adatok eldrelépést jelentettek
a korabban publikalt eredményekhez képest: 0,4 z6ld novényke/100 portok (Holme és mtsai.
1999) vagy 2,1 zold novényke/kalasz (Tuvesson és mtsai. 2000).

Mas kutatok az in vitro AC hatékonysagat ugy emelték meg, hogy tervezett modon
valaszado képes genotipusokat vontak be a nemesitési programba (Tuvesson és mtsai. 2000,
2003). Azonban ez a stratégia munkaigényes, hiszen a DH novényeldallitas elott feltéltelezi a
sziil6i kombinaciok valaszado képességének ismeretét, tesztelését. Bemutatott kisérleteinkben
a sziiléi partnerek valaszadd képességére vonatkozd eldzetes informdciok nem alltak
rendelkezésiinkre, a modszer igy is hatékony eljardsnak bizonyult a nemesitési programok ¢és
célok szdmara.

Nagy mennyiségli buza haploid ndvénykét 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 munkaigénye
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(kasztralas, porzas, embridizolalas), és elengedhetetlen a kolchicin kezelés, hiszen ¢ modszer
alkalmazasakor nem torténik spontan kromoszéma duplikécio.

AC Kkisérleteink hatékonysagat tobb tényezO befolyasolta, melyek koziil a
legfontosabbak a donor ndvények felnevelése, a donor hajtasok begytijtése és elokezelése,
androgenezis indukcioja, novényregeneracido és minden lépésnél a pontosan idézitett és
kivitelezett munkafolyamatok voltak. Jelenleg két tényez6 maradt, amely behatarolja a DH
novényeldallitas mértékét: a kézi munkaerd és a genotipus fliggdség.

A nemesitési programok Osszetettségétdl fliggden keresztezésenként akar tobb szaz DH
torzsre is szlikség lehet a kivant sziil6i tulajdonsdg kombinaciojanak eléréséhez. Ezzel a
tényezovel kalkuldlni kell a DH novényeldallitas tervezésekor. Infrastruktira fejlesztéssel a
kézi munkaerd igény mérsékelhetd, de egyeldre nem iktathato ki teljesen az in vitro sejt- és
szovettenyésztési technikdk esetében. Mindezek alapjan a genotipus fiiggdség mérséklése
tovabbra is fontos kutatasi teriilet maradt k6zonséges baza (Triticum aestivum L.) in vitro AC
soran, hogy a modszer a nemesitdi igényeket mind széleskoriibben tudja Kielégiteni.
Mindezeket 6sszevetve az in vitro AC moddszere hatékonyan alkalmazhato eljaras kozonséges

buza (Triticum aestivum L.) nemesitési és kutatasi programokban.

5.3. Androgenezis alkalmazasa a Gabonakutatéo Nonprofit Kézhasznu Kft.

kenyérbuza (Triticum aestivum L.) nemesitési programjaban

Az in vitro AC-n alapulé DH novényel6allitasi rendszeriink alkalmazasaval évente tobb tucat
kombinaciobol néhany ezer DH torzset allitottunk el6 kozonséges bliza nemesitési programunk
szamara. A kombinacidk kijelolése és a hasadd nemzedék (Fi-Fs) kivalasztdsa nemesitoi
dontéstdl fligg, a kombinaciok kijeldlésének meghatarozd szerepe van abban, hogy a beldliik
eldallitott DH torzsekkel sikertil-e a kitlizott nemesitési célokat elérni. A korabbi és késObbi
nemzedékek mellett egyforman szolnak érvek és ellenérvek. A korai generaciobol (Fi-F2)
inditott DH torzsek gyors felszaporitasa €és szigoru szelekcidja a nemesités folyamatat
felgyorsitja, a szelekciot segiti (Pauk 2005). Késobbi generacio (Fs-Fs) esetében nagyobb
aranyban talalunk potencialis fajtajelolteket az eldallitott DH torzsek kozott (Pauk 2005).
Pedigree nemesitési rendszeriinket és az in vitro AC modszerét kombinaltuk egy
szlovak-magyar egylittmtikddés keretén beliil, ahol a Basilica és 1zidor fajtak kombinaciojabol
allitottunk elé harminc DH torzset. A tenyészkerti kisérletek eredményei alapjan koziilik

szelektaltuk ki azt a fajtajeloltet (506.16), mely *GK Déva’ néven allami elismerést kapott, és
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2020-ban novényfajta-oltalomban részesiilt. Tovabbi igéretes Oszi tipusi kenyérbuiza DH
torzsek szerepelnek teljesitmény kisérleteinkben és a NEBIH kisérleteiben is fajtajeloltjeink

kozott.

5.4. Az in vitro androgenezis indukcioja tonkolybuaza (Triticum spelta L.) AC-
ben és IMC-ben

Kisérleteinkben az in vitro androgenezis hatékonysagat hasonlitottuk 6ssze négy tonkolybuza
(Triticum spelta L.) genotipussal in vitro AC-ben és IMC-ben. A szakirodalmi adatok alapjan
rendkiviil kevés informacio 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 indukcidjéhoz
tonkolybuza in vitro AC-ben. Azonban a stressz elékezelés szignifikansan megemelte a
modszer hatékonysagat, hasonldan a kdzonséges buzaban (Triticum aestivum L.) publikalt
eredményekhez (Sunderland és mtsai. 1984, Redha és mtsai. 1998, Lazaridou és mtsai. 2016).
A négy genotipussal elvégzett kisérlet adatai alapjan a genotipus szignifikansan befolyasolta az
in vitro androgenezis (ELS-k, regeneralt, zold és albind névénykék szama) hatékonysagat. A
z0ld novénykék regeneralasanak atlaga 41,45 z6ld novényke/100 portok volt, ez az érték 20,93
¢és 83,07 z6ld ndvényke/100 portok kdzott valtozott genotipustol fiiggden.

Tobb relevans publikaci6 az egyszikiliek androgenezis indukcidja soran az albinizmust
a modszer sziik keresztmetszeteként emliti (Jauhar és mtsai. 2009, Kumari és mtsai. 2009,
Dunwell 2010, Broughton 2011, Niu és mtsai. 2014, Makowska és Oleszczuk 2014, Krzewska
¢és mtsai. 2015, Canonge és mtsai. 2021, Tang és mtsai. 2023). A vizsgalt négy tonkolybiiza
genotipus in vitro AC-e soran az albind névénykék aranya a regeneralt novénykék kozott
mérsékelt volt (atlagosan 3,48 albind/100 portok), genotipustol fiiggden 0,93 és 7,47 albind/100
portok kdzott valtozott. Tonkolybtza in vitro AC-ben a négy tesztelt genotipus adatai alapjan
az albinizmus nem bizonyult hatraltato tényezonek a z6ld ndvénykék in vitro regeneracioja
szempontjabol.

A spontan kromoszoéma duplikacid aranya kulcsfontossag a DH ndvények eldallitasa
soran. A fertilis spontdn DH novények szdzalékos aranya 24,27% volt atlagosan a négy
genotipus esetében, ami 11,8 és 44,44% kozott valtozott. Ezek az adatok kozel azonosak a

kenyérbuza (Triticum aestivum L.) esetében megfigyelt spontan kromoszéma duplikaciod
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adataival (Ouyang és mtsai. 1994, Barnabas 2003, Soriano és mtsai. 2007, 2008, Broughton
2008, 2011, 2020, Weyen 2009, Lantos és Pauk 2016, Weigt és mtsai. 2019), igy a négy
genotipus adatai alapjan az in vitro AC egy igéretes DH novényeldallitasi modszernek bizonyult
a tonkolybuza nemesitési és alkalmazott kutatasi programok szamara.

Az in vitro androgenezis indukcidjat elséként irtuk le tonkolybuza IMC-ben (Lantos és
mtsai. 2018). Az ovariumos dajkatenyésztés modszere kenyérbuza és tritikale IMC-ben jol
ismert modszertani 1épés (Mejza és mtsai. 1993, Eudes és Amundsen 2005), ami elésegiti az
0sztodod tobbsejtes strukturakbol a mikrospora eredetti ELS-k fejlodését. Kisérleteink soran az
ovariumos dajkatenyésztés kulcsszerepet jatszott tonkolybtaza IMC-ben. Ovariumok hianyaban
ELS-k fejlodését nem figyeltiik meg IMC-ben hasonldan a kenyérbtzaban (Triticum aestivum
L.) és tritikaléban (X Triticosecale Wittm.) leirt eredményekhez (Mejza és mtsai. 1993, Eudes
¢s Amundsen 2005).

Az indukcid soran alkalmazott exogén hormonok szignifikansan befolyasoljak az in
vitro androgenezis hatékonysagat. A hormonmentes tapkozeg tritikale IMC-ben hatékony
indukcids tapkozegnek bizonyult (Pauk és mtsai. 2000, Oleszczuk és mtsai. 2004), mig az
exogén hormonok alkalmazasa széleskoriien elterjedt kenyér buiza (Triticum aestivum L.)
genotipusok IMC-e sordn (Tuvesson és Ohlund 1993, Puolimatka és mtsai. 1996, Kunz és
mtsai. 2000, Shariatpanahi és mtsai. 2006a, Echavarri és Cistué 2016). Hormonok (0,5 mg/I
2,4-D ¢és 0,5 mg/l kinetin) jelenléte nem volt sziikséges az in vitro androgenezis indukciojahoz
a négy vizsgalt tonkolybuza genotipus IMC-e soran, de jelenlétiik emelte az ELS-K, regeneralt
z6ld és albind novénykék szamat. Tonkdlybuza IMC-ben jelentds mennyiségii ELS fejlodott,
azonban a modszer széleskorii gyakorlati alkalmazasanak 6 korlatozo tényezdje az ELS-kbol
regeneralt nagy mennyiségii albind névényke. Néhany z6ld novénykét a ‘Franckenkorn’ és ‘GK
Fehér’ fajtak IMC-bdl sikeriilt regenerdlni. Az IMC moddszere még jelentds fejlesztéseket
igényel a gyakorlati felhasznélasig.

Tobb tényezd is ismert (a donor ndvények felnevelése, genotipus, mikrosporak
fejlettsége, stressz el6kezelés, indukcids és novényregenerald tapkdzeg Osszetétele), ami
jelentdsen befolyasolhatja az albin6 ndvénykék gyakorisagat a regeneralt novénykeék kozott. Az
in vitro AC és IMC modszerét 6sszehasonlitva a mikrosporak fejlettségi allapota, az elokezelés
¢és az indukcios tapkozeg is szerepet jatszhatott abban, hogy nagymértéki kiilonbség volt a két

modszer hatékonysaga kozott.
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5.5. In vitro AC felhasznalasa tonkolybuza (Triticum spelta L.) nemesitési

programokban

Az in vitro androgenezis kutatas korabbi szakaszaban az in vitro AC modszere a tonkolybuza
nemesités szempontjabol még nem volt hatékony eljaras (Schmid 1990, Takacs és mtsai. 1994).
Azonban az utobbi években, néhany tonkolybuza genotipus alkalmazasaval hatékony
modszereket publikaltak (Lantos és mtsai. 2018, Castillo és mtsai. 2019), melyek lehetdséget
nyitottak a modszer nemesitési célu felhasznalédsa felé.

Az in vitro AC moédszere jol mikodott a négy tesztelt tonkolybuza genotipusban
(‘Franckenkorn’, ’GK Fehér’, ‘Mv. Martongold’ és ‘Oberkulmer Rotkorn”) a fenti kisérletek
alapjan. A négy genotipus keresztezésével egy teljes diallél populaciot készitettiink, mellyel
teszteltiik in vitro AC moddszeriink hatékonysagat. Tovabba, tiz F1 genotipust vontunk be
kutatasi és nemesitési célii kisérleteinkbe. Osszesen huszonkettd F1 keresztezési kombinacié
valaszado képességét vizsgaltuk in vitro AC-ben. Minden genotipus esetében sikeres volt az in
vitro androgenezis indukcidja. Bar a genotipus szignifikansan befolyasolta az indukalt ELS-k
mennyiségét, a regeneralt zold és albind novénykék szdmat, mégis minden kombinaciobol
allitottunk el6 genetikailag tiszta torzset (DH) nemesitési programunk szamara.

A genotipus szignifikansan befolyasolja a kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro AC
hatékonysagat (Holme és mtsai. 1999, Tuvesson és mtsai. 2000, Yildrim és mtsai. 2008), és
tonkolyuzaban is igazolt az in vitro AC genotipus fliiggésége (Schmid és mtsai. 1990, Lantos és
mtsai. 2018, Castillo és mtsai. 2019). A sejtmagi gének hatasat és a reciprok hatast egyarant
megfigyelték kenyérbiza AC soran (Yildrim és mtsai. 2008). A GCA hatasa sokkal
meghatarozobb volt, mint az SCA hatasa (Yildrim és mtsai. 2008). Meghataroz6 publikaciok
szerint az in vitro AC valaszad6 képességét foleg additiv genetikai hatasok hatarozzak meg
kenyérbuzaban (Lazar és mtsai. 1984, Yildrim és mtsai. 2008).

A teljes tonkolybtiza diallél populacid esetében nagy mennyiségii in vitro zold novénykét
allitottunk eld AC alkalmazéasaval, mig a regeneralt albiné novénykék szama mérsékelt volt. A
legmagasabb z61d novény regeneracios hatékonysagot a ‘Franckenkorn’ genotipussal (65,00 in
vitro zold novényke/100 portok) értiik el a sziiléi genotipusok koziil el6z6 eredményeinkhez
hasonloan (Lantos és mtsai. 2018), mig a ‘Franckenkorn/Martongold” kombinacié in vitro AC-
ben fejl6dott strukturakbol atlagosan 85,00 z61d névénykét regeneraltunk 100 portokonként. A
statisztikai elemzések alapjan, a genotipusos variancia dontd része a GCA hatdsoknak

kdszonhetd, kovetkeztetésképpen az additiv genetikai hatasok elsdédlegesen jarultak hozza a
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megfigyelt adatokhoz. Hasonlo eredményeket irtak le korabban kenyérbuza in vitro AC-ben
(Lazar és mtsai. 1984, Yildrim és mtsai. 2008). Ezek a megfigyelések tamogatjak ¢és
alatamasztjak az in vitro AC modszerének gyakorlati alkalmazasat tonkolybuza nemesitési €s
alkalmazott kutatasi programokban.

Tiz nemesitési célbol 1étrehozott F1 keresztezési kombinaciot teszteltiink in vitro AC-ben,
melyekbdl kiilonbozé szamu zold novénykét regeneraltunk genotipustol fliggden. A kiiiltetett
1535 AC eredetii ndvény kozott 436 spontan diploid fertilis egyedet azonositottunk betakaritas
utan. A spontan kromoszéma duplikdcié aranya 28,4% volt, mely 9,76%-54,24% kozott
valtozott genotipusonként. El6z6 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 kdzép-eurdpai tonkolybtiza genotipusokon is leirtak
(Castillo és mtsai. 2019). Az in vitro AC modszere hatékony eljarasnak bizonyult a nemesitési
célu tonkolybuza keresztezési kombinaciok esetében is (Lantos és Pauk 2021).

A ‘Tonkoly.pop1’ elérehaladott nemesitett torzset (kontroll) és hét AC eredeti testvér DH
torzsét hasonlitottuk Ossze kétéves tenyészkerti kisérletben. A tonkolybuza DH torzsek
egyontetiiek, homogének voltak, kiegyenlitett képet mutattak. A DH torzsek a 11 mért
tulajdonsag (kalaszoléasi id0, ndvénymagassag, termés, szemkeménység, szem szélesség €s
hosszusag, TKW, hantolasi kihozatal, kiorlés, fehérjetartalom, nedves sikér) tekintetében
versenyképesnek bizonyultak a kontrollhoz képest. A két év adatai alapjan, a DH torzsek t6bb
tulajdonsaga tekintetében a genotipus szignifikdnsan befolydsolta 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 lehetdségeket nyujthat

a nemesitok szamara.

5.6. In vitro androgenezis indukciéja alakor (Triticum monococcum L.)

fajban

Az utdbbi évtizedben t6bb kutatocsoport is foglalkozott az in vitro szovettenyésztés
szempontjabol rekalcitrans fajként ismert alakor (Triticum monococcum L.) szomatikus
szOvettenyésztési rendszerének kidolgozasaval, és jelentds eldrelépéseket tettek (Alikina és
mtsai. 2016, Miroshnichenko és mtsai. 2017, Agil és mtsai. 2021, Orgec és mtsai. 2021). A

publikalt hatékony szdvettenyésztési eljarasok 0j lehetdségeket nyitottak meg az alakor
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novénybiotechnologiai kutatasok teriiletén, igymint az alakor faj genetikai transzformacioja
(Miroshnichenko és mtsai. 2018), a transzgén hatasanak vizsgalata diploid Triticum fajban. Az
in vitro androgenezis indukcidja azonban kihivas maradt.

A stressz el6kezelés kulcsszerepet jatszik az in vitro androgenezis indukcidja soran.
Triticum fajokban tobb kiilonboz6 stressz elokezelést teszteltek a kutatok a DH novényel6allitas
hatékonysaganak fokozasa érdekében, beleértve hideg, hésokk, ozmotikus stressz, kolchicin,
2-HNA, DMSO stb. kezeléseket (Liu és mtsai. 2001, Barnabas 2003, Shariatpanahi és mtsai.
2006b, Echavarri és Cistué 2016, Lantos és Pauk 2020). A donor alapanyagok hideg
cloékezelése, a hOsokk és az Eheztetés a leggyakrabban és leghatékonyabban alkalmazott
eljarasok koz¢ tartoznak a kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro AC teriiletén. Az alakor
(Triticum monococcum L.) ugyanazon nemzetség tagja, igy ezen elOkezelések hatasat
vizsgaltuk alakor in vitro AC-ben. A megfelel6 stresszkezelések kivalasztasa, kombinalasa és
optimalis alkalmazasa elengedhetetlen az androgenezis hatékonységanak finomhangolasahoz.
A talzott mértéki stressz csokkentheti a ndvényregeneracio hatékonysagat, emelheti az albindk
aranyat a regeneralt novénykék kozott (Niazian és Shariatpanahi 2020). Vizsgalataink soran
kiilonb6z6 stressz elokezelések hatdsdra szignifikansan eltéré mennyiségli ELS fejlodott a
tenyészetekben, és a regeneralt ndvénykék mennyiségét is befolyasolta az el6kezelés.

Tobb publikacio is beszamolt arrol, hogy az €heztetés onalldoan vagy mas stresszekkel
kombinalva sikeresen alkalmazhato stressz el6kezelés arpa és buza in vitro androgenezisének
indukcidjaban (Cistué és mtsai. 2003, Soriano és mtsai. 2007, 2008, Sanchez-Diaz és mtsai.
2013, Castillo és mtsai. 2015, Echavarri és Cistué 2016). Kisérleteink soran az izolalt portokok
négy napos ¢heztetését kovetden nem tudtuk ELS-k fejlodését megfigyelni a két alakor
genotipus in vitro AC-ben.

A donor hajtasok hideg eldkezelése (2-5°C, 10 nap - 4 hét) az egyik leggyakrabban
alkalmazott stressz elkezelés gabona fajok mikrosporainak atprogramozasa (androgenezis
indukcid) soran (Pauk és mtsai. 2003, Lantos és mtsai. 2013, Lantos és Pauk 2016, Coelho és
mtsai. 2018, Wang ¢és mtsai. 2019). Kisérleteinkben a legmagasabb ELS szamot a donor
alapanyagok kéthetes hideg elokezelését kovetden tudtuk elérni mindkét alakor (Triticum
monococcum L.) genotipus esetében.

A hosokk kezelés (3 nap, 32 °C) szintén gyakorta alkalmazott stressz faktor
kenyérbuzaban (Ouyang és mtsai. 1983, Pauk és mtsai. 2003, Shariatpanahi és mtsai. 2006Db,
Lantos és mtsai. 2013, Lantos és Pauk 2016), amely fokozza az in vitro androgenezisen alapuld

modszerek hatékonysagat. Azonban, az alakor genotipusok in vitro AC-nek kezdetén a hideg
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elokezelést kovetden alkalmazott 3 napos 32 “C-os hésokk nem emelte az in vitro AC-ben
fejlédott mikrospora eredetii ELS-k mennyiségét.

A Triticum fajok in vitro androgenezis indukcidjanak genotipus fliggdsége jol ismert a
szakirodalomboél (Lazar és mtsai. 1984, Deaton és mtsai. 1987, Agache és mtsai. 1989,
Tuvesson és mtsai. 2000, Lantos és mtsai. 2019). Alakor in vitro AC kisérletekhez két, sajat
génbankunkbdl szarmazo genotipust (G7026° ¢és 'G7176’) valasztottunk ki, hogy
megvizsgaljuk az elOkezelések hatékonysagat, ellendrizzilk a genotipus hatdsat és a
genotipusxeldkezelés kolcsonhatast. A genotipus szignifikansan befolyasolta az ELS-k és
albind noévénykék szamat, mig a genotipusxeldkezelés kolcsonhatasa az albind novénykék
szamaban mutatott statisztikailag bizonyithato eltérést. A zold novénykék regeneralasa tul
alacsony volt ahhoz, hogy statisztikailag megalapozott kijelentéseket tehessiink.

A mikrospora eredetli ELS-kb0I torténé ndvényregeneralas kritikus 1épés az in vitro DH
novényeldallitasi modszerek alkalmazasa sordn, amely a kordbban emlitett tényezdk altal
befolyasolt paraméter. A gabona fajok in vitro AC és IMC-vel kapcsolatban gyakorta emlegetik
sziik keresztmetszetként a genotipusfiiggéséget, az albinizmust és a zold ndévénykék
regeneracidjanak alacsony hatékonysagat (Li és mtsai. 2013, Wessels és Botes 2014, Zhao és
mtsai. 2015, 2017, Weigt és mtsai. 2020, Orlowska és mtsai. 2020). Els6ként irtuk le az in vitro
AC-b6l szarmazd mikrospora eredeti zold ndovényke regeneralasat, azonban jelentds
fejlesztések sziikségesek még a modszer hatékonysaganak fokozasa érdekében. A
novényregeneralas (zold és albind) hatékonysaga alacsony volt alakor (Triticum monococcum
L.) genotipusok in vitro AC-ben, néhany albind és egy z6ld ndvénykét regeneraltunk a
mikrospoéra eredetli ELS-kbOl.

A DH novények eléallitasa soran, az aramlési citometria az egyik legmegbizhatobb és
leggyakrabban alkalmazott eljards a regeneralt zold novénykék ploidia fokanak
meghatarozasara. Néhany optimalizalasi 1épést kovetden (mintak elOkészitése, mérési
paraméterek), alakor (Triticum monococcum L.) novények ploidia fokat megbizhatoan meg
tudtuk allapitani. Az aramlasi citometrias mérések alapjan az alakor in vitro AC-bdl regeneralt
z06ld novényke haploid volt, ami bizonyitotta a regeneralt novényke mikrospora eredetét. Az
liveghazba kiiiltetett és akklimatizalt zold ndvényke szarbaszokkenés utan steril kalaszokat
hozott.

Az in vitro szovettenyésztés genetikai meghatarozottsaga jol ismert a szomatikus
szOvettenyésztés €s androgenezis kutatas eredményeibdl. Ismert szamos kromoszéma (7B, 7D,

1D, 1B), mely a ndvényregeneralas hatékonysagat befolyasolja kozonséges buza (Triticum
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aestivum L.) szomatikus szovettenyészetében (Henry és De Buyser 1985, Galiba és mtsai. 1986,
Henry és mtsai. 1994). Tobb kromoszomat és QTL-t leirtak mar kenyérbuizaban, 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 kromoszoémak befolyasoljak
a tenyészetekben fejlodott ELS-k szamat, amig a 2D, 3A, 3B, 3D, 4D, 5B kromoszomak a
novényregeneracioért feleldsek (Zhang és Li 1984, Szakacs és mtsai. 1988, Agache és mtsai.
1989, Henry és mtsai. 1994). Az 5A, 5B kromoszémakon az ELS-k mennyiségét befolydsold
QTL-ket azonositottak, mig az 1B, 2A, 2B, 5B, 7B kromoszémakon 1év6 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
adatok alapjan az in vitro AC modszere 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 metodikai
fejlesztésekkel sikeriilt attorni  Triticum monococcum L. fajban, és jol mikodo
szovettenyésztési eljaras alapjait letenni, mely genetikai transzforméciora is alkalmassa tette a
szOvettenyésztési rendszert (Miroshnichenko és mtsai. 2017, 2018). Mindezek alapjan tovabbi
fejlesztések sziikségesek még, hogy az in vitro androgenezis modszere is hatékony eszk6zzé

valhasson alakor fajban (Triticum monococcum L.).
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6. Osszefoglalas

Az elmult 6tven évben az elsé kenyérbuza (Triticum aestivum L.) in vitro AC-rdl sz6lo
eredmények megjelenése Ota szamos kisérletet publikaltak kiilonb6z6 kutatocsoportok, hogy
fejlesszék a kenyérbtiza in vitro AC kritikus 1épéseit (genotipus, donor névények felnevelési
koriilményei, mikrosporak fejlettségi allapota, stressz eldkezelés stb.) és mérsékeljék a
korlatozd tényezok hatdsait (genotipus fliggdség, albinizmus, alacsony z06ld ndvény
regeneralas). A fejlesztéseknek koszonhetéen a kozonséges buza in vitro AC modszere
hasznalhat6 eszk6zz¢é valt a nemesités €és alkalmazott kutatds szdmara. A publikalt adatok
alapjan tobb mint 250 allamilag elismert DH buzafajta ismert a vilagon. Jelenleg a metodikai
fejlesztések a koltséghatékonysag fokozasara és a genotipusfiiggdség mérséklésére iranyulnak.
Tiz 6szi tipust F1 kenyérbuza keresztezési kombinacd in vitro AC-ben két széleskoriien
alkalmazott alaptapkozeget (W14 és P4) hasonlitottunk &ssze. Az androgenezist indukaltuk
statisztikai elemzések alapjan a genotipus befolyasolta az ELS-k, albind, zold és kiiiltetett
novénykék szamat, a tapkozegnek szintén szignifikans hatdsa volt az ELS és albind novénykék
mennyiségére. Mindkét tapkozeg hasznalhatd volt bliza DH torzsek eldallitasara. Az ELS-k és
mérsékelten a z6ld novénykék szama magasabb volt a P4mf tapoldatban (48,84 ELS/100
portok, 4,82 z6ld novényke/100 portok) mint a W14mf tapoldatban (28,14 ELS/100 portok,
4,59 z61d névényke/100 portok). Azonban a z6ld névény regeneralas hatékonysaga magasabb
volt a W14mf tapoldatban fejlodott ELSk-nél (16,9%), mint a PAmf tapoldatbol szarmazo ELS-
k esetében (9,6%). Igy a W14mf tapoldat alkalmazasaval id6 és munkaerd takarithaté meg
kozonséges buza DH torzsek széleskorti eldallitasa soran. Kisérletiinkben 267 fertilis 6szi buza
DH torzset allitottunk eld, a spontan kromoszéma duplikacié mértéke 32,72% volt.
Kozonséges bluza in vitro AC moddszerének alkalmazhatosagat vizsgaltuk két
nemzetkozi kontroll genotipussal (jo valaszado képességii ’Svilena’ és gyenge valaszado
képességii "Berengar’ genotipus) és 93 nyugat-europai keresztezési kombinacioval két egymast
kovetd évben. A genotipus befolyasolta az ELS-k, regeneralt novénykék és zold novénykék
szamat, mig az albind6 ndvénykék mennyiségét a genotipus, az évjarat (kornyezet) és
kolcsonhatasuk hatarozta meg. A tenyészkerti korilmények kozott felnevelt donor ndvények
kivaldan alkalmazhatoak in vitro AC-k készitésére és buza DH torzsek eldallitasara. Az évjarat
nem befolydsolta a z6ld novénykék regenerdldsanak hatékonysagat, azonban egyes

évjaratokban a tulzottmértékli biotikus (pl.: jarvany) és abiotikus stresszek (pl.: aszaly)
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mérsékelhetik a modszer hatékonysagat. A genotipus hatdsa a nyugat-eurdpai szarmazasu
keresztezési kombinaciok esetében is megfigyelhetd volt, azonban minden kombinaciobol
allitottunk elé zold novénykét, melynek mértéke genotipustol fiiggéen 0,04 és 28,67 zold
novényke/100 portok kozott valtozott, atlagosan 5,3 z61d novényke/100 portok hatékonysagot
értiink el. Osszesen 11426 jol gydkeresedett zold novénykét allitottunk eld a nemesitési
programok szamara, akklimatizaciojuk 97,21% volt 2010-ben és 96,34% 2011-ben. Az albind
novénykék aranya mérsékelt volt, nem hatraltatta a tobb ezer in vitro zold ndvényke
kozonséges buza (Triticum aestivum L.) nemesités szamara, mérsékeltebb genotipus fliggdséget
tapasztaltunk és publikaltunk szamos szakirodalmi adattal szemben.

Az in vitro AC modszerével évente tobb ezer DH torzset allitunk eld 6szi tipust
kenyérbuza nemesitési programunk szamara. A klasszikus Pedigree nemesitési modszert az in
vitro AC eljarasaval kombinalva hoztuk létre azt a DH torzset, mely ’GK Déva’ néven allami
elismerést kapott és novényfajta-oltalomban részesiilt 2020-ban.

Négy koztermesztésben 1évo tonkolybuza fajtaval (‘Franckenkorn’, ‘GK Fehér’, ‘Mv
Martongold’, ‘Oberkulmer Rotkorn’) hasonlitottuk dssze az in vitro AC-t és IMC-t. Els6ként
irtuk le tonkolybuzaban az IMC modszerét. Az ovariumos dajkatenyésztés segitette az ELS-k
fejlodését IMC-ben. Az exogén hormonok (0,5 mg/l 2,4-D és 0,5 mg/l kinetin) nem voltak
szilkségesek az in vitro androgenezis indukcidjahoz, azonban jelenlétik emelte a
tenyészetekben fejlodott ELS-K és a beldlikk regeneralt novénykék mennyiségét. Az ELS-k
szama alapjan igeretesnek tlinik a modszer, azonban az alacsony ndvényregeneracio és az
albinizmus jelenleg még hatraltatja a modszer szélesebb kort felhasznalasat. Az in vitro AC
egy hatékony eljarasnak bizonyult tonkolybuza DH torzsek eldallitasara. In vitro AC-ben a
genotipus hatdsa szignifikéns volt, a donor kalaszok hideg eldkezelése (12 nap 2 °C) pozitivan
befolyasolta a modszer hatékonysagat. Az in vitro zold névénykék regeneralasanak atlaga
41,45/100 portok volt in vitro AC-ben (20,93-83,07 genotipustdl fiiggden), mig albind
névénykéket mérsékelt szamban figyeltiink meg (3,48 albiné/100 portok). Osszesen 1720 AC
eredetll zold ndvénykét allitottunk eld a négy tonkodlybuza genotipusbol.
tiz F1 Keresztezési kombinacio felhasznalasaval teszteltiik. A genotipus szignifikansan
befolyasolta az in vitro AC paramétereit (ELS-k, z6ld és albind novénykék szama). A zold
novénykék regeneralasa genotipustol fliggben valtozott a diallél populacio (13,75-85,00 zold
novényke/100 portok) és az F1 Keresztezési kombinaciok (6,30 — 51,00 zold ndvényke/100
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portok) in vitro AC-e soran. A spontan kromoszoma duplikacio atlagosan 28,4% volt, mely
9,76% ¢és 54,24% értékek kozott valtozott genotipusonként. A diallél analizis eredményei
alapjan a GCA hatasa sokkal jelentdsebb volt in vitro AC-ben mint az SCA hatasa, a valaszado
képesség foként additiv genetikai tulajdonsagok altal volt meghatarozott. Kétéves szant6foldi
kisérletben hét AC eredeti tonkolybtiza DH torzset teszteltiink, a DH torzsek versenyképesek
voltak a kontroll genotipussal Osszevetve a vizsgalt tizenegy tulajdonsag (kalaszolas,
ndvénymagassag, termés, szemkeménység, szemszélesség, szemhosszisag, TKW, hantolasi %,
kidrlési %, fehérje, nedves sikér) alapjan. Az in vitro AC egy hasznalhat6 eszkdznek bizonyult
a tonkolybuiza nemesités és alkalmazott kutatas szadmara.

Az in vitro androgenezis sikeres indukciojat, mikrospora eredeti ELS-kb6l regeneralt
z0ld és albind novénykék eldallitasat elsoként irtuk le alakor faj in vitro AC-ében. A vizsgalt
elokezelések koziil a donor hajtasok hideg elkezelése (2 hét, 4°C) pozitivan befolyasolta az
ELS-k fejlodését. A genotipus hatasat igazoltuk a kisérletek soran. Zold és albind novénykéket
regeneraltunk a mikrospora eredetii ELS-kbdl. A regeneralt zold ndvényke haploid ploidia fokat
aramlasi citometridval hataroztuk meg.

Az in vitro AC hatékony eljarassa valhat az alakor kutatas és nemesités szamara a

jovében, azonban a zold novénykék regeneralasanak gyakorisagat még jelentésen fokozni kell.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Széleskorti hazai és nyugat-eurdpai 6szi tipust kozonséges 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.

Az évjarat nem befolydsolta a zold novénykék regeneralasanak hatékonysagat
kozonséges btiza (Triticum aestivum L.) in vitro portoktenyészetben. Az eredmények
alapjan a kidolgozott modszer évrdl évre ismételhetd6 modon, megbizhatdéan

alkalmazhat6 nemesitési és egyéb alkalmazott kutatasi programokban.

Az in vitro portoktenyésztés moddszerét sikeresen alkalmaztuk kozonséges buza
(Triticum aestivum L.) nemesitési programban. A moédszer felhasznalasaval eldallitott
DH novények koziil tobb szelektalt torzs allami bejelentésre keriilt, és az egyik DH torzs

’GK Déva’ néven allami elismerést kapott, és novényfajta-oltalomban részesiilt.

Elsoként irtuk le az in vitro izolalt mikrospora tenyésztés modszerét tonkolybiizaban.
Az ovariumos dajkatenyésztés Kulcsszerepét igazoltuk a mikrospora eredetti ELS-k
fejlodése soran. Az exogén hormonok emelték az izolalt mikrospora tenyésztés
modszerének hatékonysagat, genotipus figgdséget figyeltiink meg tonkdlybuza izolalt

mikrospoéra tenyészetben.

Hatékony in vitro portoktenyésztési eljarast irtunk le tonkdlybuzaban, 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.
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6. Teljes diallél populacio felhasznalasaval vizsgaltuk a genotipus szerepét tonkolybutiza in
vitro portoktenyészetben. A diallél analizis eredményei alapjan a GCA hatasa sokkal
meghatarozobb in vitro portoktenyészetben, mint az SCA hatasa, a valaszad6 képesség

foként additiv genetikai tulajdonsagok altal volt meghatarozott.

7. Els6ként irtuk le az in vitro androgenezis indukciojat, zold és albind novénykék

crer

Kéthetes hideg eldkezelés 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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