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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2,4-diklor-fenoxi-ecetsav
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2-aminopurin
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6-kloro-9-[3-(2-kloroetilamino)-propilamino]-2-metoxiakridin-
dihidroklorid



2. BEVEZETES

A sz016, mint novény, jelentds szerepet jatszik az emberek életében. Tajalkotd elem,
¢vezredek oOta része az emberi kultirdnak, sokak szédmara biztosit megélhetést. Felgyorsuld,
globalizalt vilagunkban valtozas figyelheté meg ebben az &4gazatban is. A vilag sz6létermd
teriiletére az Osszes teriiletét tekintve folyamatos csokkenés jellemzd. Az elmult 10 év alatt kozel
300000 ha teriilettel lett kisebb a terméfeliilet. Ez a folyamat nem jelenti azt, hogy veszitett volna a
sz0l6 gazdasagi sulyabol. A négy fo eurdpai orszagot tekintve (Franciaorszag, Spanyolorszag,
Portugalia, Olaszorszag) csokkend tendencia figyelheté meg. 2000-ben a négy orszag 3290000 ha
sz616 tertilettel birt, 2010-re ez 2939000 ha esett vissza. Ezzel ellentétes tendencia figyelheté meg
Azsidban, a déli féltekén és az USA-ban. Azsiat tekintve 3 jelentds orszagban (Kina, Iran,
Torokorszag) folyamatos terliletgyarapodas figyelhetdé meg. 2000-ben a 3 orszdg 1167000 ha
teriilettel rendelkezett, mig 2010-re 1342000 ha sz6l6 termdteriiletiik volt. A déli féltekét
(Argentina, Chile, Uj-Zéland, Ausztralia, Dél-Afrika) és USA, tekintve elmondhatjuk, hogy 2000-
ben 1065000 ha teriilettel rendelkeztek, ami 2010-re 1172000 ha-ra béviilt (1.abra).
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1.4bra A vilag sz6l16 termdteriiletének dinamikai valtozésa az elmult 10 évben.



A teriilet csokkenése ellenére egy folyamatos termésmennyiségbeli novekedés figyelhetd
meg. A termésmennyiségen beliil jelent6s és folyamatosan felfutd mennyiséget mutat a friss
fogyasztasra eldallitott sz616. 2000-ben 15,2 millié tonna volt a megtermelt mennyiség és ez 2010-
re ez elérte 22,2 millié tonnat. Az 6t legnagyobb friss fogyasztasra termeld orszdg Kina, India,
Torokorszag, Olaszorszag és Iran. TorOkorszag és Irdn jelentdés mazsolatermesztok is 3 masik
orszag -Chile, Dél-Afrika, USA- mellett. 2000-ben 1282100 tonna termett a vilagon mazsolabol.
2010-ben 1231600 tonna volt a termésmennyiség, ami az agazat stagnaldsat mutatja. A vilag
bortermelésében egy enyhe csokkenés figyelhetd meg. 2000-ben 280 millié hl bort allitottak eld a
vildagon. Ez a mennyiség 2010-re 265 millid6 hl-re csokkent. Nem beszélhetiink linearis
csokkenésrol, inkabb az évjarathatas a donté a megtermelt mennyiség szempontjabol. A vilag 10
legjelentdsebb bortermeld orszaga: Franciaorszag, Olaszorszag, Spanyolorszag, USA, Argentina,
Kina, Ausztralia, Chile, Dél-Afrika és Németorszag. Ezek koziil Franciaorszag az éllovas a maga
50000000 hl mennyiségével. A sereghajté pedig Németorszag 7000000 hl bor eldallitasaval. A
bortermeléssel ellentétes folyamatot mutat a felhasznalas. Mig 2000-ben 225665000 hl bort
fogyasztottunk, addig ez 2010-re elérte a 241808000 hl-t. A vilag 10 legnagyobb borfogyasztoi
kozott talalhatoak a nagy termeldk is. De tovabbi orszagok, mint az Egyesiilt Kiralysag és az Orosz

Foderacio is a nagy fogyasztokhoz tartoznak (International Organization of Vine and Wine, 2012)

A hagyomanyos nemesités nem vagy csak nagyon lassan tud reagalni a felmertil6 igényekre
¢s termesztési nehézségekre. A hagyomanyos keresztezéses nemesitésben kozel 20 évet vesz
igénybe egy-egy Uj fajta eldallitasa. De hidba a fajta eldallitas, ha az 0j fajta nem tud maganak teret
nyerni a felhasznalasban. Felvetddik a kérdés: miért kell egyaltalan 0j fajtat eldallitani? Miért nem
Jjok a régi bevalt fajtdk, amikbdl a ma divatos ,,borok” késziilnek. Azért van sziikség 0j fajtak
eldallitasara, mert nincs tokéletes fajta. Mindig van mit javitani vagy egy kiilonlegességet,
ujdonsagot belevinni a fajtaszerkezetbe. A konzervativ fajtahasznalat nyomasanak engedve mégis
van lehetdség a fajtak javitasara uj klonok szelekcidjaval vagy eldallitasdval. Talan az egyik modja
lehetne a genetikai transzformacio. Itt elviekben elérheté egy-egy fajta egyes tulajdonsagainak
szamunkra hasznos megvaltoztatdsa ugy, hogy a fajta mas tulajdonsagaiban nem valtozik. Itt
elsdsorban agrondmiai tulajdonsdgokra lehet gondolni. Mint a virus és gombarezisztencia,
agrobaktérium rezisztencia, nagyobb foku szarazsagtrés. A vilag azonban még nem fogadja el
széles korben a genetikai transzformacidval eldallitott novényeket. Féként Europa zarkozik el a

GMO-k termesztésbe vonasatol.



Ugyanakkor 0j klonok eléallitasara nyujt egy alternativ lehetdséget az in vitro mutacios és
szelekcios eljaras. Ez az eljaras természetesen nem olyan szigorian szabalyozott, mint a GM
technologia, igy nemesitési jelentdsége is lehet ha sikeriil a céloknak megfeleld egyedeket
(klonokat) szelektalni. Szamos eljaras, mely eltér a hagyomanyos nemesitést6l, in vitro eléallitott
novényanyagra tamaszkodik. A novényregeneracidé egyik lehetdésége az indirekt szomatikus
embriogenezis, mely soran a szomatikus (testi) sejtekbdl fejlodo differencidlatlan sejtekbdl (kallusz)
alakulnak ki a sz6l6 embridk, lehetéséget adva hatékony szelekcios eljarasok alkalmazasdhoz a

spontan ¢és indukalt mutacidok azonositasahoz.

3. CELKITUZES

A piac konzervativizmusa miatt (4j fajtak elutasitdsa), valamint a transzgénikus névényekkel
szembeni ellenallds miatt kell keresniink més hatékony eljardsokat a meglévd szol6 fajtak 1-1
tulajdonsaganak javitasara, modositasara. Az altalunk valasztott modszer az in vitro mutansizolalas,
mert nem olyan idéigényes, mint a keresztezéses nemesités és elvi lehetdség van olyan genotipus
szelekciodjara, amely olyan uj fajtat (klont) eredményezhet, mely csak egy-egy tulajdonsagban tér el
a mutagén kezelésnek kitett fajtatol, klontol. Ezéltal lehetévé valhat a konzervativ fajtahasznalat
jobb klonokkal valo ellatasa. A mutacios és szelekcios eljarashoz sziikségiink volt egy hatékonyan
miikodd regeneracids rendszerre. A Genetika és Novénynemesités Tanszéken alkalmazott sz6l6
embriogén kallusz indukcios eljarads megfeleld alapot jelentett a munkankhoz. Célul tiiztiik ki egy a
meglévd regeneraciés modszer hatékonysagat meghaladd folyadékalapt rendszer kidolgozasat,
mely biztos alapot nytjthat a tovabbi kisérletekhez. Célul tiiztiik ki tovabba az embriogén kallusz
felszaporitas hatékonysaganak novelését és a szomatikus embriok fejlédésének szinkronizalasat. A
hatékony regeneracios rendszer fejlesztése utan célunk volt az in vitro mutécids és szelekcios

munkak megalapozasa.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1. Torténeti attekintés

A mult szazad elején, 1902-ben Haberlandt (Dudits és Heszky, 2003) felvetésével indult el a
novényi sejtek és kiilonbozoé szovetek tenyésztése in vitro kultarakban. Az akkori technologiai
szinvonalon azonban nem sikertilt a felvetés -a ndvényi szomatikus (testi) sejtek totipotencialjanak -
bizonyitasa. Erre 1958-ig, Steward kutatdcsoportjanak sikeréig kellet varni (Steward et al. 1958).
Az 1900-as évek elejétdl az 50-es évekig az alapvetd technikdk tokéletesitésén dolgoztak a kutatok.
White 1932-ben sikeresen vont tenyésztésbe ovulumokat, 1934-ben pedig paradicsom
gyokércsucsbol inditott gyokértenyészetet folyékony taptalajon (Dudits és Heszky, 2003). Ezen
munkak teremtették meg a késdbbickben a szervtenyészetek (levél, hajtas, virag) kialakitdsanak
lehetdségét. Gautehret kidolgozott modszere lehetdvé tette folyamatosan osztddd kalluszkultardk
1étesitését és fenntartdsat sargarépabol (Gautheret, 1959). A taptalajt mar agar-agarral szilarditottak
¢s tartalmazott kiilonb6zé novekedésszabalyozd vegyiileteket (példaul auxinokat). Overbeek,
Conklin ¢és Steward (Dudits és Heszky, 2003) kokuszdiotejjel és szintetikus auxinnal kallusz
(dedifferencialt novényi sejtek tomege) fejlodését indukaltak mar differencialt sejtekbdl. Skoog és
Miller (Skoog és Miller, 1957) sikerrel izolalta és azonositotta a ndvekedésszabalyozok egy ujabb
csoportjat, aminek els6 képvisel6jét Kinetinnek nevezett el. Murashige és Skoog 1962-ben dolgozta
ki dohany kalluszon az azdta széles korben elterjedt MS-alaptaptalajt (Murashige és Skoog, 1962).
1959-ben Melchers és Bergmann (Dudits és Heszky, 2003) tokéletesitette a szuszpenzids kultarat.
1958-ban (Dudits és Heszky, 2003) felfedezték a differencialodas egy Ujabb lehetséges tutjat, a
szomatikus embriogenezist (testi sejtekbdl novényi embriok fejlddésének indukalésa). Az eddigi
szomatikus sejtek manipulacidja mellett, 1964-ben sikeriilt eldszor Datura sp. portokkultirabol
mikrospoéra eredetii haploid ndvényeket regeneralni (Sipra és Maheshwari, 1964) Az eredményiiket
1968-ban sikeresen ismételte meg Nitsch dohanyon valamint Ono rizsen (Dudits és Heszky, 2003).
1960-as évek végére érkezett a technolodgia arra a fejlettségi szintre, hogy alkalmazasa a gyakorlatba
is bekeriiljon. A modell fajok, mint példaul dohany, rizs, sargarépa stb. esetében a névény-sejt-
novény regeneracios rendszer ekkorra mar kidolgozasra keriilt. Innentdl fogva az egyedszintii
genetikai és élettani kutatasok sejtszintre is kiterjedtek. El8szor Cocking (Dudits és Heszky, 2003)
allitott eld sejtfaluktol megfosztott novényi sejteket (protoplasztokat) paradicsom gyodkércsucsi
sejtjeibol. Novényt csak majd tiz évvel késdbb, 1971-ben sikeriilt regeneralni Nagatdnak ¢és

Takebenek (Dudits és Heszky, 2003) ezekbdl a kulturdkbol. Ezt kovette az elsé protoplasztfizio
8



1972-ben. Carlson a Nicotiana glauca és a Nicotiana langsdorffii protoplasztjait fuzionaltatta és
sikeresen regeneralt novényeket. 1978-ban Aallitottdk eld az els6 szomatikus nemzetséghibridet.
Melchers ¢és munkatarsai (Dudits és Heszky, 2003) Solanum tuberosum és Lycopersicum
lycopersicon protoplasztjait fuzionaltattak. 1982-ben (Dudits, 1982) allitottak el6 az elso
aszimetrikus hibridet. Az aszimetrikus hibrideknél az egyik partner genomja szinte teljes mértékben
eliminalodik, csak extra kromoszéma marad meg. A protoplasztfuzid felgyorsitotta a mutans
sejtvonalak in vitro izolalasat. Kiemelked6 eredményt Maliga et al. értek el az 1970-es években a
sztreptomicin rezisztens dohannyal (Maliga et al. 1979). A protoplasztfiziora alapozott eljaras
vezetett a cibridek - a donor sejt adja a citoplazmat és vele a plasztiszokat az akceptor pedig a
sejtmagot - eléallitasahoz. A 70-es évek kozepén Galun és Maliga (Dudits és Heszky, 2003)
munkassaganak eredményeként fellendiilt az Gn. extrakromoszomalis genetika ami sikeres
kloroplasztisz és mitokondrium transzferhez, valamint rekombinaciohoz vezetett. A sejtfuziora
alapozott genetikai informécio atvitel tokéletesitését jelentette az izolalt organellumok atvitele.
Potrykus 1973-ban izolalt sejtmagot, Davey és munkatarsai kloroplasztiszokat, Szabados és
munkatarsai 1981-ben kromoszomakat voltak képesek célzottan protoplasztokba atvinni (Dudits és
Heszky, 2003.). A fejlédés elérehaladtaval 1étrehoztak az elsé novényi sejtekre alapozott ipari
méretll termelési rendszert. Az 1980-as (Dudits €s Heszky, 2003) években Japanba elindult az els6
sejtfermentacios rendszer mely sikonint allitott el6 Lithospermum erytrorhizon tenyésztésevel. A
kovetkezd 1épésre nem is kellett sokdig varni. 1983-ban és 84-ben egyidejlileg tobb kutatocsoport
(Fraley et al.; Horsch et al.; De Block et al.) is beszamolt az els6 mesterségesen eldallitott
transzgénikus dohdny novényekrél. 1986-ban a Science és a Nature hasabjain szinte egyidében
szamoltak be virus, rovar és herbicidrezisztens GM novények sikeres eldallitasarol. A 80-as évek
végén az USA-ban és Eurdpaban elindultak az elsé szantofoldi kisérletek az (j GM fajtakkal. Az
elsé transzgénikus novény 1994-ben keriilt kézforgalomba és az 10 fajtak eldallitasa azota is

folyamatos (Dudits és Heszky, 2003).

4.2. Novény-sejt-novény rendszer

A novényeknél in vitro kultarakban két, egymastol igen eltér6é fejlédési iranyt sikeriilt
indukalni és fenntartani: a szomatikus embriogenezist és az organogenezist. Az organogenezisen
beliil jarhato két fo ut: a merisztéma differencialodas, majd ebbdl hajtas vagy gyokér és végil a

novény fejlodésének indukalasa, valamint a szervdifferencialodas. A szervdifferencialédas soran



nem kozvetleniil kalluszsejtek differencialédnak, hanem a tenyészetben mar differencidlodott sejtek

(merisztéma, gyokér, szar) tovabbi morfogenezisének az eredménye (2. abra).
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2.4bra A morfogenezis alternativ utjai a magasabb rendli ndvények sejt és szovettenyészeteiben
(Dudits és Heszky, 2003).

A szomatikus embriogenezis, mely sordn differencidlatlan testi sejtekbdl (kallusz) normal
fejlédésti embriok, majd teljes ndvények regeneralhatdak, egyediilallo az éldvilagban és jelen
tudasunk szerint csak a ndvényekre jellemzd. A szomatikus embriogenezist el8szOr sargarépa
kalluszon indukaltak, azota szamos novényfajnal alkalmazzak rutinszeriien. Az embriogenezis elsd
Iépése a merisztematikus kozpontok kialakuldsa, mely hasonlé az organogenezishez. A
merisztematikus kdzpontok feliileti sejtjeibdl indul a differencidlodas (Dudits és Heszky, 2003). A
fejlédés soran mar a néhany sejtes proembrid elkiiloniil a tobbi sejttdl. Felszinén nem lehet
plazmodezmdkat megfigyelni. Az embriondlissa valt sejtek eldszor transzverzalisan osztddnak,
létrehozva igy a kétsejtes proembridt. Az apikalis sejt longitudinalisan osztddva 1étrehozza a harom
sejtes T alakll proembridt. A két terminalis sejt osztdoddsa soran eldszor kvadranst majd oktanst hoz
létre. Ez alatt a szuszpenzor sejt is osztodik. A tovabbiakban az embriokezdemény sejtjei

periklinalisan osztédnak, melynek eredményeképpen kialakul a centralis periferialis merisztémataj.
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Az in vivo embrigenezishez hasonldan a hipofizissejt is osztodik. A fejlédés soran fokozatosan
kovetkeznek az in vivo megfigyelheté embridalakok, a soksejtes gomb, a sziv és a torpedostadium.
Kozben az embrio bipolarossa valik. A szuszpenzor feldli oldalon a gyodkércsucs, az ellentétes
oldalon pedig a sziklevelek kezdenek differenecialédni. A radikula és a hipokotilkezdemények
megnyuldsdnak eredménye a torpedostddiumu embrio. Ezt kovetden a sziklevelek fejlodése
altalaban megall és megindul az embri6 szoveteinek differencialédasa (Dudits és Heszky, 2003) (3.

abra).

embriogén sejt

» 0-0

- Szomatikus embriogenezis
testi sejt
sejtosztodas
’'d / ) apikalis
rész
8 vakuélumos sejt
2 sejtes embrio ’ o
4 sejtes embrio
N 8 sejtes stadium
= 3'/ sziklevelek Kkozponti
resz
OM'
szuszpenzor
/ \ 0|
hipofizis régio
/ o/
korai gémb stadium > o bazilis
o rész

gomb stadium  atmeneti sziv stadium torpedo stadium
stadium

3.abra Szomatikus embriogenezis fejlédésének szakaszai (Plant and Soil Sciences eLibrary, 2012
http://plantandsoil.unl.edu/pages/)

Szomatikus embriogenezis soran a normalis fejlddésti embriok mellett eléfordul, hogy az
embriok egy része a fejlodés valamely fazisdban megreked (gémb, sziv, torpedd, szikleveles) illetve
eltérések tapasztalhatoak néha a sziklevelek szamaban (Jayasankar et al. 2003). Egyes esetekben
eléfordul, hogy az embridk fuzionalhatnak illetve hogy egyazon gémbstadiumi embriéon tobb,
tovabbi embrio is fejlédhet (masodlagos embriogenezis) (4.abra) (Dos Santos et al. 2006).
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4. dbra Szomatikus embriogenezis kiilonb6z6 utjai szoja (Glycine max) esetén.

a. Szomatikus embri6 kiinduld sejtjei. b. Bazalis sejtek antiklinalis osztodasa. c-f. Bazalis sejtek
periklinalis osztddasok utan. g. Gomb stadium. h. Sziv stddium. i. Torpedd stadium. j. Szikleveles
embrid. k. Kibdviilt elsédleges gomb stadiumi embrio. 1. 3 ndvekedési kozpontot mutatd allapot. m.
Kiilonbség a masodlagos és elsddleges embrid kozott. n. Korai szakaszban hamsejtekbdl kialakulo
globularis embriok. 0. Gomb stadiuma embriok fuzidja. p. Kiilonleges szikleveles embrid. (ac=
apikalis sejt, bc= bazalis sejt)

4.3. Sz016 embriogén kallusz indukcio, novényregeneracio szilard taptalajon

A hatékony novény-Sejt-novény rendszer alapvetd feltétele szamos modszer sikeres
kivitelezésének. A szomatikus embriogenezis tobbek kozott nemesitési programok szerves részét
képezheti (Martinelli és Gribaudo, 2001) a nemesitési folyamat felgyorsitasaval, és megfelel6
alapot biztosit a rezisztencianemesités szamara is (Bouqet €és Torregrosa, 2003). E modszer
felhasznalasaval lehetdség nyilik mutinsizoldlasra (Ahloowalia et al. 2004), virusmentesitésre
(Gambino et al. 2006), mikrooltas kivitelezésére (Torres-Vinals et al. 2004), és a genetikai
transzformacionak (Kikkert et al. 2001) is biztos alapot ad. Sz616 esetén az els6 sikeres szomatikus
embriogenezisrdl Mullins €s Srinivasan szamolt be 1976-ban (Mullins és Srinivasan, 1976), mig az
elsO jarulékos organogenezisrél Rajeskaran és Mullins 1981-ben (Rajesakaran és Mullins, 1981). A
Vitis nemzetségen beliil szamos fajbol sikeriilt regeneralt novényeket eldallitani. Tobbek kozott
Vitis vinifera (Mauro et al.1986), Vitis thunbergii (Harst, 1995), Vitis berlandieri (Cersosimo et al.
1990), Vitis amurensis (Mozsar és Siile, 1994), Vitis rupestris (Stamp és Meredith, 1988), Vitis

rotundifolia (Gray, 1992), Vitis longii (Gray és Mortensen, 1987), Vitis aestivalis (Matsuta, 1992)
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és Vitis latifolia (Salunkhe et al. 1999) fajok esetében. Mivel még nem létezik egy altalanosan
minden fajra €s genotipusra jol haszndlhatd indukcids €s regeneracids eljaras ezért a termeszto
korzetek legfontosabb fajtaira fokuszalnak a kutatdsok. Elmondhatjuk, hogy a ndvény szinte
minden részébdl megkisérelték a regenerdciot. Zigotikus embriobol Emershad és Ramming 1994-
ben vitt végre sikeres szomatikus embriogenezist (Emershad ¢és Ramming, 1994). A virag
kiilonbozo részeibdl is allitottak elé embriokat. Felhasznalasra keriilt a maghéz és a termo (Gray €s
Mortensen, 1987) és a portok (Rajasekaran ¢s Mullins, 1979; Mozsar és Siile 1994). A levélen és
levélnyélen is létrehoztak sikeres indukciot és regeneraciot (Krul és Worley, 1977). A kisérletek
kiterjedtek egyéb novényi részre is, kacsbol (Salunkhe et al. 1997) hajtads szegmensbdl (Krul és
Worley, 1977), hipokotil és jarulékos gyokér felhasznalasaval (Vilaplana és Mullins, 1989)
allitottak el6 szomatikus embriokat. Protoplaszt felhasznalasaval is értek el sikeres szomatikus
embriogenezist (Zhu et al. 1997). Habar a ndvény szinte minden részébdl lehet sikeresen
embriogenezist indukalni mégis 3 inokulomot hasznalnak leggyakrabban, ezek pedig a portok
(Altamura et al. 1992), termd (Srinivasan és Mullins, 1980) és zigotikus embrié (Stamp és
Meredith, 1988). Az embriogén kallusz indukciojat jelentdsen befolyasolja a genotipus (Gray,
1992). Szinte minden kutatds kozponti témdja a genotipushoz leginkabb megfeleld taptalaj
kivalasztasa €s az alkalmazott hormonok kombindcidja és koncentracidja. A két leggyakrabban
hasznalt taptalaj: a NN és (Nitsch és Nitsch, 1969.) és MS (Murashige és Skoog, 1962). Ezen
alaptaptalajokat hasznaljak fel modositva (példaul aktiv szenes kiegészités (Thomas, 2008)) a
leggyakrabban az indukcid és regeneracio folyaman. Az embriogén tenyészet inditasanak egyik
kozponti kérdése a felhasznalt hormonok fajtaja és koncentracioja. A leggyakrabban alkalmazott
kombinaci6 a 2,4-D és BAP (Robacker 1993; Mozsar és Siile, 1994). Az indukcio6 és regeneracid

hatékonysaganak fokozasara tobb modszert alkalmaznak.

A kallusz indukci6 hatékonysaganak fokozasara a zart viragzat 48-72 6rés hidegkezelésének
hatékonysagarol szamoltak be a portokok izolacioja el6tt (Perl et al. 1995). Csirazdé embrio
hajtasfejlodését 1-1,5M koncentracioban alkalmazott BAP jelentésen megndveli (Gray és
Mortensen, 1987; Salunkhe et al. 1997). Egy masik kutatocsoport hasonlo eredményrdl szamolt be,
de az 1,1M BAP-ot 5M IAA-val egészitették ki (Torregrosa et al. 1995). Egyes szerzok a
hidegkezelés hatékonysagardl szdmoltak be sz616 szomatikus embriogenezis esetében (Mauro et al.
1986; Rajasekaran és Mullins, 1979). Mas szerzdk szerint viszont nem fokozza a hatékonysagot a
hidegkezelés (Salunkhe et al. 1997). A regeneracids rata fokozasara felhasznalnak mas vegytileteket
IS. Marou és munkatarsai a kazeinhidrolizatum, glutamin €és adenin hasznalatat vizsgaltak (Mauro et
al. 1986), egy masik kisérletben pedig maltdoz és glicerol felhasznalasaval sikeriilt javitani a
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hatékonysagon (Mauro et al. 1995). A szomatikus embriogenezis eldnye lehet az egy sejtbdl induld
embriofejlodés (Faure et al. 1996). Ezzel szemben az organogenezis egyik legnagyobb hatranya a
kimérak magas aranya (Perl ¢és Eshdat, 1998). A szomatikus embriogenezis mellett az
organogenezisen alapuld novényregeneracios rendszerek esetében is értek el sikereket, pl.: fiatal
levélbol (Péros et al. 1998), hajtasszegmensbdl (Rajasekaran és Mullins, 1981), portokbol
(Cersosimo et al. 1990) valamint riigyb6l indukalt merisztémabol (Mezetti et al. 2002) neveltek fel

intakt novényeket.

4.4. Novényregeneracio folyékony taptalajon

A szilard taptalajon folyd szomatikus embriogenezis kutatdsok mellett folyadékkultarak
1étesitésére is sor keriilt. Az els6 sikeres inditasrol 1992-ben szamoltak be (Coutos-Thevenot et al.
1992a). Habar ez a technika még kevésbé elterjedt, de szamolni kell a folyamatos térnyerésével a
nagyobb hatékonysag és az embridfejlodés jobb és egyoOntetiibb szinkronizacidjabol kifolyolag.
Ugyanakkor a nagyobb technologiai fegyelemet igényl6 a folyadékkulturak eredményességét az
irodalom igazolt (Vidal et al. 2009) ¢és felhasznalasuk leginkabb a géntechnologiaban szolgalt
biztatd6 eredménnyel (Vidal et al. 2003). A szinkronizacié eldsegitésével lehetdveé valik az
automatizalas ¢és jelentds koltségesokkentés érhetd el (Tonon et al. 2001). A folyadékkultaraban
torténd felszaporitds és indukcid folyamdn szamos problémaba litkoztek, tobbek kozott fokozott
barnulast tapasztaltak, mely a tenyészet elhalasat jelenti a friss tomeg gyarapodas leallasaval és a
sejtszuszpenziok embriogén jellegének elvesztésével. E problémak kikiiszobolésére szamos
eredmény sziiletett. Sikeresen alkalmaztak alacsony sejtszamu tenyésztést, illetve kiilonb6zo
antioxidans kiegészitOket (Coutos-Thevenot et al. 1992b). Van Engelen és munkatarsai a tenyésztés
sordn a taptalajban megjelend anyagcsere termékekben vélték felfedezni a problémék okozdjat (Van
Engelen et al. 1992). Amar ¢és munkatarsai a taptalajpba a kultarak altal kivalasztott
arabinogalaktanok friss tomeg gyarapodasara gyakorolt indukald hatasarol szamoltak be (Amar et
al. 2007). A kutatasok kiterjedtek az embriok szinkronizalaséara is. Tobb ndvénynél sikeriilt elérni
szinkronizalt embriogenezist, ilyenek példaul a kdris (Tonon et al. 2001), a szdja (Kim et al. 2004)
vagy a sargarépa (Fujimura és Komamine, 1979.). Sz616 esetében még nem sikeriilt szinkronizalni
az embriofejlodést (Jayasankar et al. 1999; Colova, 2007). Bar az eredmények biztatoéak, de még
nem tekinthetd teljesen megoldottnak a szinkronizalt embriogenezis megvaldsitdsa. Egyes
tanulmanyok kiterjedtek az anatomidra és morfologiara is (Jayasankar et al. 1999, 2003), ezek a

munkak emlitést tesznek az embridk fejlédési allapotainak nagyfoka heterogenitasarol, az embriok
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méretbeli eltéréseirdl valamint feltételezik az embridk nyugalmi allapotat is. Ezzel szemben eltérd
eredményeket értek el Amar és munkatarsai, akik kozel azonos fejlettségii embriokrol szamoltak be

nyugalmi idészak nélkiil (Amar et al. 2007).

4.5. In vitro mutacié és szelekcié

Az 6rokité anyagban térténé mutacié mind az allatok mind pedig a névények esetében az 1j
variaciok megjelenésének egyik alapvetd forrdsa. Hatasuk a letdlistol az 1) tulajdonsagok
megjelenéséig terjedhet. Szdmos mutacié nem jelenik meg a fenotipus szintjén, mig néhany jelentds
valtozasokat okozhat. Ilyen lehet példaul az anyagcsere enzimjeinek sériilése mutacio révén. Ezek a
mutaciok a ndvényélettanban jelentenek fontos kutatasi alapot az egyes biokémiai utak
felderitésében. A mutansok felhasznéldsa élettani, alapkutatdsi szempontbol is fontos lehet. A
nemesités is felhasznalja a mutacidval eldallitott variansokat. Ha nem is sikeriil kdzvetleniil konkrét

fajtat el6allitani, akkor a nemesitési alapanyagok bovitésére hasznalhatjak fel (Toth és Bodi, 2006).

A mutacio fajtai lehetnek: spontan a természetes folyamatok altal eldidézett vagy indukalt.
A mutécio eredményeként megjelend nem letalis tulajdonsag lehet domindns vagy recessziv. A testi
sejtek genetikai alloméanyaban bekovetkezd valtozas soran szomatikus, mig az ivarsejtek genetikai
allomanyanak modosulasa esetén gametikus mutdciordl beszélhetiink. A mutacid tipusai szerint
beszélhetiink kromoszéma szerkezeti €s szambeli mutaciokrdl vagy csak egy bazispart érintd
véltozasrdl, a pontmutaciorol. A pontmuticionak két valtozata van, mely lehet tranzicid vagy

transzverzio.

A pontmutacid fehérje szintjén bekodvetkezd fajtai:

e Silent - ,,csendes” mutacio. A tripletben bekovetkez6 bazisvaltozas mely nem eredményez 1j
aminosavat.

e Neutral — 0j aminosav épiil be a fehérjébe, de a fehérje funkcidjat észrevehetéen nem
modositja.

e Missense — megvaltozott értelmii, a beépiilt ij aminosav a fehérje funkcidvesztésével vagy
modosulasaval jar.

e Nonsense — ,.értelmetlen” altalaban stop kodon keletkezik, ezért a fehérje elveszti funkcigjat

az 1d¢ el6tti elongécid leallitdsa miatt.
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o Frameshift — kereteltolodas, egy vagy két bazis kiesése vagy beépiilése révén modosulnak a

tripletek, melynek eredményeként teljesen uj aminosav sorrend keletkezik.

A mutaciotol elvalaszthatatlan a reverzid folyamata, vagyis a back mutaci6. Ilyenkor a
megvaltozott DNS szekvencia visszaall ugy, hogy ismét az eredeti funkcioja all helyre a fehérjének,
ennek két tipusat ismerjiik. Az egyik az exakt reverzio, melynek eredményeképpen DNS szinten iS
visszaall az eredeti allapot. A masik reverzios folyamat az ekvuivalens reverzido mely soran, DNS
szinten nem, csak funkci6jaban all vissza az eredeti allapot. A reverzido mellet van még egy masik
vad fenotipust visszaallito modosulas. Ez a szupresszor mutacio. Ez csak kozvetett visszaalakulast
jelent. A masodik mutéacié a genomban mashol kovetkezik be, ami elnyomja az elsdédleges mutacio
hatasat. Két tipusa ismert az, intragénikus szupresszor mutaciok - génen beliil bekdvetkezd masodik
mutacié melynek eredménye az eredeti funkcidé helyredlldsa - €s az extragénikus szupresszor

mutacio — génen kiviili mutaciok eredményeképpen helyreallo eredeti funkcié (Sutka, J. 2004).

Kromoszéma szerkezeti valtozasok és mutécio tipusaik:
e Delécid — a kromoszoma kisebb-nagyobb szegmentumanak elvesztése.
e Duplikacié — a kromoszoma kisebb-nagyobb szegmentumanak megkettézodése.
e Inverzio — a kromoszoma kisebb-nagyobb szegmentumanak forditott sorrendben torténd
1jboli beépiilése.
e Transzlokécid — két nem homoldg kromoszdéma kozott torténd szegmentum-athelyezddés
e Transzpozici6 — a kromoszdma vagy DNS kisebb-nagyobb szegmentumanak intra- vagy

interkromoszémas kivagddasa, be¢kelddése, inszercioja.

Kromoszoma szambeli valtozasok soran két f6 csoportot kiilonitiink el. Az egyik csoprt az euploidia
(a poliploid kromoszomaszama az alap kromoszoémaszam egész szamu tobbszorose). Az euploidia
tovabbi két csoportra oszthatd. Az autopoliploidia, mely soran a homoldg genom sokszorozodik.
Eredménye a diploid, triploid, tetraploid, pentaploid, hexaploid, oktoploid genom. Az euploidia
masik valtozata az allopoliploidia — kett6 vagy tobb faj genomja talalhatdo meg egy névényegyeden
beliil (pl.: hexaploid buza). A masik csoport az aneuploidia, mely soran csak egyes kromoszomak
esetében valtozik a kromoszémaszam, vagyis az aneuploidok nem a kromoszoma alapszam egész
szamu tobbszOrdsét hordozzak. Eredményezhet nulliszom, monoszom, triszém ¢€s tetraszom

allapotot (Velich, 1. 2001).

A mutacio bekovetkezhet spontan modon valamint indukalhatok is. Mutaciok eldidézése

szamos modon torténhet, példaul kémiai vagy fizikai mutagének alkalmazasaval (1. tdblazat).
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1. tablazat In vitro indukalt mutagenezishez alkalmazhat6 kémiai és fizikai mutagének.

Kémiai mutagének fizikia mutagének
A
e alkilalo szerek (mustargaz, | ionizald besugarzas:
EMS, El, NEK, EMK)
e bazis analogok (5BU, 2AP) o clektromagneses sugarzas
e salatromossav (rontgen, X-sugarak és kozmikus
o akridinfestékek(proflavin, sugarak) _
akridin narancs, ICR 191) e korpuszkularis sugarzasok (béta és
alfa részecskék, protonok,
neutronok)

e ultraibolya sugarzas

mutagén agensek alkalmazasanak egyik oka, hogy jelentésen emelik a mutdcios ratat, igy nagyobb
esély van a populacioban mutansok szelektalasara (Dudits és Heszky, 2003). A mutacid
gyakorisdgat a mutacios rataval fejezziik ki. A mutacids rata megadja, a mutaciok szamat génre és
idéegységre vetitve. Az egyes faktorok nem csak hatékonysagban térnek el egymastdl, hanem az
alkalmazasuk koriilményességében és veszélyességében is. Az elmult 70 évben mintegy 2250 fajtat
allitottak el indukalt mutagenezissel (Ahloowalia et al. 2004). A sz616héz hasonldéan vegetativan
szaporitott novényeknél (szO6l0, banan, ananasz, burgonya) a munkdk tobbségében valamely
novényi rész kezelését végezték el: riigy, hajtasszegmens, hajtascsucs, levél (Predieri, 2001).
Ezekben az esetekben viszont a mutansok felnevelését kovetden a kimérdk magas szdmaval kell
szdmolni, mivel a regeneransok nem egy sejtbdl szdrmaznak. Ennek egyetlen elkeriilési lehetosége
protoplaszt kultirdk hasznalata vagy sejtszuszpenziok mutacidja, ahol szomatikus embriogenezisen
keresztiil van lehetdség novényt regeneralni, mert itt az embriok egyetlen sejtb6l fejlddnek

(Ahloowalia és Maluszynski, 2001; Mba et al. 2009).

A sejttenyészeteknél kihasznalhatd a szomaklonalis variabilitas jelensége, ami a spontan
mutaciok eredménye. A novények kiilonféle szomatikus (testi) szoveteibdl létesitett in vitro
kultardkbol (kallusz, sejtszuszpenzid, protoplaszt) regeneralt ndvények kozott kimutathatd
kiilonbségeket nevezziik szomaklonalis variabilitasnak (Larkin és Scowcroft, 1981). Maga az in
vitro tenyésztés is felfoghato mutagén kezelésként. A szintetikus névekedésserkenték alkalmazasa,
a de- és redifferencialodas folyamata mind-mind ndvelik a tenyészetben a variabilitas mértékét
(Dudits és Heszky, 2003). Nem létezik egy jol koriilirhatdé mechanizmus vagy faktor, amely a
szomaklondlis variabilitds egyediili kivaltoja lenne. Feltételezhetden tobb tényezd egyiittes megléte

sziikséges a szomaklon sejtek felszaporodasahoz. Ilyen faktorok lehetnek még a tenyészetek kora,
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valamint a genotipus. A passzalasok szdmaval ugyanis nd a variabilitds mértéke ezekben a
kultardkban (Jain, 2001). Szabadfoldon a teljes ndvények szintjén végzett mutansizolalassal
szemben az in vitro modszer egyik legnagyobb elénye, hogy lehetdséget ad hatékony szelekcios
nyomds alkalmazéisara. A téptalajhoz adagolt szelekcids dgensek tobbfélék lehetnek.
Leggyakoribbak szdrazsagstressz esetén a PEG vagy mannitol, sotirés esetén a NaCl vagy
tengerviz (Rai et al. 2011). Oxidativ stresszre akar paraquat taptalajhoz torténd adagoldsaval
(Bittsanszky et al. 2009) lehet szelektalni, vagy akar megndvekedett aluminium tolerancia érheté6 el
AICl; adagolasaval (Zhu et al. 2003.).

Az in vitro mutagenezis (vagy akar a tenyészetekben mar meglévé szomaklonalis
variabilitast felhasznalva) alkalmazasa sejttenyészetek esetén korlatozottan hasznalhat6. Olyan
tulajdonsagokra, mint a termésatlag vagy a tenyészidd hossza, nem tudunk szelektalni. A korlatozés
abbol adodik, hogy csak a dedifferencialddott, aktivan osztodo tenyészetekben, elsGsorban alapvetd
sejtfunkcidkat érintd mutaciok szelektalhatdak, vagyis csak a sejtszinten megjelend tulajdonsagokat
tudjuk felhasznalni a szelekcio soran, példaul rezisztencia herbicidekkel szemben vagy kiillonboz6
biotikus ¢és abiotikus stressz hatdsokra. Az igy szelektalt rezisztens sejt/sejtek esetén is elédfordulhat
azonban, hogy az elényosnek mutatkozo tulajdonsag az egyed szintjén mar nem jelenik meg.
Mindezen negativumok ellenére egy nagy eldonye mégis van a modszernek, hogy elviekben minden
egyes sejtbdl lehetséges intakt novényt regeneralni, ezért egy iddben hatalmas populacioval tudunk
dolgozni szelekcids nyomas alatt. Egy masik nem elhanyagolhatd szempont, hogy a munkank
nagyrészt fliggetlenithetd az évszakoktol is. A szelekcid kivitelezése soran alkalmazhatunk
kozvetlen vagy kozvetett szelekcidt, attol fiiggden, hogy a mutdns vagy a vad tipusra folyik a
szelekcio. A szelekcids agenst adagolhatjuk fokozatosan emelkedd koncentracioban - igy az
atmeneti érzékenységet mutatd sejteknek esélyt adva a tilélésre - vagy a szelekcio kezdetétdl magas
koncentracioban, valamint id6szakonként meg is lehet szakitani azt rovidebb periddusokra (Rai et

al. 2011).
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5. ANYAG és MODSZER

5.1. Embriogén kallusz indukcio

Az embriogén kallusz kultardk inditasdhoz sziikséges szOlovesszOket a Pécsi
Tudomanyegyetem Szolészeti €s Bordszati Intézet Sz6ldnemesitési €s Génmegdrzési Tanszékének
vezet6jétdl Dr. Kozma Paltol, valamint a Budapesti Corvinus Egyetem SzOlészeti és Boraszati
Kutatéintézet tudomanyos fomunkatarsatoél, Dr. Szegedi Ernétél kaptuk. Embriogén kallusz
indukciot 8 fajta tobb klonjanak portok kKultarajan kiséreltiink meg: a 'T5.C', 'T5C GM®6', 'Richter
110", 'Georgikon 28', 'Rajnai rizling', 'SO4', 'Harslevelti p47', 'Harslevelti p41', 'Harsleveli p22',
'Furmint p41' és 'Furmint p19'. Az embrigén kallusz eléallitasahoz 2 kiilonbozo taptalajt: MSE
(Mozsar és Viczian, 1996) és az MST (Olah et al. 2003)-t hasznaltuk. MSE taptalaj egy MS alapu
taptalaj 20g/1 szacharozzal, 1,1mg/l 2,4-D-vel és 0,1mg/l BAP-nal kiegészitve, mig MST taptalaj
esetén a BAP-t 0,05mg/l thidiazuronnal helyettesitettiik. Az embriogén kultura inditasahoz
sziikséges portokokat liveghdzban hajtatott szolovesszok zart viragzatabol nyertiik. A téli nyugalmi
idészakban szedett vesszoket (melyeket a felhasznaldsig iiveghazban, nejlonzsakban taroltunk) 2
riigyes dugvanyokra vagtunk fel. A felvagést kovetéen gombaolészeres készitményt tartalmazo
vizben egy oran at aztattuk a dugvanyokat. Az aztatast kovetden egy literes perlittel megtoltott
faiskolai konténerbe keriiltek. Egy konténerbe 3 dugvanyt helyeztiink el. A konténereket csapvizzel
nedvesitettiik. A kihajtast kovetéen, mely 2-3 hét utan kovetkezett be hetente eltavolitasra kertiltek
a levelek. A novény fotoszintetikus apparatusatol részlegesen megfosztva arra kényszeritettiik, hogy
a kihajtott viragzatot hasznalja fel a fotoszintézishez, igy elérhettilk, hogy nem rugta el a
viragzatokat. Uveghéazban az inditast kovetéen kb. az 5. hét kdzepére érik el a virdgzatok a
megfeleld stadiumot. Embriogén kallusz indukcidjdhoz alkalmas portokok 0,1-0,5mm hosszaak,
fehér/attetsz6 szintiek, a viragzatok még nem nyiltak fel. A viragzatokat leszedésiik utan 4 napig
4°C-on torténd hidegkezelésnek vetjiik ald petricsészében nedves szlirOpapiron. A portokok
kipreparalasa el6tt fert6tlenitettiik a viragzatokat 10% NaOCI oldatban nedvesitészer (Twin-20)
mellett. Ezt kovetden haromszori 10 perces steril desztillalt vizes oOblitést alkalmaztunk. A mar
steril, de felhasznaldsra rogton nem keriild virdgzatrészeket steril desztillalt vizzel nedvesitve
petricsészébe helyeztiik a tovabbi tarolasra. A portokok kipreparaldsa a virdgokbol
sztereomikroszkop alatt, ltalunk 4talakitott landzsatii és csipesz segitségével tortént. Torekedtiink a
portokok portoknyéllel egyiitt torténd taptalajra helyezésére. Tapasztalataink valamint a
szakirodalom alapjan ez fokozza az embriogén jellegli kalluszosodas mértékét. Minden egyes

petricsészébe 40 db portok kertilt lerakasra. A portokokkal feltoltott petricsészéket a tovabbiakban
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23°C-on sotétben taroltuk. Az inkubacié végén a megjelent embriogén kalluszokat friss taptalajra

passzaltuk at. Az embriogén kultirak fenntartdsat havonkénti passzalassal végezziik.

5.2. Eltéro osszetételii taptalajok hatasa a sejtszuszpenziok friss tomeg gyarapodasara

A Tanszéken rendelkezésiinkre all6 'Chardonnay' fajta embriogén kalluszaval elinditottunk egy
taptalaj 6sszehasonlito kisérletet. Célunk volt a laborkdriilményeik kozott legnagyobb friss tomeg
gyarapodast biztosito taptalaj megtaldlasa. Az embriogén sejtszuszpenzidk létesitésére €s a kallusz
friss tomeg gyarapodasara 8 kiilonféle taptalaj hatasat vizsgaltuk (2. tablazat). MSM (Murashige
and Skoog, 1962), CP (Duchefa Biochemie) (Chée and Pool, 1987) valamint MSB (Gamborg B5
makroelemek, Murashige and Skoog mikroelemek és vitamin) (Gamborg et al. 1968). A
taptalajokat kiilonb6z6 novekedésszabalyozokkal 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav, 2-naphtoxy-ecetsav
valamint szénforrassal egészitettiik ki (maltdz, szachardz). 30 ml embriogén sejtszuszpenzid
inditasdhoz 0,3g kalluszt hasznéltunk fel. A téptalaj részleges cseréjét hetente végeztiik, a taptalaj
1/3-ad részének eltavolitasa utan a denzitast friss taptalajjal 1g/100ml-re allitottuk be. A kultirakat
sikrazogépen 120 fordulat/perc mellett 25°C-on s6tétben tartottuk. 3-3 ismétlést végeztiink, a friss

tomeg gyarapodast minden héten feljegyeztiik.

2. tablazat Taptalaj 6sszehasonlito kisérlethez felhasznalt taptalajok ndvekedésszabalyozoi és
szénforrasai.

taptalaj | novekedésszabalyozé szénforras
MSM1 1 mg/l NOA 18 g/l maltoz
MSM2 1mg/l 2-4D 20 g/l szachardz
CP1 1mg/l 2-4D 18 g/l maltoz
CP2 1 mg/l NOA 18 g/l maltoz
MSB1 1mg/l 2-4D 60 g/l szacharo6z
MSB2 1 mg/l NOA 18 g/l maltoz
MSB3 1mg/l 2-4D 18 g/l maltoz
MSB4 1mg/l 2-4D 20 g/l szachardz
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5.3. Eltéro pH-ju taptalajok hatisa a sejtkultirak friss tomeg gyarapodasara, valamint a
kultarak pH-jara

Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy a kultirdk aktivan képesek megvaltoztatni a
taptalaj pH értékét. Kivancsiak voltunk, hogy a taptalaj eltér6 pH-ja ehhez mennyiben jarulhat
hozza. 'Richter 110" alany fajta esetében vizsgaltuk, hogy azonos fenntartasi koriilmények kozott
300mg kallusz/30ml taptalaj, hetenkénti taptalajcsere az elhasznalt taptalaj 1/3-ad részének
eltavolitasa, majd friss taptalajjal a kezdeti denzitds bedllitdsa mellett, a taptalaj eltéré pH-janak

milyen hatdsa van a kultarak friss témeg gyarapodasara, valamint a kultarak pH-jara.

Négy kiilonboz6 taptalajt hatasat vizsgaltunk: a pH-t 5,8-ra, 4,6-ra valamint 4,3-ra allitottuk
be a taptalaj autokldvozasa el6tt citromsavval. Az 5,8-4,3 taptalaj esetén a pH-t autoklavozas elott
5,8-ra majd autoklavozas utén steril citromsavval 4,3-ra allitottuk be. Mind a 4 esetben 3-3 ismétlést

végeztiink. Mind a kultarak friss tomegét, mind a pH-t 6 héten keresztiil minden héten mértiik.

5.4. Taptalajcsere optimalizalasa, sejtaggregatum tipusok azonositasa

Miutan kivalasztottuk a szamunkra megfeleld taptalajt a kovetkezd 1€épés a taptalajcsere
modjanak optimalizalasa volt. Erre azért volt sziikség, mert az irodalomban egymastol igen eltérd
fenntartasi modokat talaltunk. Eltéréseket talaltunk a kiilonb6z6 munkak esetében az alkalmazott
denzitasban, a taptalaj cserélésének intenzitdsdban (hetente, kéthetente), a friss és hasznalt taptalaj
aranyaban. C¢lul tiiztiikk ki, ezen modszereknél hatékonyabb vagy kevesebb munkaerd raforditast
1gényl6 eljaras kidolgozasat. Kisérletiinkben a 'Richter 110" fajta kalluszat hasznaltuk fel MSM1
taptalajon. 6 kiilonboz6 mddszert vizsgaltunk egyszerre. Minden héten megmeértiik a szuszpenziok
friss tomeg gyarapodasat, valamint a kultirak pH-jat is. A kultarak létesitéséhez mind a 6 tipus
esetén 120ml-es Erlenmeyer lombikokat hasznaltunk, tipusonként 5 ismétléssel. Minden lombikba
30ml friss taptalaj keriilt. Egyes tipusok esetén eltérd kallusz tomeggel indultunk. A taptalajcsere

gyakorisaga minden valtozatnal egy hét volt. 5 héten keresztiil folytattuk méréseinket.
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A taptalajcsere alabbi valtozatait alkalmaztuk:

I. Lombikonként 300mg a kiinduld kallusz tomege. A taptalajcsere modja: minden héten a
régi taptalaj 1/3-at eltavolitottuk és a denzitast beallitottuk friss taptalaj hozzaadasaval
19/100ml-re.

Il. Lombikonként 150mg a kiinduld kallusz tomege. A taptalajcsere modja: minden héten a
régi taptalaj 1/3-at eltavolitottuk és a denzitast beallitottuk friss taptalaj hozzaadasaval
0,5g9/100ml-re.

I1l. Lombikonként 600mg a kiinduld kallusz tomege. A taptalajcsere mddja: minden héten a
régi taptalaj 1/3-at eltavolitottuk és a denzitast beallitottuk friss taptalaj hozzaadasaval
29/100ml-re.

IV. Lombikonként 300mg a kiinduld kallusz tomege. A taptalajcsere modja: minden héten a
denzitast beallitottuk friss taptalaj hozzaadasaval 1g/100ml-re.

V. Lombikonként 300mg a kiindulé kallusz tomege. A tdptalajcsere mddja: minden héten
megduplaztuk a taptalaj térfogatat.

VI. Lombikonként 300mg a kiinduld kallusz tomege. A taptalajcsere modja: minden héten a
régi taptalaj 1/2-ét eltavolitottuk és friss taptalaj hozzaadasaval kiegészitettik a

kiindulasi 30ml-re.

A taptalajok pH-jat az eltavolitasra keriild részbdl hataroztuk meg, igy a IV. és V. valtozatnal
nem tudtuk az eljards miatt minden héten mérni a pH-t, mivel az a kultardk fenntartidsanak
megvaltoztatasaval jart volna. Itt csak a kezdeti és az 5. hét eredményei allnak rendelkezésiinkre. A
masik négy eljarasnal hetente rogzitettiik a pH alakulasat. A pH-at azért kovettiik nyomon, mert
kivancsiak voltunk lehet-e Osszefliggést talalni a pH alakulasa és a tomeggyarapodas, illetve a
sejtszuszpenziok morfoldgidja kozott és a kulturdk képesek-e aktivan befolyasolni azt.

Téptalajcsere hetenkénti kivitelezését az alabbi 1épésekben végeztiik:

1. A kallusz kinyerése. Erlenmeyerre helyezett sajat gyartmanyu rozsdamentes steril sziirére
fektetett steril Miracloth (Calbiochem) sziirén atfolyattuk a szuszpenziokat automata pipettor
segitségével.

2. A kallusz zéarhato steril centrifugacsdbe helyezése és a tomegének lemérése. A
centrifugacsoveket eldzetesen feliratoztuk és lemértiik a tomegiiket.

3. Ezt kovetden visszamértiik a régi taptalaj térfogatat és meghataroztuk az eltavolitando
mennyiséget.

4. A kallusz tomege alapjan a fenntartdsi modnak megfeleld végtérfogat megéllapitasa.
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5. A régi és friss taptalajbol a végtérfogatnak megfeleld mennyiség kimérése és Osszeallitasa.
6. A kallusz visszahelyezése a frissitett taptalajba.

7. A centrifugacsObe régi taptalaj helyezése a pH méréshez.

A kiilonbozd  sejtaggregatum tipusok elkiilonitésére kiilonbozd a mikroszkdpiaban
alkalmazott festékek vizsgalatat végeztiik el: Lugol-oldat (kalium jodid vizes oldata), szafranin és a

bazikus festékek koziil a toluidinkéket hatasat vizsgaltuk fénymikroszkop alatt.

5.5. Fajta osszehasonlito kisérlet

A taptalajcsere modjanak optimalizalasa utan beallitottunk egy fajta dsszehasonlitod kisérletet. Ot
fajtaval dolgoztunk: ’Richter 110°, ’Chardonnay’, ’Furmint p14°, "Harslevelli p22°, ’Rajnai rizling’.
Az Osszehasonlitas alapjat a friss kallusz hetenkénti tdmeg gyarapodasa valamint a kultarak pH-
janak hetenkénti valtozasa képezte. A vizsgalat sordn hetenkénti taptalajcserét végeztiink. Ekkor
mértikk a friss kallusz tomeget és a pH-at. A kiindulas soran 125ml-es Erlenmeyer lombikot
hasznaltunk. Két hét utan atkertiltek 500ml-es Erlenmeyer lombikba a tenyészetek. Mind az &t
fajtanal a kiindulasi kallusz tomege 150mg volt. Ez 30ml MSM1 téptalajba keriilt. 4-4 ismétlés
esetén a hetenkénti taptalajcserénél a 0,5g/100ml denzitést allitottuk be. A tomeg és pH méréseket

az el6z6 pontban ismertettek alapjan végeztiik el.

5.6. Szomatikus embriogenezis indukcidja

Az embriogén Kkallusz felszaporitasa (proliferacidja) és az indirekt Szomatikus
embriogenezis indukcigja eltérd kornyezeti feltételeket igényel. Mig a proliferacidé mesterséges
novekedésszabalyozok jelenlétében torténik, addig a szomatikus embriogenezist hormonmentes
taptalajon indukaljuk. A mesterséges auxinok megvondsa mellett tovabbi fizikai paraméterek
indukalo, illetve a szomatikus embriogenezis hatékonysagat befolyasold hatasardl szamoltak be.
Ilyen paraméterek a tovabbiakban alkalmazott alacsonyabb sejtstirliség (denzitas), a téaptalaj
teljes/részleges hetenkénti cseréje, a taptalaj kiegészitése a kultirdkra nem toxikus pufferrel (pl.
MES), aktivszén alkalmazasa, a taptalaj kiilonbozd nitrogén forrasainak megvaltoztatisa, egyes

esetekben novekedésszabalyozok alkalmazasa alacsony koncentracioban.

Els6ként 6 kiillonboz6 taptalaj hatasat vizsgaltuk (R1-R6) a szomatikus embriogenezis
indukcidjara (3. tablazat). A proliferacio soran vizsgalt sejtsiiriiségek (5-20mg/ml) utan csékkentett

Img/ml denzitast alkalmaztunk 3-3 ismétlésben 50-50ml téptalajban, 5 héten keresztiil a taptalaj
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egészének hetenkénti friss taptalajra torténd cseréje mellett. Tovabbi kisérleteink soran az 5. hetet
kovetden jabb higitast alkalmaztunk az eddig R3 taptalajon fenntartott kultirak esetében tovabbi 3
hétig a taptalaj hetenkénti teljes cseréje mellett (1,2,4 és 10mg/ml denzitassal), valamint 1mg/ml
denzitas mellett R7 és RS taptalajokon 3-3 ismétlésben. Az embridkat ezt kdvetden minden esetben
szilard MSEMC (1/2 MS hormonmentes MS taptalaj, 10g/l szachardz, 1g/l aktiv szén, 4,5 g/l agar,
pH 5,8) taptalajra helyeztiik (Olah et al. 2003), Erlenmeyerenként 1-1 petricsészébe. Az R2 taptalaj
esetén tovabbi higitast alkalmaztunk (1mg/ml), majd 2 hetet kdvetden a fejlodott embriok egy részét

MSEMC téptalajra helyeztiik a regeneralodo képesség ellenérzése céljabol.
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3. tablazat Szomatikus embriogenezis indukciojara felhasznalt hormonmentes taptalajok. R1-R4
taptalajok 1/2MS hormonmentes taptalajok kiilonbozé kiegészitésekkel (MES, laktalbumin-
hidrolizatum, autokldvozas utan a pH 6-os értékre allitva). Az RS taptalaj modositott MS taptalaj
melyben az ammonium-nitratot Na-nitratra cserélték (Duchefa Biochemie), mig az R6 modositott
MS (Finer és Nagasawa) taptalaj melyben a KNO3; anyagmennyiségét 1,6-szorosara emelték, az
ammonium-nitrat mennyiségét pedig a felére csokkentették (Duchefa Biochemie). Az R7 taptalaj %2
MSMI1 taptalaj 1g/l aktiv szén kiegészitéssel, mig az R8 taptalaj MSM1 1g/l aktiv szénnel
kiegészitve.

Hormonmentes taptalaj

R1. | ’2MSM1

R2. | 2MSMI + 0,5 gr/l MES

R3. | 2 MSM1

+ 1 g/l laktalbumin hidrolizatum

R4. | % MSM1 pH=6

RS. | 2FN

R6. | /2 NOS5

R7. | /2MSMI + 1g/l aktiv szén

R8. | MSM1 + 1g/l aktiv szén

R3 taptalajrol MSEMC taptalajra helyezett embriokat a lerakast kovetd 50. napon szamoltuk
le az alabbi mddon: petricsészénként lemértiik az Gsszes embrid tomegét, majd kiilon-kiilon 4-szer
100 embrié tomegét. A 100 embrid atlagtomegének kiszamitasat kovetéen kiszamoltuk az
embrid/petricsésze értékeket, majd ezeket kezelésenként atlagolva hataroztuk meg kezelésenként €s
denzitdsonként az atlagos embrid/petricsésze értékeket, melyekbdl meghatiroztuk a regeneracios

rendszerek hatékonysagat.

5.7. In vitro mutagenezis

Indukalt mutéaciok kivaltasara valasztasunk a neutron besugarzasra esett. A Kozponti Fizikai

Kutatointézet kutatd reaktoraban a besugarzdsokat Palfalvi Jozsef végezte. A sugaregység
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mértékegysége a gray (Gy). 1 gray az a sugardozis, amelyet 1kg tomegii anyag nyel el, ha vele
alland6 intenzitasu ionizal6 sugarzas utan 1 Joule energiat kozolnek. Az alkalmazott dozis mértéke
erésen fligg a besugarzando novényi résztol. Egy hajtasszegmens vagy mag joval magasabb dozist
igényel (akéar 700 Gy), mint példaul az embriogén kallusz kultardk. Palfalvi Jozsef ajanlésara mi a
0-5,78 Gy kozotti tartomany mellett dontottiink 8 kiilonbozdé dézissal (4. tablazat). Ez a dozis
megegyezik az irodalomban talalhat6é kallusz kultardkra ajanlott 2-5 Gy értékkel (Ahloowalia és
Maluszynski, 2001). A besugarzast szilard taptalajon fenntartott 'Richter 110" embriogén kallusz
kultarakkal végeztiikk, dozisonként 3-3 ismétléssel. A besugarzott kalluszok 2 hoénapos szilard
taptalajon torténd fenntartasa utan inditottunk folyadékkulturakat 3-3 ismétléssel 300mg kallusszal
(0,5g/100ml denzitas, hetenkénti taptalaj csere). Az 5 hetes proliferacidos szakaszt kovetden

elkezdtiik a kultirdkbol a novényregeneraciot R3 taptalajon, mely munkdk jelenleg is zajlanak.

4. tablazat 'Richter 110' embriogén kallusz kultirak neutron besugarzasahoz alkalmazott d6zis
értékek, a besugarzasok hossza €s az alkalmazott ciklusszam.

sorszam | besugarzasi ido ciklus szam | Dozis (Gy)
(‘perc, " masodperc)

1. 40' 238 5,78

2. 21'5" 124 3

3. 14' 10" 82 2

4. 10" 42" 62 1,5

5. 7' 15" 41 1

6. 531" 31 0,75

7. 3'48" 20 0,5

8. 2' 25" 11 0,3

5.8. In vitro szelekcio

A kiilonb6z0 in vitro kulturakban alkalmazhat6d szelekcios modszerek koziil véalasztasunk
els6ként a szarazsagstressz stimuldlasara alkalmas polietilén glikolra (PEG) esett. A PEG nagy
molekulatomegli, nem toxikus inert ozmotikum, mely a vizpotencial csokkentése révén a

koncentraci6 fliiggvényében megneheziti a sejtek vizfelvételét, ezaltal szarazsagstresszt idéz eld. A
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0-30 tomeg %-ban a taptalajhoz adagolt PEG-6000 (0, 1, 3, 5, 10, 20 és 30%) hatasat vizsgaltuk
‘Richter 110" embriogén sejtszuszpenziok friss tomeg gyarapodasara 6 héten keresztiil 3-3
ismétlésben 300mg kallusszal (0,5g/100ml denzitas, hetenkénti taptalaj csere). Ezt kdvetOen

elkezdtiik a novényregeneraciot R3 taptalajon, mely kisérletek jelenleg is tartanak.
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6. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

6.1. Embriogén kallusz indukcio

A Tanszéken eddig vizsgalt fajtak mellett tovabbi fajtakbol 1étesitettiink sikeresen
embriogén kallusz kultarakat (5. tablazat). Nem sikeriilt embriogén kallusz kultrat inditanunk az
alany fajtak koziil: '"T5C', 'T5C GM6', 'Georgikon 28' és 'SO4' esetében, valamint a nemes fajtak
koziil 'Harslevelt p22' és 'Furmint p19' klonok esetében. Eddigi tapasztalataink alapjan tovabbi
kutatasokra lenne sziikség az embriogén kallusz indukcidjanak optimalizaciojahoz, melyre ezen a

dolgozat keretein beliil nem volt lehet6ségiink id6 hianyaban.

5. tdblazat Embriogén kallusz indukciojahoz felhasznalt fajtak, tdptalajok €s az izolalt portokok
szama.

Fajta MSE taptalaj MST taptalaj Embriogén kallusz
(portokok szama) | (portokok szama)
T5C' 1280 360 -
‘T5C GM6' 1200 160 -
‘Richter 110' 5280 140 +
'‘Georgikon 28' | 1680 560 -
'SO4' 1320 240 -
'Harslevelt p47' | 520 280 +
'Harslevelt p41' | 360 160 +
'Harslevel p22' | 1480 360 -
'Furmint p41' 920 360 +
'Furmint p19' 200 80 -
'Rajnairizling' 2520 400 +
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6.2. Eltéro osszetételii taptalajok hatasa a sejtszuszpenziok friss tomeg gyarapodasara

A legnagyobb friss tomeg gyarapodast MSM1 és CP2 taptalajok esetén tapasztaltunk (5.
abra), amikor szénhidratforrasként maltozt (18 g/1), ndvekedésszabalyozoként pedig NOA-t (1mg/l)
hasznaltunk. Ezen taptalajok esetén a friss tomeg gyarapodas a 6. hét végére dupldja volt a tobbi
taptalaj esetén mért értékeknek (5.4bra). Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az embriogén
kallusz indukciojahoz alkalmazott szilard MS alap taptalajoktol a folyadékkultarakban a
tovabbiakban sem lehet eltérni (melyet kiilonbozé Nitsch és Nitsch alaptaptalajjal végzett
elokisérleteink is megerdsitettek ahol a kultarak a 3. hétre elbarnultak, majd elpusztultak). Ennek
vitamin Osszetételében, valamint a taptalaj valtaskor ezen okokbdl fellépd stresszhatasokban
keresendd. Az MSM1 ¢és CP2 taptalajok hasonldéan jo eredménye (5/a abra) feltételezhetden az

crer

taptalajok hasonld dsszetételének is koszonhetd.
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5. abra Eltéré Osszetételll taptalajok hatdsa 'Chardonnay' embriogén sejtszuszpenzidk friss tomeg
gyarapodasara.
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6.3. Eltéré pH-ju taptalajok hatasa a sejtkultirak friss tomeg gyarapodasara, valamint a
kultarak pH-jara

A 4 kiilonboz6 taptalaj esetében az elsé 2 hétben a tomeg gyarapodasban nem tapasztaltunk
jelentds kiilonbségeket (6.abra). A 3. héttdl viszont a kiillonboz6 taptalajok esetében mért értékek
egyre jobban elkiiloniiltek egymastol. A 3. héttdl kezdve legalacsonyabb friss tomegeket a 4,3-as
pH-ju taptalaj esetén mértiink ami a vizsgalt periddus végéig meg is maradt. A 4. héttdl kezdve az
5,8-as pH-ju taptalaj esetén a friss tomeg gyarapodasban drasztikus emelkedést tapasztaltunk, ami a
6. hétig meg is maradt.A friss tomeg kozel kétszerese volt a 4,3-as pH-ju taptalaj esetében mért
értékeknek. A 6. hét végére a 4,3, 4,6 és 5,8-4,3 taptalajok esetében a friss tomegek kozel azonosan
alakultak.

friss thmeg (g)
5

4,5
4
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

hetek

6. abra Eltér6 pH-ju taptalajok hatdsa 'Richter 110" embriogén sejtszuszpenzid friss tomeg
gyarapodasara.

Az 5,8-as pH-ju taptalaj esetében a kultirak pH-ja a 3. hétre 4,8-as értékre esett ami a
kovetkezd heti enyhe emelkedést kdvetden a kovetkezd 2 hétre allanddsult is. Az 5. és 6. héten ez
az érték mind a 3 masik taptalaj esetében alacsonyabb volt (4,4-4,6), ami a friss tOmeg
gyarapodasban is megmutatkozott. Az eredmények alapjan Osszefliggés tapasztalhato a taptalajok
pH-ja és a sejtkultarak friss tomeg gyarapodasa, valamint azok pH-ja k6zott. Meglepd méodon a
legmagasabb pH-ju taptalaj esetén mértiikk a legnagyobb tomeg gyarapodast és ebben az esetben
volt a legmagasabb a vizsgalt periodus végén a kulturdk pH-ja, ami igy is a kiindulési érték alatt

volt. Az 5,8-4,3 taptalaj esetén, ahol autoklavozas utan allitottuk a pH-t 4,3-ra, az elsé hétre a

30



kulturak pH-ja elérte az 5,2-t ami megeggyezett az 5,8-as és 4-6-os taptalajok értékeivel. Az
utobbival a 4. hétig kozel azonos, (pH 5) koriili értékeket kovetden az 5-6. hétre jelentdsen (pH 4,4)
csokent a kultardk pH-ja elérve a 4 taptalaj kozotti legalacsonyabb értéket. Mind a 4 taptalaj
esetében a 4. hetet kovetden a sejtkulturak pH-jaban jelentds csokkenést tapasztaltunk. A legkisebb
esést a legmagasabb pH-ju taptalaj esetén mértiik, ami ezzel parhuzamosan a legnagyobb friss

tomeg gyarapodast is mutatta (7.abra).

——43
— 'ﬂ'aﬁ
5,8-4,3

i §, 8

hatek

7. abra 'Richter 110" sejtszuszpenziok pH-jdnak hetenkénti valtozasa eltéré pH-ju taptalajok
alkalmazasakor.

6.4. Taptalajcsere optimalizalasa, sejtaggregatum tipusok azonositasa

Az altalunk valasztott fenntartasi modok kiilonboztek a hetenként alkalmazott denzitasban,
(I-111.), a taptalaj csere modjaban (IV. és V. esetben nem tavolitottunk el hasznalt taptalajt), illetve
abban ,hogy nem allitottunk be hétrél-hétre adott denzitast (V-VI.). A szakirodalomban minden
esetre talalhatunk példat. A legkisebb mértékii friss tomeg gyarapodast abban az esetben mértiik,
amikor hetenként csak a taptalaj felét cseréltiik frissre (VI.). A 3. héttdl kezdve a masik 5 fenntartasi
mad értékei joval meghaladtdk ezen modszer értékeit. Feltételezziik, hogy a 2. héttdl kezdve ezek a
kultarak ,,tal toményedtek”. A kezdeti 1g/100ml siiriségrél indulva ekkorra meghaladtak a
30/100ml-t és az 5. hétre megkozelitették a 6g/100ml siiriséget. Ezen modszer ellentéte az V.
modszer, melynél a denzitastol fliggetleniil hétrél-hétre megduplaztuk a térfogatot friss taptalajjal.
Ebben az esetben kaptuk a 2. legalacsonyabb értéket. A kezdeti 1g/100ml-rdl a 3. hétre a kultarak
0,59/100ml-re, az 5. hétre pedig 0,3g/100ml-re higultak (8.4bra).
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friss thmeg (g)

-

7

—tp].
~a=1[
=1L

[

1 i 1 4 5 hét

8. abra Az eltérd fenntartasi modok hatasa 'Richter 110' embriogén sejtszuszpenziok friss tomeg
gyarapodasara a vizsgalt 5 hét alatt.

Az eredmények alapjan feltételezziik, hogy a sikeres sejtszuszpenzidk fenntartasdnak egyik
kulcsa a kozel allandd denzitashoz igazodd tgynevezett ,,dinamikus” fenntartasi mod, melyet az
elsé 4 esetben alkalmaztunk. A 11, esetben alkalmazott legmagasabb 2g/100ml-es denzitas els6 2
hétben magasnak tiind eredményei a kulturak nagyobb kezdeti siirliségébdl adodnak, mely
eredményeket a kovetkez6 hetekben a higabb, dinamikusan fenntartott modszerek joval feliilmultak.
Ezek koziil is a 3. hétt6l kezdve kiugro eredményt kaptunk a II. modszernél, ahol a legalacsonyabb
0,5g/100ml denzitast allitottunk be hétrdél-hétre és az 5. hét végére a kulturak tobb mint 47-szeres
friss tomeg gyarapodast mutattak a kiindulasi héthez viszonyitva, ami tobb mint haromszorosa az I.

és IV. (1g/100ml) eredményeinek és nyolcszorosa a VI. modszer eredményeinek (9.4bra).
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9. 4bra Friss tomeg gyarapodés az 5. héten a kiindulasi kallusz mennyiségekhez viszonyitva a 6
kiilonbozo fenntartasi mod esetében. (I-VI magyarazat a szovegben.)

A IV. és V. modszer esetében nem allnak rendelkezésiinkre hetenkénti pH adatok, az
[/IL/II. és VI. esetben viszont igen. Az 1. héttd] kezdve a tobbi mddszertdl eltérden a VI. esetben a
pH hétrél-hétre fokozatosan emelkedett, ami az elézoekben bemutatott alacsony friss tomeg
gyarapodasi értékekkel arra utal, hogy a ,tultoményedés” egyben a kultarak pH-janak
emelkedésével is jar, bar az ok-okozati Osszefliggést még nem sikeriilt tisztaznunk. A legnagyobb
tomeg gyarapoddst mutaté modszereknél (1. és I1.) a pH értéke az 5. hétre 4,6-4,8 kozotti értékre allt
be. Az . esetben az utols6 héten 5-r6l 4,8-ra es6 pH valtozas mellett a friss tomeg gyarapodas kozel
kétszeres volt. A II. esetben a 3. hétrdl 4. hétre torténd kozel 0,4-es pH csokkenés (10.abra) a friss

tomeg kozel 2,5-szeres novekedésével jart egyiitt (8.abra).

pH
6,00
5.80
5,60
5,40
5.20
5,00
4,80
4,60
4,40

1 2 3 4 5 hét

10. abra Eltéro tipusu fenntartas hatasa a sejtkultarak pH valtozasara a 1étesitést koveto 5. hétig.
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A friss tdmeg gyarapodds, valamint a kultardk eltérd pH-ja mellett morfologiai
kiilonbségeket is azonositottunk a kiillonb6z6 fenntartasi modszerek esetén (11.abra). Az 1. és IV.
megeggyezd denzitast fenntartdsi mod esetén azonos aggregatum tipusokat azonositottunk. A II. és
V. esetben a kulturdk szabad szemmel azonos elfinomodast mutattak, fénymikroszkop alatt viszont
a kiilonbo6zd tipusu sejt aggregatumok jol elkiiloniiltek. A II. esetben az 1. és IV. tipus esetén
azonositott aggregatumokat talaltunk viszont azok mérete joval kisebb volt. So6tét, szabalytalan
alakkal feliiletiikon jol elkiilonithetd sejtekkel. Az V. esetben vilagosabb aggregatumokat kaptunk,
melyek feliiletén proembridkra hasonlité kerekded kitiiremkedések lathatoak (12.4bra). A IlI.

s

szamban. A VI. esetben az aggregatumok feliilete lekerekitett volt, felsziniikon jol azonosithatoan

megnyult, palcika alaku sejtek jelentek meg.

11. éabra I-VI. (a-f.) 'Richter 110" embriogén sejtszuszpenziok az 5. héten. (Magyarazat a
szdvegben.)

A fenntartasi mod hatasa a friss tomeg gyarapodasra ismert jelens€ég, melyben kutatd

csoportonként eltérések tapasztalhatdoak. Azon eredmények, mi szerint a fenntartdsi mod

cyey

kiilonboztethetéek meg, ) tudomanyos eredménynek tekinthetd, erre példat jelenlegi ismereteink
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crer

szerint a szakirodalomba nem talalunk. A fenntartasi mod befolyasolja a kultirak morfologiajat,
valamint a kultarak pH-jat is. Az eltér6 pH eredmények kovetkezhetnek az eltéré fenntartasi
modbol kézvetlentil, illetve elképzelhetd, hogy az eltérd sejt aggregatumok anyagcsere termékeinek
az eredménye. A pH ¢és fenntartasi mod kozotti dsszefliggésre nem taldltunk példat az irodalomban.
Hosszl fenntartasti bandn embriogén sejtszuszpenziok esetén a kultirdk koranak novekedésével

eredményeinkhez hasonld pH értékekrdl (Chung et al. 2006) szamoltak be.

12. 4abra Kiilonbozd sejtaggregatumok fénymikroszkop alatti felvételei 1-VI. fenntartasu
sejtszuszpenzidkban.

A kiilonboz0 festékek koziil csak a Lugol-oldattal sikeriilt a sejtaggregatum tipusok elkiilonitése. 3

kiilonbozd tipust sikeriilt azonositanunk a sejtek keményitd tartalma alapjan.

I-es tipus: szabdlytalan alaku sejtaggregatum. Az aggregatumok felszinén jol elkiilonithetd
gombolyll kiilonallod sejteket tartalmaz. A sejtekben nagy szamban talalhatoak kerek keményitd

szemcsék, melyek a festés hatasara sotét szinreakciot adtak (13.abra a, és b.).

Il-es tipus: az aggregatumok felszine lekerekitett, jOl elkiiloniild, kiilonallo sejteket nem
tartalmaz. Az aggregatumok felszinén megjelend kezdeti globularis képletek sejtes szerkezete nem
kivehetd, keményitd szemcsében gazdag sejteket nem tartalmaz. Az aggregatumok sotét szinliek

(12.abra c, és d.).
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Ill-as tipus: Az aggregatumok felszinén nagyméretii, vildgos, egyértelmii globularis
struktarak jelennek meg. Ezek a struktarak a Lugol-oldat hatasara nem festédnek, keményitd

szemcsét tartalmazo sejteket nem tartalmaznak. Az aggregatumok kdzponti magjat erésen festodo

keményité szemcsét tartalmazo sejtek alkotjak (13.4bra e, és f.).

13. abra Kiilonb6z6 tipusu sejtaggregatumok fénymikroszkopos felvételei. I-es tipus (a. és b.), Il-es tipus (c.
¢és d.), ll-as tipus (e. és f.). b-f. Lugol-oldattal festve. Nyil: keményité szemcséket tartalmazo sejtek.
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Jelenlegi ismereteink szerint sz6l6 embriogén sejtszuszpenzidkban, illetve sz6l6 embriogén
kallusz kultarakban hasonld sejtaggregadtum tipusokat mindeddig nem irtak le. A sz616hoz
hasonldéan vegetativan szaporitott és az embriogén kultirdk indukcidéjahoz hasonléan portokot
felhasznal6 banan kultirdk esetében nagyon hasonl6 tipusokat irtak le (Georget et al. 2000; Chung
et al. 2006). Feltételezzilk ezen munkak alapjan (valamint sajat taptalajcsere optimalizald
kisérletiink VI-os kultarai alapjan) egy tovabbi sejtaggregatum tipus meglétét. Ez a tipus globularis
aggregatumokat tartalmaz azok feliiletén erésen megnyult, palcika alaka vakuolizalt sejtekkel,
melyek keményitd szemcséket nem tartalmaznak. Banan sejtkultirdk esetén ebbdl a tipusbol nem
sikeriilt novényt regenerdlni, igy feltételezhetd, hogy ezen tipus a kultirdk eloregedésének, a

regeneracios képesség elvesztésének a jele (Georget et al. 2000).

6.5. Fajta 6sszehasonlito kisérlet

Azonos fenntartdsi mod mellett kiilonbségeket tapasztaltunk az eltérd genotipusok friss
tomeg gyarapodasaban (14. abra). Legnagyobb gyarapodast 'Richter 110" fajta esetén mértiink,
legkisebbet pedig a 'Rajnai rizling'-nél. Kozel azonos volt az 5. hét végén a *Furmint’, 'Chardonnay’
¢s 'Harslevelll' fajtaknal mért friss tomeg gyarapodas. Eltérést mértiink a kulturak pH értékeiben is
(15. abra). Az 5. hét végére legmagasabb értékeket 'Chardonnay' esetében mértiink (pH 5,3).
Legalacsonyabb értéket 'Furmint pl4' kultirdiban mértiink (pH 4,6). 'Richter 110" esetén pH 5
koriili értéket mértlink a vizsgalt periodus végén, ennél valamivel alacsonyabb érték volt

tapasztalhato 'Harsleveli' és 'Rajnai rizling' fajtaknal.

témeg (g)
4,00
3,50
3,00
2,50 —+— "Richter 110’
3 00 —B— "Rajnai rizling'
'Furmint’
1,50
—=— "Chardonnay”
1,00 —— 'Hirslevelii

0,50

0,00

(]

14. abra Friss tOmeg gyarapodds hetenkénti alakuldsa azonos fenntartds esetén eltérd szolo
genotipusok embriogén sejtszuszpenzidiban.
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Feltételezziik, hogy a mért kiilonbségek magyardzatanak hatterében nem csak a genotipus
fliggdség all. A Tanszéken fenntartott embriogén kallusz kultarak kozott, (hasonléan mint mas
szovettenyésztd laboratoriumokban) eltérések tapasztalhatdbak a tenyészetek homogenitasban.
‘Richter 110" fajta esetében sikeriilt az évek alatt olyan homogén embriogén sejtvonalat izolalni,
mely az el6bbiekben leirt I-es tipusu sejt aggregatumokat tartalmaz. A tobbi fajta esetében a kallusz
kultardk ennél heterogénebbek. Vegyesen tartalmaznak I-es, Il-es és Ill-as aggregatum tipusokat
valamint proembriokat és gomb stadiumu szomatikus embriokat. A jovOben tervezzik ezen
kultarakbol tovabbi sejtvonalak szelekcidjat melyek nagyobb aranyban tartalmaznak I-es tipust

sejtaggregatumokat a 'Richter 110" embriogén kallusz kulturdkhoz hasonléan.

pH
6,00

'Richter 110’
'Rajnai rizling'
"Furmint’
'Chardonnay’

‘Harsleveld

4,00

1, 2. 3, a. 5. hét

15. abra Eltéro sz0616 fajtdk embriogén folyadékkulturaiban a pH hetenkénti valtozéasa a vizsgalt 5
hetes periddusban.

6.6. Szomatikus embriogenezis indukciéja

Az alkalmazott 6 taptalaj embriogenezisre gyakorolt hatasa kozott jelentds eltéréseket
tapasztaltunk (16. abra). R2 és R3 taptalajon jelentds tomeg gyarapodast tapasztaltunk, igy tovabbi
regeneraciohoz csak ezeket a kultirdkat hasznaltuk fel. R3 taptalajon a globuléris proembriok/gomb
stadium6 embridk nagyfoku szinkronizéacidjat tapasztaltuk (17. dbra). A tovabbi differencialodas
viszont ezekben a kultardkban nem volt tapasztalhato, aminek feltételezhetd oka, hogy az embriok
nagy szama reverzibilisen gatolja a tovabbi differencialodast (elokisérleteink alapjan). A denzitas
tovabbi csokkentését kovetden ez a gatld hatas feloldhato (18. €s 19. abrdk). Az jboli higités
alkalmazasa esetén (R2) a 10. napra bazalis résziikkon erdsen megnyult, torz sziklevelli embriok

fejlodtek melyekbodl (17/b. abra) sikeresen regeneraltunk MSEMC téaptalajon novényeket (17/c.
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abra), de az embriok kezdeti abnormalis fejlddése miatt ezzel a regeneracids rendszerrel a

tovabbiakban mar nem dolgoztunk.

16. abra 'Richter 110' embriogén sejtszuszpenziok a proliferaciot kovetd 5. héten R1-R6 (a-f.)
taptalajokon.

17. 4bra Proembridk/gomb stadiumi erésen szinkronizalt 'Richter 110" kultardk R3 taptalajon az 5.
héten.
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18. abra R2 taptalajon (MES 0,5g/l) t6rténé szomatikus embriogenezis, a. elsé higitast kdveto 5.
héten, b. masodik higitast kdvetd 10. napon, c. szilard MSEMC téptalajon tovabbi 2 hénap utan.

19. ébra R3 taptalajon torténd szomatikus embriogenezis, a. elsé higitast kovetd 5. héten, b. 2.
higitast kovetd 3. héten (Img/ml), c. MSEMC szilard taptalajon 1 hete, d. MSEMC szilard
taptalajon 2 honapja tartott kultarak.

R3 taptalajon jol fejlett sziklevelli erésen szinkronizalt, nagyszamu normalis fejlédésii
embrié differencialodott a 2. higitast kovetd 3. hétre (19/c. abra) a folyékony kultarakban. Szilard
taptalajon tovabbi 2 honapot kdvetden az embriok tovabbfejlédtek (19/d. abra). Erdekes méodon az
els6 honapban nem tapasztaltuk az embriok tovabbi fejlédését. Ez feltehetéen vagy a

tenyészedények (petricsészék) kis légterének az eredménye, vagy pedig a szomatikus embriok egy
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rovid nyugalmi allapoton esnek at. Az elsd passzalast kdvetd elsd hét utdn az embriok csirdzasa
egyontetl volt.

R3 taptalajon a 2. higitds esetén alkalmazott eltérd higitdsok hatasdra eltérd fejlettségii
embriok fejlédtek a 3. hétre. Alacsonyabb siiriiség esetén (Img/ml) szikleveles embriok alkottak
tobbségében a kultarakat (20/b.). A denzitas emelésének hatasara a szikleveles embriok szama
drasztikusan csokkent, 10mg/ml esetén a kulturak sziv stadiumu fejlodésnél megrekedtek (20/b, ¢ és
d. abrdk), mig a 2. higitds hianyaban a kultarak még ennél is fejletlenebbek (20/a dbra). MSEMC
szilard taptalajon ez a gatlds megsziint és sikeresen regenerdltunk minden siirliség esetén
novényeket, bar ezek szaméban jelentds kiillonbségeket tapasztaltunk (6. tablazat). Leghatékonyabb
regeneraciot abban az esetben tapasztaltunk, mikor 2. higitaskor a taptalajt aktiv szénnel (R7 és R8
taptalaj) is kiegészitettik (19/¢ és f. abrak). Ebben az esetben a 2. higitas végére az embriok

sziklevele elérte vagy meghaladta az embri6 teljes hosszanak az 50%-at. Leghatékonyabb

regeneraciot R8 taptalaj alkalmazésa esetén mértiink.

"h - ¥ e lt- ey s s ~ “‘( ". 3 S

20. abra Eltéro fejlettségli embriok 1 hete MSEMC szilard taptalajon. A kultirdk ezt megel6zden az
alabbi kezelést kaptak: a, R3 taptalaj higitas nélkiil, b. 2. higitas 1mg/ml-re, c. 3. higitas 4mg/ml-re,
d. 4. higitas 10mg/ml-re, e. 2 higitas R7 taptalajra 1mg/ml-re, f. 2 higitas RS taptalajra 1mg/ml
denzitas mellett.

Feltételezziik, hogy mind az aktiv szén az embriogenezis késoi fazisaban (eldkisérleteink
alapjan ez az indukal6 hatas az 1. higitds alkalmazasakor nem figyelhetd meg) valamint az 2 MS
alapu taptalajrol (R3) teljes MS-re (R8) torténd valtasbol adodd ozmotikus stressz erdsen indukalja

a szomatikus embriogenezist. Ebben az esetben tobb mint 2 millié embrio fejlédik 1g embriogén
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sejtszuszpenzidra szamolva, mig ezen valtdsok nélkiil 0,8 millid6 embrio differencidlodik. A 2.
higitas esetén 10 mg/ml denzitas mellett ez az érték 0,4 milli6 embridra csdkken. Tapasztalatunk
szerint minden esetben ezek az embriok csirazasukat kdvetden kozel 100%-ban fel is nevelhetdek.
Az éltalunk kidolgozott sz6l6 szomatikus embriogenezisen alapuld regeneraciés rendszer
hatékonysagat nem konny(i mas rendszerek hatékonysagaval dsszevetni. A banan esetében (Georget
et al. 2000. Chung et al. 2006.) publikalt legjobb regeneracids rendszerek esetében kb 150 000-
300 000 embri6 regeneracioja lehetséges 1ml iilepedett sejtszuszpenzidbol (méréseink alapjan sz616
esetében 1ml {ilepedett szuszpenzid tomege kb. 1g). Az in vitro regeneracio erésen genotipus fiiggo,
igy mas sz016 kutatdécsoportok mas fajtaval elért eredményeivel csak nagysagrendbeli Osszevetést
tartunk elfogadhatonak. Hasonld sz616 folyadékkultiran alapuld szomatikus embriogenezisen
alapul6 regeneracios rendszerek esetén 1ml iilepedett térfogat (1g) esetén nem talalkoztunk 15 000
embrio regeneraciojanal hatékonyabb rendszerrel az irodalomban (Amar et al. 2007; Vidal et al.
2009).

Véleményiink szerint a 'Richter 110' fajtara kidolgozott regeneracids rendszeriink (21. abra)
az irodalomban taldlhatdo hasonld sz616 kulturdk hatékonysagédnal koriilbeliil 2 nagysdgrenddel
hatékonyabb és a banadn regeneracidos rendszereknél publikdlt eredményeknél kozel 1

nagysagrenddel hatékonyabb

6. tablazat 2. higitast kdvetd 11. héten fejlodott szikleveles szomatikus embridk szama eltérd
taptalaj és/vagy eltérd denzitas mellett.

taptalaj | 2. higitas | 100 embrio embrié/ embrid/

(mg/ml) atlagos tomege (g) | petri csésze (db) | g sejtszuszpenzié (db)
R3 1 0,96 1145 824400
R3 2 0,44 1926 693360
R3 4 0,2 5666 1019880
R3 10 0,16 5783 416376
R7 1 0,51 2516 1811520
R8 1 0,44 2985 2149200
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embriogenezis

indukcidja

R3 taptalajon 50mg
150mg —— 7,17g E—— | 80

felszaporitas

szilard szinkronizalt
embriogén 5 hét 5 hét gt‘)mb' stadiumu
kallusz embrid
3 hét (R7 és
R8 taptalaj)
50mg
1g szuszpenzié =1 811 520 embrioé (R7)
8 hét
1g szuszpenzié =2 149 200 embrié (R8)
|
8 hét

21. dbra Az altalunk kidolgozott sz616 szomatikus embriogenezisen alapuld regeneracios rendszer
vazlata.

6.7. In vitro mutagenezis

Az embriogén kallusz sugarkezelését kovetden a 2 honapos szilard taptalajon torténd
fenntartas soran az 1,5 Gy dozist kalluszokat gombas fertézés miatt nem tudtuk tovabbvinni
folyadékkulturakba, igy 7 kiilonbozé dozisu, valamint a kontrol kultarak friss tomeggyarapodasat
rogzitettiik. A 4. hétig a kultarak friss tomeg gyarapoddsa nem mutatott egymastol jelentds eltérést,
sOt ezen a héten a kontrol kultarak értékeit az 1 Gy dozisu kultarak feliil is miltak. Az 5. hétre jol
lathatdan a neutron besugarzott tenyészetek a kontrolhoz képest lemaradast mutattak a tomeg
gyarapodasban (22.abra). Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy bar az 5. hétre a neutron
besugarzott embriogén kalluszokbol inditott sejtszuszpenziok gyarapodasa a kontrolhoz képest
elmaradt még, igy is jelentdés tomeg gyarapodas volt mérhetd, vagyis a kultirdk talélték a
besugarzast ¢és lehetséges beldliik aktivan osztddo sejtszuszpenzidk létesitése, ami az alapja tovabbi

crer

képességének 0sszehasonlitasa céljabol.
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22. abra Eltér6 neutron sugar dozis hatasa 'Richter 110" embriogén sejtkultarak friss tomeg
gyarapodasara.

6.8. In vitro szelekcio

Az eltér6 PEG kezelések jelentésen befolyasoltdk a sejtszuszpenziok friss tomeg
gyarapodasat a vizsgalt 6 hetes peridodusban. 30 tdmeg% esetén gyakorlatilag nem mértiink tomeg
gyarapodast, ami jol elkiiloniil a tobbi kultara értékeitdl. A masodik legalacsonyabb értéket a 20
tomeg%-os kultirak esetén mértiink, ebben az esetben ez megkdzelitette a 2g-ot. Az 1-10 tomeg %
-os kultirdk tomeg gyarapodasa hasonldésagot mutatott nem csak a 6. hétre ,hanem a tenyésztés
soran hétrél- hétre, igy dinamikajuk is kozel azonosnak mondhaté. Erdekes, hogy 20 tomeg% PEG
alkalmazésa esetén a tomeg gyarapodas jelentdsebben csak a 3. hétt]l ndovekedett, ami igaz volt az 5
tomeg% esetén is (23.4bra). A tovabbiakban tervezziik a kisérletek megismétlését a 20-30 tomeg%
kozotti tobb koncentracid bevonasaval, a szelekcid hosszanak megemelésével, valamint hétrél-hétre

torténd emelkedd koncentracid sor alkalmazasaval is.
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témeg (g)
4,5 1
4 b
3,5 1
3 —t=— 1% PEG
25 1 —+—3% PEG
2 —=—5% PEG
1,5 ——10% PEG
1 —+—20% PEG
0,5 ® —*30%PEG
0+ . y . . . .
1. 2 3. 4. 5. 6. hét

23. abra Eltéré PEG-6000 koncentracid hatasa 'Richter 110' embriogén sejtkultirak friss tomeg
gyarapodasara.

Elkezdtiik a 6 hetes szelekciot kovetden a kultirak regeneraciojat (24.abra). Az R3
taptalajon vizsgaltuk a kultirak regeneralodd képességét. Morfologiailag az 1-3 tomeg% esetén
nem tapasztaltunk eltérést az eddigiekben is alkalmazott regeneracios rendszertél. 5-30 tomeg%
kozott a kulturdk csokkent regeneracids képességét tapasztaltuk. A koncentracio emelkedésével né
az elhalt sejt aggregdtumok szdma, csokken a tdmeg gyarapoddsa. Regeneracids kisérleteink még
zajlanak, de az eddigi eredmények alapjan elmondhato, hogy a 6 hetes 30 tomeg%-0s PEG-6000-rel

torténd in vitro szelekcio esetén is képesek vagyunk novényeket regeneralni a kulturakbol.

24. abra Eltéré koncentracioju PEG-6000 szelekcios kisérletekbdl szarmazo kultirak R3 taptalajon
az 5. héten (a. 1%, b. 3%, c. 5%, d. 10%, e. 20% ¢és f. 30% PEG-6000).
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7. Osszefoglalas

A munkénk soran célul tiiztik ki egy a meglévO regeneraciés modszer hatékonysagat
meghaladd folyadékalapu rendszer kidolgozasat, mely biztos alapot nyujthat a tovabbi
kisérletekhez. Célul thztikk ki tovabbd az embriogén kallusz felszaporitds hatékonysaganak
novelését és a szomatikus embriok fejlédésének szinkronizalasat. A hatékony regeneracios rendszer
fejlesztése utdn célunk volt az in vitro mutacidos és szelekcios munkdk megalapozasa. A
célkitlizéseink tiikrében elsé korben embriogén kallusz indukcidt hajtottunk végre 10 genotipuson.
Két indukcids taptalajt hasznaltunk fel. A kovetkezd klonok vagy fajtak esetén nyertiink embriogén
kalluszt: ’Richter 110°, ’Rajnai rizling’, ’Furmint p41°’, Harslveli p47°, "Harsleveli p41’. Az
embriogén kallusz megléte a tovabbi munkénk alapja. Irodalmi adatokra tdmaszkodva 8 taptalaj
hatasat hasonlitottuk 0ssze. Ezek alapjan az MSMI1 taptalaj keriilt kivalasztasra ami egy MS alapu
18g/1 maltdzt és Img/l NOA tartalmaz 5,8pH mellett. A pH pontos bedllitasa egy kovetkez6 kisérlet
volt. Itt 4 kiilonb6zé pH hatasat vizsgaltuk. Ez alapjan az 5,8pH-at valasztottuk ki. A taptalaj
Osszetétel és pH optimalizalas utan egy fenntartdsi modokat 6sszehasonlitd kisérlet kovetkezett a
"Richter 110’ fajta embriogén kalluszdval és az optimalizalt taptalajjal. 6 eltérd fenntartasi eljarast
vontunk be a kisérletbe. Az eredmények alapjan a II. fenntartasi eljards magasan kiemelkedett a
tobbi kozil. Az eljards menete a kovetkezd: kiinduldsként 150mg kalluszt 30ml taptalajba
helyeziink. Ezt hetenkénti taptalajcsere kovette. Minden héten eltavolitjuk a hasznalt taptalaj 1/3-at.
A tdmeg visszamérése alapjan friss taptalaj hozzdadasaval beallitjuk a 0,5gr/100ml sejtsiirtiséget.
Az eljarasok tesztelése sordn azonositasra kertiilt 3 sejtaggregatum tipus melyet eddig szdl6 esetén
nem kozoltek. Ezt kovette egy fajta dsszehasonlitd kisérlet. Az optimalizalt taptalaj és fenntartasi
eljaras mellett a ’Richter 110°, ’Rajnai rizling’, ’Furmint’, ’Harsleveli’, ’Chardonnay’ fajtak
kertiltek 6sszehasonlitasra. A kallusz morfoldgiat itt is nyomon kovettiik. a megfigyeléseink alapjan
a ’Richter 110 fajta az altalunk azonositott I. sejtaggregatum tipusbol allt 100%-ban. A tobbi
genotipus mindhdrom aggregatum tipust tartalmazta eltéré ardnyban. Ezek alapjan a rendszer
genotipus fliggdségét szem eldtt tartva arra jutottunk, hogy az aggregatum tipusok jelentdsen
befolyasoljak a kulturdk tomeggyarapodasat. A felszaporitast kovetden elinditottuk az
embridgenezis hatékonysaganak fejlesztését. 8 kiilonbdzd hormonmentes taptalaj hatasat vizsgaltuk.
Ebbdl 3 taptalaj keriilt kivalasztasra. Az R3, R7 és R8. A rendszerben sikeriilt a szinkronizalt
embridgenezist elérni. 1g kalluszbol képesek vagyunk kozel 2 000 000 embridt regeneralni. Az
altalunk alkalmazott fenntartasi eljards és a szinkronizalt embriogenezis legalabb 2 nagysagrenddel
haladja meg mas kutatdocsoportok eredményeit. Ezt kdvette a szelekcidos és mutdcids rendszer

megalapozdsa. A szelekcido soran PEG kiegészitést alkalmaztunk. Az 1-10tomeg% értékeknél
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jelentds tomeggyarapodasbeli kiilonbségek nem tapasztalhatoak. A 20 és a 30tdmeg% esetén mar
szdmottevd csOkkenés figyelhetd meg. 30tdmegd esetén gyakorlatilag tomeggyarapodds nem
figyelheté meg. A mutacidé soran neutron besugarzast alkalmaztunk. A KFKI-ban Palfalvi Jozsef
végezte el a besugarzast. Irodalmi adatokra tdmaszkodva 0,3-5,8 Gray dozist alkalmaztunk. A friss
tomeggyarapodasban megmutatkozott a kezelések hatasa. A kontrollndl mindegyik kevesebb

gyarapodast mutatott.
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