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Az elmult 6tven évben a ndvénynemesités modszertanat tobb biotechnologia modszer gazdagitotta.
Ezekbdl épitettink be néhanyat nemesitési programjainkba, amelyek a szegedi hagyomanyos
modszereket gazdagitottak. A protoplaszt-novény rendszerben a vilagon els6ként allitottunk eld fertilis
bliza névényt. A mddszer nagy segitséget adott idegen- és ndvényélettani szempontbdl fontos gének
vizsgalataban, repcében, rizsben ¢és buzaban. A genetikailag homozigdta allapot gyors elérése
érdekében, a haploid-dihaploid rendszer tokéletesitésén tobb évtizedet dolgoztunk. Napjainkra az in
vitro haploid portoktenyésztési modszer rizsben, kenyérbizaban, tritikaléban, tonkolybluzaban, arpaban,
paprikaban ¢és legijabban repcében is beépiilt nemesitési modszeriinkbe. Rizsben, buzaban és
fiiszerpaprikaban, tobb elismert fajta is mutatja, hogy a modszert sikerrel integraltuk kiillonbozo
nemesitési programokba. A fenotipizalas — az utobbi tiz évben — a novények fenotipusos bélyegeinek
regisztralasaban, nagy ateresztoképességli, miiszeres, informatikara alapozott ,,iparagga” valt. A sze-
lekcio megalapozasa lényegesen objektivebb lett ezzel. Az els6 hazai — viszonylag egyszerii — tiveghézi
rendszert megépitettiik és abiotikus hatasokkal szembeni szelekcioban hasznaltuk. Az emlitett
moddszerek és technikak a tradicionalis modszereinket jelentésen gazdagitottak, a jobb és piacosabb
szegedi genotipusok javara.

Kulcsszavak: protoplasztok, in vitro haploidok, fenotipizalas, ndvénynemesités
PLANT BREEDING VIA NON-TRADITIONAL WAYS

J.PAUK', C. LANTOS', E. NAGY', L. CSEUZ', R. MIHALY', L. BONA',
G. SOMOGYT, J. MATUZ', L. HESZKY®

'Cereal Research Non-Profit Ltd., Szeged
*NARIC, Vegetable Crop Research Department, Szeged
3SIU Genetics, Microbiology and Biotechnology Institute, God6116

Over the past fifty years, several biotechnology methods have enriched the methodology of plant breeding.
Some of these have been incorporated by us and have enriched the traditional methods of Cereal Research Non-
Profit Ltd. We were the first in the world who have obtained fertile wheat in the protoplast plant system. The
method was of great help to transfer alien genes, which eventually has proved to be important for plant physiology
and became a practice in the case of rape, rice and wheat. In order to reach the genetically homozygous state
rapidly, we have been working on improving the haploid-doubled haploid system for decades. Nowadays, the in
vitro haploid induction method has been incorporated into our breeding programme in rice, bread wheat, triticale,
spelt wheat, barley, pepper and — most recently — in rape. Several registered rice, wheat and spice pepper varieties
indicate that we could successfully integrate this method into different breeding programmes. In the last ten years,
phenotyping has become an instrumental, informatics-based, high throughput industry in the registration of
phenotypic data of plants. The foundation of selection has become much more objective. The first domestic —
relatively simple — greenhouse system has been built and used in selection of abiotic stresses. These methods and
techniques have enriched our traditional methods for the benefit of better and more marketable genotypes of
Cereal Research Non-Profit Ltd.

Keywords: protoplasts, in vitro haploids, phenotyping, plant breeding
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Bevezetés

A novénynemesités modszertani gyokerei, j6 masfél évszazadra nyllnak vissza, de a
konvenciondlis nemesitési alapmodszerek, az elmult szdzadban alakultak ki (Briggs és
Knowles 1967). A modszerek kidolgozésa €s fejlesztése soran, a kiilonb6zd tarstudoméanyok
(genetika, élettan, statisztika, késdbb molekularis genetika stb.) jelentdsen hozzajarultak a
hatékonyabb szelekcids lehetdségekhez. A novény-biotechnologia az 1960-as évektdl kezdve
biztositotta azokat az eredményeket (in vitro kldonozés, sejt-névény rendszer stb.), melyeket a
novénynemesités mar fel tudott hasznalni (Dudits és Heszky 2000). Hazankban is tobb
laboratorium létesiilt a modszerek kidolgozésara, adaptalasara. Jelentds fejlesztések torténtek a
szomatikus €és haploid modszerek kutatasara és nemesitési integraldsara. Ebben az idészakban
egyértelmiivé valt, hogy a laboratoriumi sejtszintli kisérleteknél, a sejt-ndvény rendszer
biztositja a hidat a laboratériumi eredmények és a tenyészkert kozott. A szelektalt sejtekbdl,
novényt kell felnevelni, amit a nemesitd a tenyészkertben megvizsgal, majd felhasznal, ha ugy
itéli meg, hogy a nemesitési programjat gazdagitja az alapanyag.

Vildgszinten is sok fejlesztés indult arra, hogy a biotechnoldgiai eredmények beépiiljenek
a nemesitésbe (Dudits és Heszky 2000) €s részesei legyenek a modern modszerek, a nemesitési
eljarasoknak (Pauk et al. 2004, Heszky 2017). Az eldadasban ¢s a dolgozatban dsszefoglaltunk
né¢hany eredményt, amit a szegedi intézetben értlink el, a nemesitési napok 25 éves torténete
alatt.

Anyag és modszer

A buza szomatikus ’novény-sejt-novény’ rendszer kidolgozésaban, tobb taptalaj és
metodikai kisérletet végeztiink, melyek modszertani részleteit Pauk et al. (1994) foglalta dssze.
A gabonaf¢lék haploid rendszerét rizsen kisérleteztiik ki, de annal joval szélesebb moddszertani
hatérrel dolgoztuk ki (Pauk et al. 2003) buizdban (Lantos et al. 2013), tritikaléban (Lantos et al.
2014) és fliszerpaprikaban (Lantos et al. 2009). A doubled haploid (DH) modszert nem csak
kozvetlen nemesitési célra, hanem egyéb tudomanyos feladatok megoldasara (Szabo-Hever et
al. 2014) is felhasznaltuk.

A fenotipizalasi kisérletekhez — GVOP palydzatban, SZBK-s partnerekkel — hazai fej-
lesztésli rendszert épitettiink ki (Majer et al. 2008, Paul et al. 2016), amit Komplex Stressz
Diagnosztikai Rendszernek (KSDR) neveztiik el. A rendszerben, féleg abiotikus stresszekkel
(vizmegvonas, tdpanyag anomalidk) szembeni, tObbismétléses kisérleteket végeztiink, tobb
viznorma (Nagy et al. 2018) vagy tapanyag-ellatasi koriilményt szabalyoztunk. A kisérleteket
id6jarasi koriilményektdl fiiggetleniil iiveghazban végeztiik. A technikai hatteret sikerrel
hasznaltuk fel a szarazsagtiirés genetikai hatterének fejlesztésére (Nagy et al. 2017) is. A
kiépitett rendszer jo ,,mliszeres eléfutara” annak az ipardgnak, amit vildgszinten a LemnaTec
cég mara magas technikai szinvonalon megvalositott.

Eredmények

Noveny—sejt—noveny rendszer és a nemesités

A ndvény-biotechnologia Haberlandt professzor tobb, mint 100 éve végzett
totipotenciara alapozott kisérleteitél szamitva, az 1970-es évekre jutott el oda a sejt- és
szOvettenyésztés, hogy laboratériumi rutinmunkava valhatott, egyetlen sejtbdl, kifejlett novény
felnevelése. Sok kisérletet végeztiink arra nézve, hogy buzéban szomatikus novényi részbdl
embriogén kalluszt tudjunk indukdlni. Végiil legjobb inokulumnak az éretlen virdgzat és
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embrid (13 napos) bizonyult. Az embriogén kalluszbol szuszpenzids tenyészetet hoztunk létre
¢és ezekbdl izolaltuk a protoplasztokat (Pauk et al. 1994). A protoplasztbdl Gjra visszajutni
szemet termO novényhez, ez egy Ujabb izgalmas ut volt, de végiil ez is sikeriilt. A rendszert
rizsben (Jenes és Pauk 1989) és buzaban is kidolgoztuk. Ez az elméletinek tind eredmény
(novény—sejt—nodveény rendszer) volt az alapja annak, hogy legfontosabb gabonaféléinket (rizs
¢és buza), biotechnoldgiai kisérletekre kézben vegyiik és a sejtszintli valtozasokat ndvény-
szinten vizsgalhassuk (4y et al. 2012, Mihdlik et al. 2015). Meggy6zédésiink, hogy ma még a
novény-sejt-—ndvény rendszer (totipotencia elvét kisérletesen bizonyitva) igazi eldnyeit
(mutécid, sejt szintli valtozasok stb.) nem hasznaljuk ki és a rendszer reneszansza még ez utan
kovetkezik.

Hosszu genetikai folyamat leroviditése, melynek végén homozigota novényeket kapunk

A szexualis rekombinacidonak kdszonhetéen, a genetikai homozigdta allapot tradicio-
nalis uton csak hosszu €s preciz Onbeporzassal érhetd el. Tobb elmés mddszert alkalmaznak a
novénynemesitdk, hogy ezt minél korabban elérjék. Talan a legelegansabb és leggyorsabb
modszer a mikrospora eredetli haploid novény-eldallitas, majd az ezt kdvetd kromoszoma
megduplazas. Ez a folyamat egy mondatban leirva nagyon egyszeriinek tlinik, de a gabona-
féelék esetében ahhoz, hogy rutin mddszerré valjon, a tudomanytorténetben néhany tiz évnek
kellett eltelnie. A dolog bioldgiai nehézségét az adta, hogy a mikrospérak érése sordn, a game-
tofita fejlddésmenetet at kell ,,programozni” sporofita irdnyba. Ehhez a folyamathoz ugy kell
,hozzanyulni”, hogy kifejlett ndvény (androgenezis) legyen beldle. A folyamat optimaliza-
lasaban nagy fejlesztések voltak az indukcids taptalajokban (B-42, C-14, P-4, W14), az atprog-
ramozashoz sziikséges kezelésekben, az albinizmus mérséklésében, a gydkereztetésben, hogy
csak néhanyat emlitsiink. A folyamatot protokoll konyvben foglaltuk 6ssze (Pauk et al. 2003,
Pauk et al. 2004). A lényegi mozzanatokban, még ma is e protokoll szerint dolgozunk. A leg-
fontosabb eredmény, hogy ma mar a genotipus fiiggdség csak kissé¢ befolyasolja (Lantos et al.
2013) a ndvénynemesitési alkalmazast. Az optimalizalasi kisérletek utan elkezdhettiik a mod-
szer ndvénynemesitésben torténd alkalmazasat.

Haploidok és a novénynemesités: a DH technologia

A homozigéta diploidoknak (DH) az Onbeporzo- ¢s az idegentermékenyiild
novényfajoknal kiilonboz6é felhasznalasuk van. Az oOnbeporzé fajoknal az eldallitott DH
egyedek megfeleld szelekcid utan, akar fajtajeloltként is szadmitdsba vehetdk, mig az
idegentermékenytiloknél beltenyésztett vonalként lehet kezelni az eldallitott DH vonalakat.

Az oOntermékenyiilé gabonaféléknél hosszi évekig az volt a vélemény, hogy a DH
eldallitds csupan egy mozzanata a nemesitési folyamatnak ¢s minden hasonl6an megy tovabb,
mint a hagyomanyos modszereknél. Hosszi évek probalkozésai utan bebizonyosodott, hogy a
nemesitésnek szinte minden Iépését kissé vagy egészében masként kell tenniink, ha in vitro
androgenezisre alapozott nemesitést valasztjuk. Buza esetében, a kidolgozott portoktenyésztési
modszert jol mikodd hagyoményos pedigré nemesitési modszerbe integraltuk (Pauk et al.
2004). Tizenkét 1épésbol allo nemesitési folyamatot dolgoztunk ki és integraltunk a pedigré
nemesitési modszerbe. Az els6 harom 1épést a keresztezés, F; €s F, szaporitas €s a donor hajta-
sok begyljtése, elokezelése tolti ki. A kdzépso hat 1€pés tartalmazza az androgenezis jellemzd
Iépéseit (Usz6 portoktenyészet, embrioid indukcid, ndvényregeneralds, gyokeresités, ploidia-
szint meghatarozas, kromoszoma megdupldzas), aminek soran eléallitottuk a genetikailag
homogén torzseket. Az utolsd harom lépést a homozigotasag ellendrzése, az értékmérd tulaj-
donsagok vizsgalata és a tobbismétléses, tobbhelyes teljesitmény vizsgalat teszi ki. Fontos az
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utolsd harom 1épés soran megjegyezni, hogy a DH torzsek genetikai tisztasagat nagy figye-
lemmel kell meg6rizni, mert fizikai keveredés, vagy idegen beporzas problémat okozhat.

Az el6zdekben vazlatosan Osszefoglalt mdodszerrel buzéban, rizsben, tobb elismert fajtat
hoztunk létre. Tritikaléban, tonkdlybuzaban, arpaban és repcében (sziilé vonalak) pedig igére-
tes alapanyagok vannak kiilonboz6 teljesitmény kisérletekben. Szeged varoshoz majdnem 400
éve kotddd fliszerpaprikédban pedig, az elsd hazai fliszerpaprika hibridek (Slager, Délibab,
Bolero) létrehozasadhoz allitottunk eld androgenezis felhasznélasaval, homozigota sziild vona-
lakat. Ezekhez a hibridekhez, a nemesitd kollégak egy 1j, extra mindséget €és termésmennyi-
séget ado termesztés technologiat (folia alatti) dolgoztak ki.

Fenotipizalas Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszerrel

Amikor kisérleteink soran odajutottunk, hogy gének funkciojat (tultermelés vagy csen-
desités) kellett pontosan meghatarozzuk, fontossd valt egy objektiv fenotipizaldsi rendszer
létrehozéasa. A rendszer segitségével kimértiik, hogy a folyamatos vizmegvonasnak kitett és
aldozreduktdz gént tultermeld ndvények lényegesen jobban (12—42% biomassza) reagaltak a
vizhidny stresszre, mint a kontroll ndvények. De ugyanebben a kisérleti rendszerben
teszteltiink 29, zomében szegedi eldallitasti 0szi buza genotipust is szarazsaggal szembeni
reakcidjukra. Sikeriilt olyan genotipusokat taldlni, amelyek jobb eredményt mutattak
(6nmagukhoz képest, a legkisebb mennyiségi depressziot mutattak tobb fontos tulajdonsag
esetében is) vizmegvondssal szemben (Nagy et al. 2018), mint a nemzetkzi kontrollok.
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