SZOLNOKI FOISKOLA

A rozsagyokér /Rhodiola rosae L./ és a tavaszi kankalin /Primula veris Huds/
mikroszaporitasa

TDK dolgozat

Kédar Orsolya
I1I. Evfolyam

Témavezeto:

Dr. Dencso Istvan
foiskolai docens

Késziilt a Szolnoki Fdiskola Agrar és Vidékfejlesztési Tanszékén
Szolnok

2012



TARTALOMJEGYZEK

L. BEVEZETES. ..ottt 3
1.1. A biodiverzitas hasznositasa a gyogynovény introdukcié - domesztikacid formajaban ...... 3
1.2. Az in vitro mikroszaporitas hasznositasa a biodiverzitas ex situ megérzésében ................. 4

2. TRODALMI ATTEKINTES. .....cuuiiuiiiimiimiesiesisses ettt 5
2.1. A ndvénybiotechnologia gazdasagi alkalmazasanak lehetdSEgei.........covvvvvviiiiiiiiineeniinnen, 5
2.2. Alkalmazasi lehetdségek a nOvenynemesiteSben ..........oovvvviiiiiiiiiie i 5
2.3. A mikroSzaporitas €S SZAKASZAT ........cuviiiuirieiiiieiiie ettt 11

2.3. 1. SOKSZOTOZAS ..eeeiiiiiee ettt ettt ettt e e e ettt e e e e st a e e et ae e e e e anrbeae e 11
2.3.2.  IN VILIO GYOKETESIEES . ...eiuvvieiiiieiiiie ettt ettt 12
2.3.3.  AKKIMATIZAIAS ....oouveeiieieiee ettt 13
2.4, A tAPLala] OSSZETELEIC .. couviii ettt 13
241, SZENNIATALOK ...c.vviiiiiiiietie ettt 14
2.4.2.  NOvekedésszabadlyozO anyagok .........ccocoviiiiiiiiiiiieiiie i 14
2.4.3.  Egyéb szerves KIe@ESZItOK........c.ooiiiiiiiiiiiiii e 15
244, AMINOSAVAK .......ooiiiiiieiiiie ettt 15
245, GAZOK ... 16

3. ROZSAGYOKER (Rhodiola T0SAE L.) ...c.cuevivirieieieiiinieieiieisie et s s st 17
3.1, A r16zsagyOkeér gyOg@yAaszati Natasai........ccuuvrvriieiiiiiiiiiiiiiii e 17
3.2.  Termesztéssel kapcsolatos KIiSErletek.........uuvuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
3.3, In VIO KISETIEtEK ..oeeeiiieeeee e 18

4. TAVASZI KANKALIN (Primula Veris HUGS) .......cceoiiiiiiiiiieiiis s 19

5. KISERLETEK CELJA.....ooiiiiiiiiiiiiieiisietssisie sttt 20

6. ANYAG ES MODSZER.......coiiiiiiiiiiiiiniietstissistis sttt 21
6.1.  Kiinduld alapanyag ........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 21
6.2. Tenyészetek létrehozésa, a mikroszaporitds szakaszai ..........cccovcvvvieiiiiiic i 21
6.3. Rhodiola rosae steril kultira I€treh0Zasa .............cooiiiiiiiiiiiii e 21
6.4. Tavaszi kankalin steril kultra 1€treh0zasa ............coocviviiiiiii e 25

6.4.1.  FelsZaporitasi fAZIS......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii et 27

7. ERDEMENYEK MEGBESZELESE ......c.ccovtiiiiiiiiiieiiniisisise s 31

TRODALOMIEGYZEK ..ottt 32

TABLAZATIEGYZEK ....cocvuiiiiiiiiieietie ettt 34

ABRAJEGY ZEK ...t 35



1. BEVEZETES

A Szolnoki Foéiskola ndvény-biotechnolégiai laborja 2011 szeptemberében alakult, azota
folynak a kisérletek. Figyelmiink azért fordult a gyogyndvények felé, mert ezzel a teriilettel
hazankban nagyon kevesen foglalkoznak és a rendelkezésre allo szakirodalom is kevés. A Primula
veris-sel kapcsolatban nem is talaltunk szakirodalmat, a Rhodiola rosae-val viszont mar tobben
kisérleteztek, példaul Furmanowa M. (1999) és Ezsias Aniké (2006).

Fontos megjegyezni, hogy az utobbi évtizedekben, a vilag mas orszagaihoz hasonldan,
Magyarorszagon is fokozottan eldtérbe kertilt a biologiai értékek védelme. E feladat jelentdségére
utal az a tény is, hogy jelenleg a latin névvel jeldlt, ismert novény- és allatfajok szamat kb. 1,4
milliéra becstilik. A téma rendkiviil nagy tudomanyos és gazdasagi jelentdségét mutatja, hogy az
1992-es ‘Rio- i Konferencia’ Bioldgiai Diverzitasrol szold egyezménye kiemelt figyelmet szentel a
genetikai tartalékok védelmének és hasznositasanak. A Biologiai Diverzitas Védelmér6l szolo
részprogram hangsulyozza: ,,nemzeti és nemzetkodzi szinten egyarant sziikséges boviteni a bioldgiai
diverzitds felmérését, tanulmanyozésat, szisztematikus megfigyelését és értékelését megvalodsitod
kapacitasokat™.

Célkittizésiink az volt, hogy els6é 1épésként oldjuk meg a fentebb emlitett fajok in vitro
tenyésztését. A tavaszi kankalin, mint modell novény szolgalhat a szartalan kankalin (Primula
vulgaris) (védett novény) in vitro tenyésztésének kidolgozasahoz, a rézsagyokérnél pedig a

sejtkultarak 1étrehozasahoz vezetd 1t elsé 1épése az in vitro csiraztatas és szaporitas megoldasa volt.

1.1. A biodiverzitas hasznositisa a gyogynovény introdukcio - domesztikacio formajaban

A bioloégiailag aktiv anyagokat tartalmazd gydgynovények kutatdsa, ¢életk6zosségeinek
jellemzése, hasznositasa - mind a vadon term6 ndvények gyljtése, mind szant6foldi termesztése
révén - Magyarorszagot nemzetkozileg is elismert rangra emelte. Napjainkban, az élelmiszer-, a
gyogyszer- és a kozmetikai-ipar nyersanyagsziikséglete, a megbizhat6 és folyamatos ellatas a vadon
term6 novények gylijtése utjan csak korlatozott mértékben biztosithato. Ezeknek a fajoknak egy
jelentés része ma mar természetvédelem alatt all, ami a gyjtés lehetdségeinek korlatozasat is
jelenti. A gyogyszeripari hasznositas, a j6 drogmindség és a hatdanyagtartalom standardizalas iranti
kereslet fokozza az ismert eredetii homogén nyersanyag eldallitasara tett torekvéseket. A kivalo
drogmindség, pl. biologiai tisztasdg biztositasanak egyik lehetséges fontos modja a termesztés. A
gyogynovények diverzitdsanak felmérése, a genetikai tartalékokbdl valdé mintavétel, illetve a
gylijtés viszont sok tekintetben eltér a termesztett novények egyéb csoportjainal alkalmazott
modszerektdl. A 60.000-re becsiilt, gyogyaszati értékkel bird, ndovény — taxon felkutatidsa és

vizsgalata érdekében sziikség van megfeleld modszertanra.



1.2. Az in vitro mikroszaporitas hasznositasa a biodiverzitas ex situ megérzésében

A biodiverzitas megdrzésének igénye csaknem egyidés a biologiai rendszerek mikodésérol
nyert ismereteink novekedésével. A Rio- i csucstalalkozé is megfogalmazta: ,,modszereket és
technologiakat kell kidolgozni a bioldgiai diverzitds megdérzésére €és a bioldgiai erdforrasok
onfenntartd felhasznalasa érdekében®. Az utobbi évtizedekben a biotechnoldgia €és ezen beliil is az
in vitro mikroszaporitas, visszafordithatatlanul a biodiverzitas géntartalékai ex situ megdrzésének
egyik eszkozévé valt, mind a vadon termd (pl. gyogynovények), mind a termesztett kertészeti
novények esetében. Az in Vvitro szaporitott novények alacsony homérsékletli tarolasa a vilag
legfontosabb génbankjaiban mar rutinszeriien alkalmazott modszer. Mindezekre tekintettel,
vizsgalataim fontos célkitiizése volt a gyogynovények in vitro morfogenezisének tanulmanyozasa,
jellemzése €s az igy nyert adatok felhasznalasa, mikroszaporitdsi modszerek kidolgozasa révén
hozzajarulni a biodiverzitas megOrzéséhez. A steril korilmények kozott végzett vegetativ
mikroszaporitds a ndvényi biotechnologianak az a teriilete, amelyet jelenleg a legszélesebb korben
alkalmaznak a gyakorlatban, illetve az iizemi technologiak részévé valt.

A hagyomanyos in situ technikakkal ellentétben az in vitro szaporitasra felhasznalt inokulumok
olyan kicsik, hogy csak steril koriilmények kozott tarthatok életben, kiviilrdl potolt tapanyagok és
fejlodést szabalyozo vegyiiletek segitségével. A vegetativ mikroszaporitds két 0 technikdjat a
merisztematenyészet €s a hajtaskultura jelenti. E modszerekkel korlatlan mennyiségii (pl. milliardos
nagysagrendil) szaporulat érhet6 el évente, és ennek minésége pontosan ellenérizhetd. Az in vitro
merisztématenyészetek  kivalo  feltételeket teremtenek a  virusmentesités moddszereinek

felhasznalasahoz, valamint a korokozémentesitett tenyészetek tartds tarolasdhoz génbankokban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A novénybiotechnologia gazdasagi alkalmazasanak lehetdségei

Ma még korai lenne a névénybiotechnoldgia széles korii lizemi alkalmazéasarol beszélni, mert a
biotechnologidnak is, mint minden szintattorést jelentd gazdasagi lehetdségnek, évekre, sot akar

egyes esetekben évtizedekre van sziiksége ahhoz, hogy altalanosan elterjedt felhasznalast nyerjen.

A novénybiotechnoldgia alkalmazasdanak mérfoldkovei:

e 1954: Merisztématenyésztéses mikroszaporitasra alapozott virusmentesitési kutatasok
kezdete (Franciaorszag)

e 1956: Novényi sejtek altali fermentacios termelési els6 szabadalom (USA)

e 1966: A vegetativ mikroszaporitast alkalmaz6 els6é kereskedelmi laboratoriumok Iétesitése

e 1975: Haploidia utjan eldallitott elsé rizsfajta (Kina) és els6 dohanyfajta (Japan)
mezdgazdasagi mindsitése

e 1979: Szabadalom a novényi sejtek immobilizaciojara termelési folyamatban (Németorszag)

e 1982: Szabadalom a szomatikus embridk kapszuldzésara, vagyis a mesterséges mag
eloallitasara (USA)

e 1983: Az els6 lizemi sejtfermentacioval eldallitott novényi termék (a sikonin) megjelenése a
vilagpiacon (Japan)

o 1984: Az elsé ndvényi gén szabadalmaztatasa (USA)

e 1986: Az els6é blizafajta mindsitése, amelynek eldallitasa sordn az androgenézis modszerét
alkalmaztak (Franciaorszag)

e 1986: Az els6 mindsitett novényfajta (egy kaposztafajta), amelynek eldallitdsa soran a
protoplasztfiizio moédszerét alkalmaztak (Japan)

e 1988: Transzgénikus ndovények eldszori szantofoldi kiprobalasa

Jelenleg a novénybiotechnoldgia f6 alkalmazési lehetdségei a ndvénynemesitésben, a biologiai
ndvényvédelemben, a vegetativ szaporitdanyag eldallitdsaban és a ndvényi produkci6 feljavitdsdban

lelhetdk fel. (Fodorpataki, L., Szigyarto, L. [2008])

2.2. Alkalmazasi lehetéségek a novénynemesitésben

A nodvénybiotechnologia alkalmazisanak legnagyobb gazdasdgi hasznot hozd teriilete a

novénynemesités, annak ellenére, hogy a mezdgazdasagban csakis olyan 1) fajtakat lehet



termeszteni, amelyek az dallami fajtamindsités 3-5 éves kisérleteiben megfeleld eredményt

nyujtottak.

A biotechnologianak a névénynemesitésben alkalmazott legfontosabb modszerei és célkitiizései:

a) Merisztématenyésztés:

vegetativ szervek élettani manipulacidja mesterséges koriilmények kozott
koérokozdmentesités (virus, baktérium, gombafertdzés teljes hianya)
iizemi méreti vegetativ mikroszaporitas

génbank létrehozasa korlatlan idére valdo megdrzésre

értékes fajtajeloltek gyors felszaporitasa

b) Embriotenyészet, magkezdeménykulttira, in vitro megtermékenyités:

csiranyugalom mesterséges megsziintetése

nemzedékvaltas gyorsitasa

oninkompatibilitas kikiiszobolése beltenyésztéskor

nemzetség- ¢s fajhibridek eldallitasa a keresztezési inkompatibilitas kikiiszobolésével

haploidok eldallitasa

€) Androgenézis és ginogenézis:

teljes homozigotak (izogén vonalak) eldallitdsa
gametoklonalis variabilitas el6idézése
mutansok szelekcioja

heter6zisnemesités idejének csokkentése

recessziv tulajdonsagok vizsgalata, kivalogatasa ¢€s felhasznaldsa a nemesitésben

d) Kalluszkultara és sejttenyészet:

masodlagos anyagcseretermékek bioszintézise

lizemi sejtfermentécio

sejtszintli mutansizolalas (szarazsag-, hideg-, vegyszer-, kartevo-, korokozo- és egyéb
stressz-rezisztencia kialakitsara)

alapanyag létrehozasa protoplasztizolacidhoz

génbank mélyfagyasztott sejtek gylijteménye altal

szomaklonalis variabilitas kivaltasa



e mesterséges mag eldallitasa

e) Protoplasztok izolacidja és szomatikus sejthibridizacios fuzidja:
e paraszexualis faj- és nemzetséghibridek eldallitasa altal tavoli rokon novények hasznos
tulajdonsagainak egyesitése
e gének, kromoszoémak atvitele fajok és fajtak kozott aszimmetrikus hibridizacioval

e poliploidok gyors és iranyitott eldallitasa

f) Cibridizacio:
e 11 sejtmag - mitokondrium - kloroplasztisz kombinacioja sejtek 1étrehozasa
e himsterilitas atvitele kiilonb6z6 fajokba
e herbicidrezisztencia atvitele szenzitiv fajokba

e a fotoszintézis és a 1égzés hatékonysaganak

g) Novényi génsebészet:
e virus-, baktérium-, gomba-, rovar-, allat-, és emberi gének bevitele n6vényekbe
e stresszrezisztencia atjuttatasa szenzitiv fajtakba
e specialis termékek (foleg szamunkra hasznos fehérjék) termeltetése szantofoldon, 1

céllal termesztett névényfajok megjelenése

A novényvilag orokletes valtozatossaganak a megdrzése €s a génerdzid megeldzése céljabol
a természetes novényzet illetve a kulturflora kiilonbozo fajainak a fellelhetd populacioibol az egész
vilagon mintakat vesznek, melyek in vitro génbankokban vagy csiraplazmabankokban &érizhet6k
meg az utokor szamara. A meglOrzés a mintdk fenntartasat és tartds tarolasat jelenti. Ennek
leggyakoribb modja a generativ Gton szaporitott ndvényeknél a magként valo tarolds 6-10 %-0s
légkori nedvességtartalom és 5-20°C-os homérséklet koriilményei kozott. A vegetativ uton
szaporitott novényfajok esetében erre nincs lehetdség, ezért ezek szamara a novénybiotechnologia
két megoldasi lehet6séget kinal: a genetikai tartalékok in vitro tenyészetekben valé megdérzését,
vagy a ndvényi sejtek, szovetek (foleg merisztémak) és szervek specidlis koriilmények kozti
fagyasztasat.

A ndvénynemesitési biotechnologidk keretében a legfontosabb eldrelépést a molekularis
modszerek bevezetése hozta, ami altal a gének szintjén torténd szelektalds valosulhat meg. Az

utébbi években a molekularis bioldgiai modszerek fejlédésének koszonhetden a restrikcids



enzimekre és az izolalt DNS-szakaszokra, valamint a polimeraz lancreakcido (PCR) modszerére

alapozva a genetikai polimorfizmus uj formai valtak elérhetdvé a nemesitok szamara:

e A DNS restrikcios-fragmentum hossz-polimorfizmusa (RFLP)
e A random amplifikalt polimorf DNS-szekvenciak (RAPD)

e A miniszatellit szekvencidk és az amplifikalt fragmentumhossz polimorfizmus (AFLP).

Ezek a DNS szintli markerek idealisak jol hasznalhato genetikai térképek elkészitésére, melyek
segitségével a nemesitési szempontbol értékes génnel szorosan kapcsolt molekuldris jelzok
viszonylag egyszeriien azonosithatok. A molekularis markerek elonye, hogy segitségiikkel nemcsak
egyedi gének 4ltal kodolt jellegeket, hanem kvantitativ, poligénes tulajdonsagokat is (pl.
terméshozamot, kornyezeti stressz-adaptacios képességet, novekedési sebességet stb.) kezelhetiink,
ugyanis ezek felbonthatok a markerek segitségével mendeli médon 6roklodé egyedi genetikai
komponenseikre, amelyek szama és az adott tulajdonsaghoz vald hozzajarulasi mértéke
meghatarozhato.

A molekularis novénybiotechnologiai modszerek keretében jelenleg a gének azonositasa és a
DNS-szekvencidjuk meghatarozadsa mellett nagy erdfeszitések torténnek a gének funkcidjanak
megallapitasara. Konkrét valaszt a génnek a ndovényben betdltott szerepére csak a gén mutacios
megvaltozasa adhat, és ennek érdekében a legcélravezetobb megkdzelitésnek tlinik a ndvényi gének
modositasa genetikai transzformacio segitségével. A fentiekkel kapcsolatosan megemlithetjiik, hogy
egyes vélemények szerint a novényi genomprogramok sikerének az elkovetkezd szédz évben
nagyobb jelentOsége lesz az emberiség jovojének tekintetében, mint az emberi genom teljes
megszekvenalasanak, figyelembe véve a novekvd €lelmezési és kornyezeti, valamint a megajuld
természeti er6forrasokkal kapcsolatos problémakat.

Az in vitro szovettenyésztéssel megvaldsitott novényfelnevelés, akar sejtekbdl, akar
szovetrészletekbodl, kikeriilhetetlen 1€pés a ndvények transzformalasat célz6 modszerek alkalmazéasa
soran is. A novényi szOvettenyésztési kutatas egy fontos alapjat teremtette meg a genetikai
transzformacionak és ezzel integrans elemévé valt a biotechnologiai fejlesztéseknek.

Miota Morel felfedezte a jarulékos merisztémasejt - csoportokbdl (protokormokbol) vald
vegetativ szaporitds modszerét az orchidedknal, a vilagon évente tobb mint 300 millié palantat
allitanak el6 steril klonozassal. A vegetativ mikroszaporitasra specializalodott {izemi
biotechnologiai laboratoriumok szama rohamosan nd. Az eurdpai orszagok kozil Anglia,
Franciaorszag, Belgium és Olaszorszag rendelkezik a legnagyobb kapacitasi cégekkel. A steril
vegetativ mikroszaporitas vagy gyors klonozas ma mar olyan teriilete a ndvénybiotechnologianak,

amelyet ilizemi mértékben alkalmaznak (féleg a diszndvények eldallitasaban), a tobbmillids
8



nagysagrendil termelés pedig mar nemzetkdzi piackutatast és az eldallitasi folyamat automatizalasat

igényli.

korokozo- o steril | novényi fragmentumok | invitro
mentesités mikroszaporitas in vitro fenntartasa génbank
1 2 3 4
v 4 A v
merisztéma- hajtastenyészet, hajtasteny¢szet mélyfagyasztas,
tenyészetek, jarulékos szervek (donorndvények) atoltasos
szervrészek differencialodasa, kondicionaldsa, hajtastenyészet
hokezelése és szomatikus izoldtumok elokezelése,
kemoterapidja embriogenézis izolalas ¢s steril tenyésztés,
szaporitas (klonozas),
gyokeresités, edzés
¢s kitiltetés

A

aru

Forras: Fodorpataki, L., Szigyarto, L. [2008] nyoman

1. abra: A koérokozomentes novényi szaporitdanyag eldallitasanak fontosabb technologiai egységei

¢és alkalmazott modszerei

A steril koriilmények kozott végzett vegetativ mikroszaporitas a ndvényi biotechnologianak
az a teriilete, amit jelenleg a legszélesebb korben alkalmaznak a gyakorlatban, illetve az tizemi
technologiak részévé valt. A hagyomanyos in situ technikakkal ellentétben az in vitro szaporitasra
felhasznalt inokulumok olyan kicsik, hogy csak steril koriilmények kozott tarthatok életben,
kiviilrdl potolt tapanyagok ¢és fejlodést szabalyozd vegyiiletek segitségével. A vegetativ
mikroszaporitas két fo technikajat a merisztéematenyészet és a hajtaskultura jelenti. E modszerekkel
korlatlan mennyiségii (pl. millidardos nagysagrendil) szaporulat érhetd el évente, és ennek mindsége
pontosan ellendrizhetd. Az in vitro merisztématenyészetek kivalo feltételeket teremtenek a
virusmentesités modszereinek felhaszndldsdhoz, valamint a kérokozémentesitett tenyészetek tartos

tarolasahoz génbankokban. (Fodorpataki, L., Szigyarto, L. [2008])



korokozo-

mentesités prezervicio
— I — Y § i
regeneracio mesterséges, in vitro génbank
steril tipkdzegben fenntartasa

bd 3 @g@

vegetativ mikroszaporitas
(pl. dugvanyokkal, jarulékos riigyekkel)

g kiiltetes Z% % edzes
L %

szaporitbanyag ex vifre akklimatizacioja
szabadfGldi termesztés vegetacios teremben vagy meleghazban

Forras: Fodorpataki, L., Szigyarto, L. [2008] nyomadn

2. abra: Novényi szaporitoanyag mesterséges eldallitasanak fo 1épései

A szaporitastechnologia kidolgozasa kapcsan az alabbi problemakat kivantam megoldani:

o A sterilizdlas modjanak kidolgozasa, steril tenyészetek 1étrehozésa

e Inditd, sokszorozd ¢és gyoOkeresitd taptalajok 0Osszedllitasa, kiilonds tekintettel a
novekedésszabalyzo anyagok (BA, KIN, NES) hatasara

e A szénhidratok (szachardz, gliikkdz, fruktoz) fajtajanak és mennyiségének hatdsara

e A fajtaazonossag megdrzésének lehetdségeit megvizsgalni és a gyakorlat szamara atadni

e A Kkisérletbe vont taxonok tdmegszaporitasi technologidjat kidolgozni
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2.3. A mikroszaporitas és szakaszai

A mikroszaporitds egy szelektalt genotipusi novény kiilonboz6 vegetativ szerveinek,
szoveteinek illetve sejtjeinek tenyésztését jelenti steril in vitro koriilmények kozott (Dudits és

Heszky [1990], Deberg és Read [1991]).

A mikroszaporitds folyamatat elsdokent Murashige (1974) irta le, és osztotta hdrom fazisra:

I.  Steril kultura létrehozasa
Il. A tenyészetek felszaporitasa

I1l. A novények eldkészitése a talajba tliltetéshez

Az indit6 szakasz célja a steril kultara l1étrehozasa. Ennek elsdé Iépése, a kivalasztott ndvényi
részek el0dztatasa, mosasa. Az explantdtumként hasznalt novényi részek nagyon valtozatosak
lehetnek. Elméletileg — a totipotencia elve alapjan — egy ndvény barmely szerve, sejtje hasznalhato
lehet, de a gyakorlatban inkdbb olyan részt valasztanak, mely merisztematikus szdvettajat tartalmaz,
vagy hajlamos merisztéma differencialasara. Ezek legtobbszor a csucs- vagy a honaljriigyek.
Alkalmazhatok a levelek vagy levéldarabok is. Hagymas és gumoés novényeknél leggyakrabban a
hagymat vagy a gumot hasznaljuk kiindulasi anyagként (Matsuo et al. [1989], Jamborné [1993])
inditasanal. El6aztatashoz gombadlé szerek kis koncentracioji oldatait hasznaljuk, vagy tiszta vizet.
Mosashoz folyo csapvizet és feliileti fesziiltség csokkenté anyagokat, rendszerint Tween 20-at vagy
Tween 80-at alkalmazunk. Mosas utan a fertdtlenitéshez kiilonbozé fertétlenitoszereket, altalaban
Na — hipokloritot (Hypo, Clorox), Ca- hipokloritot (klormész) (Jamborné [1986]), etil-alkoholt,
hidrogén-peroxidot, eziist-nitratot, higany-kloridot hasznalhatunk. Egyes human célra kifejlesztett

fert6tlenitészereket is kiprobaltak mar tenyészetek inditasanal pl. a Predental.

2.3.1. Sokszorozds

Ennek a szakasznak a célja a steril tenyészetek felszaporitasa, kivant mennyiségli sarjhajtas

elérése.

A mikroszaporitdsban alkalmazott eljdrdsok alapvetden 3 elidrds vdltozatainak tekintheték (Dudits

és Heszky [1990]):

e Hajtastenyészetek

e Jarulékos szervtenyészetek
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e Szomatikus embriogenezis

A mikroszaporitas leggyakrabban hasznalt eljarasa, mely soran az in vitro fejlédott hajtasok és azok
oldalhajtasainak oldalriigyet is tartalmaz6 darabjait vagy merisztémait hasznaljuk fel a
tovabbszaporitasra. Bar ez az eljaras a masik két modszerhez képest lassibb, mégis ez a genetikai
egységességet legbiztonsagosabban megdrzé eljaras (Dudits és Heszky [1990]). Vannak olyan
novények, melyek esetében ez az egyetlen bevalt mdédszer. Ilyen a fas szarti novények tobbsége,
ahol a kalluszbol torténd regeneracid kevésbé jarhatd ut. A sokszorozasi szakasz fontos leird
paramétere a szaporodasi rata. Ezt nagymértékben befolyasoljak az alkalmazott szénhidratforrasok
(Osszetétel €és mennyiség), a citokininek koncentracidja és fajtaja, valamint a szubkultirdk szama.
Az adott eljarasok koziil sok esetben nem a legnagyobb szaporodasi ratat nyujtot kell alkalmazni,
mert esetleg a szaporitas vagy a nevelés tovabbi szakaszaiban az rendellenességet okozhat (Szafian
Zs. [2010]).

2.3.2. Invitro gyokeresités

Ide tartozik a sokszorozo szakaszban eldallitott hajtasok meggyokeresitése. A gyokeresitést
megel6zheti az elongacidonak nevezett szakasz, melyben a talsagosan rovid szartagi hajtasok
izkdzeinek ,,megnyujtasat” végezzik. Erre csak azoknal a novényeknél van sziikség, ahol ezek a
rovid szartag hajtasok nem alkalmasak a meggyokeresitésre. A szakaszban eldallitott ndvények
szamszaki paraméterei mellett (gyokérszam, gyokérhossz) fontosak a mindségi paraméterek is. A
kapott gyokerek hajszalgyokereinek szama, mindsége nagymértékben befolyasolja a novények
akklimatizacio alatti és utani fejlédését. A szilard taptalajon altalaban kisebb hajszalgyokereket
fejlesztenek, mint a folyékony taptalajokon (Terres [1988]). Mivel a gyokeresités egy ijabb atrakast
és mas taptalajt igényel, igy az eldallitasi koltségek 35-50 %-at is jelentheti. A gyokeresitd
taptalajok altalaban csokkentett makro- és mikroelem koncentracidjuak, sok esetben még auxinokat
sem tartalmaznak. A szerves kiegészitok (aminosavak, vitaminok) fajonként serkenthetik, vagy
éppen gatolhatjak a gyokeresedést. A gyokereztetd szakaszt megkérddjelezi néhdny kutatd, akik azt
tapasztaltak, hogy az in vitro képz6dott gyokerek az akklimatizalas soran elpusztulnak, illetve
funkcioképtelenné valnak. A gyoOkeresitd taptalajra helyezés koltségét csokkentendd, tobben
probalkoztak e szakasz kihagyasaval és a kapott hajtasok mikrodugvanyként vald kezelésével és ex

vitro gyokeresitésével (Szafian Zs. [2010]).
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2.3.3. Akklimatizdlds

Az akklimatizalas a mikroszaporitasbol szdrmazd gyokeres novények, vagy gyokér nélkiili
mikrodugvanyok {iveghazi, majd szabadfoldi korilményekhez wvald szoktatasat jelenti. A
mikrodugvanyok esetében a kiiiltetéskor a dugvanyok alapi részét kezelhetjiik auxintartalmi
oldatokkal, vagy porokkal, s egyes fajok esetében igy jo eredményeket érhetiink el. Az
akklimatizalast altalaban iliveghazban, parafliggony alatt, vagy fo6liaalagutakban végzik. A
novényeket fokozatosan szoktatva hozza a csokkend paratartalomhoz, egyre hosszabb ideig
szelléztetnek vagy szakitjdk meg a parasitast. Az arnyékolas csokkentésével a novényeket
fokozatosan kell hozzdszoktatni a fényhez. A szabadfoldi korilményekhez vald szoktatast az

tiveghazbol kikeriilt novények magas arnyékolo ala helyezésével érhetjiik el (Szafian Zs. [2010]).

2.4. A taptalaj osszetétele

A taptalajok feladata, hogy az in vitro fejlodo sejteket, szoveteket vagy szerveket ellassa a
fejlodésiikhoz sziikséges tapanyagokkal. Az egyes novényfajtak specialis igényeket mutathatnak a
taptalajok 0sszetevdivel szemben, de ugyanazon ndvény is valtoztatja igényeit a szaporitas fazisai
soran. Ennek ellenére elmondhatd, hogy a taptalajok az aldbbi OsszetevOket tartalmazzak. Az
asvanyi anyagokat besorolhatjuk a makroelemek (N, K, P, Ca, S, Mg) vagy a mikroelemek (Fe, Mn,
Zn, B, Cu, Mo, Ni, Na, CI) k6zé. A Co és az Al sziikségességérdl megoszlanak a vélemények. A
sziikséges ionokat az elemek vizben jol oldodd soinak adagolasaval biztositjuk, de nem
feledkezhetiink el a szilarditdo anyagoknak (agar, zselatin) a viznek ¢s maguknak a vegyszereknek a
makro- és mikroelem-szennyezettségérdl sem. Erdekes, sokak altal alatdmasztott megfigyelés, hogy
a kiilonb6z06 agarok masként hatnak, még azonos koriilmények kozott is az adott kultarakra (Singha
et al. [1985]). Altalunk is tapasztalt jelenség, hogy a tisztitatlan, szalas agar hasznélatakor kevésbé
1ép fel a vitrifikacio (hiperhidratacid) jelensége, valamint a tenyészetek allapota jobb lesz. Ez szinte
nem is mérhetd, szamszertsithetd jellemzé, inkabb csak vizualis megfigyelés.

A fenti jelenség is hozzdjarul ahhoz, hogy a kisérletekben kapott eredmények nem mindig
ismételheték meg mas laboratoriumokban az adott eredményekkel. A viz szennyezettségét
desztillalassal, vagy kiilondsen fontos kisérletekben kétszeres desztillalassal tavolithatjuk el.

Az elkésziilt taptalaj azonban minden igyekezetiink ellenére sem lesz alland6. A ndvények
felvesznek beldle ionokat, s ugyanakkor kiilonféle szerves anyagokat valasztanak ki (pl.
polifenolok). A taptalaj a valtozasok kovetkeztében nem marad homogén, az 4svanyi anyagok nem

egyenletes eloszlasat mutatta ki (Szafian Zs. [2010]).
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2.4.1. Szénhidratok

A korabbi kutatasokkal szemben, melyek csak néhany sejttenyészet autotrofidjat bizonyitottak
az in vitro tenyésztés soran, az ijabb kutatasok beszamolnak autotr6f tenyészetekrdl is. Normal
koriilmények kozott azonban mind a sejt-, mind a szovet- és szervtenyészetek taptalajahoz
szénhidratokat is adagolnak. A szachar6z a legaltalanosabban hasznalt szénforras, de taldlkozhatunk
fruktoz, gliikdz és sorbitol alkalmazasaval is. Mivel a gliikkoz joval dragabb, mint a szacharoz, s
csupan néhany tenyészet esetében mutathatéd ki a szachar6znal kedvezébb hatasa, hasznalata csak
kiilonleges esetekben indokolt. A fruktozrol is kozoltek olyan adatokat, melyek szerint egyes
kultarakban jobbnak bizonyult mind a szachar6zndl, mind a gliikoznal. Autoklavozas soran a
szachardz fruktdzra és glilkozra hidrolizal. Ezért joggal vetddik fel a kérdés, ugyanolyan-e a hatasa
a szachar6z helyett adagolt fruktdz-gliikoz keveréknek, mint a szacharéznak. Az eredmények
ellentmondodak. Jeffs és Northcote (1967) gy talalta, hogy a Phaseolus kalluszkultaraban nem lehet
a szachardzt helyettesiteni a fenti keverékkel, mig Kromer és Kukulczanka (1985) Canna indica
merisztémacsucsanak tenyésztésénél nagyobb tulélési szdzalékot tapasztalt 25 g/l glikéz és 5 g/l
fruktoz keverékénél, mint 30 g/l szachar6z alkalmazéasakor. Az irodalomban taldlunk beszdmolot
arrol, hogy egyes kiméra eredetd fajtdk mikroszaporitdsa sordn a kiméra jelleg megdrzését a
taptalajhoz adott szénhidratok koncentracidja nagymértékben befolyasolja. Samyn (1995) a
Cordyline fruticosa ’Rosa’ mikroszaporitdsa soran vizsgalta a taptalajhoz adott szachardz
mennyiségének hatdsat a fajtaazonossagra. Ugy tapasztalta, hogy a magasabb szacharéztartalom
ugyan csokkenti a szaporodasi ratat, de a kapott utodok kozott nagyobb szamban talalhatok meg a

fajtara jellemz6 mintazatot mutatd egyedek. (Szafian Zs. [2010]).

2.4.2. Novekedésszabalyozo anyagok

Az in vitro tenyésztés kulcsfontossagt elemei a névekedésszabalyzo anyagok. Ezek részben
a novényben természetes modon megtaldlhatok, részben e vegyliletek szintetikusan eldallitott
analogjai. F6 csoportjaik az auxinok, a citokininek, a gibberellinek és az abszcizinsav. Ezek koziil,
szintetikus uton eldallitott vegyiiletekkel nem sikeriilt kivaltani az abszcizinsavat és egyes
gibberellinsavakat. A novények sejtekbol, szovetekbdl torténd regeneralasara iranyuld korai
kisérletek mindaddig nem vezettek sikerre, mig ezeket a novekedésszabalyzo anyagokat nem adtak
a taptalajhoz. A kutatdsok felgyorsulasahoz nagymértékben hozzéjarultak Skoog és Miller (1957)
kisérletei.

Az alkalmazott koncentraciok és kombinaciok szama szinte végelathatatlan. Novényfajtol,
fajtatol, s6t az adott szovet allapotatol is fligg, hogy éppen melyik kombinacio a legmegfelelobb. A
kivalasztasuk néhany torvényszerliség figyelembevételével altalaban probalkozasok hosszi soraval
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torténik meg. Az alkalmazott koncentracié megvalasztasakor figyelembe kell venni azt is, hogy
ezek a novekedésszabalyzok az autoklavozas és a téptalaj tdroldsa soran milyen mértékben
bomlanak le. A kdzelmultban elétérbe keriiltek a kiillonb6z6 novekedésgatlo anyagok alkalmazasai
is. Hatasuk altalaban a vitrifikacid mértékének a csokkentése, valamint a levélndovekedés
csoOkkentése, €s a hajtasszdm novelése folyékony kultaraknal. Leggyakrabban alkalmazott
képviselik az ancymidol és a paclobutrazol. A gyokeresitd taptalajhoz adott paclobutrazol segiti a
novények kiiiltetését kovetd akklimatizaciot. (Szafian Zs. [2010]).

2.4.3. Egyéb szerves kiegészitiK

Foként a korai kutatisok soran alkalmazott téptalajok nagyon sok meghatarozhatatlan
Osszetételli kiegészitot tartalmaztak. Ilyenek voltak a gylimoleslevek, a névényi kivonatok és
konnyezési nedvek, a kokusztej, az élesztékivonat vagy a bananpép. Ezek mindegyike kiilonb6z6
vitaminok ¢és szerves savak keverékét tartalmazza, amelyek normalis koriilmények kozott a
novényben szintetizalodnak. A késébbiek soran részben azonositottak Osszeteviiket és ezeket
kiilon-kiilon is a taptalajhoz adagoltak. A vitaminok kis mennyiségben minden €16 szervezet, tehat a
novények szamara is 1étfontossagliak. A kiilonbség az, hogy a novények ezeknek a vitaminoknak a
szintézisére is képesek. Az in vitro tenyésztett sejtekben, szovetekben azonban hianytiinetek
alakulhatnak ki, talélésiiket javitani tudjuk vitaminok adagolasaval. A leggyakrabban hasznalt
vitaminok a thiamin (B1), a nikotinsav (niacin), pyridoxin (B6) és a myo-Inositol. A thiamin
adagolasanak el6nyeit szinte egy idében fedezte fel Bonner (1937), Robbins és Bartley (1937)
valamint White (1937). A nikotinsav és a pyridoxin alkalmazasarol Bonner (1940), Gautheret
(1942) és White (1943) irt, miutan Bonner és Devirian (1939) ugy talalta, hogy a nikotinsav
adagolasa paradicsom gyOkértenyészetéhez el6segiti annak novekedését. Ez a négy vitamin bekertilt
a MS taptalajba is és széles korben alkalmaztak és alkalmazzak a mai napig. Késébb tobb kutato is
bizonyitotta, hogy nem minden kultira igényli mind a négy vitamin jelenlétét, de vannak olyan

tenyészetek is melyek az MS-vitaminban 1événél nagyobb mennyiségben igénylik azokat. (Szafian

Zs. [2010]).

2.4.4. Aminosavak

Sok taptalajrecept tartalmaz valamilyen aminosavat vagy azok keverékét. Ezekkel
fedezhetjiik a novények redukalt N-igényét, de mivel ezek dragak, a tomegszaporitasban
alkalmazasuk els@sorban ott célszeri, ahol bizonyitottan ndvelik az eldallithatd novények
mennyiségét vagy javitjak azok mindségét. A legnagyobb mértékben alkalmazott aminosav a glicin,

de gyakran talalkozunk glutamin, aszpargin és cisztein adagolasaval is. A glicint altalaban 2 mg/|
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koncentracioban alkalmazzak. A glicin mellet gyakran hasznaljak a citokinin - aktivitassal is bird
adenin - szulfatot. Az adenin és szarmazékai gyorsitjak a fejlodés titemét (Nwankwo és Krikorian
[1983]) kinetin vagy BA jelenlétében. Ezeknek a nitrogénkiegészitéseknek akkor van jelentdségiik,
ha a téptalajban a szervetlen nitrogénforrasok relativ hidnya jelentkezik, s ez kiilondsen igaz az
ammoniumion hidnyara. Ha mind a NOs’, mind a NH," ionok megfeleld mennyiségben jelen
vannak a kdzegben, a szerves nitrogénkiegészitok hatasossaga a fenti két nitrogénforma aranyatol
fiigg. A gyakran alkalmazott kazein-hidrolizatumban ¢és az élesztokivonatban a benniik talalhatod
fehérjék savak vagy enzimek hatasara kisebb darabokra bomlottak. Ezek a komplex keverékek
tartalmazzdk a legfontosabb aminosavakat, vitaminokat és ionokat a ndvények altal konnyen
felvehet6 formaban. Elonyiik, hogy sokkal olcsobbak, mint a tisztitott aminosavak. Emellett fontos
Ca, P és mikroelem forrasok is lehetnek. (Szafian Zs. [2010]).

A tapoldatokat gélesit6 anyagokkal gélekke alakitjuk. A kiilonb6z6 agar markadk azonban
eltér6 mindségiiek, s ezzel gyakran megmagyarazhatd a kiilonb6z6 laboratoriumok altal
megismételt kisérletek eltéré eredményei. Tobb szerzé beszdmol a kultirdk kiilonbozo
novekedésérdl az eltérd tisztasagh agargéleken (Singha et al. [1985], Davis et al. [1977]). Az
alkalmazott agar mennyisége is nagymértékben hozzajarul a kultarak fejlédéséhez. Tal kevés agar
(0,7%) nem elég a megfelelé szilardsagti gél kialakitasahoz, és az érzékeny kultarak esetén
hiperhidratacio (vitrifikacio) Iéphet fel. Az agar mellett gyakran hasznalt anyag a Gelrite is. Ennek a
polymernek jo tulajdonsagai kozé tartozik az atlatszosaga, hidegen készithetdsége, €s a vitrifikaciot

csokkentd képessége. Nem ritka a két anyag keverése sem (Szafian Zs. [2010]).

2.4.5. Gazok

Mind a tapkdzegben, mind a tenyészedény légkorében talalhatunk kiilonb6zo gazokat. A
legfontosabb az oxigén, a szén-dioxid és az etilén. Az oxigén és a szén-dioxid fontos szerepet
jatszik a fejlédés fenntartasdban, mig az etilén felszaporodasa toxikus hatasu is lehet (Kozai et
al.[1987]). A kiilonboz6 tenyészedények eltérd 1égeserét tesznek lehetévé. Vannak teljesen lezartak,
a vizvesztést és a fert6zddést elkeriilendd, és vannak ,,Iélegz6” megoldasok is. A tenyésztér CO;
szintje nagy befolyassal van a lezart tenyészedényekben kialakuldo CO; szintre (Kozai et al. [1987]).
A folyékony téaptalajok levegdztetését kiilonb6z0 megolddsokkal tudjuk biztositani, ugymint

forgatas, razatas vagy steril levegd befuvasa.
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3. ROZSAGYOKER (Rhodiola rosae L.)

A Rhodiola nemzetség a Himalajabol és Eszak- Nyugat Kinabol szdrmaztatjuk, a rizoma és a
gyokér sok gyogyaszatilag aktiv, kiillonbozé kémiai csoportokba sorolhatdé masodlagos
anyagcseretermékeket halmoz fel. Kurkin és munkatarsai (1983) megvizsgaltak a rozsagyokér
flavonoid Osszetételét, a rizomabodl elséként a rodionint, a rodiosint, és a rodiolint izolaltak, majd
késobb az acetilrodalgint. Hét flavonoid 6sszetevot azonositottak és késobb leirtak ezek vegyiiletek

szerkezetét is (Zapesochnaya et.al.[1986]).

3.1. A rézsagyokér gyogyaszati hatasai

A rozsagyokeret az orosz kutatok szadmos stresszorral szembeni rezisztencia novelése alapjan
adaptogén hatastinak nyilvanitottak. 1947-ben Lazarev definialta el6szor a kifejezést: az adaptogén
egy olyan agens, amely lehetévé teszi, hogy a szervezet ellensulyozza az 6t érd artalmas fizikai,
kémiai vagy biologiai stresszorokkat egy altalanos rezisztencia létrehozasaval. Az adaptogén hatasu
gyogynovények a szervezet nem specifikus ellenalloképességét fokozzdk, novelik a fizikai és
pszichikai teljesitOképességet. Patkanyoknal megfigyelték, hogy a rdézsagyokérrel valo kezelés
mérsékli a stressz-indukalt sziv és érrendszeri zavarokat. Patkanyoknal kezelés hatasara megallt a
tidékarcindma, csokkent a maj metasztazisa.

Human kisérletekben egy zardvizsga eldtt allo diakokat kezeltek rozsagyokér kivonattal. Ennek
hatasara emelkedett a diakok fizikai és mentalis teljesitoképessége illetve kozérzetiik is jobb volt a
placebot szeddéknél (Ramazanov et.al [2003]). A rézsagyokérnek nagyon alacsony a toxicitasa,
embernél az LD50 235mg/kg, nagyon kevés a mellékhatasa, az orvosi kisérletek folyamatosan
zajlanak (Ezsias A. [2006]).

3.2. Termesztéssel kapcsolatos kisérletek

A rbézsagyokér az erdteljes gylijtés miatt a veszélyeztetett novények korébe keriilt. Szdmos
kisérletet hajtottak végre termesztésbe vonasara iranyuloan. A kisérletekbdl levonhato
kovetkeztetések alapjan (Galambosi és munkatarsai [1994]) a novény sikeresen termeszthetd
gyokeréért Finnorszagban, de termesztésbevonas eldtt meg kell vizsgalni az egyes Okotipusok
kémiai tulajdonsagait. Mivel igen hossza id6 sziikséges a magas hatdanyagtartalom eléréséhez
természetes korlilmények kozott, csak a legmagasabb hatéanyagtartalmu tipusokat érdemes igy

hasznositani.
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3.3. In vitro kisérletek

Aleksandrova és munkatarsai (1981) kozzétettek egy modszert a rdézsagyokér kalluszbol torténd
gyokérregeneraciojara, viszont nem irtak le kalluszindukciérol informaciokat. Kurkin és
munkatarsai (1991) 12 kémiai komponenst izolaltak kalluszb6l HPLC segitségével. Furmanova
et.al (1995) fert6tlenitett magokat csiraztattak petricsészében, majd a levelekb6l kalluszt indukaltak.
Gyorgy et.al (2004)-ben kompakt kalluszkulturat Iétesitettek, fahéjalkohol hozzaadasaval
fahéjglikozidok termelését indukaltdk, rozin termel6dott, szalidrozid csak nyomokba, ha szahar6z
mellé még gliikozt is adtak megkétszerezddott a termelt fahéjglikozidok mennyisége. Furmanova
et.al (1999) szerint ha fahéjglikozidokat adtak rodiola sejtkulturakhoz, a sejtek a fahéjalkohol 90%-
at azonositatlan termékekké alakitottdk 4&t. Ezsiass A. (2006) a Rhodiola rosae in vitro

ey ey

ennek fenntartasarol szamol be.
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4. TAVASZI KANKALIN (Primula veris Huds)

A Primulales (kankalinviraguak) rendjébe tartozik, szinonim neve a P.officinalis L.

A t6bbi vadon termd kankalin:

e Lisztes kankalin, (P.farinosa L)
o Cifra kankalin (P.auricola L)

e Szartalan kankalin (P.vulgaris L)
e Sugarkankalin, (P.elatior L)

A vadon termé kankalinok védettek, nem gylijthetok. Drogja a levele, a viragja és a gyokere, ez
utobbi a Primula radix et rhizoma az ESCOP monografidkban is szerepel Primula root néven.
Hatdanyaga triterpén vazas flavonoidokat tartalmaz (primulasav-komplexek) és fenolglikozidokat
(primverin,primulaverin). A gyokértorzs szaponintartalma legalabb 8%. A viragban kevesebb a
szaponin de flavonoidok, karotinok €s némi ill6olaj is talalhatok benne. A levélben jelentds a C-
vitamin, szaponintartalma viszont csak 2%. Farmakologiai hatasa koptetd, felhasznaljak
légcs6hurut, horghurut kezelésére (gyoktorzs fOzete). A népi gyodgyaszatban vizelethajtonak és
idegnyugtatonak is hasznaljak. Termesztése megoldhatd, bar a szant6foldi koriilményeket nem

kedveli. T6osztassal vagy palantaneveléssel szaporithatd (Bernath Jené [2000]).
A Primula veris szOvettenyésztésével kapcsolatban nem talaltunk szakirodalmat. Itt kell
megjegyezniink, hogy egyes gyogynovények in vitro kultiraban is termelnek névényi alkaloidokat,

masok azonban nem.

Néhany fontosabb gyvogynoveny, amelyeket in vitro tenyésztésbe vittek:

e Arnica montana, (Cassels, A. C., et. al [1999])

e Valeriana jatamansii ( Kaur et.al.[1999])
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5. KISERLETEK CELJA

A rozsagyokér esetében célul tiiztiik ki, hogy mivel csak mag allt rendelkezésre a kisérletek
folytatasara lehet0ség szerint steril csirdztatds, majd in vitro tenyésztés kidolgozasaval elegendd
novényt kapjunk ezek tovabbi felneveléséhez és kiiiltetéséhez. Ezutan mar el lehet kezdeni a
klonokbol torténd mikroszaporitas technologiadjanak kidolgozasat, ami lehetévé teszi, hogy a késébb
nagy hatdéanyagra szelektalt klonokat ezzel a modszerrel gyorsan felszaporitsuk. A kovetkezd 1épés
a gyokérkultura illetve sejtkulturdk létesitése az in vitro torténd hatdanyag termelés vizsgalata

céljabol.

A Primula esetében a cél — mivel semmilyen el6zetes szakirodalom nem allt rendelkezésiinkre
szovettenyésztésével kapcsolatban — az alapvetd szovettenyésztési eljarasok fazisainak kidolgozasa
(inditas - felszaporitas - gyokeresités - kiiiltetés) volt. Ez lehetové teszi, hogy az igazi célnévény, a
védett szartalan kankalin (Primula vulgaris L) szovettenyészetbe vitelét, technologia kidolgozasat.
Nagymértékli szaporitdanyag eldallitasa utidn, esetleg ha lehetséges szantofoldi termesztés
kidolgozasa, illetve in vitro moddszerek kidolgozasa génbanki megdrzésre. Tovabbiakban célul
tliztiik ki gyokérkultarak létesitését (mivel ezek termelik a hatdanyagokat) ezek esetleges in vitro

termelésének vizsgalatat gyokértenyészetekben.

20



6. ANYAG ES MODSZER

6.1. Kiindul6 alapanyag

A rdzsagyokér magjait Dr. Gyorgy Zsuzsa (Corvinus Egyetem Kertészettudomanyi Kar), a
tavaszi kankalin felszedett hajtasait Laszl6 Bencsik Abel (Gyogynovény Kutatd Intézet) volt szives
rendelkezésemre bocsajtani.

A tavaszi kankalin, mint modell ndvény szolgalhat a szartalan kankalin (Primula vulgaris L)
- védett ndvény - in vitro tenyésztésének kidolgozasahoz, a rozsagyokérnél pedig a sejtkultirak

létrehozasahoz vezetd ut elsd I€pése az in vitro csirdztatas és szaporitds megoldasa.

6.2. Tenyészetek létrehozasa, a mikroszaporitas szakaszai

A riigykultardk fertdtlenitési menete: 4x-es higitasa hypo 5 percig, elétte 30 mp 70 %-0s
alkoholos oldat, majd 4x5 perces steril vizes kimosas. Ugyanezt hasznaltuk a rozsagyokér
magvainal, de ott nem volt eldzetes alkohol oldatos aztatas.

A fertbtlenités utan mikroszkop alatt leszedtik a riigypikkelyeket €és minden esetben
merisztémat (0.1-0.3 mm) helyeztiink el az alaptaptalajra. A Primula esetében ez nehezebb volt,
mivel jorészt viragriigyek differenciadlodtak, ezért tobb esetben nagyobb hajtascsuicsokat tettiink le,
de ahol tisztan lathaté merisztéma volt, ott azt preparaltuk ki.

Az alkalmazott alaptaptalajok MS, (Murashige-Skoog [1962]), DCR (Gupta—Durzan, [1985]) és
BTM (Chalupa [1981]) valamint, ezek kiilonb6z6é higitasai voltak. A tenyészeteket fényszobaban
tartottuk, 23 fokon, 16 6rds megvilagitas, és 8 oras sotét periodus mellett. A rézsagyokérnél a

gyokeres hajtasokat Jiffy pogacsakba tiltettiik.

6.3. Rhodiola rosae steril kultira létrehozasa

Steril csirdztatast végeztiink, ahol a DCR+ 1mg/l GA- t tartalmaz6 taptalajon kozel 100%-0s
csirazast kaptunk. (1. tablazat)

Roézsagyokér magok csirazasa 21 napos inkubacio utan (4x25 mag atlaga)

1. tablazat

Taptalaj tipusa Csirazasi szazalék (%) Csiramagassag (mm)

DCR+1mg/l GA 98 12

Forras: Sajat munka
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3. abra: Rhodiola magok steril csiraztatasa

A rbézsagyokér esetében tovabbi szubkulturdlds volt sziikséges DCR+1mg/l GA tartalmu
taptalajon, amennyiben rogton 0.1mg/l BAP- t tartalmazd taptalajra tettiik, a ndvények nem

fejlodtek. Tehat két szubkulturalas kell gibberellint tartalmazo taptalajon, utana alkalmazhatjuk a
BAP- t tartalmaz6 taptalajt.

A rozsagyokér esetében a tovabbi in vitro felszaporitashoz a legmegfelelobb az MS téaptalaj volt,

BAP 0.2mg/1 hozzaadasaval. Ezen a taptalajon a ndvények szamos oldalhajtast képeztek.

Rozsagyokér szaporodasa 4 hetes inkubacié utan (4x25 embrio atlaga)

2. tablazat
Taptalaj Szaporodasi rata Novénymagassag (mm)
MS+BAP 0.2mg/I 6.8 4.2
MS+BAP 0.6 mg/I 4.7 2.6

Forrads: Sajat munka
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4. abra: Szaporod6 Rhodiola n6vények MS+BA 0.2 mg/l taptalajon

5. abra: 700 ml-es lombikban mar tomegméretekben szaporitott Rhodiola ndvényeket

Ezeket a novényeket hormonmentes taptalajon legyokereztettiik, majd kitiltettiik Jiffy

pogacsakba, ahol szépen akklimatizalodtak, majd fejlodésnek indultak. Amennyiben a taptalajhoz

0.5mg/1 IVS- t adtunk erételjesebb gyokérzet fejlodott.

Rozsagyokér gyokeresedése kiilonb6zo taptalajokon 21 nap utan (4x25 novény atlaga)

3. tablazat
Taptalaj Gyokeresedési szazalék (%) Gyokérhossz (mm)
MS hormon nélkiil 85 25
MS+0.5 mg/l IVS 98 34

Forras: Sajat munka
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6. abra: Gyokeres Rhodiola rosae

7. abra: Akklimatizalt Rhodiola ndvények

Elkezdtiik a kalluszositasi kisérleteket is.

2.4-D illetve Kinetin segitségével, a kiprobdlt tdptalajok a kovetkezbk voltak:

1. N-7 taptalaj +2.4-D 2mg/I+ KIN 0.5mg/1 kazein nélkiil

2. N-7 téptalaj+ NES 2mg/I+KINO.5 mg/1 kazein nélkiil
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A steril novények leveleibdl vagtunk le mintegy 3-4 mm- es szeletkéket és ezeket tettiik a
kiilonbozo taptalajokra, a kalluszosodast vizudlisan értékeltiik. A NES- t tartalmaz6 taptalajon a
kallusz szine piros volt, még a 2.4-D-t tartalmazon zold. Egyelore ott tartunk, hogy a rézsagyokér
esetében a 2.4-D+KIN nem megfeleld taptalaj a kalluszositasra, €s a NES- t tartalmazo taptalaj sem.
A kisérleteket folytatjuk.

6.4. Tavaszi kankalin steril kultura létrehozasa

Tavaszi kankalin esetében nehéz volt hajtasmerisztémat talalni, mivel a fejlddésnek indult
novényekben mar elsésorban viragriigyek differencialodtak. A fert6tlenités 80-90%-ban

eredményes volt, annak ellenére, hogy foldalatti részekbdl kellett a merisztémat kipreparalni.

8. abra: 2012 januarjaban begytijtott Primula ndvény

A fertétlenités 4x-es higitasti hypo segitségével tortént, utana leszedtiik a riigypikkelyeket, amig

meg nem talaltuk a merisztémat. Kiilonboz0 taptalajokat probaltunk ki.

Primula hajtascsucsok eredési szazaléka kiilonb6zo taptalajokon (4x10 hajtas atlaga)

4. tablazat
Alkalmazott taptalaj Eredési szazalék (%)
DCR+BA 0.2 mg/l 72
DCR+GA 1mg/I 89
MS+BA 0.2mg/| 81

Forras: Sajat munka
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9. abra: Kipreparalt nagyobb primula hajtascsacs

10. abra: Kipreparalt Primula merisztéma

A kipreparalt Primula merisztémak, és hajtascsucsok minden taptalajon j61 megindultak, de
a legszebbek a DCR+GA 1mg/l tartalmu taptalajon fejlodtek. A felszaporitasi fazisban ezek utan a
DCR illetve MS tartalmi taptalajokat is kiprobaltuk BAP hozzaadasaval.
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A Primuldnal most folynak a kisérletek a szaporit6 taptalaj kidolgozasaval, az MS és a DCR
taptalaj is megfelelonek latszik 0.2mg/l1 BAP hozzaadéasaval.

11. abra: Szaporodd Primula novények a tenyésztés elején

12. abra: Szaporodo Primula novény DCR+BAP 0.2 mg/1 tenyésztés 21. napjan

Egyértelmiien a DCR taptalaj a megfelelobb.
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Primula veris szaporodasi rataja 21 napos tenyésztés utan (4x25 novény)

5. tablazat
Taptalaj Szaporodasi rata Novénymagassag (cm)
DCR+BAP 0.2mg/l 3.2 3.8
MS+BAP 0.2mg/l 2.4 3.2

Forras: Sajat munka

13. abra: Kankalin gyokeresedése auxint tartalmazé taptalajon

A tavaszi kankalin hormonmentes taptalajon is legyokeresedett de auxinok hozzaadasa (IES vagy

IVS 0.2 mg/l) javitotta a gyokeresedést.

Primula gyokeresedése kiil. taptalajokon 21. nap (4x25névény atlaga)

6. tablazat
Taptalaj Gyokeresedési (%) Gyokérhossz (cm)
DCR+IES 0.2mg/| 97 2.7
DCR+IVS 0.2mg/l 93 2.5

Forras: Sajat munka
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14. abra: Kankalin gyokeresedése hormonmentes DCR alaptaptalajon

15. abra: Legydkeresedett kankalin ndvény kiiiltetésre kész allapotban
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16. abra: Két akklimatizalt kankalin
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7. ERDEMENYEK MEGBESZELESE

A kankalinnal az indit6 taptalaj a DCR+1mg/l GA a szaporitd6 az MS vagy DCR+0.2mg/1
BAP. A Rhodiola rosae esetében sikeriilt az in vitro csirdztatott magvakbol kitiltetett novényeket
nevelniink. Mivel a kisérletek még csak fél éve folynak, remény van arra, hogy belathaté idon beliil
a koztermesztés szamara megfeleld és hatékony technolégiat dolgozzunk ki.

Kisérleteinkben sikeriilt megoldani a tavaszi kankalin (Primula veris) hajtascstics kulturabol
torténd in vitro szaporitasanak teljes folyamatat, illetve a rozsagyokér (Rhodiola rosae) in vitro
csiraztatdsabol nyert novények felszaporitasat és felnevelését. Az alkalmazott alaptaptalajok az
egyes novényeknél nagyon eltéréek voltak (MS, DCR) az alkalmazott hormonszint (GA, BA)
tekintetében mar nem addédtak nagy kiilonbségek. A kultardk inditasat, felszaporitasat és

gyokereztetését is sikeriilt megoldanunk.

31



10.

11.

IRODALOMJEGYZEK

Bernath Jend (szerk.) [2000]: Gydgy- és aromandvények, Mezdgazda Kiadd

Cassels,A.C.et.al [1999] Establishment of plantation fro micropropagated Arnica
chamissionis a pharmaceatical substitute for the endangared A.montana. Plant Cell, Tissue
and Organ culture vol.56 No.2 139-144 o.

Chalupa,V.[1981] Clonal propagation of broadleaved forest trees. Comm.Inst.For.Res.Cech.
12 255-271 o.

Davis, M.J., Baker, R. ,Hanan, JJ. 1977: Clonal propagation of carnation by
micropropagation. J. Am. Soc. Hort. Sci. 102: p.48-53

Debergh, P.C., Read, P.E. [1991]: Micropropagation. In: Debergh, P.C., Zimmermann, R.
H.: Micropropagation. Kluwer Academic Publishers, Dordrecht, Boston, London, p. 1-13

Dudits, D., Heszky, L. [1990]: Novénybiotechnologia. Bp. Mezigazdasagi Kiado

crcr

dolgozat, Kertészeti Egyetem

Fodorpataki, L., Szigyart6, L. [2008]: A ndvények szaporoddsa ¢és a mesterséges

ndvényszaporitas biotechnologiai alkalmazésai. Kolozsvari Egyetemi Kiado

Furmanowa M.et.al.[1999] Rosavin as a product by Rhodiola rosa cell culture.Plant Cell
Tissue and Organ culture 56 2 105-110 o.

Gupta, P.K-Durzan, D.J.[1985] Shoot multiplicattion from mature Douglas fir.
Pl.Cell.Report

Jamborné Benczir E (szerk.) [1993]: Diszndvények mikroszaporitdsa. Egyetemi jegyzet.

KEE, Budapest

32



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Jamborné Benczar E. [1986]: Szovettenyésztés a diszndvénytermesztésben. In: Nagy B.
(szerk.): Novényhazi diszndvények termesztése €s hajtatdsa. Budapest, Mezdgazdasagi

Kiadd6

Jamborné Benczar E. [1991]: Néhany fontos Philodendron ¢és Syngonium faj

mikroszaporitdsa. Kandidatusi Ertekezés. KEE., Bp.

Kaur,R.et.al [1999] In vitro propagation of Valeriana jatamansii Plant Cell, Tissue and
Organ culture 59 3 227-229 o.

Matsuo, E., Matsuzawa, M., Sakata, Y. & Arisumi, K. 1989: Asexual propagation of
variegated Lilium longiflorum ’Chataro’. Scientia Horticulturae. 39: p. 349-354

Murashige T., Skoog F. [1962]: A revised medium for rapid growth ang bioassays with
tobacco tissue cultures. Phisol Plant, 15: 473-497 o.

Murashige, T-Skoog,F. [1962] A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobocco tissue culture. Physiol. Plant 15 473-479 o.

Nwankwo, B.A., Krikorian, A.D. [1983]: Morphogeneitc potential of embryo and seedling

derived callus of Elaeis guineensis Jacg. var pisium. Bacc. Ann. Bot. 51: p.65-76

Sun,K.et.al [2002] Molecular phylogenetics of Hippophae L. based on the internal
transcribed spacer /ITS/ sequences of nrDNA. Plant Syst.Evol. 235 121-134 o.

Szafian Zs. [2010] Hosta fajtdk mikroszaporitasanak biologiai ¢és technologiai
Osszefliggései. Diploma dolgozat, Budapesti Corvinus Egyetem 31-38 o.

33



AN Nk~ W

. tablazat
. tablazat

. tablazat
. tablazat
. tablazat

. tablazat

TABLAZATJEGYZEK

: Rézsagyokér magok csirazasa 21 napos inkubaci6 utan

: Rézsagyokér szaporodésa 4 hetes inkubacio .................

: Rézsagyokér gydkeresedése kiillonbozo taptalajokon 21 nap utan ................

: Primula hajtascsucsok eredési szazaléka kiilonbozo taptalajokon..................

: Primula veris szaporodasi ratdja 21 napos teny€sztés utdn .............ccccoceeenne

: Primula gyokeresedése kiillonbozo taptalajokon 21. nap

34



ABRAJEGYZEK

1. abra: A koérokozdémentes novényi szaporitdoanyag eldallitasanak fontosabb technologiai

egységeil €s alkalmazott MOASZETET ......c.vvviieiiiiie et 9
2. dbra: Novényi szaporitdanyag mesterséges eloallitasanak f6 18pései........oovvvvvrennnnnnn. 10
3. abra: Rhodiola magok steril CSIrAZtatdsa ...........ccveiiiiiiiiiieiii e 22
4. abra: Szaporodd Rhodiola novények MS+BA 0.2 mg/1 taptalajon ..........ccceevivveernnnnns 23
5. abra: 700 ml-es lombikban mar tomegméretekben szaporitott Rhodiola ndvényeket ...23
6. abra: Gyokeres Rhodiola 10Sae .........coooviiiiiiiiiiiiiii e 24
7. &bra: Akklimatizalt Rhodiola noveények ..........coooovviiiiiii e 24
8. abra: 2012 januarjaban begyiijtott Primula ndveény ...........cccooiviiiiiiiiiii 25
9. dbra: Kipreparalt nagyobb primula hajtaScSUcs ..........cccovviiiiiiiiiiiiii e 26
10. abra: Kipreparalt Primula meriSztema ............coocovvviiiiiiiiiiiiiee e 26
11. abra: Szaporodd Primula novények a teny€sztés elején ..........cccoovvvvveiiiiiineeiiiinnnenns 27
12. abra: Szaporodd Primula novény DCR+BAP 0.2 mg/1 tenyésztés 21. napjan ........... 27
13. &bra: Kankalin gyokeresedése auxint tartalmazo taptalajon .........cccccevveeeiiiiiiiiinnnnnnn. 28
14. dbra: Kankalin gyokeresedése hormonmentes DCR alaptaptalajon .............ccccveeee. 29
15. ébra: Legyokeresedett kankalin ndvény kiiiltetésre kész allapotban ......................... 29
16. 4bra: Két akklimatizalt kankalin ...........cccccoiiiiiiiiii e 30

35



