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A MUNKA ELOZMENYEIL KITUZOTT CELOK

Bevezetés

A mikroszaporitds kifejezés Iényegében egy tobb, egymast kovetd 1épésben
megvalosuld technoldgiai folyamatot jeldl, melynek célja, hogy egy vagy tobb kivalasztott
anyanoveénybol tetszdleges szamu utodot allitsanak el6 in vitro koriilmények kozott. Az tizemi
méretekben miikddd technologidk természetesen hosszas kutato-fejleszté  munka
eredményeként alakultak ki. A 70-es, 80-as években a kutatdsok a steril tenyésztés
modszertananak kidolgozasdra, a gazdasagilag jelentds novényfajok/fajtdk szaporitdsba
vételére iranyultak. Ennek keretében a kiilonb6z6 taptalajok kifejlesztése, a
novekedésszabalyozd anyagok hatasanak vizsgalata, a genotipus és kornyezeti tényezok
kolesonhatasanak kérdései kertiiltek eldtérbe. A 90-es évek elejétdl a technoldgiai fejlesztés, a
1éptékndvelés lehetdségeinek vizsgélata felé fordult a figyelem. A kutatas f6 iranyai a
ndvényanyag mindségének javitdsat, a tenyésztés kornyezeti feltételeinek lehetséges
optimalizalasat, ezzel a szaporitasi folyamat hatékonysaganak novelését és az eldallitasi
koltségek csokkentését foglaltak magukban. Altalanossdgban elmondhaté hogy ezen a
tudomanyteriileten a kutatds és a gyakorlat szoros kolcsonhatdsa viszi eldre az ismeretek
boviilését: a kutatds a gyakorlat altal felvetett problémakra keres megoldast és viszont, a

kisérletes munka eredményei az iizemi szaporitasban realizalodnak.

A problémak felvetése és a kisérletek célja

1. A mikroszaporitds folyamata a kiinduld6 ndvényanyag tobb egymast kovetd
tenyészciklusban torténé megsokszorozasa, citokininek altal eléidézett folyamatos
hajtasképzidés utjan. Az egyes citokinineknek a névényekre gyakorolt hatasa eltérd lehet, a
citokinin tipusa, koncentracidja, a novény genotipusa, a tenyészetbe vont szovetek kora,
¢lettani allapota mind befolyasolod tényezOk. Egy adott ndvényfaj vagy fajta szaporitasba
vétele elbtt célszerli megallapitani, hogy melyik az a citokinin amelynek alkalmazéisa a
legtobb 1) hajtas képzodését idézi eld a tenyészciklus folyaman hajtascsucsbol vagy a novény
mas szoveteibdl kiindulva

Munkank elsé iddszakdban a citokininek hatasat vizsgaltuk a hajtasképzddés
folyamataban két eltéré novekedési tipust novény: a lagyszart Atropa belladonna, mely
fontos gyogynovény és a diszité értéke valamint faja miatt értékes fehér nyar (Populus alba)

tenyészeteiben.



Kisérleteink soran arra a kérdésre kivantunk véalaszt kapni, hogy a kiilonb6zo
citokininek milyen mértékben képesek a hajtasképzodést eldidézni és ezzel javitani mind a
szaporitds, mind a regeneracid hatasfokat.

Ezzel parhuzamosan arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy a novények kiilonb6z6
szomatikus szoveteiben lehet-e hajtasképzodést kivaltani, illetve, hogy mely szovetek

alkalmasabb leginkabb a hajtasindukciora.

2. A mikroszaporitasi technoldgiak rutinszeri alkalmazédsa sordn, az lizemi gyakorlatban
bebizonyosodott, hogy a novekedésszabalyz6 anyagok mennyiségének novelése, ill. a magas
koncentraciok folyamatos alkalmazédsa egy id6 utdn nem emeli a szaporodasi ratat, sot a
ndvényanyag mindségének leromlasdhoz vezet. Ezért komoly érdeklddésre tarthat szdmot
minden olyan mddszer, amely a szaporitasi folyamat hatékonysagat noveli, akar azzal, hogy a
kihozatali aranyt emeli, akdr azzal, hogy a ndvényanyag mindségét javitja, lehetové téve ezzel
a jobb tulélési arany elérését. fgy fordult a figyelem kiilonboz6 természetes anyagok felé,
melyeknek a ndvények novekedésére gyakorolt pozitiv hatasat szabadfoldi kisérletekben mar
igazoltdk. Munkacsoportunk az els6k kozott kezdte vizsgalni a triakontanol hatasat a
mikroszaporitas sajatos koriilményei kozott. Citromfiivel, majd gyiimolcs alanyokkal végzett
kisérleteink sordn minden esetben a triakontanol pozitiv hatdsait tapasztaltuk. Ezen
eredmények ismeretében dontottlink a munka tovabbfolytatdsa mellett, annak érdekében,
hogy tovabbi — gazdasagilag jelentds - novényfajokon is vizsgalhassuk a triakontanol hatésait.

A triakontanol hatdsdnak vizsgalata soran azt kivantuk megéllapitani, hogy a szer
alkalmazasa hogyan valtoztatja az egyes ndvények novekedési és élettani tulajdonsagait.
Mivel a szaporitas folyamata ténylegesen két fazisra, a felszaporitasra majd a gyokereztetésre
kiilonithetd el, célul tiiztik ki, hogy mind a hajtas- mind a gyokérfejlodés folyamatdban
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.

3. Napjainkban a mikroszaporitas tovabbi térhoditdsa csak a koltségek csokkentésével
képzelhetd el. Erre szolgaltat lehetdséget az automatizalds, melynek kiilonb6z6 megoldasait
intenziven vizsgaljak. Az Uj technologidk alkalmazasahoz idedlis eszkoéz a folyékony

taptalajok alkalmazasa. Az elmult évtized intenziv kutatdsai nyoman sokféle, kiilonb6zo elven



miikodo bioreaktort fejlesztettek ki, melyek koziil tobb ma mar szabadalmi oltalom alatt all.
Ehhez 0j edényeket, ) berendezéseket is kellett kialakitani. Ezen berendezések legtobbjének
miikodése az iddleges elarasztas elvén alapul, azaz a tenyészetek nem éllanddan, vagy nem
teljes feliiletiikkel meriilnek a folyadékba. A tenyészedényekben a folyadékot kezdetben csak
forgattak vagy kevertették, késobb a steril levegd bevezetését is megoldottak, igy a ndvények
¢letképessége lényegesen javult. Napjainkban mar a 1égtér dsszetételének megvaltoztatasara
torekszenek, széndioxid bevezetésével.

Ezt a munkéankat, amely a technologiai fejlesztésre iranyult, szintén a gyakorlat
szamara atadhato eredmények elérése motivalta. Egyik célunk volt, hogy igazoljuk egy hazai
fejlesztésii szaporitd berendezés (bioreaktor) gyakorlati alkalmazhatosagat és dsszehasonlitési
alapot szolgaltassunk mas berendezésekkel valo Osszevetéshez. Ehhez olyan ndvényeket
valasztottunk — bandn, ananasz- amelyek gazdasigi szempontbol fontosak, tehat szamos
orszagban szaporitjak dket, és mi is rendelkeztiink el6zetes tapasztalatokkal ezen a téren.

Célul tiztik ki annak bizonyitasat is, hogy a folyadék alapu tenyésztés megfeleld
hatékonysagt, valamint, hogy a bioreaktorban szaporitott novények, novekedési
paramétereiket és élettani tulajdonségaikat tekintve legalabb olyan j6 mindségliek, mint a

hagyomdanyos szilard taptalajon fejlédott tarsaik.

ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kiilonb6zo citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzodés folyamataban

A novények kiilonb6z6 részeit hasznaltuk fel: 3-4 leveles hajtascstucsokat,
levéldarabokat, valamint internddium-, levélnyél- és gyokér darabokat is. A levél eredetii
explantatumokat a cstcs alatti régié mar Kkiteriilt levelei (2.-4.) szolgéltattak. A leveleket
olloval a féérre merdlegesen, keresztiranyban vagtuk fel harom darabra, melyek a levél
csucsat, kozépsod 1ill. vall részét tartalmaztdk. A levéldarabokat részben szinilikkel lefelé,
részben pedig azzal felfel¢ helyeztiik taptalajra, ugy, hogy a sebzett szélek a taptalajjal
érintkezzenek. Az internodium-, levélnyél- és gyokér darabokat kb. 1 cm hosszusagban,
vizszintesen elfektetve helyeztiik a taptalajra. Minden esetben 3-4 hetes kort tenyészeteket
hasznaltunk fel a kisérletekhez.

A hajtasképzodés mértékét az Atropa hajtastenyészetekben KIN, 2iP és BAP tartalmt
taptalajokon vizsgaltuk. Mindharom citokinint 0,5; 1,0 és 2,0 mg/l koncentracidoban adtuk az

alaptaptalajhoz.. A szomatikus szovetekbOl torténd hajtasindukcio eléidézésére hasznalt



taptalajok 1,0, 2,0, és 5,0 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-sel. A gyokérdarabokbol 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 tartalmt
taptalajokon hasonlitottuk 6ssze a képzodott 0j hajtdsok szamat. A BAP ¢€s a 2-1P hatasat 0,25;
0,5; 1,0; 2,0 mg/l koncentracioban vizsgaltuk, a ZEA koncentracigja 0,1; 0,2; 0,5; 1,0 mg/1
volt, a TDZ-t 0,05, 0,1; 0,25; 0,5 mg/1 koncentracioban alkalmaztuk.

Alaptaptalajként minden esetben a Murashige-Skoog koézeggel dolgoztunk, mely 20 g/l
szahardzt tartalmazott (Murashige és Skoog, 1962).

2. A triakontanol alkalmazasi lehetoségének vizsgalata Kertészeti novények
mikroszaporitasaban

Korabbi pozitiv tapasztalataink alapjan indokoltnak lattuk ujabb, lizemi méretekben
szaporitott ndvények szaporitasara is kiterjeszteni a vizsgalatokat. Jelen munkdban a malna
(Rubus idaeus) Malling Exploit fajtajat, a B5 jelti gerbera (Gerbera Jamesonii) fajtat ill. a
sparga (Asparagus officinalis) 1113 kodszamu, francia eredetti klonjat valasztottuk vizsgalati
objektumként.

Alaptaptalajként 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 ndvekedésszabalyzd anyagokat nem
alkalmaztunk, annak érdekében, hogy a triakontanol (TRIA) hatdsat Onmagaban
vizsgalhassuk. A szaporitdsi fazisban minden ndvény esetében a rutinszertien alkalmazott
hormon kombindcioval 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. A
triakontanolt 2, 5, 10 és 20 pg/l koncentracidban adtuk a taptalajokhoz.

3. Folyadék alapu tenyésztési modszer: egy wuj tipusu bioreaktor alkalmazasi
lehetoségének vizsgalata a szaporitas folyamataban

Kisérleti munkank soran egy j tipusu bioreaktorban, folyékony kdzegben szaporitottuk
a ndvényeket. Kiilonb6zo tenyésztési modszereket hasonlitottunk 0ssze. Az egyik kezelésben
a novények zart rendszerben, csak a tapoldattal vagy a reaktor henger levegéjével érintkeztek,
a masikban steril levegd bejuttatisaval rendszeres légcserét biztositottunk a hengerben.
Kontrollként a szilard taptalajon, fémtetdvel lezart befOttes iivegben nevelt tenyészetek

szolgéaltak.



Harom novényfajtat: egy tarka levelti 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: bandn és anandsz esetében az MS
alapkdzeget hasznaltuk 1 mg/l BAP és 0,1 mg/l IVS ill. 0,25 mg/l BAP ¢és 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 novénynevelés koriilményei

A hajtascsucs tenyészetek szamara 0,25 I-es, alufoliaval fedett bef6ttes tivegeket, a tobbi
ndvényi részbdl inditott tenyészetek szamara 10 cm atmérdji Petri csészéket hasznaltunk.

A triakontanolos kisérletek sordn 500 ml térfogati befbttes iivegeket hasznaltunk
tenyészedényként, melyeket a megfeleld 1égcsere biztositdsa érdekében atlyukasztott és a
lyukba huzott szivacsdarabbal ellatott fém tetdvel zartunk le.

A tenyészeteket oldalsé megvilagitast fényszobaban helyeztiik el, ahol a hdmérséklet
2242°C, a fotoperiodus 16/8 6ra, a fényintenzitas pedig 80 uM/m?*/s volt.

A bioreaktor esetében a reaktor modulok, azaz a hengerek szolgaltak tenyészedényként.
A reaktort egy jol szigetelt, 22°C homérsékletli laboratoriumi helyiségben allitottuk fel. A
megvilagitast a szerkezet sajat fényforrdsa biztositotta ¢€s automatika szabalyozta. A
berendezés felsd szintjén helyezkedtek el a vizszintes tengely mentén elforduld hengerek, az
also szinten azonos megvilagitas mellett helyeztiik el a kontroll tenyészeteket tartalmazé tiveg

edényeket. Igy biztositani tudtuk az azonos kornyezeti feltételeket.

A vizsgalt tulajdonsagok

A tenyészetek fejlodését altalaban 4 hetes tenyészciklus végén értékeltiik. Mértiik a
novények novekedésére és fejlodésére jellemzd tulajdonsigokat (hajtas- és gyokérszam, a
hajtasok és gyokerek hossza, a novények friss és szaraz tomege), valamint fotoszintetikus

jellemzoiket (fotoszintetikus pigment tartalom, fluoreszcencia indukcios kinetika).

Vizsgalati modszerek

A fotoszintetikus pigment tartalom meghatarozadsdhoz a novények leveleibdl 50 mg
mintat vettiink és dsszesen 6 ml 80%-os acetonnal homogenizaltuk. Ezutan 3 percig 4000g-n
centrifugaltuk, majd a feliilisz6t hasznaltuk fel. A méréshez Arnon (1949) két hullamhossz

modszerét hasznaltuk.



A novények fotoszintetikus aktivitasat fluoreszcencia indukcids mérésekkel hataroztuk
meg (Lichtentaler ¢és Rinderle, 1988). Az indukcios gorbe alakulasabol kovetkeztethetiink a
fotoszintetikus elektrontranszport lanc mikodésére. A vizsgalatokhoz Plant Efficiency
Analyser (PEA) hordozhat6 fluoreszcencia mérd késziiléket (Hansatech Ltd., King’s Lynn,
UK) hasznéltunk. A mérési adatokat PEA Analyser nevli szamitégépes programmal
(Hansatech Ltd.) értékeltiik ki.

A fotoszintézis mértékének vizsgalatat hordozhatd infra vords gazanalizatorral (LI-
6200 tipus, LI-COR Inc.) végeztiik.

A novények anatomiai vizsgélatdhoz szOvettani metszeteket készitettiink és ezeket

fénymikroszkopos ill. pasztazo elektronmikroszkdpos felvételek segitségével értékeltiik.

Az adatok statisztikai értékelése
Minden kisérletet legaldbb harom ismétlésben végeztiik, s minden ismétlésben legalabb tiz
mérést végeztiink kezelésenként. Az adatok statisztikai értékelését az SPSS 7.0 programmal

végeztiik el, és t-probat alkalmaztunk.

EREDMENYEK

1. Kiilonboz6 citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképzodés folyamataban
Eredményeink szerint az Atropa belladonna hajtascstics tenyészeteiben a kinetin nem,
de a BAP ¢és a 2-iP egyarant eldsegitette a hajtasképzddést, az eldbbi 0,5-2 mg/l, az utobbi 2
mg/l koncentracidban. A kiilonbozd szomatikus szovetekbdl torténd hajtasindukcio BAP
hatasara kovetkezett be, 1-5 mg/l koncentracid tartomanyban. Az egyes explantdtumokon
fejlodott hajtasok szama 2-3 kozott valtozott, de a hajtdsszam és a BAP koncentracid kozott
nem taldltunk Osszefiiggést. A levéldarabokon bekdvetkezd regeneracidé mértékét az
orientacié nem befolyasolta. A polaritast tekintve a levélvall eredetli darabok regeneracios
képessége bizonyult a legjobbnak. A levélnyél- és internodium darabjai szintén képesek
voltak hajtasindukcidra, egyes kezelésekben az 0j hajtdsok szdma explantatumonként 3-4
kozottinek adodott, koncentracid fiiggést azonban itt sem tapasztaltunk. Gyokérdarabokbdl a
hajtasregeneracio citokinin alkalmazasa nélkiil, csak auxint tartalmaz6 téptalajon is

bekovetkezett, citokinin jelenlétében azonban rovidebb id6 alatt tobb hajtas képzodott.



Populus alba esetén a hajtascsucsbol illetve noduszbol torténd hajtasképzodés
folyamatdban a BAP bizonyult a leghatékonyabbnak, a legtobb hajtds (3,8 db) a
legalacsonyabb vizsgalt koncentraci6 mellett képzddott. A 2-iP csak az 1 mg/l
koncentracioban, a zeatin pedig egyaltalan nem volt hatdsos. Ezzel szemben internodium- és
levél darabokon a zeatin jelentdsen feliilmilta a BAP hatdsat. A legtobb hajtas kifejlodése
mindkét explantatum tipusnal a 0,5 mg/l koncentraci6 hatasara kovetkezett be. A levéldarabok
esetében a regeneracid mértékét befolyasolta a polaritds is. A legjobb regeneracios képet a
levélvall darabok mutattdk, ezt kovették a levél kozéprész, majd a levélcstics darabok
hajtasszamai. Az internodium darabokon bekovetkezett hajtdsindukcid6 mértéke mindkét
hormon esetében feliilmulta a levéldarabokét. A TDZ sok apré hajtas, vagy inkabb
levélcsokor képzddését eredményezte, amelyek a késébbiekben még hormon mentes kézegen
sem nyultak meg, igy tovabbi szaporitdsra nem voltak hasznalhatok. A gyokér darabokon

torténd regeneraciot egyik citokinin sem tudta eléidézni.

2. A triakontanol alkalmazasi lehetoségének vizsgalata Kkertészeti novények
mikroszaporitasaban

Munkacsoportunk korabban mar bizonyitotta a triakontanol novekedésserkentd hatasat
citromfii (Melissa officinalis), valamint alma és meggy alanyok in Vitro szaporitasa soran.
Ezen eredmények alapjan indokoltnak lattuk a TRIA alkalmazasi lehetoségének vizsgalatat
kiterjeszteni tovabbi novények mikroszaporitdsara is.

Jelen munkéankban kisérleti objektumként harom, gazdasagilag jelentds kertészeti
novény, a malna (Rubus idaeus), gerbera (Gerbera Jamesonii), és a sparga (Asparagus
officinalis) egy-egy fajtajat valasztottuk. A triakontanolt, 2, 5, 10 ill. 20 pg/l koncentracioban
adtuk a taptalajokhoz mind a szaporitds, mind a gydkerezetetés fazisdban.

Eredményeink bizonyitottak, hogy ndovényfajonként valtozé mértékben, de minden ndvény
esetében pozitiv hatasu volt a triakontanol alkalmazasa. A szaporitasi fazisban szignifikdnsan
megnovelte a hajtdsok szamat. Malna esetében a legmagasabb (20 pg/l) koncentracio
eredményezte a legtobb 0j hajtas fejlodését a kontroll 4,22 db-hoz képest atlagosan 7,84
hajtast eredményezett explantatumonként. Gerberanal az 5 és 20 pg/l kozotti tartomany
egyforma hatékonysagunak bizonyult, minden esetben 7 feletti hajtdsszamot regisztraltunk.
Ezzel szemben a sparga tenyészetekben mar a 2 pg/l TRIA is serkentd hatast fejtett ki, és az
enné¢l magasabb koncentracié tartomdnyban tovabbi ndvekedés nem kovetkezett be. A

hajtasok hossza egyik novény esetében sem valtozott jelentésen. A ndvények friss tdmege



esetenként novekedett, ez részben a megndvekedett hajtasszdmnak, részben a triakontanol
hatasara néha bekovetkezd kalluszosodasnak volt koszonhetd.

A gyokeresedési folyamat sordn mind a gyokeresedés ardnya, mind a ndvényenkénti
gyokérszam novekedett, ennek kovetkeztében a ndvények friss tdmege is nétt a kontrollhoz
képest. Malna esetében a legtobb gyokér fejlodését a két legmagasabb (10 és 20 pg/l)
koncentracio idézte eld. A gyokerek hossza is novekedett. Gerberanal mar a legalacsonyabb
koncentracioban is szignifikansan (kétszeresére) nétt a gyokérszam, a gyokérhossz Iényeges
valtozasa nélkiil. A sparga tenyészetek gyoOkeresedését tekintve szintén a 2 pg/l TRIA
koncentracio volt a legkedvezobb.

A novények fotoszintetikus rendszerét is kedvezden befolyasolta a triakontanol. Mind a
szaporitas, mind a gydkeresedés fazisaban jelentésen megemelkedett a klorofill tartalom mar
a legalacsonyabb TRIA koncentraci6 hatdsara is, €s tovabbi lényeges ndovekedést a magasabb
koncentraciok nem okoztak. Kivétel a malna, amelynél a levelek klorofill tartalma a
szaporitasi fazisban a kontroll taptalajhoz képest folyamatos emelkedést mutatott a TRIA
koncentracio emelkedésével parhuzamosan ¢s maximumat a 20 ug/l TRIA koncentracional
érte el. A klorofill fluoreszcencia indukcids kinetika Fv/Fm értékei is folyamatosan
novekedtek, és csak a legmagasabb TRIA koncentracido mellett érték el a 0,8 koriili normal

értéket.

3. Folyadék alapi tenyésztési modszer: egy 1j tipusu bioreaktor alkalmazasi
lehetoségének vizsgalata a szaporitas folyamataban

Kisérleti munkank sordn egy 1j tipusu bioreaktor (Revert Rotary Reactor, 3R System)
mukodeését teszteltiik a szaporitasi folyamat soran. Vizsgalataink célja annak megallapitasa
volt, hogy a kivalasztott novények esetében milyen hatassal jar a folyadékban torténd
tenyésztés, illetve, hogy az eljaras alkalmas lehet-e nagy tomegli ndvényanyag egységes
kezelésére.
Eredményeink alapjan mindharom ndévény esetén a levegd befiivassal kombinalt idészakos
elarasztds modszere bizonyult a legjobbnak. Osszességében elmondhatd, hogy a kontroll
tenyészetekhez képest szignifikdnsan megemelkedett a hajtdsszdm a levegdztetett
hengerekben. Ananasz esetében haromszoros, Hosta és banan esetében is tobb, mint kétszeres
mennyiségli hajtas fejlodott, a kontroll értékekhez képest. A csak forgatott hengerek
tenyészeteiben is javult a szaporodasi rata, de a kontrollhoz képest itt nem taldltunk
szignifikans kiilonbséget. A hajtasok hossza jelentésen nem valtozott az egyes kezelésekben,

kivéve a banant, ahol a novekedés inkabb a levél hosszisagaban nyilvanult meg, nem a
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hajtastengely megnyulasaban. Hosta esetében is megfigyeltiik a levéllemez feliiletének
novekedését a folyadék kultarakban. A hajtascsokrok friss tomegének novekedésében is
hasonlo6 tendencia volt megfigyelhetd, bar ezzel nem allt mindig parhuzamban a szdrazanyag
tartalom novekedése. A novények fotoszintetikus tulajdonsagait tekintve is kiilonbségeket
talaltunk az egyes kezelésekbdl szarmazod mintdk kozott, a levegdztetett hengerekben
megemelkedett a levelek klorofill tartalma. Hosta esetében mind a klorofill tartalom, mind a
fluoreszcencia indukcios kinetika értékeinek jelentds csokkenését mértiik a zart hengerben
fejlédott levelekben. Ez arra utal, hogy ebben a rendszerben a fotoszintetikus apparatus gatlast
szenvedett. Az indukcios kinetika Fv/Fm értékei a masik két novény esetében 07-0,8 koriil
mozogtak, ami az in vivo novények esetében mért szokasos érték. A novények anatoémiai
sajatossagai szempontjabol szintén kedvezdnek bizonyult a levegdztetett folyadék kultara, a
mikroszkopos felvételek tantisaga szerint. a levelek szoveti felépitése az in vivo novényekéhez
hasonlé képet mutatott, szemben a kontrollal. Az agaros kozegen fejlédott banan ndvények
leveleiben intenziv 1égzést mértiink. Ezzel szemben a szelldztetett hengerek folyadék
kozegében fejlodott bandn novények fotoszintetikus aktivitdsa mar kialakult, intenzitasa
felilmulta a 1égzését. A levelek szovettani képe a hiperhidraticio tiineteit - az oszlopos
parenchima hidnya; nagy, nyitott sztomadk; vékony epidermisz réteg - mutatta a zart
rendszerben fejlodott novények esetében. Ezzel szemben a vastagabb epidermisz; a mikodo,
zart sztomak; az epikutikularis viaszanyagok megjelenése a levegdztetett hengerben fejlodott

novények levelein arra utal, hogy ezek a ndvények kozelebb allnak az autotrof allapothoz.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Bizonyitottuk a kiilonb6zo citokininek —KIN, 2-iP, BAP- hajtasképzdédést befolyasold
hatasat Atropa belladonna hajtastenyészetekben.

Igazoltuk, hogy valamennyi vizsgalt novényi rész képes hajtasindukcidra a megfeleld
citokinin jelenlétében, illetve, hogy a hajtasképzddés mértéke a citokinin
tipusatol és koncentraciojatol fligg.

Bizonyitottuk a kiilonboz6 citokininek -BAP, 2-iP, ZEA és TDZ - hajtasképzodést
befolyasold hatasat Populus alba hajtastenyészetekben.

Igazoltuk, hogy a gyokér kivételével valamennyi vizsgalt novényi rész képes
hajtasindukciéra a megfelelé citokinin jelenlétében, illetve, hogy a
hajtasképzodés mértéke a citokinin tipusatdl €és koncentraciojatol fiigg.

Elséként mutattuk ki a triakontanol ndvekedésre ¢s egyedfejlodésre, valamint
fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt hatdsat gerbera tenyészetekben.

Els6ként mutattuk ki a triakontanol novekedésre és egyedfejlodésre, valamint
fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt hatdsat malna tenyészetekben.

Elséként mutattuk ki a triakontanol ndvekedésre ¢s egyedfejlodésre, valamint
fotoszintetikus  aktivitdsra gyakorolt hatdsat egysziki ndvényfajban, a
spargéaban.

Sikeresen szaporitottunk kiilonb6z6 novényeket egy uj tipusi bioreaktor
alkalmazasaval.

Bizonyitottuk, hogy a folyadék kozeg kedvezd hatasu a tenyészetek szaporodasara.

Elettani mérésekkel alatamasztva megallapitottuk, hogy a tenyészedény légterének
Osszetétele, a megfeleld oxigénellatottsag jelentds hatassal van mind a
szaporodas mértékére, mind pedig a novények fotoszintetikus képességének
alakulasara.

Anatomiai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a levegdztetett folyadékban fejlédod
ndvények szoveti képe nagyon hasonld az autotréf allapott ndvényekéhez, igy

akklimatizalasuk is eredményesebb lehet.
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KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

1. Kiilonb6z6 citokininek hatasanak vizsgalata a hajtasképz6dés folyamataban

A hajtascsticsbol inditott tenyészeteket széles korben alkalmazzék a kiilonbozo élettani
¢s morfogenetikai vizsgalatok sordn. Emellett a leggyakrabban hasznalt alapanyagai a
kereskedelmi mikroszaporitasnak is, mivel magas fok genetikai stabilitast biztositanak. A
kiilonb6zé  citokininek  hatdsdra  vonatkozé  adatok is  legnagyobb  szamban
hajtastenyészetekben torténd hajtasképzodés vizsgalatabol szarmaznak. A kisérleti munkak
tobbnyire annak tisztazasara iranyultak, hogy a vizsgalt novényfajra melyik citokinin, milyen
koncentracioban hat. Azt tapasztaltak, hogy egy adott faj, vagy akar genotipus esetében nem
mindegyik citokinin hatasos.

Kisérleteinkben Atropa hajtascstics tenyészetekben sem idézett eld szaporodast a
kinetin, a 2-iP és a BAP viszont igen. A BAP hatékony koncentraci6 tartomanya 0,5 és 1 mg/l
volt, a 2 mg/l-es kezelésben mar csokkend hajtasszamot eredményezett. Ezzel szemben a 2-iP
a 2 mg/l koncentracidban fejtett ki kedvezébb hatast. Eredményeinkkel dsszevethetd irodalmi
utalast Atropa belladonna mikroszaporitasara vonatkozoan nem talaltunk, mivel az in vitro
kultardk altaldban a hatéanyag tartalom vizsgalatanak objektumai. A taptalaj hormon
Osszetételének a tenyészetek alkaloid tartalmdra gyakorolt hatisat vizsgéltdk Benjamin és
mtsai. (1987). A megfigyelt morfogenetikai valtozasokkal kapcsolatban annyit jegyeztek meg,
hogy a BAP 1-5 mg/l koncentracié tartomanyban “bdséges” hajtasképzodést idézett eld, a 10
mg/l koncentrdci6 azonban gatolta a novekedést. A kinetin nem volt hatassal a
hajtasképzddésre, esetenként eldsegitette a gyOkeresedést ill. kalluszképzddést. Zarate ¢és
mtsai. (1997) Atropa baetica hajtastenyészetekben 0,25-2 mg/l tartomanyban vizsgaltak a
BAP hatasat. Azt tapasztaltak, hogy az 0j hajtdsok szdma az id6 fiiggvényében valtozik, a
koncentracio kevésbé befolyasolja. 17 napos tenyészetekben az atlagos hajtdsszam 2 koriili
volt, 24 nap elteltével 2,8-3,4 kozott alakult, 31 nap utan pedig 5,4-5,8 kozotti értékeket
mutatott.

A Populus alba ”Silver” hajtascstcs tenyészetekben szintén a BAP bizonyult a
hajtasindukcidt eldsegitd citokininnek. A legmagasabb hajtasszdmot (3,9) a 0,25 mg/l
koncentraciondl regisztraltuk, az ennél magasabb tartomanyban 2 alatt maradt az 0j hajtasok
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 koncentracio mellett ez az érték atlagosan 2,7 volt. Rutledge és Douglas (1988) 4

kiilonb6z6 nyarfa klon hajtastenyészeteiben vizsgalta a citokininek hatdsat a
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hajtasképzédésre. Ok is a BAP-ot talaltdk leghatékonyabbnak, 0,25 mg/l koncentracional
harom genotipus esetén 3, 4 ill. 5 db hajtast szamoltak explantatumonként. A ZEA 1 mg/l
koncentracioja egy genotipus esetében adott kiugro - 6 db hajtas/ explantatum - eredményt, de
a masik két genotipus esetében is 2 ill. 3,5 db hajtds képzddését indukalta. A 2-iP nem
eredményezett hajtasképzodést.
A megfeleld explantaitum kivalasztdsa igen fontos, ha szomatikus szovetekbdl kiindulva
kivanunk hajtasképzddést indukalni. Bar néhany faj esetében kiilonbozd eredetii
explantaitumok azonos mértékben képesek jarulékos hajtasindukciora, altaldban azonban a
kiilonb6zé  szervekbdl, ill. kiilonbozé szervek szdveteibdl szarmazd explantatumok
morfogenetikus kapacitdsa eltér6. A novekedésszabalyzok azon koncentracidja, amely
eldidézi a morfogenezist, gyakran az explantatum méretétdl és tipusatol fiigg (George, 1993).
A levelet ill. annak darabjait szamos ndvényfaj - pl. Begonia, Betula, Chrysanthemum,
Fragaria, Malus, Saintpaulia - esetén sikeresen hasznaljak jarulékos hajtasindukciora és
ennek eredményeként szaporitasra (George, 1993). Atropa belladonna esetében is hasznaltak
jarulékos hajtasképzddés eldidézésére levéldarabokat kiinduldé anyagként, BAP tartalmu
taptalajokon tenyésztve (Eapen és mtsai., 1978., Toth és mtsai., 1991.). Ezekben a munkakban
azonban sem a hajtasok szamara, sem a kiilonb6z6 koncentraciok hatasara vonatkozo6 adatokat
nem taldltunk. 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 hajtasindukceiora vonatkozo adatokat nem taldltunk az irodalomban. Munkank
soran bebizonyosodott, hogy a vizsgalt Populus alba klon levéldarabjain is kivalthato a
hajtasképzodés. A folyamat eldidézésében a zeatin hatékonyabbnak bizonyult, mint a BAP. A
legmagasabb hajtasszdmokat a 0,5 mg/l zeatin tartalmu taptalajokon kaptuk. Park és Son
(1988) vizsgalatai szerint is a zeatin volt a leghatékonyabb a regeneracio6 kivaltdsaban egy P.
nigra X P. maximoviczii klon levéldarabjain. A hajtasszam szerinti csokkend sorrendben a
BAP, a kinetin, majd 2-iP kovetkezett. A hajtasindukcid eredményességét a taptalaj
Osszetétele mellett szamos mas tényezd befolyasolhatja, tobbek kozott a novényi szerv
polaritasa (Welander, 1988). Tapasztalataink szerint Atropa esetében a polaritas nem jatszott
szerepet, bar a levél kozépsé ¢és vall részébdl szarmazd explantatumok kicsivel jobb
regeneracios képet mutattak, mint a csticsi eredetiick. A Populus levéldarabok regeneracios
képessége a polaritds fliggvényében valtozott. A legtobb hajtas a levélvall darabokon
képzddott, a legkevesebb a levélcsucsokon. A megfigyelések arra utalnak, hogy a
genotipusnak, ¢és a ndvényi rész tdpanyagtartalmanak valamint endogén hormon tartalmanak

is Iényeges szerepe lehet a folyamatban.
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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 képzddott. Ez megegyezik George (1993) azon
megfogalmazasaval, mely szerint a citokinin jelenléte elénydsen befolyasolja a gyokérbol
indulé morfogenetikus folyamatokat. Ugy tiinik, a riigydifferencialodas sététben is megindul,
a hajtasfejlodés azonban csak fényen torténik meg. Ezt a megfigyelésiinket tamasztjak ala
azok az irodalmi adatok, melyek szerint a jarulékos hajtasképzddés sotétben is bekdvetkezhet,
de rendszerint nagyobb mértékii fényen (Pierik., 1987).

Kiilon ki kell emelni a TDZ alkalmazéasaval kapcsolatos tapasztalatainkat. Huetteman ¢és
Preece (1993) megfigyelései szerint a TDZ hatasa sok esetben rendellenes hajtasfejlodésben
nyilvanul meg. A nyarfa explantaitumok vizsgalata sordn egyértelmiien bebizonyosodott, hogy
a regeneracid meginditdsdban nagyon kedvezd hatast, a hajtasok kifejlodését, vagy a
hajtastengely megnytlasat viszont mar gatolja. Célszerli ezért a hajtaskezdemények
hormon mentes kozegre helyezni a nodvényeket, annak érdekében, hogy a hajtasok
kifejlédhessenek és tovabbnevelésre alkalmassé valjanak.

Eredményeink alapot adnak mindkét novény esetében egy hatékony regeneracios rendszer
kidolgozasara, mely akar a tomegszaporitas, akar a genetikai manipulacios kisérletek céljaira
felhasznalhat6. A tovabbiakban érdemes lenne a vizsgalt citokininek koncentracio
tartomdnyat mindkét irdnyban tovabb bdviteni, mert elképzelhetd, hogy a 2-iP magasabb , a

BAP ¢és a zeatin pedig alacsonyabb koncentracidban még kedvezObb hatast fejt ki.

2. A triakontanol alkalmazasi lehetdségének vizsgalata Kkertészeti novények
mikroszaporitasaban
Az utobbi években tobb, a ndvényekben megtaldlhatd természetes anyagrol
bebizonyosodott, hogy novekedésszabalyzo hatassal is rendelkeznek. Ezen tulajdonsaguk
miatt indokolt lehet felhasznalasuk az in vitro szaporitas folyaman is, a szaporitas
hatékonysaganak novelése érdekében. A triakontanol egy egyenes szénlancu primer alkohol
(CH;3(CH>)2sCH,0H), melyet eldészér Chibnall és munkatérsai (1933) irtak le, mint a lucerna
epikutikuldris viaszanyagainak alkotorészét. Azota szamos kisérletben bizonyitottak ndvényi
novekedést serkentd hatasat tiveghdzi vagy szabadfoldi kultarakon, alloméanyban.
Munkacsoportunk korabban mar bizonyitotta a triakontanol ndvekedésserkentd hatasat

citromfii (Melissa officinalis), valamint alma és meggy alanyok in vitro szaporitasa soran.
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Ezen eredmények alapjan indokoltnak lattuk a TRIA alkalmazési lehet6ségének vizsgalatat
kiterjeszteni tovabbi ndvények mikroszaporitasara is.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a triakontanol hatékonynak bizonyult a
jelenleg vizsgalt novények mikroszaporitasi folyamatdban is. Tapasztalatainkat Osszevetve
korabbi munkdainkkal illetve mas szerzOk megfigyeléseivel megallapithaté, hogy a
triakontanol hatasai in vitro koriilmények kozott novényfajonként eltéréek. Hormon
kolesonhatas nélkiil, onmagaban alkalmazva minden vizsgalt ndvényfaj- és fajta esetében
eldsegitette a novények gyoOkeresedését. A gyodkérszamot jelentdsen megnodvelte mar a
legalacsonyabb vizsgalt koncentracioban is. Malna és gerbera esetén az értékek folyamatosan
emelkedtek tovabb ¢és a maximumot a 20 pg TRIA koncentracional érték el. Korabbi
kisérleteinkben hasonlé eredményt kaptunk a JTE alma fajtaval is. Ezzel szemben a sparga
tenyészetekben a legtobb gyokér — a kontrollhoz képest tobb, mint kétszeres mennyiségii — a 2
ug/l koncentracional képzodott €s a magasabb tartomanyban maér fokozatos csokkenést
figyelhettiink meg. Korabbi munkankban citromfii és egy meggy alany esetében is ezt
tapasztaltuk (Tantos és mtsai, 1999, 2001). Hasonl6 eredményt kaptak Fraternale ¢és mtsai
(2002; 2003) Bupleurum ¢és Thymus novényekkel végzett gyoOkereztetési kisérletekben.
Mindkét novény szdméra a 2 ug/l TRIA volt optimdlis, a magasabb koncentraciok mar
gatlonak tlintek. A gyoOkerek hossza altalaban nem valtozott jelentdsen, vagy legalabb is nem
volt 6sszefliggésben a TRIA koncentracio emelkedésével.

Annak ellenére, hogy a TRIA 6nmagéban elsésorban a gydkeresedést serkentette, a
vizsgalt novények tobbségénél kiilonbozd citokininekkel kombindlva igen nagy mértékben
elOsegitette a hajtasképzodést, és az adatok tanusdga szerint elsGsorban a szaporodasra volt
hatdssal, nem a hajtadsok megnyuldsos novekedésére. Malna esetében az 0j hajtasok szama
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 koncentracio
tartomanyban a hajtasképzddés mértékének enyhe csdkkenése kovetkezett be, de a hajtasok
szdma még mindig magasabb volt, mit akadr a kontroll akdr a 2 pg/l-es kezelés
hajtascsokraiban. A JTE alma alany szaporitasa soran a 10 pg/l TRIA bizonyult a
leghatékonyabbnak, az ennél magasabb ill. alacsonyabb koncentraciok kevesebb hajtas
képzddését eredményezték. Sparga esetében valamint citromfiinél és meggynél a triakontanol
a 2-5 pg/l koncentracid tartomanyban serkentette a hajtasképzddést, az ennél magasabb
koncentracioknak nem volt hatasa. Reddy és mtsai (2003) vizsgalatai szerint a Capsicum

frutescens és a Decalepis hamiltonii esetében is az alacsonyabb koncentracié tartomany
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eredményezte a jobb szaporodast. Az a tény, hogy a TRIA mas-mas koncentracioban volt
hatékony a kiilonb6z6 novények esetében, magyarazhatd a genotipus hatassal, a tenyészetek
eltér6 endogén hormon tartalméval illetve az alkalmazott taptalajok eltérd hormon
tartalmaval. Azokban a kisérletekben (Tantos, 2001), amelyekben két, kiilonb6zd BAP
tartalma szaporitd taptalajhoz adtuk a triakontanolt, minden esetben a magasabb BAP
koncentracido mellett figyeltilk meg a triakontanol kedvezd hatdsat. Ez arra utal, hogy a
szaporoddsi ratat a citokinin koncentracid emelte elsésorban. Az alacsony TRIA
koncentraciok valdsziniileg azért lehetnek hatékonyak, mert az explantaitumok mar az extrém
alacsony mennyiségre is érzékenyen reagalnak. Vagy a TRIA vagy a bomlastermékei vagy
egy masodlagos messenger az, ami gyorsan mozog a novényben ¢€s befolyasolja a szénhidrat
metabolizmussal kapcsolatos enzimeket és a novekedési folyamatokat (Ries €s mtsai., 1977)
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 koncentracié is megndvelte a klorofill
tartalmat és az értékek gyakorlatilag nem ndttek tovabb a magasabb koncentracid
tartomanyban. A fotoszintetikus apparatus mitkddésére gyakorolt hatdsa nem volt ennyire
egyértelmi, csupan azokban az esetekben volt mérhetd kiillonbség, ahol a kontroll novények
fotoszintézise valami miatt nem miikodott teljes hatékonysaggal. A gerbera esetében, ahol a
kontroll névények is jol miikodd fotoszintetikus apparatussal rendelkeztek, a TRIA nem
tudott emelkedést elérni a hatékonysagban. Ezzel szemben a *Malling Exploit’'mélna fajtanal,
ahol a kontroll novények csokkent fotoszintetikus aktivitdst mutattak, a triakontanollal
kiegészitett taptalajon nevelkedett ndvények fotoszintetikus aktivitdsa kozelitette a normal
értékeket. EbbOl az a kovetkeztetést lehet levonni, hogy habar a TRIA nem képes a
fotoszintetikus miikodés serkentésére, megdvhatja azt néhany karositd tényezdvel szemben
ezaltal a mikroszaporitott novények életképességét jelentds mértékben megnovelheti.
Tapasztalataink alapjan a triakontanolt tovabbi kiprobalasra ¢€s felhasznalasra
ajanlhatjuk a mikroszaporitott névények szélesebb korében. Kiilondsen indokolt lehet a
hasznalata a nehezen szaporithatdé 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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3. Folyadék alapu tenyésztési modszer: egy uj tipusi bioreaktor alkalmazasi
lehetoségének vizsgalata a szaporitas folyamataban

Ennek a kisérletnek egyik fontos célja volt az Gjonnan kifejlesztett, folyadék alapu
tenyésztést biztositd bioreaktor tesztelése. Ez a berendezés annyiban tér el a jelenleg
hasznalatos, iddszakos bemerités elvén miikodd rendszerektdl, hogy elemei, a reaktor
modulok vizszintes tengely mentén elfordulé miianyag hengerek, amelyekben nem a
tapfolyadék szintje valtozik, hanem az explantitumok emelkednek ill. siillyednek, a reaktor
henger mozgatasa sordn (Fari és mtsai., 2003.) A kezdeti problémak kikiisz6bolése utan a
kisérleti eredmények egyértelmiien igazoltdk, hogy a berendezés alkalmas akar kisérleti, akar
nagylizemi mennyiségli szaporitdoanyag eldallitdsara és versenyképes a jelenleg ismert TIS
alapon miik6do rendszerekkel.

Célként tiztiik ki tovabba annak vizsgalatat, hogy a bioreaktorban fejlddé ndvények
mennyiben térnek el a hagyomanyos mikroszaporitasbol szarmazé egyedektdl. Igazolni
kivantuk, hogy az altalunk alkalmazott rendszerben a folyadék alapu tenyésztés nem rontja a
novények mindségét €s tulélési esélyét. Korabbi mikroszaporitasi tapasztalataink szerint mind
az ananasz mind a bandn j6l szaporithato all6 folyadék tenyészetben, de a folyadék boritottsag
mértéke jelentdésen befolyasolja a modszer 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 hajtadsok teljes hosszanak 1/3-ad része allt benne (Mészaros,
1986, Mészaros és Molnar, 1988).

Jelen kisérleti munkéank soran is bebizonyosodott, hogy az eltéré nevelési koriilmények
Iényegesen befolyésoljak a tenyészetek fejlodését €s a novények mindségét. A legmagasabb
szaporodasi ratat és a legjobb mindségli hajtdsokat minden ndvény esetében a levegdztetett
folyadékban torténd tenyésztés soran nyertiik. Eredményeink parhuzamba éllithatok a vizsgalt
novényekkel kapcsolatban megjelent kdzleményekkel.

Tapasztalataink  szerint ananasz eset¢tben a  szaporodasi rata  csaknem
megharomszorozddott a levegdztetett hengerekben, az agaros kontrollhoz képest. Ennek
megfelelden a friss tomeg ndvekedése is itt volt a legnagyobb mértékii. Nagyon hasonlo
eredményekrél szdmoltak be Escalona és mtsai (1999). Harom kiilonb6zo tenyésztési
modszert (szilard taptalaj, folyadék kultara és iddleges elarasztas) hasonlitottak Ossze.
Téptalajként az MS kozeget hasznaltdk 2,1 mg/l BAP + 0,3 mg/l NES kiegészitéssel. Az
iddleges elarasztasos modszerrel tenyésztett novények mutattdk a legnagyobb szaporitasi

fokot, a masik két modszerhez viszonyitva 300 % -kal (folyadék kultura) illetve 400 % -kal
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(szilard taptalaj) novekedett ez az érték. A friss tomeg adatok is ilyen mértékben novekedtek,
ugyanakkor a szdrazanyag tartalomban nem volt kiilonbség a kétféle folyadékos kezelés
adatai kozott, ugyanigy, mint ahogy a mi eredményeink is mutattdk. Ez talan magyarazhato
azzal, hogy a TIS rendszerben szaporodott ananasz ndvények levelei kisebbek voltak, mint a
folyadékban szaporodottaké. Az igy eldallitott ndvények egyéb mindségi paraméterei is
jobbak voltak. Escalona és mtsai (2003) vizsgaltak a novények fotoszintetikus kapacitasat, és
hozzank hasonldan azt tapasztaltak, hogy sem a klorofill tartalom, sem az indukcios kinetika
értekei nem kiilonboztek az agaros nevelés illetve iddszakos eldrasztas koriilményei kdzott.
Firoozabady és Gutterson (2003) ugyanazt a tenyészedényt, egy 10 1 térfogati befbttes tiveget
hasznaltdk kiilonb6zo ,,izemmodokban”. Amikor az liveg fiiggdlegesen allt, a tenyészetek
bemeriiltek a folyadékba és a levegdt a folyadékba vezették be. Ekkor a hajtasok 80 %-a
nekrotikussa valt és a szaporoddsi rata is jelentésen csokkent mind a szilard taptalajon nott,
mind az idblegesen elarasztott tenyészetekhez képest. Tekintettel arra, hogy a
legegészségesebb hajtasok az edényben a folyadék tetején fejlodtek, egyértelmiivé valt, hogy
az allando folyadék boritottsag okozta az emlitett tiineteket. Amikor az liveget az oldaldra
fektették és idonként megforditottak, a hajtdsok mindsége lényegesen javult, de a szaporodas
mértéke nem volt kielégitd. Legjobbnak bizonyult a periodikus elarasztds, 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 rendszer, amit
Escalona és munkacsoportja (1999) is alkalmazott. Az eredmények szerint ebben a kezelésben
jelentésen nott a szaporodasi rata és a hajtasok egészségesek, élénk zold szinliek voltak az
egész 1d6 alatt. Mindegyik leirt folyamat megegyezik abban - és mi is ezt figyeltilk meg -
hogy a proliferaci6 sordn létrejott hajtascsokor majdnem gomb alaka és a hajtasok egy
kozponti régio koriil képzddnek. Az emlitett szerzOk tapasztalatai szerint a 6 cm-nél hosszabb
hajtasok kozvetleniil kitiltethetok az iiveghdzba, a kicsinek mindsiild, 2-4 cm koriiliek
azonban még tovabbi nevelést igényelnek.

A banén szaporitasara iranyuld kisérletek soran is bizonyitast nyert, hogy a folyadék
alapu tenyészet tipusa nagy mértékben befolyasolja az explantatumok fejlédését. Alvard és
mtsai (1993) immar uttéronek mindsiild kisérleteikben a Nalgene cég autoklavozhatd sziird
egységeit hasznaltdk reaktor edényként. 20 napos tenyészidé utan a harom kisérleti
csoportban kiilonb6z0 szaporodasi ratdkat mértek. Az allo folyadék kozegben és a celluloz
hordoz6 anyagon a tenyészetek csak kis mértékben vagy egyaltalan nem szaporodtak, a
szilard kozegen, a részleges bemartasti és a levegdztetett kezelésben 2,2-3,1 kozotti

szaporodasi ratdkat regisztraltak. Az idészakos elarasztas eredményezte a legmagasabb (5,2)
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hajtasszamot. A folyadékba meriil6 hajtasokra nekrotikus foltok megjelenése és a levelek
hidnya - pontosabban ki nem fejlédése - volt jellemzd. Néhany aprd levél jelent meg a
folyadékba meriild celluloz hordozon rogzitett hajtdsokon, a levegdztetett folyadékban fejlodo
¢s az iddszakosan elarasztott hajtdsokon a levelek kifejlddése normalisan alakult. A
buborékosan levegoztetett folyadékban fejlodott novények kozott sok vizesedd, torékeny
példanyt talaltak. Ezek a novekedésbeli kiilonbségek arra utaltak, hogy az oxigén hianya a 6
gatld tényezd. A szerzOk elsOként alkalmaztdk az iddszakos eldrasztds elvén miikodd
szaporitdsi moddszert, ami biztositja szovetek oxigén ellatasat a folyadékkal wvald
meghatdrozott id6tartamut érintkezés kedvezo hatasaival kombinalva.

Sajat kisérleteink eredményei szerint a levegOztetett bioreaktor hengerben kétszeres
mennyiségli hajtds fejlodott a szilard taptalajhoz viszonyitva, és a ndvények élettani
paraméterei is kedvezdbben alakultak. Mind a fotoszintetikus rendszer miikodésének adatai
mind pedig a ndvények anatomiai vizsgalata igazolta az autotrof életmoddra vald attérést a
levegoztetett idoszakos eldrasztasu tenyésztési eljarasban (Mészaros €s mtsai, 2004a).

Hosta esetében nem rendelkeztiink eldzetes pozitiv tapasztalatokkal a folyadék kozeg
hatasait tekintve, ezért a kisérletek els¢ fazisaként a szokdsosan hasznalt bébiételes livegben
kiprébaltuk 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
hianyra, mint a mdsik két vizsgalt novény. A csak forgatott hengerekben ugyanis, bar a
szaporodasi rata nem csokkent, a fotoszintetikus képességet jellemzd paraméterek rosszabb
értékeket mutattak, mint akar az agaros, akar a levegoztetett tenyészetek esetében. A levegds
tenyészetekben kétszeresére ndtt a hajtasok szdma és ezzel parhuzamosan a friss tomeg is. A
fotoszintetikus pigment tartalom ¢és az indukciés kinetika mért adatai a szilard
tenyészetekéhez hasonloan alakultak, a normalis értékeket mutatva. Ezzel szemben a csak
forgatott tenyészetekben mind a klorofill tartalom mind az indukcids kinetika alacsonyabb
értékeket mutatott (Mészaros €s mtsai, 2004b). Megfigyeléseinket az anatdmiai vizsgalatok is
megerdsitették, csak a levegdztetett folyadékbodl szarmaz6 ndvények mutattdk az autotrofiara
vald attérés jeleit. Ezek a funkcionalis valtozasok elengedhetetlen feltételei az akklimatizacio
sikerének. Napjainkig egyediill Adelberg (2005) szamolt be kiilonbozo Hosta fajtak
folyadékban torténd tenyésztésérol. Az altaluk  kifejlesztett berendezés, melyet
szabadalmaztattak is, a vékony rétegli folyadék és a razatds eldnyeit kombindlja. A
tenyészeteket nagy szogletes edényekben nevelték, specidlis rdzod polcon. Az idénkénti

mozgatas valamint a folyadék vékony rétege biztositotta, hogy az inokulumok mozogni
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tudtak, nem ugyanabban a helyzetben mertiltek allanddan a folyadékba. Ez a tenyésztési mod
minden esetben jobb szaporodast eredményezett, mint a szilard kdzeg a bébiételes livegekben.

Mindazon elénydk, amelyek a bioreaktorok alkalmazasanak kiszélesitése mellett
sz6lnak, az altalunk vizsgalt rendszerben is megnyilvanultak. A rendszer lehetévé teszi nagy
tomegli novényanyag kis feliileten torténd elhelyezését. A novények folyamatos érintkezése a
tapanyagokkal felgyorsitja a fejlodést €s javitja a szaporitas hatasfokat. Ezzel egyidében a
légcsere, a folyamatos oxigén ellatottsag kedvezden befolyasolja a névények fotoszintetikus
tulajdonsagait és szoveti felépitését, igy a novények gyorsabban térnek 4t az autotrof
¢letmddra és konnyebben akklimatizalhatok.

A kisérletek eddigi idészakaban korlatozott szamban alltak rendelkezésre a reaktor
hengerek, ezért csak az alapvetd vizsgdlatokat végeztik el. A technoldgidk fejlesztése
érdekében a tovabbiakban érdemes lenne figyelmet forditani arra, hogy megéllapithassuk, az
egyes novények esetében mennyi az az optimalis folyadék mennyiség és elarasztasi id6, ami a
legjobb szaporodast és mindséget biztositja. Sziikséges lenne hosszl tdvon nyomon kdvetni,
hogy hany tenyészcikluson keresztiil szaporithaté a névényanyag anélkiil, hogy a szaporodas
mértéke csokkenni kezdene. A berendezés nagyiizemi hasznositdsdhoz biztositani kell olyan
vagy akkora steril munkateret, amely a tovabbszaporitds soran egyszerre teszi lehetévé a
hengerek elhelyezését, a folyadékkal valo feltoltést €s a novényanyag manipuldlasat. Ez a
jelenleg hasznalatos laminaris boxokban nehézkes, ¢és a szlik hely miatti esetleges

fertdzésveszEly is fennall.
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