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Roviditések:

Auxinok: IAA - indolecetsav; IBA - indolvajsav; NAA a-naftilecetsav; 2,4-D - 2.4-diklor-
fenoxiecetsav;

Citokininek: BA - benzil-amino-purin; KN - kinetirN — zeatin;

Egyéb névényi hormonok: ABA - abszcizinsav; §5Ajibberellinsav;

A kisérletek soran alkalmazott taptalaj: MS* - @8agarral, Gamborg vitaminnal (Gamborg
€s mtsai, 1968) és 2 % szachar6zzal kiegészitetidige - Skoog alaptaptalaj (1962);

suc - szachar6z;

1. Bevezetés és célkitiizés

A Crocus sativusa Vildg egyik legértékesebhiszernévénye, ételek, italok izesitéséere
szinezésére hasznéaljak a bibeszalait (Negbi, 1999). Okorban is nagyra becsiilt
fiszerndvény volt. Manapsag az gyogynoévenykenti sghalasa egyre terjed ill. kutatjak a
tobbi Crocus faj esetében is. A népi orvosldsban hasznaltdk gtaydként,
terhességmegszakitoként és emésztésjavitokéntepensiladagolaséara is figyelni kell, mert
meérgezesi tlineteket és sulyos esetben halalt okoBit@jében 3 § hatéanyag a crocin,
picrocrocin és a safranal talalhatdé, amelyeket daigs betegségek kezelésére, vérnyomas
csokkentésre és reuma ellen hasznalnak (Nair es.mt991; Escribano, 1996; Abe és Saito,
2000; Magesh és mtsai, 2006) .

A Crocus sativu4 kromoszomas triploid genomja miatt steril ngyérsak vegetativ aton
szaporodik, mas fertili€rocus fajok hibridizaciojabol ered (Negbi, 1999; Plegsgs Ziv,
1999).

A safranyt mediterran orszagokban termesztik, magskézzel gljtik be, utana szaritjak és
még egyéb munkafolyamatok is kellenek nagyon keébsiny begfjtéséhez, hektaronkent
csak 7-11 kilogramm a hozam, ezért is olyan dragggbi, 1999). Emiattdaz érdelddés a
varhatéan koltséghatékonyakih vitro szovettenyésztéses eljarasok felé, amivel mi is
foglalkozunk. Mar eddig is sok publikaci6 szllettémaban, gy mint a szdvettenyésztési,
novényregeneralasi és hatdéanyag termelési technlkétwve ezeket kidolgoztdk még mas
Crocus fajokra is. A Crocus sativus in vitrotenyészetei is képesek hatéanyagokat és
enzimeket is termelni, ezeket pedig a gyoégyaszatbamasznaljak. Célkizéseink kozott
szerepel, hogy tobb karpat-medenCebcusfajra dolgozzunk ki szovettenyésztési eljarast és

4



szovetbank létrehozasa, mely konzervaciobiolog&okat is szolgal az alabbi fajoknal:
Crocus banaticus, Crocus heuffelianus, Crocus tosmmenus, Crocus scepusiensis, Crocus

vittatus.

2. Irodalmi attekintés

2.1. A névényi In vitro tenyészetek és jelentoségiik az alap- és az
alkalmazott kutatasokban
A novényi szovettenyésztési eljarasok relative dégjhatékonyak, nagy mennyiségben

allithato eb olyan névény, ami ivarosan nehezen szaporithato.

Lehetséges vele pollen inkompatibilitas megkeriléssnszgénikus novények létrehozasa,
virusmentes tenyészetek és novényeldlBtasa, szekunder metabolitok termelése, fajok,
fajtdk konzervaldsa, genetikai variabilitas inddfai

A ndveényi szbvettenyésztési eljarasoknak kuloskidausai vannak, gymint sejtszuszpenzio,
protoplaszt, kallusz tenyészetah,vitro névenyregeneralas, mikropropagacio. Elve, hogy az
él6 novényi sejtek megfelél korilmények kozott dedifferencialédnak, ezzel pedi
totipotenssé valnak és sebszovetet (kalluszt) kige@Oudits és Heszky, 2003). Sok 0sztddo,
differencialatlan sejtet tartalmazé szovi@tbrdemes indulni, dgymint kambialis merisztéma
szovet és proembrié. Differencialodott szovétlallusz indukcioval dedifferencialddott
szovetet kell ééllitani. Ezt sebzéssel és hormonokkal érjuk eldiBués Heszky, 2003). A
kimetszett ndvényi szoveib képzdott primer kallusztenyészetet tobb passzalassal
felszaporitjuk és stabilizaljuk.

Noveényregeneralas soran kalluszbdl embriogenezsgsehatikus embrié jon Iétre, mebjib
novény fejbdik, vagy organogenezissel, ahol hajtas, ill. gydlefiodik (Dudits és Heszky,
2003).

2.2. A névényi szévettenyészetek, és felhaszndldasuk a
konzervdciobiolégidaban

A konzervacidbiolbégia vagy természetvédelmi bio#gj szintetikus jellejtudomany, mely
tobb természet- és tarsadalomtudomany eredmérgyeivéit hasznalja a bioldgiai diverzitas

fenntartasa érdekében. Feladatai és témakorei taitozik a fajok védelme, védett teriltek



tervezése, 6hely-rekonstrukcio, ©koszisztéma védelem, 0Okologikbzgazdasagtan,
kornyezeti etika.

A noveényi szovettenyészetek létrehozasaerzsitu konzervaciobioldgiai moédszerek kozé
tartozik. A gazdasagilag fontos, viszont veszélptt fajok konzervaciobiologiai kutatasait
kiemelt figyelem oOvezi. Szaporitd képleteiket btl, mesterséges korulmények kozott
vizsgaljdk a magok fertilitAsat, ©Okoldgiai igényetik és morfologiajukat fokozottam
tanulmanyozzak. Ritka fajokra 6l&g abban az esetben, ha a gyogyaszati célokrandltisz
hatbanyagok hozamndvelése a cél- mikroszaporiljasasokat dolgoznak ki (1. tablazat). A
modszerhez a mintakat a faj vagy adott populacigeegldl gyijtik be. A mintakbadl
kiindulva az egyedeket megsokszorozzak, regenkraljasszatelepitik az é&helyek
helyreallitasa érdekében (Heywood és Iriondo, 2003)

A gyogyszerek, ételek, italok, ruhazatok alapanybgaolgaloAgavegenusz tagjai, melyek
az amerikai endemikus veszélyeztetett fajok koztozmak (Valenzuela-Zapata, 1997 és
Garcia-Mendoza, 1992, hiv. Ramirez-Malagon és mt2aD8). A Spilanthes acmellaa
gyogyszeripar fontos alapanyagai k6zott van szatadma (Ramsewak és mtsai, 1999, hiv.
Saritha és Naidu, 2008). Adarpagophytum procumbesnas néven az 6rddgcsaklya,
hagyomanyos modon nem termeszihkbltséghatékonyan (Van Haelen és mtsai, 1983 és
Ernst és mtsai, 1988, hiv. Kaliamoorthy és mtsa)08. A reuma, &rgydgyaszati
panaszokra, kohogéscsillapitasra hasz8alissurea lappaszintén veszélyeztetett ndvény
(Handa és mtsai, 1957, hiv. Arora és Bhojwani, 1989 kigyomaras elleni gyégyszer
alapanyaga a braziliélandevilla velutina(Biondo és mtsai., 2003). A&loe polyphyllaa
Lesitho hegységben forduléeks széleskdien hasznélt a gyégyaszatban, ill. diszndvény is
(Aubrey, 2002; Chukwujechwu és mtsai, 2002, hivirBa&s mtsai, 2007). Himalajabdl
szarmazik @icrohiza kurooaThakur és mtsai, 1989, hiv. Chandra és mtsai5R00elynek
indaibol és gyokeréh kivonatot készitenek, amit tédetegségekre, gyomorpanaszokra
alkalmaznak. (Hussain, 1984; Kirtikar és Basu, 198&. Chandra és mtsai, 2005).
Almatlansag, szorongds, magas vérnyomas kezelds#senalatos az indiai fokozottan
veszélyeztetetiRauvolfia serpentingGhani, 1998, hiv. Ray és Bhattacharya, 2008). A
Leucojum vernumalkaloidjait virusos és rakos megbetegedések &sedd, illetve ezek
mellett még az acetilkolin-észteraz gatlé hatasattmaz Alzheimer-kér kezelésére is
hasznalatos (Gabrielsen és mtsai 1992, Pettit €&,MO95, Heinrich, 2004).



Faj explantatum taptalaj | hormondsszetétel morfogéwalasz hivatkozas
N Ramirez-
. o 0.1 mg I'IBA o i i
Agave salmiang hajtascsucs MS N hajtassokszoroz6dds Malagon és
1mgl BA }
mtsai., 2008
Ramirez-
Agave o 0.01 mgTIBA . ) )
) hajtascsucs MS 1 hajtassokszoroz6dds Malagon és
duranguensis 1mgl BA )
mtsai., 2008
_ 40mg1 BA + _
Spilanthes ] N » ) Saritha és
levél MS 0.2mg1" KN + 0.2 | hajtas keletkezik )
acmella N Naidu, 2008.
mg I~ NAA
Spilanthes ] 03mg! BA+0.1 o Saritha és
levél MS N hajtasfejbdés ]
acmella mg [~ 1AA Naidu, 2008.
Spilanthes - o i Saritha és
hajtas MS 1.0 mgiIBA gyokérképsdés _
acmella Naidu, 2008.
Harpagophytum i 0.1 mg MAA o | Kaliamoorthy és
nédusz MS* N hajtdssokszorozé6das )
procumbens +5.0mgT KN mtsai., 2008.
Saussurea . ) 1mgl BA+ » Arora és
Csiralevél MS N hajtas ) _
lappa 1 mgl” GA; Bhojwani, 1989
Saussurea ) Arora és
hajtas MS 1 mgi NAA gyokérképsdés o
lappa Bhojwani, 1989
Mandevilla ) Biondo és
_ szarnodusz MS 0.1 mg BA. hajtas _
velutina mtsai., 2007
Mandevilla » N i Biondo R és
] hajtas MS/2 0,5 mg'NAA gyOkeresedés )
velutina mtsai., 2007
Abrie AL és
Aloé polyphylla csira MS 1.0 mgiBA. kallusz .
mtsai., 2001
» Chukwujekwu
Aloé polyphylla kallusz MS 3.0 mgiBA hajtas ) _
es mtsai., 2003
) Chukwujekwu
Aloé polyphylla hajtas MS hormonmentes gyokér _
és mtsai., 2003
Leucojum Pavlov és mtsai
termés MS 4 mgi2,4-D kallusz
vernum 2007
Leucojum 1,5 mg I'NAA + 2 _ Pavlov és mtsai
kallusz MS N hajtas
vernum mg ["'BA 2007
Picrorhiza ) o Chandra és
inda MS - hajtaskégzés )
kurrooa mtsai, 2005
Picrorhiza » N o i Chandra és
hajtas MS 0,23 mg1BA hajtassokszoroz6das )
kurrooa mtsai, 2005




Faj explantatum taptalaj | hormondsszetétel morfogéwalasz hivatkozas
Picrorhiza » i Chandra és
hajtas MS 0,1 mgiIBA gyokeresedés _
kurrooa mtsai, 2005
] Ray és
Rauvolfia )
) ragy MS - hajtasfefldés Bhattacharya
serpentina
2008
) Ray és
Rauvolfia _
) hajtas MS 2 mgiIBA gyOkeresedés Bhattacharya
serpentina 2008

1. tAblazat Veszélyeztetett ndvényeik vitro szaporitasara kidolgozott eljarasok:




2.3. A Crocus fajok szévettenyésztése
A Crocus sativugsak vegetativ uton szaporodik a hagymagumoixiplptd genomja miatt

(mas séafrany fajok hibridje) csak steril viragjaiwmak, ivarosan képtelen szaporodni. Gomba,
bakteridlis és virus feizésnek vannak kitéve a foldbendévagymagumok, emiatt csokken a
novekedési képesseguk (Darvishi et al., 20Dvyitro Gton viszont sterilen patogénmentesen
lehet a novényt tdmegesenédlitani (Plessner et al., 1999). Az inokulumok ketia
mikroszaporitashoz hasznalunk csakis axenikusi@riyek kozott tarthaték fenn. Sokszor
a kallusz stadium kihagyasaval, citokinin kezelbgseénik a novény mikroszaporitasa. Az
explantatumok lehetnek: kiloénkb®avirdgrészek, nédusz szovet, csucs- és oldalriigy, d
tobbnyire a hagymagumaébdl indulunk ki. A kivett Bdyi rész valaszreakciojat szamos
valtozo befolyasolja, ugymint a noveny életkoraplertatumként hasznalt szerv tipusa,
taptalaj Osszetétele, a bé&ggs ideje, a hasznalt hormonok és azok aranyai€kohy és
agarral szilarditott taptalajt egyarant alkalmazkakusz nevelésre és ndvényregeneralasra.
Tobbszor is beszamoltak kiulonkdokutatasok, hogy jobb ndvekedés ééhet, ha felére
csokkentjiuk a taptalaj kulénbézasvanyi osszetéinek a koncentracidjat (Karamian &
Ebrahimzadeh, 2001; Raja et al., 2007). A leggyakaa hasznélt taptalajok az MS
(Murashige és Skoog, 1962), LS (Linsmaier és Sk6§5), N6 (Nitsch és Nitsch, 1969, hiv.
Dodds és Roberts, 1985), W (White 1963, hiv. DagkiRoberts, 1985) és a B5 (Gamborg és
mtsai, 1968) voltak.

A szbvettenyésztés kiulonkbzszakaszaiban és az eléréndalaszreakciohoz kilonbéz
taptalajok hatdsosak. A saframy vitro kultirdkban leggyakrabban hasznalt hormonok a
citokininek: KN, BA, ZN, az auxinok: NAA, IAA, IBAés a 2,4-D, a GA3, az abszcizinsav, és
az etilén voltak (Plessner et al., 1999). A sejtadasban szerepet jatsz0 auxinok egy része
szintetikus, masik fele pedig magaban a szoévetbemebdott. A koncentracidjatol fiigg,
hogy adott szovetben milyen valaszreakciot valt &icitokininnel egyutt szikségesek a
tenyészetek fenntartdsdban ésofisében. A citokininek aktivaljak a sejtosztodéstaé
gibberellinnel és auxinnal ellentétben novelik aztodoszovetek tikodeési idejét, ez pedig a
sejtoregedést gatolja. A citokinin-auxin arany kidoz valaszt valt ki a tenyészetekba
magas citokinin - auxin ardny a hajtaskégest seqgiti €, forditva pedig a kallusz és
gyOkérképadést valt ki. A citokininBl, csakigy mint az auxinbol kis mennyiség
szlikseégeltetik a serkentéshez, nagy koncentraetéresiszont pont az ellenkgét éri el és

gatlast okoz (Plessner et al., 1999). Mara a GAsaiellinen kival koérdlbelil még 50
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gibberellin hatasu vegyulélr tudunk, ezek szerepe a sejtosztédas fokozasabara é
fitohormonok és a jarovizacié hatasat helyettegitfitohormonok egyiitt, interakciok révén
fejtik hatasukat, emiatt kulénbdz stddiumokban (kalluszindukalashoz, fenntartashoz,
organogenzishez) kulonb®hormonok és kiulonbézaranyok és koncentraciok bizonyulnak
eredményesnek (Plessner et al., 1999).

Az elss Crocus mikroszaporitasos kisérlet sordd. sativus hagymagumobdl kalluszt
indukaltak, ezutan sikerilt a teljes novény regéidsea. A kisérlet soran hasznélt hormonok:
auxinok az 1AA és a 2,4-D voltak (Ding et al., 19¢&. Ascough et al., 2009). Citokininek
(KN vagy ZN, 3-12 mg/l) és 2,4-D (1 mg/l). A tamph ratett explantatumokonoégkor
hajtasfejbdést figyeltek meg, mig az etilén (0,98 g/l) hatdsdgagymagumd ndvekedést és
képzést valtott ki (Plessner et al., 1990, cit. Aggh et al., 2009). ACrocus sativus
szovettenyesztés egyik oka a kdltséghatékonysagattem safranal, crocin, picrocrocin
kivonas olcs6bb, mint hagyomanyos kézi termesztéetén, viszont jelenleg a
szovettenyészetekben Ewnovényi részek ként a bibe- és bibeszalsizestruktirakat
hasznaljak erre a célra) hatbanyag tartalma jdwaead a hagyomanyosan termelt névények
bibeszalaihoz képest, csupan tizede (Sarma etl@@]1). A crocin kihozatal novelésére
azonban kidolgoztak egy olyan eljarast, amineké eispéseként a kalluszokat gyors
osztodasra birtdk NAA (0,2 mg/l) és BA (1 mg/lejelétében. Masodik lépésben 1AA-t (0,2
mg/l) és BA-t (1 mg/l) tartalmazo taptalajon tergtésték tovabb, amely fokozta a crocin
termelést (Chen et al., 2003).

C. cancellatushajtasmerisztémaibdl LS taptalajon ami KN-t (4 ings 2,4-D-t (1 mg/l)
tartalmazott, embriogén kallusz képbtt, ezekBl pedig protoplasztokat izolaltak. Legjobban
azok novekedtek, amiket Ca-alginat gyongybe agiazas héttel késbb mikrokallusz
képadeést tapasztaltak. A sejtkultarak 2 mg/l KN-t, 1 th@,4-D és 100 mg/l aszkorbinsavat
tartalmaz6 MS taptalajon féfltek. Ké$bb megfigyeltek, hogy a mikrokalluszokat
tartalmaz6 Ca-alginat gyongyokon 0,2 mg/l KN ésragll 2,4-D jelenlétében, felesésséd

MS taptalajon tortéh inkubalast koveéten embriogén kalluszok jelentek meg, majd 25 mg/l
GAS3 hozzaadasat koven elkezdtek csirazni. A teljes ndvény regenerélasey/l BA-t és 1
mg/l NAA-t tartalmazé feles ésség MS taptalajon volt megfigyelhét (Karamian &
Ebrahimzadeh, 2001). LS taptalajon, ami 4 mg/l Nidds 4 mg/l BA-t vagy 4 mg/l kinetint
és 1 mg/l 2,4-D-ét tartalmazoftf. sativus, C. cancellatus, C. michelsonii és ac&spius
hajtasmerisztémakat tenyésztettek. A szomatikugiegenezis ezeknél a fajoknal kilénb6z
idoben tortént meg. Az 1mg/l abszcizinsavat tartalmaefes ebsség MS taptalajra

helyezvedket a szomatikus embridk fédéséenek kilénb@zszakaszait lehetett megfigyelni.
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Az embridokat MS taptalajon, 25mg/l GA3 jelenlétébeniraztattdk. A teljes névény
regenerélasa érdekében a kicsirazott embriokat/INA\ és 1 mg/l BA jelenlétében szintén
feles efsséd MS taptalajra helyezték. A kisérletet 16/8 Orasyfieriodusok mellett és 20

°C-on végezték (Karamian, 2004).

2.4. A Crocus sativus legfontosabb metabolitjai

A Crocus sativugoként tanulmanyozott metabolitja a crocin, picroamoés a safranal.A
protocrocinbdl kett picrocrocin molekula mellett keletkezik a crocami zsirban és vizben
egyarant oldédo karotinoid vegyulet, ami a szif@glés, emellett depresszio-, rakellenes és

antioxidans hatasu (Gonda et al., 2012).

1. abra Crocin szerkezeti képlete

A protocrocinbdl keletkezik a picrocrocin, ez felel safrAny jellegzetesen kesdréért.
Egyéb oOsszeték (pl: flavinok), amik csak alacsonyabb aradnybaldlibatdéak tobbnyire a
picrocrocinhoz kapcsoltan vannak jelen. A picrograanyagcsere soran alakul at safranalla,

ami a safrany jellegzetes illatat okozza (Gonda.e2012).

HsG CHs
OH o
HO Q
HO O CHs
OH

2. dbra Picrocrocin szerkezeti képlete
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A picrocrocin hidrolizisébl safranal és glikoz keletkezik. A safrany jellegzdllatat okozza
és a picrocrocin mellett befolyasolja az izét iatddai kozé tartozik a gorcsoldé-, antioxidans
hatés, illetve GABA receptor stimulalo.

H.C  CHs,
0

CHs

3. dbra Safranal szerkezeti képlete

A safranal kutatdsa tovabbi illékony komponenseltalélasara vezetett.

ol LT

C HO

SR O 9y

0 ;:i OH
0
OH
u}
o
o
o}
é\&/“\
CHO CHO
HO HO
o] o]

u]
éﬁ:m HO
HO

ﬁ D
i} u]
OH
DJ\/%[ o
CHO c
O
Safranal oH 0

0
’i/:\l/i“/u\

|
S, i :Coﬁ

OH o]

4, dbra A Crocus sativus tovabbi megismert illékony komponensei
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Tovabbi emlitésre méltd komponens a riboflavin,zaza B2 vitamin, mely a szervezet
energiatermeléséhez esszencidlis anyag. Vizberd®ldégyulet, konnyen felszivodik. A
vérképzéshen, légzési folyamatokban, antitestté&sbeh, novekedésben és szaporodasban, a
zsirok, szénhidratok és fehérjék lebontasabannészz és tolt be, elengedhetetlen feladatkort.
Ezeken Kkivil az egészségesr,b haj és korom médgzésében és a pajzsmirigy

szabalyozéasaban is fontos.

13



3. Anyag és modszer

3.1. A szévettenyészetek indukcidja
A Crocus sativus és C. cancellatus mikroszaporitasra kidolgozott szakirodalom

felhasznalasaval (Plessner és Ziv, 1999; Bhagyahakgs mtsai, 1999; Raya és Hassan,
2001; Yohong és mtsai 2002; Chen és mtsai 20D3ayishi és mtsai, 2006) 2007-ben
inditotta a tenyészeteket Demeter Zita. A szovgéisretek inditasa tobblégssfolyamat.
El6szor novenyi részek (explantatumok) fellletét kerilk az alabbi moédon. Az
explantatumot izolaljuk a novén§bés megmossuk. A tovabbi |épeseket steril fllkatal
végezzuk. Az explantatumokat 70%-os alkoholba miérkb. fél percre utdna 3-szor 10
percre 20%-0s Domestos-ban &tlenitjik, figyelve arra, hogy ne legyenek buboiélko
fellletén, mert ott tulélhetnek a mikrobak. Majé&sr 5 percig steril desztilalt vizzel 6blitjuk
le rola a ferdtlenits oldatot. A leferdtlenitett explantatumot feldaraboljuk, fellleti $é&seket
okozunk rajta a kallusz kéfi@déshez és taptalajra helyezziket, fsként hagymagumaokbal
érdemes a tenyészeteket inditani. A hasznalt gpttlrashige és Skoog alaptaptalaj (1962)
ami ki lett egészitve 0,8% Difco-agarral, Gamboitgminnal (Gamborg és mtsai, 1968) és
2% szacharOzzal és auxint és citokinint adtunk a&dazonb6sd aranyban. Erre a célra a
A tenyészeteket 14/10 6ra fény/sotét és 22&/AB+-2C fény- és Bmérséklet-peridduson
neveltik Blég-sterilezett petricsészékben. Fényen térigevelés esetén, a fén§es0 umol

m? sec* volt. De késbb lesotétitett polcokra raktuk, mert jobb néveleedépasztaltunk.

3.2. A Crocus magvak csirdaztatdsa axenikus kériilmények kozott
A magvakat axenikus kérnyezetben neveltik és éibefejlodott csirakat explantatumkeént

alkalmaztuk kalluszindukciohoz. A kévetkefajok magjait hasznaltuk feC. banaticusC.
heuffelianusésC. scepusiensi®A magvak 2007 juniusaban kertltek béggsre. Egy részik
1 hénapig 4C-on pihent, a magok masik felét szobmiérsékleten pihentettilk. 21 napot
koveen fellleti sterilezésen estek at sterilfilke alatt

A sterilezés a kovetkézmodon zajlott. A magvakat 30 percre domestos 18%ldataba

helyeztiik, majd 3-szor 10 percig steril desztiNaitzel mostuk le rola a fétlenitészert.
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A fellleti sterilezés utan, aitott és kontroll magvak felét MS* taptalajra heliigz a masik
résziiket pedig 12 6rara 0,5 my(ll,5uM ) GA; —t tartalmazé folyékony MS*-ban aztattuk,
ami utan szintén szilard MS* taptalaj helyeztiket. A taptalajra helyezett magvakat’@s
on, sotétben, diég-sterilizalt petricsészékben taroltuk. Két hignumind a 4 csoport felét 0,5
mg * (2,2 uM) BA és 0,5 mg t (2,5 uM) NAA hormon-dsszetétél MS* taptalajra
helyeztiik. Fél év utan az MS*-n hagyott magvakatpl* (72,5 M) GAs tartalmi MS*-ra
(Raya és mtsai, 2001) ultettik at.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Stabil kallusz vonalak elodllitasa

Tobb fajnél is sikerult stabil kallusz vonalakatrédozni a fenti protokollok és szakirodalom
alapjan.
Crocus banaticusaminek szarmazasi helyei Szovata (Romania, Maexpyga) és Varasfenes

(Romania, Bihar megye). Tobbszo6ri atoltassal sikediet stabilizalni. MS* taptalajon

neveltikoéket, az alabb felsorolt auxin, citokinin hormonokdia hozzajuk.
-10mg/l NAA, 1mg/l BA

-5mg/l NAA, 5mg/l BA

-5mg/l NAA, 1mg/l BA

-1mg/l IBA, 5%cukor

5. dbra Crocus banaticugVarasfenes) 10mg/I 6. abra Crocus banaticugSzovata) 5mg/l NAA,
NAA, 1mg/l BA, MS* taptalaj 5mg/l BA, MS* taptalaj

7. dbra Crocus banaticugVarasfenes) 5mg/I 16 8. dbra Crocus banaticugSzovata) 1mg/l IBA,
NAA, 1mg/l BA, MS* taptalaj MS* 5%-0s cukortartalmu taptalaj



A szovéataiC. banaticugenyészetek embriogének voltak, szomatikus emlxabdtkezését és

fejlodését mutattuk ki (9. abra).

9. dbra Crocus banaticugSzovata) 5mg/l NAA,
5mg/l BA, MS* taptalaj
Crocus heuffelianusSzarmazasi helyei Ukrajna POsahaza és Romania Rpibfalva.
10mg/l NAA, 1mg/l BA —t tartalmazé MS*, és 1mg/IAB5% suc-t tartalmazdé MS* neveljik
oket, kalluszt és hagymagumot hoztak létreC Aheuffelianuskalluszok embriogének voltak

(Demeter és mtsai, 2010).

10. abraCrocus heuffelianus(szarmazasi
hely: Radnalajosfalva), 1mg/l IBA, 5%
suc. Az embriogén kalluszokbdl regeneralt
névényeken fejdé hagymagumokat

latjuk.
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Crocus tommasianuszarmazasi helye Gyulaj, a Mecsek kornyékén. lrasgaek, feheér
kalluszokat produkalt, 10mg/l NAA 1mg/l BA és Sm§IAA 1mg/l BA tartalmu taptalajon
neveltikoket.

11. &braCrocus tommasinianus 12. &braCrocus tommasinianusmg/I
10mg/l NAA, 1mg/l BA, MS* NAA, 1mg/l BA, MS* taptalaj
taptalaj

A C. tommasinianukalluszokon organogenezist detektéltunk.

Crocus vittatug 1mg/l IBA és 5%suc.-on tartva teljes névényekajtuk hagymagumokat
produkdl. Mivel a kallusz stadium megkerilésévedesilt novényeket regeneralni, ezt
mikroszaporitasnak tekinthetjuk.

13. 4bra.C. vittatus,
mikroszaporitott névénykék,
hagymagumokkal

18



A Crocus sativud szamos taptalajon sikerllt eredményesen feramtiard legtobb tenyészet
jol fejlods kallusz tenyészetett produkalt. 1mg/l IBA, 5% s$maézon dfteljes ndvekedés
volt jellemz , gydkerek, hagymagumok, valamint hajtasok istkeldek.

-10mg/l NAA, 1mg/l BA

-5mg/l NAA, 1mg/l BA

-A4mg/l NAA, 1mg/l BA

-2mg/l NAA, 0.5mg/l BA

-2mg/l IAA, 0.5mg/l BA

-2mg/l IBA, 0.5mg/l BA

-1mg/l IBA

-0.05mg/l IBA, 0.5mg/l BA

-0.5mg/l IBA, 0.05mg/l BA

-1mg/l IBA, 5%cukor

14. &bra Crocus sativusmg/l IBA, 5% suc.

A C. sativuskalluszok embriogének voltak minden taptalajoré{&ty, 2013).
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Crocus scepusiensig/ernarrol szarmazik. Organogenezis figyetheiheg rajta, mely

bibeszeii struktirakat hozott létre.

15. &braCrocus scepusiensid mg/|
NAA 4 mg/l BA MS*. Bibeszeri
stuktarak.

-5mg/l NAA, 5mg/l BA
-5mg/l NAA, 1mg/l BA
-A4mg/l NAA, 2mg/l BA
-2mg/l NAA, 4mg/l BA
-2mg/l NAA, 2mg/l BA
Hormon OsszetéteIMS* taptalajon neveltik.

4.2. A Crocus magvak csirdztatdasa axenikus koriilmények kozott
Csupan a magvak tizedét sikerilt mesterséges kénylek kozott kicsiraztatni. Ebba

Crocus heuffelianuprodukalta a haromnegyedét, a maradékot pe@igpaus scepusiensié
kisérlet elkezdése utan 2 honap mdulva jelent meglsizcsiranévény, ami nem fégdott
tovabb és elhalt, eCrocus heuffelianussolt. Ezutan félévvel szintén &. heuffelianus
esetében csirazott a masodik mag, ennek a csiryrielé is megallt a fejdése, ezeért
gibberellinsavat tartalmazo6 alaptaptalajra helyleztié igy is elhalt a névény.

A harmadik aCrocus heuffelianudl, a negyedik pedig &rocus scepusienstsl szarmazo
csirdz6 mag, egy év utan tortént meg. Ezek szmiggalltak a ndvekedésben ésdd@sben,
ezért szurdsokkal megsebezitket és 10mg/l NAA és 1mg/l BA tartalmi MS* taptaaj
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helyeztikoket. 2 és fél honap utan relative gyorsandn@enksarga etsgeneracio kalluszok

képadtek, ezekbl pedig életképes 2. és 3. generaciés kalluszo&peXink. A magokra

alkalmazott kezelést és ezek eredményét a 2. titlfidglalja magaba.

Faj Szarmaz Mag Mag GA3 Csirazas
asi hely hidegkezelés kezelés MS*-on
+ -
Ukrajna:
Posahaza + B .
Crocus
heuffelianu + +
s
- + -
Ukrajna:
+ + -
Sarjan
Romania
+ -
Crocus
banaticus Vérosfen + - -
es:
Fenesi- + -
volgy
+ -
Crocus Sl:Kriva
scepusiens + B )
is
+ -

2. tdblazat. Magok csiraztatasa, efskisérletsorozat.

21




Faj Szarmazasi Mag Mag Csirazas
hely hidegkezelés GA3 0,5mg/I
kezelés NAA-on
0,5 mgl/l
BA
+ -
Ukrajna:
P6sahaza + ) +
Crocus
heuffelianus + +
- + -
Ukrajna:
+ + -
Sarjan
Romania:
+ -
Varosfenes:
Crocus
banaticus Fenesi- + . -
volgy
+ -
+ -
Crocus Sl:Kriva
scepusiensis + ) )
+ +

3. tdblazat. Magok csiraztatasa, masodik kisérletsazat.
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16. abraCrocus heuffelianus2.generacios kallusz 10 mg /I NAA, 1
mg/ | BA tartalmi MS* taptalajon.

Az elsy kisérletsorozatban a taptalajok nem tartalmaztaknbnokat, mig a masodikban
0,5mg/l NAA-t és 0,5 BA-t tartalmaztak a jobb cgad segitése érdekében. CsaRracus
heuffelianusés aCrocus scepusiensissirazott a kisérletben szerephjok kozul. Minden
csirazott mag hidegkezelésben részesilt. A csidzdmap és 1 év kdzott valosult meg. A
Crocus heuffelianusmagok mind hormonmentes MS*-en, mind a hormontal@azo
taptalajon csiraztak, de a GA3 jelenlétének nent hakdsa a hormonkezelt taptalajok
esetében. ACrocus scepusiensiwrmont tartalmazo talajon kezdett el csirazni ésieazott
magok hideg- és GA3 kezelésben is részesiiltek. eSségében a magok jobb csirazast

mutattak hormont tartalmazé MS*-on, GA3 kezelésuta
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5. Osszefoglalas

A Crocus banaticus, Crocus heuffelianus, Crocus tosmmmnus, Crocus scepusiensis,
Crocus vittatus és a Crocus sativus fajokbol sikeresen inditottunk és stabil
kallusztenyészeteket hoztunk létre. Ezaltal tobbp&amedencei faj van am vitro
gyijteménytinkben, amelyeket niteghetink és ké&bi kisérletekhez felhasznalhatunk.
Eltérd auxin-citokinin aranyokat hasznalva sikertlt ksflképzést indukalni, és a
hormonardnyon véltoztatva, differencialédasra leiaztaiz explantatumként hasznalt névényi

részeket.

Crocus heuffelianusés Crocusscepusiensis magokat csiraztattunk auxin és citokinin
hormonokat tartalmazo, illetve azoktdl mentes M&dtalajon. A magokat &éleg hideggel
és GA3-mal kezeltuk. A kicsirazott magokbdl pedaps kalluszvonalakat hoztunk létre.
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