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ABSTRACT - DH-line production of rice (Oryza sativa L.) via in vitro adrogenesis

Hungary is the northermost region of rice growing in Europe. The special climatic conditions determine the
genotypes, which can be successfully cultured on these paddy fields. The rice breeders used from the
beginning the most up to date methods to achieve the main goals e.g. high yield, short duration, high quality
and tolerance to abiotic and biotic stresses. The doubled haploid plant production supports the conventional
breeding and shortens its time. Here we report on successful induction of in vitro androgenesis via isolated
microspore culture of Hungarian bred rice varieties (D8 and J16). The effect of different culture media (L;,
C, CHB;.¢p, CHB3.99) on the callus production, green and albino plant regeneration was investigated. C and
CHB;_ ¢q were found beneficial for the induction of in vitro androgenesis in isolated microspore culture.

Kulcsszavak: rizs (Oryza sativa L.), izolalt mikrospéra tenyésztés, in vitro androgenezis, DH novény,
tdpoldat-hatas

Keywords: rice (Oryza sativa L.), isolated microspore culture, in vitro androgenesis, doubled haploid plant,
culture media ’

Roviditések: 2,4-D: 2,4-diklér-fenoxi-ecetsav, BAP: 6-benzil-aminopurin, [AA: indol-3-ecetsav, NAA:
naftilecetsav, DH: doubled haploid

Abbreviations: 2,4-D: 2.4-dichlorophenoxyacetic acid, BAP: 6-benzylaminopurine, IAA: indole-3-acetic
acid, NAA: naphthalene acetic acid, DH: doubled haploid

BEVEZETES

A DH novények felhaszndldsa a hagyomdnyos nemesitésben nagy lehetdséget biztosit a
nemesités idejének csokkentésére, ezdltal a fajta-eldallitds koltségeinek mérséklésére.
BLAKESLEE et al. (1922) elsd, spontdn haploidokrél sz6l6 beszdmolGja 6ta az indukalt
haploideldallitds a nemesitok és a novénygenetikusok kutatdsainak fontos eszk6zévé vilt.
A rizs (Oryza sativa L.) esetében eldszor NIIZEKI ES OONO (1968) japan kutatdok szdmoltak
be arrél, hogy portokkultdrdban sikeriilt indukdlniuk az in vitro androgenezist, majd tobb
kutaté is publikélt rizs doubled haploidok elddllitdsarol (NISHI ES MITSUOKA 1969; GUHA
et al. 1970; N1zek1 ES OONO 1971; GUHA 1973). A tenyészt6 tdpkdzegben 2,4-D hormont,
a regeneralé tdptalajban pedig IAA-t és kinetint alkalmaztak. CHU 1975-ben szamolt be az
N téptalajr6l, ami az egyik legfontosabb djitds volt a rizs in vitro androgenezisének
kutatdsa sordn. REIFFERS ES FREIRE (1990) 1mg/l NAA-val kiegészitett N¢ tdptalajt és
médositott MS regeneralé tdptalajt (3mg/l- kinetin és 0,5mg/l NAA) hasznéltak sikeres
kisérleteikben, de beszdmoltak az albiné novények magas ardnydrdl is (a regenerdlt
novények 27%-a). LENTINI et al. (1995) a maltéz és az eziist-nitrdt eldnyods szerepét
igazoltdk az androgenezis indukdldsa sordn.

Izolalt mikrospéra tenyészetbdl felnevelt novényrdl eloszor CHEN et al. (1980) kozolt
adatokat. Az6ta szdmos kutaté szamolt be hasonlé eredményekrdl és a mikrospéra izoldlast
megel8z6 portok elékezelés hatékonysdgarol (CHO ES ZAPATA 1988, 1990; JIA et al. 1987;
RAGHAVAN 1988).
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A DH-elédllitds a nemesités mellett a kutatds szdmdra is fontos eszkoz. A DH populécick
felhaszndlhatéak genetikai térképezésre, pl. AFLP markerek (MAHESWARAN et al. 1997) és
RAPD markerek (AFzA et al. 2001) alkalmazdsaval. Lehetdséget biztosithat homozigéta
transzgénikus novények elddllitisara (CHAIR er al. 1996), illetve mutdnsok izoldldsdra
mind kémiai (LEE ES LEE 2002), mind fizikai (CHEN et al. 2001) mutagének esetén.
Magyarorszidgon a rizs tudomdnyos hattérrel tdmogatott honositdsa 1936-ban indult, és
Obermayer Ernd vezetésével rd is talaltak az elso, nagy sikerrel termelt fajtdra, a Dunghan
Shalira (SIMON-KISs 2005). Mivel hazank Eurépdban a rizstermesztés északi hatdra, a
nemesitok az eredményes termelés zdlogét, az abiotikus és biotikus stresszek gyakori és
siilyos hatdsa miatt, szinte a kezdetekt6l fogva a legijabb tudomdnyos eredmények
gyakorlati hasznositdsaban lattdk (HESZKY ES PAUK 1975). Igy sziiletett a Nucleoryza fajta
a mutagén kezelés alkalmazédsdval (SIMON-KISS 2001), és az elsé hazai biotechnolégiai
modszerekkel eldallitott novényfajta, a Déama, a szomaklondlis variabilitdis (HSC)
felhasznalasdval (HESZKY ES SIMON-KISS 1992; HESZKY er al. 1996). Az in vitro
androgenezis  tovdbbfejlesztésének kozvetlen gyakorlati haszndt bizonyitjdk a
kozelmultban elismert tovabbi rizsfajtdk, a Risabell, a Janka és az Abel, amelyek
‘nemesitése sordn a hagyomanyos pedigree moédszert kombinaltdk a haploid eldallitassal
(PAUK et al. 2009).

Az androgenezisen alapulé technikdk koziil a portoktenyésztés a novénynemesités
széles korben elterjedt eljardsdnak szdmit, az izoldlt mikrospdra tenyésztésnek azonban
szdmos olyan eldnye van (szomatikus szovetektdl mentes izolalt haploid sejtek,
androgenezis kozvetlen tanulminyozdsa), ami miatt a nemesitésben rendkiviil fontos
szerephez juthat a jovoben. Ezért munkénk sordn a korabbi eredményekre épitve az izolalt
mikrospéra tenyésztés moédszerét kivantuk  tovdbbfejleszteni hazai  rizsfajtdk
felhasznalasdval.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgdalatainkhoz jé vdlaszadd képességli rizs genotipusokat vdlasztottunk (D8 és J16),
amelyek a hazai rizstermesztés meghatdrozé fajtdi. A kisérletekben haszndlt donor
genotipusok bugdit a HAKI Galambosi Rizskisérleti Telepén gy(jtottiik be. A mikrospérak
idedlis fejlettségi allapotdt (kései egy sejtmagvas vakudlumos éllapot, korai két sejtmagvas
dllapot) a helyszinen mikroszkoéppal ellendriztiik.

Eldkezelések és a mikrosporak izolalasa

A begyiijtott bugdkat csapvizzel toltott lombikokban, mianyag zacskéval lefedve, két-
hdrom hétig hideg el6kezelésnek (4°C) vetettiik ald a GK Kft. hidegkamrajdban.

A hideg elékezelés utdn Ujbdl ellendriztiik a mikrospérak fejlettségi allapotdt, majd a
bugdkat alkoholos &blités (70% etanol, 1-2 perc) utdn 20 percig 2-3 csepp Tween 20
detergenssel kiegészitett 50%-os hdztartdsi hipé (2,5% nétrium hipoklorit) oldatban
sterileztiik. Ezutdn a bugdkat steril vizzel Oblitettiik le. A portokokat steril 5 ml 0,3 M
mannit oldatot és 200 mg/ml cefotaxime antibiotikumot tartalmazé 55 mm atméroji Petri-
csészékbe izoldltuk. A portokokat ezutdn 3 napig 32 °C-on s6tét termosztatban tartottuk, az
elékezelés sordn a mikrosporak szinkronizalddtak. ‘

A mikrosporak izoldldsat a kordbban publikdlt protokollnak megfelelden végeztiik
sirliség gradiens centrifugéldssal (LANTOS et al. 2005). A mikrospérdkat 35 mm atmérdji
mianyag Petri-csészében 1,5 ml tenyésztd tdpoldatokban (I, C, CHB3.60, CHB3.90)
tenyésztettilk. (1. tdblazat) legaldbb négy ismétlésben. A CHB3gp és a CHB3.g a
tdpoldatokhoz adott maltéz mennyiségében kiilonboztek. A tdpoldatokban a mikrospérak
koncentricidja koriilbeliil 30000 db/ml volt.
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1. tablazat A rizs mikrosp6rak tenyésztésére alkalmazott tdpoldatok (I, C, CHB3) és a
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A tenyészetekben fejloddé kalluszokat a 2-3 mm-es nagysdg elérése utdn tovdbb
tenyésztettiik szildrd tdptalajon, majd a fejlddd kalluszokat regeneralé tdptalajra (24°C, 16
6ra megvilagitas) helyeztiik.
Az adatokat statisztikai mddszerekkel (egytényezds varianciaanalizis €s kétmintds t-préba)
elemeztiik a Minitab statisztikai programcsomag segitségével. '
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EREDMENYEK

Kisérleteink sordn, kordbbi eredményeinknek megfeleléen a portokok 3 napon 4t tarté
0,3 M mannit oldatos el6kezelése utdn izoldltuk a mikrospérakat, ez az el6kezelés alapvetd
feltétele volt a hatékony tenyésztési folyamatnak.

A rnizs izoldlt mikrospéra tenyésztésének optimalizdlasdhoz két j6 vdlaszadé képességii
genotipust (D8, J16) vélasztottunk ki, amelyek korabbi kisérleteink alapjdn jé vélaszad6
képességgel rendelkeznek portokkultirdban. A tdpoldathatds mértékét az indukalt
kalluszok, albindé és zo6ld novénykék szamdnak valtozdsdn keresztiil vizsgdltuk meg.
Kisérleteinket négy tapoldattal folytattuk (I, C, CHB3.60, CHB3.90).

A D8 és a J16 genotipus esetében is a fejlodott kalluszok, a regenerdlt z6ld és albiné
novények szdma széles hatdrok kézott mozgott (2. és 3. tdblazat).

2. tablazat Kiilonboz6 tapoldatok hatdsa a D8 rizsfajta izoldlt mikrospéra tenyésztésének

hatékonységdra.

KALLUSZ e ZOLD
< ATLAG* ALBINO NOVENYEK | REGENERANSOK
TAPOLDAT ATLAGA* -

(DB/PETRI- (DB/PETRI CSESZE) ATLAGA,

CSESZE) (DB/PETRI CSESZE)
Li 54,0° 15,8 0,5
C 341,0° 22,0 2,3
CHB3.60 285,0° 17,3* 0,3
CHB3.99 291,0° 32,3 3,7

* Az egyes oszlopokban 1évd kiilonboz6 betilk a szignifikdnsan kiilonbozé értékeket jelolik 95%-os
biztonsag mellett.

3. tablazat Kiilonboz6 tdpoldatok hatdsa a J16 rizsfajta izoldlt mikrospoéra tenyésztésének

hatékonysdgdra.

KALLUSZ AN ZOLD
) ATLAG* ALBINO NOVENYEK REGENERANSOK
TAPOLDAT ATLAGA* .

(DB/PETRI (DB/PETRI CSESZE) ATLAGA

CSESZE) (DB/PETRI CSESZE)
Lni 53,3 0,3 0
C 86,7 ' 2,0 0,3
CHB3.49 312,7*° 0 0
CHB3.90 343,3° 0 0

* Az egyes oszlopokban 16v$ kiilonbozé betitk a szignifikdnsan kiilonbozd értékeket jelslik 95%-os
biztonsdg mellett.

A D8 genotipus esetében a zold novények gyakorisiga nem tette lehetdvé az adatok
statisztikai elemzését, az albind novények szdmdnak vizsgdlata sordn nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget az egyes kezelések kozott. A mikrospdra tenyészetekben jelentds
mennyiségii kallusz fejlodott (1. dbra), amelyek szdmdra a C és a CHB;.49 illetve a CHB1.99
tdpoldatok bizonyultak a legelénydsebbnek.

A J16 genotipus izoldlt mikrospéra tenyészetei esetén a CHBj; tdpoldat mindkét
véltozatdban jelentOs kalluszképz6dést figyeltiink meg (dtlagosan CHB3.60- 312,7 és CHBs.
o0- 343,3 db/Petri csésze), ezek kimutathatéan is hatékonyabbnak bizonyultak az in vitro

androgenezis indukcidjéhoz.
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1. abra Rizs mikrospéra eredetii kalluszok a tenyésztés harmadik hetén.

A regenerdciés folyamat sordn azonban rendkiviil csekély novényfejlodést tapasztaltunk,
minddssze a C tdpoldatbdl sikeriilt z6ld novényt regenerdlnunk a J16 genotipusbél. Mivel a
D8 esetében is alacsony volt a z6ld novények szdma, illetve az albiné novények ardnya
magas volt, ezért a hatékony novényregenerdlds tovabbra is kritikus pontja a mikrospéra
eredetii DH novények hatékony eldallitasanak.

KOVETKEZTETESEK

Az izoldlt mikrospérdk tenyésztése szdmos olyan elvi eldonnyel rendelkezik, amely a
novényregenerdcidés hatékonysdg novelése esetén jelentds gyakorlati hasznosithatésdgot
biztosithat. Jelenleg az 4ltalunk alkalmazott rendszer a gyakorlatban még nem
alkalmazhat6é rutinszeriien, szemben a portoktenyésztésre alapozott DH eldallitassal
(HESZKY ES SIMON-KISS 1992; HESZKY et al. 1996; PAUK et al. 2009).

A tdpkozegek hatdsdanak vizsgdlata sordn a C és a CHBj; két vdltozata bizonyult a
leghatékonyabbnak a tenyészetekben fejlodott kalluszok szamdra a két donor genotipustol
fliggden eltéré mértékben. A tdpoldatok tovabbi vizsgdlatit és finomitdsat indokolja, hogy
a tenyészetekben gyenge regenerdlé képességii kalluszok alakultak ki, szemben a
rutinszertien alkalmazott biiza mikrospéra tenyésztéssel, ahol nagyszamu j6 regenerdld
képességli mikrospora eredetli embrioid fejlodését regisztrdltdk (INDRIANTO et.al 2001), az
albinizmus biiza esetében is probléma. Statisztikailag nem igazolhat6 kiilonbséggel, de a C
tapoldatban fejlodott kalluszokbdl regenerdltunk zold novényeket mindkét genotipus
esetén, amely megfigyelés megegyezik LENTINI et al. (1995) beszdmoldjdval a maltéz és
az eziist-nitrat elonyos szerepérdl az androgenezis indukdldsa sordn.

KOSZONETNYILVANITAS

A szerzok koszonetiiket fejezik ki Fehérné Juhdsz Erzsébetnek, Kétai Evéanak és Mihdly
Rébertnek lelkiismeretes munkdjukért és értékes tandcsaikért.
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