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Roviditések:

ABA - abszcizinsav; BA - benzil-amino-purin; 2,4-D — 2,4 —dikl6r-fenoxiecetsav; GA3 —
gibberellinsav; 1AA - indolecetsav; IBA - indolvajsav, MS* -0,8% agarral, Gamborg
vitaminnal (Gamborg et.al 1968) és 2% szachar6zzal kiegészitett Murashige és Skoog
alaptaptalaj; NAA — a-naftilecetsav; WPM - Woody Plant Medium (Woody Plant Medium,
Lloyd és McCown, 1980)

Bevezetés és célkitiizés

A ndvényi szovettenyésztes a novényi sejtek totipotens tulajdonsaganak elméleti lefektetése
Ota (Haberlandt 1902) rendkivil intenziv fejlédésen ment keresztiil, modszerei teret hoditottak
a mezogazdasagi, biotechnoldgiai és a névénybioldgiai alap- és alkalmazott kutatasokban
(Thorpe 2007).

A Debreceni Egyetem Novénytani Tanszeken is sikerrel alkalmaztak 6ket cianotoxin-névény

interakciok vizsgalataban (Beyer, Suranyi et al. 2009; Jambrik, Mathe et al. 2011).

Jelen dolgozat két, a kdzelmultban el6allitott szovettenyészetet mutat be (Quercus fajok,
illetve Vicia faba tenyeszeteit). Alapvet6 celkitiizésink az volt, hogy a fajspecifikus
szOvettenyésztési eljarasokat kidolgozzuk, a Kisérletbe vont genotipusokra optimalizaljuk. A
mddszerek kidolgozasa és maga a tenyésztés dnallé kutatasi témakeént is megallja a helyét, de

mindkét esetben célunk volt a kutatas nagyobb léptéki projektekbe integrélasa.

A Vicia faba tenyészetek esetében célunk stabilizalt szovetbank el6allitasa volt. Ennek a
szOvetbanknak a segitségével a sejtciklus szabalyozas cianotoxin interakcidban elszenvedett
eltéréseit szeretnénk megvizsgalni. Ezek a kiserletek szervesen beilleszthetéek a tanszéken

folytatott cianotoxin-névény interakcio vizsgalatara folytatott szélesebb kutatasi projektbe.

A Quercus tenyészeteket fizioldgiai vizsgalatokba kivantuk vonni, ezek a vizsgalatok az
azonos terméteriletrél szdrmazo fajok és hibridek szarazsagstresszre adott egyes vélaszait

laboratériumi koérilmények kdzott hatarozzak meg.

Ezen kutatasokat indokolja, hogy a globalis klimavaltozas erésen befolyasolja az
erd6tarsulasok dinamikajat vildgszerte. Szdmos kutatds iranyul ezen folyamatok
feltérképezésére, hiszen a fas tarsulasok jelent6s gazdaségi és okologiai szereppel birnak. A
mérsékelt ovben, igy hazank terlletén is a bikkfafélék, ezen belul is a kulonbdzé tolgy

(Quercus) fajok e tarsulasok egyik legmeghatarozébb ndvényei, igy az altaluk elszenvedett



kornyezeti hatdsok vizsgalata segithet megérteni a térsuldsok ©sszetételének recens és
jovobeli valtozasait.
Az 1. abra ennek a kutatasnak az atnézeti képén keresztll bemutatja, milyen szakaszokbdl all

Ossze egy fiziologiai kutatas, amelyben szdvettenyészeteket hasznalunk laboratériumi

modellrendszerekként.
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1.4bra: a Quercus fajok tenyészeteivel folytatott kutatas vazlata jo példaja a szdvettenyészetekkel, mint
laboratériumi modellrendszerekkel végrehajtott fizioldgiai kutatasok struktarajanak



Irodalmi attekintés

A ndvényi in vitro szbvettenyészetek torténete és jelentéséglik az alap-
és az alkalmazott kutatasokban

A tobbsejtii élolények korében egyedilalld jelenség, hogy a ndvényi sejt totipotens, a
megfelel6 stimulusra az 6sszes ndvényi sejt képes az anyandvény teljes genetikai potencialjat
kifejezni (Dudits és Heszky, 2003). Erre a jelenségre az egyik legmeggy6z6bb gyakorlati
bizonyitékot a ndvenyi szovettenyésztés eljarasai és kisérletei - a kallusz, a sejtszuszpenzids
és a protoplaszt tenyészetek, és in vitro novényregeneralési és mikropropagacios eljarasok -
szolgaltatjadk. Gyakorlati értelemben véve azon tenyésztési kortlmények és stimulusok
meghatarozasa, amelyek ezen totipotencia kifejez6déséhez szlikségesek, bizonyos esetekben
igen komplikalt feladat lehet, és a mai napig is leginkdbb empirikus uton kivitelezhet6 (Slater
2008).
A szovettenyésztési eljarasok harom kritikus komponense a tenyésztési korilmények
(hémérséklet, paratartalom, fotoperiddus...), a tenyész6 alapkbzeg (taptalaj), és a
ndvekedésszabalyz6 vegyuletek (ndvényi hormonok).
A tenyészté kozeg harom alapveté komponensbél tevodik 6ssze (Dudits es Heszky, 2003):

e Esszencidlis elemek, ionok (makroelemek, mikroelemek )

e Organikus 6sszetevok: vitaminok és aminosavak

e Egy stabil szénforras, altaldban szachar6z

A nbvekedésszabalyzé vegyiletek 5 legfontosabb csoportja:

e Auxinok

e Citokininek

o Gibberellinek

e Abszcizinsav

e Etilén
A szOvettenyésztés altaldban a novény Kkis sterilizalt szovetdarabkaibdl (explantatumok)
indithatd. Specialis szovetek/sejtek, pl endospermium, pollen is alkalmasak lehetnek. A fiatal,
gyorsan novekedd, sok o0sztodd sejtet tartalmazd szovetek a legmegfelelébbek a
szOvettenyésztésre.
A legfontosabb tenyészet tipusok a kallusz tenyészet, sejtszuszpenzid, protoplaszt
tenyészetek, gyokér kultdrak, hajtascsucs és merisztéma kultdrak, embri6- és mikrospdra

kultdrak (Dudits és Heszky, 2003). Novényregeneralas folyaman a kalluszokbdl in vitro



ontogenezis kovetkeztében novények, hajtasok vagy gyokerek keletkeznek. Az ontogenezis
egyik kivalthato as fenntarthatd modja az embriogenezis, az igy keletkezé szomatikus embrio
novennyé fejlodik. Az ontogenezis masik bevalt mddja az organogenezis, ahol a kezdetben
megjelend hajtas és gyokérmerisztéma hajtassa és gyokerreé fejlédik (Dudits és Heszky, 2003).
A szdvettenyésztés alapkutatasbeli jelentéségéhez nagyban hozzajarul az eljarasok alacsony
koltség- és eréforras igénye, azonban a tevékenység szakértelmet, és nagy mennyiségii
élomunkat igényel.

Modellkisérletekben nagy elény, hogy a tenyésztés a vegetacios idoszaktol teljesen fliggetlen,
és igen gyors novekedési rataval jellemezhets. Eppen ez a magas rata adja a modszerek egyik
limitacidjat is. A gyorsan fejl6dé sejtvonalakban a mutécios rata is eltéré lehet a természetes
koralmények kozott tapasztalhatd mértéktol, és ezt egyes novekedésszabalyzo vegylletek is
tovabb fokozhatjak. Ezért a kisérletekben elengedhetetlen a Kkiindulasi agyag és az
elérehaladott sejtvonalak genetikai identitdsanak ellenérzése (Smykal, Valledor et al. 2007).
Akércsak a laboratériumban nevelt ndvények esetében (pl. hidroponikus kulturak), a
tenyésztési kortlmények szabadon valtoztathatok és nagy pontossdggal figyelemmel
kovethetoek, igy a szOvettenyészetek kivaloan alkalmasak fizioldgiai vizsgélatokra. A
szuszpenzios technika és a protoplasztalasi modszerek alkalmassa teszik a tenyészeteket a
variabilitds indukalasara, genetikai, és génsebészeti kutatdsokba vonasra is (Larkin és
Scowcroft 1981; Bates 1985; Stephens, Nickell et al. 1991).

A szdvettenyésztés elmélete a 20. szdzad elején sziletett, egy német tudds, Gottlieb
Haberlandt nevéhez fiz6dik. 1zolalt sejtekkel végzett kisérletei kudarcnak bizonyultak,
azonban munkaiban lefekteti a totipotencia elméletét (Haberlandt 1902). Az els6 sikeres
tenyészetek gyokércsucs kultirdk voltak (Kotte 1922).

Emlitésre mélto, hogy mér ezek a korai eredmények is felhasznalasra kerlltek, évtizedekkel
késoébb, fiziologiai vizsgalatokban (Street 1969). Az elsé valddi ndveényi szovettenyészetet
Gautheret allitotta el és tartotta fent, Acer pseudoplatanus kambialis szovetéb6l (Gautheret
1934).

Ezt kdvetben, a 40-es és 80-as évek kdzotti kutatasok hivtak életre a ndvenyi szdvettenyésztés
alkalmazésanak 5 Kklasszikus teriletét; sejttan (citologia, tépanyag gazdalkodas,
metabolizmus, morfogenezis, és sejtpatologia), ndvénymodositas és fejlesztes, patogénmentes
ndvenyanyag el6allitas, klondlis szaporitas és bioproduktum (féleg szekunder metabolitok)
eléallitds. Ebben az idészakban fektették le a legtobb ma is hasznalt tenyésztési mddszer

alapjait Skoog és munkatarsai nagy szerepet vallaltak ebben azzal, hogy felismerték az



exogen auxin és citokinin arany alapveté szerepét a tenyészetekben ndvekedé sejtek sorsanak
alakulasaban (Miller és Skoog 1955).

Szintén Skoog nevéhez fiizédik , és ebben az id6szakban keriilt kidolgozasra az elsé széles
korben elterjedt meédium az MS, mely mar lényegesen eltért a teljes ndvények Kisérleti
nevelésehez hasznalt keverékekt6l (Murashige és Skoog 1962).

A kilencvenes évektdl kezdodéen ujabb fellendiilés mutatkozott a médszerek és felhasznalt
fajok tekintetében, és ez lehetévé tette a szOvettenyésztés térhdditdsdt a molekuléris
bioldgidban és a mezégazdasagi biotechnoldgiaban is.

Egyetemink Novénytani Tanszéke is szdmos alapkutatdsi feladatba vonta mar be a
szOvettenyésztési modszereket. Sikereket ért el a nad (Phragmites australis) esetében, és a
szilicium ndvekedési és fejlédési hatdsait vizsgalta (Mathé, Mosolygoé et al. 2012). Ezeken a
tenyészeteken a Cylindrospermopsin cianotoxin mikrotubulus organizaciora és ezaltal a
gyokérmorfogenezisre kifejtett hatasait is sikeresen vizsgaltak (Beyer, Surényi et al. 2009). A
mikrocisztin-LR cianotoxin kromatin szerkezetre, illetve DNaz enzim aktivitdsara gyakorolt
hatasanak vizsgalatdhoz is megfelelének bizonyultak a nad szovettenyeszetek (Jambrik,
Mathe et al. 2011). Hasonlo vizsgalatokat sikerult Kivitelezni az érdes tocsagaz
(Ceratophyllum demersum) tenyészetein is (Szigeti, Jambrik et al. 2010).

Kulénbozé safrany fajok (pl. Crocus heuffelianus) fajspecifikus szovettenyésztési modszereit
is sikerrel dolgoztak ki a tanszék kutatoi (Demeter, Surényi et al. 2010). A tanszék azota
szamos egyéb Crocus fajt vont szdvettenyésztésbe, az igy kialakitott szévetbank pedig féleg
konzervéaciobiologiai jelentéséggel bir, de jellemz6 szekunder metabolitok termelésére és
kivonaséara is alkalmasak lehetnek. Hasonlo celokkal folyik tobb hovirdag (Galanthus) faj
szOvettenyésztese is.

A jelen dolgozatban szereplé Quercus tenyeszeteket sikeres stresszfizoldgiai vizsgéalatokban

hasznaltuk fel, az ezzel kapcsolatos nemzetkdzi publikacié mar el6készitési fazisban van.



Biotechnoldgiai és mezégazdasagi jelentéség

Az elmult két évtizedben a szOvettenyésztés a biotechnoldgia szamos terlletén vAalt
hasznélatossa. Egyes novények ilyen modszerekkel torténé vegetativ szaporitasa mar
rutineljarasnak szdmit a biotechnolégidban. Egyarant hasznalatos virusmentes szaporitéanyag
eléallitadsara (merisztématenyészetek), generativan nehezen szaporithatd, illetve termére
nehezen forduld fajok szaporitasara is (Dudits és Heszky 2003). Fejlettebb alkalmazasi terilet
a bioreaktor léptékii szekunder metabolit, és egyéb terapias anyag termeltetés (napjainkban
akar mar heteroldg kultarékban is) (Fischer, Emans et al. 1999).

Igen fontos mezdégazdasagi jelentéséggel bir a termelékenység fokozasaban, nemesitési
celokra egyarant felhasznéljak akar a genetikai variabilitds indukalasara (Mohan Jain 2001),
vagy kifejezetten genetikai médositasra, transzgenikus novények fejlesztésere (Smith és Drew
1990; Brown és Thorpe 1995).

Talan a legnemesebb célok és eredmények ezen mddszerekkel kapcsolatban olyan heterolog
gének bejuttatdsa , melyek értékes tdpanyagokat, vitaminokat kddolnak. Ez lehetéséget adhat
a fejlédé vilagban él6, alultaplalt vagy éhinséggel sujtott lakossaganak étrendjének
megerésitésében (Khalafalla és Hattori 2000). Hasonldan uttérd, és hatalmas ¢ssztarsadalmi
értéket képvisel6 kutatasi irdnyvonal az ehet6 vakcina fejlesztes, mely a vakcinélas koltségeit
jelentésen csokkentheti, és a gydgyszer eljuttatasa is konnyebbé valik a lakossag szdméra
(Mason, Warzecha et al. 2002).

Az erdbalkotd fafajok sem jelentenek kivételt a biotechnoldgiai érdeklédés alol. Egyre
ndvekvé az igény a megujuld energiaforrasként felhasznalhaté biomassza termelésre, illetve a
faanyagra és faipari termékekre. Ez a biotechnoldgiai kutatdsok egyre fontosabb targyava
teszi ezeket a fafajokat. Az esetlegesen genetikailag is maodositott, de mindenképpen
klonalisan szaporitott, jol hasznalhatd faanyag tomegtermelése azonban természetvédelmi
szempontokkal is ellentétes. Igy a szaporitas egyetlen hatékony és biztonsagos modja a
laboratoriumi mikroszaporitas, illetve szdvettenyésztési modszerek (Karnosky 1981). Az 1.
tablazat a biotechnoldgiai illetve alapkutatasi célokkal sikeresen szovettenyésztésbe vont fas

szaru fajokbdl sorol fel néhanyat.



1.tablazat: peldak a biotechnoldgiai illetve alapkutatasi célokkal sikeresen szdvettenyésztésbe vont fas

szaru fajokra (Karnosky 1981)

Fajnév Explantatum Hivatkozas

Acacia koa hajtascsucs (Skolmen 1976)

Aesculus hippocastanum portok (haploid) (Radojevic 1978)

Betula pendula hajtas (Huhtinen 1974)

Coryius aveliana embrid (Jarvis, Wilson et al. 1978)
Eucalyptus alba hipokaotil (Kitahara és Caldas 1975)
E. citriodora Fas gumo (lignotuber) (Aneja 1969)

Uquidambar styraciflua hipokotil (Sommer és Brown 1980)
Paulownia tomentosa embrid (Radojevic 1979)

Populus X canadensis hajtascsucs ( Berbee F. és Berbee J. 1972)
Populus canescens hajtascsucs (Chalupa 1974)

Santalum album hipokotil (Rao és Bapat 1978)

Quercus fajok szdvettenyésztése

Célkitiizéseinknek megfelel6

szovettenyésztesi

eredmenyekrél

a szakirodalmak nem

szdmolnak be. Rokon fajokra, illetve a kisérletbe vont hibridek anyandvény fajaira vonatkozd
eredmények alapjan keriltek megtervezésre a kisérleteinkben szerepelt hormonkombinéciok
és tenyésztési kortilmények. A feldolgozott irodalmak fébb eredményeit foglalja 6ssze a 2.

téblazat.

2. tabldzat: A feldolgozott irodalmakban szereplé tenyésztési korilmények és ndvekedés szabalyzd
vegyliletek Quercus fajok szovettenyésztésében

Faj Hivatkozas Téptalaj Novekedés szabalyz6
anyagok

Q. acutissima (Kim, Youn et al. 1977) MS IBA + BA négy héten at,
majd hormonmentes

Q. alba (Gingas és Lineberger 1989) MS 2,4-D + BA

Q. canadensis (Bueno és Gomez et al. 1996) WPM (mdbdositott) 2,4-D

Q. cerris (Ostrolucka és Petrova 1991) WPM BA, kinetin + IBA

Q. lebani (Srivastava és Steinhauer 1982) MS 2iP + IAA

Q. pubescens (Feraudkeller és Espagnac 1989) | MS IBA + BA

Q. petraea (Jorgensen 1993) WPM (mdbdositott) 2,4-D + BA

Q. petraea (Chalupa 1990) MS, SH GA; + BA vagy BA +
IBA

Q. robur (Manzanera és Pardos 1996) WPM 2,4-D, BA vagy
hormonmentes

Q. robur (Hubner és Miiller 1995) WPM (mdbdositott) 2,4-D + BA

Q. robur (Endemann és Wilhelm 1999) P24 2,4-D + BA vagy
hormonmentes

Q. rubra (Gingas és Lineberger 1989) MS 2,4-D + BA vagy
hormonmentes

Q. suber (Bueno és Astroga 1992) Sommer Folyékony vagy szilard




Vicia faba sz6vettenyésztése

A Vicia faba az egyik legrégebben termesztésbe vont kultdrnévényiink (Tanno és Willcox
2006). Ennek ellenére nem tartozik a meghataroz6 mezégazdasagi jelentéségl fajok kdzzé,
igy a vele kapcsolatos élettani és genetikai tudasanyag elmarad a fontosabb gazdasagi
novenyekétsl (Molnar, 2002).

A Fabaceae fajok szovettenyesztése rekalcitrdns. A Vicia faba esetén a legtobb sejt és
szovettenyészeti mddszer kiprobalasra kerllt mar, azonban ezek a kezdeti eredmények a
gyakorlatban biztonsadggal nem alkalmazhat6ak (Molnar 2002).

A Vicia faba a citoldgiai kutatdsok kedvelt alanya, mert kromoszémaszadma kevés (n=6), és a
kromoszomai nagyok. A NoOvénytani Tanszéken a faj folyekony taptalajon nevelt
csirandvényeit jelenleg is alkalmazzdk a novény-cianotoxin interakciok citoldgiai
vizsgalatdban. Ezen kutatasok folyamanyakent jelentkezett az igény szOvettenyészetek, és
ezeken keresztlll sejtszuszpenzios tenyészetek kialakitasra. A Kisérletes munkaban elényt
jelent egy ilyen rendszer kontrollalhat6saga és hosszutava fenntarthatosaga.

A tenyészetek kialakitdsanak legnagyobb nehézségeként emliti az irodalom, hogy a kalluszok
nagy mennyiségben termelnek és juttatnak a téptalajba fenolos vegyiileteket. A termelés
csokkentésére az egyik lehetéseg az alacsonyabb hémersékleten (16-18 °C) torténd tenyésztés
(Selva, Stouffs et al. 1989). Egy mésik hatdsosnak bizonyult lehetéség a fiatal csiranévények
alleveleinek felhasznalasa explantatumként (Molnar 2002).

A feldolgozott irodalmakban leirt kisérletek leggyakrabban MS* taptalajt BA, NAA, IBA, 2-4
D novényi hormonok kombindacidit hasznaltak a tenyésztésben (Mitchell és Gildow 1975;
Fakhrai et al. 1989; Selva és Benedicte 1989).



Anyag és modszer

Quercus sp.szdvettenyésztése

A Quercus genus rendszertani besoroladsa a kovetkezé: Regnum: Plantae, Subregnum:
Viridiplantae, Zarvatermék kladja, Valddi kétszikiek kladja, Eurosid kl&d, Fagales rend,
Fagaceae csalad (Podani 2003). A csoportot szélbeporzasu fajok alkotjak. A genuson belul

szamos erdészeti jelentésegu fajt talalunk.
Quercus petraea (kocsanytalan tolgy)

Elsérendii fa, akdr 35 m magasra is megnohet. A talajvizzel szemben igénytelen, elviseli a
szérazabb talajokat. Domb- és hegyvidekek lejtés oldalain tenyészik. Hazai domb - és
hegyvidékeink egyik legfontosabb faja. Optimuma az évi kozéphomérsékletet illetéen 9 °C
folotti, csapadék tekintetében 700 mm. 500 mm alatti csapadekmennyiségii terméhelyeken

nem fordul eld.
Quercus pubescens (molyhos tolgy)

Masod vagy harmadrendi fa. Széls6ségesen szaraz teriileteken (évi csapadék mennyiség 350-
450 mm), koparokon, és meszes talajon is megél. Mediterran vidékek, illetve Kdzép- és Dél-
Eurdpa elterjedt hegyvidéki faja. A leglassiubb ndvekedésti tolgy. Faja j6 minéségi, de
gorbesége miatt kevésbhé hasznosithatd.

Quercus polycarpa (Erdélyi kocsanytalan tolgy)
Dombvidékek illetve alacsonyabb hegyvidékek elsérendii fafaja.
Quercus virgiliana (Olasz molyhos tolgy)

Erdély és a Karpatok kilsé peremének erdds sztyeppes és napsitéses oldalain, dombvidékein

tenyészé elsé vagy masodrendii faj.

Quercus dalechampii (dardaskaréju kocsanytalan tolgy)
Dombvidéki el6fordulasu elsérendi fafaj.

(Matyas 1967)

A genus fajai természetes korilmények kdzott is gyakran hibridizalddnak. (Rushton 1993)

10



3. tblazat: A Kisérletekben szerepelt tdlgy fajok/ taxonok kédja

Kaéd Morfoldgiai alapu besorolas
A149, A71 Q. petraea

D137 Q. petraea x Q. dalechampii
D89 Q. petraea x Q. pubescens
A211 Q. virgiliana x Q. polycarpa
B50 Q. virgiliana

K28, C102 Q.petraea x Q. polycarpa
AT5 Q. pubescens

Kisérleti anyag: . A ndvényanyag azonos idében, a kovetkezé fajok egyedeirél, illetve azok
hibridjeir6l kerilt begyijtésre: Quercus petraea, Quercus polycarpa, Quercus virgiliana,
Quercus dalechampii (3. tablazat).

A tenyészetek elinditadsdhoz hajtascsicsok, rlgyszovetek, és levélszdvetek keriltek
felhasznalasra. Az explantatumok kifejlett egyedek fiatal (2-4 éves) hajtasairol szarmaztak. A
begyuijtott hajtasokat laboratoriumi korilmények (22 + 2 °C, 14/10 h fotoperiodus) kdzott
tartottuk amig 12 + 4 mm meretti leveleket fejlesztettek. A levelek eltavolitasa utén a
hajtastengelyek cslcsi részét levagtuk, illetve nodalis szegmensekre daraboltuk a
hajtastengelyt. A levelekb6l 1 cm x 1 cm szeleteket hasznaltunk fel. Feluleti sterilezés utan az

explantdtumok agar tartalmu szilard taptalajra keriltek.
Taptalaj és tenyésztési feltételek: A tenyésztéshez aszkorbinsavval kiegészitett ViaLab WPM-
ot (Woody Plant Medium, Lloyd és McCown, 1980) hasznaltunk. Az alaptaptalajt a

kovetkezé hormonokkal (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) kezeltuk:

Citokinin tipusu hormonok:
0.1-4mg I* (0.44-17.7 uM) BA (Benzilamino-purin),
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Auxin tipust hormonok:
0.05 -4 mg I (0.53-21.5 uM) NAA (a-naftil-ecetsav),
0.05 - 1 mg I* (0.25-0.5 uM) IBA (Indolvajsav),,

Egyéb hormonok: ABA, (Abszcizinsav), GA3 (Gibberellinsav) , 2,4- D (diklérfenoxiecetsav)
A hormonkoncentraciokat Seckinger et al. (1979), Tanaka et al. (1995), Cuenca et al. (1999)
and Toribio et al. (2004) munkaira alapozva terveztik meg.

A taptalajt 0.8 % (w/v) agarral (Difco, Lawrence, KS, USA) szilarditottuk, szénforrasként
szachar6zt hasznaltunk. A talaj kémhatasat 5,8 pH értékre allitottuk, majd 121 °C -n 40 percig
autoklavoztuk. A tenyészetek 22 °C-on, 14 6rés fotdperidduson néttek. A tenyészetek 4 hetes

idokozonkent kerlltek passzalasra.

Hisztologiai vizsgalatok

A szOvetmintakat 16-24 drara mikrotiter lemezbe helyeztik, és PBS (NaCl tartalmi foszfat
puffer) + 4%-os formaldehid oldatban vagy PBS +3,6%-0s PFA (paraformaldehid) oldatban
fixaltuk. Masnap a mintakat kétszer 5 percig PBS-ben mostuk, majd hozzaadtunk 40 %-0s
szachardz tartalmu PBS-t és vakuuminfiltraltuk 20 percig.

Négyoras inkubalast kovetéen, fagyasztva metszést végeztink Leica Histoslide 2000
mikrotbmmal. A metszeteket haromszor 5 percig PBS-sel mostuk és vagy festetlenil
helyeztiik targylemezre, vagy rahelyeztik a DAPI (4’,6’-diamidino-2-fenilindol, Fluka)
festéket. 150 pg/ml DAPI torzsoldatot hasznaltunk, és azt higitottuk fel PBS-sel (a
végkoncentracio 3 pg/ml volt). A festés idétartama 1 Ora, sotétben. A megfestett metszeteket
kétszer 5 percig PBS-sel mostuk, majd athelyezziik egy masik targylemezre és antifading
puffert cseppentettiink ra (6sszetétele: 0.1% p-feniléndiamin + 90% glicerin egyszeres PBS
pufferben pH 0.8-ra beallitva 0.5 M Na2CO3- 5 M NaHCO3 puffer segitségével).

A preparatumokat Olympus Provis AX-70 konvenciondlis fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgéaltuk. A gerjesztési hullamhossz DAPI festéssel készult mintdk vizsgalatanal 320-360

nm volt.
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Vicia faba sz6vettenyésztése

Explantatumként Vicia faba 5-7 napos steril korulmények kozott, hormonmentes MS*
taptalajon nevelt csiranévények megsebzett allevél, levél, hajtastengely és gyokér
explantatumait hasznaltuk fel.

A tenyészetek 0.8 % (w/v) agarral (Difco, Lawrence, KS, USA) szilarditott, 100 mg L™
aszkorbinsavval kiegészitett MS* taptalajon , 22 °C-on, 14/10 6rés fotéperiéduson néttek. A
tenyészetek 3 hetes id6kozonkent kertiltek passzalésra.

Az alaptéptalajt a kovetkezé hormonokkal (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) kezeltik:

Auxin tipust hormonok:
1mgI*24-D

1,5mg I'* IBA

Citokinin tipusu hormonok:
0.2 illetve 1 mg I BA
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Eredmények és diszkusszio

Quercus szovettenyészetek

A dedifferencialédéas indukcidja és fenntartasa

A szakirodalmak (Cuenca, San-José et al. 1999; Wilhelm 2000; Pinto, Valentim et al. 2002)
alapjan kisérletbe vont hormonkoncentaciok kozul a kallusz stddium Kivaltasdhoz és
fenntartdsahoz a 2-4 mgl* NAA és 05-1 mg I* BA kombinacié bizonyult a
legalkalmasabbnak. 2,4-diklorfenoxiecetsavat alkalmazva auxin tipusd hormonként a
kalluszok nem maradtak életképesek. Magasabb (10 mg 1) NAA koncentréaci6 alkalmazésa
sem volt eredményes, a kalluszok elfeketedését, elhaldsat okozta.

A viabilis, jol fenntarthatd és embrio- és organogenezisre hajlamos tenyészetek altalaban
kompaktak, rigidek, és zdldesbarna szintiek voltak. Quercus petraea barka explantdtumaibdl
egy ettol eltéro, képlékeny, halvanysarga szdvet megjelenéseét is sikerult indukalni. Ez utébbi
bar stabilan fenntarthatd, embrio- és organogenezis kivaltasara alkalmatlan. A felhasznalt
hormonkoncentrécidkat, a kallusz megjelenéséig eltelt atlagos id6tartamot a 4. tablazat

részletezi. A jellemzo tenyeszetek képeit mutatja a 2. abra.

2. 4bra: kallusz indukcid és fenntartas 100mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé6 WPM alaptaptalajon auxin és
citokinin hatast hormonok jelenlétében:

A)Kiindulasi explantatumok kallusz indukéalé 4 mgl™ NAA 1 mgl™ BA tartalm( taptalajon, B.) A149
vonal nodalis stadiumu kallusz 0,5 mgl™ BA 0,1 mgl™ NAA tartalm( taptalajon, C.) D89 vonal 4 mgl™ NAA
0,5 mgl™ BA tartalmi fenntarto taptalajon, D.) A149 vonal 4 mgl™ NAA 0,5 mgl™ BA tartalm( fenntarté
taptalajon E.) A85 vonal 4 mgl™ NAA 2,5 mgl™ BA tartalmu fenntartd taptalajon
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4. tébldzat: A tolgy kallusz eléallitdsdhoz szikséges explantdtumok, ndvekedés szabéalyozd anyagok,

atlagos idétartam és a szovettenyészet fenntartasara alkalmas hormonkombinaciok a 100 mgl™

aszkorbinsavat tartalmazo WPM alaptéptalajban.

Kallusz indukal6

Kallusz

Taxon Exolantatum taptalai megjelenésének Kallusz fenntart6
kodja P P -1J atlagos idétartama taptalaj (mgl™)
(mgl™) 2
(hét)
ANAA 0,5BA
4NAA 1BA
A149 levél ANAA 0,5BA 10 ANAA 2,5BA
4ANAA 1BA 13 2NAA 0,5BA
2NAA 1BA
0,5NAA 4BA
0,5NAA 4BA 4 NAA 0,5BA

Al149 barka/l 15 INAA 1BA
0,5NAA 4BA
ANAA 0,5BA
4NAA 1BA

Al149 barka/2 0,5NAA 4BA 15 ANAA 2,5BA
2NAA 0,5BA
2NAA 1BA
ANAA 0,5BA

, ANAA 0,5BA 34 ’

A7l levél INAA 0.5BA 27 2NAA 0,5BA
ANAA 0,5BA
4NAA 1BA

AT75 levél jmx gggﬁ 12 ANAA 2,5BA

’ 16 2NAA 0,5BA
2NAA 1BA
4NAA 1BA 8 4NAA 2,5BA
ANAA 0,5BA
, ANAA 0,5BA 15
D89 levél 4NAA 1BA
ANAA 0,1BA 10
2NAA 0,5BA 15 ZNAA 0.5BA
’ 2NAA 1BA

A85 levél | ANAA 2,5BA 23 ANAA 2,5BA

jmx ESEA 5 ANAA 0,5BA

B50 levél 7 4NAA 1BA
2NAA 0,5BA
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Kallusz indukal6

Kallusz

Taxon . . . megjelenésének Kallusz fenntarto
kodja Explantatum tapta!? . atlagos idétartama taptalaj (mgl™)
(mgl™) (hét)
8 ANAA 0,5BA
ANAA 2,5BA 12 4NAA 1BA
A211 levél ANAA 1BA 15 ANAA 2,5BA
ANAA 0,5BA 11 2NAA 0,5BA
ANAA 0,1BA 2NAA 1BA
10NAA 2,3BA 6
4ANAA 1BA 8 ANAA 1BA
ANAA 0,5BA 7 ANAA 0,5BA
D137 levél ANAA 0,1BA 2 2NAA 0,5BA
2NAA 2BA 1 2NAA 1BA
2NAA 0,5BA 27
2NAA 1BA 14
0,5NAA 4BA 2
ANAA 2,5BA
ANAA 0,5BA
C211 levél jmx iE?EA 273 4NAA 1BA
2NAA 0,5BA
2NAA 1BA
ANAA 2,5BA
ANAA 2,5BA 12 ANAA 0,5BA
Coll | barka | oNAA05BA 27 INAA 1BA
2NAA 0,5BA
ANAA 0,5BA ANAA 2,5BA
, ANAA 1BA 17 ANAA 0,5BA
C102 levél ANAA 2 5BA 26 4ANAA 1BA
’ 14 2NAA 0,5BA
2NAA 1BA
ANAA 2,5BA 15 4NAA 0,5BA
. 4ANAA 1BA 10 4NAA LBA
K28 levél ANAA 2,5BA
ANAA 0,5BA 13
ANAA 0,1BA 11 ZNAA 0,5BA
’ 2NAA 1BA
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Gyokerek regeneréalasa

Hat vonal kalluszait huzamosabb ideig nevelve a kalluszindukalo és fenntartd taptalajon,
gyOkerek képzédesét tapasztaltuk. A vonalakat, a gyokerek megjelenésének atlagos idépontjat
és a megfelel6 hormondsszetételt az 5. tablazat foglalja 6ssze. A jellemz tenyészetek képeit
mutatja az 3. abra.

3. bra: Gyokérregeneralas 100mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM alaptéptalajon auxin és citokinin
hatasi hormonok jelenlétében: A, B.) B50 vonal sikeres gyokérregeneracidja 2NAA 0,5BA illetve ANAA
0,5BA tartalmu tptalajokon, C.) D89 vonalrdl szarmazo regeneralt gyokér szévettani metszete
fluoreszcens mikroszkop alatt, DAPI festéssel, D.) A211 vonal sikeres gyokérregeneracidja 4ANAA 0,1BA
tartalmu taptalajon, E.) D89 vonalrdl szdrmazo regeneralt gyokér szovettani metszete fénymikroszkop
alatt
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5. tAblazat: A gyokérregeneralasra hajlamos vonalak, a felhasznalt névekedés szabalyozé anyagok és a
sziikséges atlagos idé.

Taxon
kodja

Explantatum

Gyokerképzodést indukalo taptalaj
(mgl™)

A gyOokér megjelenés
atlagos id6pontja
(hénap)

AT75

levél

4NAA 0,5BA
4ANAA 0,5BA — 2NAA 0,5BA
4ANAA 2,5BA — 4NAA 1BA

D89

levél

4ANAA 2,5BA
4NAA 0,5BA
ANAA 1BA

4NAA 0,1BA
2NAA 0,5BA

B50

levél

4ANAA 0,5BA — 2NAA 0,5BA
ANAA 1BA — 2NAA 0,5BA
4NAA 0,5BA

ANAA 1BA

A211

levél

ANAA 1BA — 4ANAA 0,5BA
4NAA 0,1BA

4NAA 0,5BA

ANAA 1BA

D137

levél

4NAA 0,5BA
ANAA 1BA

11

K28

levél

ANAA 1BA — 4NAA 2,5BA— INAA
1BA

4NAA 0,1BA — 4NAA 0,5BA— INAA
1BA

ANAA 1BA — ANAA 0,5BA

ANAA 1BA

11
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Hajtas morfogenezis

Al149, B50, A211, és D137 kalluszvonalak esetében a hajtasregeneralasi kisérletek sikeresek
voltak. A szomatikus embriék mindharom fejlédési stadiumot (sziv, gdmb, torpedd) elérték,
majd csokkentett hormontartalmd taltalajokon tovabb nevelve hajtasdifferencialodasba
kezdtek. Kivételt a fentiek aldl a B50 vonal képezett, esetében a fenntart6 taptalajon torténé
huzamosabb nevelés is kivaltotta a hajtasdifferencialodast.

A hajtaskezdemények fejlodése korai stddiumban akadt el minden esetben. A
ndvenyregeneracio sikerességét a tenyesztési korulményeken és az alkalmazott novekedés
szabalyzd vegylleteken Kivil a mintdk genotipusa is erésen befolydsolhatta. A
hajtasregeneraldsra hajlamos vonalakat, a hajtaskezdemények megjelenésének atlagos
idépontjat és a megfelelé hormondsszetételt a 6. tablazat foglalja Ossze. A jellemzé

tenyészetek képeit mutatja a 4. abra.

6. tAblazat: A hajtas regeneralasra hajlamos vonalak, a felhasznalt névekedés szabalyoz6 anyagok és a
sziikséges atlagos idé.

Hajtas-kezdemény
megjelenés
atlagos idépontja
(hdnap)

Ta}an Explantatum Hajtaskezdeményt !1ndukan taptalaj
kodja (mgl™)

4ANAA 0,5BA — INAA 1BA — 0,INAA
0,5BA

4NAA 0,5BA — INAA 1BA — 0,INAA
0,5BA—0,1I1BA 0,4BA

4NAA 0,5BA — 0,05NAA 2BA

4ANAA 0,5BA — 4NAA 2,5BA — 0,5NAA
0,5BA—0,051BA 0,1BA— 0,1IBA 0,2BA
4NAA 0,5BA — 0,5NAA 0,5BA

4NAA 0,5BA — INAA 1BA — 0,05NAA
0,5BA

4NAA 0,5BA — 0,5NAA 0,5BA — 0,INAA
0,5BA

4NAA 0,5BA — 0,5NAA 0,5BA — 0,11BA
0,1BA

Al49 level 18

0,5NAA 4BA — 1INAA 1BA — 0,INAA
0,1BA—0,1I1BA 0,1BA

0,5NAA 4BA — 1INAA 1BA — 0,5NAA
0,5BA

0,5NAA 4BA — 1INAA 1BA — 0,5NAA
0,5BA— 0,INAA 0,5BA

0,5NAA 4BA — INAA 1BA — 0,5NA A
0,5BA—0,11BA 0,1BA— 0,11BA 0,4BA

0,5NAA 4BA — 4NAA 0,5BA — 2NAA
0,5BA— 2NAA 1BA

Al149 barka/2 20
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Hajtas-kezdemeny
" A 14 s : megjelenés
E}an Explantatum Hajtaskezdemenyt T dukalo taptalaj atlagos idépontja
0dja (mgl™) .
(hdénap)
. 4NAA 1BA
B50 levél ANAA 0 5BA 13
A211 levél ANAA 0,5BA — 4ANAA 1BA— 2NAA 0,5BA o5
ANAA 1BA — 4NAA 0,5BA— 2NAA 0,5BA
D137 levél ANAA 1BA — INAA 1BA— 0,5NAA 0,5BA 19
2NAA 0,5BA

4. &4bra: A stabilizalt Quercus kalluszvonalak morfogenezise 100mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM
alaptaptalajon auxin és citokinin hatdsi hormonok jelenlétében: A.) A149 barka eredetii vonalon
megjelent hajtaskezdemények 0,1 mgl™ IBA 0,1 mgl® BA tartalmu taptalajon. (B-D, F) levél eredetii
kultarék. B.) A149 vonalon megjelent elérehaladottabb hajtaskezdemények 0,5 mgl™* NAAO,5 mgl™ BA
tartalma taptalajon C.) Keései sziv- korai torpedd stadiumu embrid sziklevelekkel, hajtas és gyokér
primordiummal 28 napos A149 —es kultirabdl 0,1 mgl™ IBA és 0,2 mgl™ BA tartalmi taptalajon, D.)
A149 embridkat tartalmazé kalluszai 0,1 mgl™ IBA és 0,2 mgl™* BA tartalml taptalajon E.) Hajtasok
megjelenése A149 barkaeredetii kalluszain 0,1 mgl™ IBA és 0,1 mgl™ BA tartalma taptalajon, F.) -Hajtas
regeneracio A149 vonalon, 0,4 mgl™ IBA és 0,1 mgl™ BA tartalmu taptalajon
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Vicia faba sz6vettenyésztése
A feldolgozott irodalmak (Mitchell and Gildow 1975; Fakhrai, Fakhrai et al. 1989) alapjan

kiprébalt hormonkoncentraciok kéziil a kalluszindukélashoz és fenntartashoz a 1 mg I 2,4-D,
0,2 mg I* BA kombinacié bizonyult a legalkalmasabbnak. Az explantatumok rendkiviil
gyorsan (1-2 hét alatt) kalluszosodni kezdek és igen gyors ndvekedési Utemet mutatnak. A
viabilis kalluszok kompaktak halvany sargasbarna sziniek.

A gyokércsucs explantatumokbol, illetve levélkezdemenyekbdl szarmazo kalluszok kevésbé
életképesek, huzamosabb ideig tenyésztve a fenolos vegyuletek tultermelédése miatt
elfeketednek és elpusztulnak. Ennek Kikiszobdlése még az irodalmakban emlitett
alacsonyabb homérsékleten sem sikerlilt (Selva, Stouffs et al. 1989). Az allevél
explantatumok ezzel szemben vildgos tonuslak és egészségesek maradtak hosszabb tavon is.
1,5mg I IBA, 1 mg I BA tartalmi MS* taptalajon mikroszaporitas eredményeket értiink el.

Az explantatumok a kallusz stadium megkerulésével szomatikus hajtasregeneralast mutattak.

5. &bra: Vicia faba szdvettenyészetek és mikroszaporitas100 mg I aszkorbinsavval kiegészitett MS* taptalajon. A.)
Hajtéasregeneraci6: hajtascsiics indukcidja a kallusz stadium megkeriilésével 1,5 mg I'* BA, 1 mg 1™ IBA
hormontartalmu taptalajon. Ez a hormonkoncentracid az egyéb explantatumbol kialakul6 kalluszoknak hosszabb
tavon kedvezétlennek bizonyult. B.) viabilis kallusz hajtasexplantatumbél 1 mg I 2,4-D 0,2 mg1* BA
hormontartalmu taptalajon huzamosabb tenyésztési idé (3 honap) utan. C.) Allevél explantatumbol szdrmazo kallusz
1mgl* 2,4-D0,2 mg ™ BA hormontartalmt téptalajon. D.)Kezdeti hajtasregeneracio a kallusz stadium
megkeriilésével 1,5 mgl™ BA, 1 mgI? IBA hormontartalmu taptalajon. E.) Elérehaladott levél regeneracié 1,5 mg

I BA, 1 mg 1" IBA hormontartalm( taptalajon.
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Potencialis felhasznélasi lehetéségek

A stabilizalt kalluszvonalakat fiziologiai kisérletekben, mint modellszervezetek, sikeresen
hasznéltuk fel. Laboratoriumi korilmények kdzott szarazsag stressz folyamatok keriltek
modellezésre. A kezelt kalluszokon azutan viabilitast, nedvestomeg valtozast nyomon kdveto
kisérletek folytak. A kezelt mintak enzimvizsgalatok céljara is felhasznalhatdak voltak PAGE
mddszerrel. Sz&razsdgérzékeny, illetve szarazsagtiré taxonok kalluszai kerlltek vizsgéalatba.
Az ozmotikummal szimuldlt szarazsagra adott vélaszaik alapjdn elmondhatd, hogy
megfeleléen sikerilt modellezni velik az eredeti ndvények szarazsagtiiré potenciéljat. A
vizsgalatok szignifikans kapcsolatot mutattak ki a vizsgalt vonalak szarazsagtiiré képessége és
a kisérletben vizsgalt markerenzimek kozott. Ezek az eredmények egybevagtak az elézetes

hipotézissel, mely az eredeti fajok 6kofizioldgiai tulajdonsagai alapjan keralt felallitasra.

A tovébbiakban, amennyiben a Vicia faba szOvetbankot sikeriil a megfelelé méretiire
Kiterjeszteni, sejtciklus szabalyozads vizsgalataban torténé felhasznalasukat tervezzik a

jovében.
Diszkusszi6

Hazai terméteruletr6l szdrmazé Quercus fajok explantdtumaibol Kkivantunk fenntarthato
szOvetbankot kialakitani, majd ezeken, mint laboratériumi modellszervezeteken vizsgalni a
szll6fajok, és kilonbdzo hibridek szarazsagtiirési tulajdonsagait.

Az in vitro modellrendszer legfébb limitaltsdga, hogy populacié szintii vizsgélatokra nem
alkalmas. A modellrendszerek vonalanként egy adott egyed genotipusat reprezentaljak
szomaklonalis formaban. A tenyésztés es a Kisérletek soran a mutagenezis esélyét novelo
agensek nem keriiltek felhasznalasra (pl, 2,4-D, vagy kinetin hormon) (Dudits és Heszky,
2003), illetve a kisérletbe vont kalluszanyag genotipusos identitasat genetikai vizsgalatokkal
is ellenériztik. A modell gyakorlati hasznat az tAmasztja ala, hogy laboratériumi kérilmények
kozott mind a tenyésztési korulmények, mind a ndvekedésszabalyz6 anyagok jelenléte jol
kontrollalhat6 a rendszerben — ezért élettani, biokémiai, sejtbiolégiai Kisérletekben kival6an
hasznélhato.

A Kialakitott modszer a dedifferenciécio rutinszerti indukalasahoz megfelelének bizonyult. Az

ehhez hasznalatos, de mutagenezis veszélyét fokozottan hordozd hormonok elkeriilése, a
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folyamatot az irodalomban szereplé kordbbi Kisérletekhez képest hosszadalmassa tette
(Wilhelm 2000).

A Kkisérleteket 14 kilonb6zé kalluszvonalon vegeztik el. Valtozé6 hormonkoncentraciok
mellett minden vonalon sikerilt a kalluszindukciét elérni, és a noduléris stadiumban 1évé
viabilis kalluszokat hosszutavon is fenntartani. Magas auxin/ citokinin ardny mellett hat vonal
esetében organogenezis volt indukalhatd, gyokerek fejlodtek. Szomatikus embriogenezis 5
vonal estében volt kivalthato.

A gyokerregeneraciora hajlamos tenyészeteken a gyoOkeresedés a fenntartd téptalajokon
huzamosabb ideig tovabb nevelve jelentkezett (5.4bra). Erre a jelenségre lehetséges
magyarazat, hogy a hosszabb tenyésztési id6 alatt a tenyészet sejtjeinek endogén citokinin
koncentracioja lecsokkent, igy a tenyészetek valtozatlan exogén hormonszintek mellett is az
auxin: citokinin arany szignifikans névekedését elték meg.

A hajtasregeneralas tekintetében B50 kalluszvonalon tapasztaltunk hasonl6é jelenséget
(6.tdbldzat). Valtozatlan hormonkoncentraciok mellett huzamosabb ideig tenyésztve
hajtaskezdemények jelentek meg. Ez az eredmény endogén valtozasokon keresztill lezajlott
auxin:citokinin arany csokkenésre enged kdvetkeztetni. Ezt tovabb az is alatdmasztja, hogy a
tobbi hajtasregeneraciot mutatd vonal esetében csdkkentett auxin koncentracié, és altalanosan
alacsonyabb hormontartalom bizonyult eredményesnek (6. tablazat).

A felhasznalt hormonkoncentraciok tekintetében az embriogenezis Kivaltasdban és a
hajtasregeneracioban tapasztalataink egybevagnak a feldolgozott irodalom Q. robur
tenyészetekre vonatkozo adataival (Cuenca, San-José et al. 1999). A hajtaskezdemények
azonban az ott leirtaktdl eltéréen igen alacsony gyakorisaggal jelentkeztek, sem alacsony
hormontartalmd, sem pedig hormonmentes taptalajon nem voltak hosszi tavon
fenntarthatdak, kezdetleges allapotban elpusztultak.

Az eredmények értelmezésekor figyelembe kell venni, hogy a regeneracios képesség nagyban
fugghet az explantdtumok tipusatol, az egyedek genotipusatdl, és a téaptalajon és a
hormondsszetételen tul egyéb tenyésztési kortiilményektsl (Duncan 1985; Dodds 1986; Mathé,
Mosolygo et al. 2012).

Kisérleti jelleggel alkalmazott hormonok, mint az IAA, IBA, GA3, ABA, szignifikans
valtozasokat nem eredményeztek a kezelt mintak utdéletében.

A dominans hazai el6fordulast Quercus fajok esetében stabil kalluszfenntartasi modszereket
dolgoztunk ki, azzal a céllal, hogy laboratériumi modellszervezetekként tenyészetek

kertilhessenek felhasznalasra in vitro stresszfiziologiai vizsgalatokban. A szdvettenyésztés
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atjan eldéallitott ndvényanyag a fenti célra alkalmasnak bizonyult. Igen jol kontrollalhatd, a
vegetacios idészaktdl, id6jarastol, és az egyedek élettartamatdl, fejlodési Utemétdl fliggetlen
mddszer. Olyan hibridek is vizsgélatra kerultek, melyek stabilitdsa természetes kortilmenyek
kdzott kétseges, illetve szaporodasuk gatolt lehet.

A Vicia faba estében a kiprobalt mddszerek koziul az allevél explantatumok hasznalata
bizonyult megfelelé6 modszernek a fenolos vegyiletek tultermelédeésének kiklszobolésére. A
2,4-D hormont tartalmaz6 téptalajokon a kalluszosodas igen rovid idén belul (1-2 hét)
megindult, a tenyészetek névekedése gyors itemii. 2,4 —D hormont nem tartalmazo talajokon
a tenyészetek hosszabb tavon nem életképesek, azonban hajtascsucs explantatumokkal
mikroszaporitadsi eredményeket értink el. Az explantitumok a kallusz stadium
megkerulésével szomatikus hajtasregeneralast mutattak. Erre a jelenségre a magasabb
endogén citokinin koncentracié az explantadtumokban meglévé merisztémaszovetre Kifejtett
indukal6 hatasa adhat magyarazatot.

A Vicia faba szOvettenyészeteket sikerllt stabilizalni, amennyiben a szévetbank megfelels
méretiire novelhetd, sejtciklus szabalyozés vizsgalataban torténé felhasznalasat tervezzik a
jovében.

Elért eredményeinket a szdvettenyesztési kisérletek potencidlis lehetésegeivel dsszevetve az

5. abra foglalja dssze.
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6.4bra: z6ld szinnel jelennek meg a bejarhat6 szovettenyésztési lehetéségek. Piros szinnel a Quercus, kék
szinnel a Vicia tenyészetekkel Kivitelezett kisérletek vannak fetiintetve. Pontozott vonalakkal a Quercus

esetében a sikertelen, a Vicia esetében a még folyamatban 1évé Kisérleteket jel6ltiik
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A szovettenyesztési eljarasok jol hasznélhatdak alapkutatasokban és biotechnologiai
fejlesztésekben egyeteminkon. A szovettenyésztési eljarasok évrél évre szdmos hallgatonak
biztositanak kutatasi lehetéséget, az elsajatitott ismeretek pedig keresettek a szakterileten
beliil. A Kutatok Ejszakéja rendezvény keretein beliil a tanszék eldszeretettel népszeriisiti a
tudomanyteriiletet a szOvettenyésztés modszereinek bemutatasaval. Kutatasi, oktatasi
témaként, valamint ismeretterjeszté szerepkdrben a tevékenység a kutaté egyetem

celkitiizéseihez is hozzajarulhat.
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Osszefoglalas

A globélis klimavaltozas erésen befolyasolja az erdétérsuldsok dinamikajat vilagszerte.
Szamos kutatas iranyul ezen folyamatok feltérképezésére, hiszen a fas tarsulasok jelentos
gazdasagi és okoldgiai szereppel birnak. A mérsékelt dvben, igy hazank teriiletén is a
blkkfafélék, ezen belil is a kilonb6z6 tolgy (Quercus) fajok e tarsulasok egyik
legmeghatarozdbb ndvényei, igy az altaluk elszenvedett kdrnyezeti hatasok vizsgalata segithet

megérteni a tarsuldsok 6sszetételének recens és jovébeli valtozasait.

A Debreceni Egyetem TEK Novénytani Tanszékén folyamatban lévé kutatasaink hatékony
mddszernek bizonyultak, hogy laboratoriumi korilmények kdzott vizsgalhassuk a killonbdzo
Quercus fajok széarazsagtiirési tulajdonsdgait. A novényi szovettenyésztés modszereit
alkalmazva a f&s szaru novények stresszfizioldgiai vizsgalataval alapkutatdsi kérdéseket
tisztazhatunk. A kutatas gazdasagi jelentésege pedig abban all, hogy a modern erdégazdasag
szdméra segithet a megfelel6 tulajdonsagu fajokat kivalasztani. A szdvettenyészetek kivalo
laboratoriumi modellrendszernek bizonyultak, egyedi mddon az évszaktdl és idojarastol

fuggetlenek, hatékonyak és alacsony kéltségiiek.

Sikfokuti mintatertletr6l szarmazo télgy szévetminték in vitro szdvettenyésztése mar jelenleg
is folyik, és a stabilizalt massziv klonalis szOvetbank anyag szolgél kutatasi anyagként

fiziologiai és molekuléris bioldgiai vizsgalatainkhoz.

A Vicia faba szdvettenyészeteket is sikerilt stabilizalni, amennyiben a szévetbank megfelelé
méretiire ndvelhetd, sejtciklus szabalyozés vizsgalataban torténé felhasznalasat tervezzik a
jovében.

Egyetemiink a fenntartott szOvetbankot és a kialakitott mddszereket oktatasi, kutatdsi és
ismeretterjeszté célokra egyarant felhasznalhatja, igy azok messzemendéen szolgéljék a kutatd

egyetem célkitiizéseit.
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személyes mentoromnak tekintek. A téle elsajatitott szakmai alapok nagy segitségemre
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alatt 6 volt az egyetlen, aki képes volt bennem tartani a lelket. Altalanos iskolai bioldgia
tanarom is 6 volt, érdeklédésemet mar kisgyermek koromban a bioldgia felé forditotta. Ugy
tartotta, egyik legnagyobb végya teljesult azzal, hogy a bioldgus palyat valasztottam.
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Nyilatkozat a palydzé egyéni hozzajdruliasareél a palyamiiben leirt
eredményekhez

Alulirott Kiss Zoltan kijelentem hogy a pélyamunka sajat kisérleti munkam eredményeit
tartalmazza, a leirt munkafolyamatok kéziil, témavezetéimmel egyiittmiikédve, minden

munkafolyamatban aktivan részt vettem :

Szbvettenyésztési kisérletek:
Téaptalajkészités
Explantdtum sterilezés, tenyészet inditas
Atoltés
Nativ és DAPI festéssel késziilt mikroszkdpi prepardtumok készitése

aldiras
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