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1. Bevezetés

A kutatasi témam a tropusi orchidedk generativ szaporitasa. Mar tobb mint 8 éve foglalkozom
orchideak tartasaval. Sajat gyljteménnyel is rendelkezem, amely t6bbszor hazai kiallitason is
megjelent. Az orchidedk iranti nagyfoku érdeklédésem a kisérlet alapja. Kiemelten fontosnak
tartom a botanikai fajok magrol valod szaporitdsat, ezzel is megdrizve a novények genetikai
diverzitasat. Szamos ndvény természetes élohelye elpusztult az elmult évtizedekben, ami az ott
¢l6 orchideafajok eltlinéséhez vezethet, ill. vezetett. Kiemelten fontosnak tartom e mind
nagyobb veszélynek kitett fajok megovasat és fenntartasat. Az elmult években tobb kutatas
bizonyitotta, hogy a természetes adalékoknak szamos el6ny0s hatasa van. R. Eszéki (2012)
kivonat taptalaj-komponens hasznélataval sikerrel szaporitotta a hazankban szigortian védett és
veszélyeztetett Liparis loeselii orchideafajt. A kokuszviz altalanosan alkalmazott taptalaj-
alkotd orchideak és mas fajok in vitro szaporitasaban (Yong és mts. 2009; Vilcherrez-Atoche
¢s mts. 2020). Elény6s tulajdonsagait szamos kutatd bizonyitotta (Baque és mts. 2011; Chen
mts. 2014, Stefano és mts. 2022). A mézzel kiegészitett tiptalajokrol igen csekély a
szakirodalom (Mantovani és Pivetta 2016), bar egyes kutatok emlitik hasznalatat (Fatonah ¢és
Isda 2018; Isda és mts. 2019). A kutatasom célja, hogy megkdnnyitsem a ndvények in vitro
szaporitasat természetes adalékok hasznalatdval a téptalajban. Véleményem szerint a
természetes adalékok hozzédjarulnak a névények gyorsabb és kiegyenlitettebb fejlodéséhez,
emellett a természetes hozzavalok kornyezetbarat megoldast jelentenek a ndvények
mikroszaporitdsa soran. A természetes hozzavalok hasznalata csokkenti a mesterséges tton
eldallitott tapelemek mennyiségét a taptalajban. A kutatdsom nem csak a trépusi ndvények
fenntartasat segitené eld, hanem a hazai, nehezen szaporithaté ndvények szaporitdsdban is

kulcsfontossagu lehet.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A tropusi orchideak szaporodasbiologiaja

A szaporodés, sziikebb értelemben vett utddnemzés, nem csak a ndvény kovetkezo
nemzedékének kifejlodését, hanem az adott taxon fennmaradasat és evolucios fejlodését is
jelenti. Az evolucios folyamatok igen Osszetettek, és a fajok tobbségének kiizdeni kell a
fennmaradéasért, aminek kovetkeztében szamos alkalmazkodasi format megfigyelhetiink

megannyi névényfajnal, beleértve az orchideakat is (Makara 1980).

Az orchidedk virag formaja hihetetlen valtozatossdgot mutat, ugyanakkor a szerkezeti felépitése
az egész Orchidacea csaladban azonos. A viragok sziromlevelei (3+3) két korben helyezkednek
el, szimmetrikus képet mutatnak. Tehat, a csalddra jellemzden trimer, zigomorf viragot
figyelhetiink meg (Molnar 2011). A hat darab sziromlevél kozel sem egyforma format mutat a
legtobb orchideanal. Ezek koziil kiemelnék egyet, amely teljes mértékben eltérhet a tobbitdl;
ezt nevezziik labellumnak (ajak). A labellum formaja, szine, Gsszetettsége igen meghatarozo a
megporzasanal, hiszen ez a novény egyik fO0 megtévesztd ¢€s figyelemfelkeltd szerve (Pijl,
Dodson 1969). A pollenszemek 6sszealltak €s igy egy nagy pollen csomagot, azaz polliniumot
alkotnak (Tillyné Mandy és Pendert 2014). Ennek eldnye, hogy a beporzok egy mozdulattal

akar tobb tizezer pollen szemet is atvihetnek egy masik névény bibéjére (Pijl, Dodson 1969).
2.1.1. Pollenizacio6

Az orchidedk jelentds tobbségénél a rovarok altali beporzds a mérvado. Egyes fajoknal
megfigyelhetlink autogamidt vagy részleges dnbeporzast, de ez egy evollcids zsdkutca, hiszen
a genetikai variabilitas folyamatos csokkenését jelenti (Benzing 2012). Az orchideak
megtévesztéssel, vagy taplalék felkindlasaval csalogatjak a rovarokat magukhoz (1. tdblazat),
ezzel biztositva a megtermékenyitést (Chase et al. 2017). Tovabba, a Cypripedioideae alcsalad
tagjainak labelluma olyan csapdava alakult, ami a beporzé rovarokat odacsalogatja, de csak
ugy tudnak belble kijutni, ha kozben elvégzik a beporzast (Fast 1980). Minden egyes faj
nagyfoku alkalmazkodéast mutat a sajat beporzdja irant. A beporzo allatok kozt denevérek,
méhek, darazsak, éjszaki lepkék, és madarak is talalhatoak (Benzing 2012; Meisel et al. 2014).
Sz4zalékos megoszlasban 86%-ban rovarmegporzasrol beszélhetiink (méhek és darazsak 60%;
¢jszakai lepkék 8%; lepkék 3%; legyek 15%), a tovabbi 14%-0t a madarak (8%), a denevérek
(3%) és az onbeporzas (3%) teszik ki (Schiff 2019).

1. tablazat. A virag jellemzdi és a beporzok kozti 0sszefliggések (Benzing 2012.)



Virag jellemzo
Beporzo Szin Illat Jutalom Forma és | Nyilas ideje
méret
eros, bdséges egy nagy,
Denevér krém fehér | kellemetlen nektar és vagy tobb Ejszaka
vagy pollen Kicsi
nektar, Kicsi-
pollen vagy kozepes,
M¢h, darazs pasztell kellemes semmi rengeteg Nappal
utanzas forma
esetén
vilagos kozepes-
Esti rovarok pasztell/ kellemes nektar nagy, hosszi Este-¢éjjel
fehér csOszerli
parta
piros, kozepes-
Madarak | narancssarga, nincs bbséges nagy, hossza Nappal
vilagos nektar csOszerli
szinek parta
zoldes, kicsi, folega | Napkozben,
Autogamia sziirke nincs nincs petalumok | éjszaka vagy
soha

2.1.2. Magfejlesztés és csirazas

A beporzas kovetkeztében, amint a pollinarium sikeresen megérkezett a bibéhez, megkezdddik
a termés fejlodés folyamata (Chase et al. 2017). Az Orchidaceae csaladra egységesen jellemzd,
hogy a magvaik aprok, konnytiek és egy toktermésben rengeteg talalhatd beldle. Ezen
tulajdonsagok alapjan elmondhatd, hogy a csalad fajai azt a startégiat kovetik, hogy rengeteg
magot fejlesztenek, viszont ezek kis hanyada csiraképes. A kevés csiraképes utod egyik
velejardja, hogy a mag nem tartalmaz endospermiumot (Molndr 2011). A beporzés és a
megtermékenyités kozti idészak néhany hét is lehet. A teljes toktermés megérése fajtol fliggden,
néhany honap vagy akar fél év is lehet. A zold termés az éréssel parhuzamosan novekszik, majd

a sargulas bekovetkeztével leszedhet6ek (Tillyné Mandy és Pendert 2014).

A magok kiszérodasa utan, a vizfelvétel kovetkeztében, csak néhany sejtosztédas megy végbe,
megalkotva ezzel egy kezdetleges, differencialatlan csiranovényt, a protokormot. A protokorm
abban az esetben tud tovabb fejlddni, amennyiben ratalal a megfelel6 gombakapcsolatra
(Molnar 2011). A magokban 1év6 taplaloszovet hidnyaban a csirdzashoz nélkiilozhetetlen a
mikorrhiza kapcsolat. A gomba tapanyaggal latja el a csiranovényt, hiszen az még nem tudja

eléallitani maganak a megfelel asszimilatumokat fotoszintézis hijan (Chase et al. 2017). Ez az



endomikorrhiza mutualista kapcsolat a legtobb taxonnal megszakadhat a novény kifejlett
koraban, ugyanakkor vannak olyan parazita fajok (pl.: Neottia nidus-avis), melyek egész ¢letiik
alatt igénylik a kapcsolatot (Makara 1980).

2.2. A generativ szaporitas

Mint minden szovetes novény (Tracheophyta), igy az orchidedk is kétféle modon
szaporithatdak: generativ €s vegetativ szaporitasi modokat ismeriink. A reproduktiv szaporitasi
mod sajatossaga, hogy nagyszamu, genetikailag diverz utédok jonnek létre, mig az ivartalan
szaporitas soran genetikailag azonos utodok (klonok) indulnak fejlédésnek (Tillyné Mandy és
Pendert 2014). Az orchidedk szaporitisanak kezdetei a 19. szazadig nyulnak vissza, amikor a
kereslet hirtelen megndvekedett a ritka tropusi fajok irant, viszont a beszerzésiik az orchidea
vadaszokon keresztiil igen hosszu idének és koltségesnek bizonyult (Schiff 2019). Az els6
sikeres csirdztatdsokat a véletleneknek kdszonhették, hiszen a természetben begytijtott fajok és
a gyokeriikhoz tapadt kozeg tartalmazta a csirdzdshoz sziikséges gombakat. Amennyiben a
termesztok sikeresen megtermékenyitették a fajokat, a magvakat az anyandvény cserepébe

kiszérva néhany egyed sikeresen csirazott (Makara 1980.)

2.2.1. A generativ szaporitas fontossaga

Az eddig felfedezett 26000 faj tobbsége veszélyeztetettnek mondhato a régodta tartd tomeges
illegalis gyijtés és kereskedelem kovetkeztében. A 19. szazadtol kezdve rengeteg tropusi
orchideat gytijtottek be a természetbdl, aminek nagy része tonkrement a hosszu ut soran (Schiff
2019). Tovabba, a természetes €lohelyek elpusztitasa €s a klimavaltozas is hozzajarul a fajok
csokkenéséhez (Wraith et. al. 2020). A szamos példa koziil kiemelném a Paphiopedilum
rotschildianum-ot, amely a fokozott gyiijtés kovetkeztében a természetes él6helyén kihaltnak
bizonyult (Gardiner, Cribb 2018). A fajok védelmében tobb nemzetkdzi Gsszefogas is 1étrejott,
mint példaul a CITES (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Flora
and Fauna) ¢s a [UCN (International Union for Conversation of Nature and Natural Resources)
(R. Esz€éki 2012). R. Eszéki (2012) szerint a tiltas nem a megfelel6 megoldas, hiszen az emberek
tobbsége igy is megtaldlja az utat a természetkarositasra és a veszélyeztett fajok

kereskedelembe hozatalara.
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1. abra. A novények védelmének lehetoségei (Warith et al. 2020.)

(2008) szerint egy jol miikodo
alternativ lehet6ség lenne az orchidedk in vitro szaporitasa és tomegtermelése. A veszélyeztetett
novények tomegtermelése kereskedelmi célra, és egy résziik visszatelepitése a természetes
¢lohelyiikre, csokkentené az illegélis gytjtést. Ebbol adoddan az orchidedk fokozottabb

szaporitasaval és visszatelepitésével visszaszorithatnank a veszélyeztetett fajokok szamat

(Tillyné Mandy és Pendert 2014).
2.3. In vitro szaporitas

Az in vitro szaporitas magaban foglalhat generativ, illetve vegetativ (klénozas) szaporitast is.
A folyamat soran ellendrzott koriilmények kozott viszonylag rovid idon beliili tomegszaporitas
torténik. Ezen szaporitasi modszer egyik f6 elonye az elébb emlitettek mellett a korokozo- és
kartevo-mentesség. Tovabbi elénydkhoz sorolhatd, hogy évszaktdl és iddjarastol fliggetleniil
barmikor végezhetd. A szaporitas sordn nélkiilozhetetlen a teljes sterilitds (Jamborné Benczar
¢és Dobranszki 2005). A veszélyeztetett novények in vitro szaporitasa hatékony technika a
tomegtermelésre €s a megdrzésiikre, kiilondsen a csokkend populdcidji taxonok esetében

(Stefano et al. 2022).

A természetben szimbiota gombak fertézése sziikséges az orchideamagvak csirazasahoz. A
gomba elhagyasanak lehetésége az in vitro csiraztatas soran j szempontokkal gazdagitotta az
orchidedk szaporitasat (Kang et al. 2020). In vitro koriilmények kozott a megfeleld tapelemek
¢s cukor hozzdadésaval asszimbiotikus (gombakapcsolat nélkiili) csiraztatas is kivitelezhetd
(JAmborné Benczur és Dobranszki 2005). A torténelem sordn ez a technika egy magyar
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kutatond, Galambos Maria nevéhez flizédik, aki 1914-ben kidolgozta a mddszert, ugyanakkor
a kutatasi eredményei elvesztek. 1922-ben L. Knudson (1884-1958) publikalta ezt az eljarast,
akinek nemzetkozi hirnevet hozott (Tillyné Mandy és Pendert 2014). A mai napig is jellemzben
az asszimbiotikus magvetést végzik tilnyomo tobbségben (Arditti 2008).

2.3.1 Taptalajok osszetétele és valtozatai

In vitro koriilmények k6zott a novények szamara a taptalaj tartalmazza azokat az anyagokat,
amelyekre természetes koriilmények kozott sziikségiik lehet a fejlodéshez (Jamborné Benczar
¢és Dobranszki 2005). Az orchidedk szaporitdsara hasznalt taptalajok altaldban a kovetkezdket
tartalmazzak: asvanyi anyagokat (makro- és mikor elemek), vitaminokat, szénforrast és esetleg
novekedésszabalyozokat (auxin és citokinin csoportok) (Utami és Hariyanto 2016). A taptalaj
alapjat desztillalt viz adja, amiben a komponenseket feloldjuk. A folyadék szilarditasara
gélképzd anyagot hasznalunk, leggyakrabban ez egy tengeri alga tisztitott, poritott terméke, a
neve agar. A taptalaj elkészitését kovetden a fertdtlenitése kovetkezik (Tillyné Mandy és

Pendert 2014).

A noOvényi taptalajokban taldlhatd &svanyi anyagok a szerves molekulak szintézisének
épitékovei, illetve enzimatikus reakciok katalizatorai. Az oldott sok ionjainak nagy jelentosége
van, szerepet jatszanak ellenionként az ionizalt molekuldk szallitdsdban, az ozmotikus
szabalyozasban ¢s az elektrokémiai rendszer fenntartdsaban (DUCHEFA BIOCHEMIE B.V
Catalogue 2010-2012). A taptalajban 1év6 sok mikro- és makroelemekre oszthatok: Fe, Cu, Mn,
Co, Mo, B, I, Ni, Cl és Al mikroelemekre és N, P, K, Mg, Ca, S makroelemekre (2. tablazat).
Ez a felosztas azon alapszik, hogy az adott elemekbdl mennyire van sziikségiik a névényeknek
(Fast 1980).
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A magokbol hidnyzik az endospermium, de az embrid sejtjeiben vannak tarolt tapanyagok,

foleg fehérjék és lipidek, idénként egyszerii oldhatd cukrok, amelyek segitségével elindulhat a

sejtosztodas. Az elébb emlitett forrasok hamar kifogynak, emiatt asszimbiotikus csiraztatas

esetében szénhidrat forras hozzaadasa sziikséges (Szendrak 1997). Ennek ellenére az Orchis

morio cukor nélkiili taptalajon is ki tudott csirazni, viszont amely szénhidratot is tartalmazott,

annal nagyobb csirazasi szazalék volt kimutathat6. Platanthera bifolia esetében csak a cukrot

tartalmazo taptalajon volt sikeres a csirazas (R. Eszéki 2012). Az orchidea magoncok kezdetben

2. tablazat. MS taptalaj mikro- és makro elemek
DUCHEFA BIOCHEMIE B.V Catalogue 2010-

2012
MAKROELEMEK mgl!
CaCl; 332.02
KH:PO: 170.00
KNOs; 1900.00
MgSOs 180 54
NH4NO; 1650.00
MIKROELEMEK mgl!
CoCl; x 6H,0 0.025
CuS0, x 5H,0 0.025
FeNaEDTA 36.70
H;BO3 6.20
Kl 0.83
MnSO, x H:0 16.90
Na;MoQ; x 2H,0 0.25
ZnS0y4 x TH20 8.60

heterotrofok, késobb a fotoszintézis beindulasaval
1épésrdl 1épésre autotrofokkd valnak, de néha még
ebben az ¢életciklusban is sziikséglik van tovabbi
aminosavakra és egyéb tdpanyagokra kiilsé forrasbol
(Szendrak 1997). Nem minden szénhidrat forrés
alkalmas a csiraztatdshoz. Alkalmasnak emlithetd: D-
gliikkoz, D-fruktoz és a szachar6z. Nem felvehetok
példaul az L-cukrok ¢és kimondottan toxikusnak
mondhato a galaktoz (Arditti 1984). Arditti (1984) arrol
szamolt be, hogy a frukt6z alapu taptalajon jobb csirazas
¢érheté el

A leggyakrabban ¢és leghatékonyabban

hasznalt cukor viszont a szachardz, ugyanakkor fontos

megemliteni, hogy csak a megfelel6 mennyiségben segiti el6 a csirazast (Arditti 1984).

3. tablazat MS taptalaj vitaminok (DUCHEFA)

Vitaminiok mgl!
Glicin 2.00
Inozitol 100.00
Nikotinsav 0.50
Pyridoxin 0.50
Tiamin 0.10

Az optimalis pH érték beallitaisat KOH-dal vagy
citromsavval végezziik annak fiiggvényében, hogy az
érték emelése vagy csokkentése a cél (Jamborné Benczlr
¢s Dobranszki 2005). A trépusi orchidedk szamara

legtobb hasznos elem 5-6,5 k6zotti pH érték mellett érhetd

el (Dodson, Gillespie 1967). Arditti (1984) szerint a csirazashoz sziikséges pH 3,6-7,6 kozott

van, ugyanakkor a tal alacsony pH szintén vontatott novekedést eredményezhet.

4. tablazat. MS kiegészités (Fast 1980)

Az MS (Murashige ¢és Skoog 1962) taptalaj a

Kiegészités mgl leggyakrabban hasznalt szdvettenyésztd taptalaj,
Agar 10 , , . : . :
amelynek ltozatat  fejlesztették  ki.

Szacharoz 30 Yy Szamos  valtoZdla €jleszietie 1
Indol-3-ecetsav (IES) 1-30 Eredetileg a Nicotiana tabacum kalluszok
Kinetin 0,04-10 tenyésztésére fejlesztették ki (DUCHEFA BIOCH
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EMIE B.V Catalogue 2010-2012). A taptalaj igen hasznosnak bizonyult az orchidedk
szaporitasanal is, viszont egyes esetekben célszeriibb a makroelemeket a felére (1/2 MS), vagy
harmadara (1/3 MS) csokkenteni, a mikroelemeket meghagyva eredeti mennyiségben (R.
Eszéki 2012). Az MS taptalaj makro- és mikroelemeit a 2. tablazat mutatja. A taptalajt
esetenként kiegészithetjiik vitaminokkal (3. tdblazat). Az elkészités soran valamilyen szilarditd
anyagot érdemes hasznalni (agar), és a cukor forrds sem maradhat ki mikorrhiza kapcsolat
nélkiili kzegbdl. A hormonok hasznalata nem minden esetben sziikséges, de kiegészitésnek a

novények egyes fejlodési szakaszaiban elényds (4. tablazat)
2.4 Természetes taptalajadalékok

A szovettenyésztéshez hasznalt taptalajok a draga szintetikus adalékanyagok helyett olcso
szerves anyagok hozzaadasaval helyettesithetok (Stefano et al. 2022). Sok tudomanyos
szovegben megemlitik, hogy az alap taptalaj feljavithato természetes adalékanyagokkal, amik
serkentik és kiegyenlitik a novények fejlodését (Arditti 1967). A szovettenyésztés kutatasanak
korai szakaszaban igen gyakori volt a hasznalatuk, ugyanakkor az elmult évtizedekben
visszaszorult. Manapsag foleg pontosan ismert Osszetételii kémiai hatdanyagokat hasznalnak,
ugyanakkor szdmos bizonytalan és valtozo Osszetételli természetes adalékot is (DUCHEFA
BIOCHEMIE B.V Catalogue 2010-2012). Makara (1980) megemliti, hogy a kokuszviz, banan
kivonat és a halkivonat hasznalataval serkentették a novények fejlodését. A legérdekesebbnek
taldn a selyemherny6 babot és maldj sort emelném ki, mint természetes adalék (Arditti 1984).
A természetes adalékok hasznalata igen Osszetett kérdés, mivel nehéz meghatarozni a pontos
mennyiségiiket, hiszen az Osszetételiik sok komponensii és valtozékony. Tovabba az egyes
természetes adalékok kiilonb6z6 hatast mutatnak eltéré orchidea taxonok esetében (Arditti
2008). Egyes természetes adalékok, mint példaul a kokuszviz, gytimolceslé és a terméskivonatok
jelentdés mennyiségili vitamint, aminosavakat és szerves vegyiileteket tartalmaznak, amelyek
novekedésszabalyozoként miikodhetnek. Ezek a jotékony hatasi Osszetevok kivaloan

kiegészitik az in vitro tenyésztéshez sziikséges taptalajt (Stefano et al. 2022).
2.4.1.A kokuszviz hasznalata in vitro szaporitasban

A kokuszdié, Cocos nucifera a vilag legnagyobb teriiletén termesztett palmafajai k6z¢ tartozik.
A n6vény minden része hasznos. Feldolgozhatd a ndovény torzse, levele, gyokere és termése is.
A termés részei; mezokarpium, endokarpium, és az endospermium. A mezocarpiumot tobbek
kozott termesztokozegek készitésére hasznaljak. Az edocarpiumbol kivald mindségl aktivszén

allithat6 eld. Az endospermium két ehetd részre bonthato: a fehér magra és egy tiszta
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folyadékra, a kdkuszvizre (Prades et al. 2012; R. Eszéki 2012). Szdmos jotékony hatasaval, az
egyik leggyakrabban hasznalt természetes terméknek tekinthetd. Uditdként is fogyasztjak,
mivel taplald, és elonyds hatdssal van az egészségre. Egyre tobb tudomanyos bizonyiték

tdmasztja ald a kokuszviz egészségligyi szerepét (Yong et al. 2009).

A kokuszvizet elészor Overbeek és munkatarsai (1941) hasznaltak szovettenyészetekben, akik
megallapitottak, hogy a benne 1év6 Osszetevok hozzajarultak a Datura stramonium kezdeti
embriondlis fejlddéséhez. A kokuszviz széleskorii felhaszndldsat a kovetkezokkel lehet
magyarazni: a cukrok, vitaminok, dsvanyi anyagok, aminosavak ¢és a kokuszviz egyedi kémiai
Osszetétele miatt igen kimagaslonak és komplexnek nevezhetjiik. Tovabba fitohormonokat is
tartalmaz (Yong et al. 2009). A legjobb, ha frissen, 20-30% os toménységben hasznaljuk (R.
Esz¢ki 2012). George és munkatarsai (2008) kisebb mennyiségekrdl is beszamoltak; a Panicum
miliaceum fajra mar 15%-os toménységben is pozitiv hatassal volt. MS taptalajhoz 5%
kokuszvizet adva szomatikus embriogenezist értek el gombakalluszbol (Lu és Vasil, 1981).
Szendrak (1997) A Dactylorhiza sp., Ophrys sp. és a Anacamptis sp. nemzetségeknél is

sikereket ért el kokuszvizzel vald csiraztatasban és magoncnevelésben is.

A fitohormonok egy dsszefoglal6 kifejezés, amely szamos novekedésszabalyzo anyagot takar.
Az 6t alap novényi hormon (auxin, gibberellin, etilén, citokinin és az abszcizinsav) koziil a
legnagyobb mennyiségben citokinin szarmazékokat talalhatunk a Cocus nucifera termésének
folyékony endospermiumaban, amely segitségével gyors sejtburjanzast érhetiink el in vitro
koriilmények kozott. A citokininen beliil a harom legnagyobb mennyiségben elfordulok: trans-
zeatin riboside, trans-zeatin O-glucoside, dihydrozeatin O-glucoside. Tovabba, a kokuszviz
tartalmaz auxinokat (IAA), gibberellineket (GA1; GA2) és abszcizinsavat is (ABA) (Yong et
al. 2009).

Al-Khayri és munkatarsai (1992) a kokuszvizr6l kimutattak, hogy a sejtek osztodasat indukalja:
egy taptalaj, 10-15% térfogatszazalékban érett kokuszvizzel kiegészitve, 5 hét utin megndvelte
a Spinacia oleracea kallusz sulyat, felgyorsitotta a novekedést és a hajtasregeneraciot. A
kokuszviz nélkiili taptalajokon ugyanez a folyamat 8-12 hét volt. Srinivasan és munkatarsai
(2020) a fél koncetracioji MS taptalajt 10%-os kokuszvizzel kiegészitve gyorsabb ndvekedést
tapasztaltak a Ranunculus wallichianus esetében, mint 5% vagy 20% hozzaadasaval. A %2 MS
taptalajhoz hozzaadott kokuszviz fokozta a hajtdsok megnyulasat, de a gyokérindukcidt nem
segitette elé Hylocereus polyrhizus esetében (Ng et al. 2020). A kokuszviz sok szempontbodl

elénydsnek mondhaté a novekedés-szabalyozas tekintetében, habar a szaporitd laborok nem
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gyakran hasznaljak a magas 4ra miatt. Ennek ellenére szamos kisérletben szerepel (George et
al. 2008).

A kokuszdio vize a termésen beliil steril. Szerves és szervetlen vegyliletekbdl all, valamennyi
asvanyi sot is tartalmaz, amire a névényeknek — ebben az esetben a csiranovényeknek —
sziiksége lehet. Az asvanyi anyagok kozil a kaliumot tartjdk a legnagyobb mennyiségben
eléforduld elemnek. A tanulméanyok szerint igen nagy kiilonbségek lehetnek az érett és éretlen
kokuszdio vizének kémiai Osszetételében. Az 5. tablazat tartalmazza az kokuszdid vizében
eddig kimutatott tapelemeket. Az egyes sorokban szerepld értékek kiilonbozé ¢léhelyekrol

szarmaz6 kokuszviz mintak tapelem-tartalmat mutatjak (Prades et al. 2012).

5. tablazat. Kiilonboz6 szarmazasu kokuszvizek tapelemeinek 6sszehasonlitasa (Prades et al. 2012).

K Cl S Ca Na Mg P Mn Al Zn Fe Cu

mg-100 mL™! pg-100 mL™!
36 - - 460 31.0 140 - - — GlEl = —
255 - 4 313 159 93 126 008 006 002 16 293
247 108 80 400 480 150 6.3 - - - 79  26.0
164 131 - 182 41 78 210 - - - - -
273 - - 477 454 117 92 - — - 112 287

A kokuszvizben tovabba megtalalhatoak: vitaminok, aminosavak, cukrok, cukoralkoholok,
lipidek, nitrogén tartalmti vegyiiletek, szerves savak és enzimek (Yong et al. 2009). A
vitaminok koziil a legnagyobb mennyiségben a C-vitamin (aszkorbinsav) talalhaté meg a
termékben (20-40 mgL ™), ez az érték pl. a citrusfélékkel 6sszehasonlitva igen kevés (Prades et
al. 2012). Tovabba, a kokuszvizben megtalalhatok az alabbi B vitaminok: Tiamin (B1);
Riboflavin (B2); Nikotinsav (B3); Pantoténsav (B5); Pyridoxin (B6).

A kokuszviz még szamos kiilonleges kutatas alapjat képezheti. Kimutattak példaul, hogy a
kokuszviz képes tamogatni a rekombinans fehérjék szintézisét DNS-vektorok segitségével

(Prades et al. 2012).
2.4.2 A Solanum tuberosum guméjanak hasznalata a mikroszaporitasban

A burgonya (Solanum tuberosum) a vilagon az egyik legnagyobb mennyiségben termesztett
névény. Az emberi taplalkozas szempontjabol rengeteg hasznos anyagot tartalmaz a gyokér

raktarozé szerve. Ugyanezen ndvényi szerv a ndvények szaporitdsanal is felhasznalhato, mint
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tapanyagforras (Gaudino et al. 2020). A burgonya kivonat az altalanos taptalajokkal hasznalva
hasznosak bizonyult portok kultara 1étrehozasaban kiilonb6z6 gabonafélék esetében (George et
al. 2008).

A novényi fejlédés szempontjabodl is szamos fontos alkotoelemet tartalmaz a burgonyakivonat,
ezek koziil kiemelném a magas kalium tartalmat, amely akar 693,8 mg/100 g is lehet (Gaudino
et al. 2020). A fontosabb tapelemek kozé tartozik még a magnézium, amelybdl a gumoé nagy
mennyiséget tartalmaz (Molnar et al. 2011). Tovabba az aszkorbinsav (42 mg/100 g) és a
fehérje tartalma (0,85-4,2%) is magasnak mondhat6 (Gaudino et al. 2020). A C-vitamin mellett
B1 és B6 vitaminokat is tartalmaz (Molnar et al. 2011).

Szamos kutatas bizonyitja a burgonya gumo kivonatanak jotékony hatasait a novények in vitro
csiraztatasaban és a magoncnevelésben: Cypripedium flavum esetében hatékonyan mitk6dott a
burgonyagum6 homogenizatum (Yan et al. 2006), és a Paphiopedilum fajok is pozitiv értékeket
mutattak (Yao et al. 2021). Chen és munkatarsai (2014) ¥» MS taptalajhoz 25, 50 és 100 gL
mennyiségi burgonyagumoé homogenizatumot adtak Dendrobium officinale in vitro szaporitasa
soran. Az eredményeik a kdvetkezdek voltak: a 25 gL tartalmu taptalajon volt a legkisebb a
novekedés és a novények sarga leveleket fejlesztettek; az 50 gL™ es taptalajon a novekedés
erdteljesebbnek bizonyult, de ugyancsak sarga levelek képzédtek. A legnagyobb, 100 g L™
koncentracio bizonyult a legjobbnak; itt mutatkoztak a legnagyobb zold hajtasok (Chen et al.
2014). Egy hasonlo kisérletben a Vanda roxburgii csirazasat vizsgaltak kiilonb6z6 mennyiségii
burgonyagumé homogenizatumon. A kisérletben 25, 50, 100 és 200 mIL™? mennyiséggel
dolgoztak. A legnagyobb csirazasi szazalékot a legmagasabb koncentracié mutatta (Islam et al.
2011) (2. abra).
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2. abra. Vanda roxburgii csirazasa kiilonb6z6 mennyiségii burgonyagumoé homogenizatumon. (Islam et al. 2011)
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A burgonya az egyik legnagyobb mennyiségben termesztett kultirndvény, emiatt hatalmas
mennyiségli hulladék szarmazik a feldolgozasuk sordn. A kidobasra szant részek
feldolgozasanak sok alternativaja lehet, az egyik, hogy ujra bevigyiik a ndvények korforgasaba

az in vitro taptalajok felhasznalasahoz (George et al. 2008).
2.4.3. A Helianthus tuberosus guméjanak hasznalata a mikroszaporitasban

A csicsoka (Helianthus tuberosus) Eszak-Amerikai szarmazast novény. A 17. szazadtol
Eurépaban is termesztik. Ma mar szamos orszagban igen bevalt kultirndvény, hiszen rendkiviili
az alkalmazkodoképessége a kornyezeti tényezOkhoz, és a novény valamennyi része
felhasznalhato (Slimestad et al., 2010). In vitro szaporitashoz a taptalajba keverve ritkan

szoktak hasznalni, de R. Eszéki (2012) szamos jo eredményt ért el hasznalataval.

A novény legértékesebb része a gumodja, hiszen ez tartalmazza a legtobb tapanyagot. A H.
tuberosus gumojanak megkozelitdleg 75-80 szazaléka viz, 2-3 szazaléka protein és 15-16
szazaléka szénhidrat. A szénhidratok koziil érdemes megemliteni az inulint. Az inulinok olyan
polimerek, amelyeket fruktozegységek épitenck fel és a lancvégeken talalhatd meg a gliikkoz
csoport. A Helianthus tuberosus és a Solanum tuberosum raktarozo szerve sok mindenben
hasonlit. Mind a kettonek magas a szénhidrat tartalma, ugyanakkor abban eltérnek, hogy a H.
tuberosus inulin formajaban tartalmazza, mig a S. tuberosum keményité formajaban (Xiao et
al. 2011). Az inulin nagy mennyiségben tartalmaz kaliumot (478 mg/100 g). A vitaminok koziil
foleg a B (B1, B2) vitaminok talalhatdak meg benne (R. Eszéki 2012.)

R. Eszéki (2012) egyik kisérletében bemutatta, hogy a kiilonb6zé mennyiségii csicsoka
homogenizatum milyen hatdssal van a Paphioipedilum sukhakulii csirazasara és
magoncnevelésére. Az alabbi koncentraciokban hasznalta: 25 mIL™; 50 mIL%; 100 mIL™; 200
mIL™?. A kontroll taptalajjal (csicsoka nélkiili, 2 MS) &sszehasonlitva mindegyik csicsokds
taptalajon 1évé magonc gyorsabban fejlédott. A legkiegyenlitettebb allomany a 25 miL™
homogenizatumot tartalmazo taptalajokon fejlédé novények igen nagy szorast mutattak. A
legtobb fejletlen novény ezeken mutatkozott, viszont a tobbivel Gsszehasonlitva ezen a két
taptalaj tipuson kapta a legtobb olyan névényt, amely a legnagyobbra ndvekedett, mind a levél,
hajtas és a gyokér tekintetében (R. Eszéki 2012). Egy masik kisérletben Paphiopedilum
venustum-ot csirdztatott és kiilonb6zd csicsoka termekeket hasonlitott 6ssze: friss csicsoka 10
g/35 ml; csicsoka homogenizatum 100 mIL™; szaritott csicsoka 1,5 g/35 ml. A megfigyelések

alapjan a szaritott csicsokaval kiegészitett taptalaj toxikusan hatott a novényekre. A friss
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csicsoka homogenizatum kedvezden hatott a ndvények fejlddésére. A friss csicsokas taptalajon
Osszességében tobb levél fejlodott, de rovidebbre néttek, mig a homogenizatumon kevesebb
volt az atlag levélszam, de a levelek hosszabbak (R. Eszéki 2012).

2.4.4. Termés kivonatok

Az in vitro szaporitas kezdetétdl alkalmaztak terméskivonatokat. Az els6k k6zott szerepelt a
bandn, a paradicsom és a maldta homogenizaitum. Nem véletleniil hasznaltak ezeket a
termékeket, hiszen nagy mennyiségben tartalmaznak aminosavakat, peptideket, zsirsavakat,
szénhidratokat, vitaminokat és novényi novekedést szabalyz6 anyagokat (George et al. 2008).
Molnar és munkatarsai (2011) beszamolnak a terméskivonatok jotékony hatasarol, ugyanakkor

fontos megemliteni, hogy az adott termékek hatasa kiilonb6z6 ndvényi kultarakban eltérhet.

A banan homogenizatumot igen gyakran szoktak hasznalni in vitro orchidea szaporitasban.
Szamos tanulmany beszdmol a novények ndvekedését gyorsitd hatdsarol, ami valosziniileg a
citokinin tartalmaval magyarazhaté (Molnar et al. 2011.) Tovabba pH semlegesité hatast is
mutat (George et al. 2008). A novényi fejlédésre gyakorolt hatasaban fontos szerepet jatszik
magas vitamin, szénhidrat és dsvanyi anyag tartalma. 100 gramm terméskivonatban 12 g cukor
talalhato, ami nélkiilozhetetlen lehet asszimbiotikus orchidea csiraztatasban. A vitaminok koziil
kiemelhetSk a C, B5, B6 vitaminok. Asvanyi anyag tartalma is magas, 100 g termés tartalmaz
magnéziumot (27 mg), foszfort (22 mg), kaliumot (358 mg), natriumot (1 mg) és cinket (0,15
mg) (Sidhu és Tasleem 2018). A banan kivonat jotékony hatasat a Cattleya sp. és a Dendrobium
tosaense fajoknal is megemlitik (Vyas et al. 2009).

0 Islam és munkatarsai (2015) kisérlete alapjan is
1 -},  sikeresnek mondhato a banan kivonat hasznalata
orchidea protokormok nevelésében. % MS
taptalajhoz  0.0; 25; 50; 100 és 200 milL*

koncentracidoban kevertek banan kivonatot. A
ﬂ protokormok 90 napig fejlédtek a taptalajokon. A
Contral I 25 50 I

Average wt. of PLBs & plantlets culture”! (g)

(=1 - L) o = o o~ @@
N M

kisérlet soran megfigyelték az 01j protokormok szamat
w20

Concentration of banana extract (ml L")

és tomegét. A kontrollt és a két legnagyobb
3. abra A banankivonat eredményei Islam et al. ) )

2015 mennyiségben  hozzaadott  banan  kivonatot
Osszehasonlitva, az értékek tobbszoros novekedést mutattak a banan tartalmu taptalajokon (3.

abra) (Islam et al. 2015).
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Vyas és munkatarsai (2008) eredményei azt mutatjdk, hogy a banan kivonat elésegiti a
Dendrobium lituiflorum csirazasat. Megfigyeléseik alapjan a banankivonat elénye abban rejlik,
hogy felgyorsitja a protokormok differencialodasat és elosegiti a levelek és gyokerek fejlodését
(Vyas et al. 2008). Vilcherrez-Atoche és munkatarsai (2020) bananliszt kiegészitéssel

csiraztattak sikeresen Cattleya maxima magvakat.

Bér mar nem hasznaljak gyakran, ugy tlinik, hogy a malatakivonat kiilonleges szerepet jatszik
a Citrus taxonok in vitro szaporitasaban. A malatakivonat nagy mennyiségben tartalmaz
szénhidratokat. Tovabba, beinditja az embriogenezist a sejtmagi explantaitumokban. A
malatakivonat a magvak csirdzasat is eldsegiti. A novények fejlodésében fontos szerepet jatszik

a malatakivonat az auxin és gibberellin tartalma (George et al. 2008).

Az orchideak in vitro szaporitasa soran sokszor elékeriil a paradicsom kivonat is, hiszen a C-
vitamin, cukrok és egyéb antioxidansok jelenléte a paradicsomkivonatokban eldsegithetik a
csirazasat és a protokormok novekedését (Arditti €és Ernst, 1993). Azt is megallapitottak, hogy
a paradicsomkivonatot tartalmazo taptalajon tenyésztett embriok gyorsabban ndvekedtek, mint
a kokuszvizet tartalmazo taptalajon tenyésztettek (Semiarti et al. 2010). Semiarti és munkatarsai
(2010) 3 héten at kiilonbdzé mennyiségii (50 - 200 mgL ™) paradicsom kivonaton csiraztattdk a
Phalaenopsis amabilis magjait, amelyek ezen id6 alatt protokormokka fejlédtek. Ezen
protokormokba egy transzgén segitségével kanamicin-rezisztencia gént transzformaltak. A
génmodositott protokormok a paradicsomkivonatot tartalmazé taptalajon tenyésztek a
legsikeresebben. A regeneralt hajtasok nagy gyakorisaggal (7-17%) tartalmaztak kanamicin-

rezisztencia gént (Semiarti et al. 2010).
2.4.5. Eleszté kivonat

Az élesztOkivonat hasznalata a kezdeti in vitro szaporitasi gyakorlathoz képest lecsokkent.
Foként olyan taptalajokhoz keverték kiegészitésnek, amelyek csak makro- és mikroelemeket
tartalmaztak, hiszen az ¢lesztokivonatnak magas az aminosav €s a vitamin, elsdsorban tiamin
(B1) tartalma. Az aminosavak szazalékos aranya az élesztOkivonatban 7% koril van
(aminonitrogén). Ez jelentésen magasabb az eddig emlitett természetes adalékok nitrogén
tartalmaval szemben, a malata kivonatban 0,5% nitrogénforrast talalhatunk. Az esetek
tobbségében a 0,1-1 gL' élesztkivonattal egészitették ki a taptalajokat. Nagyobb
mennyiségben az ¢lesztokivonat csirazasgatld hatasu lehet (George et al. 2008). Manapsag mar
szintetikus vegyiiletekkel egyszeriien helyettesithetd az élesztékivonat, ilyen helyettesitheték

lehetnek az aminosavak koziil a glicin, lizin és arginin, tovabba a B1 és a B3 vitaminok. Az
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élesztokivonat foként a novekedést fokozza viszonylag alacsony nitrogén-koncentraciot

tartalmazoé taptalajon, vagy ahol a vitaminok hianyoznak (Molnar et al. 2011).

Az ¢élesztOhasznalattal kapcsolatban tobb eltérd hatasrol tesznek emlitést kiilonb6zo
novénykulturdk esetében. Jawan és munkatarsai (2007) KC (Knudson, 1946), 2 MS
(Murashige & Skoog, 1962), VW (Vacin & Went, 1945) taptalajokat egészitettek ki természetes
adalékokkal (koékuszviz, paradicsom kivonat, bandn kivonat, élesztd kivonat, pepton),
melyeken a Vanda dearei protokormok ndvekedését és fejlodését figyelték meg. A hajtas-,
levél- és gyokérndvekedés alapjan az ¢lesztOkivonatot tartalmazo taptalaj bizonyult a
legjobbnak (Jawan et al. 2007). David és munkatarsai (2015) a Vanda helvola csirazasat
figyelték meg kiilonbozé természetes adalékokkal kiegészitett KC taptalajon. Az élesztd
hatasara kétszeresére gyorsult a csirazas. Ugyanakkor, a fejlddésiik hosszatavon csokkent, még
30 és 60 nap utan is fejlettebbek voltak az ¢lesztékivonaton 1évo ndvények, viszont 90 nap utan

mar a kontroll volt jobb hatast.

Abraham és munkatarsai (2010) megfigyelései alapjan az ¢élesztOkivonat nem mutatott
semmilyen hatast a Curcuma mangga in vitro szaporitott biomasszajara és a hajtasnévekedésre.
A magoncok azonban morfoldgiai rendellenességeket mutattak, amikor nagyobb mennyiséghen
hasznéltdk az élesztd kivonatat (3,5 mgL™ és ennél magasabb). Ellenben a magasabb
figyeltek meg.

2.4.6. A méz hasznalata, mint alternativ szénhidrat-forras in vitro szaporitasban

A méz Osszetett keverék, Osszetételében €s jellemzoiben foldrajzi és botanikai eredete miatt
igen eltérd. A f6 jellemzGit a virag szarmazasa és a méhek altal gy(ijtott nektar hatarozza meg.

A méz Osszetétele €s mindsége a termelés soran szamos kornyezeti tényezotdl fiigg: az iddjaras,

6.tablazat A méz dsszetevdi (Tafere 2021) a kaptaron beliili paratartalom, a nektar koriilményei, a
_ méz kezelése, a méz kinyerése €s tarolasa. Tovabba, a
Atlagos )
Asvanyi anyag mennyiég 100g | méz Osszetétele a méhek taplalkozasatol Is figg. A
mézben szamos tanulmany értelmében a méz akar tobb mint
Ca 4-30 mg
Cl 2-20 mg 180 anyagot is tartalmaz (Tafere 2021). Gheldof és
Cu 0.01-0.1 m
Fe 134 mgg Engeseth (2002) szerint a sotétebb szinli mézek tobb
hl’lg 0.7-13 mg fenolsav-szarmazékot, és kevesebb flavonoidot
2-60 mg
K 10-470 mg tartalmaznak, a vilagosabb szintick ezzel pont
Na 0.6-40 mg ellentétesen.
Zn 0.2-0.5 mg
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A méz dsszetevéi kozott a szénhidratoknak nagy jelentdsége van. Osszesen a termékek harom
féle cukrot tartalmaznak: fruktozt (41%), gliikozt (34%) és szachardzt (1-2%) (Cummings et al.
2007). A méz pontos cukor Osszetételét meghatarozza az invertaz enzim, amely katalizalja a
szachardz fruktdzza és gliik6zza alakuldsat. Az enzim megtalalhat6 abban a virdgban, amelyrdl

a méhek nektart gyljtenek €s a méhek testében is jelen van (Pasquale et al. 2013).

A méz kiilonb6z6 mennyiségben tartalmaz asvanyi anyagokat (6. tablazat). A f6 elem a kalium,
de a nyomelemek széles skalaja is megtalalhato benne. A nyomelemtartalma els6sorban a méz
botanikai eredetété] fiigg. Altalanossagban elmondhato, hogy a sotétebb szinii mézek nagyobb

mennyiségben tartalmaznak asvanyi anyagot, mint a vilagosabbak (Tafere 2021).

A savak szintén a méz OsszetevOi, leginkdbb alma- és citromsavat tartalmaz. A méz
pufferképessége a foszfatoknak, karbonatoknak és egyéb asvanyi so6 tartalmanak kdszonhetd

(Molan 1996).

Mantovani és Pivetta (2016) sikerekrdl szamolnak be a méz hasznalataval kapcsolatban in vitro
szaporitasban. Kiilonb6zé mézkoncentracioban hasonlitottak G6ssze az Encyclia cordigera
fejlodését. Kontrollnak egy szacharoz alapu €s egy szénhidrat-mentes taptalajt hasznaltak. A
faj magjait eldszor 90 napig ¥~ MS taptalajon csiraztattdk, majd attiizdelték 15 gL, 30 gL 2, 40
gL vagy 60 gL koncentraciéjii mézet tartalmazd "2 MS taptalajra. A kontrollt 30 gL*
szacharozzal egészitették ki (7. tablazat). A hatodik féle taptalaj nem tartalmazott cukorforrast.
Ezeken a taptalajokon is 90 napig fejlédtek a novények. A novények szamat, a gyokerek
szamat, a legnagyobb levél hosszat, a leghosszabb gyokér hosszat, a gyokerek szamat, levelek
szamat, valamint a friss és szdraz tomeget értékelték. Az eredmények alapjan a 60 gL’
tartalmazo taptalajndl is jobbnak bizonyult. Az aldbbi tdblazaton részletesen megtekinthetd a

kisérletiik eredményei (Mantovani €s Pivetta 2016).

7. tablazat. Mézkoncentraciok hatasa az Encyclia cordigera fejlédésére (Mantovani és Pivetta 2016)
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Mean values for the number of leaves (NL), length of the largest leaf (LLL) in mm, number of roots (NR), length of the largest root
(LLR) in mm, total fresh mass (FM) in mg, and dry mass (DM) in mg of Encyclea cordigera seedlings grown in vitro in difTerent
concentrations of honey.

Treatments NL NR LLL mm LLR mm FM mg DM mg
30g L' sucrose 2.47abe 2.62¢ 62.80¢ 27.25¢d 338.70¢ 13.55¢
15¢ L' honey 2.53a 2.26d 51.05¢ 21.90d 331.15¢ 12.25¢
30g L' honey 2.50ab 3.02b 113.90b 48.45b 740.15b 29.50b
45g L™ honey 245bc 271c 52.85¢ 31.75¢ 364.00¢ 14.55¢
60g L™ honey 241c 36la 138.40a 63.70a 1055.05a 42.30a
no carbohydrates 231d 1.98d 28.35d 14.55¢ 159.22¢ 5.80¢

CV % 132 4.77 10.25 9.00 19.48 19.83

Fatonah és Isda (2018) Fagraea fragrans magoncokon végeztek 9sszehasonlitast a szachardz
¢és a méz kiilonb6z6é koncentracidban vald hasznalatardl in vitro szaporitasban. Az alap MS
taptalajhoz 1 mgL? BAP-t (6-Benzilaminopurin), kiilonbozé mennyiségii szacharézt (30, 40,
50, 60 gL™) és mézet (6 és 12 mIL™) adtak. Az eredményeik azt mutattak, hogy az 1 mgL™* +
BAP + 12 mIL™? méz eredményezte a legmagasabb hajtisképzési szazalékot (93.33%). A
kisérlet soran azt is tapasztaltdk, hogy a nagy mennyiségben hozzaadott szachar6z (60 gL™)

artalmas a magoncokra (Fatonah és Isda 2018).

Ptazek és Dubert (2010) a Miscanthus * giganteus szdvettenyésztése soran fellépd barnulést
okoz6 fenolok oxidacidjanak kikiiszobolése végett kiillonbozd természetes taptalaj-adalékokat
hasznaltak. Az eredményeik értelmében, a mézzel kiegészitett taptalajon kisebb volt a barnulas.
Megfigyelték, hogy a bandnkivonatot és mézet tartalmaz6 taptalaj kallusz-indukcidhoz vezet.
Tovabba, ezekbdl a kalluszokbdl regeneralodott a legtobb hajtas (Ptazek és Dubert 2010).

Isda és munkatarsai (2019) sikeresen hasznaltdk a mézet kiegészitésként MS taptalajon.
Garcinia mangostana in Vvitro szaporitasa soran. Az eredményeik alapjan a legjobb
novényallomany a 7 mgL™? BAP + 3 mIL™? mézzel kiegészitett MS téptalajon alakult ki. A
Sorghum bicolor esetében a szachardz és a méz egyiittes hatasa bizonyult a legjobbnak kallusz-
regeneracioban. A két komponens szinergikusan hatott a cirok kalluszkulturak

hajtasregeneraciojara (Dreger et al. 2019).
2.4.7. Természetes adalékok osszehasonlitasa in vitro szaporitasban

A természetes adalékok vizsgalata igen nehéz feladat (George et al. 2008). Sokszor ugyanazon
adalékok is nagyon eltérhetnek, példaul nagy kiilonbségeket mutatnak a kiilonbozé érettségi
stadiumban 1évé kokuszdiobol kivont kokuszviz tételek (Prades et al. 2012). Ugyanez
elmondhaté a mézre is, ha ugyanonnan szarmazik is, szamos faktor modosithat a termék

Osszetételén (Tafere 2021). Ebbdl kiindulva a kiilonbozé természetes adalékok hatasat
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Osszehasonlitani is egy Osszetett kérdés (George et al. 2008). Az alabbiakban néhany

Osszehasonlitason alapuld kisérletet szeretnék ismertetni.

Chen ¢és munkatarsai (2014) a Dendrobium officinale szaporitisa soran Gsszehasonlitottak
kiilonb6z6 ndvényi kivonatokat. A kisérlet soran felhasznaltak burgonyakivonatot,
almakivonatot és banankivonatot (8. tablazat). Mind a harom természetes adalékot 100 gL
koncentracioban alkalmaztak. A kisérlet soran a magoncok szaporodasat, a ndvények hosszat
¢és novekedési erejét figyelték meg. Az eredmények alapjan a harom kivonat koziil a
burgonyakivonat bizonyult a legmegfelelobbnek (Chen et al. 2014). Az eredmény nem
meglepd, hiszen a harom kivonat koziil a burgonya tartalmaz a legnagyobb mennyiségben

kaliumot és jelentds a szénhidrat tartalma is (Gaudino et al. 2020).

8. tablazat Dendrobium officinale in vitro szaporitdsa kiilonbozé termesztése adalékokkal (Chen et al. 2014)

Additive C.(Imccmratmn (g Multiplication Shoot length Vigout
L) rate (cm)
Potato 100 6.0+0.2a 34+0.2a Tall vigorous shoots; green leaves. ++++
. . Less-vigorous small shoots; small yellow

Apple 100 45+0.2b 1.4+0.1¢c leaves. 4+

Banana | 100 50+03b 22 +0.1b Shoots with good vigour; small yellow
leaves. +++

Control | 0 50+ 02b 0.6+ 0.2d Small shoots; some shoots chlorotic; small
yellow leaves. +

David és munkatarsai (2015) a paradicsomlé, a kokuszviz, a pepton és az élesztékivonat Vanda
helvola magjainak csirazasara és a csirandvényre gyakorolt hatasait figyelték meg kiilonb6z6
viszonylag gyors csirdzast és dinamikus, egyenletes fejlodést mutattak. Az Osszehasonlitott
adalékok koziil, hossztavon a paradicsomlé bizonyult a legjobbnak. A paradicsomlé és az
Osszes tobbi kivonattal 6sszehasonlitva az élesztékivonaton a csirazas jelentésen kevesebb id6t
vett igénybe, ugyanakkor a kezdeti gyorsasag 90 nap elteltével lecsokkent. A peptont tartalmazé
taptalajon a csirazasi id6 megegyezett a kontroll (alap KC) taptalajjal. Fejlédésiik egyenletes,
gyors volt. A 90 nap elteltével a peptonnal kiegészitett taptalaj mutatta a masodik legjobb
értéket (9. tablazat). Meglep6 modon a kokuszvizzel kiegészitett taptalajon igen rosszul
fejlodtek a magoncok. A csirazasi id6 jelentésen magasabb volt a kontrollénal és a 90 nap
elteltével a fejlodésiik alig volt szamottevd a tobbi természetes adalékot tartalmazoé taptalajjal

Osszehasonlitva (David et al. 2015).
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9. tablazat Vanda helvola csirdzasa természetes adalékokat tartalmazo taptalajokon (David et al. 2015)

Organic i Germination 'Germination percentage (% + S.D)
> Concentration
additive response (day) 30 days 60 days 90 days
Control 0 28 12,10 + 2.08° 3370 £ 157 6640 £ 4.14°
T - 10 23 4280+ 253" 81.60 £ 135 9120 £ 1.55°
(q;’“'fj“; Juee 15 23 44301353 83.90 £ 2.47° 92.30 £1.42
2V 20 21 47.90 + 4.31° $3.10 + 3.18° 80.60 + 1.90°
c 10 33 o 9.20 + 3.08¢ 19.80 + 2.491
e 15 38 ot 1170 % 3.56% 2420+ 402
AN 20 35 o 13.80 +3.12° 26,50 + 4.74'
S 0.1 28 3.40 + 1.788 4730 +5.12° 73.20 +2.97¢
(%f’ ) 02 28 8.20 + 1.48° 49.50 + 4.77¢ 74.90 + 2,08
i 03 28 7.10 + 1.10° 52.50 + 2.99¢ 76.10 £ 2.02
0.1 15 44.80 + 4.08° 74.20 4+ 2.44° 62.10 +3.03
Yeast extract g o
02 15 39.10 + 4.89 73.90 + 1.72 58.10 + 3.14%
(%, wiv)

0.3 14 53.50 + 4.09* 73.10 + 3.62° 49.20 +3.01"

Nugroho és munkatarsai (2019) a tanulmanyukban Osszetett taptalajokon figyelték meg a
Dendrobium antennatum csirazasat. Az 6t kiilonbozo taptalaj tipus a kdvetkezoket tartalmazta:
(1.) MS (Murashige & Skoog, 1962) + kokuszviz 10% + szacharéz 20 gLt; (2.) Growmore 1
gL + kékuszviz 10% + szacharéz 20 gL!; (3.) Growmore 1 gL+ bananpép 100 gL+
kokuszviz 10% + szacharéz 20 gL™; (4.) Growmore gL+ bananpép 100 gL+ kokuszviz 10%
+ sargarépalé 50 mlL™? + szacharéz 20 gL™; (5.) Growmore 1 gL+ Gjhagymakivonat 50 gL+
szachar6z 20 gL™*. A Growmore egy miitragya, ami az ot taptalajbol négynek az alapjat képezi.
A kémiai dsszetevdi: 10-55-10 (N:P:K); Ca 0,05%; Mg 0,10%; S 0,20%; B 0,02%; Co 0,05%;
Fe 0,1%; Mn 0,05%; C 0,05%; C 0,05;, Mo 0,0005%; Zn 0,05%. Az 6t taptalaj koziil haromnal
figyeltek meg 100 szazalékos csirazast: az 1., a 2. és az 5. esetében. Koziiliikk az 5-6s szamuinal
volt a leggyorsabb az atlagos csirdzasi id6 és az egyik legegészségesebb tenyészet is ezen a

taptalajon valdsult meg (Nugroho et al. 2019).

Szamos kisérlet bebizonyitotta, hogy a bananpép jo hatdssal van az orchidedk fejloddésére
(Momtaj et al. 2021). Az elébbi allitast Gnasekaran és munkatarsai (2010) is alatamasztjak; a
kisérletiikben Osszehasonlitottdk a bandn, a paradicsom a kokuszviz €és a papaja hatasat. A
banankivonat bizonyult a legalkalmasabbnak a Phalaenopsis violacea in vitro szaporitasaban.
A Laelia purpurata és az Encyclia randii esetében is a banankivonat hasznosabbnak

mutatkozott a peptonhoz és az aktivszénhez képest (Gongalves et al. 2012).
2.5. Prolin

Amikor a novények kedvezdtlen kornyezeti hatdsoknak vannak kitéve, metabolitokat
halmoznak fel, kiilonésen aminosavak formajaban (Hayat et al. 2012). Egyik ilyen aminosav a
prolin, amely felhalmozo6dasa a magasabb rendii novényekben biotikus vagy abiotikus stressz
hatasara torténik. A novények szabad prolin-tartalma novekedhet pl. aszaly hatasara, magas

talaj sotartalom novekedésére, az optimalisnal hidegebb hdémérséklet esetén, bizonyos
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korokozok hatasara (Abraham et al. 2010). A stressz soran fontos ozmolitként viselkedik. A
biotikus ¢és abiotikus tényezOk hatasara a novényekben a prolin taltermel6dik, ami a sejtek
turgor vagy ozmotikus egyensulyanak fenntartasaval stressztiir6 képességet biztosit. E folyamat
altal stabilizdlja a sejtmembranokat, ami megakadalyozza az elektrolitok szivargast. Tovabba,

megeldzi az oxidativ karosodast (Hayat et al. 2012; Verbruggen és Hermans 2008).

A novényekben a prolin bioszintézise kétféleképpen torténik: a glutamat utvonalon és az ornitin
utvonalon. A glutamét ut sordn torténik a prolin felhalmozodds az ozmotikus stressz
kovetkeztében. A prolin a glutaminbol szintetizalodik a P5C savon (A'-pyrroline-5-carboxylate)
keresztiil. A prolin katabolizmusa a mitokondriumban torténik. Rehidratdci6 sordan a
lebontogének aktivalodnak és lebontjak a prolin molekuldkat, ugyanakkor dehidrataci6 esetén
ezen gének transzkripcioja gatolt, nem tudjak lebontani a prolint, ami felhalmozodik.
Felhalmozodasa szamos modon segithet a noévények stressztiirésében: fenntartja a
fehérjeszintézist és enzimaktivator is. A prolin intercellularis transzportja a citoszol, a

kloroplasztiszok és a mitokondriumok kozott torténik (Hayat et al. 2012).

A stressz valaszreakcidban betoltott szerepe mellett, szamos tanulmany kimutatta, hogy a
prolinnak meghatarozo jelent6sége van a virag- €s a hajtasindukcioban egyarant (Mattioli et al.
2009). Az Arabidopsis reproduktiv szoveteiben a prolin akar 26%-at is képviseli a teljes
aminosavkészletnek, mig a vegetativ szovetekben csak 1-3%-at teszi ki (Chiang és Dandekar
1995). Schwacke és munkatarsai (1999) megfigyelték, hogy a szabad prolintartalom a
paradicsomviragokban hatvanszor nagyobb, mint barmely mas vizsgalt szervben. A Sinapsis
alba esetében azt feltételezik, hogy a prolin viragindukciot valthat ki. A viragzas idejét a prolin
befolyasolhatja, akar fejlodési, akar stressz okozta modon, ez azon a tapasztalaton alapul, hogy
a stressz viragzast indukalhat. Ugyanakkor ennek ténye még nem bizonyitott (Mattioli et al.
2009).

A prolin kimutatasara tobb modszert is alkalmazhatunk. Az izatinpapiron végzett vizsgalat
egyszerl €s nagy szdmu minta prolin-tartalmanak meghatarozasara alkalmas. A kolorimetrikus
mérés kvantitativ és megbizhatd adatokat szolgéltat a prolin-tartalomrél. A HPLC-alapt
aminosav-analizis akkor alkalmazhat6, ha az 6sszes aminosav koncentracidjat 6ssze szeretnénk

hasonlitani (Abraham et al. 2010).

A prolinnak, elényos tulajdonsagai ellenére, toxikus hatasa is van, ha tulsagosan felhalmozodik
a novényben. A rizs novekedésére, magasabb koncentracioban (40-50 mM) a prolin toxikus

hatast és gyenge novényndvekedést eredményezett. Arabidopsis hipokotil explantatumokban,
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alacsony koncentracioban alkalmazva fokozta az in vitro hajtasorganogenezist, mig magasabb

mennyiségben inhibitroként hatott (Hayat et al. 2012).
2.6 Klorofill és karotin

A klorofillok, a karotinoidok, a flavonoidok €s a betalainok mellett a ndvényekben termelt négy
f6 biologiai pigmentek egyike. A klorofillok a névényi fotoszintézisért felelds elsddleges
pigmentek (Chen 2015). A kloroplasztiszok a névények intracellularis organellumai, amelyek
a fotoszintézis mechanizmusat biztositjak. Részt vesznek tovabba az aminosavak, nukleotidok,
lipidek ¢és keményitd bioszintézisében (Sugiura 1992). A klorofillt két nagy csoportra
oszthatjuk:

klorofill-a-ra és a klorofill-b-re. A kett6 kozott szerkezeti kiilonbséget figyelhetiink meg. A

klorofill-a nagyobb mennyiségen van jelen a névényekben, mint a klorofill-b (Datt 1998).

A novények karotinoid pigmentjei nélkiilozhetetlen funkciokat toltenek be a fotoszintézisben.
A kroloplasztiszokban masodlagos anyagcseretermékként felhalmoz6do, hatékony
antioxidansként is miikodnek, és egyediilallo szerepet toltenek be a fotokémiai folyamatokban
(Jaleel et al. 2009). A magasabb rendii ndvényekben a karotinoidok tovabbi szerepet jatszanak
abban, hogy bizonyos szerveknek, példaul a virdgoknak és a gyiimolcsoknek hatarozott sarga,
narancssarga ¢és vords szint kolesondznek, hogy az allatokat a beporzashoz €s a magok
terjesztéséhez vonzzak (Ronen et al. 2000). A karotinoidok a ndvényeknek a stressz
tényezokkel (kiillondsen a fény- és szarazsag-stressz) szembeni védekezésében is fontos

szerepet jatszanak (Jalel et al. 2009).
2.7. Dendrobium antennatum

A Dendrobium nemzetség az Orchideacea csaladon beliil a Dednrobieae torzsbe tartozik. A
név szdrmazasa gorog eredeti: dendron = fa; bios = élet. A gyakori nevezéktani atsorolasokkal
igen nehéz megallapitani a fajok szamat, de koriilbeliil 1000-1400 faj tartozhat ide (Croix
2008.). A természetben a Dendrobium sp. tigabb értelemben véve Kelet- és Délkelet-Azsiaban,
Eszakkelet- és Kelet-Ausztralidban, valamint Oceania tropusi és szubtropusi szigetvilagaban
talalhato meg (Tillyné Mandy és Pendert 2014). Epifiton, litofiton vagy talajlako fajokkal is

talalkozhatunk a fajok kozott, valamennyi szimpodialis felépitésii.
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/ A Dendrobium antennatum az ausztraliai

Queenslandben, Papua és Uj-Guinedban, a
Salamon-szigeteken és a kornyezd szigeteken
talalhaté magas fadgakon, part menti erdékben,
mangrove mocsarakban, szavannakon ¢és
esOerdokben is, 0-1200 méter kozotti
tengerszint feletti magassagban. Kozepes
termetli, mérsékelthazi faj. Felallo, hengeres,
4.abra Dendrobium antennatum nadszerli szar jellemzi, keskenyen hosszikas
levelekkel. A viragzati szar legfeljebb 25 c¢cm hosszu, 3-15 viraggal, amely lehet merev,
vizszintes vagy ivelt. A nyari hénapokban megjelend, hosszan tarto, illatos rozsavirag illati
viragai vilagos alapon mintasak (Croix 2008). A virag illatanyag tartalma miatt illatanyag-
eldallitasban és gyogynovényként is felhasznalhatdo (Utami, Hariyanto 2016). A két alsé
sepalum mereven felfelé all és csavarodott format mutat, emiatt antilop szarva orchideanak is
nevezik (Antelope Orchid) (4. abra) (Tillyné Mandy és Pendert 2014). A virag nektart nem
termel, a beporzd méheket (Hyaleus nemzetség) a virdg formajaval, szinével és illataval
csalogatja (Chase et al. 2017). Az egyenletes, egész évben paras, vilagos fényviszonyok jol
megfelelnek ennek a névénynek (Croix 2008). Az azsiai orszagokban gyakran hasznalt cserepes
disznovény, de szamos helyen talalkozhatunk vele, mint vagott virdg (Utami és Hariyanto
2016). Tovabba a fajnak nagy jelent6sége van az orchideak nemesitésében. A megfeleld
intézkedések ¢és a faj szaporitasdnak hianydban a természetes ¢lohelyén konnyen a

veszélyeztetett statuszba keriilhet (Nugroho 2019).

A D. antennatum bioldgiai vonatkozasai még nem széles korben ismertek, kiilondsen a
magcsirazas, az embrid és a hajtasok in vitro fejlédése (Utami és Hariyanto 2016). A faj
konnyen fejleszt termést, benne rengeteg maggal, ugyanakkor, mint az orchideafélék
tobbségénél, ezen magok csak kis szdzaléka tud kicsirazni a természetben, hiszen nem tartalmaz
taplalo szovetet. A novény nagy tOmegli szaporitasahoz ezért nélkiilozhetetlen az in vitro
szaporitasi mod. Az orchideak, igy a Dendrobium antennatum esetében is, a legfébb csirazasi
faktort a taptalaj 6sszetétele képezi. A leggyakrabban MS vagy /2 MS taptalajt hasznalnak. Sok
esetben az alap taptalajt kiegészitik kokuszvizzel vagy bananpéppel (Nugroho 2019).
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3. Anyag és modszer

A kisérleti novények (magoncok) az ELTE Fiivészkertbdl, Dr. Eszéki Esztertdl, az orchideak
¢s rovarfogd novények kezel6jétdl szarmaznak magvetésbol. Az orchideak 2020-ban keriiltek
at a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetemre a Tajépitészeti, Telepiiléstervezési és
Diszkertészeti Intézet, Disznovénytermesztési €s Dendroldgiai Tanszék laboratériumaba. A
novények > MS taptalajon érkeztek. 2022. februarban 01j tapkozegre tiizdeltem a magoncokat.
A taptalaj Osszetételén nem valtoztattam. Ebben az esetben is csak mikro- és makroelemeket
tartalmazd '» MS taptalajt alkalmaztam. A tenyészeteket a tanszéki mikroszaporito
laboratorium neveld szobajaban (,,fényszobaban’) helyeztem el, ahol 22 + 4 °C hémérséklet és

16/8 oras megvilagitas voltak biztositottak.
3.1 Alacsonyabb mézkoncentracio (1. kisérlet)

A Dendrobium antennatum tovabbnevelési kisérletét a mézzel kiegészitett taptalajon 2022.
junius elején kezdtem meg. A tanulmany sordn részben vagy teljesen a szacharéz helyett
kiilonb6z6 mennyiségben mézet hasznaltam. A mézek egy vizsolyi méhészt6l szarmaztak.
Osszesen négyféle mézet szereztem be: repce, hars, galagonya és gesztenye. A mézek pH értéke
alapjan dontottem el, hogy melyiket hasznaljam. Mindegyik termék igen savasnak mutatkozott:
repce 3,6 pH; hars 4,3 pH; galagonya 4,4 pH; gesztenye 4,1 pH, ami a tdptalaj kémhatasanak
beallitasanal gondot okozhatott. Végso soron a harsmézre esett a valasztasom, hiszen majdnem
az egyik legmagasabb pH értéket mutatta, és ebbdl tobb allt rendelkezésre, mint a galagonyabol.
A ndvények tovabb neveléséhez 2 MS téptalajt hasznaltunk. A kontroll (KO) teljesen méz

nélkiili volt. Az M jeldlésti taptalajt 10 gL cukorral

10. tablazat A kiilonbozo kezelések méz és cukor

tartalma (szacharézzal) és 15 gLt mézzel egészitettiik ki. Az M1
tapkozegbdl mar teljesen kihagytuk a cukrot és csak
_ mézet adtunk hozza 30 gL' mennyiségben
KO 0 20 szénhidratforrasként. Az M2  jeldlésti  taptalaj
M1/2 15 10 s .. 1 .
M1 30 0 szénhidratforrasa is csak a méz volt 60 gL.™" mennyiségen
M2 60 0 (10. tablazat). Minden lombikban Osszesen négy
M2b 60 0 magoncot helyeztem el. A magoncok nem mutattak
M3 90 0
M4 125 0 teljes homogenitast, de ugy valogattam 0Ossze, hogy

megkdzelitleg egyforma méretiiek legyenek.
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3.2 Magasabb mézkoncentracio (II. kisérlet)

A 11. abra és az adatok is jol szemléltetik, hogy az M2-es kezelésben egy kivételével az 6sszes
érték kedvezotlen. Kivancsi voltam, hogy a kedvezdtlen eredmény a véletlen miive, vagy a
magasabb mézkoncentracio hatdsa miatt lett kedvezdtlen az eredmény. Ebbdl kiindulva egy
ujabb kisérletet allitottam be magasabb mézkoncentracidokkal. A kovetkezé harom kezelés a
kovetkezoket tartalmazta: M2b: 60 gL, M3: 90 gL és M4: 120 gL™*. Ebben a kisérletben is
ugyanazt a harsmézet kevertem az alap > MS taptalajhoz. Ilyen magas koncentracidban a méz
jelentésen levitte a pH értékét, emiatt 1 N KOH oldattal kellett felemelni az orchideaknak
megfeleld 5,7-es értékre. Ez igen nagy mennyiségii kalium bevitelt jelentett, ami az
ionantagonizmus révén kedvezdtleniil hathatott a novények fejlodésre, de sziikségesnek véltem,

hiszen 5 alatti pH szinten is vontatott a fejlodés.
3.3. Koriilmények

A kisérletben szerepldé ndvényeket tovabbra is a tanszéki ,,fényszobaban” helyeztiik el steril
koriilmények kozott. A helyiségben a ndvényeket tartalmazo lombikok felett meleg és hideg
hullimhossz-tartomanya fényt kibocsatdé lampakkal biztositottuk a megvilagitast napi 16
Oraban. A tovabbi 8 oraban nem kaptak vilagitast. A hémérséklet az egész nevelési idoszak alatt
22-24 Celsius kozott mozgott. Az emlitett feltételekkel minden biztositott volt a ndvények
fejlodéséhez. Ezt kdovetden mar minden a taptalajon mult. A nyéar folyaman megfigyeltiik a
novények fejlodését és a felmeriild problémakat. A kisérleti id6 alatt nem tapasztaltam
befert6zodést és fenolosodast sem. A novények szeptember elsé hetében keriiltek ki a

lombikbol ekkor végeztem el az adatok felvételezését.

3.4 Mérési modszerek
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Az eredmények értékelése soran megfigyeltem a névények
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nagysagat, tomegét, és a gyokerek fejlettségi allapotat.
Tovabba, a prolintartalom mérésével probaltunk képet
kapni a novényt ért esetleges stresszhatasrdl is, amit a
taptalaj  valtott ki. A ndvények magassagat
milliméterpapirral mértem, a gyokérnyaki résztél a
legnagyobb levél csucsaig. A tomeg mérése soran

Highland HCB602M tipust laboratoriumi mérleget
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hasznaltam (5. dbra). A mérleg a tomeget grammban, két

tizedes pontossaggal adta meg. A hossz és a tomeg kozott
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e nem minden esetben huazhatunk parhuzamot, hiszen

/OM

5. dbra Highland HCBG602M tipusti szamos esetben eléfordult, hogy egy alacsonyabb novény
laboratoriumi merleg tobb oldalhajtast is hozott, ami tomegben feliilmulta azokat
a novényeket, amelyek az oldalhajtdsok hidnyaban szinte csak felfelé torekedtek. A gyodkerek
fejlettségi szintjét ot kategoridba osztottam: 0; 1; 2; 3; 4. A 0-s szamozasu fejlettségi szintli
novényeknek gyokereik egyaltalan nem voltak, vagy amennyiben volt, még az el6z6 taptalajon
képzddtek, és mar nem voltak funkcioképesek. Az 1-4 kozotti intervallumba tartozéd
novényeknek €16, funkcidképes gyokereik voltak, csak mennyiségi és hosszlisagi eltéréseket

figyeltem meg.
3.5. A prolin mérési médszere

A prolin szint mérésével meghatarozhatd, hogy a névények az adott koriilmények kozott
mekkora stressznek vannak kitéve. A mérés alapja, hogy a prolin savas kozegben a ninhidrinnel
voros szinli terméket képez. Az oldat szine egyenes aranyban all a novényi minta prolin-
tartalmaval. A méréshez 4 x 100 mg fagyasztott névényi levélmintat hasznaltam kezelésekként.
Mind a négy kezelésbdl négy ismétléssel dolgoztam, igy dsszesen 16 mintank volt. A ndvényi
mintat egy mozsarban eldorzsdltem 5 pL/mg 3%-0s szulfoszalicilsavval. Az igy eléallitott
homogenizatumot szobahdmérsékleten, 5 percig, 14 ezer rpm fordulatszamon centrifugéltuk.
A reakcidelegy elkészitéséhez az alabbiakra volt sziikség: 100 pL 3 szazalékos
szulfoszalicilsav; 200 pL koncentralt ecetsav; 200 pL savas ninhidrid és 100 pL a centrifugélt
névényi minta feliiluszojabol. Az elébbiekben emlitett mennyiségeket mind a 16 kémcsdbe
kimértem. A kémcsoveket lefedés utan a reakcio eldsegitése érdekében 96°C fokon egy oraig

melegitettiik. A melegités utan hiitékozegbe helyeztem ¢€s kémcsovenként 1,5 ml toluollal

kioldottam az oldatbdl a szinanyagot. Az elegyet a jobb keveredés érdekében 20 masodpercig
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vortexeltiik. Az igy kapott feliiluszot sziikitett tiveg kiivettaban, 520 nm-en spektrofotométerrel

megmeértem.
3.6. A pigment-tartalom meghatarozasa levélmintabol

A klorofill- és karotin-tartalom meghatarozasat Arnon (1949) modszere alapjan, azt kissé
modositva végeztiik. Az Explorer®Pro analitikai mérlegen pontosan kimért névényi mintakat
kevés kvarchomokkal 80%-0s acetonban homogenizaltuk, majd 5 ml végtérfogatra
kiegészitettiik. Az oldatokat szobahdmérsékleten, 5 percig 14 ezer rpm centrifugéltuk, majd a
feliluszo fényelnyelését megmeértik 480 nm, 644 nm ¢és 663 nm hullamhosszon. A
fényelnyelésbdl a kovetkezd képlet segitségével kiszamoltuk a mintak Gsszes klorofill- és

karotin-tartalmat.

> Kilorofill a+b = (20,2 X Aeas + 8,02 X Ass3) X 5 ml/ bemért tomeg (g)
» Karotinoid = 5,01 X Asgox 5 ml/ bemért tomeg (g)

3.7. Az adatok értékelésének modszere

Az adatokat SPSS statisztikai programcsomag egytényezOs variancia-analizis (One-Way

ANOVA) modszerével, a Duncan teszt lefuttatasaval, 95% valdszinliségi szinten értékeltiik ki.
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4. Eredmények

A hipotézisem, hogy a méz alapt taptalaj eldnydsen hat az orchidea magoncok fejlédésére, az
adatok alapjan helytallo volt. A kontrollal (K0) 6sszehasonlitva a harom mézzel kiegészitett
taptalajbol kettd minden szempontbodl sikeresebbnek volt mondhato, ebbdl az M1-es tapkozeg
kimagaslo érékeket mutatott. Az eredmény szemmel lathatd volt. Amennyiben mind a négyféle
alapanyagbdl kivalasztunk egy atlagos darabot, lathatd, hogy a kontroll taptalajhoz képest az
MY, és az M1 egészségesebb és elevenebb habitust mutat, mig az M2-es taptalajon 1évo
novények egy részénél vovtatott fejlodes figyelhetd meg. Ahogy fentebb is emlitettem, minden

11. tablazat Az alacsonyabb mézkoncentracio lombikba negy magoncot helyeZtem el»

kezelésenkenti atlag értékei

ugyanakkor megfigyelhetd volt, hogy

_ valamennyi lombikban teljesen Gsszendtt a

KO 0.648 16.85 1.85 novényallomany ¢és a gyokérzet. Ebben az
M Y. 1,1145 20,25 2,4 esetben, ahol ilyen nagy volt a novekedési
Ml 1t o Sals rata, négy részre osztottam a
M2 0,8125 9,65 1,55

novényallomanyt lombikonként és igy
végeztem el az alabbi méréseket. Az 11. tdblazat adatsorai a lombikonkénti atlag értékeket

mutatjak.
4.1. Az alacsonyabb mézkoncentraciok hatisa a novénytomegre

A tomeg adataiban is megfigyelhetd volt kis szoérds, minden taptalaj tipuson voltak
kiemelkeddbb és kevésbé fejlodott ndvények. Természetesen ez az alap ndvény allomanytol is
fiigg, de ettdl fiiggetleniil megéllapithato, hogy a kontrollhoz képest a mézes kezelések jobb
eredményt mutattak a tomeg szempontjabol (6. abra). A Duncan teszt 95 szézalékos konfidencia
intervallum mellett megmutatta, hogy az M1-es taptalaj szignifikans kiilonbséget mutat az
Osszes tobbi kezeléshez képest. Az 6sszes kontroll atlag tomege 0,65 gramm volt, ehhez képest
a legjobb M1-es 1,79 g, ami tobb mint a kontroll kétszerese. Ez a nagy kiilonbség megmutatta,
hogy a 30 gL™ mézet (és egyéb cukrot nem) tartalmazé taptalajon jelentésen jobb volt a
novények atlagtdmege. Az M% (10 g szacharéz + 15 gL ™ méz) taptalajon a fejlddés nagyjabol
a két elobb emlitett érték kozott van. Ezen a taptalajon a ndvények 0sszes atlag tomege: 1,11
gramm volt. Ez egy igazan érdekes megfigyelés, hiszen két szénhidrat forrast is tartalmaz: a KO
szacharoz felét €s az M1 méz felét, és igy is csak a két kezelés kozott helyezkedik el az atlag
tomeg értek. Az M2 taptalajon 1évé novények is jobban teljesitettek a KO-nal a tomeg
szempontjabol. Viszont fontos megemliteniink, hogy az M1 ndvényallomanyhoz képest
jelentds visszaesést tapasztalhattunk. Az M2 taptalajon 1évo novények atlag tomege: 0,81 g. Az
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érték azért is ilyen alacsony, mivel nem minden magonc maradt életben ezen a taptalajon. Az

esetek nagyobb részében egy vontatott fejlédés volt megfigyelhetd.

Dendrobium antennatum atlag tomeg értékek

2

1,8 b
1,6
g 1,4
& 1,2 a
5 ! a
Eé) 0,8 a
X 0,6
0,4
0’2 I I
0
KO M % M1 M2
B Témeg (g) 0,648 1,1145 1,795 0,8125

A kezelések atlag tomege

6. abra Dendrobium antennatum dtlag tomeg értékek és a statisztikai értékelés eredményei
4.2. Az alacsonyabb mézkoncentraciok hatiasa a novény-magassagra

A novények magassdga dnmagaban nem minden esetben adhat reprezentativ mintat ebben az
esetben. Fontos figyelembe venniink a névények tomegét is, hiszen tobb magonc esetében
eléfordult, hogy tobb oldalhajtast hozva nem novekedett kimagasldan, ilyen esetben egy
nagyobb tomegl alacsonyabb ndvénycsoportot kaptunk. Ugyanakkor sok hasonlosag
figyelheté meg az adatokban a tomeg és a hossz értékek kozott. A Duncan teszt 95 szazalékos
konfidencia intervallum mellett bizonyitotta, hogy az M1 taptalajon a névények magasabbra
nottek. A statisztikai program a K0, M': és a M2 taptalaj kozt is kiilonbséget tett. A legjobb
értékeket ebben az esetben is az M1 taptalaj mutatta (7. dbra). Ezen kezelés novényeinek
Osszessége atlagosan 25,35 milliméter volt. Ezzel parhuzamba vonva a kontroll (KO0) taptalajon
az atlag hossznak 16,85 millimétert mértem. A két érték kozott egy viszonylag nagy
kiilonbséget lathatunk. Mint ahogyan a tomeg esetében is megfigyelhetd volt, az M) tapkdzeg
érték a kettd kozott helyezkedik el, a novények hosszanak atlag értéke 20,25 milliméter volt.
Fontos megemliteni az M2 kritikusan alacsony értékét: a kontroll novények jobb értéket
mutattak, mint amelyek 60 gL mennyiségli mézet tartalmazé taptalajon fejlédtek. Az M2
tapkozegen 1év0 novények hosszanak atlag értéke 9,65 milliméter volt. Ez az érték ugyancsak

bizonyitja, hogy a méz egy bizonyos koncentracidé folott kedvezotleniil hat a ndvények
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novekedésére. Osszességében a hosszanti ndvekedésrél elmondhatd, hogy a K0-4s taptalajhoz
képest a kisebb mennyiségben alkalmazott méz hatékonyan miikodétt, de 30 gLt felett az érték
csokkent. A kezelésenkénti mintakat a 8. abrak mutatjak.

Dendrobium antennatum datlag magassag értékek

30
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_ 25
[S - b
E b
S 15
a a
% 10
E l

5

0

KO M % M1 M2

| B hossz (mm) 16,85 20,25 25,35 9,65

A kezelések atlag hossza

7. abra Dendrobium antennatum dtlag hossz értékek és a statisztikai értékelés eredménye
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8. dabra A kezelésenkénti hossz mérés mm papiron

4.3. A novények gyokérfejlodése kiilonboz6 mézkoncentracidoju taptalajokon

A gyokér novekedése kulcsfontossagl, hiszen ez meghatarozza a novény fejlodését és az
akklimatizacid soran is kiemelt szerepe van. Osszességében elmondhatd, hogy viszonylag nagy
szazalékban minden ndvénynek volt egészséges gyokere, amit a kezelés soran novesztett. A
gyokeresedésben is igazolhat6 a szignifikancia 95 szazalékos konfidencia intervallum mellett a
Duncan teszttel. Az adataim, a fentiekkel megegyezden hasonld képet mutattak. A legjobb
gyoOkeresedési erélyt az M1 tapkozegen tapasztaltam (9. dbra). Ebben a kategoridban szamos
ndvényt a legjobb, 4-es kategdriaba soroltam. A gyokérndvekedés atlag bonitalas-értéke: 2,75.
Ehhez képest nem sokkal maradt le a M2 kezelés, ebben az esetben 2,4 volt az atlag. Ez az
érték is kimondottan jonak mondhat6é. Ezt a kontroll csoport kovette 1,85-6s atlaggal, majd
végiil az M2 taptalaj 1,55-0s értékkel kertilt a sor végére. Az M2 taptalajon a vontatott fejlodés
kihatott a gyokerek fejlédésre is. Tobb ndvénynél tapasztaltam, hogy egyaltalan nem fejlesztett
ujakat.
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Dendrobium antennatum
gyokérnovekedés bonitalis értéke
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M Y M1 M2
W Gyokér 1,85 2,4 2,75 1,55

0-4 kozotti gyokérndvekedési atlagok

Kezelésenkénti szortiment

9. dbra Dendrobium antennatum gydkérnovekedés értéke és a statisztikai elemzés eredménye

4.4. Az alacsonyabb mézkoncentracio sarjhozatalra gyakorolt hatasa

Szemrevételezés alapjan megfigyeltem egy fokozott sarjhozatalt az M1 és M’ taptalajon (10.
abra). A kontroll (KO0) tapkdzegen is megfigyelhetd volt a sarjhozatal, de nem olyan mértékd,
mint a két elébb emlitett méz alapu taptalajon. A faj hajlamos a sarjképzésre, de mindenképpen
megfigyelhetd, hogy a méz alapu taptalaj, meghatarozott koncentracioig, el0segiti a vegetativ
sarjak képzodését. Tovabba, feltételezhetd, hogy a méz citokinin szarmazékokat is tartalmaz.
M1 és M4 taptalajon sok esetben nem egy-két sarjat hoztak a novények, hanem akar tobb mint
tizet. Ezzel a hatalmas osztodéssal rengeteg genetikailag azonos 1) ndvény allithato eld. A nagy
sarjhozatal azonban visszavetheti a hosszanti fejlodést, ami miatt meghosszabbodik a

kitiltethetdségig sziikséges 1d6.
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10. abra Fokozott sarj névekedés az M”: taptalajon

4.5. Magasabb mézkoncentracio hasznalatanak eredményei

Az eredmények (11. abra) igazoltadk azon hipotézisem, hogy a magasabb mézkoncentracid
karosan hat a novényekre, egyes esetekben teljes elhalast is eredményezhet. Ugyanakkor az
adatok alapjan nem mondhat6, hogy lineéris hanyatlas kovetkezett be. A Duncan teszt alapjan,
95 szazalékos konfidencia intervallum mellett nem mondhato szignifikansnak az M2b, M3, sem
az MA4. taptalaj hatasa. Viszont az el6zd kisérlet adataival dsszehasonlitva mindenképpen egy
jelentésen alacsonyabb értéket mutatnak tomeg, magassag ¢és a gyokérndvekedés
szempontjabol is. A tdmeg szempontjabol az M2b taptalaj mutatta a legnagyobb értéket (0,202
g) ugyanakkor ez béven elmarad az el6z6 M2 kezeléstdl, ami ugyanannyi mézet tartalmazott.
A hossz vonatkozasaban a legeredményesebb novényeket ebben a kisérletben az M3 kezelésnél
figyeltem meg. Ez az érték 10,4 mm. Az M4 névények csak hosszban nem maradtak alul, de itt
mértem a legkisebb tomeget és az elhalasi arany is magas volt. A gyokérnovekedésiik az dsszes
kezelésnél nagyon alacsony Vvolt, minden ndvény esetében a fentickben emlitett osztalyzas
alapjan 0 és 2 kettd kozé estek. Tovabba fontos megemliteni, hogy mind a harom kezelés soran
volt elhalt ndvény. Az alabbi 11. dbran megfigyelhetjiik a kiilonb6z6 tulajdonsagok valtozasat

eltéro kezelések hatasara.
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11. abra A magasabb mézkoncentrdcio eredményei

4.6 A taptalajok hatasa a prolin-tartalomra

Az eredmények a 12. tablazatban lathatok. A kezelések nem voltak hatassal a ndvények prolin-

12. tablazat Kezelésenkénti datlag prolin mennyiség

Prolin eredmények

Kezelés Mennyiség (mg/ml)
KO 0,03375
M1/2 0,04075
M1 0,02775
M2 0,03725

tartalmdra, a prolin-szint alapjan nem volt
bizonyithaté a kezelések hatdsa a stressz-allapotra.
Ugyanakkor az is feltételezhetd, hogy a méz nincs nagy
befolyassal a prolin termelésre. A kapott szamok
atlagai alapjan az M1 kezelésnek volt a legkisebb a
prolin szintje, azonban a kiilonbségek statisztikailag

nem igazoltak.

4.7 A mézkoncentraciok hatasa a pigment tartalomra

13. tablazat Kezelésenkeénti atlag karotin és klorofill

A karotin és klorofill mennyiségének eredményei

a 13. tablazatban lathatok. A kezeléseknek nem

volt hatasa sem a karotin, sem az 6sszes klorofill-

tartalom
ATLAG Karotin Krolofill a+b
KO 72,71 272,07
M 1/2 67,8 257,65
M1 72,92 303,53
M2 74,16 232,99

tartalomra, a statisztikai program nem tett

kiilonbséget a kezelések kozti pigment tartalmak

kozott, annak ellenére, hogy a legnagyobb klorofill tartalmat az M1-es kezelésnél, mig a

legkisebb értéket az M2-es kezelésnél kaptam. Az M2-es kezelésnél mért magas karotin és

alacsony klorofill tartalom a novények lassi fejlédésében és a sarguld leveleiben is

megmutatkozott.
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5. Kovetkeztetések

A Kkisérletek bizonyitottdk a hipotézisem, mivel a méz pozitiv hatdsat bizonyitotta szamos
kezelés. Az M2 és az M1 téptalaj kimondottan jotékonyan hatott a hajtas- és gyokérfejlodésre.
A cukornak fontos szerepe van a névekedésben, viszont a méz egyéb Osszetevoi is befolyasoltak
a pozitiv fejlédést. Véleményem szerint, azért is jobb mézet hasznalni, mivel komplexebb
anyag, mint a cukor. A méz természetes forrasbol szarmazik, nem hagy maga utan kdrnyezetre
artalmas anyagokat. Ezzel ellentétben a cukorgyartdshoz igen sok energia és termdfold
szikkséges. A term6foldek novekedésével és a monokultira (cukorrépa) termesztésével a
biodiverzitas csokken. A méz hasznalataval eldsegitjik a méhészek munkéjat. A méz
hasznalata nem csak a névényeknek kedvezd, hanem egy fenntarthatd jovo alappillére a méhek

¢és a méztermelésiik.

Mindezek ellenére a kisérlet azt is bemutatta, hogy a méz tilzott mennyisége vontatott fejlédést
eredményez, és/vagy a novények elhalasahoz vezethet. Ez is alatamasztja Javed és Tkram (2018)
tanulmanyait, amelyben leirjak, hogy a nagy mennyiségli szachardz ozmotikus stresszt idéz eld
a novényekben, ami a hirtelen gyors novekedését és ezzel parhuzamosan a kationok (K*, Ca?*,
Mg?*, Mn?*, Fe?") jelentds csokkentését idézi elé. A kisérletemben a 60 gLt és e feletti
koncentracional sokkal kisebb aktivitdst mutattak a ndvények. Az M2 és az ennél magasabb
aranyban mézet tartalmazo kezelések mind alulmaradtak az M1 és az M': kezeléshez, de még

a kontrollhoz (KO) képest is.

A kutatasi eredményim egyezést mutatnak Fatonah és Isda (2018) kutatasaval, amelyben
Fagraea fragrans magoncok 60 gL mézkoncentracié alkalmazasaval fokozott toxicitast mu-
tattak. Viszont ezzel ellentétes Mantovani és Pivetta (2016) kutatasi eredményei, amelyben a
térés is azt bizonyitja, hogy szdmos tényezd meghatirozhatja a novények fejlodését. A fent
emlitett két kisérlet nem részletezi a tarolasra hasznalt helyiség pontos tulajdonsagait és azt

sem, hogy a kutatdsuk soran milyen mézet hasznaltak.
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6. Osszefoglalas

A kutatasi témam a tropusi orchidedk generativ in vitro szaporitasa természetes adalékok
hasznalataval. Az eddig felfedezett 26000 orchidea faj tobbsége veszélyeztetettnek mondhatd
a régobta tartd tomeges illegalis gylijtés €s kereskedelem kovetkeztében, emiatt fontosnak tartom

a fajok szaporitasat.

A szovettenyésztéshez hasznalt taptalajok a szintetikus adalékanyagok helyett szerves anyagok
hozzdadasaval helyettesithetk vagy kiegészithetok. Szamos tudomdnyos értekezésben
megemlitik egyes természetes taptalaj-adalékok el6nyOs hatasait a novények fejlodésére.
Ugyanakkor a természetes adalékok hasznalata igen dsszetett kérdés, mivel nehéz meghatarozni
a pontos mennyiségiiket, hiszen az dsszetételiilk sok komponensii és valtozékony. Az elmult
évtizedekben tobb természetes anyagrol is bizonyitottdk a hatékonysagukat, mint példaul a
kokuszviz (Cocos nucifera termésének a folyékony endospermiuma), a burgonyakivonat
(Solanum tuberosum gumdjanak kivonata), a csicsoka homogenizatum (Helianthus tuberosa

gumoja) €s egyéb termés kivonatok €s homogenizatumok (banan, paradicsom, malata).

A méz hasznélata, mint természetes adalék nem kifejezetten ismert dolog. Igen kevés
tudomanyos cikk késziilt ebben a témaban. A kutatdisommal a méz hatékonysagara kerestem a
valaszokat. A Dendrobium antennatum tovabbnevelési kisérletét a mézzel kiegészitett
taptalajon, tobbféle koncentracioban is kiprobaltam. A kontroll (KO0) teljesen méz nélkiili volt.
Az MY jeldlésti taptalajt 10 gL cukorral (szachardzzal) és 15 gL mézzel egészitettiik ki. Az
M1 tapkozegbdl mar teljesen kihagytuk a cukrot, és csak mézet adtunk hozza 30 gL’
mennyiségben, szénhidratforrasként. Az M2 jel6lésti taptalaj szénhidratforrasa is csak méz volt
60 gL' mennyiségen. Tovabba a mésodik kisérletsorozatunk soran emelt mézadagokkal

dolgoztunk: M2b: 60 gL, M3: 90 gL és M4: 120 gL ™.

Az eredmények értékelése soran megfigyeltem a novények hosszat, tomegét, és a gyokerek
fejlettségi allapotat. Tovabba, a prolin szint mérésével probaltunk képet kapni a novényt ért
esetleges stresszhatasrol is, amit a taptalaj valthatott ki. Sem a prolin, sem a pigmentek mérése
nem a vart eredményt adta, az értékek kozott nem kaptunk statisztikailag igazolt eltérést. Az
M2 taptalajban fejlodott novények karotin/klorofill ardnya megemelkedett, ami stresszhatasra

enged kovetkeztetni.

A hipotézisem, hogy a méz alapt taptalaj elonydsen hat az orchidea magoncok fejlédésére, az
adatok alapjan helytallo volt. A kontrollal (K0) 6sszehasonlitva a harom mézzel kiegészitett

taptalajbol ketté minden szempontbdl sikeresebbnek volt mondhato, ebbdl az M1 tapkozeg
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kimagaslo érékeket mutatott. Az M2, M3 és M4 taptalajon 1év6 novények egy részénél vontatott
fejlédés volt megfigyelhetd. Az eredményeimet az SPSS statisztikai programcsomag
egytényezOs variancia-analizise (One-Way ANOVA), Duncan teszt lefuttatasaval, 95%

valdsziniiségi szinten is igazoltam.
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