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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-iP 2-izopentenil-adenin

BAP 6-benzilamino-purin

IES indol-3-ecetsav

IVS p-indol-vajsav

KIN kinetin (6-furfurilaminopurin)

MS Murashige & Skoog (1962) taptalaj

NES a-naftil-ecetsav

TDZ tidiazuron (N-fenil-N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea)
TRIA triakontanol

ZEA zeatin



1. BEVEZETES

Az in vitro szaporitas, mint a kertészeti szaporitdoanyag eléallitas egyik modszere, az elmult

évtizedek alatt l1étjogosultsagot szerzett a hagyomanyos eljarasok mellett. Elényei mellett szol a
genotipusok értékes tulajdonsdgainak fenntartdsa, a nagy tomegl, egységes ndvényanyag
eldallitasdnak lehetdsége, a hagyomanyos modszerekhez képest joval kisebb feliilet igény. Az
egyébként nehezen szaporithaté novényfajok esetében kiilondsen indokolt lehet a bekapcsoldsa a
szaporitds vagy fajtafenntartds rendszerébe. Az lizemi méretekben mikodo technoldgiak hosszas
kutato-fejlesztd munka eredményeként alakultak ki. A 70-es, 80-as években a kutatasok a steril
tenyésztés modszertandnak kidolgozasara, a gazdasagilag jelentds novényfajok/fajtak szaporitasba
vételére iranyultak. Ennek keretében a kiilonboz6 taptalajok kifejlesztése, a ndvekedésszabalyzo
anyagok hatasanak vizsgalata, a genotipus és kornyezeti tényezdk kolcsonhatasanak kérdései
kertiltek eldtérbe.
A mikroszaporitds folyamata a kiinduld ndvényanyag tobb egymast kovetd tenyészciklusban
torténd megsokszorozasa, citokininek altal eldidézett folyamatos hajtasképzddés tjan. Az egyes
citokinineknek a novényekre gyakorolt hatasa eltéré lehet, a citokinin tipusa, koncentracioja, a
ndvény genotipusa, a tenyészetbe vont szovetek kora, élettani allapota mind befolyasolo tényezok.
Egy adott novényfaj vagy fajta szaporitdsba vétele eldtt célszerli megallapitani, hogy melyik az a
citokinin amelynek alkalmazasa a legtobb 0j hajtas képzddését idézi eld a tenyészciklus folyaman
hajtascsucsbol vagy a novény mas szoveteibdl kiindulva. A ndvényi sejtek totipotenciaja elviekben
lehetOséget nyujt arra, hogy szomatikus sejtekbdl is lérejohessen a teljes novény. A genetikai
transzformécio sikerének alapvetd feltétele, hogy ismerjiik azokat a feltételeket, melyek kozott a
sebzett szovetek sejtjei képesek 0j hajtasok regeneralasara. Mivel az in vitro tenyésztés kornyezeti
feltételei adottak, ezért altalaban a novekedésszabalyzd anyagok, a citokininek és auxinok
alkalmazasaval, tipusuk, mennyiségiik ¢és aranyuk meghatdrozasaval szabalyozhatok ezek a
folyamatok. Kisérleti munkankban két modellndvényen vizsgéltuk a kiilonbozd citokininek hatasat
a hajtasképzddés folyamataban.

A mikroszaporitasi technologidk rutinszerli alkalmazéasa sordn, az iizemi gyakorlatban
bebizonyosodott, hogy a nodvekedésszabalyzd anyagok mennyiségének ndvelése, ill. a magas
koncentraciok folyamatos alkalmazisa egy i1d0 utan nem emeli a szaporodési ratat, sot a
ndvényanyag mindségének leromldsdhoz vezet. Sok esetben figyelték meg vitrifikacio, hajtas- vagy
levél torzulas, tobbfejiiség megjelenését az optimalisnal magasabb citokinin koncentracié hatasara.
Ezért komoly érdeklddésre tarthat szdmot minden olyan modszer, amely a szaporitdsi folyamat

hatékonysagat noveli, akar azzal, hogy a kihozatali aranyt emeli, akar azzal, hogy a névényanyag
5



mindségét javitja, lehetévé téve ezzel a jobb talélési arany elérését. fgy fordult a figyelem
kiilonbozo természetes anyagok fel¢, melyeknek a ndvények ndvekedésére gyakorolt pozitiv hatasat
szabadfoldi kisérletekben mar igazoltak. Erdeklddésiinket a triakontanol irant egy sz616 iiltetvény
permetezését kovetd kedvezd tapasztalatok keltették fel. Munkacsoportunk az elsék kozott kezdte
vizsgalni a triakontanol hatdsat a mikroszaporitas sajatos koriilményei kozott. Citromfiivel, majd
gyimolcs alanyokkal végzett kisérleteink messzemenden igazoltdk a varakozasokat, minden
esetben a triakontanol pozitiv hatasait tapasztaltuk. Ezen eredmények ismeretében dontottiink a
munka tovabbfolytatdsa mellett, annak érekében, hogy tovabbi ndvényfajokon is vizsgalhassuk a
triakontanol hatésait.

Az 1990-es évek elején a kereskedelmi mikroszaporitas fejlddése - a korabbi 14-16%-o0s éves
boviilés utdn — megtorpant. Ennek az volt a magyarazata, hogy a mikroszaporitds népszeriisége a
magas termelési koltségek miatt erésen csokkent. A magas termelési koltségek legfontosabb elemei
a nagy ¢lomunka raforditas, az alacsony szaporitasi fok és a gyenge tulélési arany az akklimatizacié
soran. Napjainkban is elmondhatdé hogy a mikroszaporitds tovabbi térhoditdsa csak a koltségek
csOkkentésével képzelhetd el. Erre szolgaltat lehetdséget az automatizalds, melynek kiilonb6zd
megoldasait intenziven vizsgaljak. Az 10j technologidk alkalmazasahoz idealis eszkoz a folyékony
taptalajok alkalmazasa. Az elmult évtized intenziv kutatasai nyoman sokféle, kiilonbozo elven
mukodo bioraktort fejlesztettek ki, melyek koziil tobb ma mar szabadalmi oltalom alatt all. Ehhez 0j
edényeket, 1j berendezéseket is kellett kialakitani. Ezen berendezések legtobbjének miikddése az
idbleges elarasztas elvén alapul, azaz a tenyészetek nem allanddan, vagy nem teljes feliiletiikkel
meriilnek a folyadékba. A tenyészedényekben a folyadékot kezdetben csak forgattdk vagy
kevertették, késobb a steril levegd bevezetését is megoldottak, igy a ndvények életképessége
lényegesen javult. Napjainkban mdar a légtér Osszetételének megvaltoztatasara torekszenek,
széndioxid bevezetésével. Kisérleti munkdnk egy hazai fejlesztésii bioreaktor kiprobalasara

iranyult, harom kiilonb6z6 novény novekedési paramétereinek vizsgalataval.

CELKITUZESEK

Munkank els6 id6szakdban a citokininek hatdsat vizsgaltuk a hajtdsképzddés folyamataban két
eltéré novekedési tipust: a lagyszara Atropa belladonna, mely fontos gyogynovény, és a diszitd
értéke valamint faja miatt értékes fehér nyar (Populus alba) tenyészeteiben.

Kisérleteink soran arra a kérdésre kivantunk valaszt kapni, hogy a kiilonb6z6 citokininek milyen
mértékben képesek a hajtasképzddést eldidézni és ezzel javitani mind a szaporitds, mind a

regeneracio hatékonysagat.



Vizsgalni kivantuk azt is, hogy a novények kiillonb6zé szomatikus szoveteiben Ilehet-e
hajtasképzodést kivaltani, illetve, hogy mely szovetek alkalmasabb leginkabb a hajtasindukciora.

A triakontanol hatasanak vizsgélata sordn azt kivantuk megéllapitani, hogy a szer alkalmazéasa
hogyan valtoztatja az egyes novények ndvekedési és élettani tulajdonsagait. Mivel a szaporités
folyamata ténylegesen két fazisra, a felszaporitdsra majd a gyokereztetésre kiilonithetd el, célul
tliztiik ki, hogy mind a hajtas- mind a gyokérfejlodés folyamataban nyomon kovessiik a triakontanol
hatésait. Célunk volt az is, hogy eredményeink kozvetleniil hasznosulhassanak a gyakorlatban, ezért
olyan novényeket valasztottunk kisérleti objektumként, — malna (Rubus idaeus), gerbera (Gerbera
Jamesonii), sparga (Asparagus officinalis)- melyek mikroszaporitasa vilagszerte kereskedelmi
méretekben folyik.

A technoldgiai fejlesztésre irdnyuld munkénkat szintén a gyakorlat szdmara atadhato
eredmények elérése motivalta. Egyik célunk volt, hogy igazoljuk egy hazai fejlesztésii szaporitd
berendezés (bioreaktor) gyakorlati alkalmazhatdsagat és dsszehasonlitasi alapot szolgéltassunk mas
berendezésekkel vald Osszevetéshez. Ehhez olyan ndvényeket valasztottunk — bandn, ananasz-
amelyek gazdasagi szempontbol fontosak, tehat szdmos orszagban szaporitjak Oket, és mi is
rendelkeztiink elézetes tapasztalatokkal ezen a téren.

Célul taztik ki annak bizonyitasat is, hogy a folyadék alapu tenyészetek megfeleld
hatékonysagtiak, valamint, hogy a bioreaktorban szaporitott novények, novekedési paramétereiket
¢és ¢élettani tulajdonsagaikat tekintve legalabb olyan jo6 mindségiiek, mint a hagyoményos szilard

taptalajon fejlodott tarsaik.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Kiilonbo6z6 citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzodés folyamataban
2.1.1. Az in vitro szaporitas néhany fontosabb modszere

A merisztéma- €s hajtascsucs kulturdk esetében mar differencialédott ndvekedési pontokbol
indul meg az organogenezis folyamata. A merisztémak izolalasa nehéz €s a tal¢lés ardnya altalaban
alacsony, ezért az ilyen tenyészeteket inkabb csak virusmentesités céljara hasznaljak. A
hajtascstcsbol inditott tenyészeteket széles korben alkalmazzak szaporitasi célokra, mivel nagy
foku genetikai stabilitast biztositanak (Pierik, 1987).
Mind a merisztémabol, mind a hajtdscsticsbol hajtds vagy gyokeres névényke fejlodik, amely
megfeleld korilmények kozott tovabb szaporithatdo. Az alkalmazott tdptalajok Osszetétele,
hormontartalma a ndvényfajtol, az explantaitum fejlettségétdl, valamint a szaporitas céljatol és
nagysagrendjétol fiiggben széles skalan valtozik. A hajtas proliferaciéo altaldban citokinin
alkalmazasaval segithetd el6 (Debergh és Maene, 1991).
A kiilénb6z6 novényi szovetekbol, amelyekben nincsenek riigyprimordiumok, in vitro koriilmények
kozott 1) novények fejlodése indukalhatd. Ha az 0j hajtds az explantatum szdveteibdl fejlédott ki,
kozvetlen organogenezisrdl, ha pedig az explantditum szoveteibdl eldszor kallusz fejlodik és a
kalluszbol differencidlodnak az 4j ndvények, kozvetett organogenezisrdl beszéliink (George, 1993).
Az, hogy kozvetleniil jarulékos hajtas képzddik-e, az adott ndvényfaj sajatossagaitol és a taptalaj
Osszetételétdl fiigg. A hajtasindukcié altaldban citokinin hatdsara kovetkezik be, a hajtasok
megnyuléasat ellenben a citokinin szint csokkentésével, esetleg auxin tartalmi vagy hormonmentes
taptalajon vald tovabbneveléssel lehet eldidézni (George, 1993).
A kozvetett jarulékos hajtasfejlodés eldfeltétele a kallusz regeneracids képessége. A kalluszok
ugyanis elvileg korlatlan ideig fenntarthatok szilard vagy szuszpenzidos tenyészetekben, a
folyamatos szubkulturdk sordn azonban elvesztik morfogenetikus képességiiket. A kalluszok
indukcigja és fenntartdsa auxin tartalmu taptalajon torténik. Az auxintartalom csokkentése
merisztemoidok képzddését eredményezi a kallusz felszinén vagy mélyebb sejtrétegeiben. Ezekbol
a hajtas kifejlédése, majd meggyodkeresedése szdmos tényezo6tdl fligg, ezért bizonytalan (George,

1993).

2.1.2. A fontosabb novényi novekedésszabalyzo anyagok
Az ide sorolt anyagok alapvetd ¢élettani hatisokat fejtenek ki a ndvényekben. Ezek

megnyilvanuldsa fiigg az adott anyag tipusatdl, koncentracidjatdol, mas szabalyzokkal valod
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kolesonhatésaitol, valamint az adott ndvény genetikai — élettani tulajdonsagaitél (Minocha, 1987) .
Az in vitro szaporitas soran két vegylilet csoport jatszik fontos szerepet: az auxinok ¢és a citokininek.

Az auxinoknak a legfontosabb szerepiik a sejtek megnytldsos ndvekedésében ¢és a
gyokeérképzédésben van. A kiilonféle szovetkultirak igénye igen eltérd, az in vitro ndvénykék sajat
maguk is képesek auxint szintetizalni. Az auxinok a koncentracié fiiggvényében hatnak a
tenyészetekre, az optimalis koncentraciét tullépve gatlo hatastivd valnak. Az indol-ecetsav (IES)
természetes auxin, melynek felfedezését és molekula meghatarozasat kovette a szintetikus auxinok
eldallitasa és felhasznaldsa. Ezek koziil a legfontosabbak a naftil-ecetsav (NES), indolil-vajsav
(IVS) és a 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav (2-4D) (Jamborné, 1993).

A citokininek a sejtosztodast segitik eld, szabalyozzdk a szoveti differencialodast és a
kloroplasztisz fejlédést. Az Oregedés visszaforditdsdban (rejuvenilizacid) és csicsdominancia
kialakitasaban is fontos szerepet jatszanak. A legfontosabb endogén citokininek a zeatin és az
izopentenil-adenin (2iP). Szintetikus citokininek a kinetin (KIN), N°-benzil-aminopurin (BAP), N°-
tetrahidropiranil-benzil-adenin  (PBA) ¢és a tidiazuron (TDZ). Lagyszar@ ndvények
mikroszaporitdsdhoz elsdsorban a kinetint, mig a fis ndvények esetén a BAP-ot alkalmazzak
(Jamborné, 2005).

A szovettenyésztésben elsoként Skoog és Miller (1957) fedezte fel, hogy az auxin és a citokinin
egyiittes hatdsa meginditja a kallusztenyészetekben a merisztéma fejlodést - tehat a morfogenezist.
A citokininek az auxinokhoz hasonléan, a koncentracio fliggvényében hatnak a tenyészetekre. A
szOvettenyésztés, illetve mikroszaporitas kozponti kérdése a tenyésztéshez sziikséges hormonok

azok optimalis koncentracidinak, és aranyainak meghatarozasa a tenyésztés minden szakaszaban.

2.1.3. Az Atropa belladonna szovettenyésztésének eddigi eredményei

Mikroszaporitasra, illetve szaporitasi céli morfogenetikai vizsgélatokra vonatkozoan kevés
adat all rendelkezésre. Eapen és mtsai. (1978) a morfogenetikus kapacitast vizsgaltdk haploid és
diploid novények Osszehasonlitdsaval. A felhasznalt levéldarabokon 2 mg/l NES és 0,5 mg/l KIN
tartalmu taptalajon 3 hét elteltével aktivan novekedd szovettomeg képzodott. Ez a diploid ndvények
esetében késébb is differencidlatlan allapotban maradt, mig a haploid vonalak esetében riigyek,
majd hajtasok fejlédtek beldle ugyanezen a taptalajon. Ha a kallusz szdvetet 1mg/l BAP tartalmt
taptalajra helyezték at, 100%-os hajtasregeneraciot értek el. A tenyészetenkénti hajtdsszam
magasabb volt a haploid (11,8 db), mint a diploid (6,7 db) ndvények esetében. A diploid kallusz
organogenetikus kapacitdsa fokozatosan csokkent, a 8. szubkultura utan teljesen elveszett, mig a
haploid¢ valtozatlan maradt. A tenyészetek alkaloid tartalmat vizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a

regeneralddott hajtasok kétszer annyi 0ssz-alkaloidot tartalmaznak, mint a kallusz.



Benjamin és mtsai. (1987) hajtascsticsbol és honaljriigyekbdl inditott hajtas tenyészetekben
vizsgaltak a novekedésszabalyozok hatdsat a szaporodasra. A razatott tenyészetek friss stilya 5 mg/1
BAP-ot tartalmazo folyékony MS téptalajban 5-6-szorosara nétt a 35 napos tenyésziddszak végére.
Harom szubkultira utén a hajtasokat kiilonb6z6 hormontartalmu taptalajokon tenyésztették tovabb.
BAP nélkiili kozegen a levelek kiteriilését és gyoOkeresedést figyeltek meg. A BAP 1-5 mg/l
tartomanyban hajtasképzodést idézett eld, 10 mg/l viszont gatolta a ndvekedést. Az 1 mg/l BAP +
0,1 mg/l NES tartalmu taptalajon hajtasképzddés kovetkezett be, minimalis sejtproliferacioval az
alapi részen. A 0,2 mg/l KIN + 0,1 mg/l IES ill. NES kombinacié gyokeresedést indukalt. 0,05 mg/1
KIN + 0,2 mg/1 2,4-D egyiittes hatasa kalluszosodast eredményezett. A kiilonbdz6 taptalajokon nétt
tenyészetek alkaloid tartalmaban nem talaltak Iényeges kiilonbséget. Magas hatdéanyag tartalomra
(0,2-0,4%) szelektalt anyandvényekbdl inditott tenyészetekben a mért hatdéanyag tartalom nem
haladta meg az atlagos novényekbdl inditott tenyészetek szintjét, tehat az in vitro tenyészetek nem
mutattak a kivant sziildi tulajdonsagot. A feltételezések szerint ennek oka a novények juvenilis
allapota. Kalluszbol regeneralt hajtasokat neveltek fel és vizsgaltak Toth és mtsai. (1991).
Kimutattak, hogy ezek hatdanyag tartalma lényegesen meghaladja a kontroll ndvényekét, mind a
hajtas, mind a gyokér esetében. Azt tapasztaltdk, hogy a kalluszbdl regeneralodé hajtasok kozott

igen nagy mértéki a valtozékonysag.

2.1.4. A Populus nemzetség szovettenyésztésének eddigi eredményei

Velander és mtsai. (1989) a Populus vilsocarpa tébb 1épcsés mikroszaporitasi modszerét
fejlesztették ki, annak érdekében, hogy konnyebben szaporithatd legyen ez a faj. Ez a technika
magaba foglalja a duzzad6 riigyek novekedésserkentd taptalajra vald helyezését, mely a
kovetkezoket tartalmazta: a Chu kozeg (Chu és mtsai., 1989) makroelemei, az MS mikroelemei és
vitaminjai, 0,5 mg/l BAP-pal kiegészitve. A hajtdsok megsokszorozasa WPM, ill. Chu alapu
taptalajokon tortént, melyeket 20 g/l szachar6zzal, 0,5 mg/l BAP-pal ¢és 0,001 mg/l NES-sel
egészitettek ki. Szignifikans kiillonbséget talaltak a nyugalmi allapotban 1év6 vesszokrdl szarmazo
rigyek €s az augusztusban, a novekedd hajtasokrol szarmazo riigyek kozott a hajtasfejlodést
tekintve. A hajtasmegnyujtas és gyokereztetés szintén egy WPM alapt, 1 mg/l GAs-mal
kiegészitett taptalajon ment végbe.
A nyarfa szovettenyésztésének eredményességét nagymértékben befolyasoljak a kiilonbozo fajok és
fajtak kozti genetikai, €lettani kiilonbségek. Coleman és Ernst (1989) a citokininek és a genotipus
Jelentds kiilonbségeket figyeltek meg az in vitro jarulékos hajtasregeneracié soran, a P. deltoides
harom genotipusanak internédium explantatumain, melyek taptalajat 3 kiilonboz6 citokininnek

(BAP, 2i-P, ZEA) 5 f¢le koncentracidjaval egészitették ki. Mindegyik genotipus esetében a
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hajtasok nagy része a zeatint tartalmazé taptalajokon regeneralodott. A BAP-pal kiegészitett
taptalajokon mind a harom genotipus explantdtumain szovet elhalas kovetkezett be.

Rutledge és Douglas (1988) 12 Populus klont szaporitott in vitro Gton merisztéma cstcsbol,
hajtascsucsbol és nodusz darabokbdl. A legerdteljesebb hajtasregeneraciot a nédusz darabokon
érték el (70%-os regeneracio), 4 hetes kultirdban. Az alaptaptalaj minden esetben az MS volt,
melyhez, ha BAP-ot, vagy zeatint adagoltak, akkor nagyobb mértékben képzddtek honaljhajtasok,
mint 2-iP adagolasa esetén. Ha a BAP koncentraciot 4,4 puM-rol 1,1 uM-ra csokkentették, ndtt a
hosszu hajtasok szdma, melyek elonyosek a gydkereztetés szempontjabol. Vizsgalataik alapjan
bebizonyosodott, hogy a hajtasképzddésre a genotipus nagyobb hatdssal van, mint a taptalaj
Osszetétele.

Egy P. nigra x P. maximowiczii hibrid kiilonb6zé explantatumait hasznalta fel Park és Son
(1988) annak vizsgalatara, hogy a novekedési hormonok milyen hatassal vannak a morfogenezisre.
Kisérleteikben ép, illetve egy sok apro tiibol allo eszkozzel megszurkalt vagy atlyuggatott leveleket
hasznaltak fel. A megsebzett leveleken nagyobb ardnyu volt mind a kalluszosodds, mind a
hajtasregeneracid, mind pedig a gyokeresedés, mint a sértetleneken. A hajtasregeneraciora a 0,88
uM BAP + 0,5 uM 2,4D; a gyokeresedésre a 0,44 uM BAP + 2,69 uM NES; a kallusz képzddésre a
0,44 uM BAP + 2,26 uM 2,4D) tartalmu taptalajok fejtették ki a legkedvezobb hatast. A lyuggatott
levelekboOl szarmazd kalluszokon embriok is keletkeztek, ezek szama 0 és 30 kozott valtozott
levelenként. Egy P. alba x P. grandidentata hibrid regeneracios képességét, levél-, szar- és gyokér
darabokbdl nyert kalluszokbdl kiindulva szintén Son és Hall (1990a) vizsgalta. A kalluszbodl torténd
hajtds regeneracio 4 héten beliill bekovetkezett a legtobb taptalajon. A legnagyobb mértéki
hajtasindukciot azokban a kezelésekben érték el, melyekben a 0,05 puM IVS-t egyenként
kombinaltak 12,5 uM ill. 22,5 uM 2-iP-vel, vagy 22,5uM ZEA-val. A szerz6k a P. alba x P.
Hall, 1990b). Vizsgalataikhoz 15-90 napos gyokérdarabokat hasznaltak fel, melyeket kiilonb6z6
citokinineket (BAP, kinetin, 2-iP, ZEA) tartalmaz6 WPM alapu taptalajra tettek. A legnagyobb
mértékli hajtasindukciot a 22 uM ill. 14 uM ZEA tartalmu téaptalajra helyezett 60 napos
gyokérdarabokon figyelték meg.

2.2. A triakontanol alkalmazasi lehetéségének vizsgalata Kkertészeti novények

mikroszaporitasaban

A triakontanol egy hosszi szénlancu elsddleges alkohol, dsszegképlete: CHj3(CH,),sCH,OH,
molekulasulya 438,8, olvadaspontja 88°C. Vizben ¢és egyéb polaros olddszerekben gyakorlatilag
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oldhatatlan, apolaros old6szerekben, mint példaul a kloroform, jol oldédik. Hostabil, ezért tisztan és
oldatban is autoklavozhat6, ami alkalmassa teszi steril kultirdkban valo egyszerti felhasznélasra
(Ries, 1985).

A ndvények viaszanyagdnak alkotéelemeként a természetben is el6fordul. Elséként
lucerndban mutattak ki (Chibnall és mtsai., 1933). Azota szamos mas novényben is megtalaltak,
mint példaul az afonya (Vaccinium ashei) (Freeman és mtsai., 1979), fehér here (Trifolium repens)
(Waldron ¢és mtsai., 1961), a tytkhtr (Stellaria media) (Archana-Pande és mtsai., 1995), kiilonboz6
Rhododendron fajok (Wang és mtsai., 1999) és az Euphorbia caducifolia (Waqar és mtsai., 1992),
melyeknél a novény epikutikularis viaszanyagai kozott talalhatdé meg, a Jatropha mollissima,
melynek a gyokerébdl mutattak ki (Santos és Mukherjee, 1992), a Schorea robusta, melynek magja
tartalmazza (Bhattacharya és Saha, 1992).

A ndvényi novekedést serkentd hatasat 1977-ben igazoltadk (Ries és mtsai., 1977). Egy
krizantémmal folytatott liveghdzi kisérletben (Skogen és mtsai., 1982) azt tapasztaltak, hogy a 100
ng/l koncentracioban a novények tdpoldatdhoz adagolt TRIA hatasara megemelkedett a névények
szdrazanyag tartalma, valamint a viragzatok szama. FEmellett a kezelt ndvényeken
megkétszerez6dott az osztalyon feliili mindségli virdgzatok szama. A szerzok azt is megfigyelték,
hogy a virdgzas egy héttel korabban kovetkezett be a kezelt novényeknél, mint a kontroll esetében,
azonban a viragok tartossagaban nem volt kiilonbség. A szerzok azzal magyaraztdk a magasabb
szamu viragzatot, hogy a triakontanol csokkenthette az apikalis dominanciat, és korabbi irodalmi
adatokra hivatkozva (Henry és Gordon, 1980) valosziniinek tartottdk, hogy az auxin lebomlasat
serkentette valamilyen mdodon. Azt is lehetségesnek tartottdk, szintén irodalmi adatokra hivatkozva
(Eriksen és mtsai., 1981), hogy a triakontanol hatdsadra megvaltozik az arany a fotorespiracio és a
fotoszintézis kozott a fotoszintézis javara, €s ez okozza a jobb ndvekedési erélyt.

4 napos vizkultirdban nevelt salata levelére permetezve 107 M TRIA 13-20 %-kal emelte a
levelek, valamint 13-24 %-kal a gyokerek friss és szaraz tomegét a kontroll (csak vizzel
permetezett) novényekéhez képest (Knight és Mitchell, 1987). Paradicsom palantakon lombtragya
formajaban alkalmazott kezelés hatasdra megnétt a névények magassaga, megemelkedett a hajtasok
¢és a termések szama, valamint az ezermagtomeg ¢és javult a magok csirazoképessége is (Sharma,
1995). Egy 1993-ban kozolt kisérletben (Bartolini és mtsai., 1993) oliva fakat permeteztek a
virdgzas kezdetekor és teljes viragzasban kiilonbozé ndvekedésszabalyozd anyagokkal, melyek
kozott egy allati eredeti aminosav-szarmazék, borsav, egy NES-B-vitamin keverék és TRIA
szerepelt. A vizsgélt anyagok koziil a TRIA emelte meg legnagyobb mértékben a pollen
csirazoképességét, és csak a triakontanollal kezelt fakon termett gylimdlcsok esetében nétt meg a
his/mag arany. Ezek a termések szignifikansan nagyobbak is voltak, mint akar a kontroll, akar a

tobbi novekedésszabalyozoval kezelt fakon termett bogyok.
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Oszibarack esetében is megfigyelték a TRIA kedvezd hatasat a gyiimolesok méretére (Mehta és
mtsai., 1990). *Newcastle’ fajta allomanyéaban, két alkalommal (teljes viragzaskor és a csonthéj
szilarduldsakor) végzett, 20 mg/l TRIA permetezéssel érték el a legnagyobb gyiimdlcsméretet, ezzel
parhuzamosan emelkedett a gylimolcsok tomege, cukortartalma és csokkent a savassaguk is.

Tobb paprikafajtan végzett laboratoriumi vizsgalatok tantisaga szerint a 0,5-3 mg/l
alakult, mint a kontroll ndvényeké (Ray, 1991). Ebben a kisérletben a 0,5 mg TRIA/] bizonyult a
leghatékonyabbnak. Szabadfoldi mérések soran (ahol mar csak a 0,5-1 mg TRIA/] koncentraciokat
alkalmaztdk) a triakontanollal kezelt novényeknek megemelkedett a szarazanyag tartalma, és a
levélfeliilete, valamint a relativ ndvekedési rataja.

A triakontanol képes befolydsolni egyes gyogyndvények hatdanyag tartalmat is. Az
Artemisia annua cv. Washington ndvények artemizin tartalma szignifikansan megemelkedett 1 és
1,5 mg/l TRIA kezelés hatasara (Shukla és mtsai., 1992). A TRIA kezelés utan emelkedett a
gibberellinsav-szerii aktivitds €s csokkent az abszcizinsav mennyisége a novényekben. A szerzok
szerint az artemizin szint emelkedését a TRIA a novény ndvekedésének serkentésén keresztiil éri el,
nem pedig azaltal, hogy az artemizin bioszintézisét szabalyozza.

Mentha arvensis esetében 0,1g TRIA/m’ levélre vald permetezésével szignifikansan emelni
lehetett a novények friss és szdraz tomegét, nettd fotoszintetikus ratajat, klorofill tartalmat,
mikroelem felvételét és esszencidlis olaj tartalmat (Srivastava és Sharma, 1991). Az illoolaj
tartalom emelkedését azzal magyaraztadk, hogy a ndvények esszencidlis olaj tartalma pozitiv
korrelacidban all a nett6 fotoszintetikus rataval és a friss- €s szaraz tomeg alakulasaval, melyeket a
TRIA kedvezden befolyasolt.

Gyakorlatilag ugyanezeket az eredményeket irtak le makkal (Papaver somniferum) végzett

kisérletekben is (Srivastava és Sharma, 1990).
Rozsaillati muskatli (Pelargonium cv. Bourbon) triakontanolos permetezés utan szignifikansan
kedvezébb novekedési tulajdonsagokat mutatott, mint a kontroll névények (Bhattacharya és Rao,
1996). Megemelkedett a hajtashossz, a hajtasszam, a levél-, hajtas és gyokértomeg és az esszecialis
olaj tartalom. A szerzék megfigyelése szerint a gyokértomeg novekedést sokkal nagyobb mértékben
serkentette a TRIA, mint a hajtdsok tomegének gyarapodasat, amibdl arra kovetkeztettek, hogy a
TRIA els6sorban a gyokérnovekedésre hat. Ugyanebben a kisérletsorozatban a TRIA serkentette a
Pelargonium levéldugvanyainak gyokeresedését.

A triakontanol kedvezd hatasait irtak le Vigna radiata magoncokkal kapcsolatban is
(Kumaravelu ¢és mtsai., 2000). A magoncokat 0; 0,5; 1,0 illetve 2,0 mg/dm3 triakontanollal

permetezték le 15 és 25 nappal az iiltetés utan. 0,5 mg/dm’ triakontanol hatasara szignifikinsan
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megemelkedett a novények magassaga ¢€s friss tomege. Ezen kiviil klorofill, aminosav, szacharid,
keményitd és oldhato fehérje tartalmuk is jelentds mértékben meghaladta a kontrollokét.

Annak ellenére, hogy a szabadfoldi kisérletekben ilyen biztatd eredmények sziilettek,
szovettenyésztésben, illetve mikroszaporitasban alig néhdny kutatocsoport kisérletezett
triakontanollal. Hangarter és Ries (1977) szamolt be arrél, hogy a TRIA kedvezd hatassal volt
néhany névény kallusznovekedésére, s ugy talaltak, hogy a szovettenyésztés igen alkalmas modszer
a TRIA élettani hatasainak vizsgalatara. ’Fuji’ alma fajta in vitro hajtastenyészeteiben Ma és mtsai
(1977) a taptalajhoz adott triakontanol hatdsat ndvekedésszabalyozo hatasként értékelték. Sargarépa
szomatikus embridinak késobbi fejlodésére gyakorolt hatdsat vizsgaltak és azt talaltdk, hogy ha
TRIA-t adagoltak a taptalajhoz, majd hormonmentes MS kozegre helyezték az embriokat, akkor
egyontetlibb egyedfejlodést kaptak, mint TRIA alkalmazasa nélkiil (Baker és mtsai, 1985).

Munkacsoportunk eldszor citromfii (Melissa officinalis) mikroszaporitasi folyamataban
vizsgalta a TRIA hatésait, 2-20 pg/l kozotti koncentracid tartomanyban. Azt tapasztaltuk, hogy a
triakontanol alkalmazasa minden koncentracioban pozitiv volt a vizsgalt tulajdonsagokra nézve.
Jelentdsen megnovelte a szaporodasi ratat és a gyokeresedés mértékét (Tantos és mtsai., 1999). Az
eredmények alapjdn a tovabbiakban néhdny nehezen szaporithatd alma és cseresznye alany
mikroszaporitdsa soran alkalmaztuk a triakontanolt és vizsgaltuk hatasait. Ez esetben is
bebizonyosodott, hogy a TRIA novekedésszabalyozo vagy ahhoz hasonld hatast gyakorol a
novényekre (Tantos €s mtsai., 2001). Eredményeink megjelenését kovetden napvilagot latott még
néhany cikk, melyek szintén az altalunk is vizsgalt koncentracio tartomanyban tanulmanyoztak a
triakontanol hatasait. Reddy és mtsai (2002) egy lagyszaru novény a Capsicum frutescens és egy
indiai cserje a Decalepis hamiltonii mikroszaporitisa soran hasznaltak eredményesen. Bar az
optimalis koncentraciot eltéronek talaltadk novényenként €s fazisonként egyarant, minden esetben a
TRIA serkentd hatédsait regisztraltdk. Hasonld tapasztalatokrdl szdmolt be egy olasz munkacsoport
(Fraternale és mtsai., 2002). Egy gydgyndvény, az Orokzold, nehezen szaporithatd cserje, a
érdekében probaltak ki a triakontanolt, kiilonb6z6é novekedésszabalyzokkal kolcsonhatasban. Mar a
legalacsonyabb (2 pg/l) alkalmazott koncentracidban is megmutatkozott a TRIA serkentd hatdsa,
st ezt az értéket talaltdk optimdlisnak mind a szaporitdsi mind a gyokereztetési fazisban.
Ugyancsak egy gyogynovény, a Thymus mastichina volt a vizsgalati objektum a szerz6k egy masik
munkdajaban. (Fraternale és mtsai., 2003). Ez esetben is a ndvekedési paraméterekre gyakorolt
pozitiv hatdsrol szamoltak be, a TRIA és a szaporitds sordn hasznalt hormon kombinéciok egyiittes
alkalmazédsdnak eredményeként. A ndvények esszencidlis olaj tartalmanak ndvekedését is
megfigyelték, mikor a triakontanolt hormon mentes taptalajhoz adtdk. Az olajok &sszetételében nem

okozott valtozast egyik kezelés sem.
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Ugy tiinik, a triakontanol alkalmazasanak pozitiv hatasarél beszamolé eredményeink
felkeltették a mikroszaporitdé szakma figyelmét ez irant az anyag irant. Legalabb is a megjelent
cikkek és hozzank érkezett kérdlapok ill. kérdések szama erre utalt. Mi is indokoltnak lattuk, hogy
megfigyeléseinket tovabbi nodvényfajokra is kiterjesszilk. A tovabbiakban bemutatott uj
eredményeink szerves folytatdsat képezik a citromfiivel elkezdett munkanak és megerdsitik az

eddigi tapasztalatokat.

2.3. Folyadék alapu tenyésztési modszer: egy uj tipusa bioreaktor alkalmazasi lehetoségének
vizsgalata
2.3.1. Uj tipusu tenyészt6 berendezések: a bioreaktorok

A bioreaktorok nagy mennyiségii ndvényi sejt, szovet vagy szerv folyadékkulturdban torténd
tenyésztésére vald edények. Neviik a mikrobioldgiai terminologidbdl szarmazik és elsé valtozataik a
novényi szovettenyésztés teriiletén a masodlagos anyagcsere termékek kalluszban torténd
termeltetésére szolgdlo fermentorok Ilehettek. A folyadékban torténd tenyésztés mar a
mikroszaporitasi technikak kialakulasanak korai szakaszdban is foglalkoztatta a kutatokat. Az elsd
eredmények (Morel, 1974) orchidedkkal kapcsolatosan jelentek meg, melyek razatott tenyészetben
protokormokat képeztek. A protokormokat szétvalasztva és szilard kozegen tenyésztve nevelték fel
a hajtasokat. Az orchideak legtdbbjének szaporitdsa azoéta is razatott vagy forgatott folyadék
tenyészetekben torténik (Mandy, 1993). A késdbbiekben kiilonbozé diszndvényeket, pl. szegfiit és
krizantémot (Earle és Langhans, 1976) szaporitottak folyadékban, forgatott tenyészedényekben. A
modszer novelte a szaporodds mértékét, de a magas foka hiperhidratacié miatt a tényleges
kihozatali arany alacsony maradt. A 80-as évektdl kezdve tobb szerzd is foglalkozott a folyadék
kultira alkalmazasi lehetdségével. A legtobb kozlemény a szilard kézegre rétegezett ugyanolyan,
vagy esetleg mas Osszetételli folyadék hatdsat vizsgalta (Hammerschlag, 1982; Maene és Debergh,
1985; Rodriguez és mtsai., 1991). Ez az tn. kettds fazisi tenyésztés jo hatdsinak bizonyult, mind a
szaporitasi, mind a gyokereztetési fazisban, a folyamat céljatol fiiggden. Emellett id6legesen
csokkentette az ¢lémunka igényt is. A késObbi fejlesztd munkdk mar az egyes folyamatok
lehetséges automatizaldsara iranyultak. Az elsok kozott Tisserat és Vandercook (1985) tervezett és
alkalmazott egy olyan mikroszaporitd rendszert, amelynek szaporitd edényeit periddikusan
elarasztottak friss tdpoldattal, majd eltavolitottak azt.

Aitken-Christie és Davies (1988) egy f¢lautomata rendszert fejlesztett ki hasonld elveket
alkalmazva. A korforgasban tartott tapoldat az elére meghatarozott programnak megfeleld
idépontokban érasztotta el az inokulumokat. Teisson és Alvard (1995) azonos elveken alapuld
mikroszaporitd berendezést tervezett (RITA), amelyet azdta szdmos ndvényfajnal sikeresen

alkalmaztak. A modszer elnevezése a szerzOk nyoman TIS (Temporary Immersed System) azaz
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idbleges elarasztasu rendszer. Escalona és mtsai. (1999) konkrétan az anandsz tomegtenyésztésére
kidolgozott iddleges eldrasztasos mikroszaporité rendszer tapasztalatairél szamoltak be, melynek
elve az el6zével azonos, de nagyobb méretii tenyészedényeket hasznal. Ok PIB-nek (Periodically

Immersed Bioreactor), vagyis periddikusan elaraszto bioreaktornak nevezték el a konstrukciot.

2.3.1.1. A bioreaktorok tipusai

A kiilonféle bioreaktor- tipusokat a ndvények, a kultirdk és a fejlédési allapotok széles
skalajahoz fejlesztették ki. A ndvényi tenyészetek szdmara alkalmas bioreaktorok funkcionalisan
két altalanos tipusra oszthatok: az egyikben a kultirakat részlegesen vagy ideiglenesen martjak a
tapoldatba, a masikban pedig folyamatosan vannak eldrasztva. Az utdbbi eljarast altalaban olyan
kultarak nagy siirliségli szaporitasa esetén alkalmazzdk, amelyeknél az elarasztds nem eredményez
abnormalis novényfejlddést pl. protokorm-testek, embriogén kallusz tenyészetek, szomatikus
embriok, merisztéma csokrok és nodulumok. Ezek mindegyike olyan organogén kultura, amely
merisztéma-csomokbol épiil fel, szignifikans levél-, szar,-vagy gyokérfejlodés nélkiil. Az elarasztott
bioreaktorok haszndlhatok szabadfoldi termesztésre szant kis hagymak vagy gumok kifejlesztéséhez

is (Takayama, 1991).

2.3.1.1.1. Elarasztott tipusu bioreaktor

Az eléarasztott bioreaktoroknak alapvetden két valtozata van: a mechanikusan mozgatott ¢és a
levegével mozgatott. A mechanikusan mozgatott bioreaktorok propellerekkel, turbindkkal,
lapatkerékkel, vizikerékkel és vibracios keverdkkel cirkuléltatjdk a tdpoldatot. Mindegyik eszkdz a
masiktol kiilonb6zé modon végzi a folyadék mozgatasat az edényben (Preil, 1991). Minden tipust
kultira és novény szamara optimalizalni kell az elnyirdédasi tényezoket és a folyadék mozgasat.
Organogén tenyészetek szamara nem talaltdk eldnydsnek (Ziv, 1999). Az eldrasztott bioreaktorok
koziil a legegyszeriibbek a levegdvel mozgatottak. A levegdvel mozgatott bioreaktorokban steril
leveg6t vezetnek az edény aljara; ez levegdzteti €s mozgatja, emeli és cirkulaltatja a kultarat
(Hvoslef-Eide, 2003). Az ilyen, levegdvel mozgatott bioreaktorokat nevezik - térfogatuktol fiiggden
- egyszerll levegdzésii vagy buborékoszlopos bioreaktoroknak. A levegdvel mozgatott bioreaktorok
edényeit altaldban autoklavozhatd iivegbdl vagy miianyagbol és egyéb berendezésekbdl készitik.
Ennek egy valtozata az autoklavban nem fertdtlenithetd tiszta, flexibilis mianyagbol késziil,
amelyet gamma-sugarzassal sterilizdlnak (Levin, 2000). Az egyszerli levegdztetés vagy

buborékoszlopos bioreaktorok kdnnytiek és mitkddtetésiik koltségkimélo.
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3.1.1.2. Részlegesen elaraszto tipus

A részlegesen, vagy periddikusan elarasztd bioreaktoroknak tobb tipusa ismert. Vannak gaz-
fazist, folyadékréteges és idonként bemartd bioreaktorok. Ezeket a tipusokat a hiper-hidricitasra
érzékeny nodvényanyag szaporitdsa soran részesitik elényben (Ziv, 1999, 2000). A gaz-fazisu
bioreaktorokban a porézus alapon 4ll6 kulturdkat mechanikusan tdmasztjadk meg és idénként
megpermetezik a tdpoldattal (Ushiyama, 1988), vagy tapanyag-kodben tartjak (Weathers és mtsai.,
1988). A felesleges tapoldatot 0Osszegytlijtik az edényben ¢&s recirkuldltatjdk. Az ilyen
bioreaktorokban az edények autoklavozhato iivegbdl vagy milanyagbol késziilnek, és a neveld
helyiségen beliil van szabalyozva a megvilagitas ¢s a homérséklet.
A folyadékréteges bioreaktorokban csak a novények alapi része van a tapoldatban. A megvilagitas,
a homérséklet és a légtér Osszetétel szabalyozasa gyakorlatilag ugyanolyan, mint a hagyoményos
tenyésztd edényekben. Az egyszerii folyadékréteges eljards, a LifeRaft™ egyszeri felhasznélasra
alkalmas (vagy ujrahasznosithatd) mikroporézus lemeztomegbdl 4all, amelyet egy lebegd
(4jrahasznosithatd, autoklavozhat6), a tapoldat tetején lebego tiszotalp tdmaszt ala (Levin, 2000). A
kereskedelmi laboratoriumokban az edények helyett hasznilnak miianyag-filmbdl késziilt kis
zsakokat is.
Az ideiglenesen elarasztd tipusu bioreaktorok a kulturdkat elére Dbedllitott iddtartamu
periodusonként martjak a tapoldatba. A berendezések felépitése és mukodtetése nagyon egyszerii. A
tipikus megoldasnal két (miianyag vagy liveg) edényt hasznalnak, amelyek egyikében a tapoldat, a
masikban pedig az explantitumok helyezkednek el. A tapoldat egy pumpds rendszer segitségével
kertil 4t a ndvényeket tartalmazo edénybe, majd az elarasztasi id6 leteltével a nyomas megszlinik és
a tapoldat visszadramlik a tartd edénybe. Az ilyen tipust reaktoroknak két tipusa van jelenleg
kereskedelmi forgalomban: az elézdekben leirt RITA (Recipient for Automated Temporary
Immersion) amely 1 liter térfogatu (Teisson ¢€s Alvard, 1995) illetve az ikerpalack rendszer (BIT,
Escalona és mtsai., 1998.), amely két kiilonall6 milanyag- vagy tiveg palackbol tevédik ssze. Ezek
kozil az egyik a tapkozeget a masik a tenyészeteket tartalmazza, az Osszekottetést miianyag
cs6halozat biztositja. A palackok trtartalma 250 ml — 10 1 kozott valtoztathatd. Az ideiglenesen
bemart6 bioreaktorok masik véltozata egyetlen, tarol6 résszel ellatott edény, amelyet id6északonként
mechanikusan az oldaldra dontenek (Adelberg és Simpson, 2002). Ebben a rendszerben a tapoldat
periodikusan eldrasztja az edényekben levd kulturdkat és az inokulumokat fiiggéleges helyzetben
tartja.

A bioreaktorok, miikodésiik sordn igazoltdk mindazon elénydket, amiket elvartak toliik.
Csokkentik a novények eldallitasi koltségeit azzal, hogy jobb helykihasznélast tesznek lehetdve,

csokken a tenyészetek manipuldlasara forditott id6, csokken a kis méreti hagyomanyos
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tenyészedények szama, ezzel egylitt a mosogatashoz és a taptalaj toltéséhez sziikséges id6 és

¢ldmunka igény is.

2.3.2. Az ananasz (Ananas comosus) mikroszaporitasa

Az anandsz szovettenyésztésével foglalkozd kutatdsok dontd tobbsége a mikroszaporitasi
modszerek kidolgozasara koncentralodott. Az elsd sikeres probalkozasrél Aghion és Beauchesne
(1960) szamolt be, akik kiiiltethetd ndvényeket neveltek fel a kimetszett axillaris illetve terminalis
rigyekbdl. Az elért szaporitdsi rata ekkor még nagyon alacsony volt. Ezt kdvetden egy sor
kozlemény jelent meg a témaban. Novényeket regeneraltak in vitro koriilmények kozott a
levéliistok apexébdl illetve axillaris riigyeibdl (Fichet, 1985; Mapes, 1973; Mathews ¢és mtsai.,
1976), oltdszemekbdl (Sita és mtsai., 1974), lateralis riigyekbdl (Zepeda és Sagawa, 1981).
Tobb szerz6 (Mathews és mtsai., 1976; Mathews és Rangan, 1979) mar a korai vizsgalatokban azt
mint a szilard taptalaj alkalmazasa. Azt is megallapitottak, hogy a razatott folyadék kultira jobb
eredményeket biztosit mint az 4l16.
Szintén razatott tenyészetekkel dolgozott DeWald (1988) A. comosus és A. bracteatus var. tricolor
felhasznalasaval. Axillaris riigyekbdl (hajtasiistok, oltdszem ¢€s szar) nagyszamu, életképes
novénykét tudott felnevelni. Marchal ¢és Arvald ugyanebben az évben (1988) megjelent
kozleményében a taptalaj csere gyakorisaganak hatisardl szamolt be folyadék kulturaban. Azt
talaltdk, hogy a szénhidrat forrast (szachardz) igen gyorsan elhasznaltdk a névénykék, a novekedés
ezért lassabb volt, mint szilard téptalajon. A tapoldat 20-30 naponkénti cseréje javitotta a
novekedési erélyt. A 80-as évek végén Magyarorszagon is tobb szdvettenyésztd laboratérium
foglalkozott anandsz mikroszaporitasaval (Kiss és mtsai., 1995, Mészaros és Molnar, 1988)

A folyadék kulturat napjainkban mar kiterjedten alkalmazzak az ananisz gazdasagi célu
mikroszaporitasara (Firoozabady és mtsai, 1997, Daquinta és Benega, 1997). Kiindulasi anyagként
merisztematikus szoveteket vagy axillaris riigyeket hasznalnak tobb egymadsra épiild tenyésztési

1épésben szaporitva fel azokat.

2.3.3. A banan (Musa nana) mikroszaporitasa

Egyes szerzOk szerint a banan talan a legintenzivebben mikroszaporitott novény (George,
1993.) hiszen a tropusokon az egyik legfontosabb élelmezési cikk. A termesztett fajtdk vagy
genotipusok altalaban tri- illetve tetraploidok és a M. acuminata és M. balbisiana interspecifikus
hibridjeinek leszdrmazottai. Hagyoméanyosan vegetativ 1Uton, tdosztdssal szaporitjadk. A
mikroszaporitas szerepe a korokozé mentes szaporitdoanyag eldallitasara ill. a genetikai alapanyagok

fenntartasara és cseréjére egyarant kiterjed.
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A tenyészetek inditdsa merisztémabdl vagy hajtascsucsbol torténik (Hwang et al., 1984). Ezt
¢s az alatta elhelyezkedd rizoma szovet egy részét metszik ki és helyezik taptalajra a fert6tlenitést
kovetden (Gupta, 1986.). Ha a virusmentesités is feladat, az anyanvényeket tobb hétig 38-40 °C-on
tartjak, mieldtt a merisztéma kipreparaldsara sor keriil. Ebben a fazisban az explantatumokat szilard
taptalajon tenyésztik. Vuylsteke (1988) 10 kiilonb6z6 genotipus szaporitas sordn azt allapitotta meg,
hogy proliferacié mértéke a citokinin koncentracioé €s a genotipus fiiggvényében valtozik, altalaban
2-10 kozotti az egy explantdtumon havonta elérhetd hajtasszdm. Arinaitwe és mtsai. (2000) szintén
hasonlé eredményekrdl szamoltak be. Tobbféle citokinin hatdsat vizsgéltdk harom kiilonbozd fajtan
¢s egyértelmi Osszefliggést talaltak a citokinin tipusa és koncentracidja valamint a fajta sajatossagai
kozott a proliferacidé mértékét tekintve.

Mind a szaporitasi, mind a gyokereztetési kisérletek soran kezdettdl fogva alkalmaztak szilard
és folyékony taptalajokat, ez utobbiakat 4ll6 és razatott kultura formajaban egyarant. Altalaban azt
tapasztaltak, - és ezt sajat, korabbi vizsgalataink is megerdsitették - hogy, ha a folyadék szintje nem
lepi el a tenyészeteket, nincs sziikség razatasra. A folyékony kozegben intenzivebb a tapanyagok
felvétele, ezért a szaporodas felgyorsul, ennek kovetkeztében hamarabb 6regszenek a tenyészetek.
Hasonl6 okokbdl a folyadékban torténd szaporitas esetén alacsonyabb citokinin szint alkalmazasa is
megfeleld szaporodast eredményez (Mészaros és Molnar, 1988).

A Iéptékndvelési €s technologia fejlesztési hulldam a banan mikroszaporitast is elérte. Ennek
keretében tobbféle tenyésztési eljaras alkalmazhatosagat vizsgaltdk a szaporodasi ratak, szarazsuly
értekek és a ndvények habitusdnak Osszehasonlitdsaval. Az eredményeket Alvard €s mtsai. (1993)
foglaltak 0ssze. 20 napos tenyészciklus utan harom, statisztikailag kiilonb6z6 csoportba soroltdk a
tenyészetek fejlodését. Az egyszerli folyadékkozegben és a celluloz hordozon proliferacido nem,
vagy csak kis mértékben kovetkezett be. A szilard kozegen, a részleges elarasztassal illetve a
leveg0ztetett folyadékban a szaporodési ratak 2,2 - 3,1 kozott alakultak. A legmagasabb szaporodasi
ratat -- 5 felettit -- az iddélegesen elarasztott tenyészetekben mérték. Legjobbnak bizonyult a
levegoztetett kozeg, ebben viszont gyakran a kiilsé levelek vitrifikacidja kovetkezett be,
valoszinlileg a folyadékkal torténd allando érintkezés miatt. Az iddszakos bemeritéssel fejlodott
tenyészetekben mért szaporoddsi ratdk megegyeztek a Vuylsteke (1989) 4ltal tobb fajtara
vonatkozoan kozolt legmagasabb értékekkel. Egy tovabbi kisérletben 12 egymast kovetd

tenyészciklusban igazoltak az iddleges elarasztas kedvezd hatasat.

2.3.4. Arnyékliliom (Hosta) fajtak mikroszaporitasa
A Hosta fajok ¢és fajtadk mikroszaporitdsara vonatkozdan kevés irodalmi adat all rendelkezésre.
A tenyészetek inditasara a legkiilonbozobb szervek hasznalhatok (Lubomski, 1985) viragbimbo,

viragzati szar ¢s levél egyarant. Szafian és mtsai (1996) tapasztalatai szerint a legnagyobb
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szaporulatot a rizoéman talalhatd, novekedésnek indult riigyekbdl, vagy fiatal hajtasokbdl inditott
kultardk adjak. A kiméra eredeti fajtdk fajtaazonossdga igy Orizhetd meg a leginkdbb, mivel a
kalluszositas folyamata kimarad, a riigyekbdl egy 1épésben hajtas fejlodik.

Lubomski (1985) kiilonbdz6 citokininek hatdsat vizsgalta a szaporitds folyamataban. A
kinetint és a 2iP-t kevésbé, a BAP-ot nagyon hatasosnak itélte. Szafian et al. (1995, 1996)
tapasztalatai szerint az indit6 taptalajnak egyes fajtaknal (H. ’Devon Green’, H. ’Blue Cadet’, H.
’Samurai’) 6 mg /I BAP-ot, masoknal (H. ’Dew Drop’, H. Gold Haze’, H. Gold Drop’) 3 mg /1
BAP-ot kell tartalmaznia a biztonsadgos inditashoz. A kinetin szintén el6idézi a hajtasképzodést, de
alkalmazasakor a kezdeti fejlodés joval lassubb. A nagy BAP koncentracid csak a kezdeti fejlodést

A sokszorozo taptalaj altaldban MS makro-, mikroelemek és vitaminok, 0,5 mg /I NES és 0,1
mg /IBAP kiegészitéssel. Szafian és mtsai. (1995, 1996) eredményei alapjan a fél toménységii MS
makroelemeket, teljes toménységii MS mikroelemeket és vitaminokat, valamint 80 mg /1 adenin-
szulfatot, 0,1 mg /I NES-t és 3 mg /1 kinetint tartalmazé szilard taptalaj bizonyult legjobbnak a
fajtak tobbségénél.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kiilonb6zé citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzodés folyamataban
3.1.1. Novényanyag

Az Atropa belladonna PN 06 jelii klonjat magas hatdéanyag tartalomra szelektaltak, ezt a
tulajdonsagot kivantuk in vitro koriilmények kozott fenntartani. A Populus alba “Silver”
tenyészeteket egy jo novekedési erélye és kiillondsen szép eziistds szine miatt kivalasztott fajtajelolt
ndvény hajtasaibol létesitettiik.
A kisérletek megkezdése elott a felhasznalni kivant novényeket egy tenyészcikluson keresztiil
novekedésszabalyz6 anyagokat nem tartalmazo taptalajon neveltiik.
A novények kiilonbozo részeit hasznaltuk fel: 3-4 leveles hajtascsticsokat, levéldarabokat, valamint
internodium-, levélnyél- és gyokér darabokat is. A levél eredetii explantatumokat a cstcs alatti régid
mar kiteriilt levelei (2.-4.) szolgaltattak. A leveleket olloval a féérre merdlegesen, keresztiranyban
vagtuk fel harom darabra, melyek a levél csucsat, kozépsd ill. vall részét tartalmaztak. A
levéldarabokat részben szintikkel lefelé, részben pedig azzal felfelé helyeztiik taptalajra, ugy, hogy a
sebzett szélek a taptalajjal érintkezzenek. Az internodium-, levélnyél- és gyokér darabokat kb. 1 cm
hosszusagban, vizszintesen elfektetve helyeztilk a taptalajra. Minden esetben 3-4 hetes koru

tenyészeteket hasznaltunk fel a kisérletekhez.

3.1.2. Taptalajok

A hajtasképzddés mértékét az Atropa hajtastenyészetekben KIN, 2iP és BAP tartalmu taptalajokon
vizsgaltuk. Mindharom citokinint 0,5; 1,0 és 2,0 mg/l koncentracidoban adtuk az alaptaptalajhoz.. A
szomatikus szovetekbdl torténd hajtasindukcio eldidézésére hasznalt taptalajok 1,0, 2,0, és 5,0 mg/1
BAP-ot ill. 2, 5, és 10 mg/l KIN-t tartalmaztak, mindkét citokinin mellett 0,2 ill. 1,0 mg/l IES-sel. A
gyokérdarabokbdl torténd regeneracios kisérlet taptalajai 0,5 mg/l NES-t ill. IES-t, valamint 1,0
mg/l BAP + 0,1 mg/l NES-t tartalmaztak.

A Populus alba Silver” hajtastenyészeteiben BAP, 2-iP ZEA, és TDZ tartalmu taptalajokon
hasonlitottuk 0ssze a képzddott ) hajtasok szamat. A BAP és a 2-iP hatésat 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/1
koncentracioban vizsgaltuk, a ZEA koncentracioja 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 mg/1 volt, a TDZ-t 0,05, 0,1;
0,25; 0,5 mg/1 koncentracidoban alkalmaztuk..

Alaptaptalajként minden esetben a Murashige-Skoog kozeggel dolgoztunk, mely 20 g/l szaharozt
tartalmazott (Murashige és Skoog, 1962).
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3.1.3. A novénynevelés koriilményei

A hajtascstcs tenyészetek szamara 0,25 l-es, alufdlidval fedett befOttes livegeket, a tobbi
novényi részbol inditott tenyészetek szdmara 10 cm atmérdjii Petri csészéket hasznaltunk, ill.
esetenként a befbttes tivegeket is.

A tenyészeteket fényszobaban neveltiik, oldalsé megvilagitassal, 16/8 oras fényperiddus, 60

um/mz/s fényintenzitas mellett, 22 + 2 °C hémérsékleten.

3.2. A triakontanol alkalmazasi lehetoségének vizsgalata Kertészeti novények
mikroszaporitasaban

3.2.1. Novényanyag

3.2.1.1. Malna (Rubus idaeus L.)

A bogyosgyiimolcs szaporitéanyag eldallitds nagysagrendjét tekintve messze elmarad az
almafélék vagy a csonthéjasok mogott, részint gazdasagi jelentdsége miatt, részint pedig, mert a
termesztés csak meghatarozott éghajlati feltételek kozott valdsithatd meg. Ez esetben a
laboratoriumi hattér a virusmentes anyatelepek alapanyaganak ellatasat szolgalja. A Malling Exploit
malna fajta a standard fajtavalaszték tagja, kis mennyiségben ugyan, de igényli a piac. Ez a fajta az
altalunk vizsgaltak koziil a legnehezebben szaporithatonak bizonyult. A ndvények rendszeres
sargulasa ¢és a tobbi fajtahoz képest gatolt hajtdsndvekedés, ennek kovetkeztében alacsonyabb
szaporodasi rata jellemezte a tenyészeteket. El6zetes tapasztalataink szerint a triakontanol képes a
klorofill tartalom, ezzel egyiitt a fotoszintetikus teljesitmény novelésére, ezért feltételeztiik, hogy ez
a tulajdonsdga a malna szaporitds soran is megnyilvanul majd. A kisérletek soran 3-4 leveles

hajtascsucsot hasznaltunk inokulumként.

3.2.1.2. Gerbera (Gerbera jamesonii Bolus ex. Hook)

A gerbera napjaink egyik legnépszeriibb diszndvénye vilagszerte. A fajtadsszetétel
folyamatosan valtozik, ezzel egyiitt a termesztési modszerek is korszerisodtek. A mindségi
szaporitdanyag iranti egyre ndvekvd igény — melyet anyandvények fenntartdsaval mar régen nem
lehetne ellatni — hivta életre a nagy szaporitd laboratériumokat és ma mar a palantak gyakorlatilag
100 %-ban in vitro szaporitasbol keriilnek ki. Mint minden ndvényfaj, igy a gerbera esetében is
érvényes, hogy a mikroszaporitas sikeressége erdsen genotipus fliggd (Mészaros, 1986). A
gyakorlati tapasztalatok alapjan altaldban jol szaporithatok a piros és sarga viragu fajtak, kevésbé
jol a rézsaszin viragiak és a legrosszabbul reagalnak a fehérek. A megfeleld szinvalaszték
biztositasa érdekében azonban ezeket is igénylik a termesztok. Ezért komoly érdeklddésre tarthat

szamot minden olyan mddszer, amely a szaporitasi folyamat hatékonysagat noveli, akar azzal, hogy
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a kihozatali aranyt emeli, akar azzal, hogy a ndvényanyag mindségét javitja, lehetové téve ezzel a
jobb tulélési arany elérését a rosszul reagalod genotipusok esetén.

Gerbera esetében a BS kodszamu fajtaval dolgoztunk, melynek anyandvényei egy nemesitd
cégtdl szdrmaztak. Inokulumként 3-5 leveles 6nallé hajtasokat hasznaltunk, melyeket — tOrozsas

névényrol 1évén sz6 — V alaklt metszéssel valasztottunk le a hajtascsokorrol.

3.2.1.3. Sparga (Asparagus officinalis L.)

Sparga esetében egy korabbi munkéank soran szintén lényeges kiilonbségeket tapasztaltunk az
egyes genotipusok szaporodasi és gyokeresedési képességében (Mészaros €s Molnar, 1988). Mivel
a sparga a mediterran régioban fontos gazdasagi novény ¢€s termesztése Ujra fellendiilében van,
indokolt a szaporitasi technologia fejlesztése. Ezért valasztottuk harmadik modellnévénynek az
egyik sparga fajtat. Ezt a valasztast még a sparga egyszikli mivolta is indokolta, hiszen eddig csak
kétszikli novényeken irtak le a triakontanol hatasat.

A sparga mikroszaporitasi folyamatdban kiilonb6z6 az inokulum mérete €s anatdémidja a szaporitas
ill. a gyokereztetés soran. Ennek megfelelden szaporitasi kisérleteinkben kozel azonos tomegii
gyoktorzs darabok, a gyokereztetési fazisban egy hosszi hajtidssal rendelkezd mini-koronak
képezték az inokulumot. Az alapanyagot a 1113 jeli, francia nemesitésii fajta szaporodo

tenyészeteibdl szelektaltuk.

3.2.2. Taptalajok

A triakontanol, kémiai szerkezetébol eredden rendkiviil nehezen oldddik vizben é€s polaros
oldoszerekben, ezért irodalmi adatok alapjan (Ries, 1985) 2 mg triakontanolt 1,5 ml kloroformban
oldottunk fel, majd desztillalt vizzel higitottuk enyhe (5-6 masodperc) melegités kézben. Ezutan 2
csepp Tween 20-at adtunk az elegyhez, melyet végiil desztillalt vizzel 400 ml végtérfogatra
toltottiink fel. A kisérletek soran 2, 5, 10 és 20 ng/l triakontanol koncentracidval dolgoztunk. Mivel
a vegyllet hostabil, a sziikséges mennyiségeket autoklavozas elétt adagoltuk a kisérleti
taptalajokhoz.
Alaptéaptalajként a Murashige-Skoog (1962) kozeget hasznaltuk, N6 vitamin kiegészitéssel (inozitol
100 mg; tiamin 1 mg; piridoxin 0,5 mg; nikotinsav 0,5 mg literenként). A gyokereztetési kisérletek
soran novekedésszabalyzd anyagokat nem alkalmaztunk, annak érdekében, hogy a triakontanol
hatdsat onmagaban vizsgalhassuk. A szaporitasi fazisban minden névény esetében a rutinszeriien
alkalmazott hormon kombinacioval dolgoztunk, az aldbbiak szerint. Gerbera: 3 mg KIN + 0,1 mg

IVS; malna 0,5 mg BAP + 0,1 mg IVS; sparga 2 mg KIN + 0,2 mg NES 1 liter taptalajban.
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3.2.3. A novénynevelés koriilményei

Tenyészedényként 500 ml térfogatii befbttes iivegeket haszndltunk, melyeket a megfeleld
légcsere biztositasa érdekében atlyukasztott és a lyukba htizott szivacsdarabbal ellatott fém tetovel
zartunk le. Egy livegbe altaldban 10 db inokulumot helyeztiink el.

A tenyészetek fenntartasa fényszobaban tortént, ahol a hdmérséklet 22 + 2 °C, a fotoperiodus 16/8

ora, a fényintenzitas pedig 80 uM/m?/s volt.

3.2.4. A fotoszintetikus pigment tartalom mérése

A Kklorofill tartalom meghatdrozasdhoz a novények leveleibdl - sparga esetében a hajtdsok csucsi
részeibdl - 50 mg mintat vettiink és dsszesen 6 ml 80%-o0s acetonnal homogenizaltuk. Ezutan 3
percig 4000g-n centrifugaltuk, majd a feliiliszét hasznaltuk fel. A méréshez Arnon (1949) két
hulldmhossz méodszerét hasznaltuk.

Az 6sszklorofill (klgz+klp) tartalmat az alabbi képlet alapjan szamoltuk:
kl(a+b) pg/g fr.suly = (8,02 x Agg3 + 20,2 x Aggq)*V/w ahol

A: az adott hullimhosszon mért abszorbcid
V: az oldat térfogata
w: a felhasznalt levél tomege
A karotinoid tartalom kiszamitasa a kovetkezd képlet alapjan tortént:

kar pg/g fr.suly = 5,01 x Ayggo * V/iw ahol

A: az adott hullamhosszon mért abszorbcid
V: az oldat térfogata

w: a felhasznalt levélszovet tomege

3.2.5. A fotoszintetikus aktivitas vizsgalata

A novények fotoszintetikus aktivitasat fluoreszcencia indukcids mérésekkel hataroztuk meg.
Ez a vizsgalat azon alapul, hogy a s6tétben tartott ndvények fluoreszcenciaja megvilagitas hatasara
idében valtoz6 intenzitast mutat (Lichtentaler és Rinderle, 1988). Az indukcios gorbe alakuldsabol
kovetkeztethetlink a fotoszintetikus elektrontranszport lanc mikddésére (19. abra). Ennek élettani
hattere a kovetkez0: a fotoszintézis soran az egészséges levelekben a fotoszintetikusan aktiv fényt a
fény-gylijté klorofill-fehérje komplexek (LHC) pigmentjei abszorbealjak és tovabbitjak az I-es és
[I-es reakciocentrum (PSI, PSII) felé. Ott torténik az akceptor molekuldk jelenlétében lejatszodod
toltésszétvalasztas, az elektrontranszfer. Az abszorbealt energia egy része elvész a rendszerbdl és
fluoreszcencia formdjaban jelenik meg. Ez a ndvények alapfluoreszcencidja (Fy), mely fliggetlen a

kémiai folyamatoktol. A sotétadaptalt novényeknél a megvilagitas kezdetén az elektrontranszport
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lanc minden tagja oxidalt allapotban van. A megvilagitas hatasara igen rovid id6 alatt (<1 ps)
megjelenik az alapfluoreszcencia. Ahogy az elektrontranszport lanc komponensei fokozatosan
bekapcsolddnak a folyamatba és redukalddnak, ugy n6 a fluoreszcencia értéke is, hiszen minél tobb
redukalt komponens van, annal kevesebb foton energidjat tudja a rendszer hasznositani. A
fluoreszcencia ezért egy lassabb folyamatban eldszor egy I értéket ér el (F;), ami a PSII redukalt
elsédleges kinon akceptoranak, a Qa-nak a mennyiségével aranyos, majd egy telitési maximumhoz
érkezik (Fn), mely a PSII elektrontranszportlanc dsszes komponensének redukalt allapotat tiikkrozi.
Ez az a pont, amikor mar nem kovetkezhet be ijabb toltésszétvalasztasi 1épés, ezért a PSII altal
elnyelt teljes fényenergia fluoreszcencia forméjaban jelenik meg. Ilyenkor az 6sszes Qa redukalt
allapotban van. Az id6 mulédsaval a fluoreszcencia az Fm érték ala csokkenni kezd (F4), mert a
Calvin ciklus miikodésbe 1ép és megkezdddik a keletkezett NADPH és ATP felhasznélésa, igy az
elektrontranszport lanc komponensei ismét oxidalédnak és lehetdség nyilik az elektrontranszport

ujboli megindulésara.

fluoreszcencia

f ‘d—nb 1min

fény
1. abra. Rovid és hosszu idejii fluoreszcencia indukcié kinetikdja (Bolhar-Nordenkampf és

Oquist, 1993) nyoman

A két folyamat koriilbeliil 80-120 s alatt egyenstlyba keriil és a fluoreszcenciaban is beall az
egyensulyi, u.n. steady state (FS) allapot. A rovid iddtartamu fluoreszcenciabol tehat a
fotoszintetikus elektrontranszport miikddésérdl, a hosszu ideji kinetikdbol pedig a kloroplasztisz
karboxiléacios kapacitasarol kaphatunk informaciot (Lichtentaler és Rinderle, 1988).

A novények fotoszintetikus miikodésének jellemzésére altaldban a valtozd és a maximalis
fluoreszcencia aranyat (F,/F.,), a PSII allapotarol tajkékoztatd dFi/F, értéket és a karboxilacios

kapacitast jellemzd, 0. n. vitalitasi indexet (Fy/F;) szoktak hasznalni. Az Fv/Fm értéke ép, kifejlett
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ndvényeknél 0,8 - 0,85 (Bolhar-Nordenkampf és Oquist, 1993). Ha értéke 0,8 al4 csokken, akkor a
novény fotoszintetikus kapacitasa nagy mértékben sériilt.

A vizsgalatokhoz Plant Efficiency Analyser (PEA) hordozhato fluoreszcencia mérd késziiléket
(Hansatech Ltd., King’s Lynn, UK) haszndltunk. A mérés elétt a novények levelére erdsithetd
csipeszek segitségével 20 perces sotétadaptaciot alkalmaztunk és 60 %-os fénytelitettséggel 80
masodperces megvilagitassal dolgoztunk. A mérési adatokat PEA Analyser nevii szamitogépes

programmal (Hansatech Ltd.) értékeltiik ki.

3.3. Folyadék alapu tenyésztési modszer: egy uj tipusu bioreaktor alkalmazasi lehetdségének
vizsgalata
3.3.1. Novényanyag

A Hosta tokudama ’Dew Drop’ tenyészeteket 1¢legzd foliaval lezart bébiételes tivegekben
tartottuk fenn. A tovabbszaporitds soran a hajtascsokrokat 2-2 hajtassal rendelkezd csomokra
vagtuk szét és helyeztiik a taptalajra. Az. Ananas comosus ’Lucidus’ illetve a banan Musa nana
’Dwarf Cavendish’ fajtajat kétlépcsés modszerrel (Mészaros, 1986) szaporitottuk, a hajtasok
nagysagatol fiiggéen. Az erés, 4 cm-nél hosszabb hajtasokat egyenként valasztottuk le,
merisztémajukat kb. 1 cm mélyen fiiggélegesen bemetszettilkk és a hajtasindukald taptalajra
helyeztiik 6ket. A kisebb hajtasokat ill. hajtas kezdeményeket kis csomdkban helyeztiik a szaporitd
taptalajra, amely csokkentett mennyiségli citokinint tartalmazott, lehetévé téve ezzel a hajtdsok
megnyulasat és teljes kifejlodését. Minden szaporitasi ciklus végén ilyen alapelv szerint jartunk el.

Az anandsz ¢és banan tenyészeteket milanyag, un. VegBox dobozokban neveltiik.

3.3.2. Taptalajok

kinetinnel (Szafidn és mtsai, 1999.) Ugyanezzel a taptalaj Osszetétellel dolgoztunk a reaktoros
kisérletekben is. Az anandsz és banan tenyészetek szaporitasara teljes toménységli MS alaptaptalajt
hasznaltunk N6 vitamin kiegészitéssel. Banan esetében a hajtasindukalé taptalaj 5 mg/l BAP + 0.1
mg/l IVS-t tartalmazott, a szaporitd taptalajban a citokinin szintet csokkentettiik 1 mg/l BAP
mennyiségre. Az ananasz szaporitasa alacsonyabb citokinin tartalom mellett tortént, 0.5 mg/l BAP —
ot hasznaltunk a hajtasindukal6 és 0.25 mg/l —t a szaporito taptalajban. A reaktoros kisérletekhez
mindkét névény esetében a szilard hajtasindukaléd taptalajrol szarmazo tenyészeteket hasznaltunk
melyeket a szaporitd kozegre, folyadékba tettiink 4t. Kontrollként a szildrd szaporitd kozegen

fejlodo novényanyag szolgalt.
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3.3.3. A novénynevelés koriilményei

A reaktor egységet egy jol szigetelt, 22°C homérsékletli laboratoriumi helyiségben allitottuk
fel. A megvilagitast a szerkezet sajat fényforrdsa biztositotta és automatika szabalyozta. A
berendezés felsd szintjén helyezkedtek el a forgd hengerek, az alsé szinten azonos megvilagitas
mellett helyeztiik el a kontroll tenyészeteket tartalmazo edényeket. Igy biztositani tudtuk az azonos
kornyezeti feltételeket. A kisérletek sordn kétféle rendszerben vizsgaltuk a folyadékban torténd
tenyésztés hatdsait. Az egyikben a reaktor hengerek lezart (“lefojtott”) rendszert alkottak, légcsere

lehetdsége nélkiil, a méasikban a hengerek aktiv 1égcseréjét steril levegd bevezetése biztositotta.

3.3.3.1. A bioreaktor és mitkodése

A technologiai fejlesztés érdekében létrehozott, hazai gyartmanyt kisérleti horizontalis
szubmersz-emersz (HSE) reaktor legfébb wjdonsaga, hogy benne az inokulumok emelkednek-
sillyednek, és nem a tapfolyadék szintje. A reaktor test edzett, hoallo, megfelelden méretezett
(hossz, atmérd, falvastagsag) atlatszo miianyag csé ill henger, a végek feldl hovel sterilezhetd,
biztonsagi zaroszerkezettel. A zaroszerkezetbe csé és egyéb csatlakozok keriiltek beépitésre,
amelyek segitségével kiilonbozd technoldgiai feladatokat lehet megvalositani, pl. a tapfolyadék
cserétjét és friss levegd bejuttatasat. A reaktor test (henger) kozepén egy hdvel is sterilezhetd
hossziranyban fut6 térelvalaszto racs van, amelyen a tapfolyadék minden irdanyban atjut, azonban a
novények nem esnek at rajta. Ez a szerkezet a reaktor-testet két kamrara osztja, amelyek koziil csak
az egyikbe kerililnek az inokulumok. A tipfolyadék a feltdltés utdn a reaktor-test alsd felében
talalhato. Az inokulumok a sziikséges mennyiségli fényt a henger falan keresztiil kapjak, a
kornyezettdl fliggden mesterséges vagy természetes megvilagitassal. A rreaktor henger méretei: 30
cm hosszu, 10 cm atmérdja, 500 ml kozeg befogadasara alkalmas. Miikddés kézben a reaktor teste
vizszintesen fordul el a hossztengelye koriil, programozott keriileti sebességgel, iranyban és
iddétartammal. Ennek sordn az inokulumok hol a tapfolyadékba meriilnek (szubmerzios, "S"-fazis),
hol pedig az elvalaszté racson kiemelkednek beldle (emerziés , "E"-fazis). Kisérleteink soran egy
periodus iddtartama 180 perc volt, ebbdl a bemerités azaz az S fazis 15 percig tartott. A berendezést
Féari és mtsai. (2004) hoztdk létre és alakitottdk folyamatosan az iizemelés kozben szerzett
tapasztalatok alapjan. A rendszer szabadalmi oltalom ala helyezése jelenleg folyik. Mivel a
berendezés alapvetden eltér a tobbi ismert bioreaktort6l, az alabbi néhany képen mutatjuk be a

szerkezeti egységeit valamint a mikodtetését.
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2. abra. A szétszerelt allapota reaktor modul, illetve a fejrész a csOcsatlakozokkal

3. abra. A reaktor test modulok nélkiil (a) és

a modulokkal valamint a kontroll tenyészetekkel (b).

3.3.3.2. A novényanyag manipulalisa — a hengerek iiritése és ujratoltése

A tenyészciklus végén, a hajtascsokrok szétszedésé¢hez és az uj tenyészciklus inditdsdhoz a
modulokat kiemeltiik a helylikrdl és egyenként a steril munkatérbe vittiik 4t. A reaktor hengereket
fliggdleges allasba helyeztiik és eltavolitottuk a homlok oldalon talalhatd, rozsdamentes anyagbdl

késziilt levegdzo ¢€s leeresztd csonkok zarokupakjat. Ezt kovetden vizszintes helyzetbe forditottuk a
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hengereket, és az als6 csonkokon at fézdpoharba leeresztettiik a taptalajt. Ezutan kicsavartuk a
reaktor modulok nyitasara szolgalé miianyag csavarfejet, ezzel a homlokrész zardfedele elobb
résnyire megnyilt, majd tovabb csavarva teljesen szabadda valt. gy a reaktorcsd hengerébdl ki
tudtuk hiizni a novényeket tartd, belsé rozsdamentes halobol kialakitott talcat és a hajtascsokrokat

steril lapra helyeztiik at.

4. dbra. A tapfolyadék leengedése a modulbdl, majd a zarofedél kinyitasa

3.3.4. Fotoszintézis mérése hordozhato infra voros gazanalizatorral

A késziilék LI-6200 tipus, a LI-COR Inc. gyartmanya, amelynél a legkisebb kamrat
alkalmaztuk, a 250 cm™ kobtartalmat. A kamran atpumpalt levegé széndioxidtartalmat a késziilék
infra voros fényelnyelés alapjan méri. A programban megadott képletekkel a levelek fotoszintézisét
a megvilagitas soran felhasznalt széndioxidmennyiség alapjan szamolja a késziilék. Ha a széndioxid
mennyisége nem csdkken, hanem nd, akkor 1égzést mériink.
Az értékelés soran 5-5 novényke 1-2 levelét a mérdkamraba helyeztiik és a reaktor fényerejénél

nagyobb fényerd mellett (80-110 uE cm™ s™') megmértiik a levélke CO, forgalmat.

3.3.5. Anatomiai vizsgalatok
A novények leveleibdl az aldbbi anatomiai preparatumokat készitettiink:
- Fiatalabb és fejlettebb novények levélnyél- és levél keresztmetszetének
Osszehasonlitdsa scanning (pasztazo) elektronmikroszkoppal (SM preparatumok);
-Fiatalabb ¢s fejlettebb ndvények levélnyél- €s levél keresztmetszetének 6sszehasonlitasa
félvékony metszeteken, fénymikroszkoppal;
-Fiatalabb és fejlettebb novények levél szinének és fonakdnak 6sszehasonlitdsa scanning

(pasztazo) elektronmikroszkoppal (SM preparatumok).
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A vizsgalatokat a Budapesti Corvinus Egyetem Budai Campusanak Kozponti Laboratériuméaban

végeztiik.

3.4. A kisérletek értékelésének modszere

A tenyészciklus végén értékeltiik a novények novekedési paramétereit azaz a kiilonbozé taptalajokon
fejlodott hajtasok szdmat és hosszat, illetve a gyokerek szamat és hosszat a tenyésztés aktualis
fazisanak megfeleléen. Mértiik a tenyészetek tomeggyarapodasat a friss és szaraz tomeg, illetve a
szarazanyag tartalom értékeinek felvételezésével. Ugyancsak vizsgaltuk a novények fotoszintetikus
tulajdonsagait, azaz mértilkk a fotoszintetikus pigment tartalmat és a fluoreszcencia indukcids
kinetika értékeit, illetve a fotoszintetikus kapacitas valtozasait. Esetenként feljegyeztiik a hajtasok
egyéb lathatdé tulajdonsdgait (szin ¢és forma, kalluszképzddés mértéke, torz, vizes hajtasok
képzddése).

Minden kisérletet legalabb harom ismétlésben végeztiink, s minden ismétlésben atlagosan tiz mérést
végeztiink kezelésenként andvekedési paraméterekre vonatkozoan. A fotoszintetikus sajatossagok
mérése soran altaldban alacsonyabb mintaszammal (2-5) dolgoztunk. Az adatokat SPSS
programcsomaggal értékeltiikés a t probat is elvégeztiik. Az abrakon feltiintetett szignifikancia

értékek az alabbi valdszinliségi szinteket jeldlik:. * p > 0,05; ** p> 0,01; *** p> 0,005.
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4. EREDMENYEK

4.1. Kiilonbozo citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzoédés folyamataban
4.1.1. ATROPA BELLADONNA
4.1.1.1. Hajtascstcsbol inditott tenyészetek

A hajtascsucsbol inditott tenyészetekben haromféle citokinin — KIN, 2-iP és BAP —0,5; 1 és
A kinetin egyik koncentracioja sem idézett eld hajtasfejlodést. A 2-iP és a BAP jarulékos
hajtasképzodést indukalt, tehat nem oldalhajtasok tortek eld a honaljriigyekbdl, hanem a hajtascsics
alapi részének szoveteibdl fejlodtek ki az ) hajtasok. A 2-iP esetében az 1 és 2 mg/l a hatékony
tartomdny, mig a BAP mar 0,5 mg/l koncentracidoban is eldidézte a hajtasdifferencialédast. A
hajtasszam tekintetében az 1 mg/l koncentracié bizonyult a legjobbnak, a 2 mg/l mar gatld
hatastinak tinik. A BAP 0,5 és 1,0 mg/l koncentracidja 2,3 ill. 2,8 hajtast eredményezett
explantatumonként, mig a 2,0 mg/l koncentraciénal az atlagos hajtasszam 2 alatt maradt. A 2-iP
esetében az 1,0 mg/l koncentraci6 0,6, a 2,0 mg/l 1,6 hajtas differencidlodasat idézte eld. A
szamadatokbdl nem lathato, de szembetiind volt, hogy a 2-iP altal indukalt hajtdsok nagyon aprok a
BAP-os taptalajon fejlodottekhez képest. Az 5. dbran a kiilonbozé BAP koncentracidé hatasara
fejlodott hajtasok szamanak alakulasat figyelhetjiik meg.

o 2-iP EBAP |

kK kksk

25| ko okek

0 1 1 1 1
0 0,5 1 2
Citokinin koncentracié (mg/l)

5. abra. A kiilonb6zé BAP ill. 2iP tartalmu taptalajokon regeneralodott hajtdsok szamanak
alakulasa Atropa hajtascstics tenyészetekben 4 hetes tenyészciklus utan ( ** p> 0,01;
*H% p>0,005)
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6. abra. Atropa hajtascstcs tenyészetekben képzddott Uj hajtdsok szamanak alakuldsa BAP
kiilonb6z6 koncentracidinak (1=0,5 mg/l, 2=2 mg/l, 3=1 mg/1) hatdsara 4 hetes
tenyészciklus utan.

4.1.1.2. Szomatikus szovetekbol 1étesitett tenyészetek

Kisérleteinkben levél-, levélnyél és internddium darabok regeneracios képességét vizsgaltuk.
A taptalajok 1, 2, és 5 mg/l BAP-ot ill. 2, 5, és 10 mg/l KIN-t tartalmaztak, mindkét citokinin
mellett 0,2 ill. 1,0 mg/l IES kiegészitéssel.

4. 1.1.2.1. Levéldarabok

Ha megfigyeléseinket a vizsgalt citokininek hatasai szerint 6sszegezziik, azt tapasztaljuk hogy
az 5,0 mg/l BAP + 0.2 mg/l IES tartalmt taptalajon a keletkezett hajtasok egy része vitrifiikalt,
enyhén torz, az alapi részen erdsen kalluszos volt. A hajtdsok nagyobb része 2-3 cm hosszusagu
volt, kevesebb volt az 1 cm alatti hajtas. Az 5 mg/l BAP + 1.0 mg/l IES hormontartalmu taptalajon
fejlodott hajtasok az el6zonél valamivel kisebb méretiiek voltak. A kalluszképzddés szerint eltérd
képet mutattak. Egyesek erdsen kalluszos hajtasokat képeztek, mig masokra ez csak kis mértékben
vagy egyaltalan nem volt jellemzd. Gyakori volt a vizes, torz hajtasok képzddése. A 2 mg/l BAP +
0.2 mg/l IES tartalmu taptalajon a hajtasok csak ritkan voltak kalluszosak. Torz, vizes hajtasok az
el6zéeknél ritkabban fordultak eld. Jellemzd, hogy sok apro, 0,5-1 cm alatti hajtdskezdemény
keletkezett, amelyeket kiilon nem, csak kis csomokban tudtunk levalasztani. A 2 mg/l BAP + 1 mg/l
IES tartalmu taptalajon 1év6 inokulumokbdl fejlodott a legtobb tovabbnevelésre is alkalmas, 1 cm
feletti hajtas. A levalasztott hajtasok altalaban 2-3 cm hosszuak voltak, de nem volt ritka a 4-5 cm-
es hajtds sem. A keletkezett hajtdsok csak kis mértékben voltak kalluszosak. Sok aprd
hajtaskezdemény fejlodott, amelyeket csak kis csomokban lehetett levalasztani. Az 1 mg/l BAP +
0.2 mg/l IES-tartalmu taptalajon az el6z6 taptalajhoz képest kevesebb hajtas képzddott. A hajtasok
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mérete igen eltérd volt, a tobbségiik 3-5 cm nagysagu, de sok 1 cm alatti névény is fejlédott. A
képzo6dott hajtasok csak enyhén voltak kalluszosak.
Kisérleteinkben az explantdtumok egy részét sziniikkel lefelé, masik részét a sziniikkel felfelé
fektettiik a taptalajra, az orientacio esetleges hatdsdnak vizsgalata érdekében.. A hajtasképzés
mértékének vizsgalata mellett értékeltiik azt is, hogy a levél egyes részei kiilonboznek-e
morfogenetikus kapacitas tekintetében, illetve, hogy van-e az explantatumok polaritasanak szerepe
a differencidlodasban, ill. a hajtasok kifejléddésében. A levélcsucsokbol tortént hajtasregeneraciod
folyaman a legtobb hajtas az 1 mg/l BAP tartalmu taptalajon fejlédott, 2,5 db egy explantatumon.
Ennél kevesebb, 1,5-2 kozotti hajtasszamot regisztraltunk a 2 és 5 mg/l BAP-ot tartalmazo
taptalajokon. A levéldarabok helyzete nem volt hatassal a hajtasszamra, kivéve az 5 mg/l BAP
koncentraciot, itt a sziniikkel felfelé forditott explantdtumokon valamivel kevesebb hajtas fejlodott.
Az adatokat az 1. tdblazatban tiintettiik fel.
A levelek kozépso részEébol szarmazo explantatumok Osszességében jobb regeneracios képességet
mutattak, foként az 1 és 2 mg/l BAP koncentracido mellett, ahol 3 vagy e folotti volt az atlagos
hajtasszam. Az 5 mg/l koncentraciondl ennél valamivel kevesebb, 2,2-2.8 kozotti. Altalaban a
sziniikkel felfelé forditott levéldarabokon regeneralddott tobb hajtas. Az értékeket az 1. tablazat
tartalmazza.

A legtobb hajtas a levélvall darabokon képzddott, mindegyik BAP koncentracio esetében 3 folotti

volt a szdmuk explantatumonként. Az orientdcio tekintetében nem lathatd koncentracio fiiggés. A

szamszerusitett értékeket az 1. tablazatban Gsszesitettiik.

1. tablazat. Kiilonb6z6 hormonkombinaciok hatasa a hajtasképz6dés mértéke Atropa
kiilonb6z6 eredetli explantditumain. Az egyes sorokban a fels6 érték a sziniikkel felfelé, az
also a sziniikkel lefel¢ forditva elhelyezett explantatumokon kapott hajtasszdmokat jelzik.

Hormonok Levél csuics Levél kozép Levél vall Levélnyél Internédium
Hajtasok szama db/explantatum

5 mg/l BAP 1,18 2,34 3,75 1,61 2,30
+0,2 mg/l IES 1,89 2,18 2,81

5 mg/l BAP 1,36 2,22 1,40 3,34 1,89
+ 1,0 mg/1 IES 1,90 2,76 1,98

2 mg/l BAP 1,80 3,85 1,85 2,24 1,80
+ 0,2 mg/1 [ES 1,85 3,12 2,40

2 mg/l BAP 1,90 3,41 3,62 2,62 4,11
+ 1,0 mg/1 IES 1,92 3,10 2,70

1 mg/l BAP 2,51 3,72 3,41 1,30 2,00
+ 0,2 mg/1 IES 2,48 3,12 3,56
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7. abra. Hajtasregeneracié Atropa levéldarabokon 4 hetes tenyészciklus utan
Taptalajok: 1 =5 mg/l BAP + 0,2 mg/l IES; 2 =5 mg/l BAP + 0,1 mg/l IES

8. abra. Hajtasregeneracio Atropa levéldarabokon 4 hetes tenyészciklus utan.
Taptalajok: 1 =35 mg/l BAP + 0,2 mg/l IES
2 =5mg/l BAP + 0,1 mg/l IES
3=2mg/l BAP + 1,0 mg/l IES
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A kinetin tarrtalmi taptalajokon az inokulumok antocianosak lettek, majd elhaltak. Néhany esetben
tapasztaltunk csak kismértékli kalluszképzddést. Ezeken a taptalajokon a regeneracio joval kisebb
mértékll volt, kevesebb volt a reagdld explantdtumok szdma is, ezért itt az adatokat csak a
levéldarabok Osszességére vonatkozdan értékeltiik, tekintet nélkiil azok eredetére ¢&s
elhelyezkedésére. Az atlagos hajtasszam az egyet nem haladta meg, 2 ill. 10 mg/l kinetin tartalom
mellett 0,2 alatti mig az 5 mg/l koncentracional 0,8-1 kozotti értéket adott (az adatok nincsenek

bemutatva).

4.1.1.2.2. Levélnyél darabok

Kisérleteinkben a levélnyél darabokbol regeneralodott hajtdsok szama elég nagy szoérast mutat
a BAP tartalmu taptalajokon, mint ahogy azt az 1. tdblazatban lathatjuk. Az éatlagos hajtasszam 1,3
és 3,4 kozott valtozik. Ugy tiinik, hogy a magasabb BAP koncentraciok valamivel hatékonyabbak,
ill. az azonos BAP koncentracié mellett a magasabb IES tartalom kedvezobb. A hajtdsok mindsége
€s méret szerinti megoszlasa ez esetben is megegyezik a levéldaraboknal leirtakkal. A kinetin

tartalmu taptalajokon hajtasregeneracio nem tortént.

4.1.1.2.3. Internédium darabok

Kisérleteink értékelése soran az egyes taptalajokon fejlodott hajtdsok mindsége és méret
szerinti megoszlasa a levéldaraboknal leirt képet mutatta. Itt is a BAP bizonyult aktivabbnak a
hajtasindukcid tekintetében. Az egyes taptalaj kombindciok hatasa kozott lényeges eltérést nem
tapasztaltunk, az atlagos hajtasszdm 1,8-2,2 kozott mozgott. Kivétel a 2 mg/l BAP + 1 mg/l IES
kombinacio, mely a tobbiekhez képest kétszeres hajtasszdmot eredményezett (1. tablazat). A
kinetines taptalajok esetében csak a 10 mg/l koncentracio hatasara kdvetkezett be hajtasregeneracio,

az atlagos hajtasszdm 0,4 db volt explantatumonként.

Ha a kiilonb6z0 kisérletek eredményeit az inokulumonként fejléddott hajtasok szdma szerint
Osszegezziik, tekintet nélkiil az inokulumok eredetére, azt latjuk, hogy a BAP tartalmu taptalajokon
atlagosan 2-3 kozott mozog a fejlédott 4 hajtdsok szama. A koncentracié és a hajtasszam kozott
nem latni dsszefliggést. A kinetin tartalmu taptalajok mindegyike indukal ugyan hajtasképzddést, de
szinte csak véletlenszerlien, az atlagos hajtasszdm mindeniitt egy alatti érték. Az adatokat

Osszefoglaloan a 9. és 10. abra mutatja..

35



2,5
2,
1,5
1,
0,5 -
0 - : : : :

5 BAP+0.2 5BAP+1 2BAP+0.2 2BAP+0.1 1 BAP+0.2
IES IES IES IES IES

A hormonok koncentraciéja (mg/l)

9. abra. A BAP tartalmu taptalajok hatdsa a hajtasregeneraciora Atropa kiilonb6zo eredetii
inokulumain 4 hetes tenyészciklus utan
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10. abra. A kinetin tartalmu taptalajok hatasa a hajtasregeneraciora Atropa kiillonb6zo
eredetli inokulumain 4 hetes tenyészciklus utan

4.1.1.2.4. Gyokérdarabok

A gyokérdarabokbol torténd regeneracios kisérlet taptalajai 0,5 mg/l NES-t ill. TES-t,
valamint 1,0 mg/l BAP + 0,1 mg/l NES-t tartalmaztak.
A hajtasindukcios képességet vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a 0.5 mg/l NES-t tartalmazé
taptalajon a gyokerek novekedtek, a sotétben elhelyezetteken tobb, a fényen 1évokon kevesebb
kallusz képzddott. A gyokerek inkabb vastagodtak, és hosszirdnyban ndvekedtek, de csak kis
mértékben agaztak el. Hajtas regeneracio nem kovetkezett be, sem sotétben, sem fényen.
A 0,5 mg/l IES-t tartalmazé taptalajon a gyokerek novekedtek és el is dgaztak. A sotétben neveltek
kis mértékben kalluszosodtak, de hajtas nem fejlodott rajtuk. Ezt kovetden fényre helyeztiik dket,
ahol mar egy hét elteltével tapasztaltuk a hajtasfejlodés megindulasat. Két hét utan ujra értékelve

gyokerenként 2-5 darab 0.5-1 cm kozotti hajtast szamoltunk. A kezdettdl fogva fényen nevelt
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tenyészeteken 4 hét utan apro hajtaskezdemények jelentek meg, majd ujabb két hét utan ezekbdl
hajtasok fejlodtek.

Az 1 mg/l BAP + 0,1 mg/l NES 6sszetételil taptalajon a gyokerek novekedtek, kismértékben
elagaztak. A fényen lévok kalluszosodtak, gyokerenként 1-3 darab 1-2 cm nagysagu hajtast
fejlesztettek. A sotétben 1évok erdsen kalluszosodtak, a 6. héten kifejlodott hajtas nem volt rajtuk,
csak apr6 dudorok jelentek meg. Ezek feltehetdleg aprod hajtaskezdemények voltak, mivel fényre
helyezve a tenyészeteket 1 hét utan itt is megfigyeltik a hajtdsképzddés meginduldsat. Két hét
elteltével gyokerenként 1-3 darab 1-2 cm-es és 5-10 darab apro, 0.5-1 cm-es hajtas képzodott.

A 11. ébra a gyokérdarabokon regeneralodott hajtdsok szdmanak alakulasat mutatja.

m sotétben o fényen
10 Hokok
8 + Fokok
sk
6 4
4 4
2 4
0 ‘ |
0.5 NES 0.5 IES 1.0 BAP+0.1 NES
A hormonok koncentraciéja (mg/l)

11. dbra. Atropa gyokér darabokon regeneralodott hajtasok szamanak alakulasa a kiilonb6z6
taptalajokon, sotétben ill. fényen torténd nevellést kovetden 4 hetes tenyészciklus utdn
(** p>0,01; *** p>0,005)
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12. 4bra. Kallusz képzddés hajtasindukcid nélkiil
Atropa gyokérdarabokon 0,5 mg/l NES tratalmu
taptalajon

\ 13. dbra. Hajtasképzodés Atropa gyokérdarabokon
: 0,5 mg/l IES tartalmu taptalajon

14. 4bra. Intenziv  hajtasképzodés  Atropa
gyokérdarabokon 1 mg/l BAP + 0,5 mg/l IES
tartalmu taptalajon
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4.1.2. POPULUS ALBA

Az explantatumokat kiilonbozo citokinineket - BAP, 2-iP ZEA, és TDZ - tartalmaz¢ taptalajokra
helyeztiik, a hajtasképzddés eldidézése érdekében. A BAP ¢és a 2-iP hatdsat 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/1
koncentracioban vizsgaltuk, a ZEA koncentracioja 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 mg/1 volt, a TDZ-t 0,05, 0,1;
0,25; 0,5 mg/1 koncentracidoban alkalmaztuk.

4.1.2.1. Hajtascsucsbdl inditott tenyészetek

A zeatin egyik vizsgalt koncentracidja sem idézett eld hajtasindukciot, a 2-iP-t tartalmazo
taptalajok koziil is csak az 1,0 mg/1-es koncentracié mellett tortént minimalis oldalhajtas képzodés.
A BAP alkalmazasa soran minden koncentracioban oldalhajtasok tértek elé a honaljriigyekbdl.
Hajtasszam tekintetében a 0,25 mg/l koncentracid bizonyult legjobbnak, és a hajtasok hossza is
megfelelonek mutatkozott a tovabbi felhasznalashoz.
A 15. abran lathat6é, hogy a BAP 0,25 mg/l-es koncentracidja kozel 4 hajtast eredményezett
explantatumonként, mig a tobbi koncentracié esetében az atlagos hajtdsszam 2 alatt maradt. Az 1,0
mg/1 BAP koncentracio esetén a hajtashosszak atlaga valamivel 3 cm feletti értéket adott, de az
abran lathato, hogy a 0,25 és 0,5 mg/1-es koncentracidban is csak kicsivel marad 3 cm alatt. A 0,5 és
az 1,0 mg/1 koncentracid esetében atlagosan kozel 10 darab levél fejlodott hajtdsonként, mig az

ennél magasabb és alacsonyabb koncentracidokban a levélszam ennél kevesebb volt.

O hajtasszam (db) O hajtashossz (cm) O nodusszam (db)

14 %% sookok
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BAP koncentracio (mg/l)

15. dbra. BAP tartalmu taptalajokon regeneralodott hajtasok kiilonb6zé novekedési

paramétereinek alakulasa Populus alba hajtascsucs tenyészetekben 4 hetes tenyészciklus utan
(** p>0,01; *** p>0,005)
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A TDZ minden koncentracidoban nagyon apr6 (0,3 cm alatti) hajtdsok képz6dését eredményezte,
melyeket egyenként nem is tudtunk megszdmolni. Ezért hormonmentes MS kozegre helyeztiik at a
csokrokat, hogy megfigyelhessiik, kindvik-e a hormonhatast.

Két honap elteltével a 0,05 illetve a 0,1 mg/1 T'DZ tartalmi kozegrél szarmazo hajtasok szépen
megnyultak, atlagosan 3,5 illetve 1,14 cm nagysaguak lettek. Az ennél magasabb koncentracional
azonban a hajtasok tovabbra is aprok maradtak (16. dbra), az 4tlagos hajtashossz nem haladta meg a

0,5 cm-t sem.

O hajtashossz (cm)
skeskok
4 -
3 .
ke
2 .
1 | Ih
0 [ B == I
0 0,05 0,01 0,25 0,5
TDZ koncentracié (mg/l)

cre

taptalajokon regeneralddott hajtasok hosszanak alakulasa két hénapos tovabbnevelés utan
(** p> 0,01; *** p>0,005)

4.1.2.2. Noduszbdl inditott tenyészetek

Zeatin alkalmazasaval a kétriigyes explantaitumokon sem sikeriilt kivaltanunk 0j hajtasok
képzddését. A noduszbodl torténd hajtasképzddés folyamataban a BAP hatékonyabbnak bizonyult,
mint a hajtascstucsbol torténd indukcid esetében volt, hiszen itt a 0,25 mg/l-es koncentracional
atlagosan tobb mint 6 oldalhajtas képz6dott. Az ennél magasabb koncentracioknal egyre kevesebb
hajtas képzodott, a 0,5 mg/I-nél 3, mig 1,0 mg/l koncentraci6 esetében atlagosan 1 hajtas képzodését
figyelhettiik meg. A 2,0 mg/l-es koncentracié mar gatld hatassal volt a hajtasfejlodésre nézve. A

A 2-1P tartalmu taptalajokon a hajtasindukciéo mértéke a legjobb esetben is csak atlagosan 1,3
darab volt inokulumonként. A hajtashossz az 1 mg/l-es koncentracional volt a legnagyobb,

atlagosan 5 cm, ebben az esetben a levél szam nem haladta meg a 3 db-ot inokulumonként. Az
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ennél alacsonyabb, ill. magasabb koncentracié rozettas hajtasokat eredményezett. Az eredményeket

a 17. és 18. dbra mutatja.

O hajtdsszam (db) @ hajtashossz (cm)\

0 0,25 0,5 1 2
BAP koncentracié (mg/l)

17. abra. Noduszbdl torténd regeneracio kiilonbozé BAP tartalmu taptalajokon Populus alba
tenyészetekben

@O hajtasszam (db) @ hajtashossz (cm) ‘

0 0,25 0,5 1 2 5

2 - iP koncentracié (mg/l)

18. abra. Noduszbol torténd regeneracio 2-iP tartalmu taptalajokon Populus alba
tenyészetekben

A TDZ hatasa ez esetben is torpe hajtdsok vagy inkabb levélcsokrok 1étrejéttében nyilvanult meg,
mint ahogyan a hajtascsiicsoknal is. A hormonmentes kdzegen torténd tovabbnevelés utan itt is csak
a két legalacsonyabb TDZ koncentraciorol szarmazoé hajtasok nyultak meg annyira, hogy onalldéan

levalaszthattuk Oket.

4.1.2.3. Szomatikus szovetekbdl 1étesitett tenyészetek

Kisérleteinkben levél-, internodium- és gyokér darabok regeneracios képességét vizsgaltuk.
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4.1.2.3.1. Internédium darabok

Mind a hajtdsszam, mind a hajtdsok mindsége tekintetében a zeatin tartalmu taptalajok
bizonyultak leghatékonyabbnak a hajtdsképzddés kivaltasdban. A 0,2 mg/l zeatin koncentracid
mellett az atlagos hajtdsszam a 7,8 darabot is elérte az egyes explantitumokon, €és ez az érték a
tobbi koncentracional is megkdzeliti a hetet. (Az adatokat a 2. tdblazatban mutatjuk be.)
A BAP ¢és a 2-iP tartalmu taptalajokon fejlodott hajtdsok szamat osszehasonlitva a 2-iP tartalmu
taptalajok bizonyultak kedvezdbbnek a regeneracié tekintetében. A 0,5 mg/l 2-iP koncentracio
mellett kozel kétszer annyi hajtas fejlodott atlagosan, mint azonos koncentraci6 esetében a BAP

tartalmu1 taptalajon.

19. abra. Populus alba tenyészetekben internédium darabokon regeneralodott hajtasok
mennyiségének alakuldsa a 2-iP koncentraciok fliggvényében (1= 0,25 mg/l, 2= 0,5 mg/1, 3=1,0
mg/l, 4= 2,0 mg/l, 5= 5,0 mg/1 2-iP)

20. abra. Populus alba tenyészetekben internédium darabokon regeneralddott hajtasok
mennyiségének alakuldsa a zeatin koncentraciok fiiggvényében (1= 1,0 mg/l, 2=0,5 mg/1, 3= 0,2
mg/l, 4= 0,1 mg/l zeatin)

42



A TDZ tartalmu taptalajokra helyezett internodium darabok egész feliiletén zdldes-fehér kallusz
képzodott, melyeken gombostlifej nagysagu zold differencialodo részeket figyeltiink meg. A kallusz
csomokat hormonmentes MS taptalajra helyeztiikk, hogy az igy kicsit megnyult hajtdsokat meg
tudjuk szamolni.

A 21. abran lathato, hogy a legtobb hajtds a 0,1 mg/l TDZ tartalmu taptalajrol szarmazé kallusz
csomok esetén regeneralodott, mig a 0,5 mg/l-es koncentracional mar csak atlagosan 1,7 hajtas jott
l1étre. A hajtasok a legjobban szintén a 0,1 mg/l TDZ tartalmu taptalajon nyultak meg, atlagosan

0,97 cm hosszusagot értek el..

O hajtasszam (db) @O hajtashossz (cm)

0 0,05 0,1 0,25 0,5
TDZ koncentracié (mg/l)

21. abra. TDZ tartalmu taptalajok hatasa Populus alba internédium darabokon
regeneralddott hajtdsok szdmanak és hosszanak alakulasara 8 hetes tovabbnevelés utan

4.1.2.3.2. Levéldarabok

A hajtasképzodés kivaltasara a 2-iP egyetlen koncentracioja sem bizonyult alkalmasnak. Ezzel
szemben a BAP és kiilondsen a zeatin tartalm taptalajokon sikeres volt a hajtasindukcid. Hatasat
tekintve a BAP 0,5 és 1 mg/l koncentraciéja eredményesebb volt, mint a két szélso érték. Joval
hatékonyabbnak bizonyult a zeatin minden koncentracidban, ¢s a 0,5 mg/l kiemelkedd hajtasszdmot
produkalt. A levéldarabok polaritdsa, azaz, hogy a levél csucsi-, kozép- vagy vall részérol
szarmaztak, szintén befolyasolta a regenracio mértékét. A legtobb hajtds a levélvall darabokon
képzodott, ezt kovették sorrendben a levél kdzép, majd a levélcsucs darabokon fejlédott hajtasok

szamadataii. Az eredményeket a 2. tablazatban foglaltuk 6ssze.

43



2. tablazat. A vizsgalt citokininek hatasa a hajtasregeneraciora Populus alba kiilonb6z6 eredetii

explantdtumain

Citoki- |Koncentra- | Levél cstics Levél kozép Levél vall Internédium

nin cio (mg/l) hajtasok szama db/explantatum

BAP 0,25 0,6 0 0,3 2,4
0,5 1,2 1,9 3,0 2,4
1,0 1,6 2,0 1,6 0,5
2,0 0,7 0,9 0,8 0,4

ZEA 0,1 1,1 2,1 2,3 6,2
0,2 1,8 2,0 4,0 7.8
0,5 2,5 55 5,5 7,1
1,0 2,1 4,0 2,8 6,4

2-iP 0,25 2,4
0,5 4,6
1,0 3,5
2,0 4,2
5,0 0,2

22. abra. Populus alba levéldarabjain regeneralddott hajtasok mennyiségének alakulasa a BAP
koncentracio fliggvényében (1= 0,25 mg/l, 2= 0,5mg/l, 3= 1,0 mg/l, 4= 2,0 mg/l BAP)

23. abra. Populus alba levéldarabjain regeneralodott hajtasok mennyiségének alakulasa a
zeatin koncentracio fiiggvényében (1= 0,1 mg/l, 2= 0,2 mg/l, 3= 0,5 mg/l, 4= 1,0 mg/l ZEA)
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TDZ tartalmu taptalajokon az internddiumokhoz hasonléan a levéldarabok egész feliiletén zoldes-
fehér kallusz csomok fejlodtek, melyeken apro hajtaskezdeményeket figyeltiink meg. A 24. dbran
jol lathatd, hogy a hormonmentes MS téptalajra helyezés utdn a legtobb hajtas a 0,1 mg/l TDZ
tartalmu taptalajon fejlodott szovettomegbdl regeneralddott, atlagosan 2,2 darab inokulumonként. A

hajtas megnyulas is ezen a koncentracion volt a legnagyobb mértékii, atlagosan 1 cm.

3 O hajtasszam (db) @ hajtashossz (cm)
2,5
2 i
1,5 -
1 |
< M
0
0 0,05 0,1 0,25 0,5
TDZ koncentracié (mg/l)

24. abra. Populus alba levéldarabjain TDZ tartalmu taptalajokon regeneralodott hajtasok
szamanak és hosszanak alakuldsa 8 hetes tovabbnevelés utan

Gyokér darabokon egyik kezelésben sem kovetkezett be hajtasképzdédés.
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4.2. A triakontanol alkalmazasi lehetéségének vizsgalata Kkertészeti novények
mikroszaporitasaban
4.2.1. Triakontanol hatasa malna (Rubus idaeus *Malling Exploit’) tenyészetek szaporodasara
és gyokeresedésére

A malnaval végzett szaporitasi kisérletek soran szinte minden vizsgalt tulajdonsagra nézve
tapasztaltuk a triakontanol pozitiv hatasait. A szaporitasi rata szignifikdnsan megnétt, a kontroll
4,22 db-hoz képest a 20 pg-os koncentracio 4atlagosan 7,84 hajtast eredményezett
explantatumonként (25. abra). A hajtdshossz a darabszam nodvekedésével gyakorlatilag nem
valtozott, ugyanakkor a ndduszok szdma ndovekedett, ami azt eredményezte, hogy a triakontanollal
kiegészitett taptalajokon a kontrollhoz képest kompaktabb, tomorebb habitusuak ndévények
fejlodtek.

9.00 @ hajtdsszam (db) @ hajtdshossz (cm) ‘

8,00 -

7,00 -
6,00 -
5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 - ‘ ‘

Trlakontanol (ugll)

25. abra. A triakontanol hat4dsa a malna hajtasképzddésére a szaporitasi fazisban 4 hetes
tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01; *** p> 0,005)

A hajtascsokrok friss tomege folyamatosan ndétt a triakontanol koncentracid emelkedésével
parhuzamosan, a szarazanyag tartalom viszont az 5 pg-os kezelésben volt a legnagyobb (40 %). A
magasabb TRIA koncentraciok hatdsa mar csokkend tendenciat mutatott, de a mért értékek még
mindig meghaladtdk a kontrollét (13%).

A hajtasok zoldiilése a tenyészidoszak eldrehaladtaval szemmel lathatd volt, ezért megvizsgaltuk a
levelek pigment tartalmat, hogy informdciot kapjunk a ndvények fotoszintetikus miitkodésérol.
Eszlelésiinket a miiszeres mérések is megerdsitették. A levelek klorofill tartalma folyamatos
novekedést mutatott mar a legalacsonyabb TRIA koncentraciotél kezdve, és az értékek

szignifikansan emelkedtek 5 pg/l-t6l a legmagasabb alkalmazott koncentracioig.
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@ klorofill mg/g f.s.

2,00

*%

1,50 -

o
1,00 -
i [
0,00 - :
0 2 5 10 2

Triakontanol (ug/l)

0

26. abra. Mélna levelek klorofill tartalménak (mg/g friss suly) alakulasa TRIA hatdséra a
szaporitasi fazisban 4 hetes tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p>0,01)

27. 4bra. Triakontanol tartalmu taptalajokon nevelt malna hajtascsokrok képe 4 hetes
szaporitasi ciklus végén. A TRIA koncentracioi balrdl jobbra: 2 pg/l, 5 pg/l, 10 pg/l, 20

pg/l.

Hogy kideritsiik, a klorofill tartalom kiilonbsége egyiitt jart-e a ndvények fotoszintetikus
apparatusanak hatékonyabb miikddésével, fluoreszcencia indukciés modszerrel megvizsgaltuk a
ndvények fotoszintetikus aktivitasat.

A klorofill fluoreszcencia indukcios kinetika értékei hasonl6 tendenciat mutattak, jelezve, hogy

a fotoszintetikus apparatus miikodését 1ényegesen javitotta a triakontanol névekvd mennyisége. A
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20 pg/l koncentracié mellett mért Fv/Fm érték (0.701) mar kozelit a stresszmentes kdrnyezetben

mérhetd alapértékhez, szemben a kontroll joval alacsonyabb értékével (0,207).

3. tablazat. A TRIA hatasa a klorofill fluoreszcencia indukcidjara mélna tenyészetekben 4 hetes
szaporitasi ciklus utan /Fo = alapfluoreszcencia, Fm = maximalis fluoreszcencia, Fv = valtoz6

fluoreszcencia/
Fo Fm Fv Fv/Fm

(itlag=szoras) (atlagszoras) (atlagszoras) (atlagszoras)
Kontroll 875+ 101 1268+148 390+47 0,207+0,001
2 ng TRIA/ 1795+153,6 1890+ 91,8 429+351 0,305+0,141
5 ug TRIA/I 1310+312 2005+916,4 696165 0,378+0,130
10 ugTRIA/ 1784+603 3558+420,3 1774+548,5 0,499+0,165
20 ugTRIA/L 733+62,5 2450+47 1718+109,5 0,701+0,028

A gyoOkeresedési fazisban a triakontanolt a ndvekedésszabalyzokat nem tartalmazd
alaptaptalajhoz adtuk, hogy hatdsat onmagaban vizsgalhassuk. A legtobb gyokér fejlodését a 10 és
20 pg-os koncentracid idézte eld, ez utobbindl a kontrollhoz (2,88) képest kétszeres (5,7)
gyokérszamot regisztraltunk. A gyokerek atlagos hossza minden kezelésben megndvekedett, a
legnagyobb mértékben az Sug/l TRIA koncentracional, ahol 7,29 cm atlagos gyokér hosszusagot

mértiink, szemben a kontroll ndvények gyokereinek 4,39 cm atlagos hosszaval.

@ gyokérszam (db) @ gyokérhossz (cm) ‘

8,00
ok sk Hk

7,00 - % %

6,00 - * *

5,00 -
4,00 -
3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 -

0 2 5 10 20
Triakontanol (ng/l)

28. abra. Triakontanol hatasa a gyokeresedési paraméterek alalkulasara malna
tenyészetekben 4 hetes gyokereztetési ciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01; *** p> 0,005)
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29. abra. A gyokerek mennyiségének alakuldsa a TRIA koncentraci6 fiiggvényében malna
tenyészeteken 4 hetes gyokereztetési ciklus utan (TRIA koncentraciok balrdl jobbra: felsd
sor= kontroll, 2 pg/l,; als6 sor=35 pg/l, 10 pg/l, 20 pg/l)

A levelek klorofill tartalma a gyodkeresedési fazisban is szignifikdnsan megemelkedett mar a
legalacsonyabb triakontanol koncentracié hatasara is, de a legmagasabb értéket a 20 pg/l

koncentracional mértiik.

@ klorofill mg/g f.s.

4,00

%%
*% *
3,00 |
2,00
0,00 -
0 2 5 10 20

Triakontanol (ug/l)

30. dbra. Malna levelek klorofill tartalmanak (mg/g friss stly) alakulasa triakontanol
hatasara a gyokeresedési fazisban 4 hetes tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01)

4.2.2. A triakontanol hatasa gerbera (Gerbera jamesonii) tenyészetek szaporodasara és
gyokeresedésére

Gerbera esetében a TRIA hatasa a szaporitasi fazisban a hajtasok szamanak novekedésében
nyilvanult meg. A hajtdsszam a novekvd koncentracioval parhuzamosan szignifikansan emelkedd
értéket mutatott, a legtobb hajtds képzodését (7,53 db egy hajtascsokorban) az 5 pg/l TRIA

eredményezte. Az ennél magasabb koncentraciokban enyhe csokkenés mutatkozott, de az atlagos
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hajtasszam igy is 7 folotti érték maradt. A hajtasok hossza gyakorlatilag nem valtozott egyik

kezelésben sem.

@ hajtdsszam (db) @ hajtashossz (cm)

10,00

8,00 -
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31. abra. A triakontanol hatasa a hajtasképzddésre gerbera tenyészetekben 4 hetes
szaporitasi ciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01)

Nem talaltunk szamottevo kiillonbséget a hajtasok friss és szaraz tomegében; a szarazanyag tartalom
azonban, ha kis mértékben is, de folyamatosan emelkedett a koncentracio ndvekedésével
parhuzamosan.

A levelek klorofill tartalmat mar a 2 pg TRIA koncentracid is szignifikdnsan megndvelte, és a
magasabb koncentracié tartomanyban tovabbi kis mértékii ndvekedést regisztraltunk. A karotin
tartalom mennyisége, kis mértékben szintén folyamatosan emelkedett a legmagasabb

koncentracioig.

@ klorofill mg/g f.s. @ karotin mg/g f.s.

2,50

Tk
2,00 - * * ¥k
0 2 5 10 20

Triakontanol (ug/l)

32. abra. A triakontanol hatdsa gerbera levelek fotoszintetikus pigment tartalmara (mg/g
friss suly) a szaporitasi fazisban 4 hetes tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01; *** p>
0,005)
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Mivel ez a gerbera fajta kielégitden gyokeresedik hormon mentes kdzegen is, igy lehetdség volt ra,
hogy a TRIA hatasat onmagaban vizsgaljuk a gyoOkereztetési fazisban. A TRIA szignifikdnsan
megnovelte a gyokeresedési aranyt, ezzel parhuzamosan csokkentette a gyokerek kifejlodéséhez
sziikséges 1dot. A novényenkénti gyokérszam csaknem kétszeresére ndtt mar a 2 pg —os kezelésben,
¢s a magasabb koncentracioknal tovabbi kis mértékli emelkedést tapasztaltunk. Az atlagos
gyokérhossz lényegesen nem valtozott, szemmel lathatd volt azonban, hogy a gydkerek minden

TRIA koncentracié mellett erdsebbek, vastagabbak voltak a kontrollhoz képest.

m gyokérszam (db) m gyokérhossz (cm)
7,00

6,00 -

* %% % Kk
5,00 -

4,00 -

3,00

2,00 -

1,00

0,00 - \

0 2 5 10 20

Triakontanol (ng/l)

33. abra. A triakontanol hatdsa a gerbera gyokeresedési paramétereinek alakulasara
4 hetes tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01; *** p> 0,005)

A hajtasok hossza ezzel szemben minden kezelésben meghaladta a kontroll értékeket. A
levelek szdma gyakorlatilag nem valtozott az egyes kezelésekben, a levelek teriilete azonban a
koncentraci6 emelkedésével parhuzamosan valamelyest ndvekedett. Ezek a megfigyelések
tiikrozédnek a tomeg adatok alakulasaban is. Amikor kiilon-kiilon vizsgaltuk a hajtdsok és a
gyoOkerek tOmegadatainak alakuldsat, azt tapasztaltuk, hogy a kontrollt kivéve minden esetben a
gyokerek szarazanyag tartalma volt a nagyobb, mikdézben a friss és szaraztomeg értékek
természetszeriileg a lombozat esetében voltak magasabbak. (34. dbra). A levelek klorofill és karotin

tartalma jelentds mértékben nem valtozott az egyes kezelésekben (35.4bra).
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34, abra. A gerbera ndvények friss és szaraz tomegének valtozasa triakontanol hataséra a
gyoOkeresedési fazisban 4 hetes tenyészciklus utan

@ klorofill (mg/g f.s.) @ karotin (mg/g f.s.) ‘

4,50
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35. abra. A gerbera levelek fotoszintetikus pigment tartalméanak (mg/g friss suly) valtozasai
a gyokeresedési fazisban a triakontanol hatasara 4 hetes tenyészciklus utan
(* p>0,05; *** p>0,005)

4.2.3. A triakontanol hatasa a sparga (Asparagus officinalis) szaporodasiara és
gyokeresedésére

Sparga esetében a két alacsonyabb triakontanol koncentraci6 serkentette a hajtasképzdodést, a
10 és 20 ng/l TRIA tartalmu taptalajokon viszont mar nem szaporodtak jobban a ndvények, mint a

kontroll taptalajon. A hajtasok hosszat egyik kezelésben sem befolyésolta a triakontanol (36. abra).
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36. abra. A triakontanol hatdsa a hajtasképzddésre sparga tenyészetekben
4 hetes tenyészciklus utan (*** p>0,005).

37. abra. A hajtasok mennyiségének alakuldsa sparga tenyészetekben TRIA hataséara 4 hetes
szaporitasi ciklus utan. (TRIA koncentraciok balrél jobbra: kontroll, 2 pg/l, 5 pg/l, 10

ug/l, 20 pg/l

Nem talaltunk lényeges kiilonbséget a novények friss tomegének értékeiben sem, annak
ellenére, hogy a 2 és 5 png TRIA/I-t tartalmazo taptalajokon a hajtdsok szemmel lathatoan
erdteljesebbek, vastagabbak, hlisosabbak voltak, mint a kontroll névények hajtasai.

Erdekes, hogy mig a szaporodasi rata egyértelmiien az alacsonyabb TRIA koncentraciok kedvezSbb
hatdsat mutatta, addig a fotoszintetikus pigment tartalom a teljes vizsgalt koncentracioban, bar kis

mértékben, folyamatosan novekedett (38. 4bra).
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38. abra. A triakontanol hatédsa a sparga hajtasok pigment tartalmara (mg/g friss stly) a
szaporitasi szakaszban 4 hetes tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p> 0,01; *** p> 0,005)

A TRIA a sparga esetében is serkentette a gyokeresedést. Mint a 39. abran lathato, a legmagasabb

koncentracio kivételével minden kezelésben 1ényegesen tobb gyokér képzodott, mint a kontrollnal,
de a gyokerek hossza nem valtozott.

18 o gyokérszam (db) m gyékérhossz (cm)\

ket

*

0 2 5 10 20
Triakontanol (ug/l)

39. abra. A triakontanol hatdsa a gyokeresedési paraméterek alakulasara sparga
tenyészetekben 4 hetes gyokereztetési ciklus utdn (* p > 0,05; ** p> 0,01; *** p> 0,005).
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4.3. Folyadék alapu tenyésztési modszer : egy uj tipusu bioreaktor alkalmazasi lehetéségének

vizsgalata a szaporitas folyamataban

4.3.1. Kisérletek ananasz (Ananas comosus) tenyészetekkel

A szaporodas mértéke jelentésen megndtt a folyadékkultaraban. A levegdztetett reaktor
hengerekben haromszor annyi hajtas fejlédott, mint a kontroll tenyészetekben. A hajtdsok hossza
Iényegében nem valtozott, a kiillonbségek csak milliméterekben mérhetdk. A zoldtomeg legnagyobb
mértékli gyarapodasa a levegdztetett tenyészetekben kovetkezett be, ezt kovették az agaros kontroll
végiil a csak forgatott tenyészetek tomeg adatai (40. abra). A szarazanyag tartalom értékei a friss
tomeggel aranyosan alakultak. A ndvények fotoszintetikus tulajdonsagaiban lényeges valtozasokat
nem okoztak a kiilonbozd nevelési koriilmények. A klorofill tartalom kozel azonos volt mindegyik
kezelésben (1-1,2 mg/g friss suly) és az indukcids kinetika Fv/Fm értékei is minden esetben 0,8

korul alakultak.

O hajtasszam (db) @O hajtashossz (cm) O friss tdmeg (g)

*kk

8 - %

agaros forgatott levegds
A tenyésztés modszere

40. abra. Ananasz tenyészetek novekedési paramétereinek alakulasa hagyomanyos és
bioreaktoros nevelési koriilmények kozott 4 hetes tenyészciklus utan (* p > 0,05; ** p>
0,01; *** p>0,005)
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41. abra. Szilard taptalajon (felsé kép) és levegdztetett folyadékban (als6 kép) fejlédott hajtascsokor
hajtasszdmainak alakuldsa 4 hetes tenyészciklus utan.

4.3.2. Kisérletek Hosta tenyészetekkel

Az eredmények ennél a ndovénynél is azt igazoltdk, hogy a folyadékban torténd nevelés
pozitivan befolydsolja a ndvekedési paramétereket. Lényeges kiilonbséget talaltunk azonban a csak
forgatott és a forgatott + levegOztetett hengerekben fejlodott tenyészetek élettani sajatossagai
kozott. Az eredményeket a 42. dbran Osszesitettilk. Valoszinli, hogy a szildrd kozegen és a
levegdztetett reaktor edényben megfeleld volt a 1égtér Osszetétele, mig a csak forgatott edényben, a
novények 0ssztomegéhez képest kevés volt a levegd ill. nem volt szell6zési lehetéség. Ez okozhatta,
hogy itt gyakran hiperhidrataci6 1épett fel és az atlagos levélfeliilet is kisebb volt, mint a masik két

kezelésben.
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O hajtasszam (db) @ hajtashossz (cm) O friss tomeg (g)

*%

agaros forgatott levegbs
A tenyésztés modszere

42. abra. Novekedési paraméterek alakulasa szaporod6 Hosta tenyészetekben
hagyomanyos €s bioreaktoros nevelési koriilmények kozott 4 hetes tenyészciklus utan
(¥* p>0,01)

Megfigyeléseinket a ndovények fotoszintetikus tulajdonséagai is aldtdmasztottak. Alacsonyabb
klorofill tartalmat mértiink a csak forgatott tenyészetek leveleiben, mint akar az agaros, akar a
levegoztetett tenyészetek leveleiben. Tekintettel arra, hogy a vizsgalt fajta sarga-zold tarka leveld,
az értékek félrevezetoek is lehettek, ezért mértiik a klorofill fluoreszcencia indukciot is. Az Fv/Fm
értékek az. agaros és a levegdztetett folyadék kozeg esetében a normalishoz kozeli értéket mutattak.
0,5 ald csokkent viszont az érték a csak forgatott henger novényei esetében, ami arra utal, hogy

ebben a kezelésben a novények fotoszintetikus apparatusa gatlast szenvedett (43. abra).

O klorofill (mg/g f.s.) @ karotin (mg/g f.s.) O Fv/Fm érték
2
%

1,5 -

1 .

%

0,5 -

0 |

agaros forgatott levegds
Atenyésztés moédszere

43. abra. Fotoszintetikus jellemzok alakuldsa szaporodod Hosta tenyészetekben
hagyomanyos ¢€s bioreaktoros nevelési koriilmények kozott 4 hetes tenyészciklus utan
(* p>0,05)
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44. abra. Agaros taptalajon (balrol) és levegdztetett folyadékban (jobbrol) fejlodott
hajtascsokrok hajtdsszamanak alakuldsa 4 hetes tenyészciklus utan

A levelek anatomiai vizsgalata is megerdsitette az elmondottakat. A hiperhidratacié tipikus
jegyeit — oszlopos parenchima hidnya, szivacsos mezofillum sejtek, nagy sztomak, vékony
epidermisz réteg — figyelhettik meg a csak forgatott folyadék novényein, és bar joval kisebb
mértékben de esetenként a szilard taptalajon fejlodott hajtdsok levelein is. Ezzel szemben a
levegdztetett hengerekben fejlodott leveleken a vastagabb epidermisz; a mikodd sztomak, és a
levélfelszini viaszréteg kialakuldsara utald felhalmozodasok azt mutatjak, hogy ezen ndvények
szoveti képe igen kozel all az autotrof allapot szoveti képéhez.

Mindezek alapjan arra kovetkeztethetlink, hogy a 1égtér Osszetétele, a 1égcsere hidnya és nem a

tapkozeg folyékony allapota okozta a fent emlitett gatlasokat.
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45. abra. Hosta levelek als6 epidermiszén 1évé sztomak képe (a = agaros taptalajon nyitott
sztoma, b= forgatott folyadék, félig csukott sztoma, c= levegdztetett folyadék csukott
sztoma koriilotte viaszlemezkék). Nagyitas: 2000 x.

46. abra. Hosta levelek alsé epidermiszének képe (a= agaros téptalajon, b= forgatott
hengerben, c= levegodztetett hengerben) folyadék kultirdban fejlodott hajtdson. Nagyitas
1000x.
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4.3.3. Kisérletek banan (Musa nana) tenyészetekkel

Az el6z6 novényekkel kapcsolatos tapasztalatok alapjan a banan szaporitasa sordn mar csak a
szilard taptalaj és a levegdztetett folyadék hatasait hasonlitottuk dssze. A folyadékos rendszerben
torténd tenyésztés egyértelmiien a szaporodasi rata szignifikans novekedését eredményezte,
csaknem kétszeresére emelkedett a hajtasok szama. Megnoétt a hajtasok atlagos hossza és a levelek
feliilete is. Ezzel dsszhangban a folyadékban nevelt tenyészetek friss tomege meghaladta az agaros
kontrollét, szarazanyag tartalma viszont kicsivel alatta maradt annak. Valoszinii, hogy a
tomegnovekedés oka a megnovekedett viztartalom, nem pedig a tdpanyagok beépiilése. A banannal

végzett kisérletek soran mért novekedési paraméterek alakuldsa a 47. dbran lathato.

12 O hajtasszam (db) @ hajtashossz (cm) O friss tdmeg (g)
fk
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agaros taptalaj levegds folyadék
A tenyésztés médszere

47. abra. Szilard taptalajon és levegdztetett folyadékban nevelt bandn tenyészetek
novekedési paramétereinek alakulasa 4 hetes tenyészciklus utan
(** p>0,01; *** p>0,005)

48. dbra. Banan tenyészetek a szaporitasi fazisban, kiilonbozo6 fejlettségi allapota
hajtasokkal a levegdztetett reaktor modulban
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A fotoszintetikus pigment koncentracioban nem talaltunk szamottevo eltérést, bar a bioreaktorban
nevelt novényeken valamivel magasabb értékeket mértiink. A fotoszintézis aktivitdas mérésének

eredményeit és a levelek pigment tartalmanak alakuldsat a 4. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat. Szilard taptalajon és folyadékkulturaban nevelt bandn névények fotoszintetikus
aktivitasanak jellemzd paraméterei

Nevelés modja fotoszintézis klorofill tartalom karotin tartalom
pmol CO, m*/s mg/g fr. suly mg/g fr. suly
szilard taptalaj, -1,29+4,95 * 0,777 £ 0,15 0,203 + 0,045
bioreaktor, folyé- 2,59+2,14 0,889 +1,11 0,213 + 0,054
kony téptalaj
* 1égzés

A fotoszintézis aktivitdsa a szilard taptalajon nevelt novények esetében negativ érték volt, azaz a
novények nem fotoszintetizaltak, de intenziven lélegeztek. A folyadékban nevelt ndvények
fotoszintézise mar kialakult, az aktivitds értékek ugyan nem volt tul magasak, de a légzést
felilmultak. Minden esetben nagyon nagy volt a szoras, ami azt valosziniisiti, hogy az egyes
novények fotoszintetikus aktivitdsa kiilonbozo, fejlettségi allapotuktol fliggéen. Az agaros
taptalajon nevelt novények kozott is volt olyan, amely mutatott gyenge fotoszintézist, ennek

kovetkezménye a nagyon magas szord érték.

A novények anatdmiai vizsgalatanak eredményei is a folyadékkultura kedvez6 hatésait igazoltak. A
folyékony taptalajon fejlodott ndvények leveleinek anatdmiai képén a vastagabb epidermisz réteget,
a légeserenyilasok funkcionalasat és a kezdeti viaszlerakddasok megjelenését lathatjuk. A szilard
taptalajon nétt banan levelek epidermisz sejtsora vékonyabb, a légcserenyildsok minden mintan
zartak voltak €s a viasz képzddés sem indult meg. A levélnyél felépitését vizsgalva nem talaltunk

Iényeges kiilonbséget.
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9. abra. A reaktor modulban, levegéztetett folyadékban (balrdl) illetve agaros taptalajon (jobbrol)
fejl6dott banan hajtascsokrok képe 4 hetes szaporitasi ciklus utan

50. 4abra. Levegodztetett folyadékban fejlédott
banan levél keresztmetszetének képe. Lathatd a
vastag epidermisz és a csokkent vastagsagl
mezofillum réteg

51. abra. Levegobztetett folyadékban
fejlodott banan levél fonakan 1évo, félig
csukott sztoma, koriilotte viaszlemezkékkel
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4.4. Uj eredmények

» Bizonyitottuk a kiilonb6zé citokininek —KIN, 2-iP, BAP- hajtasképz6dést befolyasold
hatasat Atropa belladonna hajtastenyészetekben.

» lIgazoltuk, hogy valamennyi vizsgalt novényi rész képes hajtasindukciora a megfeleld
citokinin jelenlétében illetve, hogy a hajtasképzdés mértéke a citokinin tipusatol és
koncentréciojatol fiigg.

» Bizonyitottuk a kiillonb6z6 citokininek -BAP, 2-iP, ZEA ¢és TDZ - hajtasképzodést
befolyasolo hatasat Populus alba hajtastenyészetekben.

» lgazoltuk, hogy a gyokér kivételével valamennyi vizsgalt novényi rész képes
hajtasindukcidra a megfeleld citokinin jelenlétében illetve, hogy a hajtasképzddés
mértéke a citokinin tipusatdl és koncentraciojatol fliigg.

» Els6ként mutattuk ki a triakontanol ndvekedésre és egyedfejlodésre, valamint fotoszintetikus
aktivitasra gyakorolt hatdsat gerbera tenyészetekben.

» Elséként mutattuk ki a triakontanol novekedésre és egyedfejlédésre, valamint fotoszintetikus
aktivitasra gyakorolt hatdsat malna tenyészetekben.

» Elséként mutattuk ki a triakontanol ndvekedésre és egyedfejlodésre, valamint fotoszintetikus
aktivitasra gyakorolt hatdsat egyszikii ndvényfajban, a spargaban.

» Sikeresen szaporitottunk kiilonb6z6 ndvényeket egy 0j tipusu bioreaktor alkalmazasaval.

» Bizonyitottuk, hogy a folyadék kozeg kedvez6 hatasu a tenyészetek szaporodasara.

> Elettani mérésekkel alatdmasztva megallapitottuk, hogy a tenyészedény légterének
Osszetétele, a megfeleld oxigénellatottsag jelentds hatdssal van mind a szaporodas
mértékére, mind pedig a ndvények fotoszintetikus képességének alakulasara.

» Anatomiai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a levegéztetett folyadékban fejlddé novények
szoveti képe nagyon hasonl6 az autotrof allapotindvényekéhez, igy akklimatizalasuk

is eredményesebb lehet.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Kiilonbozo citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzodés folyamataban

A hajtascsticsbol inditott tenyészeteket széles korben alkalmazzak a kiillonbozo élettani és
morfogenetikai vizsgalatok soran. Emellett a leggyakrabban hasznalt alapanyagai a kereskedelmi
mikroszaporitasnak is, mivel magas foku genetikai stabilitast biztositanak. A kiilonboz6 citokininek
hatdsara vonatkozo adatok is legnagyobb szamban hajtastenyészetekben torténd hajtasképzddés
vizsgalatabol szarmaznak. A kisérleti munkdk tobbnyire annak tisztazasara iranyultak, hogy a
vizsgalt novényfajra melyik citokinin, milyen koncentracidban hat. Azt tapasztaltak, hogy egy adott
faj, vagy akdr genotipus esetében nem mindegyik citokinin hatasos. A BAP eldsegitette a
hénaljriigy proliferaciot Castanea tenyészetekben, mig a zeatin csak kis mértékben, a kinetin pedig
egyaltalan nem volt hatasos (Vieitez és Vieitez, 1980). Prunus esetén sem a kinetin, sem a 2iP nem
indukalt hajtasképzddést, csak a BAP (Martinelli, 1985). Nem bizonyult hatékonynak a kinetin a
BAP-pal ellentétben Datura insignis hajtastenyészetekben sem (Dos Santos és mitsai, 1990).
Kisérleteinkben Atropa hajtascsucs tenyészetekben sem idézett el szaporodast a kinetin, a 2-iP és a
BAP viszont igen. A BAP hatékony koncentracié tartomanya 0,5 és 1 mg/l volt, a 2 mg/l-es
kezelésben mar csokkend hajtdsszamot eredményezett. Ezzel szemben a 2-iP a 2 mg/l
koncentracioban fejtett ki kedvezdbb hatast. Eredményeinkkel dsszevethetd irodalmi utalast Atropa
belladonna mikroszaporitasara vonatkozoéan nem talaltunk, mivel az in vitro kulturak altalaban a
hatoanyag tartalom vizsgalatdnak objektumai. A taptalaj hormon 0Osszetételének a tenyészetek
alkaloid tartalmdra gyakorolt hatdsat vizsgaltdk Benjamin és mtsai. (1987). A megfigyelt
morfogenetikai valtozasokkal kapcsolatban annyit jegyeztek meg, hogy a BAP 1-5 mg/l
koncentraci6 tartomanyban “bdséges” hajtasképzodést idézett eld, a 10 mg/l koncentracid azonban
gatolta a novekedést. A kinetin nem volt hatassal a hajtasképzOdésre, esetenként eldsegitette a
gyokeresedést ill. kalluszképzédést. Zarate és mtsai. (1997) Atropa baetica hajtastenyészetekben
0,25-2 mg/l tartomanyban vizsgaltadk a BAP hatasat. Azt tapasztaltdk, hogy az j hajtasok szdma az
id6 fliggvényében valtozik, a koncentracié kevésbé befolyasolja. 17 napos tenyészetekben az
atlagos hajtasszam 2 kortli volt, 24 nap elteltével 2,8-3,4 kozott alakult, 31 nap utan pedig 5,4-5,8
kozotti értékeket mutatott.

Kisérleteinkben a Populus alba hajtascsics tenyészetekben szintén a BAP bizonyult a
hajtasindukcidt eldsegitd citokininnek. A legmagasabb hajtasszamot (3,9) a 0,25 mg/l
koncentracional regisztraltuk, az ennél magasabb tartomanyban 2 alatt maradt az 0j hajtdsok szama.
Hasonlo tapasztalatot kozoltek Welander és mtsai. (1989). Populus wilsocarpa szaporitasa soran a
BAP 0,1 mg/l koncentracioja 5 koriili hajtasszamot eredményezett, mig a 0,5 mg/l koncentracid

mellett ez az érték atlagosan 2,7 volt. Rutledge és Douglas (1988) 4 kiilonb6z6 nyarfa klon
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hajtastenyészeteiben vizsgalta a citokininek hatasat a hajtasképzédésre. Ok is a BAP-ot talaltak
leghatékonyabbnak, 0,25 mg/l koncentracional hadrom genotipus esetén 3, 4 ill. 5 db hajtast
szamoltak explantatumonként. A ZEA 1 mg/l koncentracidja egy genotipus esetében adott kiugrod -
6 db hajtas/ explantatum - eredményt, de a masik két genotipus esetében is 2 ill. 3,5 db hajtas
képzodését indukalta. A 2-iP nem eredményezett hajtasképzodést.

A megfeleld explantaitum kivalasztasa igen fontos, ha szomatikus szdvetekbdl kiindulva
kivanunk hajtasképzddést indukalni. Bar néhdny faj esetében kiillonbozd eredetli explantatumok
azonos mértékben képesek jarulékos hajtasindukcidra, altalaban azonban a kiilonb6zé szervekbol,
ill. kiilonb6zo szervek szoveteibdl szarmazd explantatumok morfogenetikus kapacitasa eltérd
(George, 1993). A ndvekedésszabalyzok azon koncentracidja, amely eldidézi a morfogenezist,
gyakran az explantaitum méretétdl és tipusatol fiigg (Jaisval és mtsai., 1984). A levelet ill. annak
darabjait szamos novényfaj - pl. Begonia, Betula, Chrysanthemum, Fragaria, Malus, Saintpaulia -
esetén sikeresen hasznaljak jarulékos hajtasindukcioéra és ennek eredményeként szaporitasra
(George, 1993). Atropa belladonna esetében is hasznaltak jarulékos hajtasképzodés eldidézésére
levéldarabokat kiindulé anyagként, BAP tartalmu taptalajokon tenyésztve (Eapen és mtsai., 1978.,
Téth és mtsai., 1991.). Ezekben a munkdkban azonban sem a hajtasok szdmara, sem a kiilonb6z6
koncentraciok hatasara vonatkozé adatokat nem talaltunk. Sajat kisérleteink eredménye azt mutatja,
hogy 1-2 mg/l BAP-ot tartalmazé taptalajokon a levéldarabok képesek hajtasindukciora. Populus
esetében ¢ép vagy darabolt levélbdl torténd hajtasindukciora vonatkozo adatokat nem talaltunk az
irodalomban. Munkank soran bebizonyosodott, hogy a vizsgalt Populus alba klon levéldarabjain is
kivalthato a hajtasképzdédés. A folyamat eldidézésében a zeatin hatékonyabbnak bizonyult, mit a
BAP. A legmagasabb hajtasszamokat a 0,5 mg/l zeatin tartalmu taptalajokon kaptuk. Park és Son
(1988) vizsgalatai szerint is a zeatin volt a leghatékonyabb a regeneracio kivaltasaban egy P. nigra
X P. maximoviczii klon levéldarabjain. A hajtasszam szerinti csokkend sorrendben a BAP, a
kinetin, majd 2-iP kovetkezett. A hajtasindukcié eredményességét a taptalaj Osszetétele mellett
szamos mas tényez0 befolyasolhatja, tobbek kozott a ndvényi szerv polaritasa. Welander (1988)
alman végzett kisérleteiben a levél alapi részébdl szarmazo explantatumokon nagyobb mértéki volt
a hajtasregeneracio, mint a cstcsi eredetiiecken. Citrus mitis magoncok leveleinek alapi részén 3 hét
utan mar latszottak a hajtasok, mig a csucsi részeken még 12 hét utan is csak elvétve fordult eld
hajtasindukcié (Sim és mitsai., 1989). Tapasztalataink szerint Atropa esetében a polaritds nem
jatszott szerepet, bar a levél kozépsd ¢€s vall részébdl szarmazo explantatumok kicsivel jobb
regeneracios képet mutattak, mint a cstcsi eredetiick. A Populus levéldarabok regeneracios
képessége a polaritas fliggvényében valtozott. A legtobb hajtas a levélvall darabokon képzddott, a

legkevesebb a levélcsucsokon.
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A levéldarabok orientacidja, azaz a taptalajhoz viszonyitott helyzete szintén hatassal lehet a
morfogenezisre. Egy szamoca fajta levéldarabjain tobb jarulékos hajtas fejlodott, ha a levél szine
¢érintkezett a taptalajjal, mint forditott esetben (Nehra és mtsai., 1988). Welander (1988) is hasonld
eredményre jutott almanal. Kisérleteinkben az Atropa belladonna levéldarabjain képzédott 1j
hajtasok szamat nem befolyasolta az orientacio. Populus levéldarabok esetében nem vizsgaltuk az
orientacio hatasat. Erdemes azonban megemliteni Park és Son (1988) eredményeit, melyek szerint
lényegesen nagyobb mértékii volt a hajtadsindukcid a sziniikkel a taptalajra fektetett levéldarabokon.
Az ellentmond6 megfigyelések arra utalnak, hogy a genotipusnak, ¢és a ndvényi rész
tapanyagtartalmanak valamint endogén hormon tartalmanak is I1ényeges szerepe Iechet a
folyamatban.

A kiilonb6z0d eredetli explantdtumok kissé eltérd regeneracios képessége a polaritds mellett
részben a sebzés hatdsdval magyardzhatd. A hajtasregeneracid tobbnyire a sebzési feliileteken
kovetkezik be (George, 1993.). Sajat megfigyeléseink is ezt mutattdk. A levelek csucsi részeinek
csak egyik oldala volt sebzett feliilet, mig a kozépso ill. vall részeken mindkét parhuzamos oldal,
ahogy a levéllemezt feldaraboltuk. Taldn ezzel magyardzhatd, hogy a kozépsd ill. vall részeken
valamivel tobb hajtas képzddott. Levélnyél darabokbol torténd hajtasregeneraciordl szamoltak be
Saintpaulia ionantha esetén (Bilkey és mtsai., 1988), ill. cukorrépa esetén (Ritchie és mtsai., 1989).
Mindkét novény jO morfogenetikus kapacitassal rendelkezik, ezért 0,5-1 mg/l BAP mar nagy
mértékl hajtasképzodést eredményezett. Atropa levélnyél darabok esetében is eldidézte a BAP a
hajtasképzddést, de a koncentraciok hatasaban nem talaltunk egyértelmii kiilonbséget.

Nyarfa gyokér darabokon egyik citokinin alkalmazasaval sem sikeriilt regeneraciot elérni. Az
Atropa gyokerek viszont citokinin nélkiil is képesek jarulékos hajtasregeneraciora, bar citokinin
jelenlétében tobb hajtas képzodik. Ez megegyezik George (1993) azon megfogalmazasaval, mely
szerint a citokinin jelenléte eldnydsen befolyasolja a gyokérbdl induldé morfogenetikus
folyamatokat. Ugy tiinik, a riigydifferencialodas sotétben is megindul, a hajtasfejlédés azonban csak
fényen torténik meg. Ezt a megfigyelésiinket tamasztjak ala azok az irodalmi adatok, melyek szerint
a jarulékos hajtasképzodés sotétben is bekovetkezhet, de rendszerint nagyobb mértékii fényen
(Nehra és mtsai., 1987; Pierik., 1987).

Kiilon ki kell emelni a TDZ hatasat. Huetteman és Preece (1993) megfigyelései szerint a TDZ
hatasa sok esetben rendellenes hajtasfejlédésben nyilvanul meg. A nyarfa explantatumok vizsgalata
soran egyértelmiien bebizonyosodott, hogy a regeneracid meginditdsaban nagyon kedvez6 hatasu, a
hajtasok kifejlédését, vagy a hajtastengely megnyuldsat viszont mar gatolja. Célszerli ezért a
tartalmazd, esetleg hormon mentes kozegre helyezni a ndvényeket, annak érdekében, hogy a

hajtasok kifejloddhessenek €s tovabbnevelésre alkalmassé valjanak
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5.2. A triakontanol alkalmazasi lehetéségének vizsgalata Kertészeti novények
mikroszaporitasaban

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a triakontanol hatékonynak bizonyult a jelenleg
vizsgélt ndvények mikroszaporitasi folyamataban is. Tapasztalatainkat Osszevetve korabbi
munkainkkal illetve mas szerzok megfigyeléseivel megallapithatd, hogy a triakontanol hatasai in
vitro korilmények kozott novényfajonként eltéréek. Hormon kolcsonhatas nélkiil, 6nmagaban
alkalmazva minden vizsgalt ndvényfaj- és fajta esetében eldsegitette a ndvények gydkeresedését. A
gyokérszamot jelentdsen megndvelte mar a legalacsonyabb vizsgalt koncentracioban is. Mdlna ¢és
gerbera esetén az értékek folyamatosan emelkedtek tovabb és a maximumot a 20 pg TRIA
koncentracional érték el. Korabbi kisérleteinkben hasonld eredményt kaptunk a JTE alma fajtaval
is. Ezzel szemben a sparga tenyészetekben a legtobb gyokér — a kontrollhoz képest tobb, mint
kétszeres mennyiségli — a 2 pg/l koncentracional képzodott és a magasabb tartomanyban mar
fokozatos csokkenést figyelhettiink meg. Kordbbi munkankban citromfii és egy meggy alany
esetében is ezt tapasztaltuk (Tantos és mtsai, 1999, 2001). Hasonlé eredményt kaptak Fraternale és
mtsai (2002; 2003) Bupleurum ¢és Thymus noévényekkel végzett gyokereztetési kisérletekben.
Mindkét novény szamara a 2 pg/l TRIA volt optimalis, a magasabb koncentraciok mar gatlonak
tintek. A gyokerek hossza altaldban nem valtozott jelentésen, vagy legalabb is nem volt
Osszefiiggésben a TRIA koncentracié emelkedésével.

Annak ellenére, hogy a TRIA 6nmagaban elsésorban a gyOkeresedést serkentette, a vizsgalt
novények tobbségénél kiilonbozd citokininekkel kombinédlva igen nagy mértékben eldsegitette a
hajtasképzddést, és az adatok tantisdga szerint elsdsorban a szaporodéasra volt hatdssal, nem a
hajtasok megnytlasos ndvekedésére. Malna esetében az 10 hajtasok szadma folyamatosan nétt és a
maximumot a 20 pg-os kezelésben érte el. Fraternale és mtsai (2003) ugyanezt tapasztaltak Thymus
mastichina szaporitasa soran. Gerberanal a legmagasabb hajtasszamot az 5 pg/l koncentracio
eredményezte. Az ennél magasabb koncentracié tartomanyban a hajtasképzddés mértékének enyhe
csokkenése kovetkezett be, de a hajtasok szdma még mindig magasabb volt, mit akar a kontroll akar
a 2 pg/l-es kezelés hajtascsokraiban. A JTE alma alany szaporitdsa soran a 10 pg/l TRIA bizonyult
a leghatékonyabbnak, az ennél magasabb ill. alacsonyabb koncentracidk kevesebb hajtas
képzddését eredményezték. Sparga esetében valamint citromfiinél és meggynél a triakontanol a 2-5
ug/l koncentracié tartomanyban serkentette a hajtasképzodést, az ennél magasabb koncentracidknak
nem volt hatdsa. Reddy és mtsai (2003) vizsgalatai szerint a Capsicum frutescens és a Decalepis
hamiltonii esetében is az alacsonyabb koncentracid tartomany eredményezte a jobb szaporodast. Az
a tény, hogy a TRIA mdas-més koncentracioban volt hatékony a kiillonb6z6 novények esetében,
magyarazhaté a genotipus hatassal, a tenyészetek eltéré endogén hormon tartalmaval illetve az

alkalmazott taptalajok eltér6 hormon tartalmaval. Azokban a kisérletekben (Tantos, 2001),
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amelyekben két, kiilonb6z6 BAP tartalmu szaporitd taptalajhoz adtuk a triakontanolt, minden
esetben a magasabb BAP koncentracié mellett figyeltiik meg a triakontanol kedvez6 hatasat. Ez arra
utal, hogy a szaporodasi ratat a citokinin koncentraci6 emelte elsdésorban. Az alacsony TRIA
koncentraciok valosziniileg azért lehetnek hatékonyak, mert az explantitumok mar az extrém
alacsony mennyiségre is érzékenyen reagalnak (Biernbaum et al. 1988). Vagy a TRIA vagy a
bomlastermékei vagy egy madsodlagos messenger az ami gyorsan mozog a novényben ¢és
befolyasolja a szénhidrdt metabolizmussal kapcsolatos enzimeket (Ries és Houtz, 1983) és a
novekedési folyamatokat (Ries és Wert, 1977)

A korabban leirtakhoz hasonldéan (Sharma, 1995; Shukla et al., 1992; Srivastava és Sharma, 1991;
Bhattacharya és Rao, 1996; Kumaravelu et al., 2000) egyértelmiien kimutathatdé volt a ndvények
friss tomegére, fotoszintetikus teljesitményére €s altalanos produkcidjara gyakorolt kedvezd hatasa.
A szaporitasi fazisban a TRIA koncentracid ndvekedésével parhuzamosan a klorofill tartalom
folyamatos emelkedését tapasztaltuk mindharom vizsgalt ndvény esetében. Ugyanezt figyelték meg
Reddy és mtsai (2003) a Decalepis hamiltonii esetében is.

A gyokereztetési fazisban mar a legalacsonyabb TRIA koncentracidé is megndvelte a klorofill
tartalmat és az értékek gyakorlatilag nem nottek tovabb a magasabb koncentracid tartomanyban. A
fotoszintetikus apparatus miikodésére gyakorolt hatdsa nem volt ennyire egyértelmii, csupan
azokban az esetekben volt mérhetd kiilonbség, ahol a kontroll névények fotoszintézise valami miatt
nem miikddott teljes hatékonysaggal. A gerbera esetében, ahol a kontroll ndvények is jol mikodo
fotoszintetikus apparatussal rendelkeztek, a TRIA nem tudott emelkedést elérni a hatékonysagban.
Ezzel szemben a ’Malling Exploit’malna fajtanal, ahol a kontroll ndvények csokkent fotoszintetikus
aktivitast mutattak, a triakontanollal kiegészitett taptalajon nevelkedett novények fotoszintetikus
aktivitdsa kozelitette a normal értékeket. EbbOl az a kovetkeztetést lehet levonni, hogy habar a
TRIA nem képes a fotoszintetikus miikodés serkentésére, megodvhatja azt néhany karositd
tényezével szemben. Ez Osszhangban 4ll mas kutatok altal leirt eredményekkel (Shripathi és
Swamy, 1994; Rajasekaran és Blake, 1999) és fontos tényezd lehet, hiszen a mikroszaporitott
novények igen gyakran sériilt fotoszintetikus apparatussal rendelkeznek, ami jelentdsen megneheziti
az akklimatizacidjukat. Ha a TRIA képes a fotoszintetikus mitkédés megvédésére a karositd
tényezOkkel szemben, akkor a mikroszaporitott ndovények életképességét jelentds mértékben
megnovelheti.

Tapasztalataink alapjan a triakontanolt tovabbi kiprobalasra és felhasznaldsra ajanlhatjuk a
mikroszaporitott ndvények szélesebb korében. Kiilondsen indokolt lehet a haszndlata a nehezen
szaporithatd ndvényeknél, vagy olyan esetekben amikor a fotoszintetikus apparatus gatlasat
okozzak a nevelési koriilmények. Ugyancsak érdemes lenne kiprobalni a fotoautotrof tenyésztési

rendszerekben is.
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5.3. Folyadék alapu tenyésztési modszer: egyuj tipusi bioreaktor alkalmazasi lehetdségének
vizsgalata a szaporitas folyamataban

Ennek a kisérletnek egyik fontos célja volt az Gjonnan kifejlesztett, folyadék alapt tenyésztést
biztositd bioreaktor tesztelése. Ez a berendezés eltér a jelenleg hasznalatos, id6szakos bemerités
elvén milkodo rendszerektdl, mivel itt nem a folyadék szint mozog, hanem az explantaitumok
emelkednek-siillyednek, a reaktor henger mozgatasa soran. (Fari és mitsai.,, 2003.) A kezdeti
problémak kikiiszobolése utan a kisérleti eredmények egyértelmiien igazoltdk, hogy a berendezés
alkalmas akar kisérleti, akdr nagylizemi mennyiségli szaporitdoanyag eldallitasara és versenyképes a
jelenleg ismert TIS alapon miikddé rendszerekkel.

Célként thztiik ki tovabba annak vizsgalatat, hogy a bioreaktorban fejlodé ndvények
mennyiben térnek el a hagyomanyos mikroszaporitasbdl szarmazé egyedektdl. Igazolni kivantuk,
hogy az éltalunk alkalmazott rendszerben a folyadék alapt tenyésztés nem rontja a ndvények
mindségét ¢és tulélési esélyét. Korabbi mikroszaporitdsi tapasztalataink szerint mind az anandsz
mind a bandn jol szaporithaté all6 folyadék tenyészetben, de a folyadék boritottsag mértéke
jelentdsen befolyédsolja a mddszer eredményességét. Azokban az esetekben, amikor a folyadék
teljesen ellepte a ndvényeket, a szaporodas mértéke csokkent, hiperhidricitas 1épett fel. A legjobb
eredményt akkor kaptuk, amikor a folyadék csak vékony rétegben boritotta az edény aljat, ugy,
hogy csak a hajtasok teljes hosszanak 1/3-ad része allt benne (Mészaros, 1986, Mészaros és Molnar,
1988).

Jelen kisérleti munkank soran is bebizonyosodott, hogy az eltéré nevelési koriilmények
lényegesen befolyéasoljadk a tenyészetek fejlodését €s a ndvények mindségét. A legmagasabb
szaporodasi ratat és a legjobb mindségli hajtasokat minden novény esetében a levegdztetett
folyadékban torténd tenyésztés soran nyertilk. Eredményeink parhuzamba allithatok a vizsgalt
novényekkel kapcsolatban megjelent kozleményekkel.

Tapasztalataink szerint anandsz esetében a szaporodasi rata csaknem meghdromszorozodott a
levegbztetett hengerekben, az agaros kontrollhoz képest. Ennek megfeleléen a friss tomeg
novekedése is itt volt a legnagyobb mértékii. Nagyon hasonldé eredményekrdl szamoltak be
Escalona ¢és mtsai (1999). Harom kiilonb6z6 tenyésztési modszert (szilard taptalaj, folyadék kultira
¢s iddleges elarasztas) hasonlitottak 0ssze. Taptalajként az MS kozeget hasznaltak 2,1 mg/l BAP +
0,3 mg/l NES kiegészitéssel. Az id6leges elarasztasos modszerrel tenyésztett ndvények mutattak a
legnagyobb szaporitasi fokot, a masik két modszerhez viszonyitva 300 % -kal (folyadék kultura)
illetve 400 % -kal (szilard taptalaj) novekedett ez az érték. A friss tomeg adatok is ilyen mértékben
novekedtek, ugyanakkor a szarazanyag tartalomban nem volt kiilonbség a kétféle folyadékos
kezelés adatai kozott, ugyanugy, mint ahogy a mi eredményeink is mutattak. Ez talan magyarazhato

azzal, hogy a TIS rendszerben szaporodott ananasz ndvények levelei kisebbek voltak, mint a
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folyadékban szaporodottaké. Az igy eldallitott novények egyéb mindségi paraméterei is jobbak
voltak. Escalona ¢és mtsai (2003) vizsgalta a novények fotoszintetikus kapacitasat, és hozzank
hasonloan azt tapasztalta, hogy sem a klorofill tartalom, sem az indukcios kinetika értékei nem
kiilonboztek az agaros nevelés illetve iddszakos elarasztas koriilményei kozott. A szerzok egyenes
Osszefiiggés talaltak a tapkozeg mennyisége és a szaporodas mértéke kozott. A tenyészetenkénti
optimalis mennyiséget 200 ml-ben hataroztak meg. Mind az ennél kevesebb, mind a tobb kdzeg a
proliferaciés rata csokkenését eredményezte. Tapasztalataik szerint az elérhetd hajtasszdm
tekintetében a tenyészciklus optimalis hossza 7 hét, de az edény mérete miatt ekkor mar
Osszezsufolodnak és etiolalodnak a hajtasok.

Dey (2005) Growtek bioreaktorban - mely egy miianyag doboz €s benne egy lebegd és forgd
perforalt timaszték - mind all6 mind razogépen razatott izemmodban 0,6 mg/l BAP +0,2 mg/l NES
tartalmtl kozegen tenyésztette a Queen ananasz fajtat. Sajat talalmanyat a Life Guard rendszerrel
Osszehasonlitva majdnem haromszor (Life Guard) illetve huszonegyszer (rdzatva huszonharomszor)
annyi hajtast nyert, mint amennyi az agaros taptalajt tartalmazé tivegedényben fejlodott.
Firoozabady és Gutterson (2003) ugyanazt a tenyészedényt, egy 10 | térfogatii befbttes liveget
hasznaltak kiilonb6zd ,,izemmodokban”. Amikor az iiveg fiiggdlegesen allt, a tenyészetek
bemertiiltek a folyadékba és a leveg6t a folyadékba vezették be. Ekkor a hajtdsok 80 %-a
nekrotikussa valt és a szaporodasi rata is jelentdsen csokkent mind a szilard taptalajon nétt, mind az
idolegesen elarasztott tenyészetekhez képest. Tekintettel arra, hogy a legegészségesebb hajtasok az
edényben a folyadék tetején fejlddtek, egyértelmiivé valt, hogy az allandé folyadék boritottsag
okozta az emlitett tiineteket. Amikor az iiveget az oldalara fektették és idonként megforditottak, a
hajtasok mindsége Iényegesen javult, de a szaporodds mértéke nem volt kielégité. Legjobbnak
bizonyult a periodikus eldrasztds, amikor a tapfolyadékot egy masik, ugyanolyan edénybdl
atpumpaltdk a tenyészetekre, majd egy id6 utan visszaengedték. Ez az elrendezés az ,,iker-palack”
vagy PIB vagy TIB (elnevezés kérdése) rendszer, amit Escalona és munkacsoportja (1999) is
alkalmazott. Az eredmények szerint ebben a kezelésben jelentésen nétt a szaporodasi rata és a
hajtasok egészségesek, ¢lénk zdld szinliek voltak az egész id6 alatt. Mindegyik leirt folyamat
megegyezik abban -¢s mi is ezt figyeltilk meg- hogy a proliferacié soran létrejott hajtascsokor
majdnem gdmb alaku és a hajtasok egy kozponti régid koriil képzddnek. Az emlitett szerzok
tapasztalatai szerint a 6 cm-nél hosszabb hajtasok kozvetleniil kitiltethetok az tiveghéazba, a kicsinek
mindsiilé, 2-4 cm koriiliek azonban még tovabbi nevelést igényelnek. Firoozabady és Gutterson
(2003) szétvagtak a hajtascsokrokat és a hajtdsokat egyenként gyokereztették, vékony folyadék
rétegben talcan vagy dobozban, steril koriilmények kozott. Escalona és mtsai (1999) két 1épésben
készitették eld az akklimatizalast: el6szor gibberellin hozzaadasaval megnyujtottak a hajtasokat,

majd indukaltak a gyokeresedést, de a leirasbol nem deriil ki hogy egyenként vagy csoportosan
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kezelték a hajtasokat. Az iddleges v. periodikus elarasztas elvén miikodo reaktorok alkalmasak arra,
hogy egy tapfolyadék cserével, a hajtdscsokrok szétvagasa nélkiil, egy 1épésben indukalni lehessen
a gyokeresedést és hajtasmegnyulast.

A banan szaporitasara irdnyulo kisérletek sordn is bizonyitast nyert, hogy a folyadék alapt

tenyészet tipusa nagy mértékben befolyasolja az explantatumok fejlodését. Alvard és mtsai
(1993) immar uttéronek mindsiild kisérleteikben a Nalgene cég autokldvozhatd sziird egységeit
hasznaltak reaktor edényként. 20 napos tenyészidd utdn a harom kisérleti csoportban kiilonb6zd
szaporodasi ratakat mértek. Az 4ll6 folyadék kozegben és a celluldoz hordoz6 anyagon a tenyészetek
csak kis mértékben vagy egyaltalan nem szaporodtak, a szilard kdzegen, a részleges bemartasu ¢€s a
levegdztetett kezelésben 2,2-3,1 kozotti szaporodasi ratakat regisztraltak. Az idészakos elarasztés
eredményezte a legmagasabb (5,2) hajtasszamot. A folyadékba meriild hajtdsokra nekrotikus foltok
megjelenése ¢és a levelek hidnya - pontosabban ki nem fejlddése - volt jellemzd. Néhany apro levél
jelent meg a folyadékba mertild celluloz hordozon rogzitett hajtdsokon, a levegdztetett folyadékban
fejlodé ¢és az idOszakosan elarasztott hajtasokon a levelek kifejlddése normadlisan alakult. A
buborékosan levegdztetett folyadékban fejlodott ndvények kozott sok vizesedd, torékeny példanyt
talaltak. Ezek a ndvekedésbeli kiilonbségek arra utaltak, hogy az oxigén hidnya a {6 gatlo tényezo.
A szerzok elsoként alkalmaztdk az iddszakos elarasztas elvén miikodd szaporitasi modszert, ami
biztositja szovetek oxigén ellatasat a folyadékkal valdo meghatarozott idétartamu érintkezés kedvezd
hatasaival kombinalva.

A tenyésztés modszere (a tenyészet tipusa) mellett a kézeg mennyisége banan esetében is
befolyasolta a biomassza képzddését. Ziv (2002) dsszefoglaldja szerint 250 ml-es Erlenmeyer
lombikban, 50 ml kozegen 5,6 hajtast regisztraltak csomoénként, miianyag reaktor modulokban 2500
ml folyadékban ez az érték 15,1 volt. Ennek megfeleléen valtozott a novények friss tomege is.
Roels és mtsai (2005) munkdajaban a legmagasabb szaporodasi ratat a 30 ml kdzeg/inokulum
eredményezte.

Sajat kisérleteink egyelére nem terjedtek ki az ilyen irdnyu Osszefliggések vizsgalatara, az azonban
bebizonyosodott, hogy a levegdztetett bioreaktor hengerben kétszeres mennyiségii hajtas fejlodott a
szilard taptalajhoz viszonyitva, és a novények élettani paraméterei is kedvezdbben alakultak. Mind
a fotoszintetikus rendszer miikodésének adatai mind pedig a ndvények anatomiai vizsgalata igazolta
az autotrof életmodra valo attérést a leveglztetett idOszakos eldrasztasu tenyésztési eljarasban
(Mészaros €s mtsai, 2004b).

Az is egyértelmiivé valt, hogy a leveg0Oztetett folyadékos tenyésztés megnoveli a banan levelek
feliiletét és a levélnyelek hosszat. Roels és mtsai (2005) szintén ezt tapasztaltak. Feltehetden a tobbi
szerzd is, hasonld eredményre jutott, ezért kezdték vizsgalni kiilonbozé novekedésgatld anyagok

alkalmazasanak hatasat (Ziv, 1998; Escalona, 1999). Az ancimidol és a paclobutrazol egyarant
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alkalmasnak latszik a hajtdsok méretének csokkentésére, anélkiil, hogy a szaporodasi ratat
befolyasolna. A kezelés utdn a novények hormon mentes kdzegben 3-4 hét alatt megnyulnak,
meggyokeresednek és normalisan akklimatizalhatok. A miniatiirizalas eredményeként ndvelhetd az
edényenkénti inokulum szadm, igy a kihozatali ardny is, ami tomeges szaporitds esetén fontos
koltségesokkentd tényezo lehet.

Hosta esetében nem rendelkeztiink elézetes pozitiv tapasztalatokkal a folyadék kézeg hatasait
tekintve, ezért a kisérletek elsd fazisaként a szokdsosan haszndlt bébiételes livegben kiprobaltuk a
felontéses modszert és a vékony filmréteg alkalmazasat. A szaporodasi adatokat nem regisztraltuk,
de a folyadék karos hatdsait nem tapasztaltuk. A reaktoros kisérletekben egyértelmiien
bebizonyosodott hogy a Hosta novények joval érzékenyebbek az oxigén hidnyra, mint a masik két
vizsgalt novény. A csak forgatott hengerekben ugyanis, bar a szaporodési rata nem csokkent, a
fotoszintetikus képességet jellemzd paraméterek rosszabb értékeket mutattak, mint akéar az agaros,
akar a levegoztetett tenyészetek esetében. A levegds tenyészetekben kétszeresére nétt a hajtasok
szdma ¢€s ezzel parhuzamosan a friss tomeg is. A fotoszintetikus pigment tartalom és az indukcios
kinetika mért adatai a szilard tenyészetekéhez hasonléan alakultak, a normalis értékeket mutatva.
Ezzel szemben a csak forgatott tenyészetekben mind a klorofill tartalom mind az indukcids kinetika
alacsonyabb értékeket mutatott (Mészaros és mtsai, 2004a). Megfigyeléseinket az anatomiai
vizsgalatok is meger0sitették, csak a levegdztetett folyadékbol szarmazd névények mutattdk az
autotrofidra valo attérés jeleit. Ezek a funkcionalis valtozasok elengedhetetlen feltételei az
akklimatizaci6 sikerének. Napjainkig egyediil Adelberg (2005) szadmolt be kiilonbozd Hosta fajtak
folyadékban torténd tenyésztésérol. Az altaluk kifejlesztett berendezés, melyet szabadalmaztattak is,
a vékony rétegli folyadék és a razatds elonyeit kombindlja. A tenyészeteket nagy szdgletes
edényekben nevelték, specialis rdzd polcon. Az idonkénti mozgatds valamint a folyadék vékony
rétege biztositotta, hogy az inokulumok mozogni tudtak, nem ugyanabban a helyzetben mertiltek
allanddan a folyadékba. Ez a tenyésztési mod minden esetben jobb szaporodast eredményezett, mint
a szilard kozeg a bébiételes livegekben.

Mindazon eldny0k, amelyek a bioreaktorok alkalmazédsanak kiszélesitése mellett szolnak, az
altalunk vizsgalt rendszerben is megnyilvanultak. A rendszer lehetévé teszi nagy tomegii
novényanyag kis felilleten torténd elhelyezését. A ndvények folyamatos érintkezése a
tapanyagokkal felgyorsitja a fejlodést és javitja a szaporitas hatasfokat. Ezzel egyiddben a légcsere,
a folyamatos oxigén ellatottsag kedvezden befolyasolja a ndvények fotoszintetikus tulajdonségait és
szoveti felépitését, igy a ndvények gyorsabban térnek 4t az autotréf életmodra és konnyebben
akklimatizalhatok.

A kisérletek eddigi idészakéaban korlatozott szamban alltak rendelkezésre a reaktor hengerek,

ezért csak az alapvetd vizsgalatokat végeztiik el. A technologiak fejlesztése érdekében a
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tovabbiakban érdemes lenne figyelmet forditani arra, hogy megallapithassuk, az egyes novények
esetében mennyi az az optimalis folyadék mennyiség és elarasztasi id0, ami a legjobb szaporodast
¢és mindséget biztositja. Sziikséges lenne hosszl tdvon nyomon kdvetni, hogy hany tenyészcikluson
keresztiil szaporithaté a ndvényanyag anélkiil, hogy a szaporodas mértéke csokkenni kezdene. A
berendezés nagyiizemi hasznositdsdhoz biztositani kell olyan vagy akkora steril munkateret, amely
a tovabbszaporitas soran egyszerre teszi lehetdvé a hengerek elhelyezését, a folyadékkal valo
feltoltést és a novényanyag manipuldlasat. Ez a jelenleg hasznélatos laminaris boxokban nehézkes,

¢s a sziik hely miatti esetleges fertdzésveszEly is fennall.
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6. OSSZEFOGLALAS

6.1. Kiilonb6z6 citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzodés folyamataban

Az in vitro szaporitas soran a megfelelé mennyiségii kiindulé anyag eléallitasa érdekében a
hajtastenyészetek l1étrehozasahoz egyes esetekben sziikséges felhasznalni az anyandvény minden
részét, kihaszndlni a levél vagy szar szovetek regeneracios képességét. A hajtasképzddés folyamatat
az adott genotipus sajatossdgai mellett alapvetden az alkalmazott ndvekedésszabalyozd anyagok,
elsdsorban a citokininek tipusa és mennyisége befolyasolja.

Kisérleti munkank egy lagyszara - Atropa belladonna PN 06 jelii klonja - és egy fas névény
- Populus alba ’Silver’ tipus - morfogenetikus képességének felderitésére iranyult. Kiilonb6zo
citokininek hatasat vizsgaltuk a hajtadscstucsbol, valamint levél-, levélnyél-internddium- és gyokér
darabokbdl torténd hajtasindukcid folyamatéaban.

A téaptalajok Atropa hajtascstcs kultarakban kinetint, 2iP-t és és BAP-ot tartalmaztak, 0,5;
1,0 és 2,0 mg/l koncentracioban. A tobbi ndvényi rész esetében 1,0, 2,0, és 5,0 mg/l BAP-ot ill. 2, 5,
¢s 10 mg/l KIN-t adtunk az alaptaptalajhoz, mindkét citokinin mellett 0,2 ill. 1,0 mg/l IES-sel. A
gyoOkérdarabokbol torténd regeneracios kisérletekhez 0,5 mg/l NES-t ill. IES-t, valamint 1,0 mg/l
BAP + 0,1 mg/l NES-t tartalmazo6 kozegeket hasznaltunk.

Eredményeink szerint az Atropa belladonna hajtascstics tenyészeteiben a kinetin nem, de a
BAP ¢és a 2-iP egyarant elOsegitette a hajtasképzddést, az elébbi 0,5-2 mg/l, az utdbbi 2 mg/l
koncentracioban. A kiilonb6zé szomatikus szovetekbdl torténd hajtasindukci6 BAP hatasara
kovetkezett be, 1-5 mg/l koncentraci6 tartomanyban. Az egyes explantatumokon fejlodott hajtdsok
szdma 2-3 kozott valtozott, de a hajtdsszam és a BAP koncentracié kozott nem taldltunk
Osszefliggést. A levéldarabokon bekdvetkezd regeneracido mértékét az explantdtumok polaritasa és
orientacidja nem befolyasolta. Gyokérdarabokbdl a hajtasregeneracio citokinin alkalmazasa nélkiil,
csak auxint tartalmazdé taptalajon is bekovetkezett, citokinin jelenlétében azonban rovidebb 1d6 alatt
tobb hajtas képzodott.

Populus alba hajtascsucs tenyészeteiben a BAP és 2-iP (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg/l) valamint a
zeatin (0,1; 0,2; 0,5; 1,0 mg/1) hatasat vizsgaltuk. A szomatikus szdvetek tenyészeteiben TDZ-t
(0,05, 0,1; 0,25; 0,5 mg/1) 1s alkalmaztunk.

A hajtascsticsbdl illetve ndduszbol torténd hajtasképzddés folyamatiban a BAP bizonyult a
leghatékonyabbnak, a legtobb hajtas a legalacsonyabb vizsgalt koncentracio mellett képzddott. A 2-
iP csak az 1 mg/l koncentracidban, a zeatin pedig egyaltalan nem volt hatdsos. Ezzel szemben
internddium- ¢és levél darabokon a zeatin jelentdsen feliilmulta a tobbi citokinin hatasat. A legtobb
hajtds mindkét explantdtum tipusnal a 0,5 mg/l koncentracido mellett képzddott. A levéldarabok
esetében a regeneracid mértékét befolyasolta a polaritas is. A legjobb regeneracios képet a levélvall
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darabok mutattak, ezt kovették a levél kozéprész, majd a levélcsucs darabok hajtasszdmai. A TDZ
sok apro hajtas, vagy inkabb levélcsokor képzddésé eredményezte, amelyek a késébbiekben még
hormon mentes kdzegen sem nyultak meg, igy tovabbi szaporitdsra nem voltak hasznalhatok. A
gyOkér darabokon torténd regeneraciot egyik citokinin sem tudta eldidézni.

Eredményeink alapjan mindkét novény esetében kidolgozhatd egy hatékony regeneracids rendszer,

mely akar a tomegszaporitas, akar a genetikai manipulacios kisérletek céljaira felhasznélhato.

6.2. A triakontanol alkalmazasi lehetéségének vizsgalata kertészeti novények
mikroszaporitasaban

Az utobbi években tobb, a novényekben megtalalhaté természetes anyagrol
bebizonyosodott, hogy ndvekedésszabalyzo hatassal is rendelkeznek. Ezen tulajdonsdguk miatt
indokolt lehet felhasznalasuk az in vitro szaporitds folyaman is, a szaporitas hatékonysaganak
novelése érdekében. A triakontanol egy egyenes szénlancu primer alkohol (CH3(CH,),sCH,OH),
melyet eldszor Ries és munkatarsai irtak le, mint a lucerna epikutikularis viaszanyagainak
alkotorészét. Azdta szamos kisérletben bizonyitottdk ndvényi ndvekedést serkentd hatasat tiveghdzi
vagy szabadfoldi kultirdkon, allomanyban. A kisérletek szinte egybehangzé eredményei alapjan a
triakontanollal tortént kezelés hatasara felgyorsult a novekedés, javult a virdgképzés, sok ndovénynél
magasabb terméseredményt értek el. Emellett a novények élettani sajatossagait is kedvezden
befolyasolta, szinte minden esetben megemelkedett a klorofill tartalom, a ndvények friss €és szaraz
tomege, valamint a fotoszintetikus aktivitasuk is.

Munkacsoportunk elséként bizonyitotta a triakontanol ndvekedésserkentd hatasat citromfii
(Melissa officinalis), valamint alma és meggy alanyok in vitro szaporitasa soran. Ezen eredmények
alapjan indokoltnak lattuk a TRIA alkalmazési lehetdségének vizsgélatat kiterjeszteni tovabbi
novények mikroszaporitasara is.

Jelen munkénkban kisérleti objektumként harom, gazdasagilag jelentds kertészeti novény, a
malna (Rubus idaeus), gerbera (Gerbera Jamesonii), és a sparga (Asparagus officinalis) egy-egy
fajtajat valasztottuk A kisérletek bedllitdsa soran minden vizsgélati ndvénynél azonos elvet
kovettiink. A triakontanolt, 2, 5, 10 ill. 20 pg/l koncentracioban adtuk a taptalajokhoz. A szaporitasi
fazisban az illetd ndvényfaj szamara kedvezd citokinin/auxin tartalmu, elézetesen mar alkalmazott
szaporito taptalajokat hasznaltunk, a kovetkezok szerint: malna 0,5 mg BAP + 0,1 mg IVS; gerbera
3 mg KIN + 0,1 mg IVS; sparga 2 mg KIN + 0,2 mg NES 1 liter taptalajban. A gydkereztetési
fazisban novekedésszabalyzo anyagokat nem tartalmazd kozeghez adtuk a triakontanolt, hogy
onmagéaban vizsgalhassuk ugyanezen koncentraciok hatdsat. Alaptaptalajként minden esetben a

Murashige-Skoog formulat hasznaltuk.
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A kisérletek kiértékelésekor vizsgaltuk a tenyészetek novekedési paramétereinek - hajtasszam,
hajtashossz, gyokérszam, gyokérhossz - alakulasat, valamint tomeggyarapodasuk mértékét. A
novények klorofill tartalmanak és fotoszintetikus aktivitasdnak mérését is elvégeztiik.
Eredményeink bizonyitottak, hogy névényfajonként valtozéo mértékben, de minden novény esetében
pozitiv hatast volt a triakontanol alkalmazasa. A szaporitasi fazisban szignifikdnsan megnovelte a
hajtasok szamat. Malna esetében a legmagasabb (20 pg/l) koncentracié eredményezte a legtobb 1)
hajtas fejlodését, gerberandl az 5 és 20 pg/l kozotti tartomany egyforma hatékonysaginak
bizonyult. Ezzel szemben a sparga tenyészetekben a 2 pg/l TRIA fejtett ki serkentd hatast, és az
ennél magasabb koncentraci6 tartomanyban mar nem volt tovabbi novekedés. A hajtasok hossza
egyik novény esetében sem valtozott jelentdsen. A ndvények friss tomege esetenként novekedett, ez
részben a megnovekedett hajtasszdmnak, részben a triakontanol hatdsdra néha bekovetkezd
kalluszosodasnak volt kdszonhetd.

A gyokeresedési folyamat soran mind a gyokeresedés aranya, mind a ndvényenkénti
gyokérszam ndvekedett, ennek kovetkeztében a ndvények friss tomege is nétt a kontrollhoz képest.
Malna esetében a legtobb gyokér fejlodését a két legmagasabb (10 és 20 pg/l) koncentracio idézte
el6. A gyokerek hossza is novekedett. Gerberandl mar a legalacsonyabb koncentracidban is
szignifikansan megnott a gyokérszam, a gyokérhossz lényeges valtozasa nélkiil. A sparga
tenyészetek gyokeresedését tekintve szintén a 2 ug/l TRIA koncentracio volt a legkedvezdbb.

A novények fotoszintetikus rendszerét is kedvezOen befolyésolta a triakontanol. Mind a
szaporitds, mind a gyoOkeresedés fazisaban jelentésen megemelkedett a klorofill tartalom mar a
legalacsonyabb TRIA koncentracié hatasara is, €s tovabbi lényeges nOvekedést a magasabb
koncentraciok nem okoztak. Kivétel a malna, amelynél a levelek klorofill tartalma a szaporitasi
fazisban folyamatos emelkedést mutatott ¢s maximumat a legmagasabb TRIA koncentracional érte
el.

Eredményeink a jelen munka soran is azt igazoltdk, hogy a triakontanol eredményesen
hasznalhato kiilonb6zé ndvények mikroszaporitasa soran. Minden esetben sziikséges azonban az
aktiv koncentracio tartomany megallapitdsa, mert ez a ndvényfajtol, és az alkalmazott taptalajtol

fiiggden valtozhat az egyes novekedési fazisokban.

6.3. Folyadék alapu tenyésztési mdédszer: egy 1j tipusu bioraktor alkalmazasi lehetoségének
vizsgalata a szaporitas folyamataban

A mikroszaporitads folyamata szubkultirdk sorozatabol all, azaz a ndvényanyagot 4-6 hetes
periodusonként helyezik at friss taptalajra. A novények ezen id6 alatt felhasznaljadk a kozeg
tapanyagtartalmat ¢€s a szovettdmeg gyarapodasa miatt ki is ndvik a tenyészedényt. A kultarak

feldarabolasa ¢€s atiiltetése a legiddigényesebb 1épése a folyamatnak €s a legtobb emberi munkat
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igényli. A nagyszdmu, kis méretli tenyészedény tisztitasa, Gjratoltése, mozgatasa szintén munka €s
1doigényes feladat.

gy érthetd, hogy a technologiai fejlesztés olyan modszerek kidolgozasara iranyult, amelyek
segitségével csokkenthetd az explantditumok egyedi kezelése, és ndvelhetd a tenyészedények
mérete. A 1éptéknovelést és a megfeleldé mindségli novényanyag eldallitasat tobbek kozott a
kiilonbozd bioreaktor tipusok kialakitasa €s benniik a kornyezeti feltételek lehetséges optimalizalasa
tette lehetdvé. Kisérleti munkénk sordn egy uj tipusu bioreaktor (Revert Rotary Reactor, 3R
System) mitkddését teszteltiik a szaporitasi folyamat soran.

Kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a kivalasztott névények esetében milyen hatassal jar a
folyadékban torténd tenyésztés, illetve, hogy az eljaras alkalmas lehet-e nagy tomegii ndvényanyag
egységes kezelésére.

Kiilonbozd tenyésztési modszereket hasonlitottunk ssze. Az egyik kezelésben a novények
zart rendszerben, csak a tapoldattal vagy a henger levegdjével érintkeztek, a masikban steril levegd
bejuttatasaval rendszeres légcserét biztositottunk. Kontrollként a szilard téptalajon, fémtetdvel
lezart bef6ttes livegben nevelt tenyészetek szolgaltak.

Harom novényfajtat: egy tarka levelii Hosta tokudama-t, egy banan (Musa nana “Dwarf
Cavendish”) és egy ananasz (Ananas comosus “Lucidus”) fajtat vontunk be a vizsgalatokba.

A tapkozeg minden kezelésben azonos volt: banan €és ananasz esetében az MS alapkozeget
hasznaltuk 1 mg/l BAP ¢és 0,1 mg/l1 IVS ill. 0,25 mg/l BAP ¢s 0,1 mg/l IVS kiegészitéssel. A Hosta
esetében 2 MS kozeget hasznaltuk szaporitd taptalajként 3 mg/l kinetin + 0,1 mg/l IVS
kiegészitéssel.

A 30 napos tenyészciklus végén a kiilonb6zé novekedési paraméterek — hajtasszam,
hajtashossz, tomeggyarapodas — alakuldsat jegyeztiik fel. A ndvények élettani allapotanak
jellemzése érdekében a fotoszintetikus jellemzoiket, a klorofill tartalmat és a klorofill
fluoreszcencia indukcios kinetikdjat vizsgaltuk. A fotoszintetikus aktivitds valtozasat infravords
gazanalizator segitségével kovettik nyomon. A levelek szoveti felépitését pasztazd
elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk.

A kisérletek értékelése soran arra kerestiik a valaszt, melyik modszer eredményezi a
legmagasabb szaporodasi ratat azaz a tenyészetenkénti legnagyobb hajtasszamot valamint, hogy
milyen koriilmények kozott allithatok elé olyan hajtasok, melyek mindségiik €s élettani allapotuk
alapjan a gyokereztetésre, majd az akklimatizaciéra leginkabb alkalmasak.

Eredményeink alapjdn mindharom ndvény esetén a levegd befuvassal kombinalt iddszakos
elarasztds modszere bizonyult a legjobbnak. Osszességében elmondhatd, hogy a kontroll
tenyészetekhez képest szignifikdnsan megemelkedett a hajtasszam a levegdztetett hengerekben. A

csak forgatott hengerek tenyészeteiben is javult a szaporodasi rata, de a kontrollhoz képest itt nem
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talaltunk szignifikdns kiilonbséget. A hajtasok hossza jelentdsen nem valtozott az egyes
kezelésekben, kivéve a banant, ahol a ndvekedés inkdbb a levél hossziusagaban nyilvanult meg, nem
a hajtastengely megnyutlasaban. Hosta esetében is megfigyeltik a levéllemez feliiletének
novekedését a folyadék kultarakban. A hajtascsokrok friss tomegének novekedésében is hasonld
tendencia volt megfigyelhetd, bar ezzel nem allt mindig parhuzamban a szdrazanyag tartalom
novekedése. Mivel ennek adatai csak kis mértékii eltérést mutattak az egyes kezelésekben, arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a friss tomeg gyarapodasat a folyadék felhalmozodasa okozta, nem
pedig a tapanyagoké. A ndvények fotoszintetikus tulajdonsagait tekintve is kiilonbségeket talaltunk
az egyes kezelésekbdl szarmazd mintdk kozott, a levegdztetett hengerekben megemelkedett a
levelek klorofill tartalma. Hosta esetében mind a klorofill tartalom, mind a fluoreszcencia indukcios
kinetika értékeinek jelentds csdkkenését mértiik a zart hengerben fejlodott levelekben. Ez arra utal,
hogy ebben a rendszerben a fotoszintetikus apparatus gatlast szenvedett. Az indukcids kinetika
Fv/Fm értékei a masik két novény esetében 07-0,8 koriil mozogtak, ami az in vivo ndvények
esetében mért szokdsos érték. A ndvények anatomiai sajatossagai szempontjabol szintén
kedvezdének bizonyult a levegdztetett folyadék kultira, a mikroszkopos felvételek tanusaga szerint.
a levelek szoveti felépitése az in vivo novényekéhez hasonld képet mutatott, szemben a kontrollal.
Az agaros kozegen fejlodott banan novények leveleiben intenziv 1égzést mértiink. Ezzel szemben a
szelldztetett hengerek folyadék kozegében fejlodott bandn novények fotoszintetikus aktivitasa mar
kialakult, intenzitasa feliillmulta a 1égzését. A levelek szovettani képe a hiperhidratacio tiineteit - az
oszlopos parenchima hidnya; nagy, nyitott sztomak; vékony epidermisz réteg - mutatta a zart
rendszerben fejlédott ndvények esetében. Ezzel szemben a vastagabb epidermisz; a miikodo, zart
sztomak; az epikutikularis viaszanyagok megjelenése a levegdztetett hengerben fejlodott novények
levelein arra utal, hogy ezek a novények kozelebb allnak az autotrof allapothoz. Ezt a tapanyagok
jobb felvehetdségével illetve a folyamatos légcsere lehetdségével magyardzhatjuk, hiszen a
tapkozegek Osszetételén nem valtoztattunk.

Eredményeink 0sszefoglalasaként elmondhato, hogy rendszeriinkben a levegoztetett folyadék
hatékony tapanyag felvételt és megfeleld 1égeserét tesz lehetové. Ezaltal a novekedés feltételei

kedvezdbbek, jelentdsen megnd a szaporoddsi rata és jo mindségli ndvények allithatok eld.
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7. SUMMARY

7.2. Application of triacontanol in the micropropagation of horticultural plants

Int he last years it became evident, that different substances, occurring naturally in plants,
are exhibiting growth regulator effects. These properties make it reasonable to test them in the
conditions of in vitro systems, in order to increase the efficiency of propagation.
Triacontanol (CH3(CH;),sCH,OH), a long-chain aliphatic alcohol was found in 1933 (Ries et. al.)
as a part of the epicuticular waxes of alfalfa. Since then, its growth regulating effect have been
shown in several greenhouse and field experiments and a number of attempts were made to clarify
its mode of action as well. However, up to now no final explanation was found for its wide range of
effects. Almost without exception the plants treated with triacontanol had better growth rates and
yield, had higher chlorophyll content, elevated fresh and dry weights and photosynthetic activity.
Growth stimulating effects of triacontanol in the micropropagation process of Melissa officinalis
and fruit rootstocks had been demonstrated at first by our group. Based on the positive results, we
deciced to explore its application to other horticultural plants as well.
In the present experiments raspberry (Rubus idaeus), gerbera (Gerbera Jamesonii), and asparagus
(Asparagus officinalis) plants served as objects of investigations. Murashige-Skoog medium (1962)
was used supplemented with 0,5 mg/l BAP + 0.1 mg/l IAA in the case of raspberry, 3 mg/l KIN +
0,1 mg/l IBA in the case of Gerbera, and 2 mg/l KIN + 0,1 mg/l NAA for Asparagus in the
multiplication phase. Basal medium without plant growth regulators was applied in the root
induction phase, in order to test the effects of TRIA when applied alone. Both the multiplication and
rooting media were supplemented with 0, 2, 5, 10 and 20 pg/l triacontanol.
For evaluation of the experiments growth parameters like as number and length of shoots and roots
was recorded, fresh mass, dry weight and chlorophyll content of the plants was measured after four
weeks of culture.
Our results demonstrated, that, although in a different degree, triacontanol exhibited a positive
influence in the case of all plants. Due to its effect, the number of shoots increased significantly in
the multiplication phase. In raspberry cultures most of the new shoots developed at the highest (20
ug/l) triacontanol concentration. In case of Gerbera all concentrations in the range of 5-20 ug/l
proved to be stimulatory. In contrast, the lowest (2 pg/l) concentration of triacontanol enhanced
significantly the total shoot number of asparagus. Higher concentrations up to 20 pg/l did not give
any further increase. The length of shoots was not influenced by the treatments. Rise in the fresh
weights was recorded in some cases, due to the elevated shoot number and development of callus.
In the rooting phase a stable elevation of both the proportion of rooted plants and the number of
roots per plantlet was registered in all treatments. The rate of root induction in raspberry cultures
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was the highest on media supplemented with 10 and 20 pg/l triacontanol. In case of Gerbera
significant increase of root number was evident even at the lowest TRIA concentration. The number
of roots of Asparagus was significantly enhanced by 2ug/l triacontanol too and the higher
concentrations did not result any further increase.
Photosynthetic system of the plants was positively influenced by the triacontanol treatments. A
significant increase of chlorophyll content of Gerbera and Asparagus plants was registered both in
the multiplication and the rooting phase even at the lowest concentration. In case of raspberry leaf
chlorophyll content increased continuously and reached its maximum at 20 pg/l.

Results of the present work clearly demonstrate, that triacontanol can be effectly applied in
the micropropagation of different plants. However, it is necessary to determine the optimal
concentration range, because it can be different depending on the plant species and nutrient media

applied in the certain growth phases.

7.3. Liquid culture system: trials with a novel type bioreactor in the propagation process

Plant micropropagation involves periodic transfers of plant material to fresh media, after
subcultures of 4-6 weeks, due to exhaustion of the nutrients in the medium and also because of
continuous tissue growth and proliferation, which is rapidly limited by the size of the culture
container. Cutting and planting represents the most time- and labour consuming part of the process.
The cleaning, filling and handling of a large number of containers is also laborious. Therefore
technology development have been focused to diminish individual handling of the plants and to
grow the size of containers. The construction of scaled-up liquid bioreactors made it possible to
automate procedures together with improving the quality of plants. In our experiments the operation
of a new type of bioreactor, called Revert Rotary Reactor (3R) have been tested.

The aim of the work presented here was to investigate the effect of culture conditions on
Hosta, Ananas and Musa as model plants cultivated in different systems, thus to prove the
usefulness of our bioreactor in the micropropagation process.
Three different culture systems were compared. In one treatment plantlets were grown in a closed
reactor modul without the change of internal air, while in the other treatment active ventillation was
provided by pumping filter-sterilized air into the modul. Cultures grown on the usual solid
multiplication media in small containers were considered as control.
The nutrient media were the same in all treatments. Hosta plantlets were propagated on 2 MS
media with 3 mg/l kinetin. The culture media consisted of the MS formula with the addition of 1
mgL"' BAP + 0.1 mgL" IBA for shoot multiplication in case of banana,. and 0.25 mgL"' BAP + 0.1
mgL " IBA for propagation of Ananas.
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After a 30 days growth-cycle the parameters of growth, e.g. number of shoots in the cluster, length
of shoots, fresh and dry weights were recorded. In order to determine the physiological status of the
plants, photosynthetic characters like chlorophyll content and data of chlorophyll fluorescence
induction kinetics were analyzed. Changes in photosynthetic activity were monitored by Infra Red
Gas Analyser. The anatomical structure of the leaves was investigated by scanning electron
microscope.

Our results showed, that growth parameters were positively influenced by the liquid media.
The number of shoots in the clusters increased significantly in the case of plants grown in the
aerated vessel. An increase of the multiplication rate was registered in the cultures grown in the
closed vessel too, but the differences were not significant compared to the coltrol. No differences
were found concerning length of the shoots except banana, but this deviation was caused more by
the increase in the leaf size rather than in elongation of the shoot axis. Leaf area of Hosta shoots
increased too int he liquid media. All of these changes were followed by the increase of fresh and
dry weights. However data of dry matter content showed a wery small deviation between the
treatments. It seems that the elevated biomass production is caused rather by the absorption of
liquid than the increased accumulation of nutrients.
Differences were found in the photosynthetic characters between plants from the different
treatments. The chlorophyll content was higher in the aerated vessel than in the other treatments. In
case of Hosta clorophyll content and data of fluorescence induction kinetics were much lower in the
closed system than that of the normal value. This shows that there is a certain inhibition in the
function of the photosynthetic apparatus. Values of Fv/Fm ratio measured in the leaves of Ananas
and banana in all treatments showed a level of 0.7-0.8 that is very close to the normal level of the in
vivo plantlets. No photosynthetic activity but intensive respration was detected in banana plants
grown on agar media. In contrast photosynthesis of plants grown in ventillated liquid has already
evolved, its activity exceeded respiration.
Analysis of the leaf anatomy showed symptoms of hyperhydration (lack of palisade parenchyma,
spongy mesophyll cells, large stomatas, thin layer of epidermis) in the case of plants cultured in the
closed reactor modul. In contrast, the thicker epidermis, the functioning stomatas and the beginning
of excretion of epicuticular waxes showed that the plants grown in the ventillated modul are much
near to the autotrophic state. All the differences mentioned above suggest that the permanent
ventillation and the absorption of nutrients from the liquid media are resposible for the favourable
effects.
As a summary, we can conclude that our system allows an efficient nutrient uptake and a good
aeration in the same time, thus provides good growing conditions and makes it possible to achieve

high multiplication rate of good quality plants.
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