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1 Tezisek

1. A MUNKA ELOZMENYEI, CELKITUZESEK

A |ébab (Vicia faba L.) az egyik legrégebben termesztett kultirnévény. Mivel nem
tartozik a vilag mezégazdasdgat meghatdrozé novényfajok kozé, a vele kapcsolatos -
biotechnolégiat megalapozé- élettani, genetikai ismeretek messze elmaradnak a fejlett
mezbégazdasaggal rendelkezd orszagokban termesztett fontosabb kultUrndvényekétsl. A
biotechnol6giat megalapozd ismeretek részleges hianya, a gazdasagi jelentéségbdl fakadd
periférikus helyzete végll is azt eredményezte, hogy napjainkban kevés kisérletes
eredményt kozoltek a l16bab biotechnoldgidjaval kapcsolatban. Abbdl a célbdl, hogy a
génsebészeti, vagy sejtgenetikai modszerek barmely faindl alkalmazhatdk legyenek, ki kell
dolgozni vagy adaptélni kell -ha lehetséges- azokat a technikakat, melyek lehetévé teszik,
hogy az adott fgj szomatikus (2n) és haploid (n) a sejtjeibél, illetve protoplasztjaibél
novényt lehessen regenerdini. A [6bab esetében gyakorlatban is alkalmazhaté, kész névény
—sgjt — novény rendszerekkel egyik ploidszinten sem rendelkeziink.

Ma a morfolégiai markerek mellett egyre nagyobb jelentésége van a molekularis
markereknek, nemcsak az alapkutatasban, hanem az alkalmazott kutatasban is, igy pl. a
novénynemesitésben. A kordbban akalmazott izoenzim és RFLP markerek mellett
novekszik PCR-alapi markerek jelentésége. A I6bab esetében mé& szamos gént
azonositottak a faj genomjéban (pl. legumin, vicilin), amelyekkel sikerrel transzformétak
més noveényfajokat (pl. dohédnyt). A mediterran régidban termesztett fajtak gyijteményében
megallapitottak a genotipusok kozotti genetikai diverzitast. Az egyes gének kapcsoltsagi
fokanak megdllapitasara rendelkezésre dlnak RFLP és PCR markerek. A hazai, kozter-
mesztésben levo fajtakrél azonban még nincsinformacio e téren.

A fentiek alapjan a dolgozatban ismertetett vizsgaatokat a kdvetkezé célkitizzésekkel
végeztem el:

- a merisztéma tenyészetek fejlsdését befolyasolo tényezsk vizsgélata (a genotipus, a
kil 6nbdz4 izoldtumok, a taptalaj névényi hormon tartalménak hatésa);

- az in vitro vegetativ mikroszaporitas lehetdségeinek tanulmanyozasa eltérd eredetii
izol&tumokkal;

- szomatikus sejtkultirak (kallusztenyészetek) | étesitése;

- PCR-technikéra alapozott genom 6sszehasonlitas néhany genotipusnal.



Tezisek 2

2. ANYAG ESMODSZER

2.1 Merisztématenyésztés

Merisztéma tenyésztési kisérletlink el6tt a kovetkezé genotipusokat teszteltik: 'Minor',
Vica, 'Erna, 'Alfred’, 'Ovari-137,, 'Dino’, 'KU-22, 'Lippoi', 'Karola, 'VF1 809682, 'Jasny
II', melyek ennél és az Gsszes tébbi kisérletnél is a Nyugat-Magyarorszagi Egyetem,
Mezdgazdasag- és Elelmiszertudoményi Kar (NyME MEK), Nemesitési és Termesztés-
technol6giai Allomésardl szarmaztak. A hajtascslics merisztémakat in vitro nevelt csira-
novényekbdl izoldtuk. A csiraztatas el6tt meghdmoztuk a rnagvakat a maghéban
felhalmozodott fenolvegyiletek kikiszobolése céljabdl. Csirdztatasra agarral szilérditott
Knop-oldatot hasznéltunk. A névényeket 5-6 napig, 16 6rés megvilégitassal, 125 nM/m?/s
fényintenzitason, 24+1 °C-on neveltik. Téptalgjként B5-t (Gamborg-1968) hasznaltunk 0,5
mM/1 BAP, 2 % szachar6z és 0,8 % agar kiegészitéssel. A pH-értéket autoklavozas el6tt
5/8-ra dlitottuk be. A hajtascsicshdl kiprepardt 1-1,5 mm-es merisztémakat (veg-
ampullédkban levs taptalg felszinére tettik, majd a csirdztatds sordn akamazott
korilményeken inkubdltuk. Ertékeltik a tenyészetek minéségi vétozasait: bonitdtuk a
hajtas- és kallusz ndvekedést, mértik a friss tdmeget.

A kovetkezd kisérletlinkben az in vitro tenyésztésre, legalkalmasabb genotipussal
('Lipp6i") teszteltik a kilonb6z6 hormondsszetételli taptalajokat. Aszeptikusan nevelt 5-6
napos csirandvényekbdl izoldtunk hajtéscsics, alevél és sziklevél  merisztémékat.
Tépkozeg: MS (Murashige-Skoog-1962) alaptptalaj, citokininnel (BAP) és auxinokkal
(IES, NES, 2,4-D), 3 % szachar6zzal és 0,8 % agarral kiegészitve. Minden egyes hormont
0-0,1-1,0 - 10 mg/1-es tornénységben haszndltunk. Az auxinokat az 6sszes lehetséges
maodon kombindltuk a BAP-nal, igy 46-féle tapkdzeget vizsgaltunk. A sterilezést fentieknek
megfeleléen végeztik. A kiprepardt 1-1,5 mm-es merisztémakat Uvegampulldkban levé
taptalgj felszinére tettiik, majd inkubaltuk ¢ket az €l6z6 kisérletben leirt kdriilményeken. Az
értékel és soran mértik a friss tdmeget, a kezelésenkénti hajtasszamot, bonitaltuk a kultdrak
fejlettségét és megdllapitottuk az optimdlis citokinin-auxin kombinaci6t.

Mivel az érett sziklevél eredetii kultrdknal jarulékos merisztémakbdl tortént a hajtas-
organizacio, ezért ezt is itt emlitjik meg. Vizsgaatunkban a 'Lipp6i' fajtat hasznaltuk. A
magokat felszinileg sterileztik, majd 24 6ran a steril desztillalt vizben aztattuk. A maghéj
dtavolitasa utdn Gvatosan elkulonitettik egymastdl a két sziklevelet, majd levagtuk réluk
az embriét. Az explantdtumokat Uvegampullakban levé B5 téptalgjra izoldtuk, 2 %

szachar6z, 0,8 % agar és kilonbdzé koncentracioju BAP, valamint 1VS kiegészitéssel. A
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tapkozeget autoklavozassal sterileztik, elétte a pH-értéket 5,8-ra kalibratuk. A
tenyészeteket -fejlédéstél figgéen- 6-8 hétig inkubdtuk. Kisérletiinkben értékeltik a
kultirék hajtas-, gyokeér- és kalluszfejlodését, a kezelésenkénti hajtésokat, gyokereket,
bonitéltuk fejlettségiiket, mértik frisstdmegiket.

Mindharom kisérletben a regenerdt hajtasokat hormonmentes alaptiptalgjon (MS, B5)
gyokereztettik. Gyokereztetés utan a névényeket Knop-oldattal &titatott perlitben edzettiik
a talgba killtetés elétt, 3-4 hétig, 20-22 °C-on, 16 Oras megvilégitassal. A vizsgalatok
adatait variancia-analizissel értékeltik.

2.2 Hajtastenyeésztés

Kisérletinkben harom fajtét haszndtunk (Lippoi', 'Kornberger', 'Ovari-137).
Aszeptikusan nevelt (2.1 pont) 5-6 napos csirandvények szarét elvagtuk a masodik nédusz
datt, amikor a harmadik internddium lathatéva valt. A hajtascsiicsot, valamint a
kétndduszos szarat kilon-kilon gyokereztets tapkdzegre tettik. A taptalg) modositott MS
volt (MS makro-, Heller mikroelemek), 0,186 mg/1 (1 nM) NES, 10 g/1 aktiv szén, 3 %
szachar6z és 0,8 % agar kiegészitéssel. Vizsgéltuk még az MS alaptaptalajt is a fenti
kiegészitokkel. A tépkozeget Uvegampulldkba és 100 ml-es bész§a Erlenmeyer-
lombikokba adagoltuk. Autokldvozas elétt a pH-értéket 5,8-ra dlitottuk be. A
szervtenyészeteket 16 6ras megvilagitassal, 125 nvl/m?s fényintenzitason, 24+1 °C-on 7-8
hétig inkubaltuk, a gyokérfejlddés intenzitdsatol fuggéen. A tenyésztési ido elteltével
értékeltiuk a gyokérorganizécio gyakorisagat.

2.3 Kallusztenyésztés

Kuldnbdzé izolatumokat és taptalgjokat teszteltlink. Elséként a mér ismertetett mddon
sterilezett, hamozott magokat csiréztattuk in vitro négyféle taptalgjon, melyek MS makro-
és mikroelemeket; az elébbit és 3 mg/1 2,4-D-t; Knop-oldatot; valamint sterilezett csapvizet
tartalmaztak, 1 % agarral kiegészitve. A hormonmentes tapkdzegeken 5-6, az auxint
tartalmazon 12-14 nap elteltével vAt lehet6vé a mezokotil szegmentek, valamint
hajtascslics merisztémék izoldldsa. Az explantdumokat MS és B5 téptalgjokra izolaltuk,
amelyek 0,2 mg/1 BAP-t és 1,0 mg/1 2,4-D-at tartalmaztak, 10 g/l aktiv szénnel és 0,8 %
agarral kiegészitve. A kész, autoklavozott tapkdzegeket Uivegampullédkba adagoltuk, elétte a
pH-értéket 5,8-ra kalibrdltuk. A 4 hétig tartd tenyésztés soran folyamatosan értékeltik a

tenyészetek mingségi vatozasait.
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A kovetkezd kisérletben Giveghézban nevelt ‘Lippdi', és 'Kornberger' fajték 4-7 mm-es
éretlen zold magvaibdl izoldt embridkbdl indukaltunk kultdrékat. A zold hivelyeket
felszinileg sterileztik, kiprepardltuk az embridkat. Téptalgként MS-t hasznaltunk, 3 %
szachar6z és 0,8 % agar kiegészitéssel. A ndvekedés szabdlyozok kozil BAP-t és IES-at
haszndltunk, 0 — 0,5 — 1,0 — 2,5 — 2,0 mg/l koncentracidékban. A két hormon 6sszes
lehetséges kombinacigjat feldllitva 25-féle tapkozeget teszteltiink. A pH-értéket auto-
klavozas elétt 5,8-ra dlitottuk be. Az embridkat sttétben, 24+1 °C-on, 6 hétig inkubaltuk,
majd mértik a kultarak friss tomegeét, értékeltilk mindségi valtozasaikat.

Harmadik kisérletiinkben a polivinil-pirrolidon (PVP), hatasét vizsgdtuk |6bab
szOvettenyészetekre. In vitro nevelt csirandvények hajtascsics, alevdl és sziklevé
merisztémaibdl, valamint epi-, mezo- és hipokotil régidibdl indukdltuk atenyészeteket. MS
taptalajt haszndltunk 3 % szachar6z, 0,8 % agar, 0,175 mg/l IES és 2,25 mg/l BAP
kiegészitéssel. Az adagolt PVP mennyisége 0 — 10 — 100 — 500 — 1000 és 2000 mg/l volt.
Nyolc hétig inkubdltuk a tenyészeteket, majd mértik a friss tdmeget, értékeltik a
tenyészetek hajtés és kallusz produkcidjat. Az adatokat variancia-analizissel értékeltik.

3.4 Mikroszatellita és RAPD marker ek azonositasa

Novényi anyag: 6t l6babfajta (‘Jasny II', 'Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137', 'Vica) és egy
nemesitési vonal (‘Fehérviragl’) genomikus DNS izoldésa friss, fiatal levelek (kb. 1 g)
présnedvébil 2-merkaptoetanolos kivond pufferrel. DNS extrakcié: a DNS preci pitétumok
(TE pufferben) RN-az kezelését, és az OD260 UV spektrofotometrias koncentracié
meghatarozasat kovetéen 4 ul DNS mennyiséget alkalmaztunk PCR reakciénként. PCR
reakcio: a reakcidelegy az aabbi komponenseket tartalmazta mintanként 25 ul vég-
térfogatban:

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

(2) 0,05 pM MgCl,,

(3) 0,3 pl (1,5 U) Tag-polimeréz (Promega Co.),

(4) 20 pM primer,

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

Oligonukleotid primerek: az ismétléds DNS szekvencidkban el6forduld genetikai
polimorfizmusok felismerésére 16-18 bp hosszUisagu primereket: (GACA),4, CA(GACA),,
(GACA)4CA, (ACTG)4, mig a random polimorfizmusok elemzésére a 10 bp hosszisagu
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 alkalmaztuk. PCR reakcidt kovetéen a PCR-ezett mintakat agardz-gélelektro-
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forézissel szepardltuk. A gélek kiértékelésénél csak a vizudlisan jol dkilénils, karak-
teresen megjelend DNS savokat vettik figyelembe.

3. EREDMENYEK

3.1 A genotipus hatasa a hajtascstics in vitro fejl6désére

A legtohb hajtast a 'Lipp6i' fajtéanal kaptuk (2,0+0,9 db), legkevesebbet a 'KU-22'
(1,0+0,3 db) genotipusndl. A hajtésfejl 6dés gyakorisagat tekintve nem taldltunk Iényeges
eltéréseket az egyes fajtak kozott (92,8-100 %). A hajtasfejlettséget vizsgalva csak a
‘Lipp6i'-nd és 'Alfred-nd kaptunk joél fejlett tenyészeteket, gyenge hajtasok
differencidlédtak a 'Minor', 'Vica, 'Erna és 'KU-22' genotipusoknal. A friss tdmegeket
értékelve szintén a'Lippdi’ fajta volt alegjobb (288,5 mg).

3.2 A 6-benzil-amino-purin (BAP) és auxinok hatdsa a kiilénbé eredetii merisztémak
fejlodésére
3.2.1 A BAP hatasa a 2,4-diklorfenoxi-ecetsav (2,4-D) jelenl &ében

A friss tomegeket értékelve legnagyobb &tlagtémeget az allevél merisztéma eredetii, 1
mg/l BAP-nal kiegészitett taptalgon (424,3 mg), mig a legkisebbet a hormonmentes
tapkdzegen mértik (1,8 mg). A kombinaciok, valamint a két hormon kdzétt P = 0,1 %-0s
valésziniiségi szinten szignifikans kilénbséget taldtunk. A hajtasszamot értékelve az
alevél eredetli merisztémaknd kaptuk a legtdbbet (4,1 db), 0,1 mg/l BAP-nal kiegészitett
téptalgjon. A hormonmentes, valamint csak 2,4-D-t tartalmazd tépkdzegen nem
tapasztaltunk hajtas multiplikéciot. A kombinacidk, valamint a két hormon kozétt P = 0,1
%-0s val 6szin(iségi szinten szignifikansak az eltérések. A hajtasfejlettség adataibdl kitiint a
regenerdt hajtdsok gyenge fejlettsége, csupan az 1,0 mg/l BAP-t tartalmazd tépkdzegeken
figyeltlink meg a tébbihez képest fejlettebb hajtasokat (3,0 érték). A kezel éseket tekintve itt
is P = 0,1 %-0s szinten szignifikans az eltérés, de a két hormon kézétt mar nem
tapasztalhaté kulonbség. Az atlagadatok aapjan mindhdrom -hgjtascsiics, allevél és
sziklevél- merisztémét figyelembe véve az 1,0 mg/l-es BAP kiegészités volt a
leghatésosabb a 2,4-D fliggvenyében.
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3.2.2 A BAP hatésa az a-naftilecetsav (NES) jelenl étében

A friss tomegeket értékelve legnagyobb atlagtomeget a 0,1 mg/l BAP-t és 1,0 mg/|
NES-at tartalmazé tépkdzegen, alevél eredetii merisztémaknd mértik (631,7 mg). A
legkisebb tdmegeket ennél a kisérletndl is a hormonmentes taptalgjon kaptuk (1,0 mg).
Mind a kombinaciék, mind pedig a BAP kezelések kdzdtt a NES atlagdban P = 0,1 %-0s
valésziniiségi szinten szignifikans a kilénbség. A hajtasszamot értékelve az alevél eredetii
merisztémakndl kaptuk alegtobbet (4,5 db), 0,1 mg/l BAP-t tartalmazo taptalgjon. Az € 6z6
paraméterhez hasonl6an az egyes kombinéciok, valamint a hormonok k6zétt P = 0,1 %-0s
szinten szignifikansak az eltérések, Az auxint is tartamazd tapkozegen hgjtas
multipliké&cidt a 0,1 és 1,0 mg/l NES-val kiegészitett téptalajoknd figyeltiink meg nagyobb
gyakorisaggal. A hajtasfejlettség adataibol 1athatd a regenerdlt hajtasok kdzepes fejlettsége,
ami azonban jobb az €l6z6 hormonkombinaciénal megfigyelteknél. A kezeléseket tekintve
ittis P = 0,1 %-o0s val6szinliségi szinten szignifikans az eltérés, de a két hormon kozott mar
csak P = 10 %-0s szinten. Mindhdrom merisztémand az 1,0 mg/l-es BAP kiegészités volt a

legjobb a NES fliggvényében.

3.2.3 A BAP hatésa az indol-3-ecetsav (IES) jelenlétében

A legnagyobb friss tomeget a sziklevél merisztéma eredetii tenyészeteknd, 1,0 mg/l
BAP-nal és 1,0 mg/l IESva kiegészitett taptalgjon mértik (784,8 mg). A legkisebb
témegeket ebben az esetben is a hormonmentes tépkdzegeken kaptuk (0,7 mg). Az egyes
kombinaciok, valamint a BAP kezelések kozott az IES atlagdban P = 0,1 %-0s
valosziniiségi szinten szignifikans a killonbség. A legtdbb hajtast az 1,0 mg/l BAP-t és 10
mg/l |ES-t tartalmazd téptalgjon, hajtéscsics eredetli merisztémakndl kaptuk (6;5 db) (3.
dbra). A csak kis mennyiségii (0,1 mg/l) auxinnal kiegészitett tapkdzegen nem
tapasztaltunk hajtas multiplikéciét. Az el6z6 paraméterhez hasonléan az  egyes
kombinéaciok, valamint a hormonok kdzétt P = 0,1 %-0s szinten szignifikansak az
dtérések. A hajtasfejlettség adatait értékelve megdllapithatjuk, hogy ebben a kisérletben is
kozepesen fejlett hajtasokat kaptunk. A legfejlettebb hajtasokat mindhdrom merisztémandl
az 1,0 mg/l BAP-na és kilonbozo koncentracigju IES-val kiegészitett tptalajokon
figyeltik meg. Az egyes kombinécidk kozott P = 0,1 %-os, a két novekedés szabdlyozo
kozott P = 5 %-o0s szinten szignifikéns a killonbség. A merisztémakat egyiittesen értékelve

az 1,0 mg/l-es BAP kiegészités volt aleghatasosabb az | ES fliggvényében.
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3.2.4 A hajtascslcs, allevél és sziklevél merisztémak fejl sdése in vitro

Az el6zéekben kllon-kilon részleteztik az egyes hormonkombindciok és
koncentracidk hatasat. Célszeriinek tartjuk azonban az eltér6 eredet aapjan torténd
értékelést is, azaz van-e kilénbség a ndvény kiulonbdzé részeirél szdrmazd merisztémak in
vitro reakcidja kozott. Mivel a citokinin és auxinok kombinécidja révén csak citokinint és
csak auxint tartalmazd taptalgjokat is haszndltunk, a tenyésztés soran hajtés-, gyokér- és
kalluszindukciot tapasztaltunk. A tisztan citokinines kultaréknal hajtasorganizaciét és
-multiplikéciot, a tisztén auxinosoknal gyokérorganizaciét és kalluszindukcidt figyeltiink
meg. A magas citokinin és alacsony auxin koncentracio hatésara nétt a regeneralt hajtésok
szdma a hormonmentes kontrollhoz képest. Az el6bbi forditottjandl -alacsony citokinin,
magas auxin koncentracio- fokozott kalluszindukciot, valamint néhény esetben
gyokérorganizaci6t tapasztaltunk. A magas citokinin és magas auxin koncentracionél tobb
hajtast kaptunk a kontrollal 6sszehasonlitva, a hajtasok alapi részén intenziv kalluszosodast
is megfigyeltink. A tenyészetek mindségi vatozasait vizsgalva megdlapithatjuk, hogy a
legtdbb hajtast a BAP-IES kombinaciond kaptuk, mindhdrom eredetnél 10-10 esetben. A
gyokérképzés szempontjabol legjobbnak a BAP-NES kombinaciét taldtuk, ésszesen 4
esetben. A kalluszindukciot tekintve nincs lényeges eltérés sem az egyes hormon-
kombinéciok, sem az egyes explantdtumok kozott. A szervorganizécioval dsszehasonlitva a
kalluszindukciokat legnagyobb eltérést a 2,4-D-t tartalmazd téptal aj okon tapasztal tunk.

3.3 Kallusz- és organogenezisindukcio érett sziklevél tenyészetekben

Kisérletlinkben a legtobb hajtasos tenyészetet (42,2 %) az 1,0 mg/l BAP-t és 1,0 mg/l
IVS-at tartalmazé taptalgjon, mig legkevesebbet (8,0 %) az 1,5 mg/l IVS-at tartalmazén
kaptuk. A legintenzivebb gyokérindukciot (92,7 %) az 1,0 mg/l 1IVS-ndl, a leggyengébbet
(2,0 %) 0,5 mg/l BAP-ndl tapasztaltuk. A csak citokininnel kiegészitett tapkdzegeken
figyeltik meg alegkevesebb (1,0 mg/l BAP - 3,0 %; 1,5 mg/l BAP - 3,0 %), gyengén fejlett
gyokeret. A kalluszindukciot tekintve a legtébb kalluszos tenyészetet (88,7 %) a 1,5 mg/l
BAP-t és 1,0 mg/l IVS-at, mig a legkevesebbet (7,0 %) a 0,5 mg/l IVS-at tartalmazd
taptalajon kaptuk. Sziklevelenként a legtobb hajtast (5,5+2,6 db) az 1,5 mg/l BAP + 0,5
mg/l VS koncentréacidknal, legkevesebbet (1,3+0,5 db) az 1,5 mg/l 1VS koncentraciondl
kaptuk. A gyokérképzés szempontjabdl legjobbnak a 0,5 mg/l IVSat (3,0£2,1 db),
legrosszabbnak a 0,5 mg/l BAP-t és 0,5 mg/l IVS-at (1,1+0,3 db) tartalmazé tptalajt
tartjuk. A friss tomegeket értékelve P = 0,1 %-0s valdsziniségi szinten szignifikansak az
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dtérések a kezelések kozott. A legnagyobb atlagtémeget (3,55 g) a 0,5 mg/l IVS-val,
legkisebbet (2,29 g) az 1,5 mg/l BAP-nal kiegészitett tapkdzegen mértuk.

3.4 A nodalis szegmentekr e alapozott klonozas lehet 6sége

Az izoldlas utan 12-14 nappal mind a hajtascsicsok, mind a nodélis szegmentek
esetében megfigyelhettik a bazalis rész elkalluszosodasat. A hajtascsicsok megnyultak,
majd gyokeret fejlesztettek. A noddlis szegmenteken taldhatd rigybdl (masodik
alevélrigy) hajtés fgjlodott a legtdbb tenyészetben. Gyakori volt a szar megfeketedése
(nekrézisa), a fenolok oxidécidja miatt. Lényeges eltérést nem tapasztaltunk a modositott
MS és az MS aaptéptala] kozott. A fajtakat dsszehasonlitva mindkét tapkodzegen szintén
nincsenek nagy eltérések a gyokeresedési gyakorisdgokban (45,9 % - 54,9 %). Az €sb
gyokerek megjelenési idejét tekintve 'Lippai', 'Kornberger' és'Ovéri-137' afajték sorrendje.

A gyokeres dugvanyokat a talgba vald killtetés el6tt edzettik. A novénykék
sterilezett, feles makro- és mikroelem koncentraciéjd, tiamint, inozitot tartaimazé MS
oldattal atitatott perlitbe kertitek. Az edényeken fokozatosan csokkentettiik a féliaboritast.
A 2-3 hetes edzés utan a ndvényeket talajba killtetve, Gveghazban neveltik fel. A talélés

réta alacsony volt, az ismételten jelentkezé nekrdzis miatt.

3.5 1zolatumfiiggé kalluszindukcio

Kalusztenyésztési kisérleteinkben kilonbdzo izoldtumokat és taptalg) Osszetevoket
teszteltiink. Mivel majdnem minden vizsgdlat soran in vitro csiréztatott névényekkel
dolgoztunk, elészér a csiréztatasra hasznélt tapkdzegeket értékeltilk. Eletképes ndvényeket
kaptunk a hormonmentes taptal ajokon, a legnagyobb csirézasi szézalékot (98,0 %) a Knop-
oldaton figyeltiik meg. A csiraztatd tapkdzegbe adagolt 2,4-D hataséra a 10-14 nap alatt
fejlodott ndvények erésen deforméltak voltak. Mind a mezokotil, mind a hajtés eredetnéd
intenziv kalluszosodést figyelhettiink meg. Az egyes alaptéptalajok kozott nincs jelentés
eltérés, azonban az MS-en valamivel nagyobb értékeket kaptunk, mindegyik paraméternd.
A mezokotil szegmentek kalluszindukcids gyakorisaga meghaladta a hajtascsiicsokét. A
friss tdmegeket értékelve P = 0,1 %-o0s valdsziniiségi szinten szignifikansak az eltérések. A
tenyészetek inditasa €l6tt adagolt auxin hatdsdra jelentésen nétt a kultrdk tdmege. A
kalluszszovet jellegét vizsgdlva a 2,4-D-n csiréztatott explantatumokndl kompakt, tomor,
mig a hormonmentes kbzegen csiréztatottnal laza szerkezetet tapasztaltunk. A gyodkerese-

dési szézalékokban szintén jelentés eltérést figyeltiink meg az auxin el 6zetes adagol asara.
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Kovetkezd kisérletinkben 'Lippdi' és 'Kornberger' fajtdk éretlen embridibdl
indukdltunk tenyészeteket, a merisztéma tenyésztésnél legjobbnak taldlt BAP-IES
hormonkombinécidval. A tenyészetek minésegi valtozasait tekintve megdlapithatjuk, hogy
a csak citokinint tartalmazé téptalajon az embridk el 6szor megnyultak, majd ezt kbvetéen
elkalluszosodtak, a csak auxint tartalmazon pedig a novekedési fézis nélkil el-
kalluszosodtak. Az adacsony BAP és magas |IES szintek hatdsara laza szerkezetii
kalluszszovet fejlédott az izoldtumokon, mig a magas BAP és alacsony |ES koncentracidk
témorebb kalluszt indukaltak. A szomatikus embridgenezisre utaldé embriogén gdémbok
megjelenését a BAP:IES = 2:1 ardnynal tapasztaltunk.

Az egyes hormonhatasok vizsgédlata utén a tépkdzegbe adagolt adszorbenst teszteltik.
A [6bab szovettenyészetekndl problémaét jelentenek a kil onbozo fenol szarmazékok, melyek
az izoldtumok, vagy atenyészetek nekrdzisahoz vezetnek. Kisérletiinkben a nagy molekula
sty (~40000) PVP adszorbens kiilénbdzé koncentracidit haszndltuk. A hajtasprodukciét
tekintve mindharom merisztémanal a 100 mg/1 PVP adta a legtdbb hajtast: hajtascsics
2,611,3 db; allevél- 1,6+1,1 db; sziklevél- 1,8+1,8 db. A friss témeg adatokat értékelve a
merisztémaknd P = 5 %-0s valésziniiségi szinten szignifikansak az eltérések az egyes
kezel ések, valamint PV P koncentréciok kdzott.

3.6 LAbabfajtak jellemz6 RAPD mintazata 3'- ill. 5'-végen horgonyzott SSR/I SSR és
OPERON primerek esetén

A RAPD elemzések sorén az OP/A-11, OP/B-1, OP/B-3, OP/B-5, OP/B-7, OP/B-11 és
OP/B-12 primereket hasznaltuk, a gélelektroforézis soran a vizudisan jol ekuilénithetd
savokat (DNS fragmentumok) vettik figyelembe. A primerekkel generdlt PCR fragmentum
mintazat elemzésébél megdlapithatd, hogy az egy nemesitési vonal és az 6t fajta kdzott
sikerult kimutatni genetikai polimorfizmust. A DNS fragmentumok hosszusagét az OP/A-
11 primerrel adott mintézat jelezte, egy rendkivil rovid, kb. 250 bp hosszu fragmentumtdl a
kozel 1400 bp hosszUiségu fragmentekig. A legmonomorfabb mintazatot az OP/B-11 primer
harom fragmentummal mutatta. Rendkivil magas fragmentum szamot eredményezett az
OP/A-11 és OP/B-5. A legmegbizhatdbb polimorfizmust az OP/A-11 primerrel sikertilt
kimutatni. A mikroszatellita primerek alkamazasaval kozel azonos fragmentum szamot
sikerllt kimutatni, mint a RAPD primerekkel. A modszer érzékenységét mutatja, hogy
szinte mindegyik mikroszatellita primerrel sikertilt eltéré DNS mintazatot meghatarozni. A
legvariabilisabb mintazatot a 'Jasny 11', 'Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137', mutatja, nemcsak az
operon, hanem a mikroszatellita primerek tekintetében. Az ISSR mikroszatellita
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primerekkel végzett elemzések kozil a CA(GACA), primerrel egyértelmii monomorf, mig
a(GACA),CA primerrel polimorf mintézatot kaptunk. Hasonl 6 variabilitasra utal az OP/A-
11 operon és a (GACA), SSR primer. A savmintazatok elemzése sordn kitiint, hogy a
RAPD primerek esetében a 2-300 bp-tdl csaknem 1400 bp-ig terjed fragmentumok hossza,
mig a mikroszatellita primerek &ltal felismert [6kuszok csak elvétve érik e, ill. haladjdk
meg az 1000 bp-t. Néhany esetben az egyes genotipusokon belll a mintédk kozétt is
eltéréseket kaptunk, ami a ndvények egyedi variabilitasara utalt.

3.7 Uj tudomanyos er edmények

1. A genetikai hattér ésaz in vitro tenyésztés kapcsolata:

A vizsgalt 11 genotipus k6zll el sésorban a nagymagvi csoportbatartozo 'Lippdi' és 'Alfred'
fajtékbdl javasoljuk in vitro tenyészetek inditésat, fenntartésat.

2. Hormonkombinaciok hatasa a I6bab kilonbdzé eredetii merisztémainak fejlé-

désére:

A hajtascslics és allevél merisztéma eredetii kultarédknal novény regenerécid céljabdl a
BAP-1ES kombinaciét tartjuk megfelelének. Az optimélis hormon koncentracio
BAP esetében 1,0 mg/l, az IES-n8l 1,0-10 mg/l. A hajtdsokat hormonmentes MS
alaptépkdzegen gyokereztettik.

Az auxinok hatésat értékelve merisztéma eredetti tenyészetekben a BAP-nal kombinava,
kalluszindukciora a 2,4-D-t, gyokérindukciora a NES-t, hajtasregeneréciora az
IES-t javasoljuk.

3. Organogenezis érett sziklevelek in vitro kultaraiban:

Az érett sziklevdl eredeti kultirdknd a BAP-IVS kombinacié sikerrel alkalmazhaté a
mikroszaporitasi és transzformacios vizsgadatok soran.

4. Klbnozés lehet 6sége nodalis szegmentek felhasznalsaval:

A noddlis szegmentekre alapozott klonozés 50 %-o0s hatékonysagét az alkalmazott taptalgj
tovabbi modositasaval fokozni lehet.

5. Kalluszindukcid eltér 6 izolatumokon:

Az in vitro csiréztatas soran adagolt auxin intenziv kalluszindukciét eredményez. A BAP-
IES kombinéacié 2:1 aranyban embriogén kalluszindukcidhoz jérult hozza a
fejletlen embrié eredetii kultarakban.

A |6bab segit- és szdvettenyészetek fejl6dését gétld polifenolok kikiiszobolésére merisztéma
eredetii tenyészeteknél maximum 100 mg/l PV P kiegészitést tartunk megfelel6nek.

6. L 6babfajték tsszehasonlité molekularis elemzése:
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Az 6t |6babfajta (‘Jasny 11, 'Lippai', ‘Minor', 'Ovéri-137', 'Vica) és egy nemesitési vonal
(‘'Fehérviragl’) oligonukleotid primerekkel (SSR/ISSR: (GACA),;, CA(GACA),,
(GACA).CA, (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 vizsgal atainkbdl megéllapitottuk:

- afelszaporitott DNS-fragmentumok molekul atémegének véltozatossagat;

- az OP/A-11, (GACA), és (GACA),CA primereknél kapott polimorf mintézat
alkalmas fajtak azonositasara, molekularis markerek elédllitasara;

- aCA(GACA), monomorf mintézatot adott, ezaltal lehetévé teszi a l6bab és mas
Vicia fajok kozotti rokonsdg meghatérozésat;

- néhény esetben az egyedi variabilitads nagyobb volt, mint a fajtdk kozotti eltérés,
ami afgj genetikai hétterének nagyfokul plaszticitaséra utal.

4, KOVETKEZTETESEK ESJAVASLATOK

4.1 Merisztéma és hajtaskulturak
4.1.1 Merisztéma

A Fabaceae csal&dba tartozo fgjok szbvettenyészeteibol torténé ndvény regeneréciojét
szamos tényez6 befolyésolja, legfontosabb kézilik az adott fgf genotipusa, valamint a
tenyésztés korilményei, elsdsorban a taptala) dsszetétele. Ennek megfeleléen a merisztéma
eredetli kultirdkban elészor az in vitro tenyésztés szempontjabdl legalkalmasabb 16bab
genotipusokat valasztottuk ki. A 11 tesztelt fajta kdzil a nagymagvl csoportba tartozd
'Lippoi'-t és ‘Alfred-ot taldtuk tenyésztésre legalkalmasabbnak. Bar az egyes
paramétereket tekintve nincs nagy eltérés az egyes fajtacsoportok -nagy- és kismagviak-
kozott, a szubjektiv értékelés aapjan azonban mindenképpen a mé& emlitett két
genotipussal cészerii szbvettenyészetekben foglalkozni. A [6bab nemesitésben ma a
magméret csdkkentése az egyik cél, ennek megfelelden a nagymagvi fajték tobb ,vad’
gént hordozhatnak, amelyek kézétt az in vitro reakci6ért felel Gseket is taldlhatunk.

A taptalgj Osszetevok kozil dontéen a ndvekedés szabalyoz6 anyagok befolyasoljak az
in vitro kultirak fejlédését. A vizsgalatokban a névényi hormonok két csoportjat, az
auxinokat és citokinineket teszteltik. A BAP hatésat értékelve kilénbozé auxinok
flggvényében megallapithatjuk, hogy az optimdlis koncentracié az 1,0 mg/l-es volt. A

haromféle auxin kozil kalluszindukciéra a 2,4-D, gyokérindukciora a NES, hgjtas
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organizacitra az |ES fejtett ki kedvezé hatést, a BAP-nal kombindlva. Az irodalmi adatok
féleg a BAP-NES kombinaciét javasoljak, eltéré koncentracidkban a merisztéma eredetii
tenyészeteknél a redifferenciacié indukcigja céljébdl. Kisérleteinkben a BAP-IES
kombinéci6t taldtuk megfelelének. A merisztémak eredete hatést gyakorolt a tenyészetek
fejlodésére, hajtésindukcidjdra. A vizsgalatok eredményei aapjan -az Osszes paramétert
egylitt értékelve- a hajtasprodukcié szempontjdbdl hajtascsics >= alevél > sziklevél
merisztéma a sorrend, ami az irodalmi adatokka ellentétes iranyld. A kallusz- és
gyokérindukcidt tekintve nincs eltérés az egyes eredetek kozott. A regenerdt hajtasok
gyokereztetésére a hormonmentes M S tapkdzeget megfelel 6nek taldltuk.

4.1.2 Sriklevé

A BAP és IVS kombinéaci6 hatasat értékelve érett, embrid nélkili 16bab sziklevelekre,
a széjanal tapasztalt eredményeket kaptuk. A ké hormon egyittesen, illetve a BAP
O6nmagaban a hajtasindukciéhoz jarult hozza, mig csak 1VS adagolasaval gyokérfejl6dést
figyeltink meg. A jelenség az emlitett sziklevél régié magas regenerativ képességére utal,
az itt taldhaté sejtekbdl hajtds vagy gyokér differencialddik a kilsé hormonadagolas
hatésara. A hajtasok gyokereztetése ebben az esetben is hormonmentes al aptaptal ajon -B5-
tortént. Az IVS gyokérképzésre gyakorolt hatasat értékelve a hormon hajtéskultiréknal
-merisztéma vagy hajtés eredettel- is alkalmazhatd. Mivel a ndvényregeneracié megbiz-
hat6an nem alkalmazhat6 enndl afgjnél, célszeriinek tartjuk a nagy regenerativ képességgel
bird -pl. sziklevél merisztéma- szbvetek transzformacidjat. A fentiekben leirt médszer

megfeleld alapot ad pl. a herbicid rezisztens névények el 6dllitasara.

4.1.3 Nodalis szegment

Kisérletlinkben 50 % korili gyakorisaggal kaptunk gyokeres hajtésokat, az aktiv szén
ebben az esetben nem fokozta a gyokér indukciét, jollehet a noddlis szegmentek bazdlis
része kevéshé nekrotizalodott. A téptalajba adagolt auxin -NES- mennyiségének néve-
lésével fokozni lehet a hormonhatast, amit az aktiv szén korlatoz. A fajtdk kozott nem
tapasztaltunk jelentds eltérést, azonban a nagymagvu fajtacsoportba tartozo 'Lipp6i' gyokér
regenerécidja volt a leggyorsabb, ami a merisztéma tenyészeteknél mar emlitett genombeli
kil énbségekbdl szarmazhat.
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4.2 Szomatikus kallusztenyészet

A 16babnal, més névényfajokhoz hasonldan, a névény minden részébsl magas exogén
auxin koncentrécio hatéséra kallusztenyészetek indukdhatok. Az in vitro aszeptikus
korilmények fokozasa érdekében célszerti felszinileg sterilezett magvakbdl nevelt
csirandvényekbél kiindulni a kisérletek soran, amelyeket agar-agarral szilérditott Knop-
oldaton csiréztatunk. Az oldat egyszerli dsszetétele biztositotta a csiranévények kiel égité
fejlodését, nem volt szikséges a hozzad képest joval Osszetettebb, koltségesebb
hormonmentes M S tépkdzegre.

A csirézas sorén adagolt auxin -2,4-D- hatéséra fejl6dott torz csirandvényekbol nyert
izol&umokon intenziv kalluszképzédést figyeltink meg a mezokotil és hajtascsics
eredeteknél. A gyokér regenerdcid a kaluszindukcié utan nem sokka bekdvetkezett
mezokotil explantdtumokon. A hajtéscstics merisztémékbol szarmazo tenyészetek minden
esetben zold szintiek és |aza szerkezetliek maradtak, amibél a redifferenciaci s képességre
kovetkeztethetlink, mig a 2,4-D-as tgptalgjon csiraztatott, elékezelt ndvények kultdraind
kapott kompakt, sarga kalluszokon csak a méar emlitett gyokérindukciot sikertlt eléidézni.
A hormon el6kezel és tehat kedvezéen befolyasolta a kalluszindukci6t, lehetévé téve ezaltal
a szomatikus sejttenyészetek tanulményozasét.

Az éretlen embrio eredetii tenyészetek kedvelt objektumai a szomatikus variabilités és
a szomatikus embriégenezis vizsgalatoknak. A BAP-IES kombinéci6t tesztelve a 2:1
aranyndl tapasztaltuk az embriogén kalluszok megjelenését. Az irodalmi adatok elsésorban
a 2,4-D hasonld hatésat emlitik, dnmagadban vagy citokininnel -KIN, BAP- kombinalt
adagoléssal. A hormonok szomatikus embridgenezis indukciéra gyakorolt hatasat éretlen
embrioknd a szikleveleknél tapasztalt, az 4.1.2 fejezetben leirt magas redifferenciaciés
potencialal lehet magyarazni. A két fajtat -'Lippdi', 'Kornberger'- dsszehasonlitva itt is a
nagymagvundl figyeltiink meg intenziven fejlods kultirékat.

A |6bab szdvettenyészetekben tapasztalt polifenolok okozta nekrézis kikiiszobolése
céjabol elsdsorban aktiv szenet hasznalnak adszorbensként. Més ndvenyfajoknd maér
sikerrel alkalmaztak antioxidansot -pl. aszkorbinsav-, valamint egyéb nagy molekulastlyu
adszorbenseket -pl. PVP-. Vizsgdatunk soran a maximum 100 mg/l-es PVP kiegészitést
tartottuk megfelelének, nagyobb koncentracidknal az adszorbens cstkkentette a hormonok
-BAP é&sIES- hatasat. A PVP hasznalatét kisméretii izolatumokndl -merisztémakndl- tartjuk
célszeriinek, mivel ilyen esetben a polifenol szintézis kisebb mértéki.

A szomatikus kallusztenyészetek gyakorlati jelent6sége elsésorban a regenerdlt
novények révén realizal6dik. A kisérletekben csak elenyészé szamban kaptunk értékel heté
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novényeket. A vizsgdlt modszerek tokéletesitése szilkséges a megbizhatdsag fokozésa
érdekében.

4.3 Mikroszatellit- &s RAPD-PCR vizsgélat

Ot I6babfajta (‘Jasny 11, 'Lippdi', 'Minor', 'Ovéri-137,, 'Vica)) és egy nemesitési vonal
('Fehérviragd’) molekuléris jellemzését végeztik el 12 oligonukleotid primerrel. Vizsgdla
tainkbol megallapitottuk:

1. afelszaporitott DNS-fragmentumok molekulatémegének valtozatossagat;

2. az OP/A-11, (GACA), és (GACA),CA primereknél kapott polimorf mintazat alkal-
mas fajték azonositasara, molekul&ris markerek eléalitésara;

3. a CA(GACA), monomorf mintézatot adott, ezéltal Iehetévé teszi a I16bab és més
Vicia fajok kozotti rokonsag meghatarozasat;

4. néhéany esethen az egyedi variabilitas nagyobb volt, mint a fajtak kozotti eltérés, ami
afaj genetika hétterének nagyfokl plaszticitasara utal.

Az elvégzett molekuldris genetikai vizsgdatok kiinduldsi alapul szolgalnak -Ujabb
primerek bevonasaval- a hazai |6babfajték Gsszehasonlitasahoz, azonositasahoz, szabadal-
mazasahoz.
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