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1. Bevezetés

A mezbgazdasag fejlddése soran a ndvénynemesités mindig kulcsfontossagu szerepet
jatszott a termésbhiztonsag es a fenntarthatd élelmiszerellatéas biztositasaban. A konvencionalis
nemesitési modszereket évszazadok ota alkalmazzak a nemesitok a termesztett névényfajok,
igy a gabonafélék esetében is. Azonban a gyorsan valtoz6 klimatikus és gazdasagi kdrnyezet,
valamint a novekvé élelmiszerigény Uj kihivasokat tamasztott, ezért a hagyomanyos
technikdk mar egyre gyakrabban igénybe veszik a modern laboratériumi mddszerek altal
nyujtott lehetdségeket.

Ezzel parhuzamosan a tudomanyos fejlédés 1) eszkozoket kindlt a
névénynemesitésben. A modern nemesitési modszerek, mint a marker alapu szelekcié (MAS),
a genetikai transzformacid, genomszelekcid, génszerkesztés, (j tavlatokat nyitottak a
hatékonyabb ¢és célzottabb nemesitési eljarasok elott, tdmogatva ezzel a konvencionalis
nemesitést. Ezek a technologidk lehet6vé teszik, hogy a nemesiték hatékonyabban és
gyorsabban érjék el a kivant tulajdonsidgokkal rendelkezd 1) fajtdkat, csokkentve ezzel a
nemesitési folyamatok id6tartamat, mikdzben novelik a termesztett fajtdk versenyképességét,
ellenalloképessegét és terméshozamat.

Ilyen modszer a kettézott haploid vagy doubled haploid (DH) technolégia alkalmazasa
a ndvénynemesitok korében. A fajta eldallitas ideje a hagyomanyos nemesitési modszerekkel
akar 12 évet is igénybe vehet, ezért jelentds mennyiségii id6 €s koltség takarithaté meg a DH
technoldgia alkalmazasaval, mivel egy generacio alatt is elérhetd a homozigota allapot. Ez az
egyik f6 oka annak, hogy a nemesité cégek és kutatocsoportok széles kérben alkalmazzak a
homozigota vonalak, egyedek elballitdsat. Ezen kivil a DH technoldgia alkalmas a recessziv
tulajdonsagok fenotipusos rogzitésére, géntérképezésre, kombinalhatdé a marker alapu
szelekcioval (MAS), tovabba alkalmazzak a mutaciés nemesitésben és epigenetikai
kutatasokban.

A gabonafélék kozil az arpa (Hordeum vulgare L.) az egyik legsikeresebb faj a
tdmeges DH novény eléallitasban, az androgenezis kutatas modell novényének is tartjak. Az
in vitro androgenezisre alapozott izolalt mikrospora- és portoktenyésztést tobb évtizede
alkalmazzék kutatok és nemesitGhazak. Tobb modszer is publikalasra keriilt, viszont a
hatékonysag javitasa tovabbra is a kutatdsok kdzéppontjaban all.

Laboratériumunk az elmult években sikeresen allitott el6 DH ndvényeket az arpa

nemesitési programunk szamara, viszont célul tiiztlk ki a hatékonysag tovabbi javitasat.



Diplomamunkam kezdetén a kdvetkez6 célkitlizéseket hataroztuk meg:

1. In vitro androgenezissel eléallitott ELS-K regenerdlasa soran az alkalmazott

regeneralo taptalajok hatékonysaganak dsszehasonlitasa négy F1 genotipussal.

2. In vitro androgenezissel eldallitott zold novénykék gyokeresitése és
akklimatizacidja sordn az alkalmazott taptalajok hatékonysaganak

0sszehasonlitasa négy F1 genotipussal.

3. Az idedlis protokoll tesztelése tovabbi négy F1 genotipusok bevonasaval.



2. lrodalmi attekinteés

2.1. Az arpa bemutatésa, termesztési jelentosége

Az arpa az egyik legrégebben termesztett névenyfaj az emberiség torténelmében,
melynek primer géncentruma Kelet- Azsia, szekunder géncentruma pedig Etiopia. A
termesztett arpa hét par kromoszomaval rendelkez6, diploid faj, melynek kromoszémaszdma
2n=2x=14 (Takahashi 1955). A termesztett arpak kozott tetraploid egyedek is el6fordulhatnak
(Harlan 1976). Metafazisban a kromoszomak hossza 6-8 um (Smith 1951).

Koztermesztésben, napjainkban a két- és hatsoros arpak szerepelnek. Gyenge
termOképességii talajokon kivaldan terem, és szarazsagtiiré képessege is figyelemre melto.
2022-ben terméteriilete a vilagon 47,15 millié hektar volt, dssztermése 154,65 millio tonna,
termésatlaga 3,28 t/ha (httpl). Magyarorszagon 2022-ben 412 438 hektaron, 2,2 millié tonna
kerult betakaritasra, melynek termeésatlaga 5,46 t/ha volt (http2). Vildgon a blza, kukorica,
rizs és a szdja utan az 6todik helyet foglalja el a termesztésben 1év6 fajok kozil (httpl).
Kivalo alkalmazkod6 képességének koszonhetden viladgviszonylatban a tavaszi arpa, mig
hazankban az Gszi arpatermesztés a meghatarozo. El6bbit kivald soripari mindség, mig
utodbbit vitamin-, nyersrost és aminosav-osszetétele teszi kiemelked6vé a monogasztrikus
allatok takarmanyozasaban (Antal 2005).

Az &rpa nemzetseg (Hordeum L.) rendszertani besorolésa (http3):

e Orszag: Novények (Plantae)

e Torzs: Zarvatermok (Magnoliophyta)

e Osztaly: Egyszikiiek (Liliopsida)

e Rend: Perjeviraglak (Poales)

e Csalad: Pazsitfiifélék (Poaceae)

e Nemzetség: Hordeum L.

e Faj: Hordeum vulgare L.

A Hordeum nemzetségnek korilbelul 30-40 faja ismert. Kdztermesztésben a kétsoros (convar.
distichon L. Alef), négysoros (convar. vulgare) és a hatsoros (convar. hexastichon Alef) arpak
szerepelnek (Szabo 2004).

A hajtastengelyek végén kalaszviragzatok talalhatok, melyek kalaszkakbol allnak. Egy
kalaszpadkan harom egyviragh kalaszka helyezkedik el. Egy kalaszka kett6 pelyvalevél
kozott talalhato, melyek 0,5 cm-es szélkéaval rendelkeznek. A kétsoros arpék esetében csak a

kozéps6 kalaszka tud megtermékenyiilni, a szélsok terméketlenek. A négy-, €s hatsoros



arpaknal mind a harom kalaszka termékenyiil. A pelyvak kozott talalhatod virdgot a kiilsé és a
belsé toklasz fogja kozre. A kiilsé toklasz hosszi szalkaval rendelkezik. A kaldsz szalkai
alulrdl felfelé kis mértékben rovidiilnek. A toklaszokon beliil két hartyaszerti lepelpikkely
talalhat6. A porzo6taj haromtagd, mely harom portok révidebb a porzészalnal (1. abra).
Egyetlen portok két portokfélre tagolodik, melyeket a csatld kot Ossze, benniik ketté-kettd
pollenzsak talalhatd. A termdé két csucsabol indul ki egy-egy tollas bibe. Virdgkeplete:
1P1+2A3G(y) (Czimber 2004).

1. dbra. Az arpa viraga (Reid 1985): rachis- nyelecske; lodicules- lepelserték; stigma- tollas
bibe; filament- porzdszal; anther- portok; pore- portoknyilas; palea- belsé toklasz

Ontermékenyiilé faj, a portokokban taldlhaté pollenek még a virdg kinyilasa eldtt
beérnek, ontermékenytilése ennek is koszonhetd. A portokok szétnyilasat kovetden a kikertiilt
érett pollenek a szétnyilt tollas bibékre keriilnek. A pollenek tomlét hajtanak és pollenenként
két himivarsejt behatol a bibébe. Ez utan az egyik dsszeolvad a kdzponti sejttel, a masik
himivarsejt pedig megtermékenyiti a petesejtet. Beporzas utdn a maghéz névekedni kezd és
kialakul az egyiiregli szemtermés. Idegentermékenyiilésre kis mértékben hajlamos, mely fligg

az iddjarastol, a homérséklettdl, vagy akar a termohelytdl is (Briggs 1978).



A Magyarorszagon termesztett arpak tdbbsége zéarva viragzik. A zarva viragzast
kleisztogdmianak nevezzik, mely genetikailag kodolt tulajdonsag, viszont fligg a
gentotipustol és a kornyezeti tényezOktdl is. A zarvatermd fajtak lepelpikkelyei kevésbé
fejlettek, ez nem teszi lehetévé nagymértékii viz felvételét, melynek hianydban a
lepelpikkelyek nem duzzadnak meg és nem nyitjdk szét a toklaszokat. A porzdszalak gyors
utemben hosszabbodnak, de a portokok a toklaszokon belul maradnak, ezert a beporzas

egyedileg, a virdgokon belil térténik (Karsai 2004).
2.2. Doubled Haploid (DH) technoldgia jelentosége és alkalmazasa

A vetdbmag piacon jelent6s verseny zajlik a nemesitd cégek kozott. A valtozo
Okologiai korulmények mellett a termelék, a feldolgozok és a fogyasztok igényeihez
folyamatosan igazodni kell. Ezen okokbdl adodoan a névénynemesitésben kiemelt szerepe
van a nemesitési idének, mivel egy fajta elballitasi ideje akar 10-12 évet is igénybe vehet
konvencionalis nemesitési modszereket alkalmazva, és jelent6s koltségekkel jar. A kett6zott
haploid vagy doubled haploid (DH) technologiat széles korben alkalmazzak a
novénynemesitok az emlitett tényezok redukaldsidra, mivel mar egyetlen generacio alatt
elérheté a homozigota allapot. Nemesitési programokban vald alkalmazasa (Werner és mtsai.
2000, Lantos és mtsai. 2013) mellett hasznaljak alkalmazott genetikai kutatasokban is. Ide
értjuk a recessziv tulajdonsagok fenotipusos rogzitését (Maluszynski, 2003), géntérképezést
és markerre alapozott szelekciét (Tyrka és mtsai. 2018), genomszelekciot (Marulanda és
mtsai. 2016), genetikai transzformaciot (Otto és mtsai. 2015), mutacios nemesitést (Lee és
mtsai. 2003), genomszerkesztést (Ferrie és mtsai. 2020) és epigenetikai Kkutatasokat
(Machczynska és mtsai. 2015).

Magyarorszagon el6szor 1992-ben Simonné Dr. Kiss Ibolya és Prof. Dr. Heszky
Laszl6 allitott ¢l6 portoktenyésztéssel, allamilag elismert rizs fajtat, mely a Dama nevet kapta
(Heszky 1996). Szintén 1992-ben, Szegeden Prof. Dr. Pauk Janos és munkatarsai hoztak létre
az els6 DH buza fajtat, a GK Délibabot (Pauk és mtsai. 1995).

2.3. A haploidia torténeti attekintése

A haploidiaval kapcsolatos kutatobmunka tobb mint egy évszazados mdltra tekint
vissza. 1922-ben Blakeslee és munkatarsai figyeltek meg a természetben elészor, spontan
haploid novényt, mely Datura stramonium L. volt (Blakeslee és mtsai. 1922). Ezt kovetéen
indultak meg a kutatdsok a haploidok alkalmazisadnak lehetdségeirél a nemesitésben és a

genetikaban. Chase (1952) volt az els6, aki marker gént felhasznalva in vivo haploidokat



hozott létre partenogenezissel, majd azokbol diploidizalast kovetéen nemesitési vonalat
allitott eld.

Az els6 in vitro haploid ndvényt, in vitro androgenezisre alapozott portoktenyésztéssel
allitottak el6 Datura innoxia L. fajban (Guha és Maheswari 1964). A kovetkez6 években
szamos mas faj esetében is sikerrel alkalmaztak az in vitro portoktenyésztést; rizsben (Niizeki
és Oono 1968), dohanyban (Heszky es Paal, 1972), buzaban (Ouyang és mtsai. 1973) és
arpaban (Clapham 1973). Mara mar kozel 400 novényi fajban valt kutatott teriiletté az in vitro
androgenezis indukcidja (Forster és Thomas 2005). Az els6 sikeres indukcios kisérletek utan
hamarosan megjelent az izolalt mikrospéra tenyésztés modszere is (Hunter 1988), melynek
elénye, hogy csak a flggetlen, haploid mikrospérak kertilnek tenyésztesre, a portokok

szomatikus sejtjei nincsenek jelen a tenyészt6 oldatban.
2.4. Haploid arpak eléallitasa

Haploid genezis létrejohet természetes vagy indukalt Gton. Természetben az elsé
spontan haploid arpa felfedezése 1934-ben tortént (Johansen 1934). Ezt kdvetéen indultak el
olyan maddszertani-fejlesztések, melyek lehetdvé tették nagy mennyiségli DH novény
elballitasat.

Az indukalt modszerek kozott megkilonbdztetink in vivo és in vitro technikékat. In
vivo technika a tavoli fajok keresztezésén és genom eliminacién alapul6é bulbosum-maodszer
(Kasha és Kao 1970). Lényege, hogy Hordeum vulgare L. (anya) és Hordeum bulbosum L.
(apa) keresztezését kovetéen a hibrid zigéta osztodik, majd a Hordeum bulbosum L.
kromoszoémai eliminalédnak. A fejlédé embriod pedig csak a Hordeum vulgare L. genommal
fog rendelkezni. Mivel a fejl6édé embrio csupan 10-14 napig életképes, azt kovetéen pedig
abortal, ezért szikséges embriomentés alkalmazasa. Kolhicin kezeléssel a haploid
novényekbdl DH novények allithatok elé (Kasha 2005).

In vitro technikék kdzott megkulonbdztetink androgenezisen és ginogenezisen alapul
modszereket. Alkalmazdsuk soran az osztddé mikro-, és makrospordk gametofita
fejlodésmenetét at kell programozni sporofita fejlodésmenetre. In vitro androgenezisen
alapuldé modszer a portoktenyeésztés és az izolalt mikrospdra tenyeésztés. Az in vitro
androgenezis lényege, hogy redukalt kromoszéma szamu, haploid mikrosporakbdl,
megtermékenyités nelkul, kozvetlendl haploid névények regeneralhatdk.

In vitro portoktenyésztéssel eldszor Clapham (1973) allitott el6 haploid arpat. A
kovetkez6 hiisz évben az in vitro portoktenyésztés modszerét jelent6sen tovabbfejlesztettek,

mely modositasok legfobb 1épéseit Pickering és Devaux (1992) foglaltak 6ssze. Jelenleg is
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szamos protokoll all a kutatdék rendelkezésére (Cistué és mtsai.2003; Makowska és mtsai.
2015). In vitro portoktenyésztés alkalmazasa soran az izolalt portokok korai-, vagy kdzépsé
egy-sejtmagvas vakuolumos fejlettségi allapotd mikrospdrakat tartalmaznak. A mikrosporak
fejlodésmenete stressz el6kezeléssel megvaltoztathatd (Cistué¢ és mtsai. 2003) és beldlik in
vitro korilmények kdzott, nagyszamu zold névényke regeneralhato.

Az izolalt mikrospora tenyésztés modszerét eldszor Sunderland és Roberts (1977) irtak
le arpaban. Szemben a portoktenyésztéssel, az izolalt mikrospora tenyésztés soran kései egy-
sejtmagvas-, vagy korai két-sejtmagvas vakuolumos fejlettségii mikrosporak keriilnek izolalas
utdn az indukciés kozegre. lzolalas soran és cukor-gradiens centrifugalassal lehet a
szuszpenzio tisztasagat emelni. Tisztitast kovetden csak a fiiggetlen, haploid mikrosporak
lesznek jelen az indukcids tapoldatban, a portokok szomatikus diploid sejtjei nem. Tovabbi
elénye, hogy akar 200-szor is tobb z6ld ndvényke regeneralhatd (Hoekstra és mtsai. 1992) a
portoktenyésztéshez képest. A hatékonysagara viszont negativan hat a regeneralt albind
novenykék magas szdma (Makowska és mtsai. 2014) és a genotipus fliggdség (Weyen 2009).

In vitro portok-, és izolalt mikrospdra tenyésztés esetében is a regeneralt zold
névenykék 70-80%-a spontan diploid, igy arpa in vitro androgenezist indukcidja sordn nem
sziikséges kolhicin kezelés alkalmazésa (Kasha 2005).

Az in vitro ginogenezis egy alternativ eljaras, melynek soran az embridzsak redukalt
sejtjébdl, megtermékenyités nélkiil lehetséges haploidok eléallitasa. Indukalhaté az
termékenyitetlen ovarium vagy ovulum steril kultdréiban. In vitro ginogenezissel el6szor San
Noeum (1976) Allitott elé haploid arpat. Késébb Castillo és Cistué (1993) regeneraltak
sikeresen arpa haploid novényeket megtermékenyitetlen ovarium tenyészetbdl, hatékonysaga
viszont csupan 0,75 % volt az izolalt ovariumokra vonatkoztatva.

Napjainkban az &rpa nemesitésben és kutatasban az in vitro androgenezisre alapozott

modszerek terjedtek el, kedvezobb hatékonysaguk miatt.
2.5. Az arpa androgenezis indukcidja in vitro portoktenyészetben

Az in vitro androgenezis indukcidja soran him haploid sejtekbdl torténik a haploid
vagy dihaploid névények eldallitasa. A mikrosporak gametofita fejlddésmenete, in vitro vagy
in vivo korilmények kozott végrehajtott stressz eldkezelés altal atprogramozasra keril
sporofita fejlodésmenetté, ezaltal megtermékenyités nélkil embridk, embrioszerti struktarak
hozhatdk létre.

Az éarpa esetében a mikrosporak korai fejlodés szakaszaban van lehetOség a

mikrospdra embridgenezis indukalasara, mivel fejlodésiik ekkor még nem determinalt. In
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vitro portoktenyésztés soran ez a korai-, vagy kozéps6 egy-sejtmagvas vakuolumos fejlettségi
allapot. Az embridgenezis sikeres indukalasahoz sziikséges stressz el6kezeléseket alkalmazni,
melyek lehetnek fizikai (alacsony-, magas hdémérséklet) illetve kémiai (€heztetés)
elokezelések. Az androgenezis hatékonysaga fiigg a genotipustdl, a mikrosporédk fejlettségi
allapotatol és szamos tovabbi tényez6tol (Segui-Simarro és mtsai. 2021).

2.6. Az in vitro portoktenyésztést befolyasolo tényezok

2.6.1. A genotipus hatasa

Nemesitési programokban hasznalt, kiilonb6z6 genotipusok androgénikus valaszado
képessége eltéré (Foroughi-Wehr és mtsai. 1982), melynek szdmos oka lehet. Additiv-, és
nem additiv génhatasok magyarazzék a genotipusok kozotti eltér6é valaszadd képességet, de
szerepet jatszanak benne a citoplazma génjei is (Zhou 1996). Kivalé valaszado képességii az
Igri, 6szi két-soros takarmanyarpa (Hoekstra és mtsai. 1992).

2.6.2. A mikrosporak fejlettségi allapota

Az arpa esetében, mint sok méas fajban is, a korai- vagy kozéps6 egy-sejtmagvas
vaku6lumos fejlettségi allapoti mikrospordk a legalkalmasabbak (2. &bra) in vitro
portoktenyészetek inditasdhoz (Datta 1987). Izolalt mikrospdra tenyésztéshez a korai két-
sejtmagvas fejlettségi allapot a legkedvezébb (Jdhne és Lorz 1995).

2. dbra Egy-sejtmagvas vakudlumos mikrospéra fejlettségi allapot (sajat forras)
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2.6.3. Stressz-elokezelések szerepe

A mikrospora embriogenezis indukcidjahoz sziikséges kiilonbozo stressz-elokezelések
alkalmazdsa a folyamatot megel6zéen. A stresszek lehetnek fizikai-, vagy kémiai
elokezelések, illetve in situ vagy in vitro (Zoriniants és mtsai. 2005). Alkalmazasuk fajonként
eltérd lehet, egyes fajok esetében ezek egylittes alkalmazasa is sziikséges (Shariatpanahi és
mtsai. 2006; Makowska és mtsai. 2017). Stresszek alkalmazasa a legtobb fajban mikrospora
eredetll embriokat, embridszeri struktirakat eredményez, azonban egyes fajok esetében a
mikrosporakbol differencidlatlan strukturdk fejlédnek, melynek eredményeként kalluszok
jonnek létre (Corral-Martinez és mtsai. 2012; Rivas—Sendra és mtsai. 2015).

Ozmotikus stressz az eheztetes, mely szilard vagy folyékony mannit kozegen torténik.
Az éheztetés alkalmazasa noveli a valaszadd kepességet in vitro portoktenyészetben (Touraev
és mtsai. 1996; Cistué és mtsai. 2003), de sziikséges fajonként torténd optimalizalasa. A
manniton torténd ¢heztetés soran a plazmamembrant alkotd lipidek anyagcseréi és
permeabilitasuk megvaltozik (Huang 2006), melyek hatassal vannak a génexpressziora
(Echavarri és Cistué 2016).

Fizikai stressz az alacsony és magas homérsékleten torténd elkezelés. Az alacsony
hémérséklet csokkenti-, a magas hémérséklet noveli a plazmamembran atjarhatdsagat (Los és
Murata 2004; Los és mtsai. 2013). Hideg el6kezelést sikerrel alkalmazott arpaban Davies és

Morton (1998), h6 sokkot pedig Touraev és munkatarsai (1996).

2.6.4. Tenyésztési korulmények

A téptalaj komponensek meghatarozoak az androgenezis sikeressége szempontjabol.
A komponensek kozott a leggyakrabban modositott Osszetevok a szerves nitrogénforras,
szénhidratok es a novekedés szabalyozé hormonok.

Olsen (1987) csokkentette az ammonium nitrat tartalmat in vitro portoktenyészetben,
melyet glutaminnal helyettesitett. Indukcids és regenerald taptalajokban is hasznaljak a
glutamint (Cistué és mtsai. 2003; Makowska és mtsai. 2015). Az aminosavak jobb
nitrogénforrasként szolgalhatnak az embridszerii struktarak kialakulasaban, mint a szervetlen
nitratok (Wedzony és mtsai. 2009).

A szénhidratok energiaforrasként szolgélnak, illetve szabalyozzék a taptalaj ozmotikus
tulajdonsagait. Hunter (1987) helyettesitett eldszor szaharézt maltozzal, indukcids kdzegben.
Ficoll-400 alkalmazasa indukcios kdzegben szintén novelte a z6ld névénykék mennyiségét
portoktenyészetben (Devaux és Kasha 2009). Regenerdlo taptalajokban is sikeresen

alkalmazott a maltdz hasznélata (Sriskandarajah és mtsai. 2015).
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A novényi hormonok in vitro névekedésszabalyozdként jatszanak szerepet az
embridgenezis kialakulasaban és a regeneracio soran. Benzilaminopurint altalaban indukcids
kdzegben alkalmazzak (Cistue et al, 2003; Castillo és mtsai. 2014), kombinaljak 2,4-D-vel is
(Ohnoutkova és mtsai. 2019). Regeneral6 taptalajpan a benzilaminopurint énmagaban
(Makowska és mtsai. 2015) és indolecetsavval (Esteves és mtsai. 2014) kombinalva

hasznaljak.
2.7. Albinizmus

Az in vitro androgenezis indukcidja soran a genotipusfiiggdség mellet az albinizmust
emlitik sziilkkeresztmetszetként. Albind ndvénykék regenerdlasa gyakoribb néhany genotipus
estében, ami genetikai meghatarozottsagra utal (Torp és Andersen 2009).

Arpa in vitro portoktenyészetben elészor Knudsen és munkatarsai (1989) figyeltek fel
az albinizmusra. Az albind novénykék olyan plasztiszokat tartalmaznak, melyek fejlédése
funkcionalis kloroplasztiszokka nem fejez6dik be, ezért csak szénhidrat (szahar6z, malt6z)
tatalmu taptalajon életképesek (Caredda és mtsai. 1999). Egy feltételezés szerint kapcsolat all
fenn az albinizmus és a plasztiszok anyai 6roklédése kozott a legtobb zarvatermd faj estében
(Vaughn és mtsai. 1980). Ez késébb bebizonyosodott, mivel szamos gabonaféle esetében a
mikrospora eredetii albind novénykék kloroplasztisz genomjaiban deléciok és atrendezédések
torténtek (Day és Ellis 1984). Ennek ellenére arpaban talaltak olyan albind ndvénykéket
melyek nem tartalmaztak delécidkat a kloroplasztisz genomjaikban (Dunford és Walden
1991). Ezek az eredmények arra mutatnak, hogy az albind névénykéknek hianyozhatnak a
funkcionalis plasztisz riboszomaik (Hofinger et al, 2001). Ezen riboszdméak hianyéat
okozhatjak olyan recessziv mutaciok a kodold génekben, melyek egy adott szdvetben
riboszoma hianyhoz vezetnek (Knoth és Hagemann 1977).

A hat-soros arpak esetében altalaban nagyobb szamd albind névényke keril

regeneralasra, mint a két-soros arpak esetében (Marchand és mtsai. 2008).
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3. Anyag és modszer
3.1. N6vényanyag

Kisérleteinkhez hasznalt névényanyagot a Gabonakutatd Nonprofit Kft. kiszombori
tenyészkertjében vetettik el. A szikséges agrotechnikarél és tapanyag utanpotlasrol
gondoskodtunk. Osszel NPK miitragya (1:1:1) kijuttatasa tortént, melyet aprilisban NH4NOs-
al egeszitettink ki, illetve preemergens és posztemergens gyomirtast végeztink. A
ndvenyanyagok a Gabonakutatd Nonprofit Kft. arpanemesitési programjaban szereplé F1
utédnemzedékbdl szarmazo, nemesitési alapanyagok voltak. Ot genotipus hat-soros 8szi arpa
(‘GK ArpadxQuadriga’, ‘GKH-36-20xGKH-88-19°, ‘SU EllenxGKH-88-19°, ‘GKH-88-
19xGKH-39-18°, ‘GW3801xGKH-36-20") és harom genotipus két-soros &szi arpa
(‘LeopardxGK Judy’, ‘MonroexLeopard’, ‘GK StrammxLeopard”) volt.

A nyolc genotipus koziil kettd hat-soros (‘SU EllenxGKH-88-19°, ‘GKH-88-
19xGKH-39-18") és kett6 két-soros (‘Leopard<GK Judy’, ‘GK StrammxLeopard’) 6szi arpa
genotipust valasztottunk ki tovabbi in vitro ndvényregenerdlo-, és gyokereztet taptalaj

dsszehasonlitasi kisérletek elvégzése céljabol.
3.2. A donorhajtasok begyiijtése és elokezelése

A donorhajtasokat aprilis harmadik hetében gytijtottiik be, amikor a portokokban
talalhaté mikrosporak korai-, vagy k6zéps6 egy-sejtmagvas vakudlumos fejlettségi allapotuak
voltak. A hajtasokat keskeny-, csapvizzel megtoltott beféttes tivegben helyeztiik el, melyeket
PVC foliaval fedtiink le. A begylijtott hajtasok esetében nem alkalmaztunk hé stresszt
(alacsony-, illetve magas hdmérsékleten valo elékezelést).

A kalaszokat kipreparaltuk a levélhiivelybdl, szalkaikat visszavagtuk. Ezt kovetden
feliileti fertdtlenitést alkalmaztunk. 250 ml-es kiontogytirivel ellatott, taptalajkiontd tivegben
helyeztiik el a kaldszokat, melyet 2%-0s natrium-hipoklorit oldattal toltéttink félig. Az
oldathoz 1 csepp Tween-80 detergenst is adtunk, majd a kalaszokat 15 percre razogépre
helyeztiik. Ezt kovetden steril desztillalt vizzel, hadromszor Oblitettik le a kalaszokat,
laminaris fulkében, in vitro korilmények kozott.

Fert6tlenitést kovetden izolaltuk a hajtasokban taldlhatd portokokat elékezeld kozegre,
stressz el6kezelésként éheztetést alkalmaztunk. Az eldkezelés 4g/l agarral szilarditott, 40mM
CaClyx2H,0-val kiegészitett 0,7 M manniton zajlott (Cistué és mtsai. 2003). Az eldkezelés
55 mm atmér6jii, miianyag Petri-csészékben tortént, melyekbe 100-100 portokot izolaltunk.
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Izolalast kovetéen a Petri-csészéket 3 napra, 24 °C-os, vilagitas nélkali termosztatba

helyeztlik el az androgenezis indukcioja céljabol.
3.3. In vitro portoktenyészetek készitese

Steril, mlianyag transzfer pipetta segitségével 55 mm atmér6jii, mlianyag Petri-
csészékbe 5-5 ml folyékony FHGI (1. tablazat) indukcids tapoldatot pipettaztunk (Cistué és
mtsai. 2003). Az el6kezelési id6 letelte utan a portokokat athelyeztiik az indukcios tapoldatra.
A tenyészeteket 24 °C-os, vilagitas nélkili termosztatba helyeztiik.

1. tablazat. FHGI indukcids tapoldat (Cistué és mtsai. 2003)

Komponens mg/L
KNOs3 1900
NH4NOs 165
KH2PO4 170
CaClx2H20 440
MgSO4x7H20 370
FeNa;EDTA 37,5
MnSO4x4H,0 22,3
ZnS04x7H20 8,6
H3BOs 6,2
Kl 0,83

Na:MoO4sx2H.0 | 0,25
CuSO4x5H20 0,025

CoCl2x6Hz20 0,025
Tiamin HCI 0,4
Inozitol 100
Glutamin 730
Maltoz 62 000
BAP 1
Ficoll 200 000
pH 5,8
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3.4. Novenyregeneralas, gyokeresités

Egy honappal az indukcidt kovetden, embridszerii strukturakat figyeltiink meg a
tenyészetekben. Az embridszerii strukturdkat laminaris flilkében, steril koriilmények kozott
regenerald taptalajra helyeztik, amikor elérték az 1-2 mm-es méretet. A regeneralashoz 92
mm atmérdjii, milanyag Petri-csészéket hasznaltunk, melyekre 30-30 embrioszerti struktarat
helyeztliink. A névényregeneralas soran FHGR (Cistué és mtsai. 2003) és K4NB (Makowska
és mtsai. 2015) regeneral6 taptalajokat (2. tablazat) hasonlitottunk dssze a regeneralt zold- és
albind névénykék vonatkozasaban. A tenyészeteket klimatizalt tenyésztdszobaban helyeztiik
el, 24 °C, allando hémérsékleten, napi 16 6ras megvilagitas mellett.

Egy-két héttel a regeneralas megkezdését kovetden a tenyészetekben zold- és albind
hajtassal rendelkez6 novénykék fejlodtek. A legalabb 1 cm-es hajtassal rendelkezd zold
novénykéket steril, laminaris fiilkében gyokereztetd taptalajra helyeztiik. Gydkeresitéshez
steril livegfiolakat hasznaltunk, melyek kiilonb6z6 gyokeresitd taptalajokat tartalmaztak. Az
FHGR téptalajon regeneralt zold novénykéket MSr taptalajon (Cistué és mtsai. 2003)
gyOkeresitettik, viszont a K4NB taptalajon regeneralt zold novenykék esetében harom
kiilonb6z6é gyokeresitd taptalaj is dsszehasonlitasra keriilt. A harom taptalaj (3. tablazat) a
kovetkez6k voltak: MSr (Cistué és mtsai. 2003), N61 (Makowska és mtsai. 2015) és %
N61+Ca. Ez utobbit kiegészitettik 220 mg/l CaCl,x2H,0O-val a téptalaj szilardsaganak

megorzése okan. Az albin6 novénykék megszamlalas utan kidobasra keriiltek.
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2. tablazat. FHGR (Cistué és mtsai. 2003) és KANB (Makowska és mtsai. 2015) regeneral6

taptalajok

Komponens FHGR (mg/L) K4NB (mg/L)
KNO3 1900 3640
NH4NOs 165 320
KH2PO4 170 340
CaCl22H.0 440 441
MgS04x7H,0 370 246
FeNa;EDTA 37,5 27,5
MnSOsx4H,0 22,3 11,2
ZnS04x7H20 8,6 7,2
HsBO3 6,2 31
Kl 0,83 0,17
Na2Mo00O4x2H20 0,25 0,12
CuSO4x5H20 0,025 2,5
CoCl2x6H20 0,025 0,024
Glutamin - 143
Tiamin HCI 0,4 10
Inozitol 100 100
Piridoxin HCI - 1
Malt6z 31000 36 000
BAP 1 0,225
IAA 0,5 -
Gelrite 2 800 4 000
pH 58 5,8
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3. tablazat. MSr (Cistué és mtsai. 2003), N61 (Makowska és mtsai.2015) és %2 N61+Ca
gyokeresito taptalajok

Komponens

MSr (mg/L)

N6I (mgf-l.)

: N6I+Ca (m g.n'-I. )

XNO: 950 2830 1413
NENO: 825 2 =
(NH9)2S04 - 463 2315
KHPO; 83 400 200

CaClx2H,0 220 125 220
MeSOxTH 185 g0 45
FeNa,EDTA 18.8 36.7 18.33
ANnSOx4HLO 12 - B
MNnSQ:xH:0 3.33 665
ZnS0x<TH:0 43 ) 0.75
H:BO: 3, 6 0.8
X1 0.42 0.8 0.4
Nz Mo0yx2H O 0.13 - -
CuS0s<3HO 0,013 - =
CoCl:x6H,0 0,013 2 =
TiaminHCl 0.4 1 0.3
Inoatol 100 100 30
Piridox inHCl - 0.5 0.25
Nikotinsav 0.5 0.25
Aszkorbinsav - i 0.5

Kazzin 1000 - -
hidroliztum

Glicin - 2 1

Biotin - 0.75

Folzav 0.3 0.25
Szacharoz 20000 30000 20 000

IAA - 2 2
NAA 2 R =
Agar 11000 11 000

Gelrits 2800 -

3.8 3.8 3.8
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3.5. Uveghazi kiultetés és akklimatizacio

A Kkilltetésre janiustdl augusztusig kertlt sor a Gabonakutaté Nonprofit Kft.
iiveghazaban. A jol gyokeresedd zold novénykéket 66 férdhelyes palantaneveld talcaba
ultettiik, melyet viragfold-t6zeg-homok 1-1-1 ardnyu keverékevel toltottlink fel. Kitltetést
kovetden a palantaneveld talcakat PVC foliaval fedtiik le, a magas paratartalom megdrzése
érdekében. Az akklimatizacié iddtartama 3-4 nap volt, mely idd alatt a ndvénykéket direkt
fénytél védett helyre helyeztiik. Az akklimatizaciot kovetden a névényapolasrol és tdpanyag
utanpétlasrol folyamatosan gondoskodtunk.

Az akklimatizaciot tuléld novénykéket november elsd hetében, a Gabonakutatd
Nonprofit Kft. szegedi tenyészkertjébe iiltettiik ki, a megfeleld talaj-eldkészitést kovetden.
Palantazas soran tgyeltiink a genotipus keveredes kizarasara és a névenyek idealis mélységbe
torténd iiltetésére. Palantazast kovetden a ndvények szamara ontozoberendezéssel kelesztd

ontozest biztositottunk (3. abra).

3. dbra. Szantofoldi palantazast kovetd ontézés (Sajat forras)

3.6. Betakaritas

A kiiiltetést kovetd év juliusadban kertilt sor a fertilis kaldszokkal rendelkezé ndvények
betakaritasara. A betakaritds soran metsz6ollot, papirzacskot hasznaltunk. Minden spontan
diploid névény esetében 7-8 fertilis kalaszt takaritottunk be. A kalaszok cséplését kovetGen a

DH torzseket atadtuk az arpanemesitési programunk részére.
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3.7. Statisztikai elemzés

Kisérletlink soran nyolc 0szi arpa genotipus, F1 utddnemzedékbdl szarmazd novények
hajtasait hasznaltuk fel in vitro portoktenyésztéshez. Az embridszerii struktarak-, a regeneralt
novénykék-, a zold novénykék-, és az albindk szdmat vizsgaltuk. A Kisérletek soran nyolc
ismétlést alkalmaztunk. Az embridszerl strukturdk szamat egytényezds varianciaanalizissel, a
regeneralt-, a zold- és albino novénykék szamat kéttényezos varianciaanalizissel vizsgaltuk. A

statisztikai elemzéshez Microsoft Excel 2019 programot hasznaltuk.
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4. Eredmeények

4.1. Az in vitro portoktenyésztés folyamata

Az androgenezis sikeres indukcidjahoz elengedhetetlen a mikrospdrak ideélis
fejlettségi allapota, ezért a portoktenyésztést megelézéen invert mikroszkoppal (Olympus
CK-2) ellendriztiik a mikrosporak fejlettségi allapotat. Portoktenyésztéshez idedlis a korai-
illetve kozéps6 egy-sejtmagvas vakudlumos fejlettségi allapot (4/A &bra). A fellleti
fertdtlenitést kdvetden az izoldlds 0,7 M mannit eldkezeld kozegre tortént, majd 3 nap
elteltével a portokokat az FHGI indukcios tapoldatra helyeztilk at. A tenyésztés harmadik
hetében fejl6do, soksejtes leanysejteket figyeltink meg a tdpoldatban (4/B abra). A tenyésztés
0todik hetében az indukcids oldatban mar szabad szemmel is jOl lathatova valt a fejlédé ELS
(4/C abra).

Az egy-két milliméteres nagysagu, ELS-t regeneralo taptalajokra helyeztik, ahol
elindult a hajtasndvekedés néhany napon belil. A fejlédé novénykék kozott
megkilonboztettink zoéldeket- és albindkat (4/D &bra). Az albind ndvénykéket a
megszamlalas utan kidobtuk. A 2-3 centiméteres z6ld hajtassal rendelkez6 zold novénykéket
gyokeresito taptalajokra helyeztiik at (4/E abra).

Harom-négy héttel késobb a fejlett hajtassal és gyokérrel rendelkez6 zold novénykéket
Uveghézban dltettlk ki, 25 °C homérsékleten, 66 férOhelyes palantanevel$ talcaba, melyet
atlatsz6 PVC folidval fedtink le a magas paratartalom megérzése érdekében. Az
akklimatizacié harom-négy napon at tartott, ezt kovetden a foliat eltdvolitottuk (4/F abra).

Az akklimatizacié utan a fejlodé novénykéket fitotron kamraban helyeztiik el 15 °C
hémérsékleten, 16 oras megvilagitds mellett. Szeptember elsé hetében a novénykéket
Uveghazba helyeztik el, ahol mesterséges megvildgitdst nem hasznaltunk a novénykék
alkalmazkod¢ képességének fokozasa érdekében. November els6 felében a fejlett hajtassal és
gyokérrel rendelkez6 palantdkat szantofoldon Gltettik ki (4/G abra), majd a fertilis névények

betakaritasara a kovetkez6 év juliusaban keriilt sor (4/H abra).
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4. dbra Az in vitro portoktenyésztés folyamata: (A) Egy-sejtmagvas vaku6lumos
mikrosporak izolalaskor; (B) Soksejtes leanysejtek, izolalast kovetden 14 nappal; (C) ELS 6
héttel az izolalast kvetben; (D) Zold- és albind ndvénykék a regenerald taptalajon; (E) Zold
novénykék a gyokeresitd taptalajokon; (F) Akklimatizalt zold novénykék; (G) Kiiiltetés
tenyészkertben; (H) Fertilis ndvények aratas elott
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4.2. Portoktenyésztésh6l szarmazé embrioszerid struktirak vizsgalata

néveny regeneracios kisérletekben

Négy, F1 utdodnemzedékbdl szarmazd nemesitési alapanyagot hasznaltunk fel
kisérleteinkhez (’SU EllenxGKH-88-19°, ‘GKH-88-19xGKH-39-18’, ‘LeopardxGK Judy’,
‘GK StrammxLeopard’). Nagyszamban eldallitott ELS-t minden genotipus esetében
megfigyeltiink, viszont jelentds kiillonbségeket talaltunk az ELS mennyiségét vizsgalva. Az
ELS szama genotipustol fiiggéen 221,71 és 435,50 kdzott mozgott. Az atlag 324,80 ELS/100
portok volt (4. tblazat).

4. tblazat. Az ELS szama 6szi arpa F1 kombinaciokban. Az azonos kisbetiikkel jelolt
értekek (a-c) kozdott nincs szignifikans kilénbseg.

‘GKH-88-19
. ‘SU Ellen x )
Genotipus XxGKH-39- | ‘Leopard x | ‘GK Stramm | Genotipusok
GKH-88-19’ )
18’ GK Judy’ x Leopard’ atlaga

Atlag
(ELS/100 317,00 b 435,50 a 221,71 ¢ 325,00 b 324,80 b

portok)

4.3. Portoktenyesztés soran létrejott ELS néveny regeneralasa

Kisérleteink soran megvizsgaltuk a K4ANB és FHGR regenerdld taptalajok
regeneraciora gyakorolt hatasat. Tovabba megvizsgaltuk a genotipus hatast, illetve a
genotipus x kezelés kolcsonhatast. Az elemzéshez kéttényez6s varianciaanalizist
alkalmaztunk. A statisztikai elemzés alapjan megallapitottuk, hogy a regenerald taptalajok
szignifikans hatast gyakoroltak a regeneralt ndvénykék, illetve a zold-, és albind névénykék
mennyiségére. A genotipusnak is szignifikans hatdsa volt a mért paraméterekre, viszont a

genotipus x kezelés kdlcsonhatdsa nem okozott szignifikans valtozast (5. tablazat).
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5. tablazat A regeneral6 taptalajok, a genotipus €s genotipus x kezelés hatasanak vizsgéalata,
kéttényezds varianciaanalizissel.

) Négyzetes Négyzetes
Negyzetes s i g
o kozépérték kozépérték
kozépeértek Zold o .
df o Albino Osszes
novénykek/100 o o
novénykék/100 ndvényke/100
portok
portok portok
Regeneralo .
taptalaj 5632,145* 1453,062** 12806,690**
Genotipus 3 31738,660*** 3007,715*** 49421,820***
Interakcid 3 117,447ns 435,030ns 1003,139ns
Hiba 56 930,846 169,334 1555,050

ns nem szignifikans

* szignifikans 95%-os valdszintliség mellett

** szignifikans 99%-os valosziniiség mellett

*** szignifikans 99,9%-os valosziniiség mellett

Minden kezelés soran regeneraltunk zold-, és albind noévénykéket. A regeneralt
novénykék szama 26,86/100 portok €s 164,83 ndvényke/100 portok kdzott valtozott, fliggden
a genotipustdl és a taptalajtol. Az atlag 105,38 ndvényke/100 portok volt KANB téaptalajon, a
regeneralt ndvénykék atlaga 77,09 ndvényke/ 100 portok volt FHGR téptalaj hasznalataval (6.
tablazat).
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6. tablazat A regeneral6 taptalajok hatasa a regeneralt névénykék szamara. Az azonos
kisbetiikkel (a—b) jelolt adatok nem kiilonboznek szignifikansan (p < 0,05) ugyanazon
genotipuson belll. Az azonos nagybetiikkel (A—C) jel6lt adatok statisztikailag megegyeznek
(p <0,05) ugyanazon kezelések esetén.

Genotipus

Regeneralt névények szama/100 portok

Novényregeneralé taptalaj

FHGR K4NB Taptalajok atlaga

‘SU Ellen x GKH-88-19’ 1435b A 164,83 a A 154,17
(6-soros)

‘GKH-88-19xGKH-39-18’ 995bB 138,67 a A 119,08
(6-soros)

‘LeopardxGK Judy’ (2-s0ros) 26,86 aC 36,19aC 31,52
‘GK StrammxLeopard’ (2-S0ros) 385bC 81,83aB 60,17
Genotipusok atlaga 77,09 105,38 91,24

Az albindk szamat szintén befolyasolta a taptalaj és a genotipus. A legtébb albinét a
‘GKH-88-19xGKH-39-18" kombinaciobol regeneraltuk (50,33 ndvényke/100 portok) K4NB
taptalajon, a legkevesebb regeneralt albind (7,00 névényke/100 portok) FHGR téaptalajon

a‘GK StrammxLeopard’ kombinacid esetében regeneraltuk. A regeneralt albind novénykék

atlaga 21,32 albin6/100 portok és 30,85 albin6/100 portok volt FHGR és K4NB regenerald

taptalajon (7. tablazat).
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7. tablazat A regeneral6 taptalajok hatasa az albiné névénykék szdmara. Az azonos
kisbetiikkel (a—b) jelolt adatok nem kiilonboznek szignifikansan (p < 0,05) ugyanazon
genotipuson belll. Az azonos nagybetiikkel (A-D) jel6lt adatok statisztikailag megegyeznek
(p <0,05) ugyanazon kezelések esetén.

Genotipus Albinék szama/100 portok

Novényregeneralé taptalaj

FHGR K4NB Taptalajok atlaga

‘SU Ellen x GKH-88-19’ 30,00a A 35,17aB 32,58
(6-soros)
‘GKH-88-19xGKH-39-18° 34,00b A 50,33a A 42,17
(6-soros)
‘LeopardxGK Judy’ (2-s0ros) 1429aB 11,24aD 12,76
‘GK StrammxLeopard’ (2-S0ros) 7,00bB 26,67aC 16,83
Genotipusok atlaga 21,32 30,85 26,09

A regeneralt in vitro zold novénykék szama minden genotipusban jelentGsen
meghaladta az albindk szdmét. A regeneralt z6ld névénykeék szama 12,57 zéld ndvényke/100
portok és 129,67 z6ld ndvényke/100 portok kozott valtozott a genotipustol és a taptalajtol
figgben (8. tablazat). Atlagosan 55,77 z6ld novénykét/100 portok és 74,53 zéld
novényke/100 portok regenerdltunk az FHGR és a KANB regeneracios taptalajok
hasznéalataval. A regeneralt z6ld novénykek szama magasabb volt a K4NB taptalajon, mint az
FHGR taptalajon, ezek a kulonbségek a 'SU EllenxGKH-88-19', a 'GKH-88-19xGKH-39-18'

és a 'GK StrammxLeopard' alapanyagok esetében szignifikansak voltak.
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8. tablazat A regenerald taptalajok hatasa a zold ndvénykék szamara. Az azonos kisbetiikkel
(a—b) jel6lt adatok nem kiillonboznek szignifikansan (p < 0,05) ugyanazon genotipuson beliil.
Az azonos nagybetlikkel (A—-D) jel6lt adatok statisztikailag megegyeznek (p < 0,05)

ugyanazon kezelések esetén.

Genotipus

Z6ld novénykék szama/100 portok

Novényregeneralé taptalaj

FHGR K4NB Taptalajok atlaga

‘SU Ellen x GKH-88-19° 11350 b A 129,67 a A 121,58
(6-soros)

‘GKH-88-19 x GKH-39-18’ 65,50b B 88,33aB 76,92
(6-soros)

‘LeopardxGK Judy’ (2-soros) 12,57aC 2495aD 18,76
‘GK StrammxLeopard’ (2-S0ros) 3150bC 55,17aC 43,33
Genotipusok atlaga 55,77 74,53 65,15

A novényregeneracios kiserletekben, a vizsgélt szempontok (regenerélt ndvénykek,

z6ld és albind ndvénykék) a 6-soros arpa keresztezési kombinacidkban magasabbak értékeket

mutattak a 2-soros arpa keresztezési kombinaciokhoz képest.

4.5. Portoktenyésztésbol szarmazo in vitro zold novénykék gyokeresitése

Kiilonboz6 gyokereztetd taptalajok hatasat vizsgaltuk a regeneralt z6ld ndvénykék

gyOkerezésére és akklimatizaciojara. A statisztikai elemzések azt mutatték, hogy a taptalaj és

a genotipus szignifikansan befolyasolta a mért paramétereket. A regeneracios és a

gyoOkereztet taptalaj erés hatassal volt a zold novénykék gyokerezésére (p<0,001) és

akklimatizacidjara egyarant (p<0,001) (9. tablazat).
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9. tablazat A gyokeresito taptalajok hatdsa a gyokeresitett, és az akklimatizalt novénykék
szamara.

df Négyzetes kozépérték Négyzetes kozépérték
Gyokeresitett ndvénykék Akklimatizalt novénykék
Genotipus 3 8597,083* 90,816**
Téptalaj 3 44734,420%** 187,982***
Hiba 9 1341,250 10,583

* szignifikans 95%-os valosziniiség mellett

*** szignifikans 99,9%-os valdsziniiség mellett

A négy kiilonb6z6 novényregeneralasi modszer kozott szignifikans kulénbségeket
figyeltink meg a z6ld noveénykék gyokeresedése tekintetében (10. tablazat). A K4ANB
névenyregenerdlo taptalajon regeneralt ndvénykék felhasznaldsdval az MSr gyokereztetd
taptalajon értuk el a legtobb gyokeres névénykét (atlagosan 139 névényke), mig ez az érték az

FHGR és MSr taptalajon volt a legalacsonyabb (atlagosan 54,2 gyokeres névényke).

4.6. Az in vitro gyokeresitett z6ld névénykek akklimatizacioja

A gyokereztetett novénykéket fitotron kamraban akklimatizaltuk, és a kitltetés utan 3
héttel megszamoltuk az akklimatizalédott ndvénykéket (10. tablazat). Az akklimatizalddott
novénykék szama akkor volt a legmagasabb, amikor a KANB ndvényregenerald taptalajt és az
MSr gyokereztetd téaptalajt kombinaltuk (&tlagosan 63,8 akklimatizalédott ndvényke).
Hasonld értékeket kaptunk a K4NB novényregeneralo taptalaj és az aN6I+Ca gydkereztetd
taptalaj esetében (atlagosan 60,2 akklimatizalodott novény). Az akklimatizalodas szazalékos
arnya is e novényregeneracios modszerek esetében volt a legmagasabb (10. tablazat). A
K4NB novényregenerald taptalaj és az MSr gyokereztet$ taptalaj alkalmazésa hatékony
novényregeneralasi modnak bizonyult, amelyet masik négy Fi1 utdédnemzedékbdl szarmazod

nemesitési alapanyag esetében is teszteltiink.
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10. tdblazat A regeneral6- és gyokeresitd taptalajok hatdsa a gydkeresitett- és az akklimatizalt

ndvénykék szamara, illetve az akklimatizacio hatékonysagara. Az azonos kisbetiikkel (a—c) jel6lt
adatok nem kiilonboznek szignifikansan (p < 0,05) ugyanazon genotipuson beliil. Az azonos
nagybetiikkel (A—C) jelolt adatok statisztikailag megegyeznek (p < 0,05) ugyanazon kezelések esetén.

Genotipus

Gyokeresitett novények szama

Novényregeneraldo (FHGR vagy K4NB) és gyokeresito taptalaj (MSr, N6I

vagy ¥2N61+Ca)

FHGR, K4NB, Taptalajok

MSr NS, Mol %N6I+Ca AN, Mt atlaga
‘SU EllenxGKH-88-19° 130 b A 285a A 309aA 34laA 266,25
(6-soros)
‘GKH-88-19xGKH-39-18’ 102b A 214aB 35¢cB 75bcB 172,75
(6-soros)
‘LeopardxGK Judy’ (2-50r0s) 11aB 35aC 29aB 53aB 32,00
‘GK StrammxLeopard’ (2-S0ros) 27bB 75ab C 66 ab B 110a B 69,50
Genotipusok atlaga 54,2 122,2 119,0 139,0 108,6

Akklimatizalt névények szama

Novényregeneralo (FHGR vagy K4NB) és gydkeresito taptalaj (MSr, N6l

vagy ¥2N61+Ca)

FHGR, K4NB, Téptalajok
K4NB, N6l K4NB, MSr

MSr %N6I1+Ca atlaga
‘SU Ellen<xGKH-88-19’ 11cA 72bA 186a A 183a A 113,00
(6-soros)
‘GKH-88-19xGKH-39-18’ 1bA 60 ab AB 85aB 70aB 54,00
(6-soros)
‘LeopardxGK Judy’ (2-50r0s) laA 3aB 11aC 14aB 7,25
‘GK StrammxLeopard’ (2-50ros) 0aA 7aB 16aC 48aB 17,75
Genotipusok atlaga 2,8 28,8 60,2 63,80 38,90

Akklimatizacid hatékonysaga (%)

Novényregeneralo (FHGR vagy K4NB) és gydkeresito taptalaj (MSr, N6l

vagy ¥2N61+Ca)

FHGR, KANB, Téptalajok
MSr NS, el 1%N61+Ca NS, MSr atlaga
‘SU EllenxGKH-88-19’ 850cA 25,30b A 60,20a A 53,70a A 36,9
(6-soros)
‘GKH-88-19xGKH-39-18’ 1,00cA |28,00bA 45,20aB 37,40 ab B 27,9
(6-soros)
‘LeopardxGK Judy’ (2-50r0s) 9,10bA |860bB 37,90aBC 26,40 aB 20,5
‘GK StrammxLeopard’ (2-50ros) 0,00c A 9,30cB 2420bC 43,60 a AB 19,3
Genotipusok atlaga 3,91 14,64 34,12 33,03 21,42
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4.7. In vitro portoktenyésztés alkalmazdsa nyolc Fi kombinacié

felhasznalasaval

Az in vitro portoktenyésztési modszert nyolc Fi utédnemzedékbdl szarmazo
nemesitési alapanyaggal teszteltiik. Célunk a modszer hatékonysaganak ellenérzése volt a fent
emlitett ndvényregeneraciés protokoll (K4NB novényregeneracios taptalaj és MSr
gyokereztetd taptalaj) alkalmazasaval. Az androgenezist minden kombinacioban indukaltuk
(11. tablazat), a z6ld névénykék szama (atlagosan 66,93) meghaladta a regeneralt albindk
szamét (atlagosan 24,44). Az in vitro z6ld novénykék szdma 24,95 és 129,67 zold
ndvényke/100 portok kozott mozgott, a genotipustol fiiggen. Ezen kiviil tobb mint kétezer in
vitro zold novényke kertilt kitltetésre az Gveghazban. Az akklimatizalodas aranya 61,83%
volt, amely a genotipustol fliggéen 26,4% ¢és 82,9% kozott valtozott.

Osszesen 1403 akklimatizalt palantat allitottunk eld arpanemesitési programjaink

szamara.
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11. tdblazat Novényregeneracios protokoll tesztelése.

Zold Albinok | )
o ] Osszes Osszes L
) novenykék | szama/ | o Akklimatizacio
Genotipus ) kiultetett | akklimatizalodott ) )
szama/ 100 100 o o hatékonysaga
noveny noveny
portok portok
‘GK 89,38 15,38 432 358 82,9%
ArpadxQuadriga’
‘GKH-36- 56,33 13,75 391 290 74,2%
20xGKH-88-19
‘SU Ellen x GKH- | 129,67 35,17 341 183 53,7%
88-19°
‘GKH-88- 88,33 50,33 187 70 37,4%
19xGKH-39-18’
‘GW3801xGKH- 28,13 17,38 195 146 74,9%
36-20°
‘LeopardxGK Judy’ 24,95 11,24 53 14 26,4%
‘MonroexLeopard’ 63,50 25,63 560 294 52,5%
‘GK 55,17 26,67 110 48 43,6%
StrammxLeopard’
) , 2269
Osszesen (atlag) (66,93) (24,44) 1403 (175,375) 61,83%
(283,625)
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5. Kovetkeztetések es javaslatok

Az in vitro portoktenyésztés legfontosabb Iépései kozé tartozik az in vitro
androgenezis indukcioja, az ELS eldallitasa, a z6ld ndvénykek regeneracioja, akklimatizacioja
¢s a genom megkettézése. Kiilonbozé regeneracios ¢€s gyoOkereztetd tapkozegeket
hasonlitottunk 6ssze kisérleteink soran annak érdekében, hogy javitsuk a DH novények
eléallitasanak hatékonysagat az arpa nemesitési programunkban. Kisérleteinkhez négy Fi
utddnemzedékbdl szarmazod nemesitési alapanyagot hasznaltunk fel (’SU EllenxGKH-88-19°,
‘GKH-88-19xGKH-39-18’, ‘LeopardxGK Judy’, ‘GK StrammxLeopard’).

5.1. Novénykék regeneralasa portoktenyészetben fejlodott ELS-bol

A portoktenyésztés soran fejlodott ELS-ket, FHGR (Cistué és mtsai. 2003) és K4ANB
(Makowska és mtsai. 2015) regeneralo taptalajokra helyeztiik, ezt kdvetdéen a két taptalaj
hatékonysagat hasonlitottuk 0sszeregeneralt-, zold- és albind novénykék tekintetében.
Megvizsgaltuk tovabba a genotipus-, illetve a genotipus x kezelés kélcsonhatast. Az FHGR
taptalajt gyakran hasznaljak arpa portok- és izolalt mikrospora tenyésztéshez (Cistué és mtsai.
2021). A KANB taptalajt haploid szOvetek genetikai transzforméaciojat kovetéen, az arpa
regeneracio hatékonysaganak fokozasara fejlesztették tovabb (Kumlehn és mtsai. 2006), majd
modositottak (Makowska és mtsai. 2015), illetve alkalmaztak DH novény eldallitashoz,
kiilonb6z6 kutatasi programokban (Makowska es mtsai. 2017; Bednarek és mtsai. 2020). A
két taptalaj makroelem tartalma azonos. A K4NB taptalaj szervetlen nitrogén tartalma
jelentésen magasabb. Tovabba a K4NB taptalaj 100-szor tobb CuSOs4 x 5H,0O-t tartalmaz,
mint az FHGR. Orlowska és munkatarsai (2020) megallapitottak, hogy a Cu?" ion
koncentrécidjanak optimalizdlasa az indukcios tapkdzegben noveli a z6ld ndvénykék szamat
az arpa portoktenyészetben. Az FHGR taptalaj vitaminokbol kevesebbet tartalmaz. Tovabba
az FHGR téptalaj tébb ndvenyi hormont tartalmaz, mint példaul 1 mg/l benzilaminopurint és
0,5 mg/l indolecetsavat, mikdzben a K4ANB csupan 0,225 mg/l benzilaminopurint. Mindkettd
taptalajpan maltéz a szénforrds. A regeneralt novenykék szama K4NB taptalajon joval
meghaladta az FHGR taptalajon regeneralt novénykék szamat. KANB taptalajon atlagosan
105,38 novenyke/100 portok, FHGR taptalajon 77,09 novényke/100 portok Kkertlt
regeneralasra. A sokkal komplexebb Osszetételit K4NB taptalaj kedvezébb volt az albino- €s

z6ld ndvénykek regeneracioja soran.
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Egyes genotipusok hajlamosak az albinizmusra, mely visszavetheti a DH noévény
eldallitas hatékonysagat. Kisérletlinkben a genotipusnak szignifikdns hatasa volt a mért
paraméterekre. Lu és munkatarsai (2008) szerint a genotipus hatassal van az albindk szamara
és a regeneracio hatékonysagara. Egyes 6-soros arpa genotipusok esetében nagyobb aranyban
kerultek albindk regeneralasra (Cistué és mtsai. 1999; Marchand és mtsai. 2008). Makowska
¢s munkatarsai (2015) szerint az albindk gyakrabban fordulnak el6 tavaszi tipusu arpaban,
mint szi tipusiban. A kisérletlinkben alkalmazott mindkét regenerald taptalaj mérsékelte az
albindk szdmét. Az albindk aranya kevesebb, mint 30 szdzalék volt a regeneralt névénykéket
figyelembe véve. A regenerélt novénykék dominansan zéldek voltak a 6-soros- és a 2-soros
genotipusok esetében is. A KANB taptalajon regeneralt z6ld névenykék szama, minden
vizsgalt genotipusban meghaladta az FHGR taptalajon regeneralt z6ld névenykek szamat.
KANB téptalajon atlagosan 74,53/100 portok, FHGR taptalajon 55,77/100 portok volt. A zéld
novénykék szdma magasabb volt 6-soros genotipusok esetében, mint a 2-soros

genotipusokban.

5.2. Portoktenyésztésbdl szarmazo in vitro zold névenykek gyokeresitése

Kisérleteinkben harom kiilonb6z6 gyokereztetd taptalaj hatékonysagat vizsgaltuk. A
kisérletekhez fejlett, 1-2 cm-es hajtassal rendelkezé z6ld novénykét hasznaltunk. A harom
gyokereztetd taptalaj az MSr, N6I és 1/2N61+Ca voltak. Az MS alapu (Cistué és mtsai. 2003;
Cistué es mtsai. 2021) és az N6 alapu (Makowska és mtsai. 2017; Bednarek és mtsai. 2020)
regenerald taptalajokat gyakran alkalmazzak gyokereztetésre is arpa portok- és mikrospéra
tenyésztés soran. A két taptalaj makroelemei azonosak, viszont azokbdl eltérd mennyiségeket
tartalmaznak. Az MSr gyokereztetd taptalaj tobb mikroelemet tartalmaz, mint az N6 taptalaj.
Az MSr taptalaj viszont kevesebb vitamint tartalmaz, csupan tiamint és mio-inozitolt. Az N6l
tartalmaz 2 mg/l indolecetsavat, az MSr taptalaj pedig 2mg/l naftilecetsavat. Az MSr taptalaj
tartalmaz tovabba kazein-hidrolizatumot is. A szénforras mindkét taptalaj esetében szacharoz
volt. Kisérletlink soran szignifikans kulonbséget talaltunk a két taptalaj alkalmazésa soran a
jol gyokeresedd és az akklimatizalt ndvénykék szamat illetéen, tovabba az akklimatizalodas
szazalekos aranyanak tekintetében. A legtobb DH novényt K4ANB regenerdld- és MSr
gyokereztetd taptalaj alkalmazasaval allitottuk eld. E két taptalaj alkalmazasaval uj kisérletet

inditottunk.
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5.3. Modszer hatékonysaganak ellenorzése

A kordbbi négy Fi utédnemzedékbdl szarmazoé nemesitési alapanyag mellett
bevontunk Ujabb négy Fi utédnemzedékbdl szarmazd nemesitési alapanyagot (‘GK
ArpadxQuadriga’, ‘GKH-36-20xGKH-88-19°, ‘GW3801xGKH-36-20", ‘MonroexLeopard’).
Az akklimatizacié hatékonysaga atlagosan 61,83 % volt, melyet befolyasolt a genotipus. Az
androgenezis indukcidja minden genotipus esetében sikeres volt, az in vitro zéld névénykék

szama minden esetben meghaladta az albind novénykék szamat.
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6. Osszefoglalas

Kisérleteink f6 célja volt, hogy javitsuk a DH novény eldallitds hatékonysagat,
kiilénéson a nbvényregeneracidra arpa nemesitési programunk szamara. Kiserleteinkhez negy
F1 utdédnemzedékbdl szarmazd alapanyagot hasznaltunk fel, melybdl kettd 2-soros
(’LeopardxGK Judy’, ’GK StrammxLeopard’) és ketté 4-soros (’SU EllenxGKH-88-19’,
‘GKH-88-19xGKH-39-18”) §szi arpa volt.

Az in vitro portok tenyésztés soran egy elokezeld kozeget alkalmaztunk (Cistué és
mtsai. 2003), mely 0,7 M mannit volt 40 mM CaCl,x2H>0-val kiegészitve. Az elokezelés 3
napig tartott 24 °C-os, vilagitas nélkiili termosztatban, melyet kovetdéen a portokokat
indukcios taptalajra helyeztiik. Indukcids taptalaj az FHGI (Cistué és mtsai. 2003) volt. Az
indukcid soran nagyszadmu ELS-t allitottunk el6 minden genotipus esetében.

A DH novény eléallitds hatékonysaganak javitdsa érdekében célul tiztiik ki, hogy
teszteliink kettd szakirodalomban publikalt regenerald taptalajt, ezért az eldallitott ELS-t az
FHGR (Cistué és mtsai. 2003) és a KANB (Makowska és mtsai. 2015) taptalajokra helyeztiik.
Megvizsgaltuk tovabba a genotipus-, illetve a genotipus x kezelés kdlcsonhatasat. Az
elemzéshez kéttényezds varianciaanalizist alkalmaztunk. A vizsgalat soran szignifikdns
kilonbséget taldltunk a két taptalaj kozott a regenerélt-, a zold-, és az albind névénykék
tekintetében is a KANB téptalaj javara. A mért paraméterekre szignifikdns hatésa volt a
genotipusnak is, viszont nem volt szignifikans hatasa a genotipus x kezelésnek. A regeneralt
in vitro zold novénykék szama minden genotipusban jelentésen meghaladta az albinok
szamat.

Célkitlizéseink kozott szerepelt tovabba, hogy megvizsgaljuk harom gyokereztetd
taptalaj hatasat a gyokerezésre és az akklimatizciora. A gyokereztetd taptalajok az MSr
(Cistué és mtsai. 2003), N61 (Makowska és mtsai. 2015) és %2 N61+Ca voltak. A statisztikali
elemzéshez kéttényez6s varianciaanalizist alkalmaztunk. A vizsgalataink szerint a taptalaj és a
genotipus szignifikansan befolyasolta a gyokeresitett- és akklimatizalt névénykék szamat. A
vizsgalt novényregeneralasi modszerek kozil a KANB taptalajon regeneralt z6ld névénykék
felhasznalasaval az MSr gydkereztetd taptalajon értiik el a legtobb gyokeres novénykét. A
legtobb akklimatizalddott novénykét szintén a KANB regenerald- és az MSr gyokeresito
taptalaj alkalmazasaval kaptuk.

Célkitlizésiinknek megfeleléen bevontunk tovabbi négy F1 utdédnemzedékbdl szarmazod
nemesitési alapanyagot. Ebbsl harom 6-soros (‘GK ArpadxQuadriga’, ‘GKH-36-20xGKH-
88-19°, ‘GW3801xGKH-36-20") és egy 2-soros (‘MonroexLeopard’) 6szi arpa volt, igy
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6sszesen nyolc genotipussal teszteltiik névényregeneracids protokollunkat (K4NB regeneral6-
¢s az MSr gyokeresitd taptalaj). Az androgenezis indukcidja minden genotipus esetében
sikeres volt, és az in vitro zéld ndvénykék szama minden esetben meghaladta az albind
novénykék szamat.

Kisérletiink végeztével Osszesen 1403 akklimatizalt palantat allitottunk eld arpa

nemesitési programunk szamara.
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