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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2,4-D 2,4-dikl érfenoxi-ecetsav

B5 B5 taptalg] (Gamborg et al., 1968)
BAP 6-benzil-amino-purin

GA; gibberellinsav

GUS b-glUkuronidaz

IES indol-3-ecetsav

ISSR Inter Simple Sequence Repeat

IVS indol-3-vajsav

KIN Kinetin

KM KM taptalg (Kao és Michayluk, 1975)
L2 L2 téptalg (Phillips és Collins, 1979)
LS LStaptalg (Linsmaier és Skoog, 1965)
MS MS taptalgj (Murashige és Skoog, 1962)
NES a-naftil-ecetsav

PCR Polymerase Chain Reaction

PEG polietilén-glikol

PVP polivinil-pirrolidon

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
Ri gyokérindukal 6 plazmid

SH SH taptalg) (Schenk és Hildebrandt, 1972)
SPAR Single Primer Amplification Reaction
SSR Simple Sequence Repeat

Ti tumorindukal 6 plazmid



1. BEVEZETESESCELKITUZES

A |6bab (Vicia faba L.) az egyik legrégebben termesztett kultirnévény. A jelenleg is
folyo kutatéasok szerint szérmazési helye K6zép- és Nyugat-Azsia. Régészeti leletek szerint
termesztéshe vonasa a Neolitikumban tortént és a korszak méasodik felében terjedt el
Spanyolorszag, Portugdlia és Kelet-Europa szerte. |.e. 3000-ben a |ébab termesztése
atalanos volt a Foldkozi-tenger kornyékén és a mai Eurdpa terlletén. Ma a vilag nagy
részén termesztett hivelyes, bar Eszak-Amerikéban és Ocednidban csak a kdzelmiltban
vonték kdztermesztésbe.

Mivel nem tartozik a vildg mezégazdasdgédt meghatéarozd novényfajok kozé, a vele
kapcsolatos -biotechnol6gidt megalapozo- élettani, genetikai ismeretek messze elmaradnak
a felett mezégazdasaggal rendelkezé orszagokban termesztett fontosabb kultlrnéveé-
nyekétsl. A citologia kutatasok kedvelt objektuma, mert kromoszémaszama kevés (n=6) és
kromoszébmé nagyok. A vizsgaatok eredményeként a citogenetikgara vonatkozd
ismeretek jelentésen kiboviltek. Ez ugyan ad valami segitséget a biotechnologia
alkalmazésahoz, de kevés ahhoz, hogy gyors és &tiit6 sikert érjunk el.

A biotechnol6giat megalapozd ismeretek részleges hidnya, a gazdasagi jelentéséghdl
fakado periférikus helyzete végill is azt eredményezte, hogy napjainkban kevés kisérletes
eredményt kdzoltek aldbab biotechnol6gidjaval kapesolatban.

Abbdl a célbdl, hogy a génsebészeti, vagy sejtgenetikai modszerek barmely fand
alkalmazhaték legyenek, ki kell dolgozni vagy adaptalni kell -ha lehetséges- azokat a
technikakat, melyek lehetévé teszik, hogy az adott fa szomatikus (2n) és haploid (n) a
sejtjeibél, illetve protoplasztjaibdl névényt lehessen regenerdni. Az 1. tablazatban lucerna
és a l6bab in vitro ndvény regenerdlds helyzetét mutatja be. A téblézat egyértelmiien
szemlélteti, hogy a I6bab esetében gyakorlatban is alkalmazhatd, kész névény — sgjt —
novény rendszerekkel egyik ploidszinten sem rendelkeziink.

A genetikai manipulécié alapjan a biotechnikékat az 1. dbrén bemutatott séma alapjan
csoportositjuk. A harom f§ teriiletrél ltalanossagban az aé&bbiak mondhatok el a [ébabbal
kapcsolatban (alucernaval dsszehasonlitva):

1. Géntechnolégiai modszerek: minddssze néhany, kevéshé reprodukalhaté eredmeényt
mutaté kozlemény jelent meg a lébab transzformaciordl (lucerna sikeres transzformaciéjéa
rél mar 1986-ban beszamoltak, Dedk et al., 1986).



1. téblazat
A novény-segjt-névény rendszer helyzete
In vitro tenyészet Viciafaba L. Medicago sativa L.
|. Szomatikus sejt (2n)

1. Kalluszindukcié + ++
2. Kallusztenyésztés + ++
3. Kallusz — novény + ++
4. Sejtszuszpenzio + +
5. Sgt — novény - ++

I1. Haploid sejt
1. Pollen — novény - +
2. Ginogenezis - -

I11. Protoplaszt (2n, n)
1. Protoplaszt izoldlas + ++
2. Protoplaszt tenyésztés + ++
3. Protoplaszt — névény + ++

(++ = arendszer készen all; + = az eredmény nehezen reprodukal hatd; - = nincs sikeres
kdzlemeény)

( Biotechnoldgiai eljarasok )

( Uj biotechnoldgiak )| Hagyomanyos biotechnol6giak |

Szikebb értelemben vett genetikai manipulécio Tégabb éREIem.ben,v.en genetikal
manipulacié
| Géntechnoldgiai médszerek | | Sejtgenetikai moédszerek | Reprodukci6 (szaporodas) biotechnikai

1. dra A novényi biotechnolégia eljarésok csoportositasa

2. Sejtgenetika és szovettenyésztés: kevés kozlemény van a sikeres fluzidt kovetd
szomatikus hibridek eldlitdsardl (nobvény regenerdcié nélkil), tovabba muténsok,

szomaklonok izoldlasérdl (lucerna esetében fajhibrideket dlitottak el protoplasztfizidval



és szamos szomaklont regenerdtak és teszteltek a nemesitésben, Dudits és Praznowsky,
1985, Li et al., 1993, Pupilli et al., 1995, Nenz et al., 1996).

3. Szaporodas biotechnikai: szomatikus szovetekbdl (merisztéma, hipokatil, stb.) a
novényregeneracio sikeres volt, ami a virusmentesités és szaporités alapjait teremtheti meg.
Haploid ndvényeket pollenbsl (mikrospordbdl) még nem dlitottak €6 (a lucernanad az in
vitro androgenezis mér ismert, Zagorska és Dimitrov, 1995).

Ma a morfologia markerek mellett egyre nagyobb jelentésége van a molekularis
markereknek, nemcsak az aapkutatasban, hanem az alkalmazott kutatasban is, igy pl. a
novénynemesitésben. A korabban alkalmazott izoenzim és RFLP markerek mellett
novekszik PCR-alapl markerek jelentdsége, részben az izoenzimes rendszerek korlétozott
mértéki polimorfizmusa, részben pedig az RFL P-technikdk idé- és koltségigénye miatt. A
I6bab esetében mar szamos gént azonositottak a faj genomjdban (pl. legumin, vicilin),
amelyekkel sikerrel transzformaltak méas novényfajokat (pl. dohanyt). A mediterran
régidban termesztett fajtak gyiijteményében megallapitottak a genotipusok kdzotti genetikai
diverzitést. Az egyes gének kapcsoltsagi fokanak megdllapitasira rendelkezésre dlnak
RFLP és PCR markerek (Link et al., 1995, Torres et a., 1993). A hazai, kdztermesztésben

levé fajtakrdl azonban még nincsinformacio e téren.

Osszefoglalva megallapithatd, hogy a lI6babnd a legtobb sejt- és szovettenyésztési
technikét kiprébaltak, azonban a médszerek kidolgozatlansdga miatt a kezdeti eredmények
a gyakorlatban biztonsdggal nem alkalmazhatok. E nézdpontbdl tehét legfontosabb feladat a
kurrens sejtgenetikai és szaporodas biotechnikai eljarasok kidolgozésa és adaptdasa
[6babra, tovabba tesztel ése killonbozé felhaszndlasi célokbal.

A fentiek alapjan a dolgozatban ismertetett vizsgélatokat a kdvetkezé célkitizésekkel
végeztem €l:

- a merisztéma tenyészetek fejlsdését befolyasolé tényezdk vizsgalata (a genotipus, a
kiil6nbdzs 1zoladtumok, a taptalaj ndvényi hormon tartalmanak hatasa);

- az in vitro vegetativ mikroszaporitas lehetgségeinek tanulményozasa eltérd eredetii
izolatumokkal;

- szomatikus sgjtkultirak (kallusztenyészetek) | étesitése;

- PCR-technikara alapozott genom sszehasonlitas néhany genotipusnal.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A I6bab rendszertani besorolasa, botanikai jellemzéi
A l6ébab (Vicia faba L.) a bikkény (Vicia) nemzetségbe tartozik. A nemzetség
rendszertani besorolsa:
Torzs: Angiospermatophyta (zarvatermék),
Osztély: Dicotyledonopsida (kétszikiiek),
Alosztdly: Rosidae (rozsaalkattiak),
Rend: Fabales = Leguminosales (hiivelyesek),
Csaléad: Fabaceae = Papilionaceae (pillangdsviragiiak),
Nemzetség: Vicia (bukkony),
Faj: V.faba.

A fgj eredete maig nem tisztézott. Egyetlen vadon él6 rokona sincs, rendszertanilag
legkdzelebb a Vicia narbonensis L. (narboni biikkény) all hozza. A hasonld morfolégiai
felépités ellenére Iényegesen kilonbozik a két fa kromoszémaszama: V.faba - 2n = 12,
V.narbonensis - 2n = 14. A |6bab kromoszomak mérete és DNS tartalma viszont csaknem
kétszerese a rokon fajénak, amely az ismétléds repetitiv. DNS szekvencidkkal
magyarazhat6 (Raina és Ogihara, 1995).

Az dtalanosan elfogadott nézet szerint a V.faba géncentruma Kozel-K el eten taldl hato,
6salakjét (V.faba var. paucijuga Alef.) jelenleg Afganisztanban és Indidban termesztik. A
kiilonb6z6 méretii és alakl magokra tortént szelekcié eredményeként ebbdl a véltozatbol
fejlodtek ki az aldbbi varietasok:

var. faba (disznébab) (var. megalosperma Alef., var. major Harz.): a mag mérete 25-35
mm hosszd, illetve széles, 8-10 mm vastag, felszine lapos, sima, vagy homor(; ezer-
magtomeg 1000-2400 g, szélsdségesen el6fordul ennél nagyobb tdmegii mag is;

var. equina Pers. (nagymagvu I6bab): a mag 12-20 mm hosszd, ill. széles, 5-8 mm
vastag, felszine lapos, sima, vagy homor(; az ezermagtdmeg 500-1000 g;

var. minor Peterm. (kismagv 16bab): a mag mérete 5-9 mm hosszd, ill. széles, 5-8 mm
vastag, alakjainkabb gémbdlyt, felszine sima, ezermagtémege 500 g alatti (Cubero, 1974).

A 16bab egyéves, lagyszari ndvény. Magyarorszagon csak tavaszi vetésidejli fajtékat
termesztenek. A vildg szubtrépusi klimgji orszégaiban azonban 6szi vetésii fajta is
megtaldhatok. Allorhizas gyokérzete a gyokocskébdl képzds fogyokérbél és oldal-
gyokerekbel dl. A fégydkérrendszer orsd alaku, erételjes, &mérsje a gydkérnyaknd 10-14

mm, szine sttétbarna. A gyokérgimoékben nitrogénfixdld baktériumokat (Rhizobium
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leguminosarum bv. viciae) taldunk. Az endomikorhizés asszociéciok is jellemzék a névény
gyokerére. A szar feldl6, simafelliletii, szine zold, éretten barnés, vagy barnés-fekete, rajta
négy, kiemelkeds borda fut végig, nagyobb tenyészteriiletii helyeken elagazhat. Hossza
leggyakrabban 80-120 cm kozétt valtozik. A primer lomblevél tojasdad alakd, 2-3 cm
hosszl. A levéllemez szine zold, felllete sima, a levélszél ép, a levélnyél hossza 1,5-2,0
cm. A levélnyd alapi részénél két, haromszog alak( pdhalevél tadhatdé. A parosan
szérnyalt, 2-6 pér, tojasdad alaku, sima feluletli, ép szélii levélkébol allé Gsszetett levél
kékeszdld szinii, hossza 8-10 cm. A levelek szort dlléstiak. Viragzata dsszetett furt, az egy
virégban taldhat6 fakultativ idegen termékenyilé zigomorf viragok szama 2-8 db. A virég
tipikus pillang6svirag, rendszerint fehér alapszinti, hossza tébbnyire 20-30 mm. A vitorlan
kilonféle szinezédések figyelheték meg, ezek gyakran zoldesek, lildk, vagy barnasak.
Ismertek teljesen fehér viragszini fajtdk, ezek tannintartalma kisebb. A csésze 5
csészelevélbol al. A virdgok 10 porzdlevelet tartalmaznak. A felsallasi maghaz egyetlen
termélevélbol al, amelynek hasi oldalan tébb magkezdemény (legtdbbszor 3-5) képzddik.
A virégzés az also noduszoktdl indul felfelé a széaron. A ndvények teljes viragzasanak
idétartama kornyezetfliggd, évente atlagosan 25-30 nap. A teljes virédgzat hossza 6-10 cm.
Noévényenként rendszerint 6-12 viragfirt taldhatd, melynek szdma elsésorban a névény
magassagatol figg. A hivelykezdemény feldllo, mely az érés felé lecsiingé is lehet. A
hively formaja alapjan lehet kerekded, a diszndbaboknd azonban mar lapitott. Ez a szerv
kezdetben hlsos, szine z6ld, éréskor azonban mér |ehet fekete, barnés-fekete, ritkan sziirke.
Alakja a kismagvl fajtékndl legtobbszOr egyenes vagy gyengén hajlott, kerek. A
nagymagvu I6babok hiivelye erésen hajlott, lapos, a magvak ezekben sokka jobban
tapinthatok. A hiivelyek dtalanossagban 50-150 mm hosszliak és 10-20 mm szélesek, 2-7
magvuak. Az els§ hiivelyek rendszerint a ndvény 5. vagy 6. néduszéan fejlddnek ki. A
legkordbban virdgzé ndduszokon taldlhatdé gyakran a legtobb termékenydilt virdg. A
novényenkénti termékenylt virdgok szama a legtobb esetben nem éri el az dsszes virag 10-
15 %-a. A mag adakja, mérete és szine is rendkivil formagazdag. Nagysagara és
ezermagtomegére nézve ez a fajték hazai osztdlyozésanak az alapja. A maghé rendszerint
sarga, fako-sérga, csontszini, de el6fordul barna, sét fekete szinti mag is. Tartésabb térolés
esetén még a vildgosabb szinii magok is megsotétednek. A koldok rendszerint a maghéj
szinénél sbtétebb, a sotét fajtaknal annal vilagosabb (Kajdi, 2001).

A fajtak gazdasagi értékmérd tulgjdonsdgal kozll a teriiletegységre jutdé magtermés, a
tenyészid6 hossza, a viragzéas kezdete, a virdgzas idétartama, a ndvényenkénti nddusz- és

termé ndédusz szam, a novényenkénti hively- és hlvelyenkénti magszdm, a ndvény-
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dlomanyok magasséga, az aso hively talaszintt6l mért tavolsdga, a szérszilardsag, az
ezermagtomeg és a rozsdarezisztencia a legfontosabbak (Kajdi, 1999).

2.2 A l16bab sgjt- és szdvettenyésztés modszer e, eredményei

A novényi segjt- és szovettenyészetek egyik lehetséges csoportositasi modja az izoldtum
eredete szerinti klasszifikéacio. E szerint megkil 6nboztetiink:

- embridkultarét;

- generativ szervek kultdrait (portok, pollen, ovarium, ovulum, endospermium, stb.);

- vegetativ szervek kultUrait (merisztéma, gyokér, hajtas, levél, hagyma, gumé, stb);

- szomatikus sejtkultirakat (kallusz, szuszpenzid, fermentacid, protoplaszt, mesterséges
mag, stb.);

- sgitgenetikat (szomaklénok, mutansok, protoplasztfizio, cibridizécio, organellum-
avitel , sth.)

- géntechnol 6giét (génizoldlas, DNS-szintézis, vektorok, transzformécio, transzgénikus
novényregenerdlas, sth.) (Dudits és Heszky, 2000).

A 16babnal - mint ahogy a bevezetésben mér emlitettem - csak kezdeti sikereket értek
el az egyes tenyészet tipusoknal. A teljesség kedvéért nemcsak a vizsgaatokhoz szorosan
kapcsol6do kultdraknadl ismertetjik az eddig elért eredményeket, hanem réviden az dsszes
tobbind is.

2.2.1 Embridkultirak

Az embridtenyésztés sorén az embridgenezis kilonbdzé fejlédés stédiuméban levd
zigotikus proembri6t steril feltételek kozott ki kell prepardnunk az embridzsakbdl és olyan
szilard téptalgj fellletére kell helyezniink, mely tartalmazza mindazokat az anyagokat
(makroelemek, mikroelemek, vitaminok, ozmotikumok, hormonok, szacharéz, stb.),
melyek szikkségesek a normdis embridfeglédés fenntartasdhoz. Az inkubécié sorén
megfelelé hé- és fényviszonyokat is biztositani kell. Az embridk, befejezve fejlddésiiket
,Kicsiraznak” és bellik normdl ndvények fejlddnek.

A modszer gyakorlati jelentdségét az adja, hogy olyan esetekben is kaphatunk
novényeket, amikor in vivo az embriogenezisnek valamilyen akaddya van, pl.
inkompatibilitds. Végeredményben olyan U(j fa- és nemzetséghibrideket tudunk a
eléalitani, melyek a felléps inkompatibilitas miatt a természetben nem johetnek |étre.
Ezekben az esetekben a hibrid embrié abortdldsdt a mesterséges felneveléssel
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megakadalyozzuk. Tovébbi alkalmazés lehetéség még az Oninkompatibilitas, a hosszu
csiranyugalom lekiizdése, az évente el 6allithatd nemzedékek szamanak novel ése.

A Vicia nemzetséghen szamos interspecifikus hibridizaciordl beszamoltak mar. A
vizsgélatokat elsésorban genetikal kapcsolatok tisztdzasa érdekében végezték. Nagy
jelentésége lenne a bizonyos koérokozdkkal szembeni rezisztencidt mutatd Vicia fgjok
hibridjei el6alitdsanak embridkultiraval. Pl. a Vicia narbonensis rozsda (Uromyces viciae-
fabae) és aszkohita (Ascochyta fabae) rezisztens. Y amamoto (1984) kariotipus és izoenzim
tanulmanyokat végzett V.faba és V.narbonensis fgjokon. A fajkeresztezések azonban
sikertelenek voltak. Roupakias (1986) anatémiailag is igazolta, hogy a mesterséges
megporzast kdvetsen a termékenytilés bekdvetkezik, azonban az embrié abortdl. A hibrid
embrié 20 nappal a megporzast kdvetéen pusztult €. A hibrid embridk megmentését
vizsgélta Lazaridou et al. (1993). A nagyon fiatal ovulumok (1,0-1,8 mm-es) tenyésztése
nem jéart sikerrel, azonban az dntermékenydilt, in vitro hiivel ytenyészetekbél a megporzast
kovets 4. (V.narbonensis) ill. 11. naptdl (V.faba) izoldlt embridkbdl éetképes ndvényeket
neveltek fel. A megfelel6 keresztezési partnerek (genotipusok) kivéalasztésaval, majd ezt
kovetéen az embridkultira kidolgozésaval Vicia fajokra, az abortdast megel6zéen

Kipreparalt hibrid embriokbadl in vitro, hibridek lennének felnevel heték.

2.2.2 Generativ szervek kultdréi

A |b6bab esetében a gyakorlati felhaszndlas szempontjabdl a generativ szervek
tenyészetel kozll legnagyobb jelentésége az androgenetikus haploidoknak van. A mikro-
spora fejl6désének korai stdiumaban a tovabbfejl6dés iranya még nem determindlt. Ez a
tény adja az elvi lehet6segét annak, hogy a pollen fejl6dését az in vitro portokkultirdban a
mikrogametogenezis helyett sporofita iranyba téritsik €. Az in vitro androgenezis soran
soksgjtes ,, pollenszem” alakul ki, melybsl embrié- vagy organogenezis indukciéval haploid
novényeket nevel hetiink fel.

A haploid segjt- és szOvettenyészetekben a recessziv tulgjdonsagok el6fordulasi
gyakorisiga jova nagyobb, mint a diploidokban: Ebbél kifolydlag a modszer gyakorlati
jelent6ségét az adja, hogy a haploidok rediploidizécidjaval ,homozigéta' stabil, tovabbi
szelekciot nem igénylé diploid novények dlithatok €. ily modon pl. a hibridkukorica
el6dlitas aapfeltételét jelentd beltenyésztett vonalak el6dlitasdnak és dtaldban a
mezégazdasagi névények hibrid nemesitésének idejét -az évekig tarté szelekcid kikiiszo-
bolésével- legaldbb felére lehet csbkkenteni.
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A gamétédk a meidzis soran leatsz0dd rekombinéciod (crossing over, homoldgok
véletlenszerii szétvaldsa) miatt genetikailag kildnbdzéek. A haploidia lehetévé teszi, hogy
a gamétak szintjén jelentkezé genetikai valtozatossagot -a masik gaméta hatasa nélkil- az
intakt ndvények szintjére hozzuk. Ez a gametoklondlis variabilitds ma még egyedilall6 az
éévilégban (Dudits és Heszky, 2000).

A pillangos, illetve abrakhiivelyes ndvényeknél jelenleg kevés irodami adat van az
androgenetikus haploidokat illetéen. lvers et a. (1974) kalluszindukciordl szamoltak be
szbja (Glycine max (L.) Merr.) anthera kultdréiban. Kilonbozé taptala) dsszetevok hatésat
vizsgéltdk a kallusz és/vagy novényfejlédésre. Embrioid fejl6dést, illetve ndvény regene-
raciot nem figyeltek meg a diploid kalluszon, ami a szévet szomatikus eredetére utal.

Lobabnal csupan néhany kisérleti eredményrél szdmoltak be az androgenetikus
haploidokkal kapcsolathan. Paratasilpin (1984) az in vitro pollen-ndvekedésre és -fejldésre
legmegfelel6bbnek az MS alaptépkozeget (Murashige és Skoog, 1962) taldta, modositott
vitamin és aminosav kiegészitéssel (mezo-inozit 100 mg/l, glicin 2 mg/l, tiamin.HCI 0,5
mg/l, nikotinsav 5 mg/l, piridoxin.HCI 0,5 mg/l, folsav 0,5 mg/l és biotin 0,05 mg/l).
Soksejitmagvas pollenszemek fejlédtek a 0,2 mg/l kinetint tartalmazo taptalajon. A
szachar6z 3 %-0s adagoldsa volt a leghatasosabb a tenyészetekben. A soksgitmagvas
pollenek féleg a vegetativ sejt osztdédasa révén keletkeztek. Hét sejtbsl  alé
proembrioidokat is megfigyelt 0,2 mg/l kinetin (KIN), 0,1 mg/l a-naftil-ecetsav (NES) és
5,0 mg/l 2,4-dikl6rfenoxi-ecetsav (2,4-D) kiegészitéssel. A proembrioidok tovébbfejl 6dését
azonban nem tapasztalta. A ndvény fizioldgia &lapotét vizsgalva a tenyészetek fejlédésére
rnegdllapitotta, hogy a hidegkezelés nem jéart tartds hatéssal, valamint a szabadfdldi,
majushan gyiijtétt portokok alegmegfelel 6bbek a haploid indukcidraldbabnal.

Két lobabfajta és néhany F2-F3 hibrid anthera kultlrdit vizsgalta Golyshkina és
Golyshkin (1987). Osszesen 14 téptala) kombingciot, valamint a bimbok hével tortént
el6kezelését (2-10 és 30-35 °C) értékelve megdlapitottdk a 3-6 napig tartd, 4-8 °C-os
kezelés, valamint a téptalgok fitohormon tartaima fokozta a haploid produkciét. A
hibrideknél nagyobb haploid indukci6t figyeltek meg.

2.2.3 Vegetativ szervek kultlréi

A vegetativ szervek tenyészetei kozil legnagyobb jelentésége a merisztéma és
hajtaskultiraknak van. Az emlitett tenyészet tipusok a vegetativ mikroszaporitds f6
technikgjat jelentik. A novényeknek -eltéréen més él6 szervezetektdl- a rigyekben,
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hajtascsiicsokban van egy sajétos differencidatlan sejtekbdl allé szdvete, a merisztéma,
amely a novény élete soran megtartja osztoddképességét. Ennek miikddése hiztositja a
novény hossziranyl névekedését. A nyitva- és zarvatermd novények fold feletti részeinek
novekedése tulajdonképpen a cslicsmerisztémakban lejatszdéd6 osztddasok, sejtmegnyllés
és differencid édas kovetkezménye. A merisztéma améréje alagosan 0,1 mm, hossza 0,05-
0,3 mm. Amennyiben a hajtascslics osztddd zéngjat téptalajra izoldjuk, abbdl megfelel 6
inkubécids feltételek esetén hajtas fgjlodik. A taptalgjban Ujabb és Ujabb merisztémak
differencidlodasét indukdlhatjuk, ezzel a tenyészetekben felnevelheté névények szamét
jelentésen novel hetjik. Az utbbi évtizedekben bebizonyosodott, hogy e médszerrel elvileg
korl&tlan (milliés/milliardos) szaporulat érheté €l évente.

Az in vitro kultirdk kivald feltételeket teremtettek a virusmentesités és virus-
diagnosztizdlas Uj -részben biotechnoldgiai- médszereinek felhasznlasdhoz, ugyanis a
folyamatosan oszt6édo csticsmerisztéma bizonyos sejtrétegei még kérokozémentesek és ha
az izoldas csak ebbdl arészbol torténik, aregenerdlit ndvények is patogénmentesek lesznek.
A tenyészetekben a korokozomentes alapanyagok a tenyésztési feltételek -taptalq),
hémérséklet, fény, sth.- megfelel véltoztatdsaval, évi 1-2-szeri atoltéssal korlétlan ideig az
Ujrafert6z6dés veszélye nélkil fenntarthatdk, tarolhaték. A vegetativ Uton szaporitott
novények génbankban, véaltozatlan formaban térténd tartds taroldsa a hajtastenyészetekben
megol dhato.

A |bébab esetében beszamoltak hajtas- és merisztéma kultdrdkon alapuld vegetativ

mikroszaporitasrdl, de ténylegesen gyors szaporitdsi médszer nem all rendelkezésre.

2.2.3.1 Merisztéma tenyészetek

Az elsy sikeres hajtascsiics organogenezisr6l hajtésmerisztéma eredetli kalluszbdl
Galzy és Hamoui (1981) szdmoltak be. Az organogenezis vizsgdata soran hasznalt
tapkozegek tartalmaztak a tenyészetek indukcidjanal alkal mazott névekedés szabalyozokat,
de az auxinok és citokininek mennyiségét, valamint ardnyd megvaltoztattak. Hajtés
differencidlodast csak akkor tapasztaltak, ha az auxin NES volt. A hajtasfejlédésre
leghatésosabb kiegészitonek a 0,1 mg/l NES és 0,5 mg/l 6-benzil-amino-purin (BAP)
bizonyult.

Tegklova et al. (1984) faktoridis kombinacioban vizsgdta a NES és BAP hatasét 7-8
napos csirandvények tenyészé cslcsainak fejlédésére, modositott MS téptalajon, egy in

vitro mikroszaporitdsi rendszer kidolgozasa céljdbdl. A legnagyobb axillaris hajtas

14



proliferaciot 0,1 mM NES és 20 mM BAP kiegészitéssel érték el. Szubkulturanként
atlagosan 6 db jol fejlett hajtéast kaptak egy-egy izoldumbdl. Az explantdtumok regenerdl 6-
képességiket hosszll ideig megtartottak. Megfigyelték az explantdtumok feketedéssdl jard
nekrozisét is az in vitro tenyésztés soran.

Bieri (1985) szintén a BAP (1 mg/l) kedvez$ hatasardl szamolt be. Az in vitro fejl6dott
hajtasok gyokeresedését hormonmentes taptalajon indukdlta, a killtetett ndvények azonban
csak 30 %-os tulélést mutattak.

Schulze et al. (1985) nemcsak a hgjtascslics, hanem a ndduszok és hipokotil explan-
tatumok ndvény regenerécios képességét is vizsgatdk LS (Linsmaier és Skoog, 1965)
tapkdzegen. Foleg hipokotil eredetti tenyészetekbdl, 0,1 mg/l NES és 0,5 mg/l BAP
kiegészitéssel regenerdtak hajtasokat, amiket 2 mg/l indol-3-ecetsavat (IES) tartalmazé LS
taptal g on gyokereztettek meg.

Busse-Eisenreich (1986) kulonbodzé auxinok és citokininek hatasdt vizsgélta
csirandvénybsl szarmazd explantatumokon. Ertékelte az explantdtumok és a kalluszok
organizacios képességét. Abban az esetben, amikor az inokulum hajtéasmerisztémat is
tartalmazott mind a merisztémabdl, mind a merisztéma kalluszbdl a névényregenerécio
sikeres volt. Az epikotil, gyokér és embrié eredetii kalluszbdl csak gyokeret tudott
regenerdni. Az alevél merisztémakbdl kiindulva M S tapkézegen, 0,175 mg/l IES és 2,25
mg/l BAP hormon kiegészitéssel kapta a legtdbb hajtast. A gyOkereztetést hormonmentes
MS téptalajon végezte, 20 %-os hatékonysaggal. Az aacsony hatékonysagot késsbb
fokozni tudta 90 %-ra egy két |épéses gyokereztetési modszer kidolgozésaval, amelyben
maodositott MS taptalajt hasznalt (Busse-Eisenreich és Kunze, 1989). A tdpkdzeg N-
tartalmat csokkentette, hormon kiegészitoként az elss [épésben 2 mg/l indol-3-vajsavat
(IVS) és 1 mg/l kinetint, a masodikban 2 mg/l NES-at és 0,1 mg/l KIN-t haszndlt. A talajba
ki Ultetés utdn morfol égiailag normélis ndvényeket kapott.

Két babfgta (Phaseolus vulgaris L.) és a 'Coprosi' I6babfajta magjait csiraztatta
Mohamed et a. (1992) in vitro M S tapkozegen B5 (Gamborg et al., 1968) vitaminokkal, 30
g/l szacharézzal és vatozo koncentracioji BAP-na (2,5-5,0-7,5 uM) kiegészitve. A
csirandvényeket sotétben, vagy folyamatos megviléagitas mellett 22-24 °C-on nevelték. A
merisztéma szoveteket hordozé sziklevél és primer lomblevél ndduszokat izoldltak 14
napos csirandvényekhdl a csiraztatas soran hasznalt M S tépkozegre. A legtdbb regenerdlt
hajtast mindkét fajnd a sotétben nevelt novényekbdl szarmazé ndduszokon kaptak.
Optimalisnak az 5 UM BAP kiegészités bizonyult mind a csiréztatds soran, mind pedig a
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merisztéma kultiréknd. Amennyiben més szintetikus citokinineket, igy klérfenuront
(CPPU) vagy thidiazuront (TDZ) hasznaltak 0,25-1,0 uM mennyiségben, a regenerdlt
hajtasok szdma 2-5-szorosére emelkedett. A magasabb (2,5-50 uM) CPPU és TDZ
koncentracié fokozta a hajtasok megnyulasét és a kalluszindukciot. Hisztoldgia analizisek
igazolték az adventiv merisztémék kialakulasdt az in vitro tenyésztés 6-8. napjan. A

regenerdt utddok hasonld morfoldgiaval rendelkeztek, mint a magrol kelt egyedek.

2.2.3.2 Hajtastenyészetek

A hajtéstenyészet dtalaban gyokér nélkili hajtasok ndvekedését és fejlodését jelenti
taptalgjon, steril és kontrolldlt feltételek kozott. A mikroszaporitas a tenyészetekben fejl 6d6
hajtasokon, illetve azok hénaljéban differencia6déd rigyeken alapul. Az in vivo hajtésok
mellett a szOvettenyészetekben kialakult hajtasok is felhasznalhatok. A kultirékkal lehetové
vélik a legtobb ndvényfa tartds tenyésztése in vitro, mivel a hosszu idétartami tenyésztés
sorén a hajtédsok megtartjak regeneralddo-képessegiket és megfeleld feltételek kozott a
genetikal valtozasok valdszinisége kicsi.

Aubry et a. (1975) noddlis szegmentekre alapozva kidolgoztak egy eljarést hajtés-
tenyészetben torténé mikroszaporitasra, de ez széles kérben nem tudott elterjedni.
Kétnéduszos szérdarabokat gyokereztettek auxin (IES, NES) tartalmi téptalajokon.
L eghatasosabbnak mindkét hormontipusnél a 10° M-os koncentrécié bizonyult.

Martin et al. (1979) a de novo fenol-oxidacio altal kivaltott nekrézist 20 g/l aktiv
szénnel csbkkentette. Az internédiumok megnyuléasét 5 10° M gibberellinsavval (GA3), a
merisztémak differencidl6dasét 107 M GAs-val és 10° M BAP-nal kiegészitett, a hajtésok
gyokeresedését pedig ammabnium ion nélkuli taptalajon érték €.

Daniel (1986) csirandvények hipokotil régidibdl indukdlt tenyészeteket kiilénbdzd
taptalajokon. A regenerdlt hajtasokat feldarabolassal |, szaporitotta’, 6 atoltason keresztil. A
hajtdsok gyokérképzése csekély volt: a gyOkereztetésre két [épésben, csokkentett
ammoénium ion tartalmd hormonmentes, és 2,0 mg/l IES-val kiegészitett tapkozeget
haszndlt. A regenerdlt ndvények a talgjba killtetés utan gyenge fejlédést mutattak, gyorsan
virégoztak. A szaporitési réta ennek megfelel6en alacsony volt.

Csirandvényekbdl szarmazo, apikdlis merisztémékat hordozd hajtasokat tenyésztett
Gebre-Medhin et a. (1988). A feléds hajtésokbdl  kiilénbdzé  explantdtumokat
(csticsriigyek, néduszok) izoldtak 0,1 mg IESval és 0,5 mg BAP-nal kiegészitett B5

16



tapkozegre. A novényregeneracié kallusz fézis nélkil ment végbe, a tenyészetek 7-8
hénapon & megtartottak regeneréaci 6s képesseguiket.

Sayegh (1988) kilonboz6 izoldtumok hajtésorganizécids képeségeit tsszehasonlitva
megallapitotta, hogy a vegetativ mikroszaporités céljara a fiatal névények apikalis cslicsa,
noddlis szegmentjei, valamint az epikopil-hipokotil csatlakozasi régidja a legmegfelelébb.
A 4 hetes tenyésztést kovetd atoltassal gyokereztets tdpkozegen 2 genotipus 59 hajtasand
73 %-0s gyakorisagu gyokérfejl 6dést tapasztalt 5 hét elteltével.

Busse-Eisenreich és Kunze (1989) egy két |épéses gyokereztetési madszert dolgoztak
ki, amivel 20 %-r61 90 %-ra novelték a gydkeresedés gyakorisagét (a taptalaj hormon
kiegészitését a merisztéma tenyészeteknél mér emlitettem).

Selva et al. (1989) a nitrogénforras, tenyésztési homérséklet és az aktiv szén hgjtés-
tenyészetek gyokérképzésére gyakorolt hatasat vizsgdlta. Az alacsony homérséklet (14-18
°C) gétolta a fenolképzédést az explantdtumokban, ezéltal nem volt szilkség aktiv szén
kiegészitésre. Eredményeikbdl a nitrogénforras és hémérséklet komplex korrelécidjara
kovetkeztettek, amit azonban egy egyszerii torvényszeriiséggel nem tudtak leirni. Sziklevé
és sz&rnodusz eredetii kultdrékban hajtas multiplikéciot tapasztaltak, BAP jelenlétében.
Optimalisnak a4 mg/l BAP koncentrécio bizonyult. A szarndduszok eredeti elhelyezkedése
befolyasolta a ndvekedésserkent6k hatését, amit az apikdis dominancia utélagos hatésaval
magyaraztak.

Fakhrai et al. (1989) aszeptikusan nevelt csirandvények szardbdl, levelébil, gydkerébsl
és sziklevelébdl indukdlt tenyészeteket. Hajtds organogenezist csak a ndduszos
szardarabokon és sziklevél néduszokon tapasztaltak, MS taptalgion, 3 % szacharéz, 2,0
mg/l BAP és 0,2 mg/l NES hormon kiegészitéssel. A hajtésfejl6dés kalluszosodassal jart
egy(tt, amely szamos hajtasmerisztérnainicidlist tartalmazott. A kallusz hajtas regenerécids
képességét 9 honapig megtartotta. HisztolOgial vizsgdlatokkal igazoltak a merisztémak de
novo kialakulasat. A kapott hajtasokat 90 %-0s gyakorisdggal gyokereztették feles
toménységii. MS tépkdzegen, 1,5 % szachar6z, 0,1 mg/l NES és 0,5 mg/l KIN
kiegészitéssel.

Az etilén hatésdt vizsgdta Khalafalla és Hattori (2000) a szévettenyészetekbsl TDZ
hataséra regenerdlt | 6babhajtasok gyokérfejlddésére. Kiilonbdz6 vegylileteket teszteltek: az
etilén prekurzor aminociklopropan-1-karboxilsavat (ACC), harom etilén inhibitort: ezlst-
nitrdd  (AgNO3), acetil-szdlicilsav  (ASA), kobalt-klorid  (CoCl,), kilénbbzé
koncentracidkban: 1, 3, 5, 10 mg/l. Az ACC egyértelmiien gatolta a gyokérfejlédést. Ezzel

szemben az inhibitorok kézil az AgQNO; 3-10 mg/l-es koncentréci 6ban ndvelte a regenerdlt
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gyOkerek szamét, a gyokerek hosszét és novekedés rétgéat. Az ASA és CoCl, minden
koncentraci6ja fokozta a gyokérfejl 6dés hatékonysagét. Az eredmények igazoltak az etilén
gétl6 hatasat a TDZ indukdlta hajtasok gydkeresedésére, egyben megoldasul szolgdltak mas

fajok hasonl6 problémégjanak lekiizdésére is.

2.2.4 Sromatikus sejtkultarak, névényregeneracio
2.2.4.1 Kallusz és sgjttenyészetek, in vitro variabilitas

A kalluszkultira az in vitro dedifferenciacié indukcidjét igényli. A dedifferencid 6das
in vitro folyamata soran a téptalgra helyezett sejtek fokozatosan atprogramozdodnak,
elvesztik differencidtsagukat. E folyamat soran kapjuk a kalluszt, amely -az izolatum
kambidlis és parenchima sejtjeinek intenziv osztédasara visszavezethets- differencidatian
sejitek halmaza. Ezekben csak az osztédashoz és az alapveté anyagcsere folyamatokhoz
szilkséges gének mitkddnek. Potencidlisan tehat a sejtek barmivé differencidl dhatnak. A
kalluszosodés természetes és szintetikus citokininekkel és auxinokkal vélthatd ki. Az
intenziv kalluszképzés indukci¢jdhoz azonban a szbvetek belss auxinszintjét [ényegesen
meghaladd kilsé auxin koncentracio szilkséges. A szilard taptalajra izoldt inokulumbdl
fejlods primér kallusz, tébbszori &oltéssal -passzdlassal- folyamatosan fenntarthaté és
szaporithatd. A kallusz folyékony tépkozegbe helyezésével és folyamatos rézatésaval
elérheté a sejtek levdlasa, elkilonilése, majd a sejtszuszpenzid kialakuldsa. A novényi
sejttenyészetek alatt dltaldban a razatott szuszpenzios sejtkultirakat értjik, de sejttenyészet
[étesithet6 a sejtszuszpenzid szilard taptalajra val 6 kiszélesztésével, illetve a ndvényi sejtek
fermentdasaval is.

A 16bab in vitro kultdréit illetéen ez az egyike a leginkdbb kutatott terileteknek. Az
elsj tenyészeteket Venketeswaran mér 1962-ben indukdlta hipokotil explantdtumokbdl.
Ennek oka, hogy a kalusztenyészet barmilyen névényfajbdl kénnyen indukahatd és a
|6babsejtek kevés, azonban viszonylag nagy -tehét koénnyen vizsgdlhat6- kromoszomékat
tartalmaznak (Venketeswaran, 1963). Venketeswaran a kalluszindukciéhoz 1,0 M 2,4-D-
at ésNES-at haszndlt, 3 g/l éleszté kivonattal kiegészitett taptalajban.

Grant és Fuller (1969) gyokeérbdl indukaltak kallusztenyészetet 1 mvl 2,4-D és 5,0 g/l
élesztékivonat kiegészitéssel. Kisérletiikben az optimdlis kaluszndvekedés feltételeit,
valamint szuszpenziés kultirdhoz legmegfelelébb, laza szerkezetli kalluszszovet
kialakuldsat vizsgéltdk. Morfoldgiailag két eltéré szovettipust figyeltek meg, kémiai
analizissel igazolték alaza szerkezet és a sejtfal Gsszetevok kapcsolatét.
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KUlonboz6 taptala] Osszetevok hatésat vizsgélta Mitchell és Gildow (1975) epikotil
eredetii kalluszok gyarapodasara. Modositott SH tapkozegen (Schenk és Hildebrandt, 1972)
az optimalis hormonkoncentréacié KIN esetében 0,01 mg/l, 2, 4-D esetében 0,5 mg/l volt. A
nitrogéntartalom novelésével gyorsitani lehetett a kallusz proliferacidjat. A 0,5 mg/l-es 2,4-
D koncentracié gétolta az explantatumok gyokéresedését, amit hormonmentes kdzegen
megfigyeltek. A kallusz fenntartédsahoz a taptalajt kazein-hidrolizatummal vagy aminosav
keverékkel egészitették ki.

Cionini et a. (1978) citologial vizsgalatokat végeztek éretlen embrié eredeti
kalluszokon. Az indukciéhoz auxinokat (IES és 2,4-D), valamint KIN-t haszndltak
kilonb6z6 kombinacidkban és koncentréaciokban. A diploid és endoreduplikalt sejtmagok
valtozéasait vizsgalték a sgjtosztdédasok soran (DNS-tartalom, mitotikus index, stb.).

Roper (1979) gyokér és hajtés eredetli kallusztenyészeteket inditott. A folyamatos
szubkultiraldsok eredményeként -modositott SH tépkozegen- két, morfoldgiailag eltérd
szovettipust killonboztetett meg a gyokér eredetii tenyészetekben. Harminc napos szub-
kulturdldsok soran a gyorsan nové fehér, laza szerkezetii kalluszokndl harmincszoros, a
lassabban ndvekvd sarga, laza szerkezetiin kilencszeres névekedést tapasztalt. A mitotikus
index 4,3 % és 4,2 % volt. Szoros negativ korrelcidt figyelt meg a friss témeg gyarapodéas
és amitotikus index kozott. A hajtas eredetii kultdrdkban nem tortént jelentés elvaltozas. A
sarga kalluszokbdl folyékony tépkdzegben szuszpenzids tenyészeteket inditott, a
kulturakbdl regenerdlt kalluszok egy sejthél is szarmazhattak.

Martin et a. (1979) szérszegmentekbdl indukaltak kallusztenyészeteket, a ndvekedésre
legoptimdlisabbnak a 0,5 M KIN és 1 nM NES hizonyult.

Kulénbéz6 hormonok eltéré koncentracidit és kombindcidit vizsgdlta Pevalek et a.
(1980) hajtascsucs és éretlen embridk hipokotil eredetii kalluszkultdrdiban. Az explantatum
eredetének megfelel6en eltéréseket taldltak az optimalis taptalaj Osszetevikben. Az éretlen
embri¢ eredetii tenyészeteknél az M S alaptéptalaj 3 % szachardz, valamint 0,3 nM 2,4-D és
1,0 nM BAP kiegészitéssel, a hajtascstics eredetiieknél a B5 alapkdzeg 3 %-0s szachardz,
1,0 mM NES és 2,5 niM BAP hormonkiegészitéssel volt alegjobb.

Gazy és Hamoui (1981) hajtascsicsbdl indukatak kalluszokat. Auxinokat (NES és
2;4-D) 1 mgl/l, valamint citokinineket (BAP és KIN) 5 mg/l koncentrécidkban hasznéltak. A
hormonkiegészités befolyasolta a kalluszndvekedést és a tenyészetek organogenezis
képességét. A kaluszt alacsonyabb hormonszintii téptalgjra &oltva gydkér és hajtas
neoforméci6t tapasztaltak.
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Eretlen embrio eredetii explantatumokbdl |étesitett kallusztenyészetet Jelaska et al.
(1981) MS tapkozegen, 1,38 mM 2,4-D, vagy 0,92 mM 2,4-D és 1,0 nM KIN kiegészitéssel.
Hasonl6 ndvekedést tapasztaltak modositott B5 taptalgjon, 2,3 nM 2,4-D és 25,0 nM KIN
hormon-kiegészitéssel. A csak 2,4-D-at tartalmazd MS téptalgjon tenyésztett kalluszokat
atoltva feles toménységii MS-re 8-33 %-0s gyakorisaggal gydkérorganizaciot figyeltek meg
5,37 mVl NES kiegészitéssel, vagy 2,4-D nélkdl.

Tejklova et al. (1984) kalluszképzidést figyelt meg 7-8 napos csirandvények elss
cstcslevelének bazdlis részén, MS taptalgjon NES kiegészitéssel. Néhany esetben gyokér
organizaciot is tapasztaltak a kalluszokon.

Roupakias (1985) hajtascstcshal, epikotilbol, gydkérbdl, sziklevélbsl indukalt kallusz
tenyészeteket MS és B5 taptalgjokon BAP, NES és KIN kiegészitéssel. A magvak
aszeptikus csirdztatasa sorén 2,4-D-at haszndlt a tapkdzegben. Hajtas vagy gyokérfejl 6dést
csak az epikotil eredetii kultirédkban figyelt meg. A csiraztatds sorén adagolt 2,4-D
kedvezden befol yéasolta a tenyészetek organogenezis képességét.

Pan et al. (1985) modositott M S taptalajon levelekbdl indukalt kalluszokat 0,5-2,0 mg/l
NES hormon kiegészitéssel. Az indukcios gyakorisag 10,1-79,9 %-ig terjedt. A legnagyobb
hormonszintnél hajtascsiics differencialddast figyeltek meg 12,6 %-os gyakorisaggal.
Késibhi vizsgalatukban (Pan et a., 1988) kiilénbdzé hormon kombinéacidkat teszteltek. A
KIN-nel kiegészitett (1-2 mg/l) fenti tdpkdzegen 100 %-os gyakorisagu kalluszindukciot
tapasztaltak. Hajtascsics organizacié szempontjabdl legoptimdlisabbnak az | mg/l KIN és 2
mg/l NES kiegészitést taldtak. A feles tdménységii M S-en, azonos hormon koncentréacioval
33,33 %-os differenciacios gyakorisagot figyeltek meg. A KIN és NES kombinacidva a
névény kulonbozo részeibél szarmazd leveleken sikerlilt kalluszokat indukdlni.

A sziklevél ndduszokbdl sz&rmazd tenyészeteket taldta legmegfelelébbnek a kallusz
indukciéra Zhang et al. (1986). A kultardk 70 %-a elkalluszosodott 10 mg/l NES és 2,5
mg/| kinetin, vagy 30 mg/l NES és 7,5 mg/l kinetin hatasara.

Thynn és Werner (1987) a'Nabor' és ' TP667' |6babfajta hipokotil, sziklevél, epikotil és
éretlen ovarium eredetii tenyészeteit vizsgalta médositott B5 és SH tgptalgjokon. A 0,5 mg/l
2,4-D, vagy 0,2 mg/l 2,4-D és 0,5 mg/l GA; kiegészités eredményezte a legjobban
novekeds, laza szerkezetii kallusz szovetet, gyokér vagy hajtaés regenerécio nélkil, a
tenyésztés 2 hénapja alatt.

Az 'Alameda, 'Pegolete’ |6babfajtédk és az 'FB' nemesitési vonal 14-16 napos koru

novényeinek fiatal leveleit izoldta Fernandez-Romero et al. (1990) kilénb6zé hormon
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Osszetételti taptalgjokra: (a) 1,0 + 5,0; (b) 1,5 + 0,5; (c) 20 + 0,5; (d) 2,0 + 2,5 mg/l
NES+BAP,vaamint 0,25 mg/l 2,4-D. Az egyes genotipusoktdl fliggéen eltéré kallusz-
indukciés rétét figyeltek meg: a legjobb kalluszprodukcié mind a primer, mind pedig az
atoltasokat koveté kultirakban a magas NES-BAP vagy a magas BAP-NES arany
eredményezett.

Tao (1991) csirazé magvak kalluszképzését vizsgalta 1-5 mg/l NES hormon
kiegészités mellett. Az auxin hatasa megegyezett a 20 mg/l-es daktinomicinével: intenziv
kalluszindukci6 mellett a hajtédsok fejlddése gétolt volt. A két vegyllet egyittes
akalmazésa csupan a kallusz szovet kialakulasat idézte eld. Eszterdz izoenzimes
gélelektroforézissel igazoltaa NES transzl&cio szintii hatasat a kalluszindukci6 soran.

Néhany egyiptomi I6babfajta sziklevél, embrid, riigyecske és gydkdcske eredetii
tenyészeteit vizsgata Reda et al. (1997) MS taptalgon, kilénbézé kombinaciéju és
koncentracigju 2,4-D, kinetin és aminosavak adagolasaval. Kalluszindukcora legmeg-
felelébbnek a 2 mg/l 2,4-D és 0,5 mg/l kinetin egyiittes alkalmazasét talaltak. Kilondsen a
'Giza Blanca és 'Giza 3 fajtak sziklevél vagy plumula eredetii tenyészeteinél volt intenziv
kalluszfejl6dés. A 16 Orés megvilagités kedvezébbnek bizonyult a teljes sotéthen végzett
tenyésztésnél, valamint a 200 mg/l-es aminosav kiegészités fokozta kalluszok névekedését.
A fenolvegyuletek okozta nekrdzis elkeriilése miatt célszeriinek tartjdk 3 hetente &oltani a
kultarékat.

A kalluszsejtek intenziv osztddasa egylitt jar a tenyészetek, ill. a belélik regenerdlt
novények genetikailag determindt variabilitdsaval (szomaklondlis variabilitas). A
variabilitas eredete ma még nem tisztézott, genetikai okai két f6 csoportra oszthatok attol
fliggéen, hogy a valtozés az izoldés el 6tt a ndvényben de novo, vagy az izolaést kdvetéen
in vitro kovetkezik be. A szomaklonok emlitésekor mindig a tenyészetekbdl (kallusz,
sejtszuszpenzi§, protoplaszt) regenerdlt novényekre gondolunk. A kultdrakban hosszul ideig
fenntarthaté a differencidlatlan (dedifferencidlt) fazis és a gyakori sejtosztédas miatt a
genetikai valtozasok val észiniisége nagy. A felhalmozédo véaltozasok kdvetkezményeként a
genetikailag heterogénné valt tenyészetekbdl a redifferencial 6dés indukcidjaval a sejtszintii
variabilitas novényszintre hozhaté. Az in vitro variabilitds oka lehetnek kariotipus
véltozasok (kromoszOmaszam vatozésok, &rendezédések), molekulris valtozasok (mozgd
genetikai  elemek  -1S-elemek, transzpozonok-, szomatikus  génatrendezbdések,
génamplifikécio, stb.).

Ami albbabot illeti a szomaklondlis variabilitas bizonyitottnak tekinthets: Papes et al.

(1978) akalluszban el 6fordul 6 triploidiat Giemsa-festéssel bizonyitotta.
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Roper (1979) szuszpenziOs tenyészeteiben a sgjitek 76-81 %-a diploid, 12-21 %-a
tetraploid és 2-3 %-a ennél magasabb ploidszintii volt.

Héarom évig fenntartott kalluszban mér kiilonbdzé poliploid és aneuploid sejteket is
taldlt Jelaska et al. (1981). A magas koncentracigjii kinetin segjtosztédasra gyakorolt
kedvezé hatasét istapasztaltak.

Jha és Roy (1982) hipokotil szegmentekbdl indukdltak sejtkultirékat. A kromoszéma
szédmbeli véltozasok mellett kromoszéma szerkezeti &rendezédéseket is megfigyeltek, az
egy éven & tartd tenyésztés soran.

Frolova (1986) megerésitette ezeket az eredményeket. HUsszor passzalt sejtszusz-
penzid sgjtjeinek mitotikus aktivitésat, kromoszémaszamét és DNS tartalmét meghatérozva
arra a megdllapitasra jutott, hogy a szuszpenzié végll diploid szintre dl be. Ezt a diploid
sejtek révidebb lag-periddusaval magyarazta. Feltételezését 10 éves, 46-szor atoltott kallusz
vizsgdlatanak eredményel is al dtdmasztottak.

Zhang et a. (1986) kildnb6z6 hormonkombinaciokat vizsgéltak a kalluszindukcio
sorén. A 10 mg/l NES + 2,5 mg/l kinetin hatéséra fejl6do kalluszszdvetekben 13,8 %-0s
gyakorisaggal haploid sejteket figyeltek meg, melyek kromoszéma aberréciok
eredményeként jottek |étre. A valtozasok pozitiv korrelacidban voltak a mikronukleoluszok
szazalékos ardnyaval.

A téptalg] Osszetevoi kozll a magnézium-szulfat (MgSO,, 400-1200 mg/l) hatasét
vizsgélta Abraham et a. (1992) hipokotil eredetii, médositott SH tdpkozegen nevelt kallusz
tenyészeteken. A primer kultdrékban féleg diploid sejteket talaltak. Az &oltasok sorén
novelve a MgSO, mennyiségét egyre tébb mixoploid sejtet, kromoszématorést, Osszetapadt
kromoszémét figyeltek meg.

A ndvényregenerdas azonban ezekbdl a tenyészetekbél nem volt lehetséges, igy a
tenyésztett sejtek szintjén detektalt variabilitast névényszinten nem tudték bizonyitani.

A szomaklondlis variabilitas egyik kivaltod okaként sokan magét az in vitro tenyésztést
is megemlitik. Maga a kultarék indukci6ja lényegében , mutagén” hatasnak tekinthets,
mivel a tenyésztés soran megvatozott genetikai dlomanyl sejtek is keletkeznek. A
mutéci ds gyakorisag tovabb ndvelhet6 a sejtek vagy szovetek besugérzésaval vagy a kémiai
mutagének hasznalataval. Banerji és Chatterjee (1988) max. 8 kR ddzisi gamma sugarakkal
kezelt 16bab kallusz tenyészeteket. A szbvetek morfoldgidja, citolégiga, novekedése
flggott a sugarzas dozisatdl: 4 kR-nél nagyobb intenzitds elpusztitotta a sejteket,
melyekben kromoszoma toréseket, diplokromatizéciét, a kromoszémék egymashoz

tapadasat figyelték meg.
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A kallusz és sgjttenyészetek felhaszndldsa muténsok izoldéséra rendkiviil elényds,
mivel a laboratériumban egy-egy kisérletben sok millio egyedet szelektdlhatunk. Egy
kozepes lombikban akar 30-40 millié sejtet is tesztelhetlink. Ennyi névény szelekcidjahoz a
I6bab esetében 100-200 hektarnyi terliletre lenne szikség. Figyelembe véve egy-egy
kutatGintézet kisérleti terliletét, érzékelheté az a nagysagrendi kilénbség, melyet a médszer
jelent. A szelekcio sorén egy sejt egyenértékiinek tekinthet6 egy intakt névénnyel, miutén
legaldbbis elvileg minden tenyésztett sejtbl ndvény regenerdlhatd (Dudits és Heszky,
2000).

A szdvettenyészetek természetesen csak olyan funkcidban érintett mutansok szelek-
cibjara akamasak, amelyek megnyilvanulnak a tenyésztett sejtek szintjén. Jelen
pillanatban a tdptalajba adagolhaté vegyuletekkel kapcsolatos rezisztencia a gazdaségilag
legjelentésebb, mint pl. a sotiirés, gombatoxinokkal, peszticidekkel, herbicidekkel
kapcsolatos rezisztencia, sth., vagy a hidegtiirés, szérazségtiirés. Ma mar részben az is
bizonyitott, hogy az izoldlt mutans sejtekbsl regenerdit novények megtartjdk kedvezd
tulajdonsagaikat, tehdt a mutans jelleg névényszinten is megnyilvanul. Tovébbi kutatasokat
igényel, hogy a gazdasagilag fontosabb bélyegek kozvetlen vagy kozvetett sejtszintii
szelekcidjaislehetévé vajon.

A lébabnd a mutans sgjtek szelekcidjanak lehetésége elvben és gyakorlatban adott,
hiszen a kallusz és szuszpenziés kultlrak |étesitése megoldott. Thynn et al. (1989) a fito-
alexinek és a gombabetegségekkel szembeni rezisztencia kapcsolatdt vizsgdlta hajtés
merisztéma eredetii tenyészetekben. Alacsony auxin koncentracioval (0,01 mg/l) 100 %-o0s
gyakorisagban indukdtak a névényregeneraciot. A 2,4-D tartalmi B5 taptalgjon indukalt
tenyészeteket fert6zték kilonbdzs korokozdkkal (Botrytis cinerea, Phytophtora
megasperma, Rhizoctonia solani). Megdlapitotték, hogy csak az aacsony fitoalexin
koncentraci 6 kapcsol 6dik a regenerdlt névények rezisztencigjahoz.

Jakel et a. (1990) lomblevelekbél indukdltak kallusztenyészeteket. A kultirékban
aneuploid segjitek dominadltak. A kilonbdzé herbicidekre (Propham, Probanil) szelektalt
tolerans sejtvonalakban mér féleg diploid sejteket taldltak. Végeredményll azonban sem
egy Uj, haszndlhato sgjtvonalat, sem pedig egy stabil, herbicid tolerdns tenyészetet sem
sikertilt szelektalni.

A 16bab sejttenyészetek vonatkozasdban el 6relépés csak akkor vérhatd, ha a kalluszbal,
illetve a sgjtszuszpenzidbol barmikor, barmilyen alapanyaghbdl |ehetséges lesz névényt

regenerdni.
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2.2.4.2 Protoplasztkul tarak

A ndvényi sejtek tényleges genetikai manipulécidja sorén néhany esetben szilkséges a
sejtfal eltévolitdsa. A poliszacharid sejtfal celluldzbol, hemicelluldzbdl és pektinazbdl dlo
enzimkeverékkel -megfelel6 ozmotikus stabilizacid mellett- sikerrel |ebonthatdé a sejt-
tenyészetekben. A kezelést kovetéen kapott sejtfal nélklli ndvényi sejtek a protoplasztok.
Protoplasztokat izoldlhatunk szomatikus és haploid sejtekbél, a ndvények kildnbdzo
szoveteibdl, illetve sgjttenyészetekbsl. A frissen izoldlt protoplasztok akalmasak a
genetikal manipulécidra, majd taptalajon a falregeneré ddast kdvetéen tovabb tenyészthetok
és a sgjttenyészetekhez hasonl dan ndvények nevelheték fel.

A protoplasztok Ca®* jelenlétében végzett polietilén-glikol (PEG) kezelés hatéséra
Osszetapadnak és a membranfiziét kovetéen a protoplasztok teljes egybeolvadasa
kovetkezik be. A protoplasztfizi6 megteremti a feltételét annak, hogy kuldnbdzé fajok
sgjtmagjai egyetlen sgjtbe kerlljenek (heterokarionok). A sgitmagok szinkron mitézis
esetén Osszeolvadhatnak, amely szinkarionok kialakulasdt eredményezi. A novényi
szinkarionok, vagyis mindkét sziil6i faj kromoszéméit hordozé hibrid sgtvonalak szama
kevés. A szomatikus hibrid sejitek tovabbi osztédasa soran - az esetek tObbségében - az
egyik sziil6 kromoszémainak fokozatos elimindddasa kovetkezik be. A fajon bellli és
fajok kozotti szomatikus hibridek genetikai sgjatossaguk révén kedvezd |ehetéséget
kindlnak a novénynemesitési problémak megoldasara. Az egyik fa (flziés partner)
kromoszémainak részleges eliminécidja teszi lehetévé az Un. aszimmetrikus hibridizaciot,
mely mar csak bizonyos gének atvitelét eredményezi és ezért nemesitési szemponthdl
sokkal értékesebb.

A l6bab protoplasztizoldas és -tenyésztés feltételeit Binding és Nehls dolgozték ki
(1978a). A hajtascsticshdl és kiilonbdzé koru levelekbdl izoldlt protoplasztokat KM (Kao és
Michayluk, 1975) taptalgjon tenyésztették. Amennyiben a taptalg a szervetlen sokat
Binding (V-47) dta megadott koncentrécidban tartalmazta, a protoplasztok osztodasat
sikerlilt fenntartani és kalluszt indukal ni, melyeket mér M S téptal ajon tenyésztettek tovabb.

Az izoldést kovetdéen Binding és Nehls (1978b) sikerrel flziondltatta a |dbab
protoplasztokat Petunia hybrida L. protoplasztokkal, Ca’*, magas pH-érték és PEG
jelenlétében. Szamos hibrid sejtet kaptak, melyekben a Vicia faba L. kromoszoméak zémmel
elimindlodtak. A hibrid kallusz sgitjei ezért csak 1-2 I6bab kromoszémét tartal maztak.

Noévényt nem sikeriilt regenerdni.
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Sejtszuszpenzidhdl izoldlt protoplasztokat Roper (1981) és KM téptalajon, melyekbdl
0,5 mg/l IES, 0,2 mg/l 2,4-D, valamint 0,5 mg/l BAP hormon kiegészitéssel kalluszokat
indukalt. A névényregeneréacid azonban itt is sikertelen volt.

Kulénboz6 enzimkeverékek és taptalg) dsszetevok hatasat vizsgalta Hagege és Hagege
(1985), a minédl nagyobb szdmu mezofill protoplaszt izoldlasa céljabdl. A legjobb téptalg
0,5 M mannitolt, 107 M BAP-t, 0,25 mM CaCl,-ot és pektinazt tartalmazott. Ha mannitol
helyett szorbitolt hasznaltak, akkor csokkent a protoplasztok integritdsa. A legtébb
protoplasztot (13400 db/mg friss tdmeg) az 5,8-as pH-értékii taptalajon érték el, melyet 0,2
M NaPO,ta és 0,1 M citromsavval puffereltek. A CaCl, cstkkentette a pektinaz
aktivitasat, mig a 0,25 mM-mal nagyobb MgCl, koncetraci6 protoplaszt lizist valtott ki.

Herscovich et al. (1992) sztéma zérésejtekbsl és levél mezofillumbdl szérmazd
protoplasztok tulélését vizsgata 40 napos tenyésztés soran, 0,45 M mannitollal és 1 mM
CaCl,-dal kiegészitett minimdl taptalgjon. A 8 érés megvilagitds 50 %-os tulélési ratét
eredményezett, szemben a sttétben nevelt tenyészetek 5 %-0s gyakorisagaval. A 12 napos
kisérletben a zarosejt protoplasztok 80 %-a életképes maradt mind a 8 dras vords fénnyel
tortént megvilagitds, mind pedig a sotétben tenyésztést kovetéen. A mezofill proto-
plasztokndl 45 %, ill. 25 % volt a tllélés réta az €6z6 korilményeken. A tapkdzeg
magnézium, foszfor, kalcium vagy kalium tartalmanak novelése nem fokozta a tenyészetek
vitalitasét. A 10° M IES és 0,6 % szachardz hozzéadéséval elértek néhany morfoldgiai
vatozést (pl. sejtfaképzédés), ez azonban nem vezetett sgtosztodashoz, ill.
novényregeneraciohoz.

A 16bab protoplasztokbdl tortént els6 novényregeneréciordl Wei és Xu (1993)
szémoltak be. A 'Shen Zao' fajtafiatal magjaibdl izoldtak sziklevél eredetli protoplasztokat,
a megporzést koveté 20-25. napon. A tenyészeteket K8 téptalajon (0,2 mg/l 2,4-D + 1,0
mg/l NES + 0,5 mg/l BAP) nevelték sttétben, 25 °C-on. A 6 hetes inkubacié soran fejl 6dott
kis méretii kalluszokat proliferéciés tépkdzegre oltottdk &, mad errél 2-3 mm-es
szOveteket M SB-re szubkulturaltédk, amely 0,2 mg/l NES-at és 0,5 mg/l BAP-t tartalmazott.
A 25 9%-o0s gyakorisdggal kapott, intenziven osztédd kalluszokat ezutdn MSB
differenciécids taptalgjra oltottak . 15-20 nap elteltével, 12 éras megvilagitas mellett, 25
°C-on adventiv rugyek fejlodtek. A rigyekbsl fejléds 3-4 cm-es hajtésokat feles
toménységli MS téptalgion, 0,5 mg/l IVS kiegészitéssel gyOkereztették 2 hét alatt.
V égeredménykeént 36 db protoplaszt eredetii regenerans névényt kaptak.

Tegeder et al. (1995) mezofill protoplasztokbdl regenerdtak fertilis névényeket. A

fitohormonok kdzill legjobb hatast az énmagaban, vagy NES-val kombindltan alkal mazott
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TDZ eredményezett. Az &taluk kidolgozott mddszer egyes genotipusokra torténd
adaptacidja révén adott a lehetéség a novény — set — nbvény rendszer gyakorlati
felhasznalésara alobabndl.

A protoplasztokbdl tortént névényregeneraciot kovetéen a figyelem a gazdasagi
hasznot hoz6 szomatikus hibrid kombinécidk felé fordult a I6bab esetében is. A sztoma
zarésejtek C4-es fotoszintetikus tipustak, ezért a fotorespiracio kisebb intenzitasi bennik,
mint a tobbi, C3-as széndioxid fixdlasi szomatikus segjtben. Schnabl et al. (1998) a
napraforgd fotoszintetikus tulajdonsagét kivanta fokozni a hipokotil eredetii protoplasztok
[6bab zarosejt protoplasztjainak fuzéjaval. Az egyedileg kiemelt sejteket parban fuzionaltédk
elektromos arammal, 30-70 %-os sikerrel. A szomatikus hibrideket folyékony tapkézegben
tenyésztették, 9 nap elteltével 8-9 sejtes mikrokolénidkat kaptak.

A |6bab protoplaszt technika eddigi eredményeibdl |athatd, hogy a névényregenerécio
erésen fligg a genotipustdl, valamint az alkalmazott protoplaszt izoléacios technikatdl, majd
az ezt kovet6 tenyésztési feltételektél. Amennyiben a Tegeder et al. (1995) dtal kidolgozott
modszer barmilyen vizsgdlati koriilményen és genetikai héttéren megfelelé6 eredményeket
ad, akkor adott alehet6ség a tovabbi szomatikus hibridizéci6s kutatdsokhoz.

2.2.4.3 Novény regeneraci6 szomatikus tenyészetekbdl

A novényi sejt- és szbvettenyészetekbdl tdrténdé ndvény regenerdciod a tenyésztett sejtek
redifferenciacidja indukdlésaval érhet6 el. Oelck és Shieder (1983) 7 pillangds ndvényfa
19 fajtgja kalluszbdl torténé ndvény regeneréciojat vizsgélta. A vizsgalt 4 |6babfajta nem
mutatott naluk regeneracios potencidlt. A nagymagvu pillangés ndvények, igy a lébab, in
vitro szovettenyészetbdl vald regeneréciojdt, Hammatt et a. (1986) szerint hdrom f6
tényez6 befolyasolja, ezek:

- agenotipus (faj, fajta, nemesitési vonal, térzs),

- adonor névény fejlettsége ésfizioldgiai dlapota,

- atéptalg fitohormon és redukalt nitrogénforrés tartal ma.

A differencidatlan sejtekbdl az egyedfejlédés in vitro két Uton lehetséges: organo-
genezis és szomatikus embridgenezis révén. Ez utdbbi mindig egyetlen sejtbél indul ki,
morfoldgiailag alig tér el azigotikus embridgenezistél, az embridfejl 6déshez azonban nincs
szilkség csiranyugalmi dlapotra. Griga et al. (1987) kallusz és szuszpenzids tenyészetekbdl
indukdlt szomatikus embriokat. Zoldérésben levé ndvények 4-8 mm-es szikleveleit
izoldtak L2-es (Phillips és Collins, 1979) taptalgon, 1 % szachar6z, 0,7 % agar és

kllonbdz6 koncentracioju  2,4-D  kiegészitéssel. Az embriogén kalluszindukcidra
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legoptimdlisabbnak a 2,5 mM auxin kiegészités bizonyult. A kalluszt megemelt szachar6z
tartalmu (2,5 %) és 2,4-D-mentes taptalgjra passzalva fejlodtek a szomatikus embriok.
Folyékony tépkdzegre étoltva a kultirékat folyamatosan kaptak embriokat a kalluszokbal.
Megfigyelték az embridfejl 6dés kiil 6nbdzé stadiumait (gdmb, sziv és torpedo alak).

A taptalajOsszetevok kozil az adenin (1 mg/l), valamint az |ES és BAP hatasét vizs-
gélta gyokdcske eredetii, z6ld szinii, noduléris kalluszokon Chakraborty és Roy (1983). Az
adenin fokozta a hajtasok regenerécidjét, melyeket feles tdménységii M S taptalgjon sikerrel
gyokereztettek.

Thynn és Werner (1987) kiilonbdzé explantatumok kallusz indukcidjat és az azt kdvets
novény regeneracios képességét vizsgalta. A magas 2,4-D koncentracié gétolta a gyokerek
regeneraciojét, a vizsgalt dsszes auxin és BAP kombinécid pedig a hajtasok fejlodését. A
kinetin fokozta a gyokerek differencial 6dasat és megnyulasat. Az epikotil explantatumokat
B5 taptalgjon (0,2 mg/l NES) tenyésztve kaptak alegjobb hajtas és gyokeér regeneraciot.

Griga (1988) 6t, egymastdl jelentdsen eltér§ tannintartalmu Idbabfajta oldal- ill.
cslcsriigy merisztémaéit tenyésztette modositott MS tapkozegen, kildnbdzé kombinaciéja
és koncentraciéju BAP és NES adagoldsa mellett. Megdllapitotta az explantdtum tipusanak
6s méretének, a genotipusnak, valamint a téptalg] Osszetevéknek szignifikdns hatasét a
hajtas proliferécidra és megnyulasra, gyokérképzésre és in vitro virdgzasra. Mind az 5
fajtdndl sikeres volt kalluszindukcio, majd az ezt kdveté ndvényregeneracio, azonban az
alacsony tannintartalmi (fehérviragl) '6823' és '6806' genotipusok adték a legjobb in vitro
reakciot.

A poliploid és aneuploid sejtek organogén potencidljéat vizsgalta Taha és Francis (1990)
embri6 és gyokér eredetii tenyészetekben. A gyokér eredetii kalluszokon csak gyokér, mig
az embrid eredetiieken a gyokér mellett hajtés is képzédott. Vizsgdlatuk eredményeként
megallapitottdk: sem a ploiditds, sem a kromoszémaszadm vétozas nem befolyéasolja az
organogén potenciat. Az organogenezis indukcidja szorosabban kapcsolodik a tenyésztési
korilmeényekhez, mint a sejtciklus specidlis vatozasaihoz.

Griga és Klenoticova (1994) kallusz tenyészeteket indukalt a '6806' és '6823' I6bab
nemesitési vonalak fejletlen zigotikus embridibdl és fiatal csirandvények hajtascsicsaibal.
Az indukcios taptalg) 2,4-D-at (4,5 pM-os optimdlis koncentracié) és NES-at tartalmazott.
A tenyészeteket folyamatosan étoltotték killonbdzé dsszetételli regeneréci 6s tapkdzegekre.
Szomatikus embridk és hajtascsics primordium jelentek meg az indukcids, auxint

tartalmaz6, valamint a citokinines regeneréacios tapkdzegeken. A tenyészetek hosszd idon &t
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megtartottdk regenerécios képességilket. A fejletlen zigotikus embriébol szarmazo
tenyészeteknél a legjobb hajtasndvekedést a 0,1 UM NES-at és 5 UM zedtint tartalmazo
MSB téptalgon kaptdk. A gyokerek fejlédését hormonmentes MSB-n indukdtak,
végeredmeénykeént szamos viragzé névényt nyertek.

A ndvény regeneraciot befolyasol 6 kilsd, fizikai kezelések néhany ndvényfa) esetében
fokozzék az in vitro regeneréciét. Hammad (1996) gamma sugérzassal kezelte a 'Planka,
'Giza 461' és 'Giza 2' fajtdk magjait. Ezt kovetéen a csirandvények sziklevél ndduszét
izoldta feles tdmeénységli MS taptalajra. Multiplikdlodott hajtasok fejlédtek az epikotil -
sziklevél régid tadkozas pontjan. A fajték eltéréen reagaltak a kilonbozé dozisi
sugarzasokra, ami a csirézas szézalékban, a névény magassagaban, friss és széraz
tomegben mutatkozott. Végeredményben a gamma sugarak jelentésen nem novelték az
organogenezis mértéket.

Saker et a. (1999) embriogén kaluszt indukaltak a 'Giza 3' egyiptomi |6babfajta
fejletlen szikleveleibsl. Intenziven oszt6dd, nagyfokU regenerécios kapacitéssal bird
tenyészeteket a 2 mg/l 2,4-D-at és 1,5 mg/l BAP-t tartalmazé MS tépkdzegen kaptak. A
regenerdt hajtasok tovabbi multiplikéciéjét érték el a 0,6 mg/l BAP + 0,2 mg/l NES + 50
mg/l adenin-szulfat hatédsdra. A gyokérfejlédést 2 mg/l 1IVS-va indukaltdk. A regenerdlt
novények SDS-PAGE és RAPD andizise nem mutatta a szomaklonalis variabilitast. A
szerz6k megfelelének tartjdk a kidolgozott regeneraciés modszert a fajta azonossagot

biztosit6 szaporités céljara.

2.2.5 Transzgénikus noveények |étrehozasa genetikai transzformacioval

A skeres genetikai transzformécié novényi rendszerben a molekularis-, sgt- és
klasszikus genetikai modszerek egylttes akalmazasat igényli. A  molekuléris
transzformacio végll is segjtszinten torténik, mert a sgit a névénynek az a legkisebb része,
melybsl még intakt névény regenerdlhatd. Ezért Iényeges a ndvény — sgit — ndvény
rendszer, amely még nincs egyértel miien kidolgozva a | ébabra.

A géntechnol6gia fobb 1épéseinek helyzetét 16babnd (a lucerndval dsszehasonlitva) a
2. téblazatban mutatom be.
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2. téblazat
A géntechnol dgia fébb |épéseinek helyzete |6babndl és lucernanal

Technika Viciafaba L. Medicago sativa L.

|. Génklénozas, klontar ++ Tt
I1. Transzformaci6
- Agrobacterium

Ti-plazmid + ++
Ri-plazmid + ++
- Mikroinjektalas - +
[11. Transzgénikus névény + ++

(++ = kidolgozott; + = mér van sikeres eredmény; - = probakozas nincs)

A lucerndba 1986-ban sikerilt a tojas ovalbumin fehérjéének, illetve a kanamicin
rezisztenciaért felelés enzimnek a génjét atvinni. A 1ébab legumin és vicillin génjeit még
1980-ban izoldta Mintz et a. a kdvetkezé médon. A két fehérje kédjat tartalmazé mRNS-t
izoldtak, melyek méar nem tartalmaztak intronokat. Ezekrdl reverz transzkripciéval
szintetizaltak a kopia DNS-t (cDNS). A cDNS-t bakteridis plazmidba (pBR322) épitették
be és bakteridlis rendszerben kldnoztak. A kléntarbdl -az ismert cDNS-t izotéppal jeldlve és
prébaként haszndlva- DNS-hibridizécioval izoldtak a géneket.

A legumin B-tipust gént azota sikeresen édtvitték a dohanyba, ahol az expresszidjét is
megfigyeték (Baumlein et al., 1987). Az els6 sikeres |ébabtranszformaciét Agrobacterium
rhizogenes-szel végezte Schiemann és Eisenreich (1989). Csirandvényeket fert6ztek a
mikrobaval, a transzforméacié eredményességének igazoldsara b-glikuronidaz (GUS)
markergént haszndtak. A transzformécio sordn kapott hajszalgyokerekbsl kallusz
tenyészeteket indukdltak, melyekben fluorometrikusan Iehetett kimutatni a GUS aktivitast.

Ramsay és Kumar (1990) szikleveleket és szérszegmenteket transzformaltak
Arhizogenes-el. A transzgénikus gyokérklonokat hormonautotréfia és az NPTII gén
expresszidja alapjan azonositottdk. A baktérium infekcid szbvet és genotipus fliggsséget
mutatott. A transzgénikus gyokerek citoldgiai elemzése sordn megfigyelték a ploidszint
véltozasét és a kromoszomak szerkezeti trendezdését.

Harom, morfoldgiailag és szarmazasét tekintve eltéré Iobabfajta Agrobacterium
fogékonységét vizsgdta Jelenic et a. (2000). Csirandvenyek szarszegmenseit fertézték a
Atumefaciens vad tipusi (A281, B6S3), transzkonjugans (C58C1(pArAdabc),
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C58C1(pArAdb)), a B6S3 gyokér- és hajtasképzé mutans (GV3101(pGV2255),
GV3101(pGVv2215), GV3101(pGV2235)), vaamint az A.rhizogenes vad tipusi (8196,
15834) térzseivel. Minden vizsgalt torzs tumorképzést indukdt, megfigyelték a fajték
fogékonysaga kozotti eltéréseket, valamint a genotipus ~ baktériumtorzs interakciot. A
'Lippdi' fajtanal legvirulensebbnek a C58C1(pArA4b), mig a kevéshé fogékony ‘Topolo' és
'Odlje' fajtéknal az A281 és B6S3 torzset taldlték. A keletkezett tumorok méretébsl és
morfolégiai eltéréseibél arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az atvitt T-DNS gének
eltéréen expresszdl6dnak, ami a fajték eltéréseibsl adddik. A tumor kalluszok hormon-
mentes M S tptalgjon fejlodtek és fokozott peroxidaz aktivitdst mutattak. A sziklevelek,
levelek, internddiumok Ri-plazmiddal tortént transzformacidja sikertelen volt.

A specidlis, csak I6babnal alkalmazhatd génétviteli modszerek kidolgozasa soran
célszer(i gondolni a mas nagymagvu pillangésoknd mér bevalt technikék adaptéciojéra
Mante et al. (1989) egy egyszerii, adventiv hajtasregeneracion alapulé modszert dolgozott
ki szOj&ra, érett sziklevelekbdl kiindulvas A modszert alkamasnak taldlték a
transzformaciés vizsgaatokra. M S taptalgjon a legtdbb hajtast 0-2,5 mM 1VS és 5-10 niv
BAP kiegészitéssel kaptak, mig 2,5 nM |V S-val csak gyokerek fejlddtek. A hajtésokat feles
toménységii MS-en 0,5 nM NES, vagy 2,55 mM IVS, vagy 5-10 nM |IES hormon
kiegészitéssel gyokereztették. Azéta a moédszer felhaszndldsdval mér beszamoltak
transzgénikus széjandvények elédlitdsardl (Hinchee et a., 1988), amikor glifozét
rezisztenciat sikerlilt atvinni Agrobacterium tumefaciens kozvetitésével. Saalbach et al.
(1995) Vicia narbonensis protoplasztokat transzformaltak kénben gazdag 2S abumin
génnel. A regenerdlt, transzgénikus ndvények magjainak metionin tartalma jelentésen
megemelkedett. A bab (Phaseolus vulgaris L.) direkt génétviteli mddszerét mér szintén
kidolgoztdk (Aragao et al., 1996), a cslcsmerisztémak génbelovésével. Mivel a bab
merisztémak morfologiai felépitése nagyon hasonlé a I6babéhoz, ezért a modszer

adaptal &sa sikerre szamithat.

2.3 Molekuléaris marker ek al6babnemesitésben

A PCR-reakci6 (Polymerase Chain Reaction) madszerének kidolgozéas 6ta (Mullis és
Faloona, 1987) a PCR-adlapu analizisek szamos teriileten bizonyitottak alkamaz-
hatésagukat, igy az RAPD, A-PCR, AP-PCR, DAF modszerekben (Caetano-Anolles et a.,
1991; Hu és Quiros, 1991), szarmazas és popul &ci6 analizisben (Van Heusden és Bachman,
1992), valamint a genetikai térképezésben (Reiter et al., 1992).
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A PCR reakcié adapja, hogy a DNS-polimerdz (pl. Tag-polimeraz) képes az U
komplementer DNS szdl megszintetizalasara in vitro. Ehhez szikség van egy start-
molekuléra, az oligonukleotid primerre, amely a DNS meghatarozott részéhez tud koétédni,
jelélve ezzel a polimerizacié kezdépontjat, valamint optimalis Mg-koncentracidra. A
reakci6 komponensek igy a DNS-templdt, DNS-polimeraz, dezoxinukleotidok, mint
épitéelemek, az oligonukleotid primer, a megfeleld pufferrendszer, valamint maga a
ciklikus hiité-fiit6 PCR-készilék. A templdt DNS kettés szaldnak szétvélasztésa, majd az (j
szélak elédllitasa ciklusosan torténik. Egy cikluson belil hdrom, kiilénbdzé hémérsékleten
zajlé 1épés koveti egymast. Az elss |épés a denaturacié, amikor 90-94 °C-on a DNS
egyszaliva valik. A méasodik Iépésben (annealing) az oligonukleotid primer, szekvenciétdl
flggéen, kb. 50 °C-on hibridizal az egyfonalas DNS megfelel3, komplementer szakaszaval,
kialakitva ezzel a harmadik 1épés, a polimerizacié startjelét, amely a primer 3'-végétél
indulva, 70 °C-on megy végbe. Minden egyes ciklusban megdupléazodik a
startmolekulakkal szegélyezett templét-fragmensek mennyisége, melyek egyben a
kovetkezo ciklus kiindul6 anyagét isjelentik (Minol, 1996).

Az elsg ciklusban eltérd hosszisagd DNS molekuldk képzédnek, amelyek 5'-végikon a
felhaszndlt primer dltal hataroltak, a 3'-végikdn pedig kilénbozéképpen alakulnak, mert a
DNS-templd mentén folyé polimerizacid barmelyik ponton megszakadhat. Mivel a
kiindulaskor felhaszndlt DNS-templat koncentraciéja nem vdatozik, ezért ezeknek a
meghatarozott 5'- és meghatarozatlan 3'-végii DNS molekulaknak a mennyisége a ciklusok
szaméanak novekedésével legfeljebb linedrisan ndvekedhet. A mésodik reakcio ciklusban az
elsj ciklus termékei is a DNS-polimeréz templétjaiként szolgalnak, tehdt ebben a ciklusban
mér a vart DNS molekuldk képzédhetnek, amelyek mindkét vége a felhasznalt primerek
ata hatérolt, azaz a hosszisaguk meghatérozott. Az optimalis DNS-hossz: 100-2000 bp
(Williams et al., 1990).

Ezeknek a specifikus DNS-szakaszoknak a szdma az €ls5 reakcidtermék mennyiséggel
ellentétben, a ciklusok szamaval exponencidlisan novekszik, mivel a koncentraciojuk
minden egyes ciklusban megduplézddik. Ez az exponencidlis amplifikacio azonban nem
tart barmilyen hosszd ideig. A 20-25. ciklus utadn a csbkkend teljesitmény kovetkeztében
mér csak linedris novekedés figyelheté meg. Ezt a platd-hatést a termék koncentrécioban
lehet nyomon kovetni, mivel a PCR-reakcio kezdetén kb. 1000000-szoros primerfoldsleg
al rendelkezésre. A primer templéttal vald hibridizacioja ennek koszénhetéen 1 percen
belil csaknem teljes mértékben végbemehet, a komplementer DNS-molekulék re-

asszociécioja viszont igy gyakorlatilag nem 1ép fel. A gyarapodd termék mennyiséggel
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ellentétben a primer koncentrécid a késébbi ciklusok soran annyira lecsokken, hogy
lehetévé valik a felszaporitott templatok renaturéciéja és megsziinik a polimeraz
szubsztratként betoltétt szerepe. A reakcid teljesitménye tehdt az elsd ciklusokban a
legnagyobb, amikor a templét koncentracié még alacsony (Mester, 1998). Egy mésik fontos
tényezé amely a ciklusszam névekedésével egyre nagyobb jelentdséget kap, a DNS-
polimeréz csokkené aktivitasa, amely miatt a késdbbi ciklusokban méar nem elegends az
Osszes templ at felszaporitasara (Williams et al., 1990).

A magas hémérséklet miatt csak specidlis, eredetileg a Thermus aquaticus baktérium-
bdl edsdlitott, héstabil DNS-polimerézokkal oldhaté meg a folyamatos lancreakcid. Ezek
felfedezése (Chien et al., 1976) egyszeriibbé, olcsdbbg, és tokéletesebbé tették a PCR
reakcid hatékonysagat. A folyamat ma mé& automata vezérlésii berendezésekben zgjlik,
ahol ahémérséklet, areakcid idétartalma és a ciklusszam programozhat6. A reakci6 soran a
primer feladata, hogy a DNS-templéthoz kapcsol 6djon és kijel6lje a szintézis kezdpontjét.
A primerek ma mar kdnnyen beszerezheték (pl az OPERON cég RAPD primerel), illetve
szintetizalhatok. A mikroszatellita primerek specidis az 5- illetve 3- végen
meghosszabbitott ISSR primerek (Zietkiewicz et al., 1994). Ezeknek az ISSR primereknek
az alkalmazéasaval a polimorfizmus kimutathatdsagi hatéra tovabb névelheté (Gyulai et al.
1996).

A PCR fragmentumok szeparécidja gélelektroforézissel torténik, amely soran az
oldatban lévé elektromos toltésii részecskék (DNS molekula darabok) elektromos
térerésség hatésara a velik ellentétes toltésii elektrod irdnydba véndorolnak. A
nukleinsavak semleges pH mellett anionként viselkednek, mert a foszfatgerincik sok
negativ toltést hordoz, igy elektromos térben a molekuldk a pozitiv toltésii elektodak
iranydba vandorolnak. (Sambrook et al., 1989). A gélelektroforézis eredményeként az
azonos jelzokkel rendelkezd6 DNS szakaszok egységes frakciokba (savok, band-ek)
rendezédnek, amelyek egymés alatti savokban mutathatdk ki, etidium-bromidos festéssel.

Ahhoz, hogy a 2.2 pontban emlitett direkt és indirekt géntranszfer médszerek hozza
jéruljanak aldbab nemesités biotechnol6gia modszerekkel torténd javitasdhoz, szilkség van
a V. faba genomjanak minél részletesebb molekularis megismerésére. A genetikal
térképezésre, gének izoldasara szdmos modszer adott ennél a fajndl: rendelkezésre dl a
triszomok gytijteménye (Barcelo és Martin, 1990), a kromoszémak aramlésos citometridja,
in situ hibridizacidja (Fuchs et al., 1994) szintén kidolgozott. Ezeken tulmendén, a legumin

gén molekuléris felépitésének megismerése (Pich és Schubert, 1993), valamint a genetikai
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diverzités, azonossag és genetikai kapcsoltsag molekularis markerezése RFLP és PCR
technikdval (Torreset a., 1993, Link et al., 1995) szintén rendel kezésre allnak.

2.4 A I6babnemesités és a ndévényi biotechnoldgia, géntechnoldgia kapcsolata

A noévényi biotechnoldgia és géntechnoldgia alkalmazasanak legnagyobb gazdaségi
haszonnal kecsegteté terlilete a ndvénynemesités. Ennek oka, hogy a genetikai manipulacio
eredményel elsdsorban a nemesitésen keresztll tudnak realizd6dni a termelésben (Dudits
és Heszky, 2000). A kovetkezékben a klasszikus nemesités fobb 1épéseit sorba véve
ismertetjilk a noévénynemesités és a ndvényi biotechnoldgia, géntechnolégia
kapcsolatrendszerét aldbabnal (Heszky et al., 1988).

|. Nemesitési alapanyag eléallitdsa

A jelenleg akalmazott nemesitési eljarasok kozll a hibridizaciot (ivaros keresztezés),
mutéciot (besugérzés, kémiai kezelés) és a korokozd-mentesitést (hdkezel és) emlitem meg.
A |6babnemesités sorén a felsoroltak hatékonysagat fokozd Uj biotechnolégiai modszer
lehet: a hibridizacié sordn a génatvitel, embridkultira, protoplasztfizié, in vitro
termékenyités; a mutécio soran a pollenkultira, sejitkultira; a kérokozé-mentesitésnél pedig
amerisztéma kultlra. Amint az €l6z6 fejezetekbdl 1athatd, a felsoroltak kozil eddig csak a
géntechnol6giai modszereket, protoplasztfizidt, sejtkultrdt és merisztéma kultarét, mint
maodszert tesztelték, a gyakorlati alkalmazasra a nehéz reprodukal hatdsag miatt nem kerdilt

SOr.

1. Szelekcid

A hagyomanyos nemesités soran a kiilnb6zé témeg- és egyed-szelekcidkat, valamint a
homozig6tak (beltenyésztés) eléallitésat alkalmazzék. Minéségileg Uj eredményeket hozhat
e téren a sgjt- és szovettenyészetekben elvégzett sejtszintli szelekcd, a szomaklondlis
variabilitas jelenségének kihaszndlasa révén. A homozigo6ték el6dllitasa soran az andro- és
ginogenetikus haploidok jelenthetnek Ujat (portok, pollen, ovarium és ovulumkultirak). A
16babnal igazolt a szomaklondlis variabilitas az in vitro tenyészetekben, azonban a

maodszert itt is csak tesztelték, gyakorlati alkalmazésra nem kerdilt sor.

[11. Felszaporitas
Hagyomanyosan a kilénbdzé vegetativ és generativ szaporitési eljardsokat alkal-

mazzak. A hatékonysagot fokozd U biotechnoldgiai mddszerek kozil a merisztéma és
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hajtastenyésztés jelentds. Mindségileg Uj eredményeket hozhat a szintetikus magvak
eléallitésa, azaz a sejt- és szOvettenyészetekben szomatikus embridgenezis révén fejlodsé
embridk elkilénitése egymastdl, majd kapszuldzas utan lehetévé valik a norma magként
torténd felhaszndlas. A 16babnemesités soran mind a merisztéma, mind a hajtas eredeti
kultirak felhasznalhatok, jollehet a kidolgozott modszerek megbizhatésaga még nem
kiel égito.

V. Fenntartas, megérzés

Jelenleg a génbanki tarolas leggyakrabban haszndlt médja a mag forméban térténd
tarolds. A novényi biotechnol6gia itt is G lehetéségeket adhat, mégpedig a
hajtastenyészetek, valamint a tenyésztett sejtek mélyfagyasztasaval kialakitott in vitro
génbankok formgdban. A mddszer gyakorlati jelentdségét bizonyitja, hogy 1984-ben
feldlitotték az in vitro megdrzés szamitdgépes nemzetkdzi adatbankjét. Lobabnad az €626
pontban mér emlitett hajtaskultdrak alkalmazhatok, erre mar torténtek vizsglatok, biztatd
eredményekkel.

Osszefoglalva megallapithatjuk, Vicia faba L. esetében a gyakorlatban alkal mazhato,
hagyomanyos nemesitési eljarasok hatékonysagét fokozd biotechnoldgiai médszerek rneg-
bizhat6 alkalmazdsa még nem megoldott. Elssorban a ndvény — sejit — nbvény rendszer
kialakitaséra kell koncentrdlni szomatikus (2n) sejtek (kallusz, sejtszuszpenzid) szintjén.
Amennyiben a kutatasok sikeresek, azonnal megindulhat az alkalmazésa a muténsizolalés
(rezisztencia) és a szomaklondlis variabilités kiakndzésara. Az el6zéeken kivil kiemelt
figyelmet kell forditani az embridkultira felhaszndldsara rokon fajokkal torténd keresz-
tezésekben, valamint az in vitro androgenezis Gtjan torténé haploid elédlitasra. A széles
korii és eredményes nemesitési alkalmazasra csak az el6z6ekben emlitett problémak

megoldasét kdvetéen lesz nagyobb ardnyu lehetéség.
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3. ANYAG ESMODSZER

3.1 Merisztématenyésztés

A pillangds ndvények szbvettenyészetekbdl val6 regeneréciojat Hammatt et al. (1986)
szerint hdrom fé tényez6é befolyasolja, ezek: a genotipus, a donor ndvény fizioldgiai
dlapota, a téptalg) fitohormon és redukdlt nitrogénforrés tartalma. Ennek megfeleléen
merisztéma tenyésztési kisérletlink el6tt a kovetkezé genotipusokat teszteltik: 'Minor',
Vica, 'Erna, 'Alfred’, 'Ovari-137', 'Dino’, 'KU-22, 'Lippdi', 'Karola, 'VF1 809682, 'Jasny
I, melyek ennél és az Gsszes tobbi kisérletnél is a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem,
Mezégazdaség- és Elelmiszertudomanyi Kar (NyME MEK), Nemesitési és Termesztés-
technologiai  Allomésérdl szarmaztak.. A hajtascsiics merisztémékat in vitro nevelt
csiranévényekbol izoldltuk. Erett magvakat sterileztiink 3-4 %-0s NaOCI-ban 20 perces
aztatassal. A hdromszori steril desztillélt vizes oblitést kovetéen a magokat 24 dran &
aztattuk szintén steril desztillélt vizben. A csiraztatas el6tt meghdmoztuk a rnagvakat a
maghégban felhalmozddott fenolvegylletek kikiiszobolése céljabdl (Busse-Eisenreich,
1986). Csiraztatdsra Knop-oldatot (Knop, 1885) haszndltunk, 1 % agarra (Reana)
kiegészitve. A névényeket 5-6 napig, 16 6rés megildgitassal, 125 mM/m?/s fény-
intenzitason, 24+1 °C-on neveltik, 500 ml -es, sziiksz§ U Erlenmeyer-lombikokban.

Téaptalgként B5-t (Gamborg et al., 1968) haszndtunk 0,5 mvi/1 BAP (Sigma Co.), 2 %
szachar6z (Reanal) és 0,8 % agar (Reanal) kiegészitéssel. A pH-értéket autoklavozas el 6tt
5,8-radlitottuk be, sterilezés 121 °C-on, 100 kPa nyoméson, 15 percig tortént.

A hajtascsicsbol  kiprepardlt 1-1,5 mm-es merisztémakat 28" 90 mm-es (iveg-
ampulldkban levé 8 mi-nyi téptalg felszinére tettik, majd 16 Orés megvilégitassal, 125
mM/m?/s fényintenzitason, 24+1 °C-on inkubal tuk.

A tenyészetek minésegi véaltozasainak értékelése 8 hetenként tortént, a hajtas- és
kallusz névekedés bonitalasaval és friss témeg méréssel.

A kovetkez§ kisérletlinkben az in vitro tenyésztésre, legalkalmasabb genotipussal
(Lippoi") teszteltik a kulénbdzé hormondsszetételli téptalajokat. A fentiekben leirtaknak
megfelel6en aszeptikusan nevelt 5-6 napos csirandvényekbol, eltéré helyekrdl izolatunk
merisztémakat: hajtascslcs, alevél, sziklevél (2. dora).
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Im,
2. &ra Lobab csirandvérny (Busse-Eisenreich, 1986)
(jelolések: r - gyokér; s- mag; c1,c2- 1. és2. dlevél; pl - primér lomblevél;
st - pdhaevél; cm - sziklevél merisztéma; Im1, Im2 - dlevél merisztérna)

Tapkozeg: MS (Murashige és Skoog, 1962) alaptéptalaj, citokininnel (BAP; Sigma
Co.) és auxinokkal (IES, NES, 2, 4-D; Sigma Co.), 3 % szachar6zzal (Reanal) és 0,8 %
agarral (Reanal) kiegészitve. Minden egyes hormont 0 — 0,1 — 1,0 — 10 mg/l-es
térnénységben haszndltunk. Az auxinokat az 6sszes lehetséges médon kombinaltuk a BAP-
nal, igy 46-féle tdpkozeget vizsgaltunk. A sterilezést szintén a fentieknek megfeleléen
végeztik.

A hajtéscsicsbol  kiprepardlt 1-1,5 mm-es merisztémékat 28" 90 mm-es (veg-
ampulldkban levé 8 mi-nyi téptala felszinére tettik, majd 16 Orés megvilégitassal, 125
mM/m?/s fényintenzitason, 24+1 °C-on inkubal tuk.

A tenyészeteket 8 hetenként értékeltik. Mértik a friss tdmeget, a kezelésenkénti
hajtésszamot, bonitdltuk a kultdrak fejlettségét és megallapitottuk az optimdlis citokinin-
auxin kombinéciét.

Mivel az érett sziklevél eredetii kultaraknd jérulékos merisztémékbdl tortént a hajtés-
organizacio, ezért ezt is itt emlitjik meg. Vizsgdatunkban a 'Lippdi' fajtat haszndltuk. A
magokat a mér leirtak szerint sterileztik, majd 24 éran a steril desztillalt vizben aztattuk. A
magh§j eltavolitadsa utédn dvatosan elkiildnitettik egymastdl a két sziklevelet, majd levagtuk
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réluk az embriét. Az explantdtumokat 25" 90 mm-es Uvegampullékban levé 8 ml taptalg)
felszinére tettuk.

Az akalmazott taptalg) B5 (Gamborg et al., 1968) alap volt, 2 % szacharéz (Reanal),
0,8 % agar (Reanal) és killonb6z6 koncentracidju BAP (Sigma Co.), valamint IVS (Sigma
Co.) kiegészitéssdl (3. téblazat). A tapkozeget 121 °C-on, 100 kPa nyomason 10 percig
sterileztik, elétte a pH-értéket 5,8-rakalibraltuk.

A tenyészeteket -fejlédéstsl fliggéen- 6-8 hétig inkubdltuk, 24+1 °C-on, 16 6rés
megvildgitassal, 125 nmM/m?/s fényintenzitason. Kisérletiinkben értékeltik a kultdrdk
hajtas-, gyokér- és kaluszfejlodését, a kezelésenkénti hajtésokat, gyokereket, bonitaltuk
fejlettségiket, mértik friss tomeguket.

Mindharom kisérletben a regenerdlt hajtasokat hormonmentes alaptéptalgjon (MS, B5)
gyokereztettik, 370 és 500 ml -es csavaros tetejii (konzerv) lvegekben. Gyokereztetés utan
a ndvénykéket Knop-oldattal dtitatott perlitben edzettik a talajba killtetés el6tt, 3-4 hétig,
20-22 °C-on, 16 6ras megvilégitassal, 125 mM/m?/s fényintenzitdson. A vizsgélatok
eredményeként kapott adatok matematikai-statisztikai értékelését mindegyik esetben Svab
(1981) alapjan végeztik €.

3. téblazat
A sziklevél eredetii tenyészeteknél haszndlt hormonok

Taptalg jele BAP (mg/l) IVS (mg/l)
S20 0 0
sz1 05 0
s72 1,0 0
sz3 15 0
S74 0 05
sz5 05 05
s76 1,0 05
sz7 15 05
sz8 0 1,0
s79 05 1,0
s710 1,0 1,0
sz11 15 1,0
s712 0 15
s713 05 15
S714 1,0 15
s715 15 15
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3.2 Hajtastenyésztés

Kisérletinkben hérom fajtdt haszndtunk (‘Lippdi', 'Kornberger', 'Ovéri-137).
Aszeptikusan nevelt (3.1 pont) 5-6 napos csirandvények szarédt elvagtuk a méasodik nédusz
alatt, amikor a harmadik internédium l&hatéva vat. A hajtascsiicsot, valamint a
kétnoéduszos szérat kiildn-kiildn gydkereztets tépkozegre tettik.

A taptalaj modositott MS volt (MS makro-, Heller mikroelemek; Heller, 1953), 0,186
mg/1 (1 mM) NES (Sigma Co.), 10 g/1 aktiv szén (Reanal), 3 % szachardz (Reanal) és 0,8
% agar (Reanal) kiegészitéssel. Vizsgdtuk még az MS aaptaptalait is a fenti
kiegészitokkel. A tapkdzeget 25 90 mm-es livegampullakba (8 ml/ampulla) és 100 ml -es
bészju Erlenmeyer-lombikokba (25 ml/lombik) adagoltuk. A sterilezést 121 °C-on, 100
kPa nyomason az ampullékna 15, a lombikokna 20 percig végeztik. A pH-értéket
sterilezés el6tt 5,8-radlitottuk be.

A szervtenyészeteket 16 6ras megvil&gitassal, 125 mM/m?/s fényintenzitéson, 24+1 °C-
on 7-8 hétig inkubdltuk, a gyokérfejlédés intenzitadsatdl flggéen. A tenyésztés idd
elteltével értékeltiik a gydkérorganizacié gyakorisagét.

3.3 Kallusztenyésztés

Vizsgalatainkban kildnbdzé izolatumokat és taptalajokat teszteltiink. Elsdként a mér
ismertetett mddon sterilezett, hamozott magokat csiréztattuk in vitro négyféle taptalajon,
melyek MS makro- és mikroelemeket (Murashige és Skoog, 1962); az elébhit és 3 mg/1
2,4-D-at (Sigma Co.); Knop-oldatot; valamint sterilezett csapvizet tartalmaztak, 1 % agarral
(Reanal) kiegészitve. A hormonmentes tapkdzegeken 5-6, az auxint tartalmazén 12-14 nap
elteltével VAt lehetévé a mezokotil szegmentek, valamint hajtascsics merisztémék
izoldlasa

Az explantatumokat MS (Murashige és Skoog, 1962) és B5 (Gamborg et al., 1968)
alap-taptal gjokra tettiik, amelyek 0,2 mg/1 BAP-t (Sigma Co.) és 1,0 mg/1 2,4-D-at (Sigma
Co.) tartalmaztak, 10 g/l aktiv szénnel (Reanal) és 0,8 % agarral (Reana) kiegészitve. A
kész tapkdzegekbdl 8-8 ml-t adagoltunk egy-egy 25" 90 mm-es Uvegampulldba, majd 121
°C-on, 100 kPa nyomason 15 percig sterileztilk, el 6tte a pH-értéket 5,8-ra kalibraltuk.

A 4 hétig tartd tenyésztés soran (24+1 °C-on, 16 6ras megvilégitassal, 125 nM/m?/s
fényintenzitason) folyamatosan értékeltik atenyészetek minéségi valtozasait.

A kovetkezé kisérletben liveghazban nevelt 'Lippdi', és 'Kornberger' fajték 4-7 mm-es
éretlen z6ld magvaibdl izoldt embridkbdl indukdltuk a kultdrakat. A z6ld hiivelyeket
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sterileztik: el6szor 30 mp-ig 70 %-s etanolban, majd 10 percig 2 %-os NaCl-ban. A
haromszori steril desztilldlt vizes 6blités utan prepardltuk ki az embriokat.

Taptalgként MS (Murashige és Skoog, 1962) alaptaptalgjt hasznéltunk, 3 % szachar6z
(Reand) és 0,8 % agar (Reanal) kiegészitéssel. A ndvekedés szabdlyozok kozul BAP-t és
IES-at (Sigma Co.) haszndltunk, 0 — 0,5 — 1,0 — 2,5 — 2,0 mg/l koncentracidékban. A két
hormon 6sszes lehetséges kombinécidjat feldlitva 25-féle tpkdzeget teszteltiink. A pH-
értéket autoklavozés el6tt 5,8-ra dlitottuk be, sterilezés 121 °C-on, 100 kPa nyoméson, 15
percig tortént.

Az embridkat sotétben, 24+1 °C-on, 6 hétig inkubdtuk, 2590 mm-es Uveg
ampulldkban levé 8 ml-nyi taptalg) felszinén. A tenyésztési ido elteltével mértik a kultdrak
friss tdmegét, értékeltik mingségi vatozasaikat.

Harmadik kisérletiinkben a polivinil-pirrolidon (PVP) (Fluka Polyvinylpyrrolidon K
30), hatasat vizsgdtuk Iobab szovettenyészetekre. In vitro nevelt csirandvények
hajtéscsics-, alevél- és sziklevél merisztéméibdl, valamint epi-, mezo- és hipokotil
régiGibol indukatuk atenyészeteket.

MS (Murashige és Skoog, 1962) taptalajt hasznaltunk 3 % szacharéz (Reand), 0,8 %
agar (Reanal), 0,175 mg/l IES (Sigma Co.) és 2,25 mg/l BAP (Sigma Co.) kiegészitéssel.
Az adagolt PVP mennyiségét a 4. téblazat mutatja. A tenyészeteket 28" 90 mm-es
tivegampulldkban, 8 ml-nyi téptalaj felszinén inkubatuk. A tapkozeg pH-jét sterilezés el6tt
5,8-rakalibraltuk, autoklavozas 121 °C-on, 100 kPa nyomason, 15 percig tértént.

A 16 6ras megyiléagitassal, 125 mM/m?/s fényintenzitason, 24+1 °C-on val6 8 hetes
tenyésztés utan mértik a friss tomeget, értékeltik a tenyészetek hajtas és kallusz
produkcidjat. Az adatok matematikai-statisztikai értékelését Svab (1981) alapjan végeztiik,

hasonl6an az €l6z6 kisérletekhez.

4. téblazat
A PVP mennyisége atdptalgjokban

Taptalg jele PVP (mg/l)
MS0 0

MSL 10

MS2 100

MS3 500

MS4 1000

MS5 2000
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3.4 Mikroszatellita és RAPD markerek azonositasa

Névényi anyag: 6t |6babfajta (‘Jasny 11", ‘Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137', 'Vica) és egy
nemesitési vonal (‘'Fehérviragl’) genomikus DNS izolaldsa soran afriss, fiatal levelek (kb. 1
g) présnedvét (Leaf Sgeezer) 800 ul 0,2 %-0s 2-merkaptoetanol tartalmu kivond pufferbe
vettik fel. A kivond puffer dsszetétele (1000 mil-ben): 6,05 g Tris (pH = 8), 9,316 g EDTA,
0,189 g O-fenatrolin, 58,0 g NaCl, 10 g CTAB (pH = 8), 2% merkaptoetanol. (A
molekuléris biologiai vizsgdlatok soran hasznalt vegyszerek a Sigma Co.-t6l szarmaztak,
kivéve azokat, amelyeknél kilén megemlitem a forrast.)

DNS extrakcié: az 1 g nbvényi anyaghoz 700 pl DNS extrahdl6 puffert alkalmaztunk.
A DNS precipitatumok (TE pufferben) RN-&z kezelését, és az OD260 UV
spektrofotometrias koncentracié meghatédrozasat kovetéen 4 pl DNS  mennyiséget
alkalmaztunk PCR reakcidnként.

PCR reakcio: a reakcioelegy az alabbi komponenseket tartalmazta mintanként 25 pl
végtérfogatban:

(2) 15,625 uM dNTP keverék (dATP: dGTP: dCTP: dTTP = 1:1:1:1),

(2) 0,05 uM MgCl,,

(3) 0,3 pul (1,5 U) Tag-polimeraz (Promega Co.),

(4) 20 pM primer,

(5) 4 pl (20 nM) minta-DNS.

Oligonukleotid primerek: az ismétl6dé DNS szekvenciakban el6forduld genetikai
polimorfizmusok felismerésére az alabbi, 16-18 bp hosszUsagu primereket (SZBK, Szeged,
Bottka S. szintetizdlta): (GACA)4, CA(GACA),, (GACA)LCA, (ACTG),, mig a random
polimorfizmusok elemzésére a 10 bp hosszisaga OP/A-11, OP/B-1, OP/B-3, OP/B-5,
OP/B-7, OP/B-11 és OP/B-12 (OPERON Sci.) primereket alkal maztuk.

PCR reakcid: a Coy TempCycler Il Multicycler (model 1100) PCR készilékben az
aldbbi |épéseket akamaztuk: (1) 94 °C-os eléciklus, a primer és a minta DNS
denaturdésara, 4 percig; (2) 94 °C, 20 masodpercig, a DNS denaturalaséra; (3) 40 °C, 20
maésodpercig, primer bekapcsol6dasara; (4) 72 °C, 1,5 percig, a DNS lanc szintézisre; (5)
72 °C, 5 percig, a végsé DNS szintézis tokéletes befejezéséhez, illetve (6) az ezt kovetd
automatikus 4 °C-ra torténé lehiitéssel. A 2-4 ciklust 40-szeres ismétléssel alkal maztuk.

Gélelektroforézis: a PCR-ezett mintakat agar6z-gélelektroforézissel szeparadtuk, 1,6 %-
0s agar6z (Serva Co.), 80 V fesziiltség, 2 drés futtatasi id6, 1 TAE puffer, valamint
mol ekulatdmeg-marker (350-1484 bazispar) alkalmazésaval.
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Képfeldolgozas: a mintékat addig futtattuk amig a szinmarker (bromfenolkék) a kivant
tavolsagot € nem érte. A gélbe kevert etidium-bromid interkald édott a DNS béazisok kozé
és UV meguildgitds hatdséra narancsszinii fluoreszcenciat adott. A gélelektroforézis
eredményeirél Polaroid felvételeket készitettlink, melyek képi utéfeldolgozasat Microsoft-
Ansel programmal végeztik. A gélek kiértékelésénél csak a vizudisan jél elkilondls,
karakteresen megjelens DNS sévokat vettiik figyelembe.
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4. EREDMENYEK

4.1 A genotipus hatasa a hajtascstics in vitro fejl6désére

Kulénbdzé genotipusokat teszteltiink a hajtasindukcio, illetve ebbdl kifolydlag az in
vitro tenyésztésre vald alkalmassag tekintetében. A 8 hetes tenyésztési ido elteltével
megszamoltuk a hajtasokat, mértik a kultirak friss tomegét, értékeltik a hajtds és
kalluszindukcié gyakorisagat, valamint a tenyészetek fejlettségét. Az atlagértékeket és
gyakorisagi szazalékokat az 5. tablazat mutatja.

5. téblazat
A genotipus hatasa hajtasmerisztéma tenyészetek fejldésére
_ Hajtéas Kallusz-
Friss
] Hajtéas képzés Hajtés képzés Kallusz-
Fajta tomeg ) ) ) )
(db) gyakorisaga | fejlettség | gyakorisaga | fejlettség
™ o @

MINOR 1.7+1.4 2532 92,8 + 50,0 +
VICA 1,8+1,0 142,1 100,0 + 15,8 +
ERNA 1,4+0,9 128,2 94,7 + 23,7 +

OVARI-137 [ 15+10 | 1614 97,7 ++ 477 +
ALFRED | 1,4+0,9 204,8 100,0 +++ 91 +
DINO 1,5+0,9 133,6 100,0 ++ 59,0 +
KU-22 1,0+0,3 145,0 95,6 + 63,0 +
LIPPOI 20+09 | 2885 100,0 4+ 52,5 +
KAROLA | 1,1+05 253,7 96,3 ++ 444 +
VF1809682 | 1,2+0,5 246,4 100,0 ++ 45,5 +
JASNY II. | 11+0,6 278,0 95,0 ++ 50,0 +

(- = nincs elvdltozas; + = gyengén; ++ = kdzepesen; +++ = [0l fejlett tenyészet)

A legtdbb hajtast a 'Lippdi' fajtandl kaptuk (2,0+0,9 db), legkevesebbet a 'KU-22'
(1,0+0,3 db) genctipusnal. A hajtésfejl6dés gyakorisigét tekintve nem taldltunk lényeges
eltéréseket az egyes fatak kozott (92,8-100 %). A hajtasfejlettséget vizsgalva csak a
'Lipp6i'-nd és 'Alfred-nél kaptunk jol felett tenyészeteket (+++), gyenge hajtasok
differencidlédtak a 'Minor', 'Vica, 'Erna és 'KU-22' genotipusokndl (+). A friss tdmegeket
értékelve szintén a 'Lippdi' fajta volt a legjobb (288,5 mg), mig a 'Dino-ndl mértik a
legkisebb (133,6 mg) tomeget: A kaluszosodés gyakorisdga a 'KU-22'-nél volt a
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legnagyobb (63,0 %), legkevesebb az 'Alfred'-ndl (9,1 %). A kalluszok fejlettségét minden
genotipusndl azonosnak taldltuk (+). Mivel kisérletiink célja elsédlegesen a hajtasindukcio
volt, ezért a taptalajhoz csak citokinint (BAP) adagoltunk, ami a kalluszfejl 6dés alacsony
intenzitdésdt eredményezte. Ugyanigy a gyokérindukciét sem tartottuk vizsgdati
szempontnak, de meg kell emlitenem, hogy az 'Alfred' fajtand 16,0 %-os gyakorisaggal
&lag 8,8 db, jdl fejlett (+++) gyokeret kaptunk.

4.2 A 6-benzil-amino-purin (BAP) és auxinok hatasa a kiilénbé eredetii merisztémak

fejlédésére

4.2.1 A BAP hatasa a 2,4-dikl6rfenoxi-ecetsav (2,4-D) jelenl étében

A 8 hetes tenyésztési id6 elteltével mértik a kultdrdk friss témegét, a kezel ésenkénti
hajtésszamot, értékeltiik a hajtasok fejlettségét (1-t6l 5-ig terjedd skalan). A kapott adatokat
héromtényezés, véetlen blokkelrendezésii kisérletek variancia-analizisével értékeltik
(Svab 1981). A matematikai-statisztikai elemzés variancia- és eredménytéblézatat a 6-8.
tablazatok foglaljék Ossze.

A friss tdmegeket értékelve legnagyobb atlagtdmeget az alevél merisztéma
eredetti, 1 mg/l BAP-nal kiegészitett téptalgjon (424,3 mg), mig a legkisebbet a
hormonmentes tdpkozegen mértik (1,8 mg). A varianciatéblazatbdl lathaté, hogy a
kombinaci ok kozott
P = 0,1 %-os val6szinliségi szinten (***) szignifikans kilonbséget taldltunk, barmely két
kombinéacid kozott az SZDsy, = 44, 6 mg. A BAP kezelések kozott a 2,4-D édtlagdban az
SZDsy, = 22,3 mg. A két hormonkezelés kozti eltérés szintén P = 0,1 %-0s szinten
szignifikans (***).

A hajtasszamot értékelve az alevél eredetii merisztémakna kaptuk a legtdbbet (4,1
db), 0,1 mg/l BAP-nal kiegészitett taptalgjon. A hormonmentes, valamint csak 2,4-D-at
tartalmazd tapkdzegen nem tapasztaltunk hajtas multiplikaciot. A friss témeg adatokhoz
hasonl 6an az egyes kombinéaciok, valamint a két hormon kozétt P = 0,1 %-os val dszinliségi
szinten szignifikansak az eltérések, az dtaldnos SZDsy, = 0,51 db-al, mig a BAP kezelések
kozott a 2,4-D atlagaban az SZD+sy, = 0,26 db-bal.

A hajtésfejlettség adataibdl kitiinik a regenerdlt hajtésok gyenge fejlettsége, csupan az
1,0 mg/l BAP-t tartalmazd tépkdzegeken figyeltiink meg a tobbihez képest fejlettebb
hajtasokat (3,0 érték). Jollehet a kezeléseket tekintveitt is P = 0,1 %-0s szinten szignifikans
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az eltérés, de a két hormon hatasat tekintve erre a paraméterre mar nem tapasztalhaté
kilénbség. Barmely kombinéciot tekintve az SZDs, = 1,2-vel.

Az eredménytéblézatakban szereplé é&tlagadatok alapjan mindhdrom -hajtascslcs,
allevél és sziklevél- merisztémét figyelembe véve az 1,0 mg/l-es BAP kiegészités volt a
leghatasosabb a 2,4-D fliggvényében.

3. dbra Merisztémék fejl sdése a BAP és auxin kombinéciok hatéséra
a) frissenizoldt alevél merisztéma
b) - c) hgtésmultiplikéci6 aBAP - |ES hormon kiegészitésii M S tépta gon

4. dra Novényregenerécio hajtascstics meri sztéma tenyészetekben.
a) - b) gyokérfejl 3dés hormonmentes M Stéptagon,
c) regenerdt ndvény edzetése Knop-oldatos perlitben.



6. tablazat

A BAP hatasa a kiil6nb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek friss témegére 2,4-D

flggvényében

6/A: varianciatdblazat (paraméter: frisstémeg, mg)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 1233958 143
Kezelés 1160805 47 24697 K
Eredet (A) 688 2 344 NS
BAP (B) 268330 3 89443 A
2,4-D (C) 217072 3 72357 *xx
A" B 3615 6 602 NS
A" C 10893 6 1815 *
B"C 645523 9 71724 A
A"B°C 14681 18 815 NS
Hiba 73152 96 762

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
6/B: eredménytablézat (paraméter: friss témeg, mg)

Haitascslics
BAP (mg/l) A
2,4 D (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 2,2 33,6 322,6 425 100,2
0,1 3,2 64,8 72,7 61,4 50,5
1 25,5 31,9 43,7 17,8 29,7
10 6,6 55,5 8,9 24,3 23,8
Atlag 9,4 46,5 112,0 36,5
Allevél
- BAP (mg/l) A
2,4-D (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 18 449 4243 68,3 134,8
0,1 34 59,1 54,6 43,1 40,0
1 31,5 18,2 30,6 17,8 24,5
10 5,9 46,1 11,5 29,1 23,2
Atlag 10,7 421 130,3 39,6
Sziklevél
- BAP (mg/l) A
2,4-D (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 2,1 43,4 419,7 441 127,3
0,1 53 40,1 50,2 28,9 31,3
1 27,0 16,9 53,5 17,4 28,7
10 7,7 94,0 13,9 28,0 35,9
Atlag 10,5 48,8 134,3 29,6
SZDsy, Al-A2:11,2mg A1B1-A1B2: 22,3 mg

B1-B2: 129 mg A1C1-A1C2: 22,3 mg
C1-C2: 129 mg B1C1-B1C2: 25,8 mg
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7. téblézat
A BAP hatasa a killonb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek hajtasfejl6désére 2,4-D

flggvényében

7/A: varianciatéblazat (paraméter: hajtasszam, db)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 88,05 143
Kezelés 78,34 47 1,67 K
Eredet (A) 0,07 2 0,04 NS
BAP (B) 20,59 3 6,86 *oxk
2,4-D (C) 16,66 3 5,55 e
A" B 0,31 6 0,05 NS
A" C 0,22 6 0,04 NS
B"C 40,11 9 4,46 *kk
A"B°C 0,38 18 0,02 NS
Hiba 9,71 96 0,1

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
7/B: eredménytablézat (paraméter: hajtasszam, db)

Haitascslics
BAP (mg/l) A
2,4 D (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 3,8 2,3 1,8 2,2
0,1 1,0 11 1,6 1,8 14
1 1,0 1,3 19 21 1,6
10 1,0 11 14 19 14
Atlag 1,0 18 1,8 19
Allevél
- BAP (mg/l) A
2,4-D (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 472 19 1,7 2,2
0,1 1,0 14 1,6 2,0 15
1 1,0 15 2,0 21 1,7
10 1,0 11 1,3 19 1,3
Atlag 1,0 2,0 1,7 19
Sziklevél
- BAP (mg/l) A
2,4-D (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 1,0 40 2,0 1,7 2,2
0,1 1,0 1,3 1,7 2,0 15
1 1,0 1,2 2,0 19 1,6
10 1,0 11 1,2 1,8 1,3
Atlag 1,0 19 1,7 19
SZDsy, A1-A2:0,13db A1B1-A1B2: 0,26 db

B1-B2: 0,15db A1C1-A1C2: 0,26 db
C1-C2:0,15db B1C1-B1C2: 0,30 db
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8. téblazat

A BAP hatasa a kill6nb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek fejlettségére 2,4-D

flggvényében
8/A: varianciatdblazat (paraméter: hajtasbonitélas, 1-5)

Tényezd SQ FG MQ

Osszes 117,30 143

Kezelés 63,30 47 1,34 K
Eredet (A) 0,51 2 0,25 NS
BAP (B) 38,69 3 12,89 Fxx
2,4-D (C) 11,80 3 3,93 e
A" B 1,93 6 0,32 NS
A" C 1,15 6 0,19 NS
B"C 747 9 0,83 NS
A"B°C 1,73 18 0,09 NS
Hiba 53,99 96 0,56

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
8/B: eredménytablazat (paraméter: hajtasbonitalas, 1-5)

Haitascslics
BAP (mg/l) A
2,4 D (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 2,3 3,0 2,6 2,2
0,1 1,0 1,3 1,6 2,3 15
1 1,0 1,3 2,3 2,6 1,8
10 1,0 1,0 1,3 2,0 1,3
Atlag 1,0 15 2,0 2,4
Allevél
- BAP (mg/l) A
2,4-D (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 2,6 3,0 2,6 2,3
0,1 1,0 1,6 2,0 2,3 1,7
1 1,0 1,6 2,6 1,6 1,7
10 1,0 1,3 1,6 1,6 14
Atlag 1,0 18 2,3 2,0
Sziklevél
- BAP (mg/l) A
2,4-D (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 1,0 2,6 2,6 2,3 21
0,1 1,0 2,0 2,3 2,6 2,0
1 1,0 1,6 2,3 2,3 1,8
10 1,0 1,3 1,6 2,3 15
Atlag 1,0 19 2,2 2,4
SZDsy, A1-A2: 0,30 A1B1-A1B2: 0,60
B1-B2: 0,35 A1C1-A1C2: 0,60 Altalanos; 1,20
C1-C2: 0,35 B1C1-B1C2: 0,70
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4.2.2 A BAP hatasa az a-naftilecetsav (NES) jelenl étében

A kisérlet értékelése megegyezik a 4.3.1 pontban leirtakkal. A biometriai elemzés
variancia- és eredmeény-tablazatét a 9-11. tablazatok foglaljak Ossze.

A friss témegeket értékelve legnagyobb étlagtémeget a 0,1 mg/l BAP-t és 1,0 mg/l
NES-at tartalmazo tépkozegen, alevél eredetli merisztéméknd mértik (631,7 mg). A
legkisebb tdmegeket ennél a kisérletnél is a hormonmentes taptalajon kaptuk (1,0 mg). A
varianciatdblazatbdl lathatd, mind a kombinaciok, mind pedig a BAP kezelések kozott a
NES étlagaban P = 0,1 %-o0s val6sziniiségi szinten szignifikans a kilonbség. Az SZDsy, =
108,2 mg barmely két kombinéaci6 kdzott, mig a BAP kezelések kozétt a NES étlagaban az
SZDsy, = 54,1 mg.

A hajtdsszdmot értékelve az alevél eredetii merisztéméknal kaptuk a legtobbet (4,5
db), 0,1 mg/l BAP-t tartalmazd téptalajon. Az el6z6 paraméterhez hasonléan az egyes
kombinéciok, valamint a hormonok kézétt P = 0,1 %-0s szinten szignifikansak az eltérések,
az ataanos SZDsy, = 0,56 db-bal, a BAP kezelések kozott a NES étlagdban pedig az
SZDs, = 0,28 db-bal. Az auxint is tartalmazo tapkdzegen hajtas multiplikaciét a 0,1 és 1,0
mg/l NES-val kiegészitett taptalajokndl figyeltiink meg nagyobb gyakorisaggal .

A hajtésfejlettség adataibol lathatd a regenerdlt hajtasok kozepes fejlettsége, ami
azonban jobb az €l6z6 hormonkombinaciénal megfigyelteknél. A legfejlettebb hajtasokat a
sziklevél és allevél merisztéma eredetli tenyészeteknél kaptuk a 0,1 mg/l BAP-t, valamint
az 1,0 mg/l BAP-t és 1,0 mg/l NES+, illetve 10 mg/l BAP-t és 0,1 mg/l NES-t tartalmazé
taptalajokon (3,3 érték). A kezeléseket tekintve itt is P = 0,1 %-o0s valdszintiségi szinten
szignifikéns az eltérés, de a két hormon kozott mér csak P = 10 %-0s szinten. Az SZDsy, =
1,2-vel barmely két kombinacié kodzétt. Mindhdrom merisztémand az 1,0 mg/l-es BAP

kiegészités volt alegjobb a NES fliggvényében.
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9. tébl&zat
A BAP hatasa a kiil6nb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek friss tomegére aNES

flggvényében

9/A: varianciatblazat (paraméter: frisstémeg, mg)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 3907511 143
Kezelés 3477674 47 73993 K
Eredet (A) 36126 2 18063 *
BAP (B) 1309745 3 436581 *xx
NES (C) 684665 3 228221 *xk
A" B 239179 6 39863 A
A" C 137429 6 22904 A
B"C 804613 9 89401 A
A"B°C 265913 18 14772 *xk
Hiba 429836 96 4477

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
9/B: eredménytablazat (paraméter: friss témeg, mg)

Haitascsics
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 18 47,2 106,8 44,8 1255
0,1 2,6 46,8 249,5 77,4 94,1
1 18,0 253,9 466,7 286,9 256,4
10 34,4 243,8 438,3 934 202,5
Atlag 14,2 147,9 390,3 125,7
Allevél
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 61,3 378,3 47,0 1219
0,1 12 77,8 105,6 102,1 71,8
1 40,4 631,7 3334 266,9 318,1
10 34,6 113,0 79,3 95,1 80,5
Atlag 19,3 220,9 2242 127,9
Sziklevél
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 11 60,4 454,2 37,1 138,2
0,1 2,2 1111 100,5 72,3 715
1 24,8 472,2 402 169,9 217,2
10 31,1 1417 99,2 112,2 96,2
Atlag 14,8 196,4 214 97,9
SZDsy: A1-A2: 27,0 mg A1B1-A1B2: 54,1 mg
B1-B2: 31,3mg A1C1-A1C2: 54,1 mg Altalanos: 108,2 mg

C1-C2: 31,3mg B1C1-B1C2: 62,5 mg
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10. téblézat
A BAP hatasa a kilonb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek hajtasfejlodésére a NES

flggvényében

10/A: varianciatablazat (paraméter: hajtasszam, db)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 96,66 143
Kezelés 85,12 47 1,81 K
Eredet (A) 0,44 2 0,22 NS
BAP (B) 34,83 3 11,61 Fxx
NES (C) 11,3 3 3,66 *okk
A B 3,14 6 0,52 A
A" C 2,28 6 0,38 o
B"C 26,89 9 2,99 *oxk
A"B°C 6,25 18 0,35 *rk
Hiba 11,54 96 0,12

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
10/B: eredménytablazat (paraméter: hajtasszam, db)

Haitascslics
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 43 2,7 2,0 2,5
0,1 1,0 18 2,7 2,3 19
1 19 2,4 2,3 2,3 2,2
10 1,2 18 2,3 1,8 1,8
Atlag 1,3 2,6 2,5 21
Allevél
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 45 3,7 21 2,8
0,1 1,0 3,2 2,3 2,7 2,3
1 14 19 2,5 2,4 2,0
10 1,3 15 1,8 21 1,7
Atlag 1,2 2,8 2,6 2,3
Sziklevél
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 1,0 3,2 2,7 2,3 2,3
0,1 1,6 2,2 2,0 2,6 21
1 19 18 2,4 2,5 2,2
10 1,3 1,6 21 2,2 1,8
Atlag 15 2,2 2,3 2,4
SZDsy, A1-A2:0,14db A1B1-A1B2: 0,28 db

B1-B2: 0,16 db A1C1-A1C2:0,28db
C1-C2: 0,16 db B1C1-B1C2: 0,32 db
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11. téblazat

A BAP hatasa a kil 6nb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek fejlettségére a NES

flggvényében

11/A: varianciatablazat (paraméter: hajtashonitélas, 1-5)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 1175 143
Kezelés 65,15 47 1,38 K
Eredet (A) 3,18 2 1,59 +
BAP (B) 40,68 3 13,56 Fxx
NES (C) 1,74 3 0,58 NS
A" B 2,37 6 0,39 NS
A" C 0,81 6 0,13 NS
B"C 9,61 9 1,06 +
A"B°C 6,73 18 0,37 NS
Hiba 51,99 96 0,54

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
11/B: eredménytabléazat (paraméter: hajtasbonitalas, 1-5)

Haitascslics
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 3,0 2,3 2,3 21
0,1 1,3 2,0 2,3 1,6 1,8
1 1,3 2,0 2,6 2,3 2,0
10 1,3 2,0 2,3 2,0 19
Atlag 1,2 2,2 2,4 2,0
Allevél
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 3,3 2,0 2,6 2,2
0,1 1,0 1,6 2,6 3,0 2,0
1 1,6 2,6 3,3 2,3 2,5
10 1,6 1,6 2,6 2,6 21
Atlag 1,3 2,3 2,6 2,6
Sziklevél
BAP (mg/l) A
NES (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 1,0 2,6 2,6 2,6 2,2
0,1 1,3 2,0 2,3 3,3 2,2
1 1,6 2,0 3,3 3,0 2,5
10 1,3 2,6 3,0 2,6 2,4
Atlag 1,3 2,3 2,8 2,9
SZDsy, A1-A2: 0,29 A1B1-A1B2: 0,59
B1-B2: 0,34 A1C1-A1C2: 0,59 Altaldnos; 1,18
C1-C2: 0,34 B1C1-B1C2: 0,68
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4.2.3 A BAP hatésa az indol-3-ecetsav (IES) jelenlétében

Az €626 két kisérlethez hasonlon a 8 hetes tenyésztési id6 elteltével mértik a kulturék
friss tomegét, a kezelésenkénti hajtasszamot, 1-5 skélan értékeltik a hajtasok fejlettségét.
Az adatokat hdromtényezds, véletlen blokk elrendezésii kisérletek variancia-analizisével
értékeltik. A variancia- és eredménytablézatakat a 12-14. téblazatok foglaljék ossze.

A legnagyobb friss tbmeget a sziklevél merisztéma eredetii tenyészeteknél, 1,0 mg/l
BAP-nal és 1,0 mg/l IES-va kiegészitett taptalgjon mértik (784,8 mg). A legkisebb
tomegeket ebben az esetben is a hormonmentes tapkozegeken kaptuk (0,7 mg). Az egyes
kombinacidk, valamint a BAP kezelések kozott az IES atlagdban P = 0,1 %-0s
valésziniiségi szinten szignifikans a kilénbség. Az SZDsy, = 855 mg barmely két
kombinacié kdzott, mig a BAP kezelések kdzétt az | ES atlagéban SZD s, = 42,8 mg.

A legtdbb hajtast az 1,0 mg/l BAP-t és 10 mg/l IES-at tartamazd taptalajon,
hajtascsiics eredetii merisztéméknd kaptuk (6;5 db) (3. dbra). A csak kis mennyiségii (0,1
mg/l) auxinnal kiegészitett tdpkozegen nem tapasztaltunk hajtds multiplikéciét. Az el6z6
paraméterhez hasonl6an az egyes kombinaciok, valamint a hormonok kdzétt P = 0,1 %-0s
szinten szignifikansak az eltérések, az atalanos SZDsy, = 1,09 db, a BAP kezelések kozott
az |ES é&tlagaban pedig az SZDsy, = 0,54 db.

A hajtasfelettség adatait értékelve megdllapithatjuk, hogy ebben a kisérletben is
kdzepesen fejlett hajtasokat kaptunk. A legfejlettebb hajtésokat mindhdrom merisztémand
az 1,0 mg/l BAP-nal és kilonbdz6 koncentracioju IES-val kiegészitett téptalajokon
figyeltik meg (1,6-3,3 érték). A hajtascsiics merisztémaknal mér a 0,1 mg/l BAP is
hatésosnak bizonyult, az auxinokkal kombinalva (2,6-3,3 érték). Az egyes kombinéaciok
kozott P = 0,1 %-os, a két ndvekedés szabalyozd kozott P = 5 %-os szinten szignifikans a
kilonbség. Az SZDsy, = 1,2-vel barmely két kombinacio kozott.

Az eredménytdblézatok é&tlagadataibdl |éthatd, hogy mindharom merisztémét
egyUttesen értékelve az 1,0 mg/l-es BAP kiegészités volt a leghatasosabb az IES filigg-
vényében.
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12. téblazat

A BAP hatasa a kil 6nb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek friss tdtmegére az IES

flggvényében

12/A: varianciatablazat (paraméter: friss tdmeg, mg)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 4772318 143
Kezelés 4503594 47 95821 K
Eredet (A) 65441 2 32720 e
BAP (B) 1661967 3 553989 *xx
IES(C) 422949 3 140983 e
A" B 86246 6 14374 o
A" C 284434 6 47405 A
B"C 1118848 9 124316 *xx
A"B°C 863705 18 47983 *xk
Hiba 268724 96 2799

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
12/B: eredménytablazat (paraméter: friss tdmeg, mg)

B1-B2: 24,7mg A1C1-A1C2: 42,8 mg
C1-C2: 24,7 mg B1C1-B1C2: 49,4 mg
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Haitascslics
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 17 30,2 682,8 87,6 200,6
0,1 2,9 201,2 90,9 262,3 139,3
1 20,0 121,2 315,0 461,2 229,5
10 24,7 81,9 340,7 163,5 152,7
Atlag 12,3 108,8 357,4 243,7
Allevél
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 0,8 33,6 426,6 97,0 139,5
0,1 1,6 193,6 179,2 186,1 140,1
1 32,4 69,4 70,1 461,3 158,3
10 19,7 55,0 202,2 97,7 93,6
Atlag 13,6 87,9 219,5 210,5
Sziklevél
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 0,7 30,3 243,1 82,4 89,1
0,1 1,6 155,2 121,8 119,2 99,5
1 19,9 68,6 784,8 4459 329,8
10 16,4 36,2 36,6 48,5 34,4
Atlag 9,6 72,6 296,6 174
SZDsy, Al-A2: 21,4mg A1B1-A1B2: 42,8 mg

Altalanos: 85,5 mg




13. téblazat

A BAP hatasa a kill6nb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek hajtasfejl6désére az IES

flggvényében

13/A: varianciatablazat (paraméter: hajtasszam, db)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 263,61 143
Kezelés 219,92 47 4,67 Fxx
Eredet (A) 12,48 2 6,24 *oxk
BAP (B) 93,56 3 27,85 Fxx
IES(C) 7,34 3 2,44 *
A" B 13,61 6 2,26 *oxk
A C 16,84 6 2,8 K
B C 60,38 9 6,7 K
A"B°C 25,67 18 1,42 *rx
Hiba 43,68 96 0,45

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
13/B: eredménytablazat (paraméter: hajtasszam, db)

B1-B2:0,31db A1C1-A1C2: 0,54 db

Altalanos: 1,09 db

C1-C2:0,31db B1C1-B1C2: 0,63 db

Haitascslics
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 4.6 15 1,6 2,2
0,1 1,0 40 1,8 2,0 2,2
1 19 43 40 2,0 31
10 1,6 40 6,5 2,3 34
Atlag 14 472 34 2,3
Allevél
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 4.6 14 15 21
0,1 1,0 3,9 2,5 2,4 2,5
1 1,6 2,1 4.6 2,3 2,7
10 17 17 2,7 1,3 1,8
Atlag 1,3 3,1 2,8 19
Sziklevél
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 1,0 3,7 15 1,6 2,0
0,1 1,0 2,7 2,9 1,7 21
1 17 17 3,7 2,4 2,4
10 14 14 2,2 2,2 1,8
Atlag 1,3 2,4 2,6 2,0
SZDsy, A1-A2:0,27db A1B1-A1B2: 0,54 db




14. téblazat

A BAP hatasa a killonb6z6 eredetii merisztéma tenyészetek fejlettségére az IES

flggvényében

14/A: varianciatablazat (paraméter: hajtashonitélas, 1-5)
Tényezd SQ FG MQ
Osszes 148,65 143
Kezelés 91,32 47 1,94 K
Eredet (A) 4,76 2 2,38 *
BAP (B) 51,46 3 17,15 Fxx
IES(C) 3,24 3 1,08 NS
A B 6,84 6 1,14 +
A" C 4,90 6 0,81 NS
B"C 12,17 9 1,35 *
A"B°C 7,93 18 0,44 NS
Hiba 57,33 96 0,59

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
14/B: eredménytabléazat (paraméter: hajtasbonitalas, 1-5)
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Haitascslics
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 3,0 3,3 2,0 2,3
0,1 1,0 3,3 2,0 3,0 2,3
1 1,0 2,6 2,0 3,0 2,2
10 1,3 3,0 3,3 2,0 2,3
Atlag 1,0 3,0 2,6 2,5
Allevél
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 T 5 Atlag
0 1,0 2,0 3,0 2,3 2,0
0,1 1,0 2,0 2,0 3,3 2,0
1 1,3 3,0 3,3 3,3 2,7
10 1,3 2,6 3,3 1,6 2,2
Atlag 11 2,4 2,9 2,6
Sziklevél
BAP (mg/l) A
IES (mg/l) 5 o1 o 5 Atlag
0 1,0 2,3 2,6 2,0 2,0
0,1 1,0 1,3 1,6 1,6 14
1 1,3 2,0 3,0 1,6 2,0
10 1,6 2,3 3,0 2,0 2,2
Atlag 1,2 2,0 2,5 1,8
SZDsy, A1-A2:0,31 A1B1-A1B2: 0,62
B1-B2: 0,36 A1C1-A1C2: 0,62 Altalanos; 1,24
C1-C2: 0,36 B1C1-B1C2: 0,72




4.2.4 A hajtascslics, allevél és sziklevél merisztémék fejl 5désein vitro

Az el6z6 fejezetekben kilon-kulon részleteztik az egyes hormonkombinéciok és
koncentracidk hatasat. Célszertinek tartjuk azonban az €eltéré eredet aapjan torténd
értékelést is, azaz van-e killonbség a ndvény kilénbozé részeirdl szarmazd merisztémak in
vitro reakcigja kozott.

Mivel a citokinin és auxinok kombinacioja révén csak citokinint és csak auxint
tartalmazd taptalgokat is haszndtunk, a tenyésztés sordn hajtas, gyokér- és
kalluszindukciét tapasztaltunk. A tisztan citokinines kultiraknal hajtasorganizaciot és
-multiplikéciot, a tisztédn auxinosoknal gyokérorganizaciét és kalluszindukcidt figyeltiink
meg. A magas citokinin és alacsony auxin koncentracié hataséra nétt a regenerdlt hajtésok
szama a hormonmentes kontrollhoz képest. Az elébbi forditottjand -alacsony citokinin,
magas auxin koncentracié- fokozott kalluszindukciét, valamint néhany esetben
gyOkérorganizaciot tapasztaltunk (4. abra). A magas citokinin és magas auxin
koncentraciondl tobb hajtast kaptunk a kontrollal Gsszehasonlitva, a hajtasok alapi részén
intenziv kalluszosodést is megfigyeltiink. Az egyes merisztémdk in vitro differenciacios és
dedifferenciéaciés gyakorisagat az adatok grafikus abrazolésa szemlélteti (5. dbra).

A tenyészetek mindségi valtozasait vizsga va megallapithatjuk, hogy alegtdbb hajtast a
BAP-IES kombinéciond kaptuk, mindharom eredetnél 10-10 esetben. A gyokérképzés
szempontjabol legjobbnak a BAP-NES kombinaciét taldltuk, dsszesen 4 esetben. A
kalluszindukci6t tekintve nincs |ényeges eltérés sem az egyes hormonkombinaciok, sem az
egyes explantdtumok kozott. A szervorganizacioval dsszehasonlitva a kalluszindukciokat

legnagyobb eltérést a 2,4-D-t tartal mazo taptal ajokon tapasztaltunk.
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5. &ra A BAP hatésaamerisztématenyészetek fejlédésére kil 6nbdzo auxinok kombinéci 6j ban.
a) hajtéscslics merisztéma,

b) alevél merisztéma,

c) sziklevél merisztéma,

d) az izol&umok szerinti dsszesitett gyakoriség.
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4.3 Kallusz- és organogenezisindukcio érett sziklevél tenyészetekben

A tenyésztési id6 (8 hét) elteltével értékeltik a kultirék hajtas-, gyokér- és
kalluszindukcigjét, bonitaltuk azok fejlettségét (15. téblazat). Mértik a tenyészetek friss
tomegét, az adatokat kéttényezss, véletlen blokkelrendezti kisérletek variancia-analizisével
értékeltik (Svab 1981) (16. téblazat).

Kisérletiinkben a legtobb hajtasos tenyészetet (42,2 %) az 1,0 mg/l BAP-t és 1,0 mg/l
IVS-at tartalmazo taptalajon, mig legkevesebbet (8,0 %) az 1,5 mg/l IVS-at, tartalmazdn
kaptuk (6. dbra). A legintenzivebb gyokérindukciot (92,7 %) az 1,0 mg/l IVSnd, a
leggyengébbet (2,0 %) 0,5 mg/l BAP-nd tapasztaltuk. A csak citokininnel kiegészitett
tapkdzegeken figyeltik meg a legkevesebb (1,0 mg/l BAP - 3,0 %; 1,5 mg/l BAP - 3,0 %),
gyengén fejlett gyokeret, ezért a gyokérszam értékelésénél figyelmen kivil hagytuk. A
kalluszindukci6t tekintve a legtdbb kalluszos tenyészetet (88,7 %) a 1,5 mg/l BAP-t és 1,0
mg/l 1VS-at, mig a legkevesebbet (7,0 %) a 0,5 mg/l 1VS-at tartalmazo taptalajon kaptuk.
Sziklevelenként a legtdbb hajtast (5,5+2,6 db) az 1,5 mg/l BAP + 05 mg/l IVS
koncentracioknal, legkevesebbet (1,3+0,5 db) az 1,5 mg/l 1VS koncentraciondl kaptuk. A
gyOkérképzés szempontjabdl legjobbnak a 0,5 mg/l 1VS-at (3,0+2,1 db), legrosszabbnak a
0,5 mg/l BAP-t és 0,5 mg/l 1VS-at (1,1+0,3 db) tartalmazo téptalajt tartjuk. A legfejlettebb
hajtasokat (+++) a hormonmentes és a csak auxinna kiegészitett tapkdzegeken
tapasztaltuk. A legjobban fejlett gyokereket (+++) szintén az elbbi két taptalgjon figyeltik
meg.

A friss tOmegeket értékelve lathatjuk, hogy P =0,1 %-o0s valOsziniségi szinten
szignifikansak az eltérések a kezelések kozott, az SZDsy, = 0,31 g, mig a BAP kezelések
kozott az IVS étlagéban SZDsy, = 0,15 g. A legnagyobb atlagtdmeget (3,55 g) a 0,5 mg/l
IVS-val, legkisebbet (2,29 g) az 1,5 mg/l BAP-nal kiegészitett tapkozegen mértik.
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6. dora Hajtésmultiplikécio asziklevél eredetii tenyészeteken 1,0 mg/l BAP és 1,0 mg/l IES
hatéséra B5 tépkozegen.

15. téblézat
A BAP-1VS kombinéaciok hatas a hajtas-, gyokér- és kalluszindukcid mértékére sziklevel
eredetii tenyészetekben
Téptalaj Hajtdss Gyokér Kallusz Hajtds Fejlettsé Gyokér Fejlettsé
jele % % % (db) g (db) g
SzZ0 19,7 80,3 39, 1,810 +++ 28+22 ++
sz1 138 2,0 79,3 3117 ++ - -
Sz2 36,2 3,0 63,9 46126 ++ - -
SZ3 17,2 3,0 65,5 52432 ++ - -
Sz4 39,2 91,2 7,0 2,1£1,0 ++ 3,021 +++
Sz5 18,0 131 36,1 3513 ++ 1,1+03 +
SZ6 30,1 22,2 44,4 48+2,0 ++ 1,707 +
sz7 233 21,6 433 55+2,6 ++ 12+01 +
Sz8 27,3 92,7 12,7 25+12 +++ 28+17 ++
SZ9 19,3 43,8 54,4 2,8£2,1 ++ 14406 +
SZ10 42,1 24,6 75,4 39+2,0 ++ 14406 +
Sz11 39,6 9,0 88,7 48+35 ++ 12+04 +
SZ12 8,0 78,0 18,0 1,3+05 +++ 25+19 ++
SZ13 19,0 11,9 45,2 2,3t12 ++ 18+08 +
Sz14 26,4 28,3 84,9 49421 +++ 12+06 +
Sz15 254 43,6 87,3 2,9+14 ++ 14406 +

(- = nincs elvéltozés, + = gyengén, ++ = kdzepesen, +++ = jOl fgjlett tenyészet)
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16. téblazat

A BAP-1V S kombinéaciok hatasa a sziklevél eredetii tenyészetek friss ttmegére

16/A: varianciatablazat (paraméter: friss tdmeg, g)

Tényezo SQ FG MQ

Osszes 557,78 799

Kezelés 78,94 15 5,26 *xx
IVS (A) 18,82 3 6,27 *xx
BAP (B) 36,82 3 12,27 *xx
A° B 23,29 9 258 *xx
Hiba 478,83 784 0,61

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)

16/B: eredménytéblzat (paraméter: frisstémeg, g)

BAP IVS (mg/l) i
Atlag
(mg/l) 0 0,5 1,0 15
0 2,92 3,55 3,26 2,83 3,14

0,5 2,42 2,64 2,46 2,64 2,54

1,0 2,69 2,98 2,88 2,98 2,88

15 2,29 2,74 3,00 3,14 2,79
Atlag 2,58 2,98 2,90 2,90

SZDsy: Al-A2:0,15¢

B1-B2:0,15¢

4.4 A nodélis szegmentekre alapozott kldnozas lehet 6sége

Az izoldas utan 12-14 nappal mind a hajtascsiicsok, mind a nodalis szegmentek
esetében megfigyelhettik a bazélis rész elkalluszosodasat. A hajtascsicsok megnyultak,
majd gyokeret fejlesztettek. A nodédlis szegmenteken taldhatd rigybdl
alevérigy) hajtas fejlodott a legtobb tenyészetben. Gyakori volt a szér megfeketedése
(nekrézisa), a fenolok oxidécidja miatt. A gyokeérfejlédés gyakorisagdt a 17. téblazat

szemlélteti.

Az adatokbdl lathatd, hogy nincs lényeges eltérés a modositott MS és az MS
alaptiptalg) kozott. A fajtakat dsszehasonlitva mindkét tapkdzegen szintén nincsenek nagy
eltérések a gyokeresedés gyakorisdgokban (45,9 % - 54,9 %). Az elsé gyokerek

A1B2-A2B1: 0,319

megjelenési idejét tekintve 'Lippdi', 'Kornberger' és 'Ovéri-137' afajtak sorrendje (7. dbra).
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A gybkeres dugvényokat a talajba vald killtetés elétt edzettik. A ndvénykék
sterilezett, feles makro- és mikroelem koncentrécioju, tiamint , inozitot tartalmazé MS
oldattal atitatott perlitbe kertitek. Az edényeken fokozatosan csokkentettilk a féliaboritast.
A 2-3 hetes edzés utan a ndvényeket talgjba killtetve, Uveghazban neveltik fel. A tllélési

réta alacsony volt, az ismételten jelentkezé nekrdzis miatt.

X

T

7. &ra Gyokérfejl 6dés noddis szegmenten (‘Lippdi’ fata) 0,186 mg/l NES-va
kiegészitett MStéptagon.

17. téblézat
A taptalg) és agenotipus hatasa a nodalis szegmentek gyokeresedésére

Noddlis  Elst gydoke- Gyokeres Gyokérkép-

Téptala Fajta szegmentek rek megje-  tenyészetek zés gyakori-
(db) lenése (nap) (db) séga (%)
MS Lippdi 2% 15 52 54,1
Kornberger 82 21 43 52,4
Ovari-137 93 23 45 48,4
mod. MS Lippoi 69 16 32 46,4
+10% Kornberger 142 20 78 54,9
aktiv szén  Ovari-137 85 22 39 45,9
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4.5 | zolatumfiiggé kalluszindukcio

Kallusztenyésztési kisérleteinkben kilonbozé izoldtumokat és téptala) Osszeteviket
teszteltiink. Mivel majdnem minden vizsgdlat soran in vitro csiraztatott novényekkel
dolgoztunk, elészér a csirdztatdsra haszndlt tépkozegeket értékeltik. Az adatokat a 18.

téblazat tartalmazza.

18.téblazat
A tépoldat hatésa aldbab csiréztatésara in vitro
. Magok szdma Kicsirazot Csirazés . .
Tapoldat (db) magok % Megjegyzes
(db)

MS 300 280 93,3 Eletkepes
csiranévény

MS+ 3 mg/l Torz

2,4-D 300 262 873 csirandvény

Knop-oldat 300 204 98,0 Eletkeépes
csiranévény

Sterilezett Eletképes

csapviz 300 274 9.3 csirandveny

Eletképes novényeket kaptunk a hormonmentes téptalajokon, a legnagyobb csirézés
szézalékot (98,0) a Knop-oldaton figyeltik meg. A 2,4-D-at tartalmaz6 tapkozegen torz,
elkalluszosodott gyokdcskéj i, gyengén fejlett hajtasi ndvénykék fejlodtek.

Ezt kovetéen tovabb vizsgdltuk a 2, 4-D hatasét az in vitro tenyésztés soran. A 4 hetes
tenyésztés alatt folyamatosan értékeltik a kultlrdkat. A friss témegeket Duncan-féle
tobbszords terjedelem prébaval értékeltik, amit széles koriien haszndnak a nemzetkdzi
szovettenyésztés szakirodalomban. A megfigyelt és mért adatokat a 19. tablazat

szemlélteti.
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19. téblézat
A csiréaztatas soran adagolt 3 mg/l 2,4-D hatasa a csirandvény eredetii izolatumokon a

kalluszfejlodésre

Izoldtu- | Kallusz- N .
24Dat | gyplane | mok | indukcio | Kallusz- | GYOKE | FrisS
csirazta- | Téptala . . Kori — resedés | témeg
48 Sordn tatum szama | gyakori- | tipus %) (mg)”

(db) | saga (%)
mezo- 1091,3+
+ |'<\f| esg ; Kol 78 91,0 KS 500 | Jyg5s
+ witsk’ | hates 89 80,1 K Z 412 | 7090*
csucs 70,5
mezo- 901,4+
- MS+ kotil 80 850 Lz 41,2 66,6 "
Kiegé: s 368,6+
] SZit6k At 93 774 LSZ 38,7 O
csucs 49,4
mezo- 1056,3+
+ k?e59 ; Kol 01 24,5 KS 549 | 1o7as
+ witsk' | eS| g 862 | Ksz | aag | 9947*
csucs 48,0
mezo- 932,7+
- B5 + Rl 90 82,2 LZ 48,9 46,07
kiege: I oits 414 8+
; Zitok at 92 75,0 LZ 35,9 O
cslics 52,3

(' Kiegésziték: 0,2 mg/l BAP + 1,0 mg/l 2,4-D + 1 % aktiv szén)

("Kallusztipusok: K= kompakt, tdmér; L= laza; S= sérga; Z= z6ld)

(" Az azonos betiivel jeldlt alagértékek szignifikansan nem kil 6nbéznek egyméastdl,
SZD5%= 48,1 mg)

A csiréztatd tépkozegbe adagolt 2,4-D hataséra a 10-14 nap aatt fejl6dott
névények erésen deformaltak voltak. Mind a mezokotil, mind a hajtas eredetnél intenziv
kalluszosodast figyelhettiink meg. Az egyes alaptaptalgok kozott nincs jelentds eltérés,
azonban az MS-en valamivel nagyobb értékeket kaptunk, mindegyik paraméternél. A
mezokotil szegmentek kalluszindukcids gyakorisaga meghaladta a hajtascsiicsokét. A friss
tomegeket értékelve P= 0,1 %-o0s valosziniségi szinten szignifikansak az eltérések, az
SZDsy= 48,1 g. A tenyészetek inditasa el6tt adagolt auxin hataséra jelentésen nétt a
kultarék tomege. A kalluszszovet jellegét vizsgalva a 2,4-D-n csiraztatott explantatumoknd
kompakt, tomér, mig a hormonmentes kodzegen csiréztatottnal laza szerkezetet
tapasztaltunk. A gyodkeresedési szézalékokban szintén jelentés eltérést figyeltink meg az
auxin elézetes adagol &sara (8. abra).
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8. &ra Gyokérindukcio acsiréztads sorén 2,4-D-vd el 6kezelt nbvények hgtéscslics
merisztémaeredetii kdluszan.

Kovetkez6 kisérletinkben 'Lippdi' és 'Kornberger' fajték éretlen embridibdl
indukdltunk tenyészeteket, a merisztéma tenyésztésnél legjobbnak taldlt BAP-IES
hormonkombinécioval. A ké fajtat kulon-kilon értékeltik, mértik a kultardk, friss
tomegét, az adatokat kéttényezss, véletlen blokkelrendezésii kisérletek variancia
analizisével értékeltik (Svab 1981). A biometriai elemzés variancia- és eredménytabl azatat
a 20-21. tablazatok foglaljak dssze.

A tenyészetek mindségi valtozasait tekintve megdlapithatjuk, hogy a csak citokinint
tartalmazé taptalajon az embridk el6szér megnyultak, majd ezt kdvetéen elkalluszosodtak,
a csak auxint tartalmazon pedig a ndvekedési fazis nélkul elkalluszosodtak. Az alacsony
BAP és magas IES szintek hatésara laza szerkezetli kalluszszovet fejlodott az
izolatumokon, mig a magas BAP és aacsony |ES koncentraciok tomorebb kalluszt
indukdltak. A szomatikus embriogenezisre utal6 embriogén gombok megjelenését a
BAP:IES = 2:1 aranyndl tapasztaltunk.

A friss tbmeg adatokat értékelve |athaté, hogy a Lippbi fajtand a legnagyobb
atlagtomeget (1452,0 mg) az 1,0 mg/l BAP + 0,5 mg/l IES kezelés, a legkisebbet a
hormonmentes kontroll (20,4 mg) adta. A 'Kornberger' fajtanal legjobbnak a 2,0 mg/l-es
BAP (1121,0 mg), legrosszabbnak az 1,5 mg/l BAP + 0,5 mg/1 IES kezelés (80,0 mg/l)
bizonyult. Mindkét genotipusndl P=0,1 %-0s valésziniiségi szinten szignifikénsak az
eltérések,a 'Lippdi'-nal SZDsy= 400,1 mg, a'Kornberger'-nél SZDsy= 304,3 mg.

64



20. tablazat
A BAP-IES kezelés hatés a kalluszindukcidraa'Lipp6i' fajta éretlen embrid eredetli

tenyészeteiben

20/A: varianciatablazat (paraméter: friss tdmeg, mg)
Tényezo SQ FG MQ
Osszes 102314505 249
Kezelés 44303191 24 1845966 ol
BAP (A) 16629540 4 4157385 *okk
IES (B) 7605191 4 1901297 *xk
A B 20068459 16 1254278 *xk
Hiba 58011313 225 257828

(***P=0,1%, **P=1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
20/B: eredménytablézat (paraméter: frisstémeg, mg)

IES BAP (mg/l) :
Atlag
(mg/l) 0 0,5 1,0 15 2,0

0 20,4 607,0 648,5 1160,0 1428,0 7727
0,5 92,0 40,0 1452,0 487,0 695,0 553,2
1,0 37,7 645,0 740,0 694,0 29,5 429,2
15 67,0 238,0 165,0 282,0 587,0 267,8
2,0 82,5 751,0 558,0 963,0 883,0 647,5

Atlag 59,9 465,2 712,7 717,2 724,5
SZDsy,: A1-A2: 200,1 mg B1-B2: 200,1 mg A1B2-A2B1: 400,1 mg
21. tablézat
A BAP-IES kezelés hatés a kalluszindukciora a 'Kornberger' fajta éretlen embri6 eredetii
tenyészeteiben
21/A: varianciatabl &zat (paraméter: friss tdmeg, mg)

Tényezé SQ FG MQ
Osszes 523567846 249
Kezelés 18803746 24 783489 ok
BAP (A) 6531742 4 1632935 *hk
IES (B) 4285562 4 1071390 ko
A" B 7986441 16 499152 o
Hiba 33553099 225 149124

(***P=0,1%, **P=1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
21/B: eredménytablézat (paraméter: frisstémeg, mg)

IES BAP (mg/l) .
Atlag
(mg/l) 0 0,5 1,0 1,5 2,0
0 200,0 496,0 574,0 991,0 1121,0 646,4
05 88,0 217,0 656,0 80,0 344,0 277,0
1,0 264,0 402,0 404,0 586,0 667,0 464,6
15 165,0 476,0 589,0 551,0 207,0 397,0
2,0 148,0 287,0 116,0 715,0 778,0 408,8
Atlag 173,0 375,6 467,8 584,6 623,4
SZDsy: A1-A2: 152,1 mg B1-B2: 152,1 mg A1B2-A2B1: 304,3 mg
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Az egyes hormonhatésok vizsgalata utan a tapkozegbe adagolt adszorbens hatasét
teszteltik. A [6bab szovettenyészeteknél problémét jelentenek a kilénbozé fenol-
szarmazékok, melyek az izoldumok, vagy a tenyészetek nekrdzisahoz vezetnek.
Kisérletiinkben a nagy molekula stlyu (~40000) PV P adszorbens killénb6zé koncentréacioit
hasznaltuk. Merisztéma (hajtascslics, alevél, sziklevél) és differencidlt szdvet (epi-, mezo-
és hipokotil) eredetii tenyészetek hajtés- és kalluszprodukcigjat értékeltik (9. dbra). A friss
tomeg adatokat itt is kéttényezés, véletlen blokkelrendezésii kisérletek variancia-
analizisével elemeztik (Svéb 1981).

A 22, téblazathdl |&hatd, hogy a hajtésprodukciot tekintve mindharom
merisztémana az MS2 jelii téptalg volt a legjobb (100 mg/1 PVP): hajtascsics - 2,6+1,3
db; alevél - 1,6£1,1 db; sziklevél - 1,8+1,8 db. A legkevesebb hajtast a 2000 mg/1 PVP
kiegészitésii taptal gjokon figyeltik meg, ami még a kontrolindl is kevesebb volt.

22. tablézat

A PVP hatasa a kiilonbdz6 eredetii merisztémak hajtasorganizaciojara

, . Hajtascstcs Allevé Sziklevé
Taptaly . | Hajtas (db) l
MS0 14:1.0 16:1,0 14112
MS1 22420 15:1,2 1815
M2 26413 16:1,1 18:138
MS3 14206 13t1,0 14107
MSa 2,0+1,2 14107 17+15
MS5 16+13 12+0,4 10:05

A friss tdmeg adatokat értékelve a merisztémakndl P = 5 %-0s val 6sziniiségi
szinten szignifikansak az eltérések az egyes kezelések, valamint PVP koncentraci ok kdzott
(23. téblazat). A kombinaciok kozt az SZDsy, = 148,1 mg. A legnagyobb &tlagtémeget 10
mg/l PVP kiegészitéssel kaptuk (313,8 mg), hajtascstiics merisztémabol. A legkisebbet (59,5
mg) alevél merisztémaknal, 2000 mg/l PVP-nd meértik. A differencidlt szoveteket
tartalmazo explantdtumokbdl kiindulva csupan az eredetek kozott taldtunk P = 10 %-os
szinten szignifikans eltéréseket. A legnagyobb &tlagtomeget itt is a 10 mg/1l PVP-na
meértik (328,4 mg), mezokotil szegmentekbél kiindulva. A legkisebbet (140,0 mg) szintén a
2000 mg/1 PVP-t tartalmazé MS5 jeli taptalgon figyeltiink meg mezokotil eredeteknél
(24. tablazat).
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23. tablazat
A PVP hatasa a killonb6z6 eredetii merisztémak kalluszosodasara
23/A: varianciatablazat (paraméter: friss tdmeg, mg)

Tényezo SQ FG MQ

Osszes 23187276 377

Kezelés 1833750 17 107867 *
PVP (A) 737941 5 147588 *
Eredet (B) 269637 2 134818 NS
A° B 826171 10 82617 NS
Hiba 21353525 360 59315

(***P=0,1%, **P=1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
23/B: eredménytablézat (paraméter: frisstémeg, mg)

Tapta g "
Bredet Vs [ wst | M2 | M3 [ mMsa | wss | AU
HCS 202,8 313,8 158,1 129,0 164,7 130,9 183,2
AL 86,1 133,3 282,1 122,4 72,3 59,5 126,0
SZL 90,0 152,9 199,0 63,8 74,7 182,8 127,2
Atlag 126,3 200,0 213,1 105,1 103,9 124,4
SZDsy: A1-A2: 85,5 mg (HCS= hajtascsics; AL= alevél; SZL= sziklevél)
B1-B2: 60,4 mg

A1B2-A2B1: 148,1 mg

24. téblézat
A PVP hatésa a csirandvény kiilénbdzé szdveteinek kalluszindukcidjara
24/A: varianciatabl &zat (paraméter: friss tdmeg, mg)

Tényezs SQ FG MQ

Osszes 28030049 377

Kezelés 1485696 17 87393 NS
PVP (A) 187386 5 37477 NS
Eredet (B) 395228 2 197614 +
A" B 903080 10 90308 NS
Hiba 26544353 360 73734

(***P=0,1%, **P= 1%, *P=5 %, "P= 10 %, NS= nem szignifikans)
24/B: eredménytdblazat (paraméter: friss tomeg, mg)

Taotala -
Eredet s T wMsL | M2 | Ms3 | wmsr | wss | At
EPIK 1930| 1861| 1404| 1552| 1419| 1942| 1685

MEZOK 273,8 328,4 188,0 192,8 317,1 140,0 240,0

HIPOK 210,9 218,0 319,0 300,0 177,6 176,6 233,7

Atlag 225,9 2442 2158 216,0 212,2 170,3
SZDsy,: A1-A2: 95,3 mg (EPIK= epikotil; MEZOK = mezokaotil; HIPOK= hipokatil)
B1-B2: 67,4 mg

A1B2-A2B1: 165,1 mg
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4.6 L 6babfajtak jellemzé RAPD mintézata 3'- ill. 5'-végen hor gonyzott SSR/ISSR és
OPERON primerek esetén

A RAPD elemzések soran az OP/A-11, OP/B-1, OP/B-3, OP/B-5, OP/B-7, OP/B-
11 és OP/B-12 primereket haszndtuk, a gélelektroforézis sordn a vizudisan jél
elkllonitheté savokat (DNS fragmentumok) vettik figyelembe. A primerekkel generdlt
PCR fragmentum mintézat elemzésébdl megallapithatd (10. dbra), hogy az egy nemesitési
vonal és az 6t fajta kozott sikerdilt kimutatni genetikai polimorfizmust.

A DNS fragmentumok hosszisagat az OP/A-11 primerrel adott mintazat jelzi, egy
rendkival roévid, kb. 250 bp hosszi fragmentumtdl a kozel 1400 bp hosszisagu
fragmentekig (10.a abra). A legmonomorfabb mintézatot az OP/B-11 primer harom
fragmentummal mutatta (10.c abra). Rendkivil magas fragmentum szamot eredményezett
az OP/A-11 (10.a &bra) és OP/B-5 (10.d &bra). A legmegbizhatébb polimorfizmust az
OP/A-11 primerrel sikerdlt kimutatni.

A mikroszatellita primerek alkalmazasaval kozel azonos fragmentum szamot siker(ilt
kimutatni, mint a RAPD primerekkel (11. dbora). A modszer érzékenységét mutatja, hogy
szinte mindegyik mikroszatellita primerrel sikertilt eltér6 DNS mintézatot meghatérozni.

Az &brékbdl lathatd, hogy a lébab genotipusok kildnbdznek egyméstél. A
legvariabilisabb mintazatot a ‘Jasny 11', 'Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137', mutatja, nemcsak az
operon (10. &bra), hanem a mikroszatellita primerek (11. dbra) tekintetében. Az ISSR
mikroszatellita primerekkel végzett elemzések kozil a CA(GACA), primerrel egyértelmii
monomorf, mig a (GACA),CA primerrel polimorf mintazatot kaptunk (1l.a-b abra).
Hasonl6 variabilitasra utal az OP/A-11 operon és a (GACA)4 SSR primer (10.a és 11.c
abra).

A sdvmintazatok elemzése sorén kitiint, hogy az RAPD primerek esetében a 2-300 bp-
tél csaknem 1400 bp-ig terjed fragmentumok hossza (10. dbra), mig a mikroszatellita
primerek dtal felismert I10kuszok csak elvétve érik €, ill. haladjdk meg az 1000 bp-t (11.
abra). (Markert nem minden primer mellett futtattunk, de kovetkezetesen azonos
korilményeket biztositottunk, igy ezt minden fényképr6l megdlapithattuk.) Néhany
esetben az egyes genotipusokon belil a mintak kozott is eltéréseket kaptunk, ami a
novények egyedi variabilitésara utalt (10.f-g abra).
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10. dbora: L 6babfgjtak RAPD-PCR el emzése OPERON primerekkel.
1."Fehérvirall 2. Jesny 11 3. 'Lippoi’
4. "Minor' 5. 'Ovai-137' 6.'Vica
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11. &ra Lobabfgték mikroszatel litar PCR elemzése ISSR/SSR primerekkel .
1.'Fehérviraglt 2. Jasny 11! 3. 'Lippoi’
4. 'Minor' 5.'Ov&i-137" 6.'Vica
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4.7 Uj tudomanyos er edmények
Az elvégzett vizsgdataink alapjan a kovetkezé () tudomanyos eredményeket
kaptuk:

1. A genetikai hattér ésaz in vitro tenyésztés kapcsolata:

A vizsgdlt 11 genotipus kdzil elsésorban a nagymagvu csoportba tartozé 'Lippoi' és 'Alfred'
fajtakbdl javasoljuk in vitro tenyészetek inditésat, fenntartasat.

2. Hormonkombinaciok hatasa a I6bab kiilonb6zé eredeti merisztéméinak fejlé-

désére:

A hajtascslics és allevél merisztéma eredetii kultardknal novény regeneracié céljabdl a
BAP-1ES kombiné&ciét tartjuk megfelelének. Az optiméis hormon koncentracio
BAP esetében 1,0 mg/l, az IES-ndl 1,0-10 mg/l. A hajtdsokat hormonmentes MS
alaptapkozegen gyokereztettik.

Az auxinok hatésat értékelve merisztéma eredetii tenyészetekben a BAP-nal kombinalva,
kalluszindukciéra a 2,4-D-t, gyokérindukciora a NES-t, hajtasregeneréciora az
IES-t javasoljuk.

3. Organogenezis érett sziklevelek in vitro kultaréiban:

Az érett sziklevél eredetii kultirékndl a BAP-IVS kombinécié sikerrel akalmazhat6é a
mikroszaporitasi és transzformécios vizsgaatok soran.

4. Klénozas lehet 6sége nodélis szegmentek felhasznédlasaval:

A noddlis szegmentekre alapozott klonozas 50 %-o0s hatékonysagat az alkal mazott taptalgj
tovébbi modositésaval fokozni Iehet.

5. Kalluszindukci6 eltér ¢ izolatumokon:

Az in vitro csiréztatas soran adagolt auxin intenziv kalluszindukci6t eredményez. A BAP-
IES kombinacié 2:1 aranyban embriogén kalluszindukcidhoz jérult hozza a
fejletlen embrid eredetii kultdrakban.

A l6bab sgjt- és szovettenyészetek fejlodését gatlé polifenolok kikiiszobolésére merisztéma
eredetli tenyészeteknél maximum 100 mg/l PV P kiegészitést tartunk megfel el 6nek.

6. L 6babfajtak Osszehasonlitd molekularis elemzése:

Az 6t |6babfajta (‘Jasny 11, 'Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137', 'Vica) és egy nemesitési vonal
(‘'Fehérviragl’) oligonukleotid primerekkel (SSR/ISSR: (GACA),, CA(GACA),,
(GACA)LCA, (ACTG),; RAPD: OP/A-11, OP/B-1, OP/B-3, OP/B-5, OP/B-7,
OP/B-11 és OP/B-12) végzett vizsgdl atainkbol megdllapitottuk:

- afelszaporitott DNS-fragmentumok molekul atdmegének vatozatossagét;
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- az OP/A-11, (GACA), és (GACA),CA primereknél kapott polimorf mintazat
alkalmas fajtak azonositasara, molekularis markerek el6dllitésara;

- aCA(GACA), monomorf mintazatot adott, ezaltal Iehetévé teszi aldbab és méas
Vicia fajok kozotti rokonsag meghatarozasat;

- néhany esetben az egyedi variabilitas nagyobb volt, mint a fajtak kdzotti eltérés,
ami afg) genetikal hatterének nagyfoku plaszticitésara utal.

Elvégzett kisérleteink nem terjedtek ki a ndvényi sgjt- és szovettenyésztés valamennyi
terlletére, csupan a gyakorlati szempontbdl legjelentésebb kultlrékat -merisztéma eredetii
tenyészetek, sgjtkultirak (kalluszok)- vizsgdltuk. Az elvégzett molekularis genetikai
elemzések kiindulési alapul szolgalnak -Ujabb primerek bevonasaval- a hazai |6babfajtak
Osszehasonlitdsahoz, azonositésahoz, szabadal mazasihoz.
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5. MEGVITATAS

5.1 Merisztéma és hajtaskulturak
5.1.1 Merisztéma

A Fabaceae csdladba tartoz6 fajok szOvettenyésztése kozismerten nehéz. A
kultarékbol torténé ndvény regenerdciot szamos tényezd befolyasolja, legfontosabb
kdzuluk az adott faj genotipusa, valamint a tenyésztés korilményei, elsssorban a taptala)
Osszetétele. Ennek megfeleléen a merisztéma eredetii kultdrdkban elészor az in vitro
tenyésztés szempontjabdl legalkalmasabb |6bab genotipusokat valasztottuk ki. A 11 tesztelt
fajta koézll a nagymagvl csoportba tartoz6 'Lippdi'-t és 'Alfred-ot taldtuk tenyésztésre
legakamasabbnak. Bar az egyes paramétereket tekintve nincs nagy eltérés az egyes
fajtacsoportok -nagy- és kismagvlak- kozétt, a szubjektiv értékelés alapjan azonban
mindenképpen a mér emlitett két genotipussal célszerii szbvettenyészetekben foglakozni.
A |dbab nemesitésben ma a magmeéret csokkentése az egyik cél, ennek megfeleléen a
nagymagvu fajték tobb ,vad” gént hordozhatnak, amelyek kozott az in vitro reakcidért
felel6seket is taldlhatunk. Az irodalmakban még nem talditam hasonlé6 magyarézatot a
genotipus és a szovettenyészetek kapcsolatanak ilyen értelmezésére.

A taptalg] Osszetevok kozil dontéen a nbvekedés szabalyozé anyagok befolyasoljak az
in vitro kultirak fejlodését. A vizsgalatokban a névényi hormonok két csoportjat, az
auxinokat és citokinineket teszteltik. A BAP hatésat értékelve kulénbdzé auxinok
figgvényében megdllapithatjuk, hogy az optimdlis koncentracié az 1,0 mg/l-es volt.
Hasonlé eredményrél szamolt be Bieri (1985), amikor a citokinint 6nmagaban adagolta. A
haromféle auxin kozll kalluszindukciora a 2,4-D, gyokérindukciora a NES, hajtés
organizéciora az |ES fejtett ki kedvezé hatést, a BAP-nal kombindva. Az irodalmi adatok
féleg a BAP-NES kombinéci6t javasoljék, eltéré koncentraciokban (Galzy és Hamoui,
1981, Tejklovaet al., 1984, Schulze et a., 1985, Fakhrai et al., 1989) a merisztéma eredetii
tenyészeteknél a redifferenciacié indukcigja céljabdl. Kisérleteinkben a BAP-IES
kombinéci6t taldtuk megfelelének, Busse-Eisenreich (1986) eredményeivel megegyezden.
A merisztémak eredete hatést gyakorolt a tenyészetek fejlédésére, hajtésindukcidjéra. Az
el6bbi szerzg allevél merisztémakbol indukdt tenyészeteknél, Fakhrai et al. (1989)
sziklevél ndduszokon kapta a legtébb hajtast. A vizsgalatok eredményel alapjan -az dsszes
paramétert egyiitt értékelve- a hajtasprodukcid szempontjabdl hajtascsics >= alevél >
sziklevél merisztéma a sorrend, ami az irodalmi adatokkal ellentétes irdnyd. A kallusz- és

gyokérindukciét tekintve nincs eltérés az egyes eredetek kozott. A regenerdt hajtasok
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gyOkereztetésére a hormonmentes MS tapkdzeget taldtuk megfelelének. Amennyiben
mégis szilkséges, NES kiegészitéssel fokozni lehet a gyokérképzést, az irodalmak alapjan.

5.1.2 Sziklevel

A sziklevél ndduszok magas regenerécios potencidjdt mar szamos ndvényfand
tapasztaltédk. Mante et al. (1989) el 6szor a Prunus fajokndl, majd a sz6jané figyelte meg az
érett sziklevelek proximdlis végén az adventiv hajtéscsics redifferenciaciot, az embriodk
eltavolitasa utdn. A modszer lehetdséget ad az egyszerti mikroszaporitésra, illetve a
hozzékapcsol hat6 genetikai transzformécidkra. A BAP és VS kombinécié hatésat értékelve
érett, embrid nélkili 6bab sziklevelekre, a szojandl tapasztalt eredményeket kaptuk. A két
hormon egyittesen, illetve a BAP 6nmagaban a hajtasindukcidhoz jarult hozza, mig csak
IVS adagolasaval gyokérfejlodést figyetink meg. A jelenség az emlitett sziklevél régié
magas regenerativ képességére utal, az itt taldhatd sejtekbdl hajtds vagy gyokér
differencidlodik a ks hormonadagol s hatasara.

A hajtésok gyokereztetése ebben az esetben is hormonmentes alaptaptalajon -B5
(Gamborg et a., 1968)- tortént. Az IVS gyokérképzésre gyakorolt hatésat értékelve a
hormon hajtaskultiréknal -merisztéma vagy hajtas eredettel- is alkalmazhato.

Mivel a novényregeneracidé megbizhatéan nem akamazhatdé ennél a fand,
célszeriinek tartjuk a nagy regenerativ képességgel bird -pl. sziklevél merisztéma- szbvetek
transzformacigjat. A fentiekben leirt modszer megfelel6 aapot ad pl. a herbicid rezisztens

névények elédlitaséra

5.1.3 Nodélis szegment

A I6bab hajtastenyésztés technikga kilondsen jelentds lehet a himsterilitéds, a
koérokozdk elleni rezisztencia vizsgdlata soran. Kisérletiinkben 50 % korili gyakorisaggal
kaptunk gyokeres hajtasokat, az aktiv szén ebben az esetben nem fokozta a gyokér
indukciét, jéllehet a noddlis szegmentek bazdlis része kevéshé nekrotizal 6dott. A taptalgjba
adagolt auxin -NES- mennyiségének novelésével fokozni lehet a hormonhatast, amit az
aktiv szén korldtoz. A fajték kozott nem tapasztaltunk jelentds eltérést, azonban a
nagymagvu fajtacsoportba tartozo 'Lipp6i' gyokér regeneréacidja volt a leggyorsabb, ami a

merisztéma tenyészeteknél mér emlitett genombeli kiil6nbségekbsl szarmazhat.
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5.2 Szomatikus kallusztenyészet

A |6ébabnal, mas ndvényfaokhoz hasonldan, a ndvény minden részébél magas exogén
auxin koncentracié hatésara kallusztenyészetek indukdhatdk. Az in vitro aszeptikus
korilmények fokozasa érdekében célszerli felszinileg sterilezett magvakbdl nevelt
csirandvényekbél kiindulni a kisérletek soran. Vizsgalatainkban Busse-Eisenreich (1986)
eredményeivel megegyezéen az agar-agarral szilarditott Knop-oldatot  talaltuk
megfeleléonek. Az oldat egyszerii Osszetétele biztositotta a csirandvények kielégitd
fejlodését, nem volt szikséges a hozzd képest joval Osszetettebb, koltségesebb
hormonmentes M S (M urashige-Skoog, 1962) tapkbzegre.

A csirazés soran adagolt auxin -2,4-D- hataséara fejl6dott torz csirandvényekbél nyert
izol&umokon intenziv kalluszképzédést figyeltink meg a mezokotil és hajtascsics
eredeteknél. Roupakias (1985) eredményeihez hasonldan a gytkér regenerécié a kallusz-
indukcio utan nem sokka bekovetkezett mezokotil explantatumokon. A hajtéscsiics
merisztémakbol szdrmazd tenyészetek minden esetben zold sziniiek és laza szerkezetiiek
maradtak, amibsl a redifferenciacios képességre kovetkeztethetink, mig a 2,4-D-s
taptalajon csiraztatott, el6kezelt névények kultaraind kapott kompakt, sarga kalluszokon
csak a mar emlitett gyokérindukciot sikerllt eléidézni. A hormon elékezelés tehdt
kedvezéen befolyadsolta a kaluszindukciét, lehetévé téve ezdlta a szomatikus sejt-
tenyészetek tanulmanyozasat.

Az éretlen embrid eredetii tenyészetek kedvelt objektumai a szomatikus variabilitas és
a szomatikus embridgenezis vizsgalatoknak. A BAP-IES kombinéci6t tesztelve a 2:1
ardnyndl tapasztaltuk az embriogén kalluszok megjelenését. Az irodalmi adatok elsésorban
a2,4-D hasonl6 hatésat emlitik (Cioni et al. 1978, Pevalek et al. 1980, Jelaska et al. 1981),
Onmagaban vagy citokininnel -KIN, BAP- kombinalt adagoléssal. A hormonok szomatikus
embridgenezis indukciéra gyakorolt hatésat éretlen embriokndl a szikleveleknél tapasztalt,
az 5.1.2 fejezetben leirt magas redifferenciacios potencidlla Iehet magyarazni. A két fajtat -
'Lipp6i', 'Kornberger'- dsszehasonlitva itt is a nagymagvand figyeltiink meg intenziven
fejlods kultarakat.

A |6bab szbvettenyészetekben tapasztalt polifenolok okozta nekrézis kikiliszoholése
céljéhdl elsdsorban aktiv szenet hasznélnak adszorbensként (Martin et a. 1979, Selva et al.
1989). Méas novényfajoknal mér sikerrel alkalmaztak antioxidansot -pl. aszkorbinsav-,
valamint egyéb nagy molekulasilyl adszorbenseket -pl. PVP-. Vizsgdlatunk sordn a
maximum 100 mg/l-es PV P kiegészitést tartottuk megfelelének, nagyobb koncentréci dknal

az adszorbens csokkentette a hormonok -BAP és |ES- hatdsat. A PVP hasznalatat kisméretii
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izol&tumokndl -merisztémaknal- tartjuk célszeriinek, mivel ilyen esetben a polifenol
szintézis kisebb mértéki.

A szomatikus kallusztenyészetek gyakorlati jelentésége elsdsorban a regenerdlt
novények révén realizalddik. A kisérletekben csak elenyészé szamban kaptunk értékel heté
novényeket. A vizsgalt modszerek tokéletesitése szilkséges a megbizhatdsag fokozésa
érdekében.

5.3 Mikroszatellit- s RAPD-PCR vizsgalat

Napjainkra tobb mint 50 PCR-alapu djarast dolgoztak ki az egyedi ill. fajok
kozotti DNS-szintli genetikai  kilénbségek (polimorfizmus) kimutatasara. Mindharom
felhaszndlt modszer -RAPD-PCR, SSR-PCR és ISSR-PCR- technikailag megegyezik, az
eltérés a primerek alkalmazasdban van:

1. RAPD-PCR: egy 10 bézis hosszUsdgu, tetszéleges bazis sorrendii oligonukleotid
primer keril alkalmazasra, tobbnyire az OPERON cég terméke. Ezekkel a primerekkel a
vizsgdt genom barmely részén el6forduld, az akalmazott primerrel komplementer DNS
szakaszok kimutathatok.

2. mikroszatellit-PCR:

a) az SSR-PCR sordn a cdl az ismétlodd DNS szakaszok variabilitasanak
kimutatésa, amely sordn maga a primer egy révid, tandem ismétl6ds szekvenciga. igy pl. a
(GACA), és (ACTG), primerek tehat felismerik a novényi DNS mintdban levo
komplementer (CTGT), és (TGAC), szakaszokat és az ezekben e6forduld
véltozékonysagot.

b) az ISSR-PCR soran, az SSR-PCR médszer hianyossagait sikertilt kikiiszobolni,
mert egy SSR-primer egyetlen DNS szakaszrdl is tobb masolatot készithet, attdl fliggden,
hogy ugyanannak a mikroszatellita szakasznak melyik pontjardl kezdédik a szintézis az
alkalmazott ciklusok sorén. Ezzel szamos fragmentum (band) készlilhet egyetlen szakaszrol
is, mintha azok a genom kiil6nbozé |6kuszai lennének. Az | SSR-primereket ezért 57, 37,
vagy mindkét végiikon torténd meghosszabbitassal (horgonyozva) elérhets, hogy a primer
kdzvetlendl avizsgélt genom mikroszatellita szakaszanak elejérdl kezdje a szintetizalast. A
mabdszer tovébbi el 6nye, hogy az egyes PCR-fragmentumok hosszahdl kdvetkeztetni lehet a
genom mikroszatellita |6kuszaira, mert az 5° végen meghosszabitott primerek mindig
hosszabb fragmentumot eredményeznek, mint az ugyanolyan bazissorrendii, de 3™-végen
meghosszabbitott | SSR-primerek.
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Az egy-primeres reakcidkban (SPAR - Single Primer Amplification Reaction),
ahova mindhdrom akalmazott moédszer tartozik, annyi PCR-fragmentum képzédik,
amennyi helyen (I6kusz) fordul e€l6 a vizsgdlt genomban az akamazott primerrel
komplementer, de killonbdzé hosszisagd DNS szekvencia. Tehat minden PCR-fragmentum
szekvencia sorrendj e azonos, csak a hosszukban mutatnak eltérést. Az 6t [6bab genotipussal
végzett vizsgalatainkbdl megall apitottuk:

1. afelszaporitott DNS-fragmentumok molekulatbmegének valtozatossagét;

2. az OP/A-11, (GACA), és (GACA)4CA primereknél kapott polimorf mintézat alkal-
mas fajtak azonositasara, molekularis markerek el6dlitasara;

3. a CA(GACA), monomorf mintazatot adott, ezdltal lehetévé teszi a |6bab és mas
Vicia fajok kozotti rokonsag meghatarozasét;

4. néhany esetben az egyedi variabilitas nagyobb volt, mint a fajtak kozotti eltérés, ami
afa) genetikai hatterének nagyfoku plaszticitédsara utal.

Az elvégzett molekularis genetikai vizsgalatok kiindulési alapul szolgdnak -ujabb
primerek bevonasaval- a hazai |6babfajtak dsszehasonlitasdhoz, azonositésahoz, szabadal-

mazésahoz.
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6. OSSZEFOGLALAS

A ndvénynemesitésben és -termesztéshen hasznélatos klasszikus genetikal (nemesitési)
maodszerek mar nem mindig el égitik ki ajévé igényeit. Ennek megfelel6en mingségi ugrast
jelenthet a ndvényi biotechnoldgiai (sejit- és szOvettenyésztés) és géntechnoldgial
mobdszerek kidolgozasa, alkalmazésa az abrakhiivelyes ndvények kézil a I6babndl (Vicia
faba L.) is. A Fabaceae csaladba tartozo fajok szovettenyésztését a rekalcitrans (nehezen
tenyészthetd) széval jellemezhetjik.

A merisztéma eredetii in vitro |6bab kultirakban 11 fajtat teszteltiink. Koziluk a
nagymagvl csoportba tartozd ‘Lippdi'-t és ‘Alfred-ot taldltuk tenyésztésre leg-
alkalmasabbnak. A taptalg] Osszetevok koziil a tenyészetek fejlodése szempontjabdl donté
jelentéségli auxinokat és citokinineket vizsgaltuk. A BAP hatasét értékelve kilonbdzo
auxinok flggvényében megdllapitottuk, hogy az optimalis koncentracido 1,0 mg/l. A
haromféle auxin kozll kallusz indukcidra a 2,4-D-t, gyokérindukciora a NES-, hagjtas
organizécidora az |ESt javasoljuk a BAP-a kombindva. A merisztéma eredetii
tenyészeteknél redifferenciacio indukcigja céjabol a BAP-IES kombinaciot talaltuk
megfelelének. A merisztémak eredete befolyasolta a tenyészetek fejl6dését. Eredményeink
aapjan -az Osszes paramétert egyltt értékelve- hajtasprodukcié  szempontjabdl
hajtascsiics >= allevél > sziklevél merisztéma a sorrend. A kallusz- és gyodkérindukcidt
tekintve nem tapasztaltunk eltérést az egyes explantatumok kozott. A regenerdt hajtasok
gyOkereztetését hormonmentes M S tépkodzegen végeztik. Az érett, embrid nélkili 16bab
szikleveleken BAP és IVS kombinacid, valamint a BAP énmagéban adagolva hajtés-, az
IVS pedig gyokérfejlédést indukdlt. A noddlis szegmentekre alapozott I6bab hajtés
tenyészeteket vizsgdva 50 %-o0s gyakorisiggal kaptunk gyokeres hajtasokat. A
tapkdzegben levs aktiv szén nem fokozta a gyokérindukcié mértékét. A fajték kdzott nem
tapasztaltunk jelentss eltérést, azonban nagymagvi fajtacsoportba tartozo 'Lipp6i' gyokér
regeneréciodjavolt aleggyorsabb.

Szomatikus kallusz tenyészeteket indukatunk felszinileg sterilezett magvakbdl, agar-
agarral szilarditott Knop-oldaton nevelt csirantvényekbdsl kiindulva. A csirézas soran
adagolt auxin -2,4-D- hatésara fejl6dott torz csirandvényekbdl nyert izoldtumokon intenziv
kalluszképzédést figyeltiink meg a mezokotil és hajtéscsics eredeteknél. A hajtascsiics
merisztémakndl zold szinii, laza szerkezetli kalluszszovetet kaptunk. A 2,4-D-s taptalgjon
csiraztatott explantatumokon kompakt, sarga kallusz fejlédott, amelyen néhany esetben

gyokerek fejlédtek. A BAP-IES kombinéci6t tesztelve 2:1 aranyndl tapasztaltuk embriogén
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kalluszok megjelenését. A két fajtat -'Lipp6i', 'Kornberger'- Osszehasonlitva a nagy-
magvunal figyeltink meg intenziven fgjlods kultdrakat. A [6bab szdvettenyészetekben
polifenolok okozta nekrdzis kikiiszobolése céljabdl a maximum 100 mg/l-es PVP
kiegészitést tartjuk megfelelének.

Mikroszatellit- és RAPD-PCR modszerrel végeztik el ot I6babfajta (‘Jasny Il
'Lippai', 'Minor', 'Ovari-137', 'Vica) és egy nemesités vonal (‘Fehérviragl') molekuléris
jellemzését 12 oligonuklectid primerrel. A felszaporitott DNS-fragmentumok molekula
tdmege vdtozatos volt. Az OP/A-11, (GACA); és (GACA)4CA primereknél kapott
polimorf mintézat alkalmas fajtak azonositasara, molekuldris markerek elédllitasara. A
CA(GACA), monomorf mintézatot adott, lehetévé téve a l6bab és mas Vicia fajok kozotti
rokonsag meghatérozaséat. Néhany esetben az egyedi variabilitas nagyobb volt, mint afajtak

kozotti eltérés, ami afa) genetikai hétterének nagyfoku plaszticitaséra utal.
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SUMMARY

Traditional breeding methods used in recent classical plant breeding are not always met
the demand of future needs. Elaboration and use of modern methods in plant biotechnology
and gene technology for plant breeding could be a giant leap in grain legumes, such as faba
bean (Vicia faba L.). As a member of the Fabaceae plant family it is one of the recalcitrant

plantsin vitro.

The effects of different culture conditions on meristem cultures of faba bean
(genotypes, isolates, content of plant hormones in culture media) were examined. In vitro
cultures were successfully initiated from the variety 'Lipp6i' and 'Alfred’, among the tested
11 genotypes, they belong to the large-seeded variety group. After evauation of BA
combined with different auxins on meristem cultures we have stated: callus induction was
made with the combination of 2,4-D, root induction was made with NAA and shoot
regeneration occured using |AA together with BA. In order to regenerate plants initiated
from shoot tip and cataphyll meristems BA and IAA growth regulators are needed. The
optimum concentrations are: 1.0 mg/l BA and 1.0-10 mg/l IAA. The origin of explants have
an effect on in vitro reaction. Most of the shoots were developed on shoot tip meristem
explants. Lower regeneration capability was determined on cataphyll and cotyledon
meristems. There was no significant difference among the explants on callus and root
production. Root induction of regenerated shoots was done on hormone-free MS medium.
The combination of BA and IBA in cultures derived from mature cotyledons can
successfully be implemented in micropropagation and genetic transformation as
multiplicated shoots were developed at different BA and IBA levels in culture media. BA
alone have induced shoot development, while IBA aone was responsible for root
organogenesis. The 50 % efficiency of in vitro cloning based on nodal segments must be
improved by the modification of culture medium. Activated carbon supply was not
necessary for root development. There was not any significant difference among the tested

genotypes, but root regeneration was the fastest in 'Lipp0i’ variety.

Somatic callus cultures were initiated from in vitro grown seedlings on agar-agar
solidified Knop nutrient solution. External synthetic auxin (2,4-D) supply during in vitro
germination led to intensive callus induction on mezocotil and shoot tip meristems. Green,

friable calli were developed on shoot meristems and compact, yellow calli were obtained on
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explants derived from seedlings grown on culture medium with 2,4-D. The combination of
BA and IAA in 2:1 ratio increased the embryogenic type callus development in cultures
derived from immature embryos. The large-seeded 'Lippdi' variety have produced well
growing callus cultures. In order to eliminate the effect of phenolic compounds addition of

100 mg/l PVP was useful in Vicia faba in vitro cell and tissue cultures.

After the study of five faba bean variety (‘Jasny I1', 'Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137, 'Vica)
and one breeding line (‘Fehérvirdgd) with oligonucleotid (SSR/ISSR: (GACA),,
CA(GACA),, (GACA),CA and (ACTG), RAPD: OP/A-11, OP/B-1, OP/B-3, OP/B-5,
OP/B-7, OP/B-11 and OP/B-12) primers we have stated:

- it was amolecular weight variation of the amplified DNA fragments,

- the polymorphic patterns obtained with OP/A-11, (GACA), and (GACA),CA
primers are suitable for identificaton of varieties (genotypes) and for molecular markers,

- the monomorphic pattern of CA(GACA), serves as atool for the comparison of faba
bean and its wild relatives,

- sometimes the variability of single plants was higher than within genotypes: it is

asign of the high plasticity of Vicia faba genome.
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