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ABS
ACC
ATI, AT2

AVG
BA (BAP)
BAR
B5
CMV
DDV
DHFR
2,4-D
GA;
GUS
HALI1
IES
IVS
2-iP
PEG
KIN
MS
n.a.

N

N6
NES
NOS
NPT I
PCR
SgMC
2,4,5-T
TDZ
TPS1
WMV
ZEA
ZYMV

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

abszcizinsav

aminociklopropan-1-karboxil sav, aminociklopropédn-karboxilat oxiddz (-gén)
Uborka peronoszpéraval (Pseudoperonospora cubensis) szemben rezisztens
vad tipusu sargadinnye vonalbol (PI 124111F) izolalt rezisztencia gének
aminoetoxivinilglicin

benziladenin (a-benzilaminopurin)

glufozinat herbicidekkel szembeni toleranciat okoz6 gén

Gamborg et al. (1968)

Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)

kétszer desztillalt viz

dihidrofolat reduktiz

2,4-diklorfenoxiecetsav

gibberellin A3

B-glukuronidaz (-gén)

Sotlrés gén (élesztdbol izolalt)

indolecetsav

indolvajsav

2-izopentenil-adenozin

polietilénglikol

kinetin

Murashige és Skoog éltal leirt taptalaj (Murashige and Skoog, 1962)
Nem 4ll rendelkezésre adat

Nitsch 4ltal leirt taptalaj (Nitsch 1951)

Chu és munkatdrsai altal leirt tdptalaj (Chu et al. 1975)

a-naftilecetsav

nopalin szintdz (-gén)

neomicin-foszfotranszferdz (-gén)

polimeraz-lancreakcié (Polymerase Chain Reaction)

Tok mozaik virus (Squash mosaic virus)

2.,4,5-triklor-fenoxi-ecetsav

thidiazuron

Szérazsagtlirés gén (élesztébdl izolalt)

Gorogdinnye mozaik virus (Watermelon mosaic virus)
zeatin

Cukkini sarga mozaik virus (Zucchini yellow mosaic virus)



2. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A kabakos zoldségnovények vadon vagy termesztett valtozatban o6t foldrészen
elterjedtek. Termesztésbeli jelentdségiiket kivald étrendi hatasuknak, sokrétii felhasznalasi
lehetéségiiknek koszonhetik. A termesztok és fogyasztok igényeinek kielégitéséhez, a
folyamatosan valtozé termesztési technoldgidk lehetOségeinek kiakndzdsdhoz egyre ujabb
fajtakra van sziikség, ugyanakkor cél a kival6 minOség és a tiplalkozasi érték emelése. Az
igényesebb és mindségi tdplalkozas fejlédésével az egészségvédd hatdsok és a mindségi
tulajdonsagok fokozatosan felértékelddnek.

A sérgadinnye nemesitése hazdnkban évszdzados miiltra tekint vissza. A magyar fajtdk
— régi tajfajtak, nemesitett konstans- és hibrid fajtdk — értékes génallomdnnyal, j6 mindségi
tulajdonségokkal rendelkeznek (példdul: sajitos izek, egészségvédé hatds). Igy példaul a régi
tajfajtabdl szelektdlt Muskotdly sargadinnyefajta méj és epebetegek szdmdra is fogyaszthato.
A régi fajtdk azonban a betegség-ellendllosag és pultallosdg hidnya, valamint az uj
termesztéstechnoldgiai szempontok (Nagy, 2005) miatt kiszorultak a piacrél. Fenntartdsuk
nagyrészt génbankokban folyik (Szamosi, 2005). Megmentésiik és piacra juttatasuk esélyének
egyik lehetdsége a hidnyzo fontos jellegek potlasa genetikai transzformaciéval. Ez anndl is
inkdbb jarhaté dt, mivel a mindségi tulajdonsigok (omléssdg, aroma anyagok, iz és
zamatanyagok jelenléte) multigénes jellegiik miatt nehezebben moddosithatok, mint a
pultdllésdg vagy a rezisztencidk jelentds része.

A gyakorlati céllal végzett genetikai transzformacids kisérletek tobbsége rezisztencia
tulajdonsagok kialakitdsara irdnyul. Ellendllésdgot alakithatunk ki a legfontosabb ndvényi
kartevokkel és korokozokkal (patogén virusok, baktériumok, gombdk, rovarok), kérnyezeti
stressz tényezdkkel (szdrazsag- és so, hideg, nehézfém és dltaldnos stressz), illetve gyomirtd
szerekkel szemben. A sdrgadinnye esetében mdar elddllitottak uborkamozaik virussal- és
Cukkini sdrga mozaik virussal szemben ellendll6 fajtdkat, melyek a virusok kopenyfehérjéit
termelik. Fontos nemesitési cél a sirgadinnye és mds kabakosok esetében is a mindség, a
pultdllosdg, a cukortartalom, javitdsa tovabbd az egészségvédd antioxiddns kapacitds emelése,
valamint a s6 és szarazsagtiirés fokozasa. A pultallésag fokozasardl (az etilénszintézis sikeres
gdatlasan keresztiil), valamint a s6- és a szdrazsagtiirés fokozasardl is jelent meg kozlemény.
Tovabbi cél lehet még a novényi anyagcsere termékek megvaltoztatisa, mely sordn
élelmiszer-, illetve gydgyszeripari célbdl termeltethetiink a novényekkel szamos alapanyagot

(példaul: esszencidlis aminosavak, novényi olajok, szénhidratok, vakcindk)



A génbeviteli eljardsok dltaldban egy hatékony in vifro ndvényregenerdcios rendszerre
épiilnek. Az in vitro novényregeneracié embriogenezisen vagy organogenezisen keresztiil
valésulhat meg (Dudits é€s Heszky 2000). A sargadinnye esetében eddig tobb esetben is
beszamoltak mind direkt, mind kalluszon keresztiil torténd organogenezis vagy embriogenezis
utjan torténd novényregeneraciordl és transzformaciordl, illetve transzgénikus novények
eloallitasardl is, elsésorban kiilfoldi fajtik esetében (Fang és Grumet, 1990, Bordas et al.,
1997, Curuk et al., 2005). Ezek a médszerek azonban nem elég hatékonyak (Atares et al.,
2004). Az eddigi eredmények egyértelmuien a genotipus- és kornyezet-fiiggdséget bizonyitjak,
vagyis, hogy egy sikeres modszer egy masik genotipus esetében, vagy egy madsik
laboratériumban nem ad kielégité eredményt (Curuk et al., 2005). Ezért a genotipusok in vitro
védlaszado6 képességének tesztelése valamennyi genotipus esetében felértékel6dott.

Az in vitro tenyésztési munka kezdetén célszeri valtozatos, széles genetikai
spektrumbdl kivdlogatni a legmegfeleldbben reagdld genotipusokat, tesztelve a rendelkezésre
allé nemesitési vonalakat, torzseket, illetve a mar koztermesztésben levo fajtakat. Ugyanakkor
a hatékony regenerdcios eljards megtaldldsa minden Uj fajta esetében egy dj kihivas, mivel
annak ellenére, hogy bizonyos dltaldnos elvek érvényesithetdk, a mddszer minden egyes
1épését az adott fajtara ki kell dolgozni, annak igényeihez hozz4 kell illeszteni. Ez a probléma
mar a kiinduldsi anyag homogenitdsitol és éllapotitdl kezdddik. Egy kidolgozott és bevalt
magfertdtlenitési eljards nem biztos, hogy egy masik is fajtandl kielégité eredményt hoz. A
magtételek és évjaratok is eltéréseket okozhatnak a kisérlet eredményeiben. A régi fajtdk — a
szabadbeporzadsu konstans kiilfoldi fajtdkon végzett vizsgdlatok alapjan tudhaté — nagyon
jelentés fajtdn beliili variabilitdssal rendelkezhetnek. Ezért itt az empirikus bizonyitds
elengedhetetlen. Nem épithetiink egyetlen kisérleti 1épést sem egy elvre, vagy egy masik
fajtan kapott eredményre, hanem kizarélag az adott fajtdn bizonyitott eredményekre. Igy a
magyar fajtdk in vitro regeneréacids rendszerének kidolgozdsdndl valamennyi széba johetd
1épés vizsgalat targyat képezheti.

A genetikailag médositott novényfajtdkkal szemben a kdzvélemény jelentOs részének
fenntartdsai vannak. Mdar az els6é kisérletek idején felvetddott, hogy ezen ndvények
termesztésének esetleg kornyezeti, Okoldgiai kockédzata lehet. Ezért szerte a vildgon a
transzgénikus novények laboratériumon kiviili termesztését és vizsgdlatit szigord
engedélyezési eljarasok elézik meg. Hivatalosan 1994-ben jelent meg az els6 transzgénikus
novényfajta, a szabdlyozott érésii paradicsom, az amerikai vetdmagpiacon. Az egyre nagyobb
mértékben végzett szabadfoldi kisérletek azt jelzik, hogy az elkdvetkezendd években szamos

mds genetikailag modositott novényfajta fog megjelenni, megnyitva igy egy uj fejezetet a
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ndvénynemesités tobb évezredes torténetében. Ezt a folyamatot gyorsitjdk az emberi egészség
védelmét és a korszer(i taplalkozast segité mddositasok, illetve az ilyen fajtak eldallitasa.

A transzgénikus novények eldéllitdsa tobb novényfaj esetében mar fontos nemesitési
moédszerré valt, mig mas fajokndl azza valhat a kozeljovoben. Ezért a Budapesti Corvinus
Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékén az elmilt néhdny évben fokozatosan
megteremtették a transzgénikus novények elddllitisdnak feltételeit. Az ij modszerek minél
gyorsabb meghonositisa, alkalmazasa és tovabbfejlesztése érdekében szoros kapcsolatokat
alakitottak ki az ezen a téren élen jar6 kutatdintézetekkel, valamint azon kiilfoldi és hazai
vallalatokkal, melyek a magyar fajtik piacra keriilésében érdekeltek lehetnek, és az elvégzett

kutatdsok eredményeinek értékesiilését segithetik.

Munkéank sordn elsddleges célunk volt, a magyar és hazankban termesztett kiilfoldi
sdrgadinnye fajtik, valamint néhdny mds kabakos (cukkini, patisszon, siit6tok) fajta in vitro
regenerdcids vélaszadd képességének tesztelése, illetve a kivélasztott genotipusokra
megfeleld in vitro regenericiés maédszer kidolgozédsa. Cél volt az is, hogy ez a kidolgozott
szovettenyésztési €s ndvény regeneracids rendszer elég hatékony legyen, egyrészt az in vitro
novénynevelési mikroszaporitasi célokra, madasrészt megfelelé alapot nydjtson egy
transzformdcids protokoll kidolgozdsdhoz, amellyel olyan hasznos géneket juttathatunk be a
jol regenerdl6d6 fajtdkba, melyek hatdsa példaul a herbicid rezisztencia vagy a
virusrezisztencia. Egy ilyen hatékony rendszer kidolgozasandl a fajtdk valaszado

képességének eltérései miatt tobb fajtaval kivantunk elindulni.

A fenti célok érdekében a kovetkezo feladatokat kellett elvégezniink:

1. Ki kellett kidolgozni a megfeleld magfertotlenitési eljarast.

2. A kilenc sargadinnye fajta és hirom tokféle valaszadd képességét tesztelve
kiilonbozo szilard taptalajokon kivantuk kivalasztani az alkalmas valaszadé
fajtakat tovabbi kisérletekhez. Folyadékkultirdban egy ismert tiptalajon kivantuk
a fajtdkat vélaszado képesség szerint rangsorolni.

3. A rendszeriinkben legjobb vdlaszadénak mutatkozé fajtdk felhaszndldsdval meg
kellett hatdrozni az egyes novényi részek (sziklevél, levél, hipokotil, dekapitélt
hipokotil) valaszad6 képességét szilard taptalajon.

4. A megfeleld védlaszadé fajtdk €és novényi rész kivdlasztdsa utdn részletesen
kivantuk elemezni a novekedésszabdlyoz6 anyagok hatdsat a regeneraciora, és egy

optimalizaciés kisérlet révén megtaldlni egy megfeleld auxin-citokinin aranyt, az
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explantdtumokbdl torténd organogenezis vagy embriogenezis indukaldséra szilard,
valamint folyékony taptalajon.

5. Meg kivéantuk hatdrozni az indukci6 idejének sziikséges hosszét szilard taptalajon
és folyadékkultiraban

6. Elemezni kivantuk a szilardité kozegek (agar és phytagel) hatdsit a regenerdcidra
valamint a regeneralt és felnevelt hajtasok szamara.

7. Folyadékkultirdban meg akartuk hatirozni a tenyésztés kiilonb6z6 paramétereinek
— igy a kiilonb6z6 alkalmazott vitaminoknak, a szénforrdsoknak (szachardz,
gliikkéz, maltéz), a pH-nak a hatdsat az embriogenezis indukcidra.

8. A folyadékkulturds tenyészetek esetében a tenyészetek inditdsdhoz felhasznalt
magok (fiatal és régebben tirolt magok felhaszndldsdval) életkordnak hatdsat
megéllapitani a szomatikus embriogenezisre.

9. A tenyésztés sordn alkalmazott indukcids tdptalajok és a szilard tovabbtenyésztd
taptalajok, passzdldsok Osszetételének és a tenyésztés idejének meghatdrozdsat a
hajtasok felnevelése érdekében.

10. Végsd feladatunk volt hatékony indukcids €s ndvényregenerdcids rendszerek és

protokollok feléllitdsa mind szilard taptalajon, mind folyadékkultdraban.

Ehhez mind a genotipusok, mind a regenerdciés feltételek komplex vizsgalatara
sziikség volt. Munkdnk sordn nem az organogenezis ill. az embriogenezis élettani
vizsgélatdra, hanem egy biotechnolégiailag alkalmazhatd eljaras hatékonysaganak novelésére
kivantuk fektetni a hangsulyt. Kiiléndsen fontos volt szamunkra, hogy a kifejlesztett modszer
nagy hatékonysagu €s jol ismételhetd legyen.

Mivel ismert, hogy a regenericidos rendszerek hatékonysdga a transzformacids
eljarasok sordn jelentdsen csokken — szdmos faktor, elsdsorban az Agrobacteriumos fert6zés
és az alkalmazott szelekcids dgensek miatt — egy megfelel6 regeneracids rendszer birtokdban
meg akartuk édllapitani a kidolgozott rendszer hatékonysdgat a transzformdacids rendszerben,

és lehetdleg kiszlirni a kedvezdtlen hatdsokat.

Ezekhez a célokhoz a kovetkezo feladatokat elvégzését lattuk sziiks€gesnek:

1. Megvizsgilni az infekcido és az egyiitt tenyésztés idejének egyiittes hatdsat a

regeneréacidra, valamint a baktérium eliminaldsdnak hatékonysdgara.
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2. A megfeleld antibiotikum koncentridciok megtaldldsa, mely egyrészt biztositja a
fert6zéshez hasznalt baktérium mentesitést, masrészt a transzforméansok hatékony
szelekcigjat.

3. Tesztelni a taptalajt szilardité agar, illetve phytagel hatdsit a folyamatra. A
rendszer hatékonysagat a meggyokereztetett hajtisok és felnevelt novények szama
alapjan értékelni, vagyis a gyakorlatban hasznosithaté6 novényeket adé rendszert

kidolgozni.

Munkank kezdetén azt a szempontot is szem el6tt tartottuk, hogy a kabakos
regenerdciés rendszer, valamint az erre épithetd transzformdicids rendszer az akadémiai
kutatds szdmadra is felhasznilhaté legyen és hogy hazai, valamint nemzetkozi érdeklddésre

szdmot tart6 eredményeket érjiink el.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A sargadinnye jellemzése és jelentosége

A sargadinnye (Cucumis melo L.) a Cucurbitaceae csaladba tartozik, amely
alapvetden egy tropusi novénycsalad, tobb mint 600 fajjal. Tobb gazdasigi szempontbdl
fontos novény tartozik ide, igy tobbek kozott a tok (Cucurbita pepo), az uborka (Cucumis
sativus) és a gorogdinnye (Citrullus lanatus) (Borhidi, 1995). A sargadinnye Oshazajat
illetéen a szakemberek eltérd véleményen vannak. Az egyik csoport Nyugat-Afrikat, a
trépusi, szubtropusi Ovezetet jeloli, a masik csoport dzsiai, kozép-azsiai Ovezetbe teszi
szarmazasat. Tényként elfogadhatjuk e kettés géncentrumot. Az djvildgba Kolumbusz vitte be
elsoként. Valdszinlileg mar a honfoglalds idején termesztették hazankban ezt a ma is méltan
népszerl és igen kedvelt novényt. Sokfelé cukordinnyének is nevezik, ami német nevének sz6
szerinti forditdsabol ered. A sidrgadinnye amellett, hogy valéban sok cukrot tartalmaz, fontos
vitamin (karotin, az E-vitamin, a C-vitamin, B1 vitamin, B2 vitamin, B6 vitamin) és asvanyi
anyag tartalommal is rendelkezik, valamint nagy értéket képvisel a benne taldlhaté nyersrost.
A séargadinnye a Cucurbitaceae csalad mdas tagjaival egylitt kiemelt fontossdgot kapott az
ENSZ vilagélelmezési programjdban is. A sargadinnye a szénhidratok koziil gliikkézt, fruktézt
és szachardzt tartalmaz. Az édességet dontfen a szachardz-tartalom hatirozza meg (Nagy,
2005). Sargadinnyét az egész vildgon termelnek és fogyasztanak. A vildg termdéteriilete 2007-
ben 1,27 milli6 hektir, mig a termésmennyiség 26,8 milli6 tonna volt. A sirgadinnye
vetésteriiletének mintegy 43 szdzaléka Kindban volt taldlhatd, itt termelték a vildg teljes
termésmennyiségének jelentds részét, 51 szazalékat. A madasodik legnagyobb termeld
Torokorszag részesedése 6 szdzalék volt, majd Irdn és az Egyesiilt Allamok kovetkezett, 4-4
szdzalékos részesedéssel. Az Eurdpai Unid tagdllamai a vildg termésmennyiségének
mindossze 8 szazalékat allitottdk eld 2007-ben (FAOSTAT, 2009). Az Eurdpai Unidban
2008-ban 2,4 milli6 tonna sargadinnyét termesztettek, amelynek kozel a felét (48%)
Spanyolorszag allitotta el6. A masodik legnagyobb termesztd orszag Olaszorszag — 26%-os
részesedés —, mig a harmadik Franciaorszag — 14%-os részesedés — volt. Az elmilt évben, a
belfoldi sargadinnye termés mellé az Unidba nagyobb mennyiségli import érkezett K6zép-
Amerikabdl, Marokkébdl, valamint Nyugat-Indidbol. Magyarorszagon  2009-ben
megkozelitdleg 750 hektdron 12 000 tonna sdrgadinnyét iitettek. Az elmult évek tapasztalat

alapjdn az egy fore es6 sargadinnye fogyasztadsunk 1.6 kg-on stagndl. (Fodor és Jasper, 2009).
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3.2. A tokfajok jellemzése és jelentosége

A patisszont és a cukkinit a f6z6tok fajtacsoportba soroljuk. A f6z6tokok gyokérzete a
novekedési tipussal szoros Osszefiiggésben van, a termesztett zoldségfajok koziil a
legnagyobb gyokérzetet fejlesztik. A hajtds keresztmetszete szdgletes vagy bardzdalt. Lehet
rovid, félhosszu €s hosszu. A rovid hajtadshossz 50-150 cm kozott valtozik, dltaldban egyediil
all, nem, vagy csak ritkan dgazddik el. A kozéphosszi és hosszi hajtasokat fejlesztd fajtdk
hajtasrendszere 1.5-6 méter hosszi is lehet, gyakorta eldgazddik (Nagy, 1997). A tok virdgai
Iényegesen nagyobbak az uborka és a dinnyék virdgainal. A virag lehet egylaki és kétlaki him,
n6- és himnds. A tisztdn nétipusd virdgok elsdsorban a cukkinin fordulnak eld. A siit6tok
gyokérzete nagy tomegii, a talajt behdldzza. Hajtasa folytonos novekedésti, gyakorta eldgazo,
tobb méterre (tobb 10 méterre) megnovo. Levele lekerekitett, vese alaki, szorozott. Virdgai a
kabakosok koziil a legnagyobbak élénksarga sziniiek (Nagy, 1997). A nalunk termesztett
tokfajok Amerika trépusi, szubtropusi vidékeirdl szarmaznak. A Cucurbita pepo (patisszon,
cukkini) 8shazdja Eszak-Mexiké és az Egyesiilt Allamok keleti vidéke. A Cucurbita maxima
(stit6tok) Bolivia, Argentina és Chile teriiletérdl szarmazik (Kapds, 1986). A tokfélék koziil a
spargatokot, siitotokot, istengyalulta tokot régdta termesztjitk (Nagy, 1997). A patisszon és a
cukkini hazdnkban meglehetdsen 4j zoldségféle. Fogyasztisuk az utobbi években jelentdsen
megnovekedett, més foldrészen és orszdgokban azonban mar régebben ismert. A patisszont
Eurépéban sokdig elsdsorban disztokként ismerték. A legjobban Franciaorszagban terjedt el,
ezenkiviil csaknem az Osszes eurdpai orszdgban ismerik (Kapds, 1986). Kis energia-, de nagy
vitamin- és dsvdnyianyag-tartalmuk folytdn kivald étrendi hatdsdak, diabetikus ételek kivald
alapanyagai. Folyamatos terméshozdsuak, semleges alap izliek, szin- és alakgazdagsaguk
munkatakarékos feldolgozassal parosul (Nagy, 1989). A FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) statisztikailag egyiitt kezeli a siit6tok és a f6z6tokok
adatait. A tokfélék termesztése 1,55 millié hektaron folyt a vildgon 2007-ben, Gsszesen 21
millié tonnat termeltek. Annak ellenére, hogy a tokok Oshazdja Amerika, a legnagyobb
termesztési teriiletet e fajokbdl is Azsidban taldljuk. A termelt mennyiség szerinti tovabbi
sorrend Eurépa, Afrika, Kozép-Amerika és a Karib térség, majd Eszak-Amerika, Dél-
Amerika és Ocednia. A vildgon megtermelt siité és f6z6tok felét hiarom orszag, Kina (30%),
India (16%), és Oroszorszag (6%) adta. Az Eurdpai Unid 5 szdzalékkal részesedett a vilag
termelésébdl. A legnagyobb termeldk Olaszorszag, Spanyolorszag és Franciaorszdg voltak, 6k

harman az Eurépai Unié termésmennyiségének a 70 szdzalékat allitottdk el6. A FAO becslése
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szerint Magyarorszdgon 2007-ben 11600 tonna tok félét termesztettek 500 hektaron
(FAOSTAT, 2009).

3.3. A niovényregeneracios modszerek

A novényi biotechnoldgia egyik legfontosabb elve, hogy a tenyésztett szomatikus
sejtekbdl egészséges, életképes intakt ndvények regenerdlhatok (Dudits és Heszky, 2000). A
novényi sejtek totipotencidjukat hosszu ideig megtartjdk, ezért képesek példaul a hajtasok
gyokereket létrehozni, dltaldban a novényi szervek repardlédni és regenerdlédni. Az
alland6sult  sejtek  totipotencidjukat  részben vagy egészben  vissza  nyerik,
(dedifferencidlodnak), és beldliikk egy Gj novény fejlodhet, vagy sériiléssel elvesztett részek
potlédhatnak (Szalai, 1994). Az in vitro morfogenezis leggyakoribb ttja az, hogy a
dedifferencidloédas sikeres indukcidjat kovetden a taptalajra helyezett novényi rész sejtjei
intenziven osztédnak, és dedifferencidlodott sejtek tomege, kallusz alakul ki. Kallusz
szovetekben a sejtosztodds véletlenszerli modon megy végbe, minden irdnyban, nincs
polaritds tengely. Az eredmény egy szervezetlen sejttomeg lesz. A differencidlatlan sejtek
kiilonbozo iranyu (pl. gyokérfejlodés, hajtasfejlodés) indukcidja lehetséges. Ezt a folyamatot
nevezzilk redifferencidléddsnak. A nodvényregenericié folyamdn az a cél, hogy a
differencidlatlan sejtekbdl novényt kapjunk, azaz az egyedfejlddést (ontogenezist) indukaljuk

(Dudits és Heszky, 2000).

3.3.1. Organogenezis

A morfogenezis leggyakoribb ttja, melynek sordn a tiptalajra helyezett novényi rész
sejtjei az indukcidt kovetden intenziven osztédnak és dedifferencidlodott sejtek tomege,
kallusz alakul ki (Dudits és Heszky, 2000). A kallusz szévetekben a sejtosztddds véletlenszerti
moédon megy végbe, minden irdnyban, nincs polaritds tengely. Az eredmény egy szervezetlen
sejttomeg lesz. Az osztédds eredményeként izodiametrikus, vékony falii merisztemoid jon
létre, amelybdl az endogén €és az exogén ndvekedésszabdlyozé anyagok (indolecetsav,
gibberellin, benziladenin és etilén) kritikus szintjétol fiiggden gyokér, vagy hajtaskezdemény
alakulhat ki (Szalai, 1994). Az organogenezis dltaldban egyszerre tobb kallusz sejt egyidejii
redifferencidlodasdnak eredménye. Végeredményben az organogenezis sordn egypdlusi
tenyész0 kapok alakulnak ki, melyekbdl hajtisok vagy gyokerek fejlodnek. Az ellentétes
polus regeneralodasat altaldban mas novekedésszabalyozé anyag Osszetétell taptalajon kell
indukdlni. Organogenzisen beliil megkiilonboztethetiink direkt illetve indirekt organogenezist.

Indirekt organogenezisr6l akkor beszélhetiink, ha egyszerre tobb kalluszsejt egyideji
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differencidléddsdnak eredményeképpen hajtds- vagy gyokérmerisztéma alakul ki. Direkt
organogenezis esetén, - a kallusz fazist kihagyva -, nem kozvetleniil a kalluszsejtekbdl, hanem
a tenyészetben mar differencidlédott merisztéma-, szar- ill. gyokérsejtek tovédbbi
morfogenezisének eredményeképpen kapunk kiilonbozo novényi részeket (Dudits és Heszky,

2000).

3.3.2. Szomatikus embriogenezis

A sejtekbdl a teljes novénnyé vald fejlodésnek a madsik utja, amikor a kallusz
tomegben valamely sejt bipolarissa valik és a tovdbbiakban ennek megfeleléen osztédik. A
fejlodd embri6 fokozatos szervezddésének kovetkeztében elobb a soksejtes gombalak, majd a
sziv-€s torpedostadium figyelheté meg. Az igy keletkezett csirandvényszerit képzodmény a
kallusztol elkiiloniil és levalik. Ezt kovetden a sziklevelek fejlédése altaldban megéll, és
megindul az embrié szoveteinek differencidlodasa. Ezt a jelenséget jarulékos (adventiv)
embrioképzésnek nevezziik (Dudits és Heszky, 2000). A szovettenyészetben az adventiv
embri6 a kallusz felszinén elhelyezkedd egyetlen sejtbdl keletkezik, és a kornyezo kallusz
sejtek az embrié fejlodésében ,taplaldo szovetként” szerepelnek. Az embridnak az
embriogenezis korai szakaszdban sziiksége van tipldlé sejtekre (Gyurjan, 2004). A
szomatikus embriogenezis tehdt mindig egyetlen sejtbdl indul ki és morfoldgiailag alig tér el a
zigotikus embriogenezistol. Fehér és munkatarsai (2002) kisérleteik soran igazoltdk a novényi
novekedésszabdlyozd anyagok, elsdsorban az auxinok (igy a 2,4-D) alapvetd szerepét a
szomatikus embriogenezis kivéltdsidban lucerna esetében. Tovabba megallapitottdk, hogy az
embriogén fejlédés elinditdsdban a stressz és az dltala kivdltott védekezd reakcidk dontd
szerepet jtszanak. Altalanos probléma, hogy a kis Iégter(i neveléedényekben endogén etilén-
felhalmozddds 1éphet fel. Ennél a jelenségnél két tényezd jatszik szerepet: az egyik az etilén
képzO6dés, a mdsik a neveldéedény és a kiillvildg kozotti gdzcsere mértéke. Intenziv
etilénképz6dés leggyakrabban az auxinok mellékhatasaként tapasztalhatd. Kiilonosen erds
lehet az etilénképzddés 2,4-D adagoldsakor, ami kodzvetve kedvezdtleniil befolydsolja, sot

akar gatolhatja is a szomatikus embriogenezis indukciéjat (Téth, 2005).
3.4. A sargadinnye regeneracié moédszerei

Kilfoldi sargadinnyefajtdkkal az elso sikeres regenerdcids kisérletet Blackmon és
munkatérsai (1981) irtdk le, azonban ez a jelentés csak embridk sikeres indukciéjardl szamolt
be. Moreno és munkatarsai (1985) szamoltak be elsdként teljes novényregeneraciordl, amikor

a regeneralt novényt sikeriilt meggyokereztetni és kiiiltetni. Ez a kutatécsoport az Amarillo
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Oro fajta esetében sziklevélbdl és hipokotilbdl direkt, illetve indirekt organogenezis ttjan
regeneralt novényt kiilonb6z0 novekedésszabalyozd anyagok haszndlatival. A sargadinnye
regenerdciok kiinduldsi anyagdnak megvdlasztdsa eleinte eléggé véltozatos volt. A szerzok
tobbsége tobbféle és kiilonbozd kort novényi részt kiprobalt, igy beszamoltak még tobbek
kozott hipokotil eredetii kalluszbdl (Kathal et al., 1986), levélbdl (Kathal et al., 1988),
protoplasztbol (Li et al., 1990), s6t gyokérdarabokbdl (Kathal et al., 1994) tortént sikeres
novényregeneraciordl. Niedz és munkatarsai (1989) sziklevélbdl, hipokotilbol, levélnyélbdl és
els6 lomblevélbdl direkt organogenezis utjdn regenerdltak ndvényeket tobbféle
novekedésszabdlyozd anyagot és azok kombindciéjat kiprobalva. A szerzok nagyobb része
tobb fajta regenerdcids képességét is vizsgilta. A legtobb fajtat Gray és munkatarsai (1993)
vizsgéltdk meg. Regenerécids kisérleteik sordn egy fajta (Male Sterile A147) éretlen mag
sziklevelét felhaszndlva optimalizdltdk a novekedésszabdlyozé anyagok Osszetételét és a
kidolgozott mddszert 51 kiilonb6zé az amerikai vetOmagpiacon éppen elérhetd fajtan
tesztelték. A kisérleteket Osszehasonlitva elmondhatjuk, hogy a sziklevél éltaldnosan jo
kiindulasi anyagnak bizonyult. Elsésorban a sziklevelek alsé része (Gray et al., 1993), a
sziklevélnyélhez kozeli rész, illetve a hipokotil volt a legjobb vélaszad6 (Curuk et al., 2002a).
Az indolecetsav alacsony koncentrdcioban organogenezist, magas koncentraciéban
embriogenezist indukdl (Tabeiet al., 1991). A tdptalajok tobbségéhez agart haszndltak
szilardité anyagként, azonban a késébbi kisérletekben mar a phytagelt illetve gelrite-ot is
alkalmaztidk a hatékonyabb regeneracié érdekében. Ficcadenti €s Rotino (1995) szerint az
agart tartalmazd taptalajon tortént regenerdcié hatékonyabb volt, mint amikor gelrite-ot
alkalmaztak. Yadav és munkatérsai (1996) tobb kisérletben is vizsgaltak, hogyan befolyasolja
a regeneracid hatékonysagit a tiptalaj szilardité anyaga. Azt allapitottdk meg, hogy a
phytagelt alkalmazva tobb regenerdns képzddott ugyanolyan nodvekedésszabilyozd anyag
Osszetétel mellett.

A sikeres szomatikus embriogenezishez és az indirekt organogenezishez 4ltaldban
kétféle taptalajra volt sziikség: egy indukcids tdptalajra, amely az embridk vagy
hajtaskezdemények kialakuldsat véltotta ki a ndvényanyagbol, aztdn pedig egy novekedést
serkentd kozegre, amely az embridk illetve hajtiskezdemények tovéabbfejlodését segitette
(Debeaujon és Branchard, 1993). Ismert az is, hogy a pH-nak jelentds szerepe van az
embriogenezis indukciéjaban (Martin €s Rose, 1975; Skirvin et al., 1986; Kovacs et al,,
1995). Ennek hatisit sirgadinnye esetében még nem vizsgaltdk. Ujabban a sirgadinnye

esetében is beszdmoltak, folyadékkultirdkban embriogenezisen at torténd sikeres

17



novényregeneraciordl. Ezen kisérletek sordn is er0s genotipus fliggést tapasztaltak (Akasaka-
Kennedy et al. 2004; Ezura és Akasaka-Kennedy 2004).

A dinnyefélék és 4ltaldban a kabakosok nehezen regenerdlédnak in vitro
rendszerekben. A gorogdinnye (Zarka és Szalai, 2005), a tok (Bisztray et al. 2005) az uborka
(Gémesné és Kirilla, 2005) és a sargadinnye (Kissné Bédba és Bisztray, 2005)
mikroszaporitasa, illetve a hatékony in vitro regeneracids rendszer feldllitisa nehéz és
genotipusfiiggd. Magyar siargadinnye regeneracidjarél eddig egyetlen cikk szamolt be.
Béarsony és munkatdrsai (1999) sikeresen indukdltak organogén hajtdskezdeményeket
Hoégolyo fajtan. A konnyebb attekinthet6ség érdekében az irodalomban leirt eredményeket
tdblazatban foglaltam Ossze, feltiintetve a felhasznalt sargadinnye fajtit és novényi részt, a

taptalajokat és a regeneracié maodjat (1. tablazat).

1. tablazat A sargadinnye (Cucumis melo) in vitro névényregeneraci6 néhany eredménye Gsszefoglalva

a felhaszndlt novényanyag €s tdptalaj tekintetében, ahol nincs masként feltiintetve ott
értelemszertien MS alapu tdptalajt haszndltak (A roviditések jegyzékében (1. fejezet)
megtaldlhatéak a tdbldzatban szerepld roviditések)

) Novényi rész és Indukciés Novekedési (..
Felhasznalt . . . . Regeneracio . .
genotipusok kora taptalaj taptalaj médja Hivatkozas
(nap) (mg/1) (mg/1)
. . N.f kiilonboz6 szomatikus Blackmon et al.,
Banana hipokotil nov. szab. - . .
embriogenezis | 1981
anyagok
sziklevél és IES (1.5), IES(0.01), indirekt
. . . KIN (6) BA (0.1) organogenezis | Moreno et al.,
Amarillo Oro hipokotil Tirekt 1985
(11-13) IES (4.5), - .
organogenezis
Sunday Akieata sziklevél kallusz | 2.4-D (1), hormon szomatikus Oridate és
y & SZuszp. BA (0.1) mentes embriogenezis | Oosawa, 1986
Hale's Best, sziklevél 2.4-D(1), 2.4-D(0.5), szomatikus Trulson és
Rocky Ford (5) BA (0.5) BA (0.25) embriogenezis | Shahin, 1986
. hipokotil 1IES(1), BAP(0.5), 2- | indirekt Kathal et al.,
Pusa Sharbati 7 KIN (0.5) iP(0.5) organogenezis | 1986
Cantaloup sziklevél 2.4-D (1), hormon szomatikus Branchard és
charentais T BAP (0.1) mentes embriogenezis | Chateau, 1988b
sziklevél B,
Cantaloup cotonlaszt 2.4-D (1) IES(2.5), szomatikus Debeaujon és
charentais T protop NES (0,5) BAP(1) embriogenezis | Branchard, 1988
BAP (0.5)
. levél BAP(0.225), direkt Kathal et al.,
Pusa Sharbati (14) 2-iP(0.203) ) organogenezis | 1988
Hale's Best Jumbo
) . IES (0,88), .
Superstar sziklevél BA (1.13), . direkt | Niedz et al., 1989
Goldstar “4) AB 2 organogenezis
Hearts of Gold S (0.26)
Accent, Galia, . . . direkt Dirks és
Preco, Viva levél, sziklevél BA () ) organogenezis | Buggeum, 1989
p L N6, . . .
Earl's Favourite érett .zigotlkus 24D (3), N6 szom.atlkus . Oridate és
embrid BA (1) embriogenezis | Yasawa, 1990
Haru 1, szar, levél, 2.4-D (1), BA(.1) szomatikus Kageyama et al.,
Natsu 1, Aki 1 hajtdscsucs NES (2) ) embriogenezis | 1990
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Indukciés

Novekedési

;;:l(:?ii)zlrs?)llt( Novényi rész taptalaj taptalaj Rei:gg;:cm Hivatkozas
(mg/h (mg/D)
. c N6, Ne6,
Hong-Xin-Cui Siﬁevlzlsz . 2.4-D (0.5), 2.4-D (0.3), szomatikus Li_ et al.. 1990
(Xinjiang) p 14 p ZEA (0.5) ZEA (1) embriogenezis ’ ”
(14) BA (0.5) BA (0.5)
levél, levélnyél NES (0.9), hormon indirekt .
Cantaloupe, PMR (21-28) BA (1.8) mentes organogenezis Punja etal., 1990
sziklevél, 24-D (2) hormon szomatikus
levél vagy mentes embriogenezis
Earl's Favourite ST BA (25) .
. hipokaotil, Tabei et al., 1991
Harukei P 2,4-D (0.01) .
levélnyél va ) direkt
(10-21) IEgy(l) organogenezis
sziklevél direkt
Topmark (9-10) BA(1) - organogenezis Chee, 1991b
, . . . 2.4-D (1), )
Earl's Favourite sziklevél NES (1) hormon szomatikus Kageyama et al.,
Haru 1 (1) BA (0.1) mentes embriogenezis | 1991
Cantaloup sziklevél és levél 2.4-D(1), hormon szoma tikus . Lo
charentais T rotoplaszt BA (0.1) mentes embriogenezis | Debeaujon és
Precn (F1) ?12) P BA (0.75) 2.4-D(1), indirekt Branchard, 1992
) BA (0.1) organogenezis
5 fajtajelolt sziklevél I};I,}is((go'j)l ), ) direkt Roustan et al.,
(Téziers) 7 + AgNO organogenezis | 1992
3
direkt
Prince, hajtascstcs- BA() ) organogenezis
Andes, darabok 2,4-D (1), . Ezura et al., 1992
Amus (28) NES (2) hormon szomatikus
BA (0 1)’ mentes embriogenezis
18 faita sziklevél, I;Z:]gf()gf kony) N6 szomatikus Oridate et al.,
J hipokotil B. NG 1)’ embriogenezis | 1992
. éretlen mag 2,4-D (5) szomatikus
>2 fajta sziklevele TDZ (0.075) embriogenezis Gray etal., 1993
. s BA (0.67) indirekt Kathal et al.,
Pusa Sharbati gyokér 2iP (0.61) BA(0.225) organogenezis | 1994
]Ii/lllzlloup érett és éretlen BA (2.25) BA(0.225) direkt Adelberg et al.,
B-line mag sziklevele ' ' organogenezis | 1994
Prince Ef;zlt;rglo Eijget:) it %g_SD(S)’ ) szomatikus Ezura és
Sunday Aki eml%ri(’) & BAP (0 ’1) embriogenezis | Oosawa, 1994
Cantaloup EVZII;;Z;]MCVCL NES (2.5) NES (0.01) | indirekt Molina és Nuez,
charentais T (12_13) BA (1) KIN (6) organogenezis | 1995a
Cantaloup levél IES (0.77) ) direkt Molina és Nuez,
charentais T KIN (2,5) organogenezis | 1995b
11 kiilonb6z6 sziklevél g{z Z]S %};)BS’ hormon direkt Ficcadenti és
genotipus (4-5) ABS ('0 > 6’) mentes organogenezis | Rotino, 1995
sziklevél BA (1), direkt
Galia also része +ancymidol - . Gaba et al., 1996
) (1.18uM) organogenezis
sziklevél és direkt
Pusa Madhuras hipokotil BA (0.225) - . Singh et al., 1996
) organogenezis
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Indukciés

Novekedési

;;:l(:?ii)zlrs?)llt( Novényi rész taptalaj taptalaj Rei:gg;:cm Hivatkozas
(mg/D (mg/D)
IES (0.88),
Hale's Best és ) BA (1.13), direkt
Ananas El Dokki levél ABS (0.26)+ BA (0.05) organogenezis Yadav etal. 1996
AgNO; (5.1)
Rocky Ford Green
Flesh, Super érett mag 2,4-D (5), hormon szomatikus Gray. 1996
Market, feldarabolva TDZ (0.1) mentes embriogenezis Y,
Top Mark
Védrantais sziklevél 2.4-D (2,2), hormon szomatikus .
(Cantaloup ) alsé része BA (0.11) mentes embriogenezis Guis et al., 1997
2,4-D (0.01) ) direkt
) sziklevél BA (0.059) 0rganogenezis | Kintzios és
14 fajta (14) Taravira, 1997
2.4-D (1.98) hormon szomatikus ’
KIN (4.99) mentes embriogenezis
Hégolvé sziklevél IES (2.4), hormon direkt Bérsony et al.,
gLy A3) BA (2.5) mentes organogenezis | 1999
Galia sziklevel BA (1) - direkt .| Gabaetal., 1999
also része organogenezis
Yellow Queen érett mag .
Yellow King sziklevele, BA (1) - direkt .
AF-222 levél OTEANOBENCZIS | Liborio-Stipp et
Yellow Queen érett mag 2,4-D (5) GA; (1) szomatikus al., 2001
Yellow King sziklevele TDZ (1) 3 embriogenezis
Hale's Best sziklevél BA (2) ) direkt Abrie és van
@) IES (0.5) organogenezis | Staden, 2001
els6 lomblevél
Galia (2,4-D-vel vagy 2.4-D (0.5), hormon szomatikus Kintzios et al.
kinetinnel KIN (0.2) mentes embriogenezis | 2002
elokezelt)
. hipokotil direkt Curuk et al.,
Revigal (@) BA (D) ) organogenezis | 2002a
Revigal, Niedz et al.,
Topatan, 1989
Kirkagac 637, sziklevél ) direkt Curuk et al.,
Eﬁggﬁ;{/ 4,5,6) Moreno et al., organogenezis | 2002b
Yuva 1985
30 genotipus sziklevél BAP (1) ) direkt Galperin et al.,
BU21/3) 2) organogenezis | 2003a
Revigal, . . .
Topmark, hipokotll BA (1) ) direkt . g(;lél;k et al.,
Kirkagac 637 “4) organogenezis
BA (0.6) ) direkt .
Bolero, sziklevél Organogenczis | gintzios et al.,
Daniel (28) IVS (1) hormon szomatikus 2004
BA (1) mentes embriogenezis
hipokotil,
Maazoun sziklevél, érett 2.4-D (0.25) hormon szomatikus Rhimi et al.,
Beji zigotikus embri6 BA (0.5) mentes embriogenezis | 2006

a0
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3.5. A tokfélék regeneraciojanak modszerei

A tokfélék regenerdcidjaval tobb szerzd is foglalkozott az elmilt években. Elsdéként
Schroeder (1968) szamolt be cukkini regenerdci¢jardl hisos termésfalbdl embriogenezis
utjan. Jelaska pedig 1972-ben leirta, hogy tok hipokotil- és sziklevéldarabokbdl
embriogenezis Utjadn sikeriilt normdl novekedésii novényeket felnevelnie. Kiinduldsi
explantatumnak a tobbi kisérletben is 4ltaldban sziklevelet és hipokotilt (Jelaska, 1974;
Jelaska et al., 1985; Juretic és Jelaska, 1991) hasznaltak. Lee és munkatarsai (2003)
megallapitottdk hogy a sziklevelek esetében els6sorban a félbe vagott sziklevél alsé része volt
a legalkalmasabb hajtasindukcidra. Ezeken kiviil lomblevelek levéllemez- és
levélnyéldarabjaib6l (Kintzios et al., 2002), ndéduszkultirabol (Juretic et al.,, 1989),
intern6diumoknal feldarabolt szardarabbdl (Rahman et al., 1993) hajtascsticsbol (Shah et al.
2008), ovariumbol (Kwack és Fujieda, 1988; Metwally et al., 1998a) és portokbdl (Metwally
et al., 1998b) kiindulva is sikeres regenericiordl szamoltak be. Fontos kiemelni, hogy a
novényregenerdcid leggyakrabban sziklevélbdl (Jelaska, 1972; Katavic et al., 1991; Chee,
1992; Gonsalves et al., 1995; Abrie és van Staden, 2001; Lee et al., 2003; Urbanek et al.
2004; Zang et al., 2008) volt indukélhaté. A folyamat altaldban kallusz fazison at vezetett, és
hatékonysdga er0sen genotipusfiiggd volt (Bisztray et al., 2005). Az aldbbiakban roviden
ismertetiink néhdny eredményes regeneracios kisérletet:

Rakoczy-Trojanowska és Malepszky (1989) C. maxima x C. pepo hibridek F1 és BC1
nemzedékében éEretlen embridk szikleveléb6l novekedésszabdlyozé anyag mentes MS
taptalajon, direkt moddon, kallusz fazis nélkiil indukdltak hajtds képzdédést. A hajtasok
gyokereztetd taptalajon novényekké fejlodtek.

Chee (1991a) C. pepo hajtadsmerisztéma eredetii kalluszdban MS taptalajon 1.2 mg/l
2,4,5-T, 0.8 mg/l BA, 0.1 mg/l kinetin hozzdaddsa mellett ugyancsak embridképzddés tudott
beinditani. Az éretlen embridkat tovabbnevelte szintén MS alapud tdptalajon, azonban mar
0.05 mg/l NES-val illetve 0.05 mg/1 kinetinnel egészitette ki, igy végiil egészséges ndvények
fejlodtek.

Juretic és Jelaska (1991) C. pepo hipokotildarabjaibél nyertek embridgén kalluszt és
azt 15 évig képesek voltak fenntartani. Az embriogenezishez IES, IVS, 2,4-D, és ABS
kiilonb6z6 kombindcidit probaltdk ki.

Chee (1992) C. pepo cv. YC60 érett magvainak sziklevéldarabjait 4.7 uM 2,4,5 - T,
4 uM BA és 0.5 uM kinetin tartalmid MS tdptalajon tenyésztve a képzddott kalluszban
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embriégén goécok jelentek meg. Az embridk tovdbbnevelésére 0.5 uM NES és 0.25 uM
kinetin tartalmi MS taptalajon tortént.

Rahman és munkatdrsai (1993) publikdcidja szerint nagy gyakorisdggal képzodott
hajtas egy hibrid tok (Cucurbita maxima x C. moschata) szardarabjain MS taptalajon 4.4 pM
BA és 0.54 uM NES hozzaadasa mellett. A hajtasok direkt regeneracié utjan képzodtek. A
novények gyokereztetése 0.54 uM NES tartalmui %2 MS taptalajon tortént.

Gonsalves és munkatarsai (1995) hat C. pepo fajtat regeneréltattak csirdzé vagy még
nem csirdzd magvak levalasztott szikleveleibl embriogenezis utjan. A 22.62 uyM 2,4-D
tartalmud indukcids taptalaj utdn 0.27 uM NES és 0.23 pM kinetin tartalmi embrionoveszto
kozeget, majd novénynevelésre és gyokereztetésre novekedésszabdlyozé anyag mentes MS
téptalajt hasznaltak. Az indukcids tdptalajon 11-17 hét utdn minden sziklevélen megjelentek
embridk. A novényneveléshez dltaldban 13-15 hetes indukcid volt optimadlis. Kedvezd esetben
a letett sziklevelek 70-90 %-ardl 4-9 kis novény volt nyerhetd sziklevéldarabonként. A
modszer, bar kiilonbozo hatékonysiggal, de minden vizsgélt fajta esetében hatékony volt.

Metwally és munkatérsai (1998a) a C. pepo (Eskandarini) virdgnyilas eldtt egy nappal
kipreparalt ovariumat eldszor indukcids tiptalajra (MS + 1-5 mg/l 2,4-D) helyezték, majd
négy hét elteltével novekedésszabalyozd anyag mentes MS tiptalajra helyezve ndvényeket
kaptak (8.8-9.1 embrid/100 ovarium). % kozotti hatékonysaggal. A portoktenyészeteknél az
MS + 150 g/l szachar6z és 5 mg/l 2,4-D tartalmi taptalaj volt hatékony (Metwally et al.,
1998b). A portokokbdl fejlédd kalluszokbdl kalluszonként atlagosan 19.2 névényt kaptak. A
citologiailag vizsgélt 20 ndvény fele bizonyult haploidnak (2n=x=20).

Lee és munkatdrsai (2003) C. maxima fajtdk (Juktoja, Miyako) in vitro csirdztatott
sziklevéldarabjaibol organogenezis utjan regeneraltattak novényt. Kiilonboz6é kort
novényeket és kiillonbdzd novekedésszabidlyoz6 anyag koncentricidju tdptalajokat prébaltak
ki. A legjobb eredményt a négy napos novények sziklevéldarabjait 1.0 mg/l BA tartalmi MS
téaptalajra téve kaptdk. Harom hét alatt a sziklevéldarabok 82-86 %-a regenerdlt hajtast. A
novények novekedésszabdlyozé anyag mentes MS téptalajon 2 hét alatt gyokeret fejlesztettek.
A fejlédott novények nagy része diploid volt.

Ananthakrishnan és munkatarsai (2003) harom kiilonb6z6 C. pepo fajtat (True French,
Ma’yan, Goldy) vizsgdlva megéllapitottak, hogy a regenerdcié hatékonyabb, - ha a
hajtascsucsot eltavolitva -, a félbe vagott sziklevél (5-9 napos) alsé darabjat, koriilbelill 1 mm
hosszuisagu hipokotil résszel egyiitt helyezziik regeneracids taptalajra (1 mg/l BA). Ha csak a
sziklevél als6 darabjat, vagy 1 mm-nél hosszabb hipokotil részt hagytak meg, illetve ha a

hipokotil és sziklevél kozotti részt onmagdban raktdk le regenerdcids tdptalajra, akkor a
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regenerdcié hatékonysdga szignifikdnsan lecsokkent. Ha a sziklevél alsé részébe legaldbb
2mm mélyen belevagtak a hipokotil fel6l, vagy ©nmagaban a néhany milliméteres
hipokotildarabot raktdk regenerdcids tdptalajra, akkor egydltalin nem kaptak regenerdns
novényt. Az altaluk sikeresen regeneralt novények mind diploidok voltak.

Urbanek és munkatérsai (2004) olajtok (Cucurbita pepo L. subsp. pepo var. styriaca
Greb.) hét napos sziklevelét felhasznalva, szomatikus embriogenezist indukaltak 3 mg/l NES
és 1 mg/l BA tartalmu taptalajon. Az atlagosan 3-4 hénap alatt keletkezett embridkat 1 mg/l
IES és 0.5 mg/l BA tartalmu téptalajon tovabb nevelve 9-10 hét alatt gyokeres ndvényeket
kaptak.

Kathiravan és munkatarsai (2006) Ananthakrishnan és munkatarsai (2003) mddszerét
alkalmazva 15 kiillonb6z6 tokfajtdn (Cucurbita texana - Acorn, Tay-Belle, Nova, Early
Prolific Straightneck, Creamy, Early Summer Crookneck, Small Bicolor, Cucurbita pepo -
Ma’yan, Tondo di Nizza, Yugoslavia 7, Beirut, Bolognese, Goldy, True French, Zuchit)
sikeres regenerdciot hajtottak végre. A hatdsregenerdcié hatékonysdga egységesen 1.2-1.6
hajtas/sziklevéldarab volt, kivéve a True French esetében ahol 3.9 hajtést is tudtak regenerdlni
sziklevéldarabonként.

Ananthakrishnan és munkatarsai (2007) tovabb kivantdk fokozni a regeneraci
hatékonysagit ultrahangos kezeléssel. Azt tapasztaltdk, hogy a Ma’yan és Barequet (C. pepo)
fajtdkon a 0.5-2 perc kozotti idOtartamu ultrahangos kezelések akar Otszorosére is
megnovelték a hajtdsindukciét. Ha ennél hosszabb ideig kezelték a sziklevéldarabokat
ultrahanggal, akkor mar vitrifikacid 1épett fel a regeneracid soran.

Zang és munkatarsai (2008) megvizsgaltak a Cucurbita moschata Duch. ’Non-vine 1’
fajta regenerdcids képességét, valamint hogy az endogén hormonszint befolydsolja-e a
regeneracié hatékonysagat. Négy kiillonb6z6 kord (4, 5, 6, 7 napos) sziklevéldarabot
vizsgéltak négy kiilonbozé BA (0, 0.5, 1, 2 mg/l) koncentracidju taptalajon és azt talaltak,
hogy a 7 napos szikleveleken volt leghatékonyabb a regenericié, azonban a BA
mennyiségének novelése a tdptalajban nem mutatott szignifikdns kiilonbéget a kezelések
kozott. Az endogén hormonszintet vizsgdlva a kiilonbozd kord sziklevelekben viszont
Osszefiiggést taldltak a 2iP tartalom és a sziklevél életkora kozott. A 7 napos sziklevelekben
szignifikdnsan tobb 2iP keletkezett, igy ez okozhatta, hogy az ilyen kort sziklevéldarabbdl
volt leghatékonyabb a regeneracio.

A Ma’yan fajtdb6l Amutha és munkatidrsai (2009a) sikeresen regenerdltak teljes
novényt dekapitacidval. Az iiveghdzban felnevelt szikleveles stidiumban 1évé tok novény

sziklevelei koz¢ csusztattik a szikét, majd kivagtak a hajtascsucsot és az egyik sziklevelet egy
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kis hipokotil résszel egyiitt. A sebzési feliileten a regenerdns novények levelei eldszor kissé
deformaltak voltak, azonban a kés6bbi levelek mar normal levélalakkal rendelkeztek.
Mindezek felett Amutha és munkatdrsai (2009b) tobb mint kilenc éven at tartd
kisérletsorozatban megvizsgaltik, hogy a Ma’yan és Barequet fajtdk magjainak 4 °C -on
torténd taroldsa, befolydsolja-e a regeneracios képességet. A szikleveleket Ananthakrishnan
és munkatarsai (2003) 4ltal lefrt modszer alapjan hasznaltak fel. Azt allapitottadk meg hogy a
tarolt magok regeneracids képessége nem hogy nem csokkent, hanem még novekedett is a

tarolas soran.
3.6. Génbeviteli eljarasok

Génbevitelnek nevezziik azt a folyamatot, amely sordn egy idegen DNS egy darabja
belekeriil a protoplasztokba, vagy intakt sejtekbe. A novényi génsebészeti kutatisban a gén-
(DNS) bejuttatds moédjait tobbféleképpen csoportosithatjuk az alkalmazott technikdk, és a
felhasznalt novényi részek, (sejtek, szervek, szovetek) alapjan, amelyek a génbevitel
célpontjat  képezik. A  génbevitel modjat tekintve a  csoportositds alapjaként

megkiilonboztethetiink indirekt és direkt transzfer médszereket (2. tablazat)

2. tablazat A genetikai transzformaci6 fontosabb mddszerei novényeknél (Jenes,1999).

Indirekt génbejuttatas Direkt genbejuttatas -
Protoplasztba Intakt sejtekbe

Agrobacterium vektorok Kémiai kezelés(PEG) |Makroinjektalas
Elektroporacié Szaritott embri6

Viralis vektorok Kombinalt eljards Pollentomlé

modszer

Mikroinjektalas Mikroti eljaras
Ultrahangos kezelés  |Génbelovés

A direkt DNS-beviteli rendszerek a kovetkezok:

A kémiai eljards sordn a protoplaszt szuszpenziéhoz idegen DNS-t tartalmazd oldatot
adunk hozza, majd ebbe csepegtetjiik a polietilén-glikolt (PEG). A protoplasztok felszinére
tapadt molekuldk fizié révén keriilnek be a citoplazmdaba (Dudits és Heszky, 2000).

Az elektroporici6 a nagyfesziiltségli, rovid idStartamd elektromos impulzusok
hasznélatdra alapozott mddszer. A protoplaszt membrinjidn dtmenetileg lyukak képzddnek,

amelyeken keresztiil az idegen DNS bejuthat a sejtbe. Fromm és munkatérsai (1985) adtak
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hirt elséként kukorica protoplasztokba torténd sikeres génbevitelrdl az elektroporacid
alkalmazdsaval.

A kombindlt fizikai és kémiai kezelés sordn a protoplaszt-DNS szuszpenzidhoz PEG
oldatot adnak, majd ezt kbvetden elektroporaljak a protoplasztokat.

A mikroinjektalas sordn mikrokapillarisok és mikroszkdpi eszk6zok felhasznalasaval
DNS-t visznek be a sejtek citoplazméjaba, sejtmagjaba vagy organellumaiba, és amennyiben
az injektalt sejt tiléli a beavatkozast, osztddni kezd.

Az ultrahanggal torténd génbevitel az utébbi évek Uj mddszerei kozé tartozik, olyan
novényeknél alkalmazzak, ahol a protoplasztrendszer mar 1étezik, illetve a kalluszbdl torténd
novényregenerdlds konnyen indukélhat6. A puffer-oldatban 1évd transzformalandé sejteket
rovid ideig magas frekvencidjd ultrahang hatdsdnak teszik ki, {gy az idegen DNS bejuthat a
novényi sejtbe (Jenes, 1999).

Makroinjektdlds novényi szovetekbe. Ezen eljards sordn nem kiilonallé sejtekbe
juttatjdk az idegen DNS-t, hanem embriogén (regenerdlhato) sejtcsoportokba.

Szaritott embriok DNS oldatban torténd 4ztatdsa. A szdraz novényi szovetek
membrdnjainak fiziko-kémiai jellemzdi erfsen véltoznak a természetes kiszdradds folyaman,
igy a DNS ériasmolekuldk is bejuthatnak a novényi sejtekbe (Ledaux és Huart, 1969).

Pollentomld eljards. Duan és Chen (1985) haszndlta elészor a médszer egyszeri
véltozatat, amikor egy bibor szinii rizsfajta teljes genomikus DNS-kivonatat egy kozonséges
rizsfajta virdgzatdba juttattdk ugy, hogy a befogad6 virdg bibeszalat felénél elvagva a véagott
feliiletre cseppentettek egy kis mennyiségi DNS oldatot. Az eljardst azéta tovabb
fejlesztették, azonban a transzforméacids hatékonysdga igen alacsony, ezért alig hasznélatos.

Mikrotiik alkalmazdsa sordn a tenyésztett ndvényi sejteket folyékony taptalajban,
szilikon-karbid mikrotiik és plazmid-DNS jelenlétében razatjdk. Az eljards sordn a
mikromérett szilikonkarbid tlik belefirddtak a sejtekbe, és magukkal vitték az oldatban 1€vd
DNS molekuldkat (Jenes, 1999).

Génbelovéses modszer a ndvényekbe torténd génbevitel egyik legdjabb
megkozelitése. A ,,génbelovés” kifejezés a modszer 1ényegére utal, miszerint a DNS éI6
sejtekbe, szovetekbe torténd juttatdsa egy génbelovd késziilékkel (,,génpuskaval”) torténik.
Az eljaras lényege, hogy a DNS molekuldkat hordoz6 mikrolovedékeket (wolfram vagy arany
részecskéket) nagy sebességre gyorsitjak fel, igy a részecskék athatolnak a sejtfalon és a
sejtmembranon, magukkal széllitva a sejtek belsejébe az idegen DNS-molekuldkat. A sejtek
egy része tuléli az igy okozott sériilést, osztodik és ezekbdl a sejtekbdl megfeleld szelekcids

koriilmények kozott ndvények regenerdlhatok.
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Az indirekt génbeviteli rendszereknél az idegen DNS bejutdsit egy kozvetitd
organizmus segitségével érjiik el. A két legismertebb modszer:

Viralis vektor alkalmazasa DNS bevitelre, elsdsorban a kétszali (Caulimovirusok) és
egyszali (Geminivirusok) DNS-virusok keriiltek alkalmazdsra. Valamint Agrobacterium

fajok vektorként torténd felhasznalasaval miikodo rendszerek.

3.7. Agrobacterium Kozvetitette novénytranszformacio

Ezen eljardsok elsdsorban a kétszikii novényfajok korében alkalmazhatéak (Jenes,
1999). Az Agrobacterium fajok rendelkeznek azzal a képességgel, hogy a novényi genomba
géneket juttassanak. A Rhizobiaceae csalddba tartoz6 Gram-negativ Agrobacterium
tumefaciens és az Agrobacterium rhizogenes talajbaktériumok a kétszikii novényeket sebzési
helyeken fertozik. A fert6zott novényeken tumorok kifejlodését, illetve hajszalgyokeresedést
okoznak (Folk és Glits, 1993).

A tumorszovetek az egészséges novényi szovetekkel szemben in vitro
novekedésszabdlyozd anyag mentes taptalajon novekedésre képesek és opinokat termelnek. A
tumorképzddésért és az opinszintézisért az Agrobacterium sejtekben taldlhat6é Ti-plazmid a
felel6s (Zaenen et al., 1974). Az opinok a baktérium szdmdra felhaszndlhatok a ndvény
szdmadra azonban nem. Molekuldris hibridizdcidval igazoltdk, hogy a Ti-plazmid egy része, az
ugynevezett transzfer vagy T-DNS a baktériumfert6zés sordn atkeriil a ndvényi sejtekbe, és
stabilan integralédik a sejtmag DNS-ébe. A T-DNS régi6 atjuttatdsahoz sziikséges virulencia
gének (vir) nem a T-DNS-en, hanem azon kiviil helyezkednek el (Bisztray, 2001). A T-DNS
mintegy 20 kbp hosszusdgd, két rovid, 25 bazispar hosszusagid ismétlodo hatarszekvencia
veszi koriil. A két szakasz kozotti gének nem befolyasoljak a fert6zoképességet, a virulenciat,
a génatvitelt és az integraciot, igy ezek a részek kicserélhetok mas DNS szakaszokra is,
melyek akar 50 kbp hosszusagiak is lehetnek (Miranda et al., 1992). A hatarszekvencidk kozé
épitett idegen DNS szakasz a baktériumos fert6zés folyaman a T-DNS-sel egyiitt kivagddik,
atkeriil a novényi sejtbe, majd integralodik a sejtmagi DNS-be. Mivel a tumoros fenotipusért
felelds novekedésszabdlyoz6 anyag gének nem sziikségesek a fert6zési és datviteli
folyamatokhoz, azokat génsebészeti médszerekkel eltavolitottdk, és az igy nyert, igynevezett

legyengitett atalakitott vektorok mar hasznélhatok transzforméns névények 1étrehozésara.
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3.8. A sargadinnye transzformacié modszerei

Az idegen gént hordozo, ugynevezett transzgénikus novény eldéllitdsdhoz éltaldban

szilkség van a testi sejtekbdl torténd hajtids indukciéra (Dudits és Heszky 2000). Tehat a

sikeres transzformdcidohoz rendelkezésre kell éllnia egy miikodd és hatékony regeneracios

rendszernek. A sargadinnye sikeres transzformacidja ma maér jelentds gazdaséagi elonyokkel is

jar a nemesitok szamara, ugyanis az 0j fajtak irdnt érdeklddo vetdmag el6allité cégek szamara

noveli a fajta értéket, ha lehetdség van az adott fajta transzgénikus technoldgiaval torténd

célzott tovabbfejlesztésre. Sikeres transzforméciorél magyar fajta esetében még nem

szamoltak be, kiilfoldi fajtakndl a szakirodalomban leirt eredményeket a 3. tablazat foglalja

ossze.
3. tablazat Attekintés a sikeres sargadinnye transzformécids eljardsokrol (A roviditések jegyzékében (1.
fejezet) megtaldlhatdak a tdbldzatban szerepld roviditések)
Felhasznalt | Reg. tiptalaj |Transzformacié| Felhasznalt ) . .
fajtak (mg/l) médja gének Eredmények Hivatkozas
Hale' Best g:: ((?f ,f)) ’ A. tumefaciens NPT II ::agrfsnziiiiéns Fang és
Jumbo ABS (0.26) LBA4404 torzs novény Grumet, 1990
A. tumefaciens NPT II, regeneralt
%r:lle rllltlsr‘z/ge)t BA (0.5) GV311SE torzs gEIS:R’ transzformans 11390911 1g etal,
A208SE torzs e novény
luciferdz gén
. A. tumefaciens |CMV regenerdlt rezisztens |Yoshioka et
Prince BA (D LBA4404 torzs |kopenyfehérje novény al., 1992
regeneralt
Galia BA (1) Génpuska GUS transzformans (13921;; etal,
novény
Hale' Best LEAS ((?f ;3)) ’ A. tumefaciens |ZYMV regeneralt rezisztens |Fang és
Jumbo ABS ('0 5 6’) LBA4404 torzs |kopenyfehérje novény Grumet, 1993
Bupree Hybrid
Hale’s Best Jumbo . P
Harvest Queen BA (1) A. tumefaciens |CMV regenerdlt részben  |Gonsalves et
Hearts of Gold C58Z707 torzs  |kopenyfehérje rezisztens novény al., 1994b
Topmark
Amarillo O IES (1.5), A. tumefaciens |NOS/NPT II, fegenefrah ) Vallés és
martllo Oro- 1IN (6) LBA4404 torzs |GUS ransziormans Lasa, 1994
novény
A. tumefaciens regeneralt
2,4-D (5), 3 Gray et al.,
Edem Gem NPTII transzformans
TDZ 0.1 Génpuska novény 1995
Tezier 10 IES (0.88), A. tumefaciens |CMV :ffrfsnzefiilrtnéns De Both et al.,
BA (1.13) LBA4404 torzs |kopenyfehérje . 1995
novény
Védrantais NES (0.1), A. tumefaciens |antiszensz ACC etilén szintézisében |Ayub et al.,
(Cantaloup) BA (0.5) LBA4404 torzs |oxidaz (dinnyébdl) |gatolt novény 1996
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Felhasznalt | Reg. tiptalaj |Transzformacié| Felhasznalt ) . .
fajtak (mg/l) médja aének Eredmények Hivatkozas
i};ﬁ;(r)illo IES (1.5), A. tumefaciens E?{f }i regeneralt sotlird Bordas et al.,
Canario KIN (6) LBA4404 torzs GUS ’ novények 1997
Hale’s Best g:: ((8 69)) ’ A. tumefaciens |BAR, regeneralt herbicid  [Qiu et al.,
Jumbo ABS ('0 2’ 5) LBA4404 torzs |GUS rezisztens novények (1999
Pharao IES (1.5), A. tumefaciens |HALI, Zigre;lgghtzfé illetve Serrano et al.,
KIN (6) TPSI carazsag 1999
novények
Védrantais BA (0.225) A. tumefaciens aNn(t)lile\Irfg gb C etilén szintézisében |Guis et al.,
(Cantaloup) 2iP (0.2) LBA4404 torzs oxiddz (dinnyébsl) gatolt diploid ndvény |2000
. BA (0.93) vagy A. tumefaciens NP.T IL etilén szintézis€ben |Nora et al.,
Gadcho BA (0.225) LBA4404 torzs |20Us7ensz ACC iy ent novén 2001
2iP (0.2) oxiddz (almébdl) y
Arava z;fgffslgjvenyek l;;{zllvlg\e;npuska, BAR herbicid rezisztens  |Shiboleth et
kezelték potyvirus vektor ndvenyek al., 2001
. regeneralt .
A. tumefaciens . Galperin et al.,
BU-21/3 BA (1) LBA4404 t6rzs GUS/GFP tr.:fmngormans 2003b
novény
Earl’s Favourite |2,4-D (2), A. tumefaciens |NPT II, :ffrfsnziilrtnéns ﬁlgszil;a_ ot
Fuyu BA (0.1) LBA4404 torzs |GUS L y
novény al., 2004
1IES (0.9), . NPT II, regenerdlt rezisztens . .
Kirkagac 637  |BA (1.1), ﬁ;ﬂjﬁcgg’; ZYMV novény, az utéd ;a;lcmz'gdoindl
ABS (0.26) kopenyfehérje nemzedékekben is ”
Védrantais na A. tumefaciens |antiszensz ACC [etilén szintézisében |[Silva et al.
(Cantaloup) ' LBA4404 torzs [oxiddz (almdbol) |gatolt novény 2004
Védrantais . regeneralt Akasaka-
Earl Favourite 28’1_]()0(12))’ é.’j;u("jnlel{aif%egjsrzs NPT II, GUS transzformans Kennedy et
Fuyu A ) novény al., 2004
A. tumefaciens peronoszporaval
BU21/3 BA (1) LBA4404 torzs :ié’ szemben rezisztens gggz etal,
EHA105 torzs novény
Kirkagac 637 és g:: ((?f ,f)) ’ A. tumefaciens |NPT II, BAR, regeneralt herbicid |Curuk et al.,
Noi Yarok ABS ('0 > 6’) EHA105 torzs  |GUS rezisztens novények [2005
Galia BA (1) A. tumefaciens |antiszensz ACC etilén szintézisében E;ﬁgiis et al
NES (0.001) ABI torzs oxidaz gétolt novény 2006 ”
Galia BA (1) A. tumefaciens |antiszensz ACC etilén szintézisében E;ﬁgiis et al
NES (0.001) ABI torzs oxidaz/GUS gétolt novény 2007 "
rabies virus transzformans nov.
Cantalu BA (1.2) A. tumefaciens |glikoprotein altal termelt Nagesha et al.,
p NES (0.1), EHA105 fehérje gén fehérjével 2007
(PRGSpRgp) vakkcindlt egerek
NES (0.02), . regeneralt
. . A. tumefaciens |NPT II, ZYMV )
Silver light BA (0.5) LBA4404 torzs |kopenyfehérie ;rgilzflgormans Wu et al. 2009
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Az itt felsorolt sikeres transzformdacidk sordn a felhasznalt novényi forrds a legtobb
esetben kiilonbozd korud (2, 4, 5, 6, 7 napos) sziklevél volt, kivéve négy esetet, ahol levélbdl
(8, 10, ill. 14 napos) (Bordas et al., 1997; Serrano et al 1999; Guis et al., 2000; Nora et al.,
2001) is sikeres transzformdaciot hajtottak végre, azonban kisebb hatékonysaggal.
A regeneracios taptalajok Murashige és Skoog (1962) éltal leirt taptalaj osszetételiiek voltak.
A mar bevalt regenerdciés technikdk koziil csak néhanyat alkalmaztak. Harom sikeres
transzformdcidhoz is az 0.88 mg/l indolecetsavat, 1.13 mg/l benziladenint és 0.26 mg/l
abszcizinsavat tartalmazé taptalajt alkalmaztak, Fang és Grumet (1990) kisérletei alapjan. Qiu
és munkatarsai (1999) ugyanezeket a novekedésszabdlyozd anyagokat haszndltdk, de eltérd
Osszetételben. Bordas és munkatdrsai (1997) a Hogolyé fajtdval egy fajtacsoportba tartozd
Amarillo Oro fajtdra kidolgozott taptalaj Osszetételt (Moreno et al., 1985) hasznaltdk két
madsik fajta (Pharo, Amarillo Canario) transzformacidjara. A transzforméciéhoz éltaldban az
Agrobacterium tumefaciens LBA4404 torzset haszndltdk, de hirom esetben génpuskat
alkalmaztak. Az irodalomban jelenleg nem taldlhat6 adat, hogy a sargadinnye
transzformdcidja sordn A. rhizogenes torzset hasznaltak volna. Gaba és munkatérsai (1992)
génpuskat alkalmazva organogenezis utjan jutottak transzformans novényekhez. Gray és
munkatdrsai (1995) ugyanezt a modszert alkalmazva szomatikus embriogenezis ttjan
regeneraltattak transzformians novényeket. Gray és munkatarsai (1995) azt figyelték meg,
hogy a génpuskaval transzformalt no6vények normédlisan fejlodtek, mig az Agrobacteriummal
fertdzott regeneralodé embridk kozott sok deformadlt volt. A legtobb szerzé megallapitotta,
hogy a transzformacié sikeressége, akdr Agrobacterium kozvetitett, akdr génpuska altal
torténik, mindenképpen a hasznalt genotipustdl, kiinduldsi anyag kivalasztasatol és taptalaj
Osszetételétdl erdsen fiigg (Fang és Grumet, 1990; Dong et al., 1991; Yoshioka et al., 1992;
Gonsalves et al., 1994; Vallés és Lasa, 1994;Gray et al., 1995; Bordas et al., 1997; Akasaka-
Kennedy et al. 2004). Fang és Grumet (1990) tobb tényezot is megvizsgalt, mint példaul a
kanamicin koncentraciot, az Agrobacterium szuszpenzié koncentriciéjét, a fertézés idejét, a
kokultiviciéo hosszat. Végiill megéllapitotta, hogy szelekcids antibiotikumként 75 mg/l
kanamicin, egy éjszakdn at razatott 107-10% baktérium/ml koncentraciéji (ODgp=0.8)
Agrobacterium szuszpenzid, a sziklevelek tiz perces fertdzése, 3 napos kokultivacis
id6tartam sziikséges a leghatékonyabb transzformécidhoz. Szelekcids markerként legtobbszor
kanamicin rezisztencidt alkalmaztak. Az Agrobacterium eldlésére leggyakrabban a cefotaxim
és carbenicillin antibiotikumokat hasznéltdk. A legtébb sargadinnyére kidolgozott genetikai

transzformaciés modszer hatékonysdga mas novényfajokhoz képest alacsonyabb (Fang és
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Grumet, 1990; Dong et al., 1991; Gaba et al.,1992; Bordas et al.,1997; Akasaka-Kennedy et
al., 2004). A transzformacié hatékonysdga persze tobb tényezo is befolydsolta ezért eléggé
eltéré adatok sziilettek. Ezek koziil csak azokat soroltuk fel, amelyek Osszehasonlithatd
adatokat kozoltek. Fang és Grumet (1990) 3-7%-os hatékonysagot dllapitott meg. Dong és
munkatdrsai (1991) hasonlé eredményekrdl szamoltak be (4-6%). Gaba és munkatarsai
mindosszesen 1%-os hatékonysiaggal transzformaltak, de ennél gyengébb eredmények
sziilettek Gonsalves és munkatarsai (1994b) kisérletei soran, ahol nem mindig volt sikeres a
transzformécié (0-1%). Bordas és munkatdrsainak (1997) 0.7-3% kozotti hatékonysagot
sikeriilt elérniiik, csak dgy mint Guis és munkatarsainak (2000), akik hasonlé hatékonysagot
értek el (2.4%). A leghatékonyabb transzformaciét Nunez-Palenius és munkatdrsai (2006)
irtak le. Az elsé Uborka mozaik virussal (CMV) szemben rezisztens sdrgadinnye ndvényt
Yoshioka és munkatérsai (1992) hoztdk 1étre. Bordas és munkatarsai (1997) pedig elsOként
allitottak eld sotird novényeket, az élesztobdl izoldlt sotlirés gén (HAL1) segitségével.
Serrano és munkatdrsai (1999) a s6tiird novények felnevelése mellett szdrazsdggal szemben
ellendllé novényeket is elddllitottak szintén élesztobdl izoldlt szdrazsagtirés gén (TPSI1)
transzformdldsdval. A kovetkezd hasznos gén, amelyet a dinnye traszformicidk sordn
alkalmaztak az ACC oxid4z gén volt. El6szor Ayub és munkatarsai (1996) dinnyébdl izolalt
ACC oxidaz gént antiszensz irdnyultsdggal jutattak a Védrantais sdrgadinnye fajtdba. Ennek

hatdsdra a sargadinnye termés érésekor lecsokkent az etilén szintézise.

3.9. A tokfélék transzformacios modszerei

A Cucurbitaceae csalddban a kezdeti kisérletekben kiilondsen a Cucurbita pepo fajtdk
bizonyultak a kabakosok koziil j6 regenericids képességlieknek, ezért a transzformacids
kisérletek is elsOsorban ezekre a sikerrel kecsegtetd fajtdkra irdnyultak. Az irodalomban
azonban nagyon kevés informécié 4ll rendelkezésre a transzformacids kisérletek
kivitelezésér6l. A jelenleg hozzaférhetd publikdciok tobbsége mar a szantéfoldi
0sszehasonlitd kisérletekkel foglalkozik és a transzformacidés médszert nem frja le részletesen.
A génatvitel szinte minden esetben Agrobacterium tumefaciens torzsekkel tortént, de
eredményes probalkozasok torténtek az Agrobacterium rhizogenes felhasznaldsara is (Katavic
et al., 1991; Toppi et al., 1997).

Katavic és munkatdrsai (1991) C. pepo 6-8 napos sziklevelét megfertdzték egy vad
tipusu (A. rhizogenes) torzzsel (8196). Hormonmentes tdptalajon gyokérszOrok jelentek meg a
sziklevelek sebzési feliiletén, mig a kontrol novényeken nem tortént gyokér képzOdés. Az

izoenzim vizsgdlat magas peroxiddz enzim aktivitidst mutatott a transzgénikus gyokerekben.
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Chee (1997) transzformadcios kisérletei sordn a regeneracids kisérleteiben mar tobbszor
haszndlt YC 60 tok fajta hajtdsmerisztéma eredetii embriogén kalluszat fertzte A.
tumefaciens C58Z707 torzzsel. A fertdézést kovetden négy napos egyiittenyészés utin a
baktérium el6léséhez 500 pg/ml carbenicillint hasznalt, szelekciés tényezoként 100-200 pg/ml
kanamicint alkalmazott. A baktérium tilndvekedése miatt annak elolésére a késdbbiekben
500 mg/l carbenicillint tartalmazé folyékony MS tiptalajban leoblitette a szoveteket. Chee
(1997) ebben a munkdjaban még leirt egy génbelovéses mddszert is és tovabbi javaslatokat
tett herbicid tlirés vagy rovarokkal, gombdkkal szembeni rezisztencia kialakitasara.

Gyakran egy fajtdba tobbféle virus elleni rezisztencia gént is sikeriilt bejuttatni, igy
beszamoltak ZYMV- és WMV 2- rezisztens fajtdk (Quemada, 1998), CMV-, WMV 2- é&s
ZYMV-rezisztens fajtak (Tricoli et al., 1995) és SqMV-rezisztens fajtak (Pang et al., 2000)
eldallitasardl is. A rezisztencia kialakitdsat minden esetben kopenyfehérje gén bejuttatdsaval
érték el.

Az Uj, genetikailag modositott fajtdk tobbségét mdar iliveghdzi vagy szant6foldi
koriilmények kozott is vizsgéltdk. Ehhez tobbnyire Osszehasonlité vizsgilatokat végeztek a
transzformdns €s a nem - transzformans novények kozott (Rowell et al., 1999; Gonsalves et
al.,, 1994a; Arche-Ochoa et al., 1995; Quemada, 1994), de vizsgéltdk a transzformans
novények hatdsat a kornyezetre is (Fuchs et al., 1998). Néhany esetben az 1j fajtdkat
élelmezés egészségiigyl szempontbdl is analizaltdk (Quemada, 1996), ebben az esetben a
termés beltartalmi értékei mellett az esetleges allergia keltd hatdsat, toxicitasat is ellendrizték.
Ilyen transzformans fajta példaul a ZW 20, amelyet tobben is sikeresen teszteltek szabadfoldi
kisérleteik sordn (Quemada, 1998; Fuchs és Gonsalves, 1995).

Gaba és munkatarsai (2004) megerositették azt a feltételezésiinket, hogy a tok
esetében is a regeneracios képesség erdsen genotipus fiiggo, igy a mar kidolgozott médszerek
nem minden esetben voltak alkalmazhatéak. Az eddig publikdlt transzformécidok minden
esetben kiilfoldi fajtakon torténtek, ezért fontosnak éreztiik, hogy olyan j6l mikodo rendszert

dolgozzunk ki, amellyel magyar fajtdk is hatékonyan transzformélhatok.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Felhasznalt anyagok

4.1.1. Novények
4.1.1.1. Séargadinnye fajtak

A Magyarorszdgon termesztett sirgadinnye fajtdkat a szakirodalom eléggé 6nkényesen
csoportositja. Ez a csoportositds egy sziik korre korldtozodik, amely ma mar nem tudja
atfogni a termesztésben 1évo fajtdkat sem, még kevésbé ad eligazitast a kiilfoldi fajtdk
értékelésére. Sokkal nagyobb jelentdésége van a termesztés szempontjabol a gyakorlati
csoportositdsoknak. Ezek f6 szempontként azokat a kiilsd morfolégiai bélyegeket veszik
alapul, amelyek szerint a piacon a fogyasztok a dinnyét vasaroljak.

Eurépéban harom fajtatipus: a cantalupensis (kantalup; Cantalupo — Réma kiilvarosa);
reticulatus (a recés termésmintdzat utdn) és az inodorus (izetlen, nem aromas, téli dinnyék)
tipusu fajtaknak van gazdasagi jelentésége (Horvith et al., 2007).

Kisérleteink sordn nyolcféle magyar, illetve egy amerikai sdrgadinnye fajtaval
foglalkoztunk. A felhaszndlt sirgadinnye magokat a Hégoly6 és a Hale's Best fajta kivételével
az OMMI kisérleti anyagabdl, Dr. Szani Szilardtél kaptuk. A Hdgolyd fajta magjat a
fajtafenntart6tol (Zoldségtermesztési Kutatd Intézet Zrt.) szereztiik be, mig a Hale's Best fajtat
a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékének kisérleti
anyagéabdl kaptuk. A folyékony tdptalajon torténd regenericids kisérletekhez hasznalt fajtdk
magvait szintén a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékének
kisérleti anyagabol kaptuk. A fajtdk magvai elOzetes tesztelés alapjan 90% feletti
csirdzoképességet mutattak. A felhasznélt fajtdk rovid jellemzését az aldbbi tdblazatba

gyljtottem Ossze (4. tablazat).
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4. tablazat A felhasznalt fajtak fontosabb jellemz6i (Baldzs, 1994, Szabd et al., 2005)

. . Novekedés (e A termés
Fajta neve | Fajtacsoport . Tenyészido - —
tipusa Alakja Husszine
erds f6hajtas, 5mb. lanitott
Muskotédly | cantalupensis |kozepes kozéphosszu gomb fap halvanyzold
oldalhajtds gomb, gerezdes
.. p . | kozéperos, v lapitott gomb, .
Eziistananasz | cantalupensis 2P rovid priott e narancssarga
erds bordds
Javitott . g . . . .. .y .
Zentai cantalupensis |kozéperds igen rovid lapitott gdbmb vildgossarga
Topéz cantalupensis |kozéperds rovid lapitott gdmb vildgoszold
Hégolyé inodorus erds hosszi gdmbolyl fehéres-zold
Tétényi . v . . omboly, )
N reticulatus kozéperds kozépkorai £omboLy narancssarga
csereshéju enyhén gerezdes
Magyar . R . . 1 PR
kinfsy reticulatus kozéperds kozépkorai gombolyil halvanyzold
. . o Omb, gyengén P
Fortuna reticulatus erds kozépérési ierez d egsy & halvanyzold
Hale's Best | reticulatus kozéperds korai ovilis narancssarga

4.1.1.2. Tok fajtdk

A felhaszndlt magokat a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Kertészeti
Novénynemesités Tanszékének kisérleti anyagdbol kaptuk. A kisérleteket az alabbi
novényekkel végeztiik:

Cucurbita pepo convar. patissoniana 'Ovéri fehér' (patisszon): Szara kozepesen
serteszOros, az izk6zok hossza 5-10 cm. Inddi 2-3 m-re is elkdsznak. Levele nagy, 3-5
karéjos, fogazott. A termés félgdmb vagy lapitott gomb alakd, tompéan fogazott. Ezt az alakot
a termés a bioldgiai érettség dllapotdban is megtartja. A fogyasztasra érett termés héjszine
fehér, fehéres halvanyzold, héja puha, a magok fejletlenek. A huds szine fehér zoldes
arnyalattal (Kapds, 1986).

Cucurbita pepo convar. giromontiina 'Black Beauty' (cukkini): Rovid tenyészidejd,
indétlan guggon il6 tipus, amely szabadfoldi termesztésre kivdléan alkalmas. Biztonsdgosan
termd, nagy hozamu fajta. Zsenge gyiimolcse fényld vildgos, majd sotétzold, éretten feketés
sotétzold szindl, fénytelen, hosszdban enyhén bordazott feliiletii.

Cucurbita maxima convar. maxima Nagydobosi' (siit6tok): Szabadfoldi termesztésre
alkalmas, kozéperds-erds hajtasrendszert fejlesztd fajta. Termése lapitott gomb, héja
vilagossziirke, hiisa narancssdrga, magas a cukortartalma. A termések atlagtomege 4-8 kg.

Tarolasra és tartdsitdipari felhasznalasra alkalmas (Nagy, 1997).
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4.1.2. Novényi taptalajok, novekedésszabalyozé anyagok
4.1.2.1. Szilard taptalajok és novekedésszabalyozé anyag Osszetételiik sdrgadinnye esetében

Tobbféle tdptalajt és tobbféle novekedésszabidlyoz6 anyag kombindcidt teszteltiink,
alaptaptalajként minden esetben Murashige és Skoog taptalajt alkalmazva (5. tablazat). A
taptalajok pH értékét kaliumhidroxiddal illetve citromsavval allitottuk be 5.6 — 5.8 kozotti

értékre. Szilardit6 kozegként 8 g/l agart vagy 2.5 g/l phytagelt alkalmaztunk.

5. tablazat Murashige és Skoog taptalaj (Murashige,1962)

Makroelemek Mikroelemek Vitaminok
CaCl, 332.02 mg/l | CoCl, x 6H,O 0.025 mg/l | Glicin 2 mg/l
KH,PO, 170 mg/1 CuSO,x 5H,O 0.025 mg/l |Inozit 100 mg/1
KNO; 1900 mg/1 FeNa EDTA 36.7 mg/l Nikotinsav 0.5 mg/l
MgSO, 180.54 mg/l |H;BO; 6.2 mg/l Pirimidoxin HCl | 0.5 mg/l
NH,NO; 1650 mg/1 KI 0.83 mg/1 Tiamin HCl 0.1 mg/l
MnSO, x H,O 16.9 mg/l
Na,MoO, x 2H,0 0.25 mg/1
7ZnS0O, x 7TH,0O 8.6 mg/l

Elokisérleteink soran a Magyar kincs, a Javitott Zentai, Hogolyé és a Tétényi
Csereshéju sargadinnye fajtakat vizsgaltuk, az MD1, MD2 és MD3 téptalajokon (6. tablazat).
Ezeken felill a Hogolyd fajtat tovabbi vizsgédlatoknak vetettink ald az MD4 és MDS5
taptalajokon.

6. tablazat A sargadinnyénél haszndlt regeneracios tiptalajok novekedésszabdlyoz6 anyag Gsszetétele

agarral szilarditott MS alaptaptalaj esetében (A tdblazaton beliil a zaréjelben 1évo értékek a
novekedésszabdlyozé anyag koncentracidt jelentik)

Elnevezés Regeneracno§ tapta}lajok nov. szab. anyag Hivatkozés
osszetétele (mg/l)
MD1 MS + indolecetsav (1.5), kinetin (6) Moreno et al., 1985
MD2 MS + 2.4-D (1), benziladenin (0.1) Branchard et al.1988a
MD3 MS + naftilecetsav (0.1), benziladenin (0.5) Roustan et al., 1992
MS +indolecetsav (0.88), benziladenin (1.13), Niedz et al., 1989
MD4 ..
abszcizinsav (0.26)
MDS5 MS + indolecetsav (2.4) benziladenin (2.5) Barsony et al., 1999

Az elOkisérletek utdn kilenc fajta regenerdcios képességét teszteltem tovabbi ot,
phytagellel szilarditott taptalajon (7. tablazat). Ebben az esetben minden fajtat mind az otféle

taptalajon vizsgaltam.
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7. tablazat A szilard téptalajok novekedésszabalyozo anyag Osszetétele kilenc sargadinnye fajta
esetében. (A tabldzaton beliil a zaréjelben 1€vo értékek a novekedésszabdlyoz6 anyag
koncentraciét jelentik)

Elnevezés | Regeneracids taptalajok novekedésszabalyozo anyag Gsszetétele (mg/l)
MD6 MS + benziladenin (0.5), indolecetsav (1), abszcizinsav(0.26)
MD7 MS + benziladenin (0.5), naftilecetsav (1)
MDS8 MS + benziladenin (0.5), 2,4-D (1)
MDY MS + benziladenin (0.5),
MD10 MS + benziladenin (1)

4.1.2.2. Folyékony taptalajok és ndvekedésszabalyozé anyag Osszetételiik sdrgadinnye

esetében

A szomatikus embriogenezishez kétféle tdptalajt alkalmaztunk: egy folyékony
indukcids taptalajt, amely az embridk kialakuldsat valtotta ki a ndvényanyagbdl, aztin pedig
egy novekedést serkentd szilard tdptalajt az embridok tovdbbfejlddéséhez. Az alaptiptalaj a
4.1.2.1 fejezetben leirt MS taptalaj volt.

Vizsgalataink sordn az alaptiptalaj novekedésszabdlyozd anyag Osszetételét tobb
kombindciéban vizsgaltuk, tovabba megvaltoztattuk a folyékony tiptalaj pH értékét, vitamin
tartalmat illetve szénforrasat. Indukcids taptalajok esetében két kiilonbozo pH értéket
vizsgéltunk (pH 5.4 és 4.6). Vitaminok esetében az MS vitaminok mennyiségét valtoztattuk
(normadl, illetve kétszeres mennyiségben alkalmazva), illetve kiprébalasra keriilt a BS vitamin
(pantoténsav) is. A tdptalajokban szénforrdsként gliikozt, szachardzt és maltdzt hasznaltunk.
A novekedésszabdlyozé anyagok kozil a 2,4-D (0-10 mg/l) és a BA (0-1 mg/l) kiillonbozd
koncentrécioit teszteltiik.

A szildrd taptalajként minden esetben novekedésszabilyozd anyag mentes MS
taptalajt hasznéltunk, 30 g/l szacharéz szénforrdssal. Szilardité anyagként agart (Oxoid)
hasznaltunk haromféle koncentraciéban (0.5, 1 és 2%).

A taptalaj OsszetevOket vizsgdlva az egyik kisérletben hat kiilonb6zd taptalajt
teszteltiink. A tdptalajok kozott a kiilonbség a vitamin és szénforrds tartalmukban, illetve az
inditaskor beallitott pH értékiikben volt. A tiptalajok a normal MS mikro- €s makroelemeken

feliil 0.1 mg/l1 BA és 2 mg/1 2,4-D novekedésszabalyoz6 anyagot tartalmaztak. (8. tablazat)
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8. tablazat A sargadinnye regeneracios kisérletekben vizsgalt folyékony indukcids taptalajok pH értéke,
cukor- és vitamin tartalma

taptalaj neve szénforras pH (f6z¢és utan) vitamin
MD11 30 g/l szachar6z 5.4 dupla MS
MD12 30 g/l szachar6z 5,4 normal MS
MD13 30 g/l szachar6z 4,6 dupla MS
MD14 30 g/l gliikkéz 4,6 normdl MS
MD15 30 g/l glitkéz 46 0.5 mg/l
pantoténsav
10 g/1 szacharéz, P
MD16 10 o/l eliikéz, 10 o/l maltéz 4.6 normdl MS

A Muskotély és a Hogoly6 fajtat mind a hat tdptalajon vizsgéltuk, az Eziistananész
fajtat azonban csak az MD11 és MDI13 taptalajon. A kisérletben kezelésenként 6 ismétlést
végeztiink, majd a jé vdlaszadd képességl fajtdkndl tovabbi tenyészeteket is inditottunk. A
kisérlet soran az egyes folyadékkultirdban inditott tenyészetekbdl kiilonbdzd idépontokban
(az inditastol szamitott 28, 35, 43, 50 nap utan) tortént szélesztés szilard novekedésszabalyozo
anyag mentes MS taptalajra. Egy-egy alkalommal mindig a mar felismerhetd, fejlett
embridkat (esetleg novénykéket) valamint bezoldiilt magdarab részeket (3-4 darab) emeltiink
ki. Az apr6 és korai stddiumban levé embridkat tartalmazd szuszpenzidt tovabb razattuk a
bennmaradé magdarabokkal egyiitt. A folyékony kultirdb6l novekedésszabdlyoz6 anyag
mentes szildird MS taptalajra passzélt mintdkat a tobbhetes tovdbbnevelés utdn a novényszam

alapjdn értékeltiik. A legaldbb két-harom leveles, gydkeres novényeket szamoltuk ssze.

4.1.2.3. Szilard taptalajok tokfélék esetében

A tok regeneraciés kisérletek sordn kiilonboz6 novekedésszabdlyozd anyag
kombinacidkat teszteltiink (9. tablazat), hogy megtaldljuk az optimalis Gsszetételt az dltalunk
haszndlt fajtdkhoz. A taptalajok pH-jat kdliumhidroxiddal, illetve citromsavval allitottuk be a
kivant 5.7-5.9-es értékre.
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9. tablazat A tok regenerdcids taptalajok novekedésszabdlyozo anyag Osszetétele:

Taptalaj elnevezése Regeneracios taptalajok nov. szab. anyag Gsszetétele (mg/l)
MT1 MS +2.4-D (4)
MT2 MS +2.4-D (3)
MT3 MS +2.4-D (2), kinetin (5)
MT4 MS +2.4-D (1), kinetin (0.5)
MTS5 MS +indolecetsav(0.9), benziladenin(1), abszcizinsav(0.26)
MT6 MS +indolecetsav(1), benziladenin(1.2)
MT7 MS +indolecetsav(1.2), benziladenin(1)

A tiptalajokat mindhdrom fajtdndl kiprobaltuk. A legigéretesebb kombindcidval
ugyancsak mindhdrom fajtira egy optimalizdlé kisérletet is elvégeztiink, melyhez
indolecetsavat 0-0.9 mg/l és benziladenint 0-1.2 mg/l kozti koncentrdcidkban hasznéltunk,
Osszesen huszonotféle kombindcidt kiprobdlva. A megjelent 2 - 3 leveles hajtasokat 0.5 mg/l

indolecetsavat tartalmazo taptalajon gyokereztettiik.

4.1.3. Felhasznalt baktériumtorzsek és plazmidok

A transzformdaciohoz kétféle Agrobacterium tumefaciens tdrzset hasznaltunk. Az A281
torzset (pPRGG bar plazmid) Dr. Nagy Istvdn, a Mez0gazdasigi Biotechnoldgiai
Kutatékézpont, (MBK, G6doll6) munkatarsa, az LBA4404 torzset (pGA482 plazmid) pedig
Dr. Tébias Istvdn, az MTA Novényvédelmi Kutatéintézetének (Budapest) munkatérsa
bocsatotta rendelkezésiinkre. Az A281 torzs a BAR gént hordozta (glufozinat herbicidekkel
szembeni tolerancidt okozd gén). A LBA4404 torzs pGA482 plazmidja (1. dbra) ndvényi
szelekciés markerként NOP (nopalin szintetiz) gén promoterével meghajtott kanamicin
rezisztencia gént (nptll) hordoz. Hasznos génként az Uborka mozaik virus kopenyfehérje
(CMV CP) és/vagy a Cukkini siarga mozaik virus kopenyfehérje (ZYMV CP) génjét
tartalmazza. A t166/6 konstrukci6 CMV és ZYMV kopenyfehérje gének fizids termékét
expresszélja. A t166/11 konstrukcié az el6bbitdl eltéréen a CMV kopenyfehérjét antiszensz
orientdcioban tartalmazza. A t161/8 csak a ZYMV kopenyfehérjét, mig a t164/3 konstrukciéd
ennek csonkolt valtozatat hordozza. A gének miikodését karfiol mozaik virus (CaMV) 35S
promoter szekvencidja irdnyitja, mindkét torzs esetében. A baktériumokat YEP, illetve LB

taptalajokon tenyésztettiik (10. tablazat és 11. tablazat).
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pGA482

RB Pnos  nptll Thos P35S CMY CP Z¥hY CP Thnos LB
11656/6 ey s— — ! > o— |
RE Pnos  nptll Tnos P35S CMY CP YWY CP Tnos LB
t166/11 e . X > m— |
RE Fnos  nptll Thos P35S 2 CP Thnos LE
1161/8 T — |

csonkitott
FE Pnos  nptll Thos P35S ZYMY CP Tnos LB

11643 e c————— ) — S a— |-

pRGG bar
RE Tnos gus F355 E355 Pnos bar pAg7? LB
A 281 - — e —————————— ) |
s Dromoterszakasy mmessp  termindcids régid == kodold régid LB,RB hatar szakasz

1. abra A pGA482 és pRGGbar plazmid felépitése [nos: nopalin-szintdz gén, nptll= neomycin-
foszfo-transzferaz gén, P35S: karfiol mozaikvirus promoter E35S karfiol mozaikvirus enhancer, CMV CP:
Uborka mozaik virus kopenyfehérje, ZYMV CP: Cukkini sdrga mozaik virus kopenyfehérje, gus (uidA) = B-
glitkuroniddz gén, bar: glufozinat herbicidekkel szembeni toleranciit okozé gén, pAg7: 7 gén poliadenilacios jel

(Mihalka et al., 2000; valamint Tébids és Palkovics, 2003 alapjan]

10. tablazat Az LBA4404 torzs tenyésztéséhez alkalmazott szelekcids tdptalaj (Tavazza et al. 1988)

YEP taptalaj osszetevoi koncentracio (g/1)
Agar 15
Yeast extract 10
Pepton 10
NaCl 5
kanamicin 0.025

11. tablazat Az A281 torzs tenyésztéséhez alkalmazott szelekcids taptalaj (Miller, 1987)

LB taptalaj osszetevoi koncentracio (g/l)
Tripton 10
Yeast extract 5
NaCl 5
Agar 10
kanamicin 0.025
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4.2. Alkalmazott modszerek

4.2.1. Fertotlenitési modszerek

Sargadinnye szilard taptalajon
Tobbféle fertotlenitési modszer hatékonysagat vizsgaltuk. Eleinte a magokat maghé;jjal
egyiitt probaltuk meg fertdtleniteni. A késobbiekben a magok fertdtlenitése eltt a maghéjat

még széraz dllapotban eltdvolitottuk.

12. tablazat Az altalunk alkalmazott fertStlenitési médszerek

Fertéotlenitoszer Koncentracié |Sterilizalasi ido Oblités Hivatkozas

Clorox 15 % 10, 15, 20, 30 32{ steril deszt. Yadav, 1996
perc viz

EEIITaIkOh.OI utang 70 % utana 30/mas0dp ere 4x steril deszt. |Ficcadenti és
natrium-hipoklorit 259 utana 10, 15, 20, viz Rotino. 1995
(NaOCl) o 30 perc ’
Hidrogénperoxid 10 % 10, 15, 20,30  |3x steril deszt. |Barsony,
(H,0,) ¢ perc viz 1999

Fert6tlenités utdn a magokat steril papiron megszaritottuk, majd novekedésszabalyozo
anyag mentes MS tdptalajra vetettiik 8 g agart vagy 2.5 g phytagel-t hasznélva szilardité
anyagként egy liter tiptalajhoz. A vetéshez 200 ml-es iivegeket hasznéltunk, melyekbe 30 ml
taptalajt tettiink, amit a kiontés utdn sterilizdltunk, 15 percig 120 °C-on, 1 bar nyomdson. A
magokat a tiptalaj feliiletére helyeztiikk. Egy livegbe atlagosan 4-8 mag keriilt. Egy vetés
alkalmaval 4ltaldban 50-500 magot vetettiink. Az egyenletes csirdzds érdekében 48 Ordra
termosztitba helyeztiik az elvetett magokat 32 °C-ra, majd dthelyeztiik a fényszobaba, ahol
25%1 °C-on 16 6rds megvilagitas és 8 6rds sotét periddus mellett neveltiik. Két nap milva

szamoltuk meg a kicsirazott, vagy esetlegesen befert6zott magokat.

Sargadinnye folyékony taptalajon

A magok el6készitését minden kisérletben azonos mddon hajtottuk végre. A
magsterilizélast a kovetkezd modon végeztiikk. A meghdmozott sdrgadinnye magvak 20 %-os
Clorox oldatban torténd fertStlenitését hdromszori, 10 percig tarté mosds kovette desztilllt
vizben. A fertdtlenités utdn a magokat 6 6ran keresztiil aztattuk desztillalt vizben.

Ezek utdn a magokat feldaraboltuk, egyszer hosszdban (utdna lehizva a maghartyat),
majd 5-6-szor kereszt irdnyban, igy magonként 10-12 db 1-4 mm? nagysdgd magdarabot

kaptunk. Végiil a magdarabokat folyékony taptalajban razattuk.
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Tokfélék szilard taptalajon

A maghéj eltavolitdsa utan a siit6tok, a patisszon és a cukkini magokat 15%-os Clorox
oldatba 4ztattuk. Haromféle fertotlenitési idét alkalmaztunk, ezek 15, 20 illetve 25 percesek
voltak Az ily moédon fertétlenitett magokat lamindris fiilkében steril desztillalt vizzel
oblitettiik le. Az Oblitést haromszor megismételtilk, minden alkalommal 5 percig tartva a steril
desztilldlt vizben a magokat. A vizes magokrdl steril papirral leitattuk a felesleges
nedvességet, majd a magokat kissé a taptalajba nyomva 200ml-es bébiételes iivegbe helyeztiik
A novekedésszabdlyozd anyag mentes tiptalajra 5-8 magot vetettiink iivegenként. A magokat
3-4 napig sotétben 32 °C-on csirdztattuk, majd a levelek teljes bezoldiiléséig 25 °C-on

fényszobdban tartottuk Oket.

4.2.2. Sargadinnye regeneracio szilard taptalajrol inditva
4.2.2.1. Magvetés és nevelési koriilmények

Kisérleteink sordn a sdrgadinnye magokat meghdmoztuk és 15%-os Clorox oldatban
15 percig fertétlenitettiik, majd 3-szor 5 percig 6blitettiik steril desztilldlt vizben. Uvegenként
6-8 magot vetettiink novekedésszabdlyoz6 anyag mentes MS tdptalajra. Az egyenletes
csirazas érdekében, 48 Ordra termosztiatba helyeztiik az elvetett magokat 32 °C-ra, majd
athelyeztiik a fényszobdba, ahol 251 °C-on 16 6rds megvilagitds és 8 Ords sotét periddus
mellett 4 nap mulva hasznéltuk fel a kicsirdzott magok sziklevelét.

A sziklevelek felhaszndldsa azok teljes bezoldiilését, maghdrtydbol vald kibujdsat,
szétnyilasat kovetden tortént, melyek addigra mdsfél-kétszeresére novekedtek a magi
méretiikhoz képest. A koriilvagott, feldarabolt szikleveleket (2. abra), fondkkal a taptalaj felé,
MS alapu taptalajokra helyeztiik (pH 5.6 — 5.8).

A regeneracids €s transzformacids kisérletek egyarant fényszobai viszonyok kozott

zajlottak, 25+1 °C-on 16 6rds megvilagitas és 8 ords sotét periodus mellett.
4.2.2.2. Sargadinnye fajtak vdlaszad6 képességének vizsgélata kiilonbdz0 tdptalajokon

Ebben a kisérletben Javitott Zentai, Tétényi csereshéji, Magyar kincs, Hogolyd
sargadinnye fajtak 4 napos szikleveleit négy részre vagva (2. abra) hasznaltuk otféle
tiptalajon (MD1, MD2, MD3, MD4, MDS5). Minden tiptalajra 40 sziklevéldarab keriilt. A
kisérleteket harom ismétlésben végeztiik. A koriilvagott és feldarabolt szikleveleket, fondkkal
a taptalaj felé, a taptalajokra helyeztilk (pH 5.6 — 5.8). Egy 200ml-es bébiételes iivegbe

atlagosan 6-8 sziklevéldarabot helyeztiink.
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Ezt kovetben Javitott Zentai, Muskotdly, Topdz, Hoégolyd, Magyar kincs,
Eziistananasz, Fortuna, Tétényi csereshéju és Hale’s Best sargadinnye fajtdk 4 napos
szikleveleit két részre vagva (2. abra) tovabbi 6tféle taptalajon vizsgdltuk (MD6, MD7, MDS,
MD9, MDI10). Minden taptalajra fajtinként 40 sziklevéldarab keriilt fondkkal lefelé. A

kisérleteket harom ismétlésben végeztiik. Egy Petri-csészébe nyolc sziklevéldarab keriilt.

B

& &
= @b

2. abra A sziklevelek feldaraboldsdanak modja. A) négyfelé vagas B) kétfelé vagas

4.2.2.3. Tenyészetek inditdsa kiillonboz6 novényi részek felhasznalasaval

Ebben a kisérletben két fajta (Hogolyo és Hale’s Best) regeneracidjat vizsgaltuk
kiillonb6z6 novényi részekbdl kiindulva. Regenerdcids tdptalajként az MD6-0os kozeget
hasznaltuk.

A kisérletben a 2, 4, 8, 14 napos csirandvények sziklevelét, hipokotiljat illetve a 14
napos csirandvény esetében az els0 lomblevelet haszndltuk fel a regeneracié kiindulasi
anyagaként.

A magokat novekedésszabdlyozé anyag mentes MS tiptalajra vetettiik, majd
termosztitba helyeztiik 2 napra 32 °C-ra. Egy fajta esetében atlagosan 100 magot vetettiink
egy kisérletsorozatban. Egy iivegbe 4 magnal tobbet nem vetettiink. A csirandvények egy
részét a masodik napon felviagtuk sziklevélre, hipokotilra, és dekapitdlt novényekre, majd
ezeket tovabb daraboltuk. A szikleveleket négy illetve kétfelé daraboltuk. A hipokotilt harom
koriilbelill egyenld részre vagtuk fel (sziklevélhez kozeli rész, kozépsd rész, gyokérnyak
kozeli rész), majd fiiggdlegesen 1-2 mm mélyen beleszirva a tdptalajba kiilon-kiilon iivegbe
helyeztiik ket novényi részenként és fajtanként. A dekapitdlt hipokotilok maradtak abban az
tivegben, amelybe elvettiilk a novényeket. A megmaradt ép csirandvényeket a termosztatbdl
athelyeztiik a fényszobdba és a vetéstdl szamitva a negyedik napon ismét feldaraboltuk a

ndvényanyag egy részét a 2. napon feldolgozott ndvényekhez hasonléan. Ezt a kisérletet a
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vetéstdl szdmitva a 8. és a 14. napon is megismételtiik. Az elsd lomblevél csak a csirdzast
kovetd 14. napon jelent meg altaldban, ezért ezt a novényi részt csak ebben az egy idépontban
vizsgéltuk. A négyfelé végott sziklevelekbdl fajtinként és id6pontonként 48 darabot
helyeztiink le. A kétfelé vagott sziklevelekbol 40 darabot, a sziklevélhez kozeli hipokotilbdl,
kozépsé hipokotilbol, gyokérnyak kozeli hipokotilbdl és az elsd lomblevélbdl 20 darabot
helyeztiink taptalajra fajtanként és idopontonként. Emellett fajtanként és id6pontonként 20-20
dekapitalt novény regeneracios képességét vizsgaltuk. A regeneracié hatékonysagat hetente
ellendriztiik. Az id6kdzben regenerdlddott hajtdsokat ill. hajtdskezdeményeket friss
regeneracids tiptalajra helyeztiikk. Az eredmények értékelését a 7. héten befejeztiik, utdna mar
nem szamoltuk az Gjonnan keletkez6 hajtdskezdeményeket. A dekapitdlt hipokotilok azokon a
novekedésszabdlyozd anyag mentes MS tdptalajon maradtak, amelyen csirdztattuk a magokat.
A dekapitaciét Fari és munkatdrsai (1995) altal kidolgozott eljards alapjan végeztiik, amelyet
eredetileg transzformdcidra dolgoztak ki.

A lomblevél regenerdcidjat két kiilonbozd tdptalajon vizsgéltuk. Az egyik a tdbbi
novényi részhez hasonld Osszetételli MD6 téptalaj volt, mig a mdasik (RAG) taptalaj MS
Osszetételben megegyezett az MD6 tdptalajjal, de tovdbbi adalékként hozzdadtunk AgNOs-ot

5.1 mg/l koncentracioban (Yadav et al., 1996). A kisérleteket harom ismétlésben végeztiik.
4.2.2.4. Novekedésszabdlyozd anyagok optimalizacidja

A kisérletek sordn a Hogoly6 és a Hale’s Best fajtdk 4 napos szikleveleit két részre
vagva vizsgéltuk 25-féle taptalaj kombinacion. A regeneracids taptalajban benziladenint és
indolecetsavat alkalmaztunk 0 és 1.2 mg/l kozotti koncentracioban (0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 mg/l)
azonos abszcizinsav (0.26 mg/l) hozzaadasa mellett. Egy kisérlet sordn egy fajtabol 50 magot
vettetiink, majd egy iivegbe négy darab sziklevél szegmenst helyeztiink. Minden egyes

kombinaciébdl 2 darab iiveg volt kisérletenként. A kisérleteket haromszor ismételtiik.
4.2.2.5. Agar és phytagel bazisu szilard taptalajok dsszehasonlitdsa

A Hogolyé siargadinnye fajta esetében 0sszehasonlito kisérletet végeztiink arra nézve,
hogy a regenerdcié hatékonysdgit befolydsolja-e a taptalajt szilardité agar vagy phytagel. A
kisérletek sordn a Hoégolyd fajta négy napos szikleveleit két részre vagva vizsgdltuk az
MDOPI regenericids taptalajon, mely 8 g/l agart vagy 2.5 g/l phytagelt tartalmazott.
Egy vetés alkalmdval atlagosan 15 magot vettiink, tehdt a szikleveleket kétfelé vagva
atlagosan 55 sziklevéldarabot helyeztiink kisérletenként mindkét tipusu téptalajra.

A kiilonboz0 fejlédési fazisok iddtartamét tgy hataroztuk meg, hogy megéallapitottuk
mennyi 1d0 sziikséges ahhoz, hogy az adott ndvény elérje a kovetkezd fejlodési fazist. Az
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elokisérletek elegendd informdciét nydjtottak ehhez. Az iddétartamon kiviil keletkezd
novényeket mar nem szamitottuk bele a kisérleti eredményekbe. A regeneransok fejlodését 2-
3 naponta vizsgéltuk. A kisérletet 6t ismétlésben végeztiik

Az altalunk vizsgalt fazisok a kovetkez6k voltak:

1. A csirdzastdl a sziklevelek megfeleld érettségének eléréséig
(A sziklevelek teljesen bezoldiiltek, a maghartyabdl kibujtak, szétnyiltak)
2. Sziklevél feldarabolédsatdl a hajtaskezdemények megjelenéséig.
(Sziklevéldarabok 75%-4n megjelent a hajtdskezdemény)
3. A hajtaskezdemények 1-2 leveles hajtasokka fejlodéséig
(A hajtaskezdemények 50%-a elérte az 1-2 leveles fazist)
4. Az 1-2 leveles hajtasok 3-4 leveles hajtdssa differencidlodasdig.
(Az 1-2 leveles hajtasok 50%-a elérte 3-4 leveles fazist)
5. A 3-4 leveles hajtisok meggyokereztetéséig
(Az 3-4 leveles hajtasok 75%-a meggyokeresedett)
6. A gyokeres novények akklimatizdldsahoz sziikséges id6tartam, mely minden esetben

14 nap volt.

4.2.2.6. Regenerans sargadinnye novények gyokereztetése és akklimatizalasa

A megfeleléen differencidlédott leveles "hajtascsokrokat" hajtdsokra osztva (2-5
hajtas) gyokereztetd taptalajra helyeztiik (novekedésszabalyozd anyag mentes MS taptalaj). A
megfeleld mértékti gyokérképzodést kovetden steril tozeg-fold (1:1) keverékébe iiltettiik at a
novényeket. Az inkubdlds a fényszobaban 100 % relativ paratartalom mellett, 2313 °C-on
tortént 0.5 l-es beféttes livegben, amelynek a tetejét folpackkal lezartuk. Ezutdn pédr nap
mulva a félia szélét meglazitottuk, majd fokozatosan eltdvolitottuk. A megerdsodott

paldntdkat edzés utdn tiveghdzba iiltettiik ki.
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4.2.3. A sargadinnye regeneracio folyékony taptalajrol inditva
4.2.3.1. Tenyésztési koriilmények

A folyadékkultira sordn tenyészedényenként 1 magot inditottunk. A folyékony
taptalajokat tartalmaz6 lombikokat korkoros razémozgasu, analég tipusd razégépre helyeztiik
(IKA KS250 basic, illetve GFL 3015). A kultirdk razatisa 90 rpm-en fényszobdban tortént,
25%1 °C-on 16 6rds megvilagitds és 8 ords sotét periddus mellett. A folyadékkultira ideje

altalaban 28-50 nap k6zott mozgott.
4.2.3.2. Elokisérlet a magyar sargadinnye fajtak valaszado képességének tesztelésére

A regenerdciés kisérletekben eloszor az Ezura és Akasaka-Kennedy (2004) Aéltal
kidolgozott folyékony tédptalajt (0.1 mg/l BA, 2 mg/l 2,4-D tartalmi MS) teszteltiik a hat

magyar sargadinnye fajtira. Fajtanként hat pairhuzamos tenyészetet inditottunk.
4.2.3.3. Novekedésszabdlyozé anyagok optimalizcidja

Az elOkisérleteket kovetéen a novekedésszabdlyozé anyagokkal optimalizacids
kisérletet végeztiink a Muskotdly fajtaval. A kisérlet sordn a 2,4-D (0; 2; 5 és 10 mg/l) és a
BA (0; 0.1; 0.5 és Img/l) kiilonb6z6 kombinacidit alkalmaztuk (16-féle kombinacid)
folyékony normal MS taptalajon. Minden novekedésszabalyozé anyag kombinacioval 4
edényt inditottunk. A négy lombik teljes tartalmat kiilonb6z6 indukcids idok utan (7, 14, 28,
34 nap) passziltuk szilard tdptalajra. Ezt a kisérletet hdrom fiiggetlen idépontban
megismételtiik. Igy végiil minden egyes kezelés (nSvekedésszabalyozé anyag kombinaci6 és
inkubdciés id8) harom fiiggetlen ismétlése tortént meg. Osszesen 192 lombikot inditottunk és
passzaltunk at szilard taptalajra.

A szilard taptalajon a ndvénynevelés dtlagosan 6-8 hétig tartott, hdrom hetente
passzdlva friss taptalajra. A kisérlet értékeléséhez csak a levéllel és gyokérrel rendelkezd

regenerdlt novényeket szamoltuk ssze.
4.2.3.4. A magok életkordnak hatdsa a regeneraciora

A magok életkordnak €s a szomatikus embriogenezis hatékonysaganak kapcsolatit a
Muskotdly sargadinnye fajtdndl analizaltuk. A vizsgdlat sordn érett sargadinnyébdl kiszedett
friss magokat és a kereskedelmi forgalomban kaphatd, egy éves tarolt vetdmagot hasznaltunk
fel. Mind a friss, mind a tdrolt magbdl kiindulva 12-12 tenyészetet inditottunk, hirom
ismétlésben. A kisérletben 0.1 mg/l BA és 2 mg/l 2,4-D; 30 g szachardz tartalmii folyékony
MS taptalajt hasznaltunk (pH 5.4). Az inditasto]l szamitott 30 nap elteltével szilard taptalajra

helyeztik a mintdkat. Héarom kiilonb6z6 agar koncentracidji (0.5 %, 1% és 2 %)
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novekedésszabdlyozd anyag mentes MS téptalajt teszteltiink. A szildrd tiptalajra tétel utdn 21
nap elteltével a mintdk mindegyikét 1 % agart tartalmazd novekedésszabalyozé anyag mentes
MS taptalajra passzaltuk és a késObbiekben is ezen neveltiik tovabb. A felvételezést 5-6 héttel

a szilard taptalajra tétel utan végeziink.

4.2.4. A tok fajtak regeneracidja

A kezdeti regenericios kisérletekhez alkalmanként 20-30 magot vetettiink mindharom
tokfajtabsl (Ovdri fehér, Black Beauty, Nagydobosi). Ezen kisérletben Gsszesen 2360
sziklevéldarab keriilt leoltasra, az MT1-MT?7 tdptalajokra.

Mindhdarom fajtdndl elvégeztiink egy tobb ismétléses novekedésszabilyozo anyag
optimalizaciés kisérletet melyben indolecetsavat 0-0.9 mg/l és benziladenint 0-1.2 mg/l
koncentraciéban alkalmaztunk. A kisérlethez fajtanként 40-50 magot vetettiink kisérletenként,
hdrom ismétlésben.

A 7-10 napos novények szikleveleit teljes bezoldiiléskor, kdzvetleniil szé€tnyilds utan
vagy néhdany nappal késébb, legfeljebb 1-2 lombleveles 4llapotban hasznaltuk fel.
Kozvetleniil a levélnyél tovénél levagtuk, majd négy részre vagtuk Oket ugy, hogy a levél
féerére merdlegesen elharmadoltuk majd a kozéps6 harmadot a fdéérrel parhuzamosan
elfeleztiik. A kisérletekhez csak a levélnyelet tartalmazd részt és a félbevagott kozépsod
harmadot hasznaltuk, a levél cstcsi részét nem.

Mivel a kisérletek sordn csak a levélnyél kozelében képzddtek hajtasok, a
novekedésszabdlyozé anyag optimalizald kisérletekhez mar csak ezt a részt haszndltuk fel, igy
csirandvényenként csak két sziklevéldarabot nyertiink. A sziklevéldarabokat kiilonb6z6
novekedésszabdlyozd anyagokat tartalmazd téptalaj feliiletére tettiik, egy iivegbe éltaldban
négy darabot helyezve. A kisérletekhez 200 ml-es {iveget hasznédltunk. A sziklevéldarabokon
képzodott hajtdsokat gyokereztetd taptalajra helyeztilk, majd a gyokeres novényeket steril
tézeg-fold (1:1) keverékbe iiltetve inkubaltuk. Az inkubdlds 100% relativ pdratartalom

mellett, 25 °C-on tortént. A megerdsodott novényeket edz€s utdn tiveghazba iiltettiik ki.

4.2.5. A baktériumtorzsek tarolasi és tenyésztési koriilményei

A baktérium torzseket fagyaszté szekrényben taroltuk -80 °C-on. A transzformacids
kisérletek el6tt egy nappal az LBA4404 torzset szelekciés YEP folyékony taptalajra oltottuk
(lasd 10. tablazat), az A281 torzset pedig LB szilard taptalajra (11.tablazat). A fiatal
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tenyészetet 24 oOran keresztiill 28 °C-on termosztatban razattuk, a gyors felszaporodds

érdekében.

4.2.6. Antibiotikum érzékenység tesztelése

A transzformdcids kisérletek megkezdése elbtt teszteket végeztiink a Hogolyd és
Hale’s Best sdrgadinnye fajtdk, tovdbbd a Nagydobosi siit6tok fajta antibiotikumokkal
szembeni érzékenységnek megallapitasara. A felhasznalt névényi anyagok (frissen feldarabolt
kontroll sziklevél szegmensek) antibiotikum tiir6képességét eltérd antibiotikum (augmentin,
cefotaxim, carbenicillin) tartalmd tdptalajokon teszteltik. Megvizsgaltuk, hogy az
Agrobacterium-mal torténd egyiitt-tenyésztés utdn milyen antibiotikum koncentraci6 az,
amely még nem gatolja a novényregeneraciot.

A sargadinnye esetében a kétfelé vagott sziklevél darabjait 0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 és 1000 mg/l antibiotikum tartalmu tdptalajokra helyeztiink le. A kontroll
sziklevéldarabok regeneraci6jat MDOP1 (Hogolyé) és MDOP2 (Hale’s Best) taptalajokon
teszteltiik mindhdrom antibiotikum jelenlétében kiilon-kiilon, 11-féle koncentraciéban. Petri-
csészénként 4-4 sziklevéldarabot helyeztiink a regenerdcids tdptalajokra. Egy kisérletben
sargadinnye fajtdnként és antibiotikumonként 44 sziklevéldarabot helyeztiink le, 6sszesen 264
sziklevéldarabot.

A vizsgalt antibiotikumok mellett teszteltik még a frissen feldarabolt levél
szegmensek €és kalluszosodott sziklevél szegmensek kanamicinnel (0, 25, 50, 75, 100,
200 mg/1), illetve glufozinattal (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 mg/l) szembeni tliroképességét. Petri-
csészénként 4 - 4 sziklevéldarabot tettiink le regeneracios taptalajokra.

A Nagydobosi siitotok als6, levélnyelet tartalmazé sziklevéldarabjait (Perti-
csészénként 4 - 4 sziklevéldarabot) szintén eltéré koncentracidju cefotaximot (0, 250, 500,
750 mg/l), és kanamicint (0, 25, 50, 75, 100, 150 mg/l) tartalmazé regeneracids taptalajokra
(MTOP1) helyeztiik.

Mind a sdrgadinnye mind a tok esetében a kisérleteket 3 ismétlésben végeztiik. Az

eredmények kiértékelését vizualisan végeztiik.

4.2.7. A sargadinnye transzformacié koriilményei

A transzformécidt Qiu és munkatdrsai (1999) altal kidolgozott mddszerek alapjan
végeztiik kisebb modositasokkal.
A transzformacié soran mindig a fert6zést megel6z6 napon datoltott, 24 dran at

razégépen lombikban, folyékony tiptalajon tenyésztett baktérium torzseket hasznaltunk fel.
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Az A281-es torzzsel a Hogolyd sargadinnye fajtat fertéztiik, majd két kiilonbozé (MDOPI,
RAG) téaptalajon regeneriltuk. Egy transzforméacios kisérlet sordn 40-60 magot vetettiink,
majd a szikleveleket két részre vagva atlagosan 200-200 sziklevéldarabot transzformdltunk.
Ezt a kisérletet hat ismétlésben végeztiik, tehat 6sszesen 2320 sziklevéldarabot fertdztiink.

Az LBA4404-es torzset mind a Hogolyd, mind a Hale’s Best siargadinnye fajtak
transzformdaci6jandl felhasznaltuk.

A Hégolyé fajtaval végzett transzformdacios kisérletek soran 80-120 magot vetettiink,
majd a szikleveleket két részre vdgva dtlagosan 390 sziklevéldarabot fertdztiink
kisérletenként. Ezt a kisérletet négy ismétlésben végeztiikk, tehat Osszesen 1560
sziklevéldarabot transzformaltunk.

A Hale’s Best fajta esetében két kisérletsorozatot inditottunk. Az elsd alkalommal
egyszerre 40-60 magot vetettiink, a szikleveleket két részre vagtuk. Ezen kisérlet sordn kilenc
ismétlést végeztiink, tehat Osszesen 1760 sziklevéldarabot fertéztiink. A madasodik
kisérletsorozat sordn mar 340-510 magot vetettiink, a csirdztatott szikleveleket két részre
véagtuk, tehdt 4tlagosan 1706 sziklevéldarabot raktunk le egy alkalommal. Osszesen 10240
sziklevéldarabot fertdztiink.

A fert6zések sordn a négy napos koriilvagott, majd darabolt sziklevél szegmenseket a
baktérium-szuszpenzidba helyeztiik kiilonb6zd iddtartamokra (60, 30, 20, 10, 5 percre).
Az inkubdciés id6 elteltével a sziklevéldarabokat steril papiron megszaritottuk, majd
regeneracids taptalajra helyeztiik, amely még nem tartalmazott antibiotikumot. Egy taptalajra

atlagosan hat sziklevéldarabot helyeztiink.
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3. abra Az Agrobacterium tumefaciens kozvetitett transzformacié 1épései sargadinnyénél
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A kokultivacié sordn a fert6zott sziklevéldarabokat 2, 3, 4, 5 napig a fényszobdban
tenyésztettilk. Az egyiitt-tenyésztés (kokultivacid) utdn szelekcids tiptalajra helyeztilk a
sziklevéldarabokat.

A szelekcid soran az A281-es torzzsel fert6zott sziklevéldarabokat 4 mg/l glufozinat
tartalmd regeneracios taptalajra helyeztilk. Az itt alkalmazott regenerdcids taptalajon az
Agrobacterium elolésére 500 mg/l augmentint hasznaltunk. Az LBA4404-es torzzsel fert6zott
sziklevéldarabokat 100 mg/l kanamicint tartalmazé szelekcids, regenericids taptalajra
helyeztiik. A baktérium eldlésére 500 mg/l cefotaximot, vagy 700 mg/l carbenicillint
alkalmaztuk. Mivel az antibiotikumok viszonylag gyorsan lebomlottak, a sziklevéldarabokat

10-14 naponta friss szelekcids-regenerdcids taptalajokra athelyeztiik.

4.2.8. Agar és phytagel tartalmi taptalajok hatasa a szelektiv taptalajon felnevelt

e z0 2

A Hégolyé fajta esetében végeztiink egy Osszehasonlité kisérletet arra nézve, hogy a
vélhetden transzformans novények regeneracidjanak hatékonysagat befolydsolja-e a tiptalajt
szilardité agar vagy phytagel. A kisérletek sordn a Hégolyé fajta négy napos szikleveleit két
részre vagva vizsgaltuk az MDOPI regeneracids tiptalajon, mely 8 g/l agart vagy 2.5 g/l
phytagelt tartalmazott. Egy vetés alkalmaval 40 - 60 magot vettiink, tehat a szikleveleket
kétfelé vagva atlagosan 200 sziklevéldarabot fertdztiink 5 percig kisérletenként. A sziklevelek
egyik felét agar tartalmi, a masik részét phytagel tartalmi tdptalajra helyeztiik. Osszesen
2392 sziklevéldarabot transzforméltunk a kétféle taptalajon egyiittvéve.

A kiilonbozd fejlodési fazisok idbtartamdt a sidrgadinnye regenerdcids kisérlethez
hasonldan (4.2.2.5. fejezet) hatdroztuk meg, annyi kiillonbséggel, hogy a transzformdacié utdn
2 napig tartott a kokultivici6 és a regenerdacids hatékonysag lecsokkenése miatt a szdzalékos
értékeken vdéltoztatnunk kellett. A regenerdnsok fejlodését itt is 2-3 naponta vizsgéltuk. A

kisérletet hat ismétlésben végeztiik

Az altalunk vizsgdalt fazisok a kovetkezok voltak:

1. A csirdzastdl a sziklevelek megfeleld érettségének eléréséig
(A sziklevelek teljesen bezoldiiltek, a maghartyabdl kibujtak, szétnyiltak)

2. Sziklevél feldaraboldsatdl a kokultivacié végéig (2 nap)

3. Sziklevél regeneracids taptalajra helyezésétdl a hajtaskezdemények megjelenéséig
(Sziklevéldarabok 40 %-an megjelent a hajtiskezdemény)

4. A hajtaskezdemények 1-2 leveles hajtasokka fejlodéséig

(A hajtaskezdemények 10 %-a elérte az 1-2 leveles fazist)
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5. Az 1-2 leveles hajtidsok 3-4 leveles hajtassa differencidl6déasaig
(Az 1-2 leveles hajtasok 50%-a elérte 3-4 leveles fazist)
6. A 3-4 leveles hajtdsok meggyokereztetéséig
(Az 3-4 leveles hajtasok 50%-a meggyokeresedett)
7. A gyokeres novények akklimatizdlasahoz sziikséges id6tartam, mely minden esetben

14 nap volt.

4.2.9. Tok transzformacio

Transzformacioés kisérleteket a siitotok Nagydobosi fajtaval végeztiink, kisérletenként
60 magot vetettiink. A transzformdcids kisérletek sordn ugyanigy vagtuk fel a szikleveleket,
mint a regeneracios kisérletekben (4.2.4. fejezet).

A fert6zés soran 24 ordja leoltott baktérium torzs szuszpenzidjat (LBA4404)
hasznéltunk fel. A sziklevéldarabokat kiilénb6z6 idotartamokra (15, 10, 5, illetve 1 percre) a
baktérium-szuszpenzidba helyeztiik, majd a sziklevéldarabokat steril papiron megszaritottuk,
és antibiotikum mentes regenerdcidos taptalajra helyeztilk. Egy 0.2 l-es iivegbe négy

sziklevéldarab keriilt. (4. abra)

4. abra Siit6tok sziklevéldarabok kozvetleniil fertézés utan.

Ezutan 1, illetve 3 napig antibiotikum mentes tdptalajon egyiitt tenyésztettiik
(kokultivacid) a sziklevéldarabokat és az Agrobacteriumot. Ez alatt a fert6zott novényeket
tovabbra is fényszobdban 25%1 °C-on 16 6rds megvilagitas és 8 drds sotét periddus mellett
neveltiik.

A néhany napig tarté kokultivacié utdn az Agrobacterium eloléséhez tijabb tiptalajra
tettiik a sziklevéldarabokat, amely a regenerdcidohoz sziikséges novekedésszabalyozd anyagok
(1 mg/1 IES, 0.1 mg/l BA) mellett 100 mg/l kanamicint €s 500 mg/l cefotaximot tartalmazott.
A kanamicin szelekciés tényezdként szolgdlt, mivel biztositotta, hogy csak a feltehetéen
transzformdns sejtek fejlédhessenek tovabb, a cefotaximot pedig az Agrobacterium eldlésére
haszniltuk. A megjelend regenerdns ndvényeket gyokereztetd tiptalajra helyeztiik, amely

szintén tartalmazta a megadott antibiotikumokat a fent leirt mennyiségben.
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4.2.10. DNS Kkivonas tok és sargadinnye novényekbol

A novényekrdl 1-2 levelet leszedtiink, és a DNS kivonds megkezdéséig -80 °C-on
taroltuk Oket. Kozvetleniil a PCR vizsgélatok elott a mintdkat folyékony nitrogénben,
dorzsmozsarban eldorzsoltiik, majd kiilon-kiilon Eppendorf csovekbe helyeztiik. A DNS-t a
Qiagen cég DNeasy Plant System Mini Kit DNS-kivoné rendszer felhaszndldsaval vontuk ki a
gyartd altal meghatdrozott moédszert alkalmazva (QIAGEN, 2000). Az igy eldallitott kb.

200 pl-nyi sziirlet megfeleld tisztasdgban tartalmazta a DNS-t.

4.2.11. A DNS beépiilésének ellenorzése PCR (Polymerase Chain Reaction) technikaval

A DNS beépiilése a genomba PCR-technikaval az adott génszakasz felszaporitasaval
ellendrizhetd. El6szor megvizsgdltuk, hogy sikeriilt-e kidlni az Agrobacteriumot a ndvénybol.
Ehhez a VCF és VCR virC génspecifikus primereket hasznaltuk, majd a CP1, CP2 (CMV és
ZYMV kopenyfehérje génjére specifikus) primerek segitségével vizsgiltuk, hogy
tartalmazza-e a bejuttatni kivant gént a kivont DNS.

A PCR-reakcidelegyet a 13. tablazatban megadott mennyiségekbdl a tdblazatban

kozolt sorrendben mértiik dssze.

13. tablazat A PCR reakcidhoz alkalmazott reakcidelegy Osszetétele:

PCR puffer

(a puffer koncentracidja: 10 mM Tris-HCI, 2.5 pl/25 pl

10 mM KCI, 1.5 mM MgCl2, 0.01% zselatin)
dNTP mix 0.25 pl/25 pl
Primerl 0.5 pl/25 ul
Primer2 0.5 pl/25 ul
Red Tag-polimeraz 1 ul/25 pl
DDV (kétszer desztillalt viz) 18.25 pl/25 pl
DNS-minta 2 w/25 W

Az kapott oldatot vortexeltiik és lecentrifugdltuk, majd 200 Wl PCR-csévekbe
szétosztottuk. A szétosztott reakcidelegyet tartalmazé minden cs6hoz 2-2 pl-nyi névényi
DNS-kivonatot adtunk hozza. Az 6sszemérést steril koriilmények kozott lamindris fiilke alatt,
steril eszkozokkel és steril oldatokkal végeztiik.

A 25 pl ossztérfogati PCR-reakcidelegyet MJ Research PTC 200 tipusi PCR-
késziilékbe helyeztiik, majd a késziiléket a 14. tablazatban leirt program szerint beallitva

elvégeztiik az amplifikalast.
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14. tablazat Az alkalmazott PCR program jellemz6i.

Folyamat ViI‘,C 2t%én vizsgalatahoz CP ,géI} vizsgalatahoz
Hdémérséklet Ido Hoémérséklet 1dé

1. | Elédenaturéci6 (hot start) 94 °C 1 perc 94 °C 5 perc
2. | Denaturécio 92 °C 1 perc 94 °C 1 perc
3. | Tapadas (primerek kotddése) | 54 °C 1 perc 60 °C 1 perc
4. Lén?hossze}b.b/l’tés 72 °C 1,5 perc 72 °C 2 perc

(polimerizacid)

2-4. 1épések ismétlése 30-szor 40-szer
5. | Utébefoltozas 72 °C 3 perc 72 °C 10 perc
6. | Lehiités 4°C ) 0°C o0

A PCR reakcié sordn felszaporitott DNS szakaszokat a tovdbbiakban agar6z
gélelektroforézissel vizsgaltuk. (Sambrook et al., 1982)

Az 1g agrézt (Sigma) 100 ml TAE pufferben (Az 50-szeres koncentratumii TAE
puffer Osszetétele: 242 g/l TRIS, 57.1 ml/l koncentralt ecetsav, 100 ml/l 0.5 M EDTA pH=8)
2-3 perc alatt mikrohulldmud siitében f6zve feloldottuk. Ezt kovetden Osszedllitottuk a
futtatdshoz megfeleld kadat. A kb. 50 °C-ra lehiilt gélhez hozzd pipettdztunk 20 pl etidium-
bromidot és az oldatot a kddba Ontottiik. Miutdn a gél megszilardult, a kadat feltoltottiik a
TAE pufferrel és a zsebekbe pipettaztuk a PCR-reakcié termékét. Az elsd és az utolsé zsebbe
a Promega cég 100 bp-os DNS-létrajat, festékként Promega Blue/Orange 6-szoros
toménységli komplexeket alkalmaztunk. Az elektroforézist 1 6rdn at 120 V fesziiltség alatt
végeztilk. Az agar6z gélelektroforézis végeredményeképp kapott gélt UV megvilagitas mellett

lefényképeztiik.

4.2.12. Mikroszkopos vizsgalatok

A tenyészetek mikroszképos vizsgélatit Leica MZ 6 tipusu sztereomikroszkdppal
végeztik. A felvételeket mikroszképi feltét segitségével eleinte analég Minolta géppel
végeztik Konica filmre, majd a késdbbiekben digitidlis Canon (Power Shot S50)
fényképezdgéppel compact flash memoriakartyara. Az elekron mikroszképos (SEM)
felvételeket a Budapesti Corvinus Egyetem Kozponti laboratériumaban készitették Tesla BC-

300 tipust pasztazo elektron mikroszkop segitségével.

4.2.13. Statisztikai szamitasok

A kisérleti adatok varianciaanalizisét és a taptalajok ill. kiilonbdzd kezelések
paronkénti Osszehasonlitdsat a MiniStat program segitségével végeztiik. A sdrgadinnye és tok
fajtdk regenerdcids €és transzformdcids kisérleteit szilard tdptalajon a MiniStat 3.2.

programmal (Vargha 2000), mig a sargadinnye folyékony taptalajon torténd regeneracids
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kisérleteit MiniStat 3.3. programmal elemeztiik (Vargha, 2000). A szdmitdsok eredményeit a

mellékletekben (9.3. Melléklet) részleteztiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A magvak fertotlenitése

Sargadinnye magvak fertétlenitése

A hidrogén-peroxidos, etil-alkoholos (natrium-hipokloritos), és a Cloroxos
ferttlenitések koziil csak azokat a kezeléseket hasonlitottuk Ossze egyszempontos variancia
analizissel, amely kezelések hatdsdra 100 %-ban fertdtlenitett magokat kaptunk (9.3.1.
melléklet). A kezelések eredményességét a csirazasi szazalék adta meg. A harom fert6tlenitési
moéd koziil a 15 %-os Cloroxos kezelés, bizonyult a legjobbnak. Mér 15 perc elteltével 100 %-
ban fertdtlenitett magokat kaptunk. Ez az érték csak 90 %-os konfidencia-valésziniliség
mellett tért el szignifikdnsan a 20 percig tartd Cloroxos aztatistol. Minden mas kezeléstol
azonban 95 %-o0s konfidencia-valészinliség mellett szignifikdnsan kiilonbozott. Azon feliil,
hogy a 15 perces Cloroxos fertétlenitési id6 elegenddnek bizonyult a magok sterilezéséhez, ez
volt a legkiméletesebb a maghéjtél megfosztott magokhoz, a csirdzasi arany 98 %-os volt. A
masik két fertStlenitési moddszer alkalmazdsa esetén a csirdzdsi ardny szignifikdnsan
alacsonyabb volt, vagy a fert6tlenités mértéke nem volt megfeleld. Az etil-alkoholos
(natrium-hipokloritos) kezelés utin a magok késobb csirdztak. A hidrogén-peroxidos kezelés
hatdsdra a sziklevelek szoveti dllomdnya megsériilt. A kisérleteket hdrom ismétlésben
végeztiikk. Az eredményeket az 5. abra hasonlitottuk 6ssze. Ennek alapjdn a tovabbiakban a
szilard taptalajon torténd regeneracids €s transzformdcids kisérletek magvetéseit mindig 15
perces Clorox (15 %-os) fert6tlenitéssel végeztiik, minden fajta esetében (6. abra).

A folyékony kultdra inditdsakor 20 %-os Clorox oldatban torténd fertétlenités
elegendének bizonyult (100 %-ban fertStlenitett magokat kaptunk) a csiramentes
kornyezethez. Minden tovabbi kisérlet inditdsakor ezt a fertStlenitési eljarast alkalmaztuk.
A folyadék kultirdban nagyon ritkdn jelent meg késobb barmilyen jellegli fert6zés és az is
inkdbb a passzdldsok sordn keriilhetett a taptalajba. A sterilezést kovetden a magokat 6 dran

keresztiil aztattuk desztillalt vizben.
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5. abra A fert6tlenitési eljards hatékonysdganak és a magok csirdzasi szdzalékanak alakuldsa kiilonb6z6
ferttlenitd eljardsok és kiilonbozo idStartamu kezelések esetén a Hogolyé sargadinnye fajtandl.

Fertétlenitett magok % - A be nem fert6z6dott magok szdma szdzalékosan,
Csirazasi % - A két nap milva kicsirdzott magok szdma szdzalékosan.
A vizszintes tengelyen az értékek a kezelési idoket jelentik percben

6. abra Hogoly6 sargadinnye fajta fertStlenitett magjainak csirdzdsa novekedésszabdlyozé anyagmentes MS
taptalajon

Tok magvak fertétlenitése

A siit6tok és a patisszon esetében a 15 perces Cloroxos (15 %-0s) sterilezés bizonyult
a legmegfelelobbnek. Minden tovabbi kisérlet inditdsakor ezt a fertdtlenitési eljarast
alkalmaztuk, mindkét fajta esetében, mert a hosszabb sterilizdldsi id6 alkalmazdsa esetén a
csirazasi id6 elhiizédott, sok mag ki sem csirdzott.

A cukkini esetében a 15 perces sterilizalasi id6 nem volt elég hatékony mivel a magok

30-40 %-a befertdz6dott. Ha egy iivegben csak egy fertdézott mag volt, a fertézés a tobbi

magra is atterjedt és igy az egylitt nevelt 5-8 magbdl egyet sem tudunk a tovabbi kisérletekhez
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felhaszndlni. Emiatt 6sszességében 50-70 %-os veszteség is eldfordult. 20 perces sterilezési
id6t alkalmazva a patisszonndl €s a siit6toknél tapasztalt problémék (elhiz6dd, nehézkes
csirdzas) nem léptek fel és a magok befert6z6dését is sikeriilt megakaddlyozni. A sterilezés
hatékonysagat tovabb novelte, ha fertdtlenités utan a taptalajra helyezés el6tt a maghartyat is
eltavolitottuk. Igy a magok 95%-a kicsirdzott, fertézést pedig az esetek 99 %-ban nem
tapasztaltunk. Minden tovédbbi kisérlet inditdsakor ezt a fertGtlenitési eljarast alkalmaztuk
cukkini esetében, mert a 25 perces sterilezési id6 mar jelentds csirdzasi veszteséget okozott

ennél a fajtandl is.
5.2. Regeneracios kisérletek eredményei

5.2.1. A sargadinnye fajtak valaszado képességének tesztelése szilard taptalajon

Kezdetben a négy fajta regeneracios képességét vizsgaltuk az MDI1, MD2 és MD3
taptalajokon. A Magyar kincs esetében az MD1 és MD2 tédptalajokon csak fehér kallusz
képzddott. Az MD3 taptalajon viszont a kalluszban apré zold gécok voltak, amelyek nem
fejlodtek tovabb hajtaskezdeménnyé csak tovabb osztodtak minden passzalds utan. A Javitott
Zentai és a Tétényi csereshéji az MD1, MD2 és MD3 téptalajokon kalluszosodni kezdett,
azonban a kapott fehéres kalluszbol egyik fajta estében sem fejlédott hajtas.

A Hoégolyé sargadinnye fajta esetében az MDI taptalajon csak fehéres kallusz
képzodott a sziklevél széleken. Az MD?2 taptalajon a gyenge hajtasképzddés mellett, nagyon
intenziv kalluszosodast figyeltiink meg, a kialakult kis hajtaskezdemények azonban 3-4 hét
alatt elkalluszosodtak. Az MD3 tédptalajon szintén erds kalluszosoddst figyeltiink meg, a
hajtas kezdemények itt torzultak is voltak. Teljes novényt ezen a tiptalajon sem sikeriilt
felnevelniink.

Megillapithatjuk, hogy ebben a kisérletben a felhaszndlt fajtdk koziil a Hogolyd
fajtanak volt a legjobb vélaszad6 képessége. A Hogolyo fajta regenerdcids képességét tovabbi
két taptalajon (MD4, MDS5) is vizsgiltuk. Az MD4 és MDS5 taptalajokon kevésbé
kalluszosodott a sziklevéldarab. Az alkalmazott novekedésszabidlyozd anyag Osszetétel
hatdsdra hajtasregeneraciot figyelhettink meg a sziklevéldarabok szélén vagy annak
kozvetlen kozelében mindkét vizsgalt taptalajon.

A regenericits képességet kilenc fajtan vizsgalva megéllapitottuk, hogy minden fajta
esetében sikeriilt kalluszt indukdlnunk. Azonban ezek mindsége nagyon eltérd volt. Tobbsége
csak fehér kallusz volt, melybdl a késObbiek sordn csak néhiny esetben alakult ki
hajtaskezdemény vagy leveles hajtds. Szdmos fajtin azonban néhdny hét elteltével a

kalluszban z6ld gécok jelentek meg. Ezeknek csak kis része hozott kés6bb hajtast.
55



15. tablazat Regeneracids képesség vizsgdlata kilenc sargadinnye fajta esetében 4 napos sziklevelekbdl

kiindulva
Taptalaj
MD6 MD7 MDS MD9 MD10

Fajtak

Javitott Zentai 0+0b 0.17+0.016a | 0+0b 0.23+0.021a |0.22+0.039a
Muskotaly 0+0a 0+0a 0+0a 0.1+031a 0+0a

Topaz 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
Hogolyo 0.97+0.039a | 0.46+0.031b | 0+0c 0.53+0.046b | 0.65+0.047b
Magyar kincs 0+0b 0.11+0.021a | 0+0b 0+0b 0.12+0.021a
Eziistananasz 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0£0a
Fortuna 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
Tétényi csereshéju 0+0b 0+0b 0+0b 0.1+0.027a | 0+0b

Hale’s Best 1.23+0.046a | 0+0c 0+0c 0.46x0.026b | 0.34+0.033b

*Az értékek a regenerdcié hatékonysdgiat mutatjak sziklevéldarabonként. Az elsé szdm datlag (leveles
hajtdsok szdma/sziklevéldarab) a masodik szdm pedig a sz6rds. Minden sorban az azonos betiivel jelzett
atlagok nem kiilonboznek szignifikdnsan a Tukey teszt alapjdn 5 %-os szignifikancia szinten
(9.3.2. melléklet). A tdbldzatban sotétzold szinnel azokat az eseteket jeloltiik, ahol leveles hajtdsok
képzddtek. A vildgos zold szin hajtdskezdemények megjelenést jelenti, melyekbdl nem lett novény. A
sérga szin pedig azt az esetet jeloli, ahol a kalluszban z6ld gdécok jelentek meg. Fehér szinnel azokat az
eseteket jeloltiik, ahol csak fehér kallusz képzddést tapasztaltunk.

Az MD6-os téptalajon a Hogolyé és Hale’s Best fajtdkbol sikeriilt 3-4 leveles
hajtasokat felnevelniink. A varianciaanalizis eredménye alapjain az MD6-os taptalaj
szinifikdnsan kiilonbdzott minden més tdptalajon kapott eredménytdl mindkét fajta esetében.
A Magyar kincs fajta esetében csak hajtiskezdemények jelentek meg, melyek nem fejlédtek
tovéabb leveles novénnyé. Az Eziistanandsz és a Tétényi csereshéju fajtdk esetében z6ld gdcok
jelentek meg a kalluszban. Az 6sszes tobbi fajta csak fehér kalluszt hozott.

Az MD7 taptalajon Hégolyd, Javitott Zentai és a Magyar kincs fajtdk csokkend
sorrendben hoztak leveles hajtast. A Topdz és az Eziistanandsz fajtdk esetében
hajtaskezdemények megjelenését figyeltilk meg. A Fortuna és Hale’s Best esetében csak zold
gbécok jelentek meg a kalluszban. A fennmaradé két fajta esetében csak fehér kallusz
képzodést figyeltiink meg.

Az MDS8-as taptalajon egyik fajta esetében sem sikeriilt regeneraciét indukalni.
Egyediil a Javitott Zentai esetében figyeltiink meg zo6ld gbcokat a kalluszban.

Az MDY taptalajon a Hégolyd, Hale’s Best, Javitott Zentai, Muskotdly és Tétényi
csereshéju fajtdk adtak leveles hajtast, csokkend eredményességi sorrendben. A Topdz fajtan

hajtdskezdemények fejlodtek a sziklevéldarabokon. Az Eziistanandsz és Fortuna fajtdk
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elkalluszosodott sziklevelein z6ld gdécok jelentek meg. A Magyar kincs esetében csak

elkalluszosodtak a sziklevéldarabok.

1.4
1.2 H]

1 . @ MD6
08 M @ MD7

O MD8

067 o MD9
0.4 H O MD10
0.2

0 | 1 T Al o 0. |

HB H JZ MK Tecs M T EA F

7. abra Regeneraciés képesség vizsgalata kilenc kiilonb6z6 sargadinnye fajta esetében sziklevélbdl kiindulva 5-
féle szilard taptalajon (MD6-10). HB: Hale’s Best; H: Hogoly6; JZ: Javitott Zentai; MK: Magyar kincs; M:
Muskotaly; T: Topaz; EA: Eziistanandsz; F: Fortuna

Az MDIO0 téaptalajon Hogolyo, Hale’s Best, Javitott Zentai és a Magyar kincs fajtdk
hoztak leveles hajtiast. A fennmaradd fajtdk (Muskotély, Topaz, Eziistanandsz, Fortuna és
Tétényi csereshéji) esetében hajtiskezdemények jelentek meg. Az eredményeket a
15. tablazat hasonlitottuk Ossze.

A harom fiiggetlen kisérlet eredményeként megallapitottuk, hogy a kilenc vizsgalt
fajta koziil a Hogolyo és a Hale’s Best fajtak regeneracios képessége volt a legjobb. Az 6tféle
taptalaj koziil pedig az MD6-os taptalajon nyertitk a legtobb teljes értékii hajtast, ezért a
novényi rész kivalasztisdhoz is ezt a novekedésszabdlyozd anyag Osszetételt hasznaltuk.
(7. dbra) Mindamellett elmondhatjuk, hogy els6ként sikeriilt a Javitott Zentai, Muskotaly,
Tétényi csereshéji és a Magyar kincs esetében novényt regenerdltunk in vitro koriillmények

kozott sziklevélbol kiindulva.
5.2.2. Az inditasra hasznalt novényi részek befolyasa a regeneracios képességre szilad
taptalajon

A Hale’s Best fajta esetében az MD6-os tiptalajon megvizsgaltuk a kiillonbozo
novényi részek (sziklevél, hipokotil, dekapitdlt hipokotil, elsé lomblevél) regeneracios

képességét.
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A kisérlet eredménye, hogy a Hale’s Best fajta a sziklevélbdl regenerdlt a legjobban,
fiiggetleniil attdl hany részre vagtuk fel, egy magra visszavezetve. Azonban a sziklevelek kora

erdsen befolydsolta a keletkezett hajtdsok szamat.

16. tablazat A kiilonb6z6 novényi részek vdlasza MDG6 regeneracids taptalajon a Hale’s Best
sargadinnye fajta esetében a hetedik héten.

csiranovény

kora 2 napos 4 napos 7 napos 14 napos
novényi rész
sziklevél fehéres-zoldes | 3-4 leveles 3-4 leveles fehér kallusz
(4 db-os) kallusz hajtdsok hajtasok
sziklevél fehéres-zoldes |3-4 leveles 3-4 leveles fehér kallusz
(2 db-os) kallusz hajtdsok hajtasok
hipokotil sziklevélhez | 3-4 leveles 3-4 leveles 3-4 leveles fehér kallusz
kozeli része hajtdsok hajtdsok hajtasok
h{pokotll kozépsé fehér kallusz fehéres-zoldes | fehéres-zoldes fehér kallusz
része kallusz kallusz
?elll: (t):mtll gyokérnyak fehér kallusz | fehér kallusz fehér kallusz fehér kallusz
de.l.( apltalf hlp‘)lfonl ) 3_4.1 l’eveles 3-4 leveles 3-4 leveles kemény zold
(novekedésszabalyozé | hajtiasok haitdsok haitdsok Kalluss
anyagmentes MS) deformalt J J

els6 lomblevél
(MD6)

elsé lomblevél
(RAG)

fehér kallusz

fehér kallusz

A 2 napos csirandvények esetében a sziklevélbdl nem kaptunk hajtést csak a dekapitélt
hipokotilb6l (0.12 hajtas/hipokotil) és részébdl  (0.07
hajtas/hipokotil rész) (16. tablazat).

a hipokotil sziklevél kozeli

A legjobb eredményt a 4 napos kétfelé vagott sziklevelek esetében kaptuk. Ebben az
esetben sziklevéldarabonként 1.03 hajtist tudtunk regenerdlni. A mésodik legjobb eredményt
a 4 napos négyfelé vagott sziklevelek hoztdk regenericié szempontjabol
(0.51 hajtas/sziklevéldarab). A harmadik legjobb eredményt a 4 napos dekapitalt hipokotilon
kaptuk (0.45 hajtas/hipokotil). Azonban itt gyakrabban el6fordult, hogy a kapott névények
deformadltak voltak. Gondot okozott tovabb4, hogy a hipokotilok er6sen megnyultak, majd az
liveg tetejét elérve visszahajlottak. A hipokotil sziklevélhez kozeli részébdl szintén sikeriilt
novényeket regenerdlnunk dtlagosan, 0.33 hajtast hipokotil részenként. A hipokotil k6zEépsd

része fehéres-zoldes kalluszt hozott, azonban ebbdl nem fejlédott hajtds a késébbiekben.
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A 8 napos csirandvények részei mind kevesebb hajtidst hoztak mint akidr a
leggyengébben valaszolé négy napos novényi részek (hipokotil sziklevélhez kozeli része). Az
eredmény nodvényi részenként: sziklevél (2 db-os) 0.18 hajtas/sziklevéldarab, dekapitalt
hipokotil 0.28 hajtas/hipokotil, sziklevél (4 db-os) 0.31 hajtas/sziklevéldarab, hipokotil
sziklevél kozeli része 0.13 hajtas/hipokotil rész.

A 14 napos novények részei pedig egyaltalan nem voltak valaszaddk.

2,50
2 500 4 Ih @ sziklevél (4 db-os)
g .
% 1,50 O sziklevél (2 db-0s)
£
Y O dekapitalt hipokotil
_‘Z‘ 1,00 (sziklevéhez kdzel)
8 @ hipokotil sziklevélhez
I;-%. 0,50 {—’*‘ kozeli része
0,00 B ‘ ‘

2 napos 4 napos 8 napos 14 napos

8. abra A kiilonboz6 novényi részek regeneracios képességének dsszehasonlitdsa a Hale’s Best sargadinnye fajta
esetében, MD6 szildrd tdptalajon egy magra nézve

A 4 napos hajtdsok esetében szignifikdns kiilonbséget taldltunk az egyes ndvényi
részek regeneracios képessége kozott (8. abra) egy magra nézve. Az egyes és a kettes csoport
(2 darabra végott sziklevél és 4 darabra vagott sziklevél) nem kiilonbozik szignifikdnsan
egymdstol 5 %-os szignifikancia szinten a regenerdlt hajtisok szdmadt illetben magbdl
kiindulva, viszont a 3-as és 4-es csoport (dekapitélt, és hipokotil) ezektdl szignifikdnsan
rosszabb hatékonysdgot mutat. Mivel nem tapasztaltunk kiilonbséget a kétfelé és a négyfelé
vagott szikleveleknél egy magbdl kiindulva a felnevelhetd novények szamat tekintve, ezért a
tovabbi kisérletekben kétfelé vagtuk a szikleveleket (9.3.3. melléklet).

A Hogoly6 fajta esetében szintén az MD6-os taptalajon vizsgéltuk a kiilonb6zo
novényi részek regeneracids képességét (sziklevél, hipokotil, dekapitalt hipokotil, elsd
lomblevél) (17. tablazat).

A kisérlet eredménye, hogy egy magra visszavezetve a Hogolyé fajta a sziklevélbol
regenerdlt a legjobban, fiiggetleniil attdl hdny részre vagtuk fel. Azonban a sziklevelek kora
er6sen befolydsolta a keletkezett hajtdsok szamat.

A 2 napos csirandvények esetében a sziklevélbdl és hipokotilbol nem kaptunk hajtast
csak a dekapitalt hipokotilbdl (0.07 hajtas/hipokotil). Ezek a regenerdnsok kissé le voltak
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maradva a 4 napos regenerdnsokhoz képest. A szikleveleken megjelentek hajtiskezdemények
csoportosan, de ezekbdl nem fejlodott teljes értékii novény a késdbbiekben. Elofordult, hogy
apré levelek megjelentek, de nem fejlédtek tovabb.

17. tablazat A kiilonb6z6 n6vényi részek vdlasza MDG6 regeneracids taptalajon a Hogolyé sargadinnye
fajta esetében a hetedik héten.

csiranovény
kora
2 napos 4-5 napos 7-8 napos 10-14 napos

novényi rész

. p . 3-4 leveles 3-4 leveles .
sziklevél (4 db-os) hajtascsokrok hajtdsok hajtésok fehér kallusz

. . .l 3-4 leveles 3-4 leveles .
sziklevél (2 db-os) hajtascsokrok efifsols il fehér kallusz
hlpok‘otll sziklevélhez fehér kallusz 3—4.1 %eveles hajtas- ) fehér kallusz
kozeli része hajtdsok kezdemények
hipokotil k6zépsé része | fehér kallusz hajtds- p fehér kallusz fehér kallusz

kezdemények
?elli ‘t):mtll gybkeérnyak fehér kallusz | fehér kallusz fehér kallusz fehér kallusz
dekapitalt hipokotil
crapita’ MPOXON 13 4 leveles 3-4 leveles 3-4 leveles kemény zold
(novekedésszabalyozo |; . . . i
hajtasok hajtasok hajtasok kallusz

anyagmentes MS)
els6 lomblevél c
(MD6) - - - fehér kallusz
els6 lomblevél )
(RAG) - - - fehér kallusz

A legjobb eredményt a 4 napos kétfelé vagott sziklevelek esetében kaptuk. Ebben az
esetben sziklevéldarabonként dtlagosan 0.89 hajtast tudtunk regenerdlni. A mdsodik legjobb
eredményt a 4 napos négyfelé vigott sziklevelek hoztdk regenericié szempontjabdl (0.49
hajtas/sziklevéldarab). A harmadik legjobb eredményt a 4 napos dekapitélt hipokotilon kaptuk
(0.32 hajtas/hipokotil). A hipokotil sziklevélhez kozeli részEébdl szintén sikeriilt novényeket
regeneralnunk atlagosan 0.13 hajtast hipokotil részenként. A hipokotil kozépsd részén
hajtaskezdemények jelentek meg, amelyekbdl azonban nem fejlodott hajtds a késObbiekben.

A 8 napos csirandvények részei mind kevesebb hajtast hoztak, mint a négy napos
Az (2 db-0s)
(0.27 hajtas/sziklevéldarab), dekapitalt hipokotil (0.2 hajtas/hipokotil), sziklevél (4 db-os)

novényi  részek. eredmény  novényi  részenként:  sziklevél

(0.17 hajtas/sziklevéldarab), a hipokotil sziklevél kozeli részén csak hajtaskezdemények

jelentek meg.

A 14 napos novények részei egyéltalan nem voltak valaszadok.
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csiranévények kora

9. abra A kiilonboz6 novényi részek regeneracids képességének osszehasonlitasa a Hogolyod sargadinnye fajta
esetében, MD6 szildrd taptalajon egy magra nézve

A 4 napos hajtdsokndl szignifikdns kiilonbséget taldltunk az egyes novényi részek
regeneracios képessége kozott (9. abra). Az egyes és a kettes csoport (2 darabra vagott
sziklevél és 4 darabra vagott sziklevél) nem kiilonbozik szignifikdnsan egymadstol 5 %-os
szignifikancia szinten a regeneralt hajtdsok szdmat illetden egy magokbdl kiindulva, viszont a
3-as és 4-es csoport (dekapitalt hipokotil és a hipokotil sziklevélhez kozeli része) ezektol

szignifikdnsan rosszabb hatékonysagot mutat (9.3.4. melléklet).

5.2.3. Szilard taptalajok novekedésszabalyozo anyag dsszetételének hatasa sargadinnye
regeneracigjara

Mivel a Hégoly6 és Hale's Best sargadinnye fajtdknak jé volt a vélaszadd képessége,
bedllitottunk egy hirom-ismétléses ndvekedésszabdlyozé anyag optimalizdcids kisérletet, a
minél hatékonyabb hajtasregenericié érdekében mindkét fajtdra. A kisérletben benziladenint
és indolecetsavat alkalmaztunk 0 és 1.2 mg/l kdzotti koncentrdcidban, 0.26 mg/l abszcizinsav
hozzaaddsa mellett (10. abra és 11. abra).

A Hégoly6 fajtan a vizsgalt 25-féle novekedésszabdlyozé anyag kombinacié 80 %-an
hajtasregeneraciét figyeltink meg (10. abra). Atlagosan 2 hét elteltével a legtdbb
sziklevéldarabon hajtiskezdemény fejlédott. A hajtaskezdemények azonban nem voltak
egyenértékiiek. Voltak apré hajtascsokrok, amelyek 3-4 hét elteltével sem fejlodtek tovabb,
hanem elkalluszosodtak.

A hajtasképz6dés mellett intenziv fehér szinii kallusz képzddést figyeltink meg a
0.6 mg/l benziladenin koncentracié felett, illetve 0.3 —0.9 mg/l kozotti indolecetsav
koncentraciokban. A 0.9 mg/l indolecetsav és 0.9 mg/l benziladenin koncentracid felett torzult

hajtasok is el6fordultak, ezeket nem szamitottuk bele a sikeresen felnevelt hajtdsok szaméba.
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A legszebb, dtiiltetésre alkalmas hajtdsok a 0.9 mg/l benziladenin és 0.6 mg/l
indolecetsav Osszetételli taptalajon fejlodtek (MDOP1). Itt akar négy hajtiskezdemény is
megjelent egy sziklevéldarabon, azonban ezekbdl végiil dtlagosan 1.58 teljes értékii hajtast
tudtunk regeneralni. A tovabbi regenerdcids és transzformdicids kisérleteket ezzel a

novekedésszabdlyozd anyag kombinacidval végeztiik a Hogolyo fajta estében.

Hajtasok szama/sziklevéldarab

BA (mg/l)

IES (mg/l)

10. abra H6goly6 sargadinnye fajta organogén hajtasindukciéjanak gyakorisdga az indolecetsav és a
benziladenin fiiggvényében

Azokon a taptalajokon, amelyekben nem volt benziladenin (0 mg/l BA), a
sziklevéldarabok nem novekedtek, 1-2 hét alatt besargultak, majd elhaltak. (10. abra)

A benziladenin koncentracié novelésével emelkedett a regenerdlt hajtasok atlagos
szama sziklevéldarabonként. Azt tapasztaltuk, hogy a 0.9 mg/l BA-t tartalmazé taptalajokon
sikeriilt a legtobb novényt felnevelniink. Azonban, ha tovdbb emeltilk a benziladenin
mennyiségét, akkor mir nem novekedett, hanem csokkent a felnevelhetd hajtdsok szdma. A
paronkénti Osszehasonlitdsbdl az is kideriilt, hogy a 0.9 mg/l BA -t tartalmaz$ taptalaj
eredményei szignifikdnsan kiilonboztek a 0, 0.3, 0.6, 1.2 mg/l BA-t tartalmazé tdptalajok
eredményeitol, 5%-os szignifikancia szinten (9.3.5. melléklet).

A 0.6 mg/l indolecetsav koncentracidju tdptalajokon neveltiik fel a legtobb hajtast, az
ezen koncentraci6 alatti (0.3 mg/l IES) és feletti (0.9; 1.2 mg/l IES) esetekben mar kevesebb
hajtas keletkezett. Ezt az eredményt a variancia analizis is aldtdmasztotta, 5 %-0s
szignifikancia szinten.

A Hale’s Best fajtan a vizsgalt 25-féle novekedésszabalyozd anyag kombinacio 80 %-
an hajtasregeneréciot figyeltink meg (11. abra). Atlagosan 1-2 hét elteltével a legtobb

sziklevéldarabon erdteljes kalluszosodast figyeltiink meg. A sziklevéldarabok megduzzadtak

62



és tobbszorosiikre néttek. A harmadik hét koriil megjelentek a hajtidskezdemények az
elkalluszosodott sziklevélszéleken.

A legszebb, dtiiltetésre alkalmas hajtdsok a 0.6 mg/l benziladenin és 0.9 mg/l
indolecetsav Osszetételli taptalajon fejlodtek (MDOP2). Sziklevéldarabonként atlagosan két
teljes értékii hajtast tudtunk regenerdlni (9.3.6. melléklet). A tovdbbi regenericids és

transzformadcios kisérleteket ezzel a novekedésszabalyozé anyag kombindcidval végeztiik.

Hajtasok szama/sziklevél (db)

BA (mg/l)

IES (mg/l)

11. abra Hale’s Best sargadinnye fajta organogén hajtasindukcidjanak gyakorisdga az indolecetsav és a
benziladenin fiiggvényében

A benziladenint nem tartalmazé tdptalajokon (0 mg/l BA) nem figyeltink meg
hajtasfejlodést, csak minimadlis kalluszosodast, a sziklevéldarabok par hét alatt besargultak,
majd elhaltak. (11. abra)

A 0.6 mg/l benziladenin koncentracidju taptalajokon neveltiik fel a legtobb hajtast, az
ezen koncentrécid alatti (0.3 mg/l BA) és feletti (0.9; 1.2 mg/l BA) esetekben mar kevesebb
hajtast keletkezett. Ezt az eredményt a variancia analizis is aldtimasztotta, 5 %-0s
szignifikancia szinten.

Az indolecetsav koncentricié novelésével emelkedett a regenerdlt hajtdsok &atlagos
szdma sziklevéldarabonként. Azt tapasztaltuk, hogy a 0.9 mg/l IES-t tartalmazé téptalajokon
sikeriilt a legtobb ndvényt felnevelniink. Azonban ha tovdbb emeltiik az indolecetsav
mennyiségét, akkor mir nem novekedett, hanem csokkent a felnevelhetd hajtdsok szdma. A
paronkénti Osszehasonlitdsbol az is kideriilt, hogy a 0.9 mg/l IES -t tartalmaz6 tdptalaj
eredményei szignifikansan kiilonboztek a 0, 0.3, 0.6, 1.2 mg/l IES-t tartalmazé taptalajok

eredményeitdl, 5 %-os szignifikancia szinten (9.3.6. melléklet).
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5.2.4. Az agar ill. a phytagel tartalmu szilard taptalajok hatasanak dsszehasonlitasa a

regeneracios hatékonysag novelése érdekében

A Hégoly6 fajtara regeneracidjanak idejét vizsgalva az agar illetve phytagel tartalmu
regeneracids tiptalajon, azt az eredményt kaptuk, hogy a phytagel tartalmui tdptalajokon a
regeneracié szignifikdnsan révidebb iddt vett igénybe, mint az agar tartalmu taptalajon. A
novényeket phytagel tartalmi tdptalajon nevelve a regenerdcié atlagosan 78 napot vett
igénybe, szemben az agar tartalmu taptalajjal, melyen egy novény teljes felnevelése atlagosan
90 napig tartott (12. abra). Ez az id6tartam magédban foglalja a sziklevelek megvagasatol a
novények kiiiltetéséig eltelt idot. A kisérletet hat ismétlésben végeztiik. A kétmintés t-proba
és a Welch-féle préba is szignifikdnsan eltérOnek mutatta az agar és a phytagel tartalmd
taptalajt, 1 %-os szignifikancia szinten (9.3.10. melléklet). Azonban a felnevelt gyokeres
regeneransok szamat tekintve a kétféle taptalaj (agar, phytagel) nem mutat eltérést 5 %-os

szignifikancia szinten (13. abra).
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12. abra Az Hégoly6 sargadinnye fajta 13. abra Hogoly6 regeneracié hatékonysaganak
regenerdcids idejének alakuldsa agar illetve Osszehasonlitdsa agar és phytagel bazisu tdptalajokon, a
phytagel tartalmu taptalajokon. A kiilonb6z6 kiilonbozo fejlodési fazisokban. Az abrazolt értékek egy magra

szinek az egyes in vitro fejlodési fazisokat jelolik.  vonatkoznak

5.2.5. A sargadinnye fajtak valaszadoé képességének tesztelése folyékony taptalajon

A kisérletek sordn hat kiillonb6z6 magyar sargadinnye fajtit teszteltink MD12-es
taptalajon. A fajtak kozott nagy kiilonbség mutatkozott a valaszadd képesség tekintetében. A
Muskotaly és a Hogoly6 fajtdk reagdltak legjobban a kezelésre. Nagy mennyiségli embriogén
kalluszt fejlesztettek, melynek mennyisége a passzdldsok sordn is nétt. Az inditott hat-hat
tenyészetbdl a Muskotaly fajta esetében atlagosan 10.5 novény/mag, a Hogolyo fajta esetében

pedig atlagosan 8.5 novény/mag keletkezett (14. abra).
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14. abra Regeneracios képesség vizsgdlata hat kiilonboz6 magyar sargadinnye fajta esetében folyékony
taptalajon magbdl kiindulva (0.1 mg/l BA, 2 mg/l 2,4-D)

A Javitott Zentai, a Tétényi csereshéju €s a Magyar kincs er6sen kalluszosodott,
azonban novényt nem sikeriilt regeneralnunk. Az Eziistanandsz fajtanal a kalluszban apré zold
gocok voltak megfigyelhetoek (15. abra). Ezek nagy része azonban nem fejlodott tovabb csak
osztédott, masik része tovabb differencidlodott. Az Eziistananasz fajtabol atlagosan 4.5

novény/mag regenerdlddott.

15. abra Eziistananasz sdrgadinnye fajta 28 napig MD 12 tdptalajon razatott, majd 25 napig szilard
novekedésszabalyozé anyag mentes MS taptalajon tartott tenyészete. A nyilak embriogén gécokat jeldlnek.

5.2.6. Folyékony taptalajok novekedésszabalyozo anyag Osszetételének hatasa a
sargadinnye regeneracidjara
A folyékony téptalajon végzett, regeneracios képességet vizsgdlo kisérleteink soran a
felhasznalt sargadinnye fajtdk koziil a Muskotély fajtdnak volt a legjobb valaszad6 képessége

(5.2.5. fejezet), ezért ezzel a fajtaval bedllitottunk egy tobb ismétléses novekedésszabilyozd

anyag optimalizacios kisérletet, a minél hatékonyabb novényregeneracié érdekében.
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A kisérletben BA-t és 2,4-D-t alkalmaztunk, a BA koncentraciéja 0 mg/l és 1 mg/l
kozott mozgott, a 2,4-D koncentracidja, pedig 0 mg/l és 10 mg/l kozott. Négy kiillonbozo
indukcids id6t alkalmaztunk, 7, 14, 21 és 34 nap hosszisagut. Ez azt jelentette, hogy ennyi
ideig razattuk a magdarabokat a novekedésszabdlyozo anyag tartalmu folyékony téptalajokon.

Ha nem adtunk auxint (0 mg/l 2,4-D) a taptalajhoz, akkor nem volt jelentds eltérés a
bezoldiilld6 magdarabok kozott. Sem a kiillonb6zé indukciés idok, sem a kiilonbozé BA
koncentraciok tekintetében nem mutatkoztak szemmel lathat6 kiilonbségek. A hozzdadott BA
mennyiségének novelésével ardnyosan néttek a magdarabok, tovabba kizoldiiltek. Ezeken a

tenyészeteken igen kevés kallusz képzodott. (16. abra)

16. abra. A Muskotély sargadinnye fajta magdarabjai 0 mg/l 2,4-D és 0.5 mg/l BA hatdsara megnovekedett,
kizoldiilt magdarabok szilard téptalajon (21 napos indukcid). A felvétet az inditastdl szadmolt harmincadik napon
késziilt.

A 2 mg/l 2,4-D tartalmi novekedésszabdlyozé anyag kombindcidk koziil a 7 és 14
napig rdzatott mintdkndl egyik novekedésszabdlyoz6 anyag kombindcié mellett sem
keletkeztek novények. Ezeken a magdarabokon csak gyenge kalluszképzddést tapasztaltunk.
A BA mennyiségének emelése ebben az esetben is csak a szovetek méretét novelte kis
mértékben. Latvanyosabb eredményeket a 21 és 34 napig indukdlt szovettenyészetek
produkaltak. Huszonegy nap utdn a 0 mg/l BA és az 1 mg/l BA esetében egyardnt 0.33 darab
novény keletkezett dtlagosan magonként, mig 0.1 mg/l-es BA koncentraciondl atlagosan 2.66
darab, 0.5 mg/l BA tartalomndl pedig atlagosan 2 darab novény fejlédott ki magonként.
Legjobb eredményt a kisérlet sordn a 34 napig razatott magdarabok hoztdk. (17. abra)
Ezeknél a mintdknal 0 mg/l BA esetén atlagosan 2.33 darab, 0.1 mg/l BA mellett dtlagosan
15.66 darab, 0.5 mg/l BA hozzdaddsaval atlagosan 9.33 darab, az 1 mg/l BA koncentriciéji

tenyészet esetén pedig atlagosan 7.33 darab novényt sikeriilt felnevelni magonként.

66



\
/)

névény/mag (db

2,4 D (mg/l)
0.1

BA (mg/l)

17. abra Muskotély fajta novekedésszabalyoz6 anyag optimalizacids kisérlete (34 napos indukcid) Az dbrdzolt
novényszam a kezelésenként nyert egy magra juté dtlagos novényszamot jelenti.

A 2 mg/l 2,4-D sorozat 21 és 34 nap indukcids idejii magdarabok nagy részénél igen
intenziv kallusz képzddést figyeltiink meg. A kallusz gyakran az egész Petri-csészét kitoltotte

(18. abra).
/4

18. abra Muskotaly sirgadinnye fajta regenerdl6dé ndvényei és intenziv kalluszképzés szilard
novekedésszabdlyoz6 anyag mentes taptalajon (34 nap razatds utdn, 2 mg/l 2,4-D; 0.5 mg/l BA)

Az 5 mg/l 2,4-D tartalmu téptalaj sorozatndl erds gyokérképzodést tapasztaltunk a
magdarabok vagasi feliiletén, a hét, tizennégy és huszonegy napig razatott tenyészeteknél
egyarant. A legerételjesebb gyokérképzddést a 7 napos, a leggyengébbet a 21 napos indukcid
utan figyeltiikk meg a szilard taptalajon. Ezek a gyokerek dltaldban vastag, merev szovetiek,
nem eldgazdak voltak, hosszuk 1 cm koriil mozgott (19. abra). A 7, 14 és 21 napos indukcids

idejli bezoldiild magdarabok gyengén kalluszosodtak.
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19. abra Képz6d6 gyokerek, kezdeti stidiumban, ndvekedésszabdlyoz6 anyag mentes szildrd taptalajon (5 mg/l
2,4-D, 0,5 mg/l1 BA, 21 napos indukci6 utdn)

Embriogenezist az 5 mg/l 2,4-D tartalmud sorozatndl csak a 34 napos 0.1 mg/l BA,
illetve a 0.5 mg/l BA koncentréciéju tenyészeteknél sikeriilt indukélni. Az el6bbinél 4tlagosan
0.33 darab , az utdbbindl atlagosan 2.33 darab novényt sikeriilt regenerdlnunk magonként. A
novények egy elenyészd része kissé torzult hajtdsokat hozott, késébb ezeket nem tudtuk
iiveghdzba kiiiltetni. Ennél a sorozatndl is megfigyelhetd volt, hogy a szegmensek mérete
magasabb BA koncentracié mellett enyhén megndtt.

A 10 mg/l1 2,4-D-t tartalmazd taptalaj sorozat esetében nem figyeltiink meg szomatikus
embriogenezist, és nem tudtunk novényeket regenerdlni. A 7, 14 és 21 napos razatdsi ideju
magdarabokon gyokérképzddést figyeltink meg, mely a 14 napos tenyészetben volt a
legerdteljesebb. Ez azonban még igy is elmaradt az 5 mg/l 2,4-D tartalmu taptalajokon
képzodott gyokerek mennyiségétol. A 34 napos inkubaciés id0 alkalmazdsakor nem
tapasztaltuk gyokérképzodést. A magdarabok kozepesen kalluszosodtak el, szoveti felépitésiik
laza szivacsos volt, nem embriogén jellegii. A feldarabolt mag részei kezdetben zoldek voltak,

egy-két hét elteltével besargultak, majd egy résziik elhalt (20. abra).

20. abra Kozepesen kalluszosodott magdarabok ndvekedésszabalyozé anyag mentes szilard taptalajon, (10 mg/l
2,4-D, 1 mg/l BA tartalom mellett, 34 napos indukcid)
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5.2.7. A magok életkoranak hatasa a regeneraciora

A friss és a tarolt magokbdl inditott tenyészetek esetében mar 5 nappal az inditds utdn
szembetiing kiillonbség mutatkozott, a friss magokbdl inditott tenyészetekben a feldarabolt
mag novekvd részei nagyobbak és zoldebbek voltak. Mindkét esetben a magdarabok
megnottek, a feldarabolt mag részeiek szélén embriogén kallusz képzddott. Az embriogén
sejtek egy része a réazatds sordn a folyékony tédptalajban leszakadva tovdbbi szomatikus
embridkat eredményezett. A tizenkettedik napra azonban a tarolt magbdl inditott tenyészetek
behoztiak lemaraddsukat, hasonld szintre keriiltek. A friss magoknal enyhe vitrifikdciot
tapasztaltuk, a mintdk szoveti felépitése kissé keményebb, merevebb, enyhén iiveges volt.
Ennek kikiiszobolésére harom kiilonb6z6 agar koncentracidju (0.5 %, 1 % és 2 %) taptalajt
teszteltiink, mind a friss, mint a tdrolt magokndl. A mintdkat harminc nap elteltével tettiik
szilard taptalajra.

Mind friss, mind a tarolt magbodl inditott tenyészetek rosszul reagaltak a kezdeti 0.5 %
agar koncentracidra. A novények koriilbeliil 70 %-a vitrifikacio tiineteit mutatta. Ez korlatozta
késobbi fejlodésiiket is. Az elsd két torzult levél utan a mintdk kevesebb, mint fele volt képes
egészséges hajtasokat hozni. A tarolt magokbdl inditott tenyészeteknél 0.5 %-os agar tartalmu
téptalajon dtlagosan 7 darab novény regenerdlédott magonként, a friss magbdl kiindulva pedig
atlagosan 6.5 darab.

A tdrolt magbdl kiindulé tenyészeteken az 1%-os agar tartalmi tdptalajon dtlagosan
22.25 darab novény fejlédott ki magonként, friss mag esetén ez a szam 14.75 darab volt.

A 2 % agart tartalmaz6 tdptalajokon a tdrolt magokbdl kiindulva atlagosan 19 darab
novény/mag keletkezett, mig friss magok esetében dtlagosan 46.25 darab.

A tdrolt magvak esetében a 2 %-os agar tartalmui tdptalajon gyakran fenndllt a
kiszéradds veszélye, mivel a tdptalaj keménysége miatt az embridk nem tudtak eléggé
belesiillyedni, igy vizellatisuk nem volt megfeleld, az embridk egy részét emiatt elvesztettiik.
Friss magvak esetében nagy volt a vitrifikdcié ardnya (magasabb mint 50 %).

A 21. abra a friss és tarolt magokbdl inditott regeneracios kisérlet Osszesitését
tartalmazza a Muskotdly fajtanal. A bal oldali diagramm (a) azt mutatja, hogy a kiilonb6zo
taptalajokon atlagosan mennyi novényt sikeriilt regenerdlni magonként. A jobb oldali
diagramm (b) pedig azt dbrdzolja, hogy a friss és a tarolt magokbdl dsszesen mennyi novény
regenerdlodott. A kisérlet eredményeinek kiértékeléséhez egy tényezds és kéttényezOs
altalanositott variancia analizist végeztiink, a MiniStat 3.3-as programmal, melynek

eredményei a 9.3.11. mellékletben talalhatok.
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21. abra a) Muskotaly sargadinnye fajta friss és tarolt ~ b) A regeneralt ndvények szdma Osszesitve friss
magvaibdl inditott tenyészetek dsszehasonlitasa, és tarolt Muskotaly magok esetében
kiilonb6z agar koncentraciéju tiptalajokon

5.2.8. A folyékony taptalaj osszetevéinek hatasa az embriogenezisre

A kisérlet soran hat kiilonb6z6 folyékony taptalajon (MD11, MD12, MD13, MD14,
MD15 és MD16) inditottunk tenyészetet Muskotély és Hogoly6 fajtdkkal, illetve teszteltiik az
Eziistananasz fajta vdlaszad6 képességét MD11 és MD13 taptalajon.

A Muskotaly fajta esetében az MD11 taptalajon 6sszesen 129 novényt allitottunk eld
(atlagosan 11 db novény magonként). Az MDI12 taptalajon 167 ndvény regeneralodott
(atlagosan 13.8 db novény/mag). A legjobb eredményt a Muskotaly fajta tenyésztése sordn az
MD13 taptalaj alkalmazdsa hozott, ahol 6sszesen 864 regenerdlt novényt kaptunk (4tlagosan
61.71 db novény/mag). A gliikkéz tartalmi MD14 taptalajon a Muskotaly fajtanadl mindossze
13 novény keletkezett (4tlagosan 3.25 db ndvény/mag), a szintén gliikéz alapdi MDI15
taptalajon pedig 14 novény (atlagosan 3.5 db névény/mag). A vegyes szénforrdsi MD16
tiptalajon 39 novény fejlédott (atlagosan 9.75 db ndvény/mag). Az eredmények
feldolgozdsdhoz egy tényezOs éltaldnositott variancia analizist végeztiink, a MiniStat 3.3-as
programmal. Az eredményei a 9.3.12 mellékletben taldlhatok.

A 22. abra mutatja a kiilonboz6 tdptalajokon regenerdlt novények atlagos szamat
magonként, a Muskotdly fajta esetében. A diagrammon fiiggéleges oszlopok az 4atlagos
novényszamot jelzik magonként az adott taptalajnal. A kiilonbozo szinek az adott indukcids

id6 alatt egy magbol regenerdlt novények szdmanak megoszldsat mutatjak.

70



80

70
ﬁ 60
g
\E 50 050 napos
£ @ 43 napos
'S 40
» 0O 35 napos
é 30 0 28 napos
=
2
2 20
=

T
10 1 — ==
0 ‘ ‘ ‘ = ‘ ‘
MD11 MD12 MD13 MD14 MD15 MD16

taptalaj

22. abra A regenerdlt dtlagos novényszdm magonként a Muskotdly sargadinnye fajtanal, a hat kiillonb6z6
folyékony taptalaj esetén

Ugyanezt a kisérletet azonos feltételek mellett elvégeztitk a Hogolyé fajtan is. Itt azt
tapasztaltuk, hogy az MDI1 tdptalajon 68 db novény keletkezett (atlagosan 10.83 db
novény/mag). Az MDI12 t4ptalajon Osszesen 101 db ndvényt kaptunk (dtlagosan 16.83 db
novény/mag), az MD13 taptalaj hasznalatakor 536 db névényt regeneraltunk (4tlagosan 29.18
db novény/mag). Hogolyd fajta esetében az MD14 tiptalajon 18 db novény regenerdlddott
(atlagosan 4.5 db novény/mag). Az MDI15 taptalajon mindossze 11 db névény keletkezését
tapasztaltuk (atlagosan 2.75 db novény/mag), végiil az MDI16 tiptalajon 43 db novény
fejlodott (atlagosan 10.75 db novény/mag). Az eredmények feldolgozasdhoz egy tényezos
altalanositott variancia analizist végeztiink, a MiniStat 3.3-as programmal. A statisztikai
szamitds eredményei a 9.3.13 Mellékletben taldlhatok

A 23. abra mutatja a kiilonboz6 taptalajokon regenerdlt novények atlagos szamat
magonként, a Hogolyé fajta esetében. A diagramm jelolései megegyeznek a 22. abra
lathatokkal
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23. abra Regenerdlt novények dtlagos szama magonként a Hogolyé sargadinnye fajtanal a hat kiilonb6z6
folyékony taptalaj esetén

Késobb az Eziistananasz fajtat is bevontuk a kisérletbe. Ennél a fajtandl azonban csak
az MDI11 és MDI13 taptalajok tesztelésére keriilt sor. Az MDI1 tiptalajon Osszesen 61 db
ndvény regeneralddott (dtlagosan 10.17 db névény/mag). Ezzel szemben az MD13 tdptalajon
144 db fejlodott (atlagosan 24 db novény/mag). Az eredmények feldolgozdsahoz kétmintds t-
probat végeztiink a MiniStat 3.3-as programmal. A statisztikai eredményei a 9.3.14
mellékletben taldlhatok
Az aldbbi diagrammon &dbrazoltuk az MD11 és az MD13 t4ptalajon regenerdlt névények
atlagos szamat magonként, az Eziistanandsz fajta esetében. (24. abra) A diagram jelolései

megegyeznek a 22. abra lathatdakkal.
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24. abra Regenerilt novények atlagos szdma magonként az Eziistanandsz fajtandl
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5.2.9. A regeneracios kisérletek eredményei szilard taptalajon tokfélék esetében

A hétféle taptalaj és hiarom fajta valaszadé képességének kapcsolatat vizsgédlva
megallapithatjuk, hogy az egyes fajtdk hasonlé novekedésszabdlyoz6 anyag kombindciéju
taptalajon regeneralddtak jol, de regeneracids képességben nem egyeznek.

A 2,4-D-t tartalmazé taptalajokon (MT1, MT2, MT3 és MT4) mindhdrom fajtanal
csak fehér kallusz megjelenését és gyokeresedést figyelhettiink meg, sok sziklevéldarab
kallusz képzés nélkiil elhalt. A 2,4-D-t kiilonb6zd koncentricidban tartalmazé téptalajok
kozott a regeneracié szempontjabol nem figyeltiink meg eltérést, és a kinetin alkalmazédsa sem
modositotta az eredményeket.

Az IES és BA hatasara a MT5, a MT6 és a MT7 taptalajokon mind a Nagydobosi
stit6tok fajta mind a Black Beauty cukkini fajta esetében a sziklevéldarabokon zold kallusz
fejlodott, (25. abra) majd 7-14 nap mulva mindkét fajta esetében organogén hajtasképzodés
indult meg. Mindkét fajta esetében egy-egy sziklevéldarabon altaldban tobb hajtaskezdemény
megjelenését is megfigyeltiik, de ezekbdl altalaban egy levéldarabon legfeljebb egy fejlodott
novénnyé, atlagosan a Nagydobosi siitotok esetében (.25, a Black Beauty fajtanal 0.32
hajtas/sziklevéldarab. Az egyes fajtdk és taptalajok kozott csak a képzddott hajtasok
mennyiségében mutatkozott eltérés.

Az éltalunk vizsgalt fajtdk koziil a legrosszabb regeneraciés képességiinek az Oviri
fehér patisszon fajta bizonyult, ahol a hdrom tdptalajon atlagosan 0.11 hajtas/sziklevéldarab
regenerdcidjat figyeltik meg. Az eredmények értékeléséhez tobbtényezds varianciaanalizist

alkalmaztunk MiniStat 3.2 segitségével (Vargha, 2000).

25. abra Fejl6do kallusz 8 nappal a leoltds utan Nagydobosi siitotok fajta sziklevéldarabjan, MTS5 tdptalajon
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5.2.10. Novekedésszabalyozo6 anyag optimalizacios Kisérletek szilard taptalajon, harom

tokféle esetében

Az Ovari fehér patisszon fajta novekedésszabalyozé anyag optimalizacids
kisérletében (26. abra) sikeriilt hajtist regenerdlni de csak kis mennyiségben. Azon a
kombinécion, amelyik legjobbnak bizonyult (0.8 mg/l BA és 0 mg/l IES), magonként egy
darab hajtést tudtunk regenerdlni atlagosan. Megéllapitottuk, hogy a regenericidt eldsegiti a
BA jelenléte, az IES novekvdé mennyisége ellenben egyre kevesebb hajtds megjelenését
eredményezte. A novekedésszabdlyoz6 anyagok és a regeneransok szama kozti dsszefiiggést a

variancia analizis nem mutatta ki (9.3.7 melléklet).
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26. abra Az Oviri fehér patisszon fajta hajtisindukcidjdnak gyakorisaga az indolecetsav és a benziladenin
fiiggvényében sziklevéldarabonként

A Black Beauty cukkini fajta esetében mar a novekedésszabalyoz anyag
optimalizacios kisérleteket megeldzden is sikeriilt hajtast regeneralni a MTS, a MT6 és a MT7
taptalajokon. A kisérlet eredménye (27. abra) alapjan a Black Beauty cukkini fajtdndl nem
lehetett egyértelmii Osszefiiggést kimutatni a novekedésszabalyozé anyag koncentricid
valtozds és a regenerdcié0 kozott, a variancia analizis (9.3.8 melléklet) nem mutatott
Osszefiiggést a novekedésszabdlyozé anyag Osszetétel és a megjelent hajtdsok szdma kozott.
Az altalunk kiprobalt kombinacidk koziil egy kiugrd értéket taldltunk, ez a taptalaj 0.6 mg/l
BA-t tartalmaz, IES-at pedig egyaltaldn nem (2.0 darab novény magonként).

Az Oviri fehér patisszon fajtdhoz hasonléan itt is egy olyan tdptalajt taldltunk,
amelyik 1ényegesen hatdsosabbnak bizonyult a regenericié szempontjabol, mint a kordbban
kiprébalt taptalajok.
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27. abra A Black Beauty cukkini fajta hajtasindukcidjanak gyakorisdga az indolecetsav és a benziladenin
fiiggvényében sziklevéldarabonként

hajtasok szama/ sziklevéldrab

BA (mg/l)

A tokfélék koziil a legtobb regeneranst a Nagydobosi siitotok fajta esetében kaptuk,
két kombinacié kivételével (0 mg/l BA és 0 mg/l IES, valamint 0 mg/l BA és 0.3 mg/l IES)
mind a 25 kiilonb6z6 ndvekedésszabdlyozé anyag kombindciéju téptalajon képzddtek
hajtasok (28. abra). A legtobb hajtds keletkezését 1 mg/l BA és 0.1 mg/l IES hozzaadasa
mellett tapasztaltuk, ezen a tdptalajon magonként dtlagosan 1.6 hajtast regenerdltunk
(MTOPI1). Csak ennél a fajtandl figyeltik meg, hogy kis mennyiségli IES hozzdadasa
hatékonyabbd tette a regenerdciét. A Ovdri fehér patisszon fajtdhoz hasonléan itt is jol
megfigyelhetd volt a BA pozitiv hatisa a regenerdcidra, ezt a varianciaanalizis (9.3.9.

melléklet) is kimutatta.
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28. abra A Nagydobosi siitotok fajta hajtasindukcidjanak gyakorisdga az indolecetsav és a benziladenin
fiiggvényében sziklevéldarabonként
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5.2.11. A sargadinnye regeneracio jellegzetes fazisai szilard taptalajon

Kisérleteink sordn bebizonyosodott, hogy szilard taptalajon a H6goly6 és a Hale's Best
fajtaknak volt a legjobb vilaszad6 képessége a vizsgalt fajtak koziil. A kovetkezd képeken a
Hoégoly6 fajta organogén hajtasregeneracidjat figyelhetjik meg, MDOPI1 taptalajon
phytagellel kiegészitve. A regenericié elsd 1épése a megfelelden bezoldiilt maghartydbdl
kibujt sziklevelek kivalasztisa. A sziklevelek érettsége fontos befolydsold tényezd volt a
regeneracié sordan. A 4 napos csirandvények még nem teljesen szétnyilott levelei voltak a
legalkalmasabbak (29. abra). A kivalasztott szikleveleket korbevagtuk, majd kétfelé vagtuk.
A 30. abra a sziklevéldarabokat lathatjuk 2 nappal a leoltds utin MDOPI regeneracids

taptalajon

29. abra Hogoly6 sargadinnye fajta 4 napos sziklevelei kozvetleniil a felhasznalés el6tt.

30. abra Hogoly6 sargadinnye fajta kétfelé vagott 31. abra Hogoly6 sargadinnye fajta két hetes
sziklevelei MDOP1 téptalajon, sziklevéldarabjai a MDOPI1 regeneracids taptalajon
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A feldarabolt sziklevelek a regeneraciés tdptalajra vald helyezést kovetéen 1 hét
elteltével megduzzadtak, méretiikk megnétt és enyhén kalluszosodni kezdtek. A kalluszosodast
nem csak a sebfeliileten, hanem annak kozvetlen kozelében, az ép szoveti részeken is
megfigyeltiink (31. abra).

A képzddo kallusz sejtek felrepesztették az epidermiszt. A kalluszosodds meginduldsa
utdn, de néhol mar ezzel egy id6ben, 10-14 nap elteltével a sziklevéldarabok szélein és
feliiletén direkt organogén hajtasindukcié volt megfigyelhetd (32. abra/A). El6szor aprd
hajtdsdudorok jelentek meg, majd a hajtisok novekedni kezdtek. Ezt kovetden a hajtdsokon
szorképletek képzodtek (32. abra/B), majd kis levélkék differencidlédtak (33. abra).

32. abra Pésztazo elektron mikroszképos felvételek Hogolyo sargadinnye fajta estében (SEM)
A) Az epidermiszt felrepesztd kallusz sejtek és a mogottiik eldtord hajtdsok
B) A fejlodo hajtaskezdemények (Hk) €s rajtuk képzodott szorképletek

33. abra Hégoly6 sirgadinnye fajta regenerdlt hajtdsa (Hk) levélkezdeménnyel (Lk), MDOP1 taptalajon
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A sziklevél szélek elkalluszosodott részér6l a direkt organogenezissel keletkezett

hajtasokat és hajtascsokrokat levalasztottuk és ij MDOPI taptalajra helyeztiik (34. abra).

34. abra A Hoégoly6 sargadinnye fajta levélasztott 35. abra Hogoly6 sargadinnye fajta 3-4 leveles
hajtaskezdeményei MDOP1 taptalajon hajtdsai novekedésszabdlyozé anyagmentes MS
taptalajra helyezve

Altaldban 6-7 hét elteltével hiarom-négy leveles novényeket kaptunk (35. abra). A
megfeleléen differencidlédott leveles hajtasokat levdlasztottuk, majd novekedésszabilyozd
anyag mentes MS téptalajra helyeztiik. Altaliban a letett hajtdsok 70 %-a meggyokeresedett
(36. abra) A megfeleld mértékii gyokérképzddést kovetéen a novényeket steril tézeg-fold
(1:1) keverékébe iiltettiik at. Az akklimatizalds 100 % relativ paratartalom mellett, 25+1°C-on

tortént. A megerdsodott palantakat edzés utan iiveghazba iiltettiik ki (37. abra).

36. abra Hogolyé sargadinnye fajta gyokeres ~ 37. abra Akklimatizdcion dtesett, cserépbe Kkiiiltetett
hajtasai regeneralt novény (Hogolyd sargadinnye fajta)
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5.2.12. A sargadinnye regeneracio jellegzetes fazisai folyékony taptalajon

Kisérleteink alapjdn egyértelmiivé valt, hogy a Muskotdly fajtinak a legjobb a
valaszado képessége a vizsgalt fajtdk kozil. A kovetkezd képeken az elobb emlitett fajta
szomatikus embriogenezissel 1étrejott regeneransainak fejlodési l€péseit mutatjuk meg, MD13
taptalajon.

A kisérletek sordn érett magbdl indultunk ki. A megtisztitott, fertétlenitett magokat 6
orara desztillalt vizbe 4ztattuk, aminek hatdsira a magok vizet vettek fel, megduzzadtak, ezzel
egyiitt beindult az enzimmiikodés, ami a szdraz magokban minimélisra lassult. Az igy
el6készitett magokat steril koriilmények kozott feldaraboltuk. A darabolds sordn 1-4 mm*-es
magdarabokat kapunk, szaimuk 12-16 kozott valtozott magonként. A feldarabolt mag részeit
100 ml-es Erlenmeyer lombikban razégépre tettilk. A magdarabok erdteljesen novekedésnek

indultak, kizoldiiltek, széleiken enyhén begorbiiltek, a feldarabolt mag részeinek szélérdl

leszakadé kallusz (embriégén) sejtek a folyadékban fejlodtek tovabb (38. abra).

38. dbra Muskotaly sargadinnye fajta folyékony MD13 tdptalajon, 18 nap rdzatds utan
A) razatott tenyészetek B) leszakado kallusz sejtek razatott tenyészetben,
fénymikroszkopos felvétel (40x-es nagyitas)

Az esetek jo részében a folyékony taptalajban szomatikus embridk képzddtek, melyek
egy része a folyadékban kezdett tovabbfejlodni, de a legtébb a szilard taptalajra keriilés utan

atlagosan 1-2 hét elteltével kezdett differencialodni. (39. abra).
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39. dbra Muskotaly sargadinnye fajta folyékony MD13 tdptalajon, 34 nap rdzatds utan
(sztereomikroszképos felvétel)
A szilard téptalajra tett szomatikus embridk optimédlis esetben fejlodésnek indulnak.
Az alabbi két képen (40. abra) jol latszik, hogy az embridk kozott Petri-csészénként nagy
eltérés mutatkozott. Az embridk nagy részébdl novény fejlodott, egy résziik azonban megallt
a fejlédésben, majd egy id6 utdn elsargult. A fejlédésben megdllt embridk egy masik része

elkalluszosodott.

40. abra Muskotaly sargadinnye fajta 75 napos tenyészete, szilard MS taptalajon. (Indukcids id6 43 nap,
MD13 téptalajon.)

Altaldban 7-8 héttel a szildrd, novekedésszabalyozé anyag mentes taptalajra helyezés
utdn legaldibb harom-négy leveles, gyokeres novényeket kaptunk (41. abra). A
gyokérképzodéshez nem volt sziikségiink kiilon indukciora, az esetek legnagyobb részében a

gyokér a hajtassal egy id6ben fejlédott ki. Amikor a ndvények elérték a megfeleld méretet,
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steril tézeg-fold (1:1) keverékébe iiltettiik at dket. Az inkubdlds 100% relativ paratartalom

mellett, 2511°C-on tortént. A meger0sodott palantdkat edzEs utan tiveghdzba iiltettiik ki.

41. dbra Muskotdly fajtdji szomatikus embriogenezisen keresztiil regeneralt sargadinnye névény
200 ml-es tenyészedényben, MS taptalajon, 50 nappal a szildrd taptalajra keriilés utan. (Indukcids id6
43 nap, MD13 taptalajon.)

A képzddott novények azonban nem voltak egyenértékiiek, a tiptalajok mindegyikén
eléfordult néhdny rendellenes novény. Egy résziik az els6é két levél kifejlédése utdn megallt a
fejlodésben, koziilik szdmos egyed a kés6bbi passzaldsok sordn egyre iivegesebbé valt, majd
egy 1d0 utan elsargult. Masik résziik viszont egy-két héten beliil tilndtte az elsé torz leveleket

és egészséges, kililtetésre alkalmas novénnyé fejlodott.

5.2.13. A tokfélék regeneracigjanak jellegzetes fazisai szilard taptalajon

Kisérleteink sordn mindhdrom vizsgalt tok fajtdn megfigyeltiink regeneraciét, mely a
levélnyél kozvetlen kozelében tortént. A sziklevéldarabok regeneracids tiptalajra helyezése
utdn egy héttel mar megfigyelhetd volt a kalluszcsomdk kialakuldsa és tovabbi 1-2 héttel

z

késébb megjelentek az els6 hajtaskezdemények is (42. abra).
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42. abra Hajtdskezdemény (Hk) 7 nappal a leoltds 43. abra Regenerdlt hajtds 9 nappal a leoltds utan, 1
utdn 1 mg/l BA és 0.1 mg/l IES novekedésszabalyoz6  mg/l BA €s 0.1 mg/l IES tartalmu taptalajon
anyag tartalmu tdptalajon, Nagydobosi siitotok fajtan (Nagydobosi siittok fajta)

A novények gyorsan fejlodtek, tovabbi 1-2 hét milva mar elkiilonithetok voltak a
szervek, jol lathatéva valt a levél és a szar (43. abra).

A hajtisok minden esetben organogenezissel képzddtek, a gyokeresedést kiilon
taptalajon kellett indukdlni. A képzddott hajtasok atlagosan 4-5 hét utan elérték azt a méretet,
hogy levélaszthattuk o6ket a kalluszcsomérol és dtkeriilhettek gyokereztetd taptalajra. A
44. abra egy levalasztas elott allé patisszon hajtast mutat.

A gyokér nélkilli hajtdsokat 0.5 mg/l indolecetsavat tartalmazd tdptalajon
gyokereztettiik, de eléfordult, hogy a gyokerek mar regenericidos taptalajon kilakultak

(45. abra). Ez els6sorban cukkini esetében (a képz6dott hajtasok 28 %-a) volt gyakori.

44. abra. Regenerdlt hajtds, kozvetleniil a gyokerezteté  45. abra MT7 regenerdcids tdptalajon jarulékos
taptalajra helyezés el6tt. (Ovari fehér patisszon fajta) gyokereket fejleszté Black Beauty cukkini fajta
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Miutan gyokereztetd taptalajra keriiltek, a novények egy része megdllt a fejlédésben,
am azok, amelyek gyokeret fejlesztettek ismét gyors novekedésnek indultak. A megfeleld
mértékli gyokérképzodést kovetden a ndvényeket steril tézeg-fold (1:1) keverékébe iiltetve

inkubaltuk. A meger6sodott palantakat edzés utan iiveghazba tiltettiik ki (46. abra).

46. abra Regenerans siitdtok paldnta kiiiltetés utan
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5.3. Az antibiotikumokkal szembeni érzékenység tesztelése

5.3.1. Sargadinnye fajtak antibiotikum érzékenységének tesztelése

A transzformdcids kisérletek megkezdése eldtt teszteket végeztiink a sziklevelek
antibiotikumokkal szembeni érzékenységnek megéllapitisira a Hogolyo és Hale’s Best
sargadinnye fajtak esetében.

Az Agrobacterium elolését célzo kisérletekben az A281-es torzzsel fert6zott Hogolyd
sargadinnye sziklevéldarabok MDOP1 regenericids tiptalajon 500 mg/l augmentin tartalom
mellett még hoztak hajtisokat, de az Agrobacterium nem szaporodott el nagy mértékben a
sziklevelek koriil. A szelekciés dgens koncentriciéjanak meghatdrozasakor az MDOPI1
regenerdcids tiptalajokon vizsgalt sziklevéldarabokon 4mg/l glufozindt tartalom mellett mar
nem regenerdldodtak hajtdsok a Hogoly6 sdrgadinnye fajta esetében.

Az LBA4404-es torzzsel fert6zott Hogolyé (MDOPI) és Hale’s Best (MDOP2) fajta
sziklevéldarabjain csak kis mértékben csokkent a regenerdcid, ha a regenerdcids tdptalajok
500 mg/l cefotaximot vagy 700 mg/l carbenicillint tartalmaztak. A szelekciés antibiotikum
koncentriciéjdnak  meghatirozdsa esetén az  LBA4404-es  torzzsel  fertdzott
sziklevéldarabokon az MDOP1 és MDOP2 tiptalajon 100 mg/l kanamicin tartalom mellett
nem tortént hajtasregeneracié sem a Hogolyd, sem a Hale’s Best fajta esetében. A
sziklevéldarabok elkezdtek kalluszosodni, de par hét elteltével elsargultak, majd elhaltak 100
mg/l kanamicin koncentracié felett. A kalluszosodott sziklevéldarabok nem hoztak
hajtaskezdeményeket egyik fajta esetében sem.

18. tablazat A sziklevéldarabok antibiotikum tiirésének tesztelése sdrgadinnye esetében (Hogoly6 és

Hale’s Best) +: A sziklevéldarabon regenerdlddtak hajtdsok
—: A sziklevéldarabon nem tortént regeneracio

Felhasznalt Koncentracié (mg/l)

antibiotikumok | 0 | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 |1000
augmentin + | + + + + + — — — _ _
cefotaxim + |+ |+ |+ |+ |+ ]| =] -=-1]-1]-1]-
carbenicillin + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -] -] -
kanamicin + | - | = =] = =1=1=1=1=1=
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5.3.2. Tok fajtak antibiotikum érzékenységének tesztelése

A siitétok sziklevéldarabokat eltérd koncentracidji cefotaximot és kanamicint
tartalmazo taptalajokra helyeztiik. Eredményiil azt kaptuk, hogy 500 mg/1 a legnagyobb olyan
cefotaxim koncentrdcié, amely még nem gitolja a ndvényregenerdcidt, ezért az
Agrobacterium-mal torténd egyiitt-tenyésztés utdn a baktérium eloléséhez ezt a koncentraciot
haszndltuk. A kanamicin esetében ellenben azt a koncentracidt kerestiik, amely mar gatolja a
regenerdcidt, hogy csak a transzforméns, kanamicin rezisztens sejtek maradjanak életben.
Ehhez a 100 mg/l kanamicin hozzdadédsa bizonyult a legmegfelelobbnek, melyet szintén csak

a kokultivacié utdni tdptalajokhoz adtunk.

5.4. A transzformacios Kisérletek eredményei

5.4.1. Sargadinnye transzformacio
5.4.1.1. A transzformécio 1épéseinek koriilményei

A Hoégoly6 és a Hale’s Best fajta transzforméciojat a 4.2.7. fejezetben leirt mdédon
(Qiu et al., 1999) végerztiik, kisebb mddositasokkal. Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy
a transzformicié eredményességét szamos tényezO befolydsolja. Az Aaltalunk vizsgalt
tényezoket és ezek hatdsat az alabbiakban csoportositottuk:

A fertézéskori baktérium szuszpenzié koncentracidja jelentdsen befolyasolta,
milyen mértékben fert6zddtek be a sziklevéldarabok. Az altalunk végzett kisérletek alapjan az
ODgpo=0.8 - 1 kozotti értékli baktérium szuszpenzié bizonyult a legmegfeleldbbnek a
fertézéshez, mert toményebb szuszpenzié alkalmazasakor a baktérium elolése nem volt
lehetséges.

A fertozés idétartama volt a kovetkezd tényezd, amelynek szerepét vizsgéltuk
sziklevéldarabok baktérium szuszpenziéban torténd dztatdsanak sordn. Ugy talaltuk, hogy az
altalunk alkalmazott antibiotikum koncentricié mellett, — amely a ndvényi regenerdcidt még
nem gatolta — 5 perces fertdzési ido volt a legmegfelelobb. Amennyiben 5 percnél hosszabb
fertézési idovel dolgoztunk, a hajtdsregenerdcié hatékonysdga lecsokkent. A 10 perces
fertézés esetén még elkezdtek kalluszosodni a sziklevéldarabok és meg is jelentek
hajtaskezdemények, azonban egy id6 utan elbarnultak, mintha megégtek volna. A 20 perces
vagy a feletti fert6zési idétartam esetén az id6tartam novekedésével forditottan ardnyosan a
sziklevéldarabok egyre kevésbé novekedtek, gyakran a taptalaj antibiotikum tartalma sem

bizonyult elegendének a baktérium eloléséhez. A baktérium elszaporodott a taptalajon és a

85



sziklevéldarabok elpusztultak. A 60 perces fert6zés esetén a sziklevéldarabok eredeti
feldarabolas-kori méretliek maradtak, elsargultak és elhaltak.

Az egyiitt-tenyésztés idotartamok kozil a 2 nap elegendének bizonyult a
transzformaciéra. Ha 3 vagy anndl tobb napig tortént a kokultivacid, akkor a késObbiekben
gondot okozott a baktérium elolése abban az esetben is, ha az antibiotikum koncentraciét
tovabb noveltiik. Tovabba megfigyeltiik, hogy a fertézott szikleveleken sokkal kevesebb
hajtaskezdemény fejlodott, mint a kontroll regenerans sziklevéldarabokkal. Az antibiotikum
koncentracié novelésének hatdsdra gyakrabban eléfordult hogy egy része a szikleveleknek
teljesen elkalluszosodott.

A sziklevéldarabokat 10-14 naponta friss szelekcids-regenerdcids tdptalajokra
helyeztiik 4t, mivel a tiptalaj antibiotikum tartalma viszonylag gyorsan lebomlott. A gyakori
atoltassal tudtuk kikiiszobdlni a tenyészetek befertézodését.

A kisérletek eredményeként szelekcids tdptalajon sikeresen felneveltiink novényeket.
A Hoégolyo fajtabol dsszesen 6272 sziklevéldarabot transzformadltunk, ebbdl 206 gyokeres
regenerdns novényt szelektaltunk, a transzformacié utdni regeneracié hatékonysiga a szelektiv
taptalajon sziklevéldarabra nézve 0.032 volt. A Hale’s Best fajtdbdl Osszesen 12000
sziklevéldarabot transzformaltunk, ebbol 230 gyokeres regenerans novényt szelektaltunk, egy
sziklevéldarabon dtlagosan 0.02 gyokeres regenerdnst tudtunk felnevelni.

Ha a szelekcios taptalajra helyeztiik a kontroll nem transzformans novényeket, akkor
azok egy-két hét alatt kifehéredtek és elpusztultak, mig a vélhetOen transzformans novények
tovabb fejlodtek. Ugyanakkor a regenerdcié hatékonysiga erdsen lecsokkent mindkét fajta

esetében. A PCR moédszerrel a ZMVY CP gént nem sikeriilt kimutatnunk.

5.4.1.2. Agar és phytagel bazisu tdptalajok Osszehasonlitdsa a transzforméacié

hatékonysdganak szempontjabol

Az agaron illetve phytagelen tortént valdszinlleg transzformans nodvények
regeneracidja kozott mar nem volt olyan nagy az eltérés a napok szdmdban, mint a
regenerdcié esetén. Az agaron regenerdlddott transzformansok 11 nappal kés6bb érték el
kitiltetett cserepes fazist. (47. abra) A variancia analizis lefuttatva a két mintds t-préoba és a
Welch-féle préba is szignifikdnsan eltérének mutatta a nevelési id6 hosszdt agar illetve
phytagel tartalmud tdptalajon. A kétféle tdptalajon (agar, phytagel) felnevelt gyokeres
regeneransok szamat osszehasonlitva egy magra vonatkoztatva (48. abra) az egyszempontos
varianciaanalizis nem mutat szignifikdns eltérést, 5 %-os szignifikancia szinten.

(9.3.15. melléklet)
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47. abra Egy kiiiltetett Hogoly6 sargadinnye fajta
vélhetden transzformdns felneveléséhez
sziikséges atlagos iddtartam agar illetve phytagel
bazisu taptalajon

atlagos novény/mag (db)

2
1,6
1,2
0,8
0,4
0 M
Hajtas- 1-2 leveles 3-4 leveles Gyokeres
kezdemény hajtas hajtas regenerans
(db)

@ Agar O Phytagel

48. abra Hogoly6 transzformacié hatékonysaganak
Osszehasonlitdsa agar és phytagel bazisu tiptalajokon, a
kiilonbozo fejlédési fazisokban.

5.4.1.3. A regeneraci6 és a transzforméacié hatékonysagdnak 6sszehasonlitdsa

A transzformaciés eljards drasztikusan csokkentette mind a regenerdl6do

hajtaskezdemények, mind felnevelhetd novények szamat. Mig a regeneracid sordn atlagosan

magonként a Hoégolyd fajta esetében 10.5, a HB esetében 8 hajtiskezdeményt kaptunk,

Agrobacteriumos fert6zés utdn a hajtdskezdemények magonkénti szdma 1.9-re illetve 1-re

esett vissza (49. abra és 50. abra). Természetesen elézetesen mar értékeltiik a novények

szelekcids 4agens tlroképességét, €s meghatiroztuk azokat a koncentracidkat, melyek

alkalmazasa esetén az sziklevéldarabokbdl

az indukciés tdptalajon nem tudtak

hajtaskezdemények fejlddni, valamint a kés6bbi fazisban levd novények is elpusztultak. A

o

fajtdk kozott azonban tlir6képességben jelentds eltérés mutatkozott, mivel a vad tipusinak

o

tekinthetd tajfajtdbol kiszelektdlt Hogolyd fajta magasabb antibiotikumtiird-képességgel

rendelkezett. Természetesen a sziklevéldaraboknal alkalmazott antibiotikum koncentracioknal

a kontroll novények koziil egyetlen esetben sem tudtunk névényt regeneralni.

Hégolyo phytagel

O regeneracio
O transzforméacio

0 T T T
Hajtas- 1-2leveles  3-4leweles  Gyokeres
kezdemény hajtas hajtas regenerans

49. abra Hogoly6 sdrgadinnye fajta regenerdnsainak és
felehet6en transzformans novényeinek dtlagos szdma, a
kiilonboz6 fejlédési fazisokban

Hégolyo Agar
10
8
6 P
O regeneracio
4 (] O transzformacié
2
0+ T T T 1
Hajtas- 1-2leveles  3-4 leveles  Gyokeres
kezdemény hajtas hajtas regenerans

50. abra Hale’s Best sargadinnye fajta regeneransok
és vélhetden transzformans novények atlagos szdma,
a kiilonbozo fejlodési fazisokban
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A regenerdcié hatékonysdga, mind az egyszerli regenerdcids rendszerben, mind a
transzformdaciés rendszerben fokozatosan csokken. Ez alatt értjiik, hogy a kiinduldskor kapott
hajtaskezdeményeknek csak egy része jutott el a leveles hajtas fazisig.

A kordiagramokon 100 %-nak dbrazoltuk az indukciés tdptalajon megjelend
hajtaskezdemények szamat. Hogolyo fajta regenericidjanak esetében a hajtaskezdemények
53 %-a fejlodott gyokeres novénnyé, mig a fennmaradd 47 % a fejlodés valamely fazisdban
megallt, az 51. abra lathat6 aranyban (25 % hajtiskezdemény, 15 % 1-2 leveles hajtas, 7 % 3-
4 leveles hajtds). Ugyanezt megvizsgaltuk a transzformacio esetében is (52. abra). Ebben az
esetben a hajtdskezdemények 8 %-a fejlodott gyokeres novénnyé, mig a 79 %
hajtaskezdemény dallapotban, 8 % 1-2 leveles fazisban, 5 % 3-4 leveles fazisban ledllt a
fejlédésben.

Hégolyo regeneracio Hégolyo transzfomacio
8%

25% 5%
"/ 3\
53%
W 5%

7%

79%

O hajtas kezdeményig jutott el O 1-2 leveles hajtasig jutott el
O hajtés kezdeményig jutott el O 1-2 leveles hajtésig jutott el yias rezdemenig Ju Jiasig Ju

B 3-4 leveles hajtasig jutott el @ gydkeres dllapotig eljutott

@ 3-4 leveles hajtasig jutott el @ gydkeres &llapotig eljutott

51. abra Hogolyo fajtin regeneracié soran keletkezett ~ 52. abra Hogolyo fajtan keletkezett hajtaskezdemények,
hajtaskezdemények, az elért legmagasabb fejlettségi transzformdcio esetén, az elért legmagasabb fejlettségi
szinten. szinten.
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A Hale’s Best fajta regenerdcijanak esetében a hajtiskezdemények 58%-a fejlodott
gyokeres novénnyé, mig a fennmaradd 42 % a fejlodés valamely fazisdban megallt, az 53.
abra lathaté aranyban (11 % hajtaskezdemény, 17 % 1-2 leveles hajtds, 14 % 3-4 leveles
hajtas). Ugyanezt megvizsgaltuk a transzformdacié esetében is (54. abra). Ebben az esetben a
hajtaskezdemények 7 %-a fejlodott gyokeres novénnyé, mig a 75 % hajtaskezdemény

allapotban, 12 % 1-2 leveles fazisban, 6 % 3-4 leveles fazisban ledllt a fejlodésben.

Hale's Best regeneracio Hale's Best transzfromacio
11%

Q [N
12%

O hajtas kezdeményig jutottel O 1-2 leveles hajiasig jutottel O hajtas kezdeményig jutott el B 1-2 leveles hajtasig jutott el

58%

75%

B 3-4leveles hajtasigjutotiel B gyékeres allapotig eljutott B 3-4 leveles haitasig jutott el B gyokeres allapotig eljutott

53. abra Hale’s Best fajtdn regeneraci6 sordn 54. abra Hale’s Best fajtan keletkezett
keletkezett hajtdskezdemények, az elért legmagasabb  hajtaskezdemények, transzformacié esetén, az elért
fejlettségi szinten. legmagasabb fejlettségi szinten.
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5.4.1.4. A transzformdcid jellegzetes fazisai Hale’s Best sdrgadinnye fajtan

Az aldbbi felvételeken a Hale’s Best fajta transzformécidjanak 1épéseit mutatjuk be.
Az Agrobacteriummal transzformalt sziklevéldarabokat az egyiitt-tenyésztést kovetOen
MDOP2 szelekci6s tdptalajra tettiik. Atlagosan 1-2 hét elteltével megjelentek az elsd
hajtaskezdemények. Ezen hajtiskezdemények egy része 1-2 leveles hajtassa fejlodott, tovabbi
két hét elteltével. Az 1-2 leveles hajtdsokbol atlagosan a 8. hétre 3-4 leveles hajtasok fejlédtek
(55. abra). Ugyanerre a taptalajra letett kontroll sziklevéldarabokon az elsé hetekben fehér

kallusz képz6dése mellett esetenként hajtdskezdemények jelentek meg, azonban ezekbdl soha

sem regeneralddott hajtas. (56. abra)

55. abra Hale’s Best sargadinnye fajta 3-4 leveles 56. abra Hale’s Best sargadinnye fajta kontroll
vélhetden transzformdns sargadinnye MDOP2 sziklevéldarabok a MDOP?2 regeneracids €s szelekcids
regenerdcios és szelekcids taptalajon taptalajon.

A 3-4 leveles hajtaskezdemények esetében végeztiink egy kisérletet, amelyben azt
kivantuk ellendrizni, hogy a szelekcids tiptalajon a nem-transzformans ndvények valéban
elpusztulnak-e. Ennek bizonyitasara egymas mellé iiltettiink egy vélhetden transzformans és 4
kontroll novényt MDOP?2 szelekcids taptalajra. Az 57. abra jol lathatd, hogy a jobb oldalon
levé z6ld a nagy valdsziniiséggel transzformédns novény tovabb fejlodott €s djabb leveleket
hozott, mig a kontroll novények fejlodése ledllt, a kanamicin hatdsara leveleik kifehéredtek.

A 3-4 leveles hajtasokat gyokereztetd szelekcids taptalajra helyeztiik, ahol néhany hét

elteltével a gyokérképzodés mellett tjabb leveleket hoztak (58. abra).
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57. abra Hale’s Best sargadinnye fajta feltehet6en 58. abra Hale’s Best sargadinnye fajta feltehet6en
transzformdns és kifehéredett kontroll névények transzformans novények a gyokereztetd taptalajon
MDOP2 regeneraciods és szelekcios taptalajon

A megfeleléen gyokeres novényeket (59. abra) két hetes akklimatizaciét kovetden

kitiltettiik iiveghazba (60. abra).

59. abra Hale’s Best sargadinnye fajta 60. abra VélhetGen transzformdans cserepes novény (Hale’s
meggyokeresedett nagy valdszinliséggel Best sargadinnye fajta)
transzformédns novény novekedésszabalyozd
anyag mentes szelekcios tdptalajon
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5.4.1.5. A Hoégoly6 sargadinnye fajta transzforméacidjanak jellegzetes fazisai

Hégoly6 fajta esetében a transzforméciét a Hale’s Best fajtandl leirt médon végeztiik
el és az alabbi felvételeken mutatjuk be. Az Agrobacteriummal transzformalt
sziklevéldarabokat a kokultivaciét kovetéen MDOP1 szelekcids téptalajra tettiik. Atlagosan 1-
2 hét elteltével megjelentek az elsd hajtaskezdemények. Ezen hajtdskezdemények egy része 1-
2 leveles hajtassa fejlodott, tovabbi két hét elteltével. Az 1-2 leveles hajtdsokbdl atlagosan a
8. hétre 3-4 leveles hajtasok fejlédtek (61. abra). Ugyanerre a taptalajra letett kontroll
sziklevéldarabokon az els6 hetekben kemény kalluszréteg képzodott, amelyben zold gocokat

figyeltiink meg, de teljes novény soha nem fejlodott ezen a taptalajon (62. abra).

61. abra Hogoly6 sdrgadinnye fajta 3-4 leveles 62. abra Hogolyo sargadinnye fajta kontroll
feltehet6en transzformans sargadinnye MDOP1 sziklevéldarabok MDOP1 regenerécios és szelekcids
regenerdcios és szelekcids taptalajon taptalajon.

A 3-4 leveles hajtaskezdemények esetében végeztiink egy kisérletet, amelyben azt
kivantuk ellendrizni, hogy a szelekcids tiptalajon a nem-transzformans ndvények valéban
elpusztulnak-e. Ennek bizonyitdsdra egymds mellé {iltettiink feltehetéen transzforméns és
kontroll novényeket MDOP1 szelekcios taptalajra. A 63. abra jol lathatd, hogy a bal oldalon
levo zold nagy valésziniiséggel transzformans novények tovabb fejlodtek és tjabb leveleket
hoztak, mig a kontroll novények fejlodése ledllt, de a kanamicin hatdsara a leveleik kevésbé
fakultak ki.

A 3-4 leveles hajtasokat gyokerezteto szelekcids taptalajra helyeztiik, ahol néhany hét
elteltével a gyokérképzodés mellett djabb leveleket hoztak (64. abra). A megfeleléen

gyokeres novényeket két hetes akklimatizaciot kovetden kiiiltettiik iiveghazba.
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63. abra Hogoly6 sargadinnye fajta feltehetéen 64. abra Feltételezhetéen transzformans novények
transzformdns és novekedésben lemaradt kontroll gyoOkereztetd taptalajon (Hogolyd sargadinnye fajta)
novények MDOPI1 regenerdcios és szelekcids taptalajon

5.4.2. Siitotok transzformacios kisérletek

Mivel a regeneracios kisérletekben a siit6tok eltérd koriilmények kozott is j6 valaszadd
képességlinek bizonyult, ezért udgy gondoltuk, hogy a siitétok viseli el legjobban a
transzformdacidval jar6 stressz hatasokat (antibiotikumok, Agrobacteriummal valé fert6zés).
Mindezek miatt a transzformdcids kisérleteket csak a siitétokkel végeztiik el.

A fertdzés soran a sziklevéldarabokat eltér6 ideig tartottuk a baktérium
szuszpenziéban és kiillonbozd kokultivaciés iddket alkalmaztunk. A sziklevelek mar a
legrovidebb (1 perc) fertézési idé alatt is megfertézédtek de tugy taldltuk, hogy a
kokultivacids id6 jelentdsebb szerepet jatszik a fert6zés eredményessége szempontjabol.

Alacsony kokultivaciés idé (1 nap) megkonnyitette az Agrobacterium elolését, de
vélhetden kevesebb volt a transzformalt sejtek szdma is. Ezt a kevesebb regenerins
(feltehetdleg kanamicin rezisztens) megjelenésén mérhettiik le. Egy napos egyiitt tenyésztés
utdn a sziklevelek 17 %-an képzddtek regeneransok, mig a harom napos kokultivacié utin a
sziklevéldarabok 23 %-an figyeltiink meg regeneraciot. Mivel az antibiotikumok, viszonylag
gyorsan lebomlottak, a sziklevéldarabokat 10-14 nap utdn friss szelekcids-regeneracios
taptalajra helyeztiik at.

Azokat a hajtasokat, amelyek megfelelé6 méretet értek el a mintavételhez, egyesével
szEtiiltettiik antibiotikumokat 1is tartalmazé gyokerezteté taptalajra. Egy-egy levelet

leszedtiink réluk és elvégeztik a DNS kivonast majd PCR technikaval vizsgaltuk, hogy
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sikeriilt-e elolni az Agrobacteriumot és, hogy tartalmazzdk-e a novények a baktériumot illetve
a génkonstrukciot.
A 65. abra és 66. abra az agaréz gélelektroforézis eredményeként kapott képet

mutatja.

65. abra A génkonstrukci6 jelenlétét vizsgald agaréz  66. abra Az Agrobacterium jelenlétét vizsgdlo agardz
gélelektroforézis eredménye (M-marker gén) gélelektroforézis eredménye (M-marker gén)

A 65. abra lathat6, hogy mind a tizenharom minta tartalmazza a bevitt gént. Azonban
nem lehettiink benne biztosak, hogy a gén beépiilt a n6vény genomjdba csak abban, hogy a
vizsgélt DNS tartalmazta az adott gént.

Hogy kizarjuk annak a lehetdségét, hogy a gén beépiilését célzd vizsgilatok az
Agrobacterium génjét mutattdk ki megvizsgaltuk hogy tartalmazzdk-e a vizsgalt DNS-ek a
baktérium DNS-ét. A 66. abra lathatd, hogy mind a tizenharom novény, amit megvizsgaltunk
fertdézott volt Agrobacteriummal. Balrél az els6 harom mintat (1/1, 1/2, 1/3) olyan
novényekrdl szedtiik, amelyeknél csak egy napig tartott a kokultivacié. Ezek a mintdk csak
kis mértékben voltak fertézottek, az Agrobacterium jelenlétét jelzd csik csak egészen
halvanyan lathat6. A tobbi tiz minta esetében a kokultivicié harom napig tartott, ezek a
novények eltéré mértéki fertézottséget mutattak, de mindegyik erdsebben fert6z0dott, mint az
1/1, 1/2, 1/3-as mintak.

A kisebb fert6zottséget mutatd novények kozott taldltunk négyet (1/1, 1/2, 3/1, 3/3),
amelyeknél a bevitt gén jelenléte erdsebben latszott, mint a baktériumé. Ezeknél a
novényeknél feltételezhetjiik, hogy sikeres volt a transzformdacié. A transzformalt novények
koziil egyelore egyet sem sikeriilt teljesen felnevelni, a baktérium eltlése végett a novényeket

tovabbra is antibiotikumos taptalajon neveljiik.
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A 67. abra és 68. abra az Agrobacteriummal nagymértékben fert6zott 2/4-es és a csak
kis mértékben fert6zott 2/3-as novényt mutatja. A két novény fertdzottsége kozotti

kiilonbséget a gélelektroforézis (66. abra) is kimutatta.

67. abra Az Agrobacterium fertézés miatt elhal6 levél 68. abra A csak enyhén fert6zott 2/3-as sargul6
a 2/4 jelzésu siitétok novényen novény, amelyen nem lathaték az Agrobacterium
fertdzés tiinetei.
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5.5. Uj tudoméanyos eredmények

A dolgozat egyik célja magyar sdrgadinnyefajtdk és hirom tokféle in vitro
regeneracidja, és ezzel egy biotechnoldgiai felhasznaldsra alkalmas in vitro regeneracios
rendszer feldllitisa. A mdasodlagos cél pedig ezen regenerdcids technikdk alkalmazdsdval a

ndvényi transzformdcié optimalizdldsa.
Sargadinnye esetében elért eredmények

1. Elséként sikeriilt a Javitott Zentai, Muskotaly, Tétényi csereshéji és a Magyar kincs
esetében novényt regeneralnunk in vitro koriilmények kozott sziklevélbdl kiindulva
szilard taptalajon.

2. Kiilonbozd novényi részek regenericios képességét vizsgalva elsoként regenerdltunk
novényt a Hogolyd és a Hale’s Best fajtdk esetében hipokotilb6l és dekapitdlt
hipokotilbdl szilard taptalajon.

3. A novekedésszabalyoz6 anyag optimalizaciés kisérletek soran a Hogolyé sargadinnye
fajta esetében a legtobb atiiltetésre alkalmas hajtas a 0.9 mg/l benziladenin és 0.6 mg/1
indolecetsav Osszetétell szilard taptalajon (MDOP1), mig a Hale’s Best sargadinnye
fajta esetében a 0.6 mg/l benziladenin és 0.9 mg/l indolecetsav Osszetételt szilard
taptalajon (MDOP?2) fejlodott.

4. A magyar sirgadinnye fajtdk valaszadd képességét tesztelve folyadékkultirdban
elsoként sikeriilt a Muskotdly, a Hdogolyd és az Eziistanandsz fajtdk magjabdl
szomatikus embriogenezis ttjan novényeket regeneralni.

5. Muskotédly fajtdval végzett novekedésszabdlyozd anyag optimalizicids kisérlet
segitségével kivélasztottuk a megfeleld koncentraciét folyékony téptalajon (0.1 mg/l
benziladenin és 2 mg/l 2,4-D).

6. A vizsgélat sordn felhaszndlt hatféle folyékony tdptalaj Osszevetése alapjan
megallapitottuk, hogy a kiillonb6zé alkalmazott vitaminok hozzdaddsa nem
befolydsolta az embriogenezis indukcidjat, a Muskotdly, Hogoly6 és Eziistananisz
fajtaknal.

7. A folyékony tédptalajokban alkalmazott kiillénbozd szénforrdsok hatdsat vizsgilva
megallapitottuk, hogy a szacharézt tartalmazé taptalajok elonyosebbek a sargadinnye

embriogenezisének indukélasa soran (Muskotaly és Hogolyo fajtak).
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8. Elsoként 4allapitottuk meg, hogy a sdrgadinnye esetében az alacsony pH kedvezden
befolyasolja a szomatikus embriogenezis indukdldsiat, a magasabb pH pedig a
novénnyé differencidlodast (Muskotdly, Hogolyo és Eziistanandsz fajtak).

9. Muskotdly fajtdindl a magok életkordnak hatdsat vizsgdlva a szomatikus
embriogenezisre megallapitottuk, hogy a fiatal magvakbdl inditott tenyészetekbdl tobb
novény nyerhetd folyadékkultiraban.

10. A szelekciés taptalajon sikeresen felneveltiink novényeket, melyek mellé téve a
kontroll novények bizonyitottan elpusztultak. A vélhetden transzformdns ndvényeket
sikeresen meggyokereztettiik szelekcios tdptalajon (Hogolyd és a Hale’s Best fajtak).

A kiiiltetett novények az iiveghdzban virdgot hoztak.

A tok esetében elért eredmények

1. Elséként sikeriilt a Nagydobosi siitétok és az Oviri fehér patisszon esetében novényt
regeneralnunk in vitro koriilmények kozott sziklevélbol kiindulva.

2. A transzformdciés kisérletek soran sikeriilt regenerans Nagydobosi siitétok
novényeket felnevelni a szelekcids taptalajon. A feltételezhetden transzforméns
novényeket sikeresen meggyokereztettiik szelekcids tdptalajon, majd a Kkiiiltetett

novények virdgot is hoztak.
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6. KOVETKEZTETESEK

Amikor célul tiztik ki magyar fajtidk in vitro regenericidjat és transzformdcidjat, az
irodalmi ismeretek alapjan vildgossa valt, hogy megfeleld protokoll nem all rendelkezésre és
ennek megtaldlasdig szdmos kérdést kell megvélaszolni. Bar viszonylag sok publikaci6 jelent
meg a kabakosok és ezen beliill Cucumis nemzetség, foleg az uborka (C. sativus), és
sargadinnye (C. melo) regeneracidjardl és transzformaciéjarél, azonban mar joval kevesebb a
tokfélékrol. A publikalt eredmények nem mutattak fel egy olyan moddszert sem, mely a
kabakosokra altalanosan alkalmazhatd lett volna. A f6 cél dltaldban, csak ugy mint a mi
esetiinkben is, egy hatékony in vitro regenericids rendszer feldllitisa és erre alapozva
transzformansok létrehozasa volt. Ezen cél érdekében végzett kisérletek azonban még elég
alapvetd kérdéseket boncoltak, tobbek kozott, hogy mely novényi rész legyen a kiinduldsi
anyag, milyen legyen a tdptalaj Osszetétele és a nevelési koriilmények (Moreno et al., 1985;
Kathal et al., 1988; Niedz et al., 1989; Gray et al., 1993). Nunez-Palenius és munkatarsai
szerint (2008) a legfontosabb tényezd, amely a regenerdcié sikerességét meghatirozza a
genotipus megvilasztdsa. Ennek oka tobbek kozott a sargadinnye fajtdk nagy morfolégiai és
genetikai véltozatossdga. A kereskedelemben 1évd fajtdk regenerdcids képessége azonos
koriilmények kozott, ugyanazt a regeneracios mddszert alkalmazva eléggé kiilonbozo (Gray et
al., 1993; Ficcadenti és Rotino, 1995; Molina és Nuez, 1995a; Kintzios és Taravira, 1997;
Galperin et al., 2003a). De néhany szerzo szerint a regenerdcié moédja is genotipus fiiggo.
Oridate és munkatarsai (1992), valamint Gray és munkatérsai (1993) megéllapitottak, hogy a
reticulatus fajta tipusba tartozé sargadinnye fajtik esetében gyakoribb volt a szomatikus
embriogenezis, mint az inodorus fajta tipustiak kozott. Ezen feliil Oridate és munkatarsai
(1992) szignifikdns kiilonbséget mutattak ki 18 megvizsgilt kereskedelemben 1évo fajta
regeneracids képessége kozott. Gray és munkatirsai (1993) pedig egy fajtara kidolgozott
regeneracids modszert 51 kereskedelemben megtaldlhat6 fajtan tesztelték. A fajtak valaszado
képessége sziklevéldarabonként 5-100% (0.1-20.2 embrid/sziklevéldarab) kozott valtozott.
Ficcadenti és Rotino (1995) osszesen 11 sargadinnye fajtat (reticulatus, inodorus) vizsgaltak.
Az organogenezis Utjdn regenerdlt hajtdsok szdma sziklevéldarabonként 6 és 17.3 kozott
véltozott a reticulatus fajta tipusba tartozé fajtdk esetében, mig az inodorus fajta tipusok
regeneracids képessége 12.2 és 14.2 (hajtas/sziklevéldarab) kozotti eredményt hozott. A
publikdlt eredmények ismételhetdsége mds laboratériumokban, még a sikeres rendszereknél is
bizonytalan. Ennek okai: a regeneracios képesség erds genotipus-fiiggése a fajtak kozott és a

magtételeken beliil is, tovdbbd a hidnyos értékelési mérési mdodszerek, a megfeleld statisztikai
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feldolgozdsok hidnya és igy a kovetkeztetések pontatlansdga (Molina és Nuez, 1995b). A
szerzOk tobbsége egyetért abban, hogy a sziklevélbol a legkonnyebb regenerdlni (Gaba et al.,
1996; Liborio-Stipp et al., 2001; Galperin et al., 2003a; Gaba et al., 2004; Nagesha et al.,
2007). Az tjabb kutatdsok bizonyitottdk, hogy a hipokotil (Curuk et al., 2003) megbizhatobb
a diploid regeneransok elddllitasandl a sziklevéllel szemben, ahol gyakori a poliploidok
elofordulasa (Ezura et al., 1992; Adelberg et al., 1994). Altaldnosan alkalmazott a
benziladenin organogenezis indukdldsara (Debeaujon és Branchard, 1993; Adelberg et al.,
1994). Az embriogén kultirdk inditdsandl bevalt a 2,4-D szintetikus auxin haszndlata (Tabei
et al., 1991; Debeaujon és Branchard, 1993; Gray, 1996; Guis et al., 1997; Ezura és Akasaka-
Kennedy, 2004).

Az irodalom és sajit kordbbi kisérleteink alapjdn is nyilvdnvalé volt, hogy a
regenerdcié erds genotipus-fiigése miatt kicsi az esélye annak, hogy az irodalomban leirt
barmely rendszer az Gj fajtadk esetében egyszertien atvehetd és hatékony legyen. Ezért kettds
stratégidt alkalmaztunk, egyrészt az értékes magyar fajtdk koziil tdbbet is bevontunk a
kisérletekbe, hogy az esetleges jO vdlaszadé genotipust megtaldljuk, illetve a regenerdcids
protokoll elemeit, els6sorban a tédptalaj-Osszetételt és a novekedésszabdlyozok hatdsat
elemeztiik.

A munka azt a logikét kdvette, melyre a nemzetkozi irodalom is utalt. A regeneracios
rendszer 1épéseit mint lehet6ségi feltételeket sorrendbe allitottuk. Az egyes 1€péseket, mint a

kovetkez6hoz sziikséges feltételt tekintve kovettiik.

6.1.1. Sargadinnye szilard taptalajon

Kisérleteinkben maghéjuktél megfosztott magokat haszndltunk, hasonléan a
nemzetkdzi gyakorlathoz, mivel a sdrgadinnye magok gyakran maghéjon beliil is fert6zottek.
A magfertdtlenités protokollhoz tobb mddszert is kiprobaltunk, melyek koziil a mi esetiinkben
a 15 %-os Clorox haszndlata valt be (5. abra), mely Osszhangban van mds szerzok
eredményeivel (Yadav et al., 1996; Liborio-Stipp et al., 2001; Yalcin-Mendi et al., 2004). A
Ficcadenti és Rotino (1995) altal alkalmazott etil-alkohol natrium-hipoklorittal kombinalt
fertétlenitési modszer a magyar fajtdkndl nem hozta meg a kivant eredményt, mert az
id6tartam novelésével csokkentette a csirdzasi szazalékot. A hidrogén - peroxid, szintén til
erés fertdtlenitdé szernek bizonyult, hiszen a hdmozott magok felszinét karositotta, amely a
csirazaskor szabad szemmel is lathatd szovetkarosodast okozott és fehér foltként jelent meg a

szikleveleken. A tobbek 4ltal eredményesen haszndlt higany - klorid alkalmazasat (Kathal et
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al., 1988; Li et al.,, 1990) mar az elOkisérletek sordn elvetettiik, mivel drasztikusan
csokkentette a magok életképességét.

Az Amarillo Oro fajtdndl sikeresen haszndlt (IES és KIN tartalmd) MDI1 taptalaj
(Moreno et al., 1985) a magyar fajtak esetében sziklevélbdl kiindulva nem volt hatékony. A
Branchard és Chateau (1988b) altal Cantaloup charentais fajtara kidolgozott (2,4-D és BA
tartalmid MD2) taptalajon, melyen embriét és novényt tudtak regenerdlni, a magyar fajtak
(Magyarkincs, Javitott Zentai, Hogoly6, Tétényi csereshéji), csak fehér kalluszt képeztek. Az
NES és BA tartalmi MD3 tdptalajon (Roustan et al., 1992) a Magyar kincs fajta sziklevelein
z0ld kallusz képzddott, a tobbi fajta pedig fehér kalluszt hozott. Az MD4 taptalajon, melyen a
Hale’s Best fajta sziklevelébdl mar sikeresen regenerdltak novényt (Niedz et al., 1989; Fang
és Grumet, 1990), valamint az MDS5 tdptalajon (Barsony et al., 1999) — mely hasonld
novekedésszabdlyozd anyag-Osszetételli — direkt organogén hajtasindukciét figyeltiink meg a
sziklevéldarabok szélén a Hogolyo €s a Hale’s Best fajta esetében.

A kilenc fajta védlaszad6 képességét tesztelve az 6t kiilonbozd szilard téptalajon (MD6,
MD7, MD8, MD9, MD10) megéllapitottuk, hogy a Hégolyd, a Magyar kincs, a Javitott
Zentai és a Hale’s Best fajtak jo, mig a Tétényi csereshéju fajta gyenge valaszadd képességgel
rendelkezik. Az eredmények a fajtdk kozotti nagyon eltéréd valaszadd képességre és
novekedésszabdlyozd anyag igényre utalnak, melyet a kordbbi eredmények is aldtdmasztanak
(Debeaujon és Branchard, 1993; Molina és Nuez, 1995a). Valamennyi taptalaj tartalmazott
BA-t, mivel a BA kiilonboz6 fajtdk esetében Onmagiban is elegendének bizonyult
regeneracié indukaldsara (Kathal et al., 1988; Gaba et al., 1996, Liborio-Stipp et al., 2001).
Kisérletiinkben az 1 mg/l BA (MD10) és a 0.5 mg/l BA (MD9) tartalmu taptalajon a legtobb
fajta regeneraciot mutatott. Az indukcid utdn azonban a fejlodés tobb esetben is ledllt. Auxin
hozzaadéasa csak néhany fajtandl segitette az organogenezist, mig masokndl elnyomta. A 2,4-
D-t tartalmazd téptalajon egydltaldn nem kaptunk regenerdnsokat. Ficcadenti és Rotino (1995)
BA (0.6 mg/l ) és ABS (0.26 mg/l) hozzdadasaval eredményesen regeneralt novényt, mig
anélkiil, csak BA hozzdadasédval szignifikdnsan kevesebb hajtast kapott. Ez ellentmond annak
a megdllapitasnak (Kathal et al., 1988; Gaba et al., 1996, Liborio-Stipp et al., 2001), hogy a
BA 6nmagédban is elegendé az organogén hajtdsindukcidhoz. Ezért ezeket az eredményeket
kombinéltuk Niedz €és munkatirsai (1989) eredményével. Megemeltik a taptalajhoz
hozzdadott IES mennyiségét, és meghagytuk az ABS-t (MD6 taptalaj). Ez volt az a taptalaj,
melyen az 0sszes vizsgilt kozegek koziil a legtobb novényt tudtuk regenerdlni, a Hale’s Best

és a Hogoly6 sargadinnye fajtaknal. A Hale’s Best regenerald képességét mas eredményekhez
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hasonléan mi is bizonyitottuk (Trulson és Shahin, 1986; Niedz, et al., 1989; Yadav et al.,
1996).

A megfelel6 novényi rész kivélasztdsara irdnyuld kisérleteinkben megéllapitottuk,
hogy a sziklevél a leghatékonyabb kiinduldsi anyag regenerdcié szempontjabol, mind a
Hoégolyd, mind a Hale’s Best fajta esetében. Az eredmény megerdsiti a sziklevél
alkalmassagat a regeneraciora, mint ahogy azt mdar tobb szerzo leirta (Gaba et al., 1996;
Liborio-Stipp et al., 2001; Galperin et al., 2003a; Gaba et al., 2004; Nagesha et al., 2007). A
kiinduldsi novényanyag kordt tekintve, azt tapasztaltuk — hasonléan mds szerzok
eredményeihez (Niedz et al.,1989; Ficcadenti és Rotino 1995; Gaba et al., 1996; Ben Amor et
al. 1998; Curuk et al., 2003) —, hogy a négy-6t napos csiranévények levalasztott szikleveleibdl
nyerhetd a legtobb regenerdns novény.

Sokan nem is vizsgiljdk (vagy nem kozlik le) hogy a felhaszndlt novényi részek
életkordnak van-e hatdsa a regenerdciéra, hanem mds tanulmianyok eredményeire
tdmaszkodva megéllapitanak egy idedlis csirandovény életkort vagy csak egy iddintervallumot
adnak meg és szovegesen magyardzzdk milyen fejlettségi dllapoti az a ndvényi rész amelyet
végiil felhaszndltak. Ezek a tanulmdnyok mds véltozokat hasonlitanak Ossze kisérleteikben,
mint példaul Ficcadenti és Rotino (1995) csak 4-5 napos szikleveleket hasznilnak kisérleteik
sordn, de vizsgaltdk az alaptdptalaj, kiilonboz0 genotipusok, hdrom kiilonbdzd
novekedésszabdlyozd anyag és a szilardité kozeg (agar vagy phytagel) hatdsat a regeneracid

hatékonysagara.

Szakirodalmi adatokkal megegyezik az az eredményiink, hogy a hipokotil szintén
alkalmas kiinduldsi anyagnak, de hatékonysdga kisebb a sziklevélhez viszonyitva.
Hipokotilbdl kiindulva Hale’s Best és Hogoly6 fajtdkbdl sikeresen regeneraltunk ndvényeket.
Hipokotilb6l kiindulé regenerdcidval tobben is probélkoztak sikerteleniill, Moreno és
munkatdrsai (1985) egyéltalin nem tudtak novényeket regenerdlni, mig Blackmon és
munkatarsai (1981) csak embridkat tudtak indukalni.

Lomblevélbdl kiindulva a vizsgdlt Hogolyo €s Hale’s Best fajtdkndl nem tudtunk
hajtast regenerdlni, szemben az irodalomban szerepld fajtdkkal (Kathal et al., 1988; Tabei et
al., 1991).

Elsoként prébaltuk ki a tojasgytimolesnél leirt hipokotil dekapitiacidos moédszert (Fari
et.al., 1995) a Hogolyd és Hale’s Best sargadinnye fajtdknal. Elsoként tudtunk a hipokotil
vagasi feliiletén hajtdsokat regenerdlni sargadinnye esetében, dtlagosan minden madasodik
magbdl kiindulva ndvényt kaptunk. Ez az eredmény azonban gyengébb a sziklevélnél

tapasztalttal szemben. (8. abra, 9. abra)
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A két kivdlasztott fajta esetében BA és IES 25 kiilonb6zéd kombindciobdl allo
novekedésszabdlyozd anyag optimalizacids kisérletet végeztiink. A legtobb szerzé csak
egyszerl novekedésszabdlyoz6 anyag sorokon vizsgilta az adott fajtakat (Liborio-Stipp et al.
2001), vagy csak egy novekedésszabdlyozd anyag-Osszetételt teszteltek (Molina és Nuez,
1995a), komplex novekedésszabdlyozo anyag optimalizacids vizsgdlatokat csak kevesen
végeztek (Moreno et al., 1985; Roustan et al., 1992).

A novekedésszabdlyoz6 anyag optimalizacids kisérlet eredményeképpen a Hégolyd
esetében a legszebb, dtiiltetésre alkalmas hajtdskezdemények a 0.9 mg/l BA, 0.6 mg/l IES és
0.26 mg/l ABS 0Osszetételli taptalajon fejlodtek (MDOPI1). Kozel azonos Osszetételt
alkalmaztak novekedésszabdlyozé anyag kombindcids kisérletei sordn Niedz és munkatarsai
(1989). A Hale’s Best esetében a novekedésszabdlyozd anyag optimalizicids kisérlet a
0.6 mg/l BA, 0.9 mg/l IES és 0.26 mg/l ABS 0sszetétell tdptalajon mutatta a leghatékonyabb
hajtasregenerdciot. Itt akdr két-harom hajtiskezdemény is megjelent egy sziklevéldarabon,
azonban ebbdl végiil legfeljebb egy-két teljes értékii hajtadst tudtunk regenerdlni
sziklevéldarabonként (MDOP2).

A Hogoly6 fajta esetében a szilarditd kozegek Osszehasonlitdsakor a phytagel
bizonyult hatékonyabbnak az agarral szemben, mert a regeneracié gyorsabb volt az elébbi
hasznélata esetén. A regenerdlt és felnevelt hajtdsok szdma kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség a sziklevéldarabonként, ellentétben Ficcadenti és Rotino (1995) eredményeivel,
ahol agar tartalmd MS taptalajon szignifikdnsan tobb hajtast tudtak indukalni sziklevelenként,
ugyan olyan novekedésszabdlyoz6 anyag Osszetétel mellett. Yadav és munkatirsai (1996)
ezzel szemben szignifikdnsan tobb novényt tudtak felnevelni a phytagel tartalmd taptalajon. A
fent emlitett szerzok csak a felnevelhetd regenerdnsok szamat vették a viszonyitds alapjaul, de
egyikiik sem foglalkozott azzal hogy Osszehasonlitsa a novények felneveléséhez sziikséges
id6 alapjan az agar illetve phytagel szilardité kozegii tdptalajokat. A phytagel kedvezd hatdsat
a nevelési idore elsoként allapitottuk meg Hogolyo sargadinnye fajta esetében.

Kisérleteink sordn a Hoégolyé fajtdbdl Osszesen 6272  sziklevéldarabot
transzformaltunk, ebbdl 206 gyokeres regenerdns novényt szelektdltunk, a transzformacid
hatékonysdga sziklevéldarabra nézve 0.032 volt. A Hale’s Best fajtibdl Osszesen 12000
sziklevéldarabot transzforméltunk, ebbdl 230 gyokeres regenerdns novényt szelektaltunk, egy
sziklevéldarabon é4tlagosan 0.02 gyokeres regenerdnst tudtunk felnevelni. Ez az eredmény az
irodalmi adatokhoz hasonld hatékonysdgot mutat (1.9-3.2%-os transzformdcids hatékonysag).

A transzformicids kisérletek eredményei alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a

regeneraciot erdsen gatolja az Agrobacteriummal végzett transzformaci6, valamint kis
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mértékben az alkalmazott antibiotikumok is. A felnevelhetd vélhetden transzformans egyedek
szdmanak csokkenést minden egyes fejlodési fazisban megfigyeltik. Ez a csokkenés
egyértelmilen magdnak a transzformdcids eljardsnak a hatdsa, ami egyrészt az Agrobacterium
fertdz€s okozta stressz, masrészt az alkalmazott antibiotikumok és egyéb szelekcids dgensek
(glufozinat) hatdsa. A késébbi 1épésekben a fazisok kozotti csokkenést mar egyértelmiien a
szelekciés rendszer hatékonysdganak kell tulajdonitani, mivel azok a hajtiskezdemények,
melyek nem transzformans sejtekbdl indultak, nem tudtak tovabb fejlodni. Ezzel a szelekcid
célja valosult meg, azaz hogy csak a transzformdans sejtekbdl, ill. hajtdskezdeményekbdl
kapjunk novényeket. A szelekcié hatékonysagat jol szemlélteti az 57. abra, ahol az azonos
koru kontroll novény a szelekcion atjutott vélhetden transzforméns novények mellé helyezve
lathato.

A munka sordn nem volt elsddleges célunk annak meghatdrozdsa, hogy a szelekcién
atesett, felnevelt novények, a transzformdnsok milyen tipusidt képviselik. Vagyis nem
vizsgéltuk, hogy hany képidban épiilt be az idegen gén, vagy hogy mennyire volt aktiv. Arra
koncentréltunk, hogy maga az eljards mennyire csokkenti az eredeti regenerdcids folyamat
hatékonysagit. Ehhez elegenddnek {téltiik azt, hogy csak erds szelekcids nyomds mellett
felnevelt novényeket tekintsiink eredménynek. Csak azokat a novényeket tekintettiik intakt
novénynek, melyek habitusa normdlis, a kontroll ndvényekhez teljesen hasonlé volt. A
deformdcidkat, enaciokat, szarvastagoddsokat mutaté egyedeket veszteségként szamoltuk el.
Ez az eljaras irodalmi adatokkal is indokolhaté. A szakirodalom szerint (Ezura et al. 1992,
Ezura és Oosawa 1994, Adelberg et al., 1994, Curuk et al., 2003) a sziklevéldarabokbdl
inditott regeneracid soran poliploid novények is keletkezhetnek, melyek esetleg robosztusabb
megjelenéssel eliitnek a diploid egyedekt6l. Mi ezt a kérdést nem vizsgaltuk, de a
késobbiekben, amennyiben ezekre a ndvényekre, mint lehetséges transzformansokra sziikség
van, mind a ploidszint vizsgalatokat, mind az integrdcié genomi szintli bizonyitdsat el kell
végezni. Az eredményeink szerint a transzformaciés rendszer az irodalommal megegyezd
mértékben csokkentette a regeneracid hatékonysagat. Az egyes fajtik és kiilonboz6 szelekciods

dgensek haszndlata természetesen okoz kiilonbségeket.

6.1.2. Sargadinnye folyékony taptalajon

Tobb szerzé is beszamolt sikeres regenerdciérdl folyadékkultirdban szomatikus
embriogenezis utjan (Oridate és Oosawa 1986; Akasaka-Kennedy et al., 2004; Ezura és

Akasaka-Kennedy 2004).
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Sargadinnye fajtak vélaszadd képességének tesztelése sordn legjobban a Muskotaly és
a Hogoly6 fajta reagalt a kezelésekre, ezért a kisérletek soran ezeket a fajtakat valasztottuk ki
a legrészletesebb vizsgélatok céljabol. J6 vilaszad6 képessége miatt az Eziistanandsz fajtat is
terveztiik bevontuk bevonni a késobbi regeneracios kisérletekbe. A Hogolyo fajta mar korabbi
kisérletekben is j6 valaszadénak bizonyult, az organogenezis indukciéja soran (Barsony et al
1999), azonban szomatikus embriogenezisen keresztiill most sikeriilt eldszor novényeket
regeneralni beldle.

A novekedésszabdlyozo anyag optimalizacids kisérlet sordn arra a kérdésre kerestiik a
vélaszt, hogy nagy mennyiségii 2,4-D hozzdadasaval fokozhat6-e a szomatikus embriogenezis
hatékonysaga, ezen kiviil a BA mennyiségének mekkora a szerepe az indukcid sordn, illetve
az inkubdciés id6 hossza hogyan befolydsolja a tenyészetek fejlodését. A 2,4-D és a BA
hatdsét, miszerint szomatikus embriogenezis kivaltdsara alkalmas, kordbban mér bizonyitottak
(Oridate és Oosawa, 1986; Trulson és Shahin, 1986; Branchard és Chateau, 1988b;
Debeaujon és Branchard, 1988; Kintzios és Taravira, 1997). Kisérleteink sordn arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a novényregeneracié szempontjabol a 2 mg/l 2,4-D tartalmu
taptalajok a legmegfelelobbek. Ezeknél mind a 21, mind a 34 napos rdzatds jé eredményt
hozott, ez utdbbibdl keriilt ki a legtobb novény. Emiatt a késobbiekben hosszabb razatasi idot
is kiprobdltunk, a hatékonysidg novelésére. A BA tartalom szerepe kevésbé egyértelmii.
Magasabb BA koncentricié mellett a magdarabok szine élénkebb zold volt, valamint a
méretiik is nagyobb volt. Ennek ellenére a tovabbiakban mégsem alkalmaztunk 0,1 mg/l-nél
magasabb BA koncentriciot, mivel a magas citokinin szint is felelos lehet a mintdk
vitrifikal6dasaért, ami mindenképp kikiiszobolendo folyamat (Jimborné Benczur, 2005).

Eredményeink  Osszhangban vannak Ezura és  Akasaka-Kennedy (2004)
eredményeivel. Az éltaluk alkalmazott 0.1 mg/l BA és 2 mg/l 2,4-D a Muskotély fajta
esetében is a legjobbnak bizonyult, azonban az altaluk alkalmazottndl (28 nap) hosszabb
indukcids id6 (34 nap) mellett. Ez felhivja a figyelmet a fajtdk eltéré indukcids igényére.
Ezért a késObbiekben célszerii lehet azt is kiprobdlni, hogy az indukciés id6t 7 nap ald
roviditjiik, nagyon magas 2,4-D koncentraciét alkalmazva (Fehér et al. 2002).

A magok életkordnak jelentdségét a regenerdcié sordn, valamint a magok életkordnak
és a szomatikus embriogenezis hatékonysdganak kapcsolatit is vizsgéltuk. A frissen szedett
érett sargadinnye magvaibdl inditott tenyészetek jobban regenerdltak a kezelésre a tarolt
magokbdl inditottakkal szemben. Ugyanakkor a friss magok esetében nagyobb volt a
vitrifikdciéra val6 hajlam is. Tehat a regeneralt novények szaméat emeli ugyan a friss magok

alkalmazdsa, de a regenerdlt novények minOségét tekintve a szdraz magok jobbnak
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bizonyultak. A vitrifikdcié vagy mds néven hiperhidraticié in vitro kultirdkndl gyakran
fellépd rendellenesség. A hiperhidraticio kikiiszobolése a tenyésztés sordn igen fontos, mivel
egy id6 utdn a kultira pusztuldsdhoz vezet. Ismert jelenség, hogy a novénykék szoveti
felépitésében valtozasok 1épnek fel. Kiviilrdl a novény iivegesen attetszonek latszik, mig beliil
a levelek szabdlyos szoveti szerkezete helyett laza, szivacsos parenchima szovet taldlhatd, a
sejtkozotti jaratok nagyok. A sejtek citoplazméjiban nd a vakudlumok szdma és mérete, ezek
foleg vizzel teltek (Jamborné Benczur, 2005).

A vitrifikécio jelenségét mi is megfigyeltiik kisérleteink sordn. Okai koziil az egyik
legfontosabb a tenyészedények Ilégterének magas relativ pdratartalma, mely a
folyadékkultiras tenyésztés sordn fokozottan jelentkezhet. A vitrifikéacio ellen védekezhetiink
a szilad tdptalaj agar mennyiségének novelésével, mellyel csokkenthetd a tenyészedényben
levd relativ paratartalom. Gondot okozhat tovabba a taptalajhoz adott makro- és mikroelemek,
valamint a cukor tdl nagy mennyisége. Szintén vitrifikdcidt okozhat a rosszul megvélasztott,
illetve tdl magas koncentrdcidju citokinin adagoldsa is.

A friss magokbdl regenerdlt ndvények nagyobb ardnyd vitrifikdcidjanak oka
feltételezésiink szerint a friss magokban intenzivebben miikodé enzimrendszer, illetve a
magok endogén novekedésszabdlyozo anyag szintjének hatdsdban keresendd. Ezeket a
hatdsokat a folyadékkultirdban valé nevelés felerdsiti. Valdszinlileg a hiperhidratacié
hatdsanak tudhatjuk be azt, hogy a 2%-os agarra helyezett mintdkbdl tobb novényt sikeriilt
felnevelni a friss magokbdl kiindulé tenyészetek esetében, mint 1% agar tartalom mellett. A
2% agart tartalmazé mintdkndl gyakran fenndllt a kiszaradas veszélye, az elégtelen vizellatas
kovetkeztében az embridk egy részét elvesztettiilk. A hiperhidraticié kikiiszobolésére emiatt
mas mddszert is figyelembe kell venniink, nem csak a taptalaj keménységének fokozdsat.

A folyékony taptalaj OsszetevOinek szerepe az embriogenezis indukcidjaban: A
kisérlet folyamdn az MD12 t4ptalaj a kontroll szerepét tolti be, mivel ennek sem Osszetételét,
sem pH értékét nem valtozattuk az irodalomban taldlt taptalajhoz képest (Ezura és Akasaka-
Kennedy, 2004)

A vizsgélat sordn felhasznalt 6-féle taptalaj Osszevetése alapjan megallapithatd, hogy a
kiilonb6z6 vitaminok hozzdaddsa nem véltotta be a hozzdjuk flzott reményeket. Az emelt
szinti MS-vitamin tartalmd MS11 tdptalaj és a normdl vitamin tartalmd MSI12 téptalaj
Osszehasonlitdsakor sem a Muskotdly, sem a Hogoly6 fajta esetén nem volt jelentds eltérés a
regenerdcié hatékonysdgdban. A normdl vitamin tartalmd MS14 és a BS5 vitamint
(pantoténsav) tartalmazé MS16 tiptalajok kozott sem mutathaté ki szignifikans kiilonbség a

regeneralt novények szamat tekintve.
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A kisérletet a szénforrds megvalasztdsanak tekintetében értékelve megallapithatjuk,
hogy a szachardzt tartalmazd taptalajok (MD11, MD12, MD13) elényosebbek a sargadinnye
embriogenezisének indukéldsa sordn a csak gliikézt (MD14, MD15) tartalmazdkkal szemben,
illetve a vegyes szénforrast tartalmaz6 taptalajjal (MD16) szemben. Ez a megéllapitids mind a
Muskotaly, mind a Hogoly6 fajtakra érvényes. A hiarom szénforras koziil leggyengébben a
glilkéz szerepelt, ezt bizonyitja, hogy az MDI14 és MDI15 téaptalajokon regeneralt a
legkevesebb novény. Az MDI16 taptalaj alkalmazasakor jobb eredményt értiink el, de még ez
is alatta maradt a csak szachardzt tartalmaz6 téptalajok eredményeinek.

A szénhidratok tipusa és koncentrici6ja erdsen befolydsolja a szomatikus
embriogenezist sargadinnye esetében (Oridate és Yasawa, 1990; Debeaujon és Branchard,
1992; Gray et al., 1993; Guis et al., 1997). Oridate és Yasawa (1990) kiilonboz6 cukrok
(szacharéz, gliikkéz, frukt6éz, galaktéz) komplex kombindciéjat alkalmazva jutott a
leghatékonyabb regeneraciés modszerhez. Gray és munkatdrsai (1993) megéllapitottdk, hogy
az indukcids és a novekedési tdptalaj cukor koncentricidja egyértelmiien meghatdrozza a
szomatikus embriogenezis hatékonysagat. Végiil megallapitottdk, hogy a szacharéz idedlis
mennyisége az indukcids és novekedési taptalajpan 3 %. Ha ennél magasabb vagy
alacsonyabb koncentraciét alkalmaztak lecsokkent a regenerdlhat6 embridk szama.

Guis és munkatdrsai (1997) szomatikus embriogenezis utjan sziklevélbdl nyertek
novényeket, szilard taptalajon. Arrdl szamoltak be, hogy a szachardz, gliikéz és maltdz
szénforrasok alkalmazasa szignifikans kiilonbséget mutat a felnevelt névények szdmaban. Az
altalunk elért eredményekkel szemben naluk a gliikkéz tartalmu taptalaj jobban szerepelt a
szachar6z tartalminal, a maltéz viszont 6nmagdban gétolta a szomatikus embriogenezist.

A kisérlet sordn tovabba megfigyeltilk az indukcids id6 hosszanak szerepét is a
kiilonboz6 taptalajokon és fajtikon. Igy kovetkeztetéseket vonhatunk le az embrié képzédés
dinamikdjira vonatkozéan. Ennek érdekében nem egyszeri passzdldst végeztiink, hanem a
folyékony taptalajbél folyamatosan, szabdlyos idokozonként tettiikk szilard tdptalajra a
kifejlodott embridkat. A Hégoly6 és a Muskotdly fajtdknal (elsésorban az MD13 mintdkon)
figyelhetd meg az, hogy a viszonylag nagy novényhozamot eredményezd 28 napos inkubécids
id6 utdn a 35 napos idOszakban visszaesik az Uj novények szdma, majd ezt kovetden a 43
napos rdzatds utdn djra megemelkedik. Erre az lehet a magyardzat, hogy az embriok nem egy
bizonyos pillanatban keletkeznek, hanem folyamatosan, tobb 1€pcsében. A 35 napos razatas
esetében a visszaesést az okozhatja, hogy a 28. napon a jol fejlett embridk nagy része mar
szilard taptalajra keriilt, a masodik szélesztésre kevesebb maradt. Ha nem kovetkezne be

tovabbi embrié képzddés, akkor a szélesztések sordn egyre kevesebb embridt kellene
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taldlnunk. Azonban itt nem ez a helyzet, mivel a 43 napos rdzatis utdn magasabb
novényszamot tapasztaltunk. A 35. napi szélesztés soran foként azokban a mintakban
tapasztaltunk kiemelkedd ndvényszamot, ahol a 28. napon kevés embriét sikeriilt passzalni.
Ebben az esetben valdszintileg arrdl van szd, hogy a tenyészet fejlodése valamilyen okbdl
lemaradt, csak a masodik szélesztés idejére keletkeztek megfeleld nagysiagi embridk. Az 50.
nap utdn az esetek nagy részében nem tapasztaltunk magas ndvényszamot, ez utin az
indukcids id6 utdn mar nem érdemes fenntartani a tenyészeteket. Az Eziistanandsz fajta a
rdzatdsi id6 szempontjabdl kissé eltérd modon viselkedik a masik két fajtdhoz képest. Itt
ugyanis a 35 nap koriil tapasztaltuk a legmagasabb novényszamot, a 43 napos indukcids id6
utdn mar kevesebb, az 50 napos indukcid esetében pedig elhanyagolhaté volt az djonnan
regenerdlédé novények szdma. Erre a magyardzat taldn a fajtdk eltérd tenyészidejében
keresend6: mig a Hégolyd és a Muskotdly fajtak kozéphosszi, hosszi tenyészidejiiek, addig
az Eziistanandsz rovid tenyészidej (Baldzs, 1994).

A pH beidllitdsakor, mads novényeken folyadékkultdraban elért, illetve fermentoros
sejttenyésztési eredményekre alapozva, az volt a hipotézisiink, hogy a folyékony tdptalaj
alacsony pH értékre vald dllitdsdval optimdlisabb kornyezetet tudunk teremteni a
sejtszaporodashoz és az embrié indukcidhoz. Ezt kovetéen pedig szilard tdptalajon, annak
magasabb pH értéke elOsegiti az embridképzddését és az embridk intakt ndvénnyé
differencidlodasiat. Az MDI13 taptalaj pH értékét mar a f6zés sordn 4.6-ra allitottuk be,
szemben az MD11 5.4 pH értékével, ami elonyos volt a magdarabok szdmara, mert a magok
azonnal a szamukra megfelel6 kornyezetbe keriiltek. Az eredmények &sszhangban vannak
mas novényeken elért eredményekkel (Martin é€s Rose 1975; Skirvin et al. 1986; Kovécs et al.
1995) és arra mutatnak, hogy az alacsony pH (pH 4.5-4.6) a sargadinnye esetében is a
sejtszaporodasnak kedvez, de gatolja a differencidlédast, mig a magasabb pH (pH 4.8-5.2)
segiti az embriofejléodést. Mivel a tenyészetek pH-ja kezdetben automatikusan pH 4.5-4,6-ra
all be, ezért célszerli a tenyésztést alacsony pH értéken inditani.

Ha a fajtdkat a regenerdlt novényszam tekintetében hasonlitjuk 6ssze, akkor kitiinik,
hogy a Muskotdly fajta 4ll az els6 helyen (6sszesen a kisérlet sordn 1222 db novényt sikeriilt
regenerdlni beléle). Osszességében a Hogolyé és az Eziistanandsz fajtdk is alkalmasnak
bizonyultak szomatikus embriogenezis kivaltdsdra, tehdt mindhdrom fajtdval érdemes
foglalkozni a tovabbiakban. A taptalajok koziil egyértelmiien az MD13 bizonyult legjobbnak,
melyen mar érdemes lehet elkezdeni transzformdécids kisérleteket, akdr mindegyik fajta

esetében.
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6.1.3. Tokfélék

A regenericios kisérletek sordn kapott eredményeink dltaldnossdgban megegyeznek a
szakirodalombol ismert eredményekkel, amennyiben a sziklevelek jo kiinduldsi anyagok
(Jelaska, 1972; Katavic et al., 1991; Chee, 1992; Gonsalves et al., 1995; Abrie és van Staden,
2001; Lee et al.,, 2003; Urbanek et al. 2004; Zang et al., 2008) a kabakosok esetében a
regenerdcidhoz és a félbevagott sziklevél hipokotilhoz kozeli része a legjobb vélaszad6 (Lee
et al., 2003).

A novekedésszabdlyozo anyagok vonatkozdsiban kisérleteinkben a 2,4-D tobb
kiprobélt koncentraciéja sem volt hatdsos, ellentétben Gonsalves és munkatirsai (1995)
eredményeivel. A novekedésszabdlyozo anyag mentes taptalajon ugyan kaptunk indukciot, de
csak a sziklevéldarabok néhany szdzalékan ellentétben Rakoczy-Trojanowska és Malepszky
(1989) kozlésével. Ok azonban éretlen embrick sziklevelét hasznaltdk, mi viszont
csirandvények sziklevelét. Ez aldtdmasztja azt a megfigyelésiinket, hogy a sziklevelek kora
jelentésen befolydsolja a valaszadé képességet. Kisérleteink sordn 7-10 napos szikleveleket
hasznéltunk mig Lee és munkatarsai 4 napos csiranovények szikleveleit alkalmaztak.

A benziladenint onmagadban vagy indolecetsavval kiegészitve is hatdsosnak talaltuk
regeneracié szempontjabdl. A benziladenint 6nmagaban 1 mg/l koncentrdciéban mas szerzok
is sikeresen alkalmaztak tobb fajta esetében is (Ananthakrishnan et al., 2003; Lee et al., 2003;
Kathiravan et al., 2006; Ananthakrishnan et al., 2007; Amutha et al., 2009b). Zang és
munkatérsai (2008) azonban nem tudtak szignifikdns kiilonbséget kimutatni a 0.5, 1, illetve
2mg/l BA tartalmd regenerdcids  tdptalajon  regenerdlt hajtisok  szdmdban
sziklevéldaraboként. Kisérleteink sordn a siitétok esetében a legjobb hatdst BA és IAA
kombinécidjaval értiik el. Urbanek és munkatdrsai (2004) olajtok esetében citokinint és auxint
egyiittesen alkalmaztak hét napos szikleveleket felhaszndlva, azonban kisérleteik sordn NAA-
t alkalmaztak és embriogenezis Utjan jutottak regenerans novényekhez. Ananthakrishnan és
munkatdrsai (2003) hozzdnk hasonldan organogenezis ttjdn regenerdltak ndvényeket.
Kathiravan és munkatarsai (2006) 15 kiilonb6z6 tok fajtat vizsgalva 1.2-3.9
hajtas/sziklevéldarab kozotti eredményt értek el.

Altalanossagban ismert, hogy a vélaszadé képesség erésen genotipus fiiggd, igy
eredményeink djaknak és kordbbi kisérleteket megalapozénak tekinthetok a vizsgalt fajtak
vonatkozdsdban. A 1étrejott hajtdsokon a gydkeresedés nehezen ment végbe kivéve a cukkinit,
ahol viszont gyakran gyokereztetd taptalaj nélkiil jarulékos hajtisképz6dés ment végbe. A
gyOkeresedés utdn a novények inkubdcidja mar nem jelentett problémat, ezért kiillondsen

fontos, hogy egy hatdsosabb gyokereztetési mddot taldljunk, példaul a ndvekedésszabilyozd
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anyag koncentrici6 megvdéltoztatdsival vagy mds nOvekedésszabdlyoz6 anyagok
alkalmazdsaval.

A transzformicié esetében problémdsnak taldltuk az optimélis kokultivicids idd
megtaldlasit mivel a rovid egyiitt tenyésztés tulsdgosan lecsokkenti a transzforméacios
gyakorisdgot, hosszabb kokultiviciés id0 viszont nagyon megneheziti az Agrobacterium
elolését. Az Agrobacterium felszaporoddsanak megakaddlyozdsa azért is fontos, mert a
nagyobb mértékben fertdzott novények széllitészoveteit a baktérium eltomi és ezzel
megakaddlyozza a novények fejlodését. A szallitédszovetek eltomddése miatt a levelek

elhalnak és a novények pusztulni kezdenek.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kutatds célja nyolc magyar sdrgadinnyefajta és hdarom tokféle in vitro
regeneracidjanak indukaldsa, és ezzel egy biotechnoldgiai felhaszndldsra alkalmas in vitro
regenerdcids rendszer feldllitdsa volt, melyhez a legmeghataroz6bb paramétereket részletesen
elemeztiik.

A sargadinnye esetében elsOként sikeriilt organogenezis utjan a Javitott Zentai,
Muskotaly, Tétényi csereshéju és a Magyar kincs fajtdk esetében novényt regenerdlnunk in
vitro koriilmények kozott sziklevélbol kiindulva, a Hoégoly6 és a Hale’s Best fajtak esetében
pedig hipokotilbdl és dekapitalt hipokotilbdl kiindulva.

A regenericid leglényegesebb paraméterei koziil szilard taptalajon vizsgaltuk a
kiilonb6z6 novényi részek regenerdcids képességét, a 6-féle explant tipus koziil a legtobb
regenerdnst a sziklevelekbdl nyertiik. A Hégoly6 sargadinnye fajta esetében Osszesen 35-féle
(kiilonb6z6 novekedés szabdlyozd anyagok kombindcidjat tartartalmazo) taptalajt vizsgélva
atiiltetésre alkalmas hajtdsok legnagyobb szdmban a 0.9 mg/l benziladenin és 0.6 mg/l
indolecetsav Osszetételt taptalajon fejlédtek (MDOP1). A Hale’s Best sirgadinnye fajta
esetében pedig ugyan ezen tiptalajok koziil a 0.6 mg/l benziladenin és 0.9 mg/l indolecetsav
osszetételll taptalajon (MDOP2) keletkezett a legtobb hajtés.

Vizsgaltuk tovdbba a szilardité kozeg tipusdnak hatdsat a regenerdcio lefutdsa
szempontjabol, az Osszehasonlitisb6l kitiint, hogy a phytagel tartalmu téptalajok
hatékonyabbak az agar tartalmidval szemben. A Hoégoly6 sirgadinnye fajta esetében a
regeneracié ideje lecsokkent, atlagosan 12 nappal rovidebb id6 alatt érték el a novények a
gyokeres fazist.

A magyar siargadinnye fajtdk vdilaszadd képességét tesztelve folyadékkultdraban,
elsoként sikeriilt szomatikus embriogenezis utjdn novényeket regenerdlni a Muskotily, a
Hoégolyd és az Eziistanandsz fajtdk magjabol. A Muskotdly fajtdval  végzett
novekedésszabdlyozd anyag optimalizdcids kisérlet segitségével kivélasztottuk a megfeleld
novekedésszabdlyozd anyag-koncentraciot folyékony taptalajon (0.1 mg/l BA és 2 mg/l 2,4 -
D). A kiilonbozd szénforrdsok hatdsat vizsgilva pedig megéllapitottuk, hogy a szachardzt
tartalmazé tdptalajok elOnydsebbek a sdrgadinnye embriogenezisének indukdldsa sordn
(Muskotély és Hogolyo fajtak).

Els6ként mutattuk meg a sdrgadinnye esetében, hogy az alacsonyabb pH (4.6)
kedvezden befolydsolja a szomatikus embriogenezis indukcidjat, a magasabb pH (5.4) pedig a

novénnyé differencidlédast (Muskotdly, Hoégoly6 és Eziistanandsz fajtdk). A Muskotdly
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fajtandl a magok életkordnak hatdsat vizsgdlva a szomatikus embriogenezisre megallapitottuk,
hogy a fiatal magvakbdl inditott tenyészetekbol tobb novény nyerhetd.

A tovébbiakban pedig az daltalunk szilard tdptalajon kialakitott organogenezisen
alapul6 mddszernek a hatékonysdgat teszteltiik transzformdacidés rendszerben. Kordbbi
megfigyeléseinkkel Osszhangban a Phytagel szilardito kozegként a Hoégolyd sargadinnye
fajtan végzett transzformacios kisérletek esetében is meggyorsitotta a novények felnevelését.

A transzformdciés kisérletek eredményeképpen szelekcids tdptalajon sikeresen
felneveltiink novényeket, melyekkel azonos koriilmények kozott 1évé kontroll ndvények
bizonyitottan  elpusztultak. A  feltehetéen transzformdns novényeket sikeresen
meggyoOkereztettilk szelekcids tdptalajon (Hogolyd és a Hale’s Best fajtdk). A Kkiiiltetett
novények az iiveghdzban virdgot hoztak.

A tokfélék esetében elsdként regenerdltunk novényt sikeresen a Nagydobosi siitétok és
az Oviri fehér patisszon fajtakb6l in virro koriilmények kozott sziklevélbél kiindulva. A
transzformdcids kisérletek sordn sikeresen neveltiink fel szelekcids tdptalajon Nagydobosi
stit6tok novényeket. A valdszinilileg transzformdns egyedeket sikeresen meggyokereztettiik
szelekcids taptalajon, majd a kiiiltetett novényeket virdgzasig neveltiik.

Végeredményben hatékony regeneraciés rendszereket Aallitottunk fel szilard és
folyékony tdptalajokat alkalmazva, melyek segitségével novényeket kaptunk a szilard
taptalajokon organogenezis utjan, valamint folyadékkultirdban embriogenezis utjan.

A regenerdcios kisérleteink eredményeinek alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalt
fajtakra szilard taptalajon kialakitott regeneraciés protokollok elfogadhaté hatékonysagiak és

ezeket transzformdaciés rendszerben alkalmazva megfeleld szamud novény szelektalhatd.
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8. SUMMARY

The purpose of this study was to screen the in vitro regeneration ability of nine melon
varieties and three other cucurbits. The development of genetic transformation for melon and
squash offers the potential of introducing valuable traits into this crop, e.g. disease resistance,
high sugar content and high protein content to improve its productivity and quality beyond the
limits of conventional breeding. Comparative experiments were conducted to determine the
organogenic and embryogenic responsiveness of melon, zucchini, pumpkin and pattypan
squash varieties, for further transformation experiments.

This is the first report on in vitro regeneration via organogenesis from cotyledon
explants of four melon varieties: Javitott Zentai, Muskotdly, Tétényi csereshéju, Magyar
kincs; and from hypocotyl and decapitated hypocotyl explants of two other melon varieties:
Hoégoly6 and Hale’s Best.

In vitro morphogenetic responses are influenced by different factors. The most
important factors are the composition of medium, the explant type, the cultivar ant the plant
growth regulators applied. Among these main factors, the explant source was studied to find
the most appropriate one. Although most of the six explant types were suitable for
regeneration, the highest number of shoots was counted on cotyledon explants. From 35
tested solid media (each contains different combination of plant growth regulators), the
highest regeneration rates were observed on medium containing 0.9 mg/l BA, 0.6 mg/l IAA
with 0.26 mg/l ABS in case of Hégolyé (MDOP1). The variety Hale’s Best showed similar
results on the media supplemented 0.6 mg/l BA, 0.9 mg/l IAA with 0.26 mg/l ABS (MDOP?2).
Comparing the gelling agent, we observed shorter regeneration period on the media
containing phytagel contradict to media supplemented with agar. On the average, regenerated
shoots became plants with fully developed roots 12 days earlier.

This is the first report to regenerate thee melon varieties (Muskotdly, Hégoly6é and
Eziistanandsz) in liquid culture inducing somatic embryogenesis from matured seeds. In case
of variety Muskotély the most efficient media to induce somatic embryos were supplemented
with 0.1 mg/l BA and 2 mg/l 2,4-D. Comparing the effect of carbon sources, it was observed
that somatic embryos occurred more frequently on media supplemented with saccharose
(Muskotély and Hogoly6). In liquid culture, we observed that, lower pH (pH=4.6) increased
the frequency of somatic embriogenesis, and higher pH (pH=5.4) promoted the differentiation

of plantlets (varieties Muskotaly, Hégoly6 and Eziistanandsz). Examining the influence of
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seed-age on somatic embryogenesis in case of variety Muskotdly, it was found that cultures
started from just-matured seeds gave higher number of embryos.

Henceforward, our regeneration systems via organogenesis were applied in
transformation experiments. According to our results, phytagel as gelling agent also promote
shorter regenerating period in transformation system in case of Hogolyo.

On selection media, shoots from explants of Hégolyé and Hale’s Best were
successfully regenerated (compare to the control plantlets, where rapid necrosis were find).
These shoots were rooted on selection media and after acclimatization, the well-rooted plans
were cultured in greenhouse, where bloomed.

In case of the other three cucurbits, this is the first report on in vitro regeneration from
cotyledon explants of pumpkin ‘Nagydobosi’ and pattypan squash ‘Ovéri fehér’. In
transformation experiments, plants were regenerated on selection media, these plants were
rooted and after acclimatization, were grown in greenhouse.

Eventually effective regeneration systems were established via organogenesis on solid
media, and via somatic embryogenesis in liquid culture. According to these results, we can

stated that these protocols are usable in transformation systems for the examined genotypes.
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9.3. Statisztikai szamitasok

9.3.1. Fertdtlenitési eljarasok osszehasonlitasa

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 18
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 18

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: csirdzas (2)

Csoportositéd vdltozd: fertdtlenitd anyag

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szoréds Minimum Maximum

1 Clorox 15 3 98.00 2.646 95 100
2. Clorox 20 3 89.00 2.646 86 91
3. Clorox 30 3 83.67 5.033 79 89
4 EtOH+NaOCl 30 3 65.33 4.726 60 69
5. H202 20 3 78.00 3.606 75 82
6. H202 30 3 77.00 5.568 72 83

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(5; 12) = 0.457
— Levene-préba: F(5; 12) = 0.636

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitast:

— Varianciaanalizis: F(5; 12) = 21.341**
Hatdsvariancia = 375.8333, Hibavariancia = 17.6111
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyltthatd): e = 0.948

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdérdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(5; 6) = 19.680**
— James—-prdba: U = 145.895%*
— Brown-Forsythe-préba: BF(5; 9) = 21.341**

Az adtlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 6, £ = 12):
Tl2= 3.71+ T13= 5.92%* T1l4= 13.48** T15= 8.25%** Tl6= 8.67**
T23= 2.20 T24= 9.77*%* T25= 4.54+ T26= 4.95% T34= 7.57*%*
T35= 2.34 T36= 2.75 T45= 5.23%* T46= 4.82%* T56= 0.41
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9.3.2. Kilenc sargadinnye fajta regeneracios képességének vizsgalata otféle taptalajon

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 31
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 15

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Flggd valtozd: Javitott Zentai (2)

Csoportositéd vadltozd: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szdras Minimum Maximum
1 MD6 3 0.0000 0.0000 0 0
2 MD7 3 6.667 1.528 5 8
3 MD8 3 0.0000 0.0000 0 0
4 MD9 3 9.333 2.082 7 11
5 MD10 3 8.667 3.786 6 13

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(4; 10) = 1.146
— Levene-prdéba: F(4; 10) = 7.038**

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(4; 10) = 15.175**
Hatédsvariancia = 63.7333, Hibavariancia = 4.2000
Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e = 0.927

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(4; 5) = Nem értelmezhetd
- James-prdba: U = Nem értelmezhetd
- Brown-Forsythe-préba: BF(4; 4) = 15.175%*

Az atlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 5, £ = 10):
Tl2= 5.63* T13= 0.00 Tl4= 7.89** T15= 7.32*% T23= 5.63*
T24= 2.25 T25= 1.69 T34= 7.89** T35= 7.32** T45= 0.56

Fliggd valtozd: Muskotdly (3)

Csoportositd valtozd: taptalaj

Fliggé valtozdé: Topaz (4)

Csoportositéd vadltozd: taptalaj

Fliggd valtozd: Hoégolyd (5)

Csoportosité valtozd: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szdras Minimum Maximum
1 MD6 3 38.67 3.786 36 43
2 MD7 3 18.33 3.055 15 21
3 MD8 3 0.0000 0.0000 0 0
4 MD9 3 21.33 4.509 17 26
5 MD10 3 26.00 4.583 22 31

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(4; 10) = 0.574
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- Levene-préba: F(4; 10) = 1.961

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:

— Varianciaanalizis: F(4; 10) = 45.303**
Hatdsvariancia = 588.9333, Hibavariancia = 13.0000
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyitthatd): e = 0.973

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdrdshomogenitds:

- Welch-prdéba: W(4; 4) = Nem értelmezhetd
- James-prdba: U = Nem értelmezhetd
- Brown-Forsythe-prdéba: BF (4; 7) = 45.303*%*

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k = 5, £ = 10):

T12= 9.77*% T13= 18.57** Tl4= 8.33** T15= 6.08%* T23= 8.81**

T24= 1.44 T25= 3.68 T34= 10.25** T35= 12.49** T45= 2.24

Fliggd valtozd: Magyar kincs (6)

Csoportositéd vadltozd: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szdéras Minimum Maximum
1. MD6 3 0.0000 0.0000 0 0
2. MD7 3 4.333 2.082 2 6
3. MD8 3 0.0000 0.0000 0 0
4. MD9 3 4.000 3.000 1 7
5. MD10 3 4.667 2.082 3 7

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(4; 10) = 1.017
— Levene-préba: F(4; 10) = 2.972+

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdérashomogenitdast:

— Varianciaanalizis: F(4; 10) = 4.830%*
Hatédsvariancia = 17.0667, Hibavariancia = 3.5333
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyltthatd): e = 0.812

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdérdshomogenitds:

- Welch-prdéba: W(4; 5) = Nem értelmezhetd
- James-prdba: U = Nem értelmezhetd
- Brown-Forsythe-prdéba: BF (4; 5) = 4.830+

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k = 5, £ = 10):
T1l2= 3.99 T13= 0.00 Tl4= 3.69 T15= 4.30+ T23= 3.99
T24= 0.31 T25= 0.31 T34= 3.69 T35= 4.30+ T45= 0.61

Fliggd valtozd: Eziist Ananadsz (7)

Csoportosité vadltozd: taptalaj

Fliggé valtozd: Fortuna (8)

Csoportositéd valtozd: taptalaj

Fliggd valtozd: Tétényi csereshéju (9)

Csoportositéd valtozd: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szdras Minimum Maximum
1. MD6 3 0.0000 0.0000 0 0
2. MD7 3 0.0000 0.0000 0 0
3. MD8 3 0.0000 0.0000 0 0
4. MD9 3 2.667 2.517 0 5
5. MD10 3 0.0000 0.0000 0 0

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(4; 10) = 1.238
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- Levene-préba: F(4; 10) = 4.147+*

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:

— Varianciaanalizis: F(4; 10) = 3.368+
Hatédsvariancia = 4.2667, Hibavariancia = 1.2667
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyitthatd): e = 0.758

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdérdshomogenitds:

- Welch-prdéba: W(4; 5) = Nem értelmezhetd
- James-prdba: U = Nem értelmezhetd
- Brown-Forsythe-préba: BF(4; 2) = 3.368

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k = 5, £ = 10):

T12= 0.00 T13= 0.00 Tl4= 4.10+ T15= 0.00 T23= 0.00

T24= 4.10+ T25= 0.00 T34= 4.10+ T35= 0.00 T45= 4.10+

Csoportositéd valtozd: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szoréds Minimum Maximum
1 MD6 3 49.33 4.509 45 54
2 MD7 3 32.67 3.512 29 36
3 MD8 3 0.0000 0.0000 0 0
4 MD9 3 18.33 2.517 16 21
5 MD10 3 13.67 3.215 10 16

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(4; 10) = 0.662
- Levene-prdéba: F(4; 10) = 1.729

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
— Varianciaanalizis: F(4; 10) = 108.287**
Hatédsvariancia = 1068.4333, Hibavariancia = 9.8667
Korreldcidés hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e = 0.989

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:
— Welch-prdba: W(4; 4) = Nem értelmezhetd

— James-prdba: U = Nem értelmezhetd

— Brown-Forsythe-préba: BF(4; 7) = 108.287*%*

Az adtlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 5, £ = 10):
T1l2= 9.19*%* T13= 27.20%** Tl4= 17.09** T15= 19.67** T23= 18.01**

T24= 7.90** T25= 10.48** T34= 10.11** T35= 7.54%*% T45= 2.57

Mind a Hégoly6, mind a Hale’s Best esetén az 1-es taptalaj szignifikansan jobb eredményeket

hozott a tobbi tiptalajndl. A 4-es és 5-0s taptalaj nem kiilonbozott szignifikdnsan
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9.3.3. Hale’s Best sargadinnye fajta, novényi részek valaszado képességének vizsgalata,

egy magra visszavezetve

Statisztikai rutin: Fluggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 12
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 12

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: 2 napos (2)

Csoportositdé valtozd: nov resz

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag szords Minimum Maximum
1. Sziklev 4 3 0.0000 0.0000 0 0
2. Sziklev 2 3 0.0000 0.0000 0 0
3. Dekap.hip 3 0.117 0.0289 0.100 0.150
4. Hipokotil 3 0.0667 0.0289 0.0500 0.100

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(3; 8) = 1.069
— Levene-préba: F(3; 8) = 9.619**

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 23.167**
Hatédsvariancia = 0.0097, Hibavariancia = 0.0004
Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e = 0.947

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(3; 4) = Nem értelmezhetd
- James-prdba: U = Nem értelmezhetd
— Brown-Forsythe-préba: BF(3; 4) = 23.167**

Az dtlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 4, £ = 8):
T12= 0.00 T13= 9.90** Tl4= 5.66%* T23= 9.90** T24= 5.66%*
T34= 4.24+

Flggd valtozd: 4 napos (3)

Csoportosité vdltozd: nov resz

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag szords Minimum Maximum
1. Sziklev 4 3 4.111 0.419 3.667 4.500
2. Sziklev 2 3 4.133 0.551 3.600 4.700
3. Dekap.hip 3 0.450 0.100 0.350 0.550
4. Hipokotil 3 0.333 0.0764 0.250 0.400

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(3; 8) = 1.190
- Levene-préba: F(3; 8) = 2.304

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:

— Varianciaanalizis: F(3; 8) = 112.497*%*
Hatédsvariancia = 13.9241, Hibavariancia = 0.1238
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyltthatd): e = 0.988

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdérdshomogenitds:
— Welch-prdba: W(3; 4) = 91.975**
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— James-prdba: U = 367.952**

— Brown-Forsythe-préba: BF(3; 4) = 112.497*%*

Az atlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 4, £ = 8):
T12= 0.11 T13= 18.02*%* Tl4= 18.60** T23= 18.13** T24= 18.71**
T34= 0.57

Fliggd valtozd: 8 napos (4)

Csoportositd valtozd: nov resz

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag szdras Minimum Maximum
1. Sziklev 4 3 1.444 0.255 1.167 1.667
2. Sziklev 2 3 1.267 0.208 1.100 1.500
3. Dekap.hip 3 0.283 0.0764 0.200 0.350
4 Hipokotil 3 0.133 0.0577 0.100 0.200

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(3; 8) = 1.039
- Levene-préba: F(3; 8) = 2.727

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 45.797**
Hatédsvariancia = 1.3432, Hibavariancia = 0.0293
Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egyilitthatd): e = 0.972

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(3; 4) = 37.512*%*
- James-prdéba: U = 149.480**
— Brown-Forsythe-préba: BF (3; 4) = 45.797**

Az atlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 4, £ = 8):
T12= 1.80 T13= 11.74** Tl4= 13.26** T23= 9.95%*%* T24= 11.46**
T34= 1.52

Fliggd valtozd: 14 napos (5)

Csoportosité vdltozd: nov resz

A 4 napos hajtasokndl van szignifikans kiilonbség az egyes novényi részek regeneracids
képessége kozott. Az egyes és a kettes csoport (2 darabra vagott sziklevél és 4 darabra vagott
sziklevél) nem kiilonbozik szignifikdnsan egymastol 5%-os szignifikancia szinten a regeneralt
hajtdsok szamat illetben, viszont a 3-as és 4-es csoport (dekapitalt hipokotil és hipokotil

sziklevélhez kozeli része) ezektdl szignifikansan rosszabb hatékonysdgot mutat.
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9.3.4. Hoégolyé sargadinnye fajta novényi részek valaszadoé képességének vizsgalata, egy

magra visszavezetve

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 12
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 12

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Flggd valtozd: 2 napos (2)

Csoportosité vdltozd: nov resz

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag szbréds Minimum Maximum
1. Sziklev 4 3 0.0000 0.0000 0 0
2. Sziklev 2 3 0.0000 0.0000 0 0
3. Dekap.hip 3 0.0667 0.0289 0.0500 0.100
4. Hipokotil 3 0.0000 0.0000 0 0

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(3; 8) = 1.340
— Levene-préba: F(3; 8) = 12.060**

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitdst:

— Varianciaanalizis: F(3; 8) = 16.000**
Hatédsvariancia = 0.0033, Hibavariancia = 0.0002
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyiitthatd): e = 0.926

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdbérdshomogenitds:

- Welch-prdéba: W(3; 4) = Nem értelmezhetd
- James-prdba: U = Nem értelmezhetd
- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 2) = 16.000
Az adtlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k = 4, £ = 8):
T12= 0.00 T13= 8.00** T1l4= 0.00 T23= 8.00** T24= 0.00
T34= 8.00**
Fliggd valtozd: 4 napos (3)
Csoportositd valtozd: nov resz
Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szdras Minimum Maximum
1. Sziklev 4 3 3.944 0.918 3 4.833
2. Sziklev 2 3 3.567 0.252 3.300 3.800
3. Dekap.hip 3 0.317 0.0764 0.250 0.400
4 Hipokotil 3 0.133 0.0764 0.0500 0.200

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(3; 8) = 1.672
- Levene-préba: F(3; 8) = 3.354+

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 54.721**
Hatédsvariancia = 12.5530, Hibavariancia = 0.2294
Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e = 0.976

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:
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— Welch-prdba: W(3; 4) = 140.518**
— James-prdba: U = 559.593*%*

- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 2) = 54.721

Az atlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa (k = 4, £ = 8):
T12= 1.37 T13= 13.12** Tl4= 13.78** T23= 11.75** T24= 12.42*%*
T34= 0.66

Fliggd valtozd: 8 napos (4)

Csoportosité vdltozd: nov resz

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag szoréds Minimum Maximum
1 Sziklev 4 3 1.389 0.585 0.833 2
2. Sziklev 2 3 1.067 0.208 0.900 1.300
3. Dekap.hip 3 0.200 0.100 0.100 0.300
4 Hipokotil 3 0.0000 0.0000 0 0

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(3; 8) = 1.438
- Levene-préba: F(3; 8) = 3.661+

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitdast:

— Varianciaanalizis: F(3; 8) = 13.576**
Hatédsvariancia = 1.3438, Hibavariancia = 0.0990
Korreldcids hdnyados (nemlinedris korrel. egyitthatd): e = 0.914

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem sziikséges a szdbérdshomogenitds:
- Welch-prdéba: W(3; 4) = Nem értelmezhetd

- James-prdba: U = Nem értelmezhetd

- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 3) = 13.576%*

Az adtlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k = 4, £ = 8):
T1l2= 1.77 T13= 6.55*% Tl4= 7.65*% T23= 4.77* T24= 5.87*
T34= 1.10

Fliggd valtozd: 14 napos (5)

Csoportositdé valtozd: nov resz

A 4 napos hajtasokndl van szignifikdns kiilonbség az egyes novényi részek
regeneracids képessége kozott. Az egyes €s a kettes csoport (2 darabra vagott sziklevél és 4
darabra vagott sziklevél) nem kiilonbozik szignifikdnsan egymastdl 5%-os szignifikancia
szinten a regeneralt hajtasok szdmat illetéen egy magra nézve, viszont a 3-as és 4-es csoport

(dekapitalt hipokotil, és hipokotil) ezektdl szignifikdnsan rosszabb hatékonysdgot mutat.
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9.3.5. Hoégoly6 novekedésszabalyozé anyag optimalizacio

Statisztikai rutin: Kétszempontos flggetlen mintds varianciaanalizis

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma . . . . . . . 60
Ervényes esetek szdma . . . . . . . . 60

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

1. Csoportositd valtozd: BA
2. Csoportosité valtozd: IES

Fliggd valtozd: hajtas

Ervényes esetek szdma . . . . . 60

Mintadtlagok tédbldzata (hajtas)

BA '"IES' szerinti csoportok

csop 0 0.3 0.6 0.9 1.2 atlag
_______________________________________________________ R,
0.3 0.375 0.500 1.042 0.583 0.292 | 0.558
0.6 0.625 0.750 1.167 0.792 0.375 | 0.742
0.9 0.750 0.875 1.583 1.083 0.833 | 1.025
1.2 0.333 0.833 0.875 0.708 0.708 | 0.692
_______________________________________________________ [P,
atlag 0.521 0.740 1.167 0.792 0.552
Mintaszdérdsok tédbldzata (hajtas)

BA '"IES' szerinti csoportok

csop 0 0.3 0.6 0.9 1.2

0.3 0.125 0.250 0.191 0.144 0.144

0.6 0.217 0.250 0.191 0.191 0.250

0.9 0.331 0.250 0.315 0.315 0.260

1.2 0.144 0.191 0.250 0.361 0.520

Szérddas oka f Szbérdsnégyzet F

BA 3 0.579 8.52%%*
IES 4 0.801 11.79*%*
BA x IES 12 0.060 0.88
Hibatag 40 0.068

Robusztus kétszempontos VA (hajtas)

- Welch-prdéba a BA csoporthatds tesztelésére: F(3,16) = 8.719**

— Welch-prdéba az IES csoporthatds tesztelésére: F(4,14) = 11.648*%*
— Johansen-préba a BA x IES interakcid tesztelésére: J = 14.448

BA: A szintdtlagok Games-Howell-féle pdronkénti &sszehasonlitdsa
(elméleti szdrdsok klilénbdzhetnek, zdrdjelben a szabadsdgfokok):
T12(4,27)= 3.55+ T13(4,23)= 7.42** T14(4,22)= 1.98 T23(4,26)= 4.20%*
T24(4,25)= 0.70 T34(4,28)= 4.17~*

IES: A szintdtlagok Games-Howell-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa
(elméleti szdérdsok kiildnbdzhetnek, zadrdjelben a szabadsdgfokok):
T12(5,22)= 3.32 T13(5,22)= 9.68** T14(5,21)= 3.83+ T15(5,19)=
T23(5,22)= 6.18** T24(5,22)= 0.71 T25(5,20)= 2.29 T34(5,22)
T35(5,20)= 7.43** T45(5,21)= 2.79

0.39
5.09%

A Variancia analizisbdl lathat6, hogy mind a BA, mind az IES szignifikdnsan befolyésolja a
kifejlédott novények szamét, a 1%-os szignifikancia szinten is. A pdronkénti
0sszehasonlitdsbdl lathatd, hogy a BA esetén a 3-as csoport (BA=0.9 mg/l) szignifikansan
kiilonbozik a tobbi csoporttdl. Az IES csoportok koziil a 3-as csoport (IES=0.6 mg/l) mutat
szignifikdns eltérést a tobbi csoporttol.
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9.3.6. Hale’s best novekedésszabalyoz6 anyag optimalizacio

Statisztikai rutin: Kétszempontos flggetlen mintds varianciaanalizis

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma . . . . . . . 60
Ervényes esetek szdma . . . . . . . . 60

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

1. Csoportositd valtozd: BA
2. Csoportosité valtozd: IES

Fliggd valtozd: hajtas

Ervényes esetek szdma . . . . . 60

Mintadtlagok tédbldzata (hajtas)

BA '"IES' szerinti csoportok

csop 0 0.3 0.6 0.9 1.2 atlag
_______________________________________________________ [P,
0.3 0.250 0.500 0.667 0.833 0.500 | 0.550
0.6 0.500 0.917 1.333 2.000 1.083 | 1.167
0.9 0.417 0.750 1.083 1.583 0.750 | 0.917
1.2 0.417 0.667 0.917 1.333 0.667 | 0.800
_______________________________________________________ [P,
atlag 0.396 0.708 1.000 1.438 0.750
Mintaszdérdsok tédbldzata (hajtas)

BA '"IES' szerinti csoportok

csop 0 0.3 0.6 0.9 1.2

0.3 0.217 0.125 0.361 0.191 0.250

0.6 0.250 0.260 0.315 0.217 0.191

0.9 0.315 0.217 0.191 0.144 0.217

1.2 0.289 0.191 0.315 0.439 0.191

Szérddas oka f Szbérasnégyzet F

BA 3 0.985 15.13**
IES 4 1.811 27.82*%%
BA x IES 12 0.067 1.03
Hibatag 40 0.065

Robusztus kétszempontos VA (hajtas)

- Welch-préba a BA csoporthatds tesztelésére: F(3,17) = 15.085*%*

— Welch-prdéba az IES csoporthatds tesztelésére: F(4,16) = 22.237**
- Johansen-préba a BA x IES interakcid tesztelésére: J = 39.981+

BA: A szintdtlagok Games-Howell-féle pdronkénti &sszehasonlitdsa
(elméleti szdrdsok klilonbdzhetnek, zdrdjelben a szabadsdgfokok):
T12(4,28)= 9.72** T13(4,28)= 6.10** T14(4,27)= 3.56+ T23(4,28)= 4.08%*
T24(4,27)= 5.15** T34(4,26)= 1.71

IES: A szintdtlagok Games-Howell-féle pdronkénti Osszehasonlitdsa
(elméleti szdérdsok kiildnbdzhetnek, zadrdjelben a szabadsdgfokok):
T12(5,20)= 4.52%* T13(5,22)= 7.31** T14(5,22)= 13.30** T15(5,21)=
T23(5,19)= 3.92+ T24(5,20)= 10.49** T25(5,22)= 0.69 T34(5,22)=

T35(5,20)= 3.31 T45(5,21)= 9.73**

04*
2% *

5.
5.
A Variancia analizisbdl 1athatd, hogy mind a BA, mind az IES szignifikdnsan befolyasolja a
kifejlodott novények szamat, a 1%-os szignifikancia szinten is. A BA esetében a 2-es csoport
(BA=0.6 mg/l), IES esetében pedig a 4-es csoport (IES=0.9 mg/l) mutat szignifikdns eltérést a

tobbi csoporttdl. A BA esetében az 1-es csoport is szignifikans eltérést mutat (BA=0 mg/l).
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9.3.7. A patisszon novekedésszabalyozé anyag optimalizacios kisérletének értékelése

Fliggd valtozd: patiszon

Ervényes esetek szdma . . . . . 75

Mintadtlagok tdbldzata (patiszon)

BA 'IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9 atlag
0 0.667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.133
0.6 0.667 0.0000 0.667 0.333 0.667 | 0.467
0.8 1.000 1.000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.400
1 0.667 0.0000 0.333 0.333 0.333 | 0.333
1.2 0.0000 0.667 0.333 0.333 0.0000 | 0.267
atlag: 0.600 0.333 0.267 0.200 0.200
Mintaszdérdsok tdbldzata (patiszon)
BA '"IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9
0 0.577 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.6 0.577 0.0000 0.577 0.577 1.155
0.8 1.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1 0.577 0.0000 0.577 0.577 0.577
1.2 0.0000 0.577 0.577 0.577 0.0000

Varianciaanalizis Osszefoglald tédblédzata (sulyozatlan &tlagok mddszere)

Szérddas oka f Szbérédsnégyzet F
BA 4 0.247 1.03
IES 4 0.413 1.72
BA x IES 16 0.355 1.48
Hibatag 50 0.240

Robusztus kétszempontos VA (patiszon)

- Welch-prdéba a BA csoporthatds tesztelésére: F(4,9) = 1.369

— Welch-prdéba az IES csoporthatds tesztelésére: F(4,10) = 1.019

- Johansen-préba a BA x IES interakcid tesztelésére: J = Nem értelmes
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9.3.8. A cukkini novekedésszabalyozé anyag optimalizacios kisérletének értékelése

Statisztikail rutin: Kétszempontos flggetlen mintds varianciaanalizis

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma . . . . . . . 75
Ervényes esetek szdma . . . . . . . . 75

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

1. Csoportositd valtozd: BA
2. Csoportositd valtozd: IES

Mintaelemszdmok tdbldzata

BA '"IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9 Ossz.
0 3 3 3 3 3 | 15
0.6 3 3 3 3 3 | 15
0.8 3 3 3 3 3 | 15
1 3 3 3 3 3 | 15
1.2 3 3 3 3 3 | 15
Ossz. 15 15 15 15 15 75
Fliggd valtozd: hajtas
Ervényes esetek szdma . . . . . 75
Mintadtlagok tédbldzata (hajtas)
BA 'IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9 atlag
0 0.222 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0444
0.6 0.222 0.0000 0.222 0.111 0.222 | 0.156
0.8 0.333 0.333 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.133
1 0.222 0.0000 0.111 0.111 0.111 | 0.111
1.2 0.0000 0.222 0.111 0.222 0.0000 | 0.111
atlag: 0.200 0.111 0.0889 0.0889 0.0667
Mintaszdérdsok tdbldzata (hajtas)
BA 'IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9
0 0.192 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.6 0.192 0.0000 0.192 0.192 0.385
0.8 0.333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1 0.192 0.0000 0.192 0.192 0.192
1.2 0.0000 0.192 0.192 0.192 0.0000

Varianciaanalizis Osszefoglald tédblédzata (sulyozatlan &tlagok mddszere)

Szérddas oka f Szdérédsnégyzet F
BA 4 0.026 0.97
IES 4 0.041 1.53
BA x IES 16 0.044 1.63+
Hibatag 50 0.027

Robusztus kétszempontos VA (hajtas)

- Welch-prdéba a BA csoporthatds tesztelésére: F(4,9) = 1.470

— Welch-prdba az IES csoporthatds tesztelésére: F(4,10) = 0.848

- Johansen-préba a BA x IES interakcid tesztelésére: J = Nem értelmes
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9.3.9. A siit6tok novekedésszabalyozé anyag optimalizacios Kisérletének értékelése

Statisztikai rutin: Kétszempontos fi

ggetlen mintds varianciaanalizis

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szdma
Ervényes esetek szdma

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05

1. Csoportositd valtozd: BA
2. Csoportositd valtozd: IES

Mintaelemszdmok tdbldzata

75
75

**: p < 0.01

BA '"IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9 Ossz
0 3 3 3 3 3| 15
0.6 3 3 3 3 3 | 15
0.8 3 3 3 3 3 | 15
1 3 3 3 3 3 | 15
1.2 3 3 3 3 3 | 15
Ossz. 15 15 15 15 15 75
Fliggd valtozd: hajtas
Ervényes esetek szdma 75
Mintadtlagok tédbldzata (hajtas)
BA 'IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9 atlag
0 0.0000 0.111 0.0000 0.111 0.111 | 0.0667
0.6 0.333 0.111 0.222 0.333 0.111 | 0.222
0.8 0.333 0.333 0.222 0.444 0.222 | 0.311
1 0.222 0.556 0.333 0.333 0.444 | 0.378
1.2 0.222 0.222 0.333 0.111 0.222 | 0.222
atlag: 0.222 0.267 0.222 0.267 0.222
Mintaszdérdsok tdbldzata (hajtas)
BA 'IES' szerinti csoportok
csop. 0 0.1 0.3 0.6 0.9
0 0.0000 0.192 0.0000 0.192 0.192
0.6 0.0000 0.192 0.192 0.0000 0.192
0.8 0.333 0.333 0.192 0.192 0.192
1 0.192 0.192 0.0000 0.333 0.509
1.2 0.192 0.192 0.333 0.192 0.192

Varianciaanalizis Osszefoglald tdblézata

Szoérddas oka f
BA 4
IES 4
BA x IES 16
Hibatag 50

Robusztus kétszempontos VA (hajtas)
- Welch-préba a BA csoporthatds tes

— Welch-prdéba az IES csoporthatds tesztelésére:

- Johansen-préba a BA x IES interak

BA: A szintdtlagok Games-Howell-féle
(elméleti szdbérasok kiildonbdzhetnek,
T12(5,28)= 4.04+ T13(5,22)= 4.49
T23(5,22)= 1.63 T24(5,21)= 2.56
T35(5,28)= 1.41 T45(5,26)= 2.27

Szbérédsnégyzet F
0.205 4.07**
0.009 0.18
0.033 0.65
0.050

ztelésére:

F(4,15) = 4.531~*
F(4,13) = 0.165
cié tesztelésére: J =

paronkénti Osszehasonlitdsa

zdrbjelben a szabadsdgfokok):

* T14(5,21)= 5.11%* T15(5,24)
T25(5,24)= 0.00 T34(5,27)

Nem értelmes

(sulyozatlan dtlagok médszere)

3.
0.

1
9

3
3

139



9.3.10. Agar és phytagel bazisa taptalajok osszehasonlitasa regeneracio esetén

Hogoly6 regeneraciéo agar ill. phytagel 0Osszehasonlitasa gyokeres regeneransok
felneveléséhez sziikséges idotartam alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szdma.
Ervényes esetek szama.

10
10

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggl valtozd: napok szédma (2)

Csoportositd valtozd: tdptalaj

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag szdras Minimum Maximum
1. Agar 5 89.80 1.789 88 92
2 Phytagel 5 77.80 3.899 71 81

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(l; 8) = 0.889
- Levene-préba: F(1l; 8) = 1.249

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitast:
- Kétmintds t-prdba: t(8) = 6.255**

Robusztus eljdrds, amelynél nem szikséges a szdrdshomogenitds:
- Welch-féle d-prdba: d(6) = 6.255**

95%-o0s konfidencia-intervallum a két elméleti atlag ml-m2 kiilénbségére
- a kétmintéds t-prdba alapjén: C(0.95) = (7.58, 16.42)
- a Welch-féle d-prdéba alapjan: C(0.95) = (7.30, 16.70)

A két mintds t-préba és a Welch-féle prdba is szignifikdnsan eltérOnek mutatja az agar és a

phytagel taptalajt.

Hogolyo regeneraciéo agar phytagel osszehasonlitas gyokeres regeneransok szama

alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszdma = 1

Beolvasott esetek szdma.
Ervényes esetek szdma.
Jeldlés: +:

p < 0.10 *: p < 0.05

Flggd valtozd: gydkeres regenerdcid

Csoportositd valtozd: tdptalaj

Csoport Ervényes

12
12

**: p < 0.01

(2)



Index Név esetek atlag szoréds Minimum Maximum

1. Agar 6 53.67 7.763 42 62
2. Phytagel 6 41.67 11.67 29 56

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(l; 10) = 2.505
- Levene-préba: F(1; 10) = 2.861

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitdst:

- Kétmintds t-prdba: t(10) = 2.097+

Robusztus eljdrds, amelynél nem szikséges a szdérdshomogenitds:
— Welch-féle d-prdba: d(9) = 2.097+

95%-o0s konfidencia-intervallum a két elméleti atlag ml-m2 kiilénbségére
- a kétmintds t-prdéba alapjan: C(0.95) = (-0.75, 24.75)
- a Welch-féle d-prdéba alapjan: C(0.95) = (-0.95, 24.95)

A kétféle taptalaj (agar, phytagel) nem mutat eltérést 5%-os szignifikancia szinten a gyokeres

regeneransok szamat tekintve a H6goly6 regeneracios kisérletben.
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9.3.11. A friss és tarolt magokkal végzett Kisérlet értékelése

1. elemzés
Statisztikail rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 25
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 24

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (3)

Csoportositd valtozd: eredet

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag széras Minimum Maximum
1 régi 12 16.08 7.128 5 25
2 uj 12 22.50 19.14 5 63
Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(1l; 22) = 4.512*
- Levene-préba: F(1l; 22) = 11.055**

Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitast:
- Kétmintds t-prdba: t(22) = -1.088

Robusztus eljdrds, amelynél nem szikséges a szdrdshomogenitds:

- Welch-féle d-prdba: d(14) = -1.088

95%-o0s konfidencia-intervallum a két elméleti atlag ml-m2 kiilénbségére
- a kétmintéds t-prdba alapjén: C(0.95) = (-18.64, 5.81)
- a Welch-féle d-prdéba alapjan: C(0.95) = (-19.06, 6.23)

2. elemzés

Elemzés sorszama = 2
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 25
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 24

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (3)

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag széras Minimum Maximum
1. 0,5 8 6.750 1.488 5 9
2. 1 8 18.50 4.690 12 25
3. 2 8 32.63 16.83 17 63
Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(2; 21) = 4.584%*
- Levene-préba: F(2; 21) = 13.290**

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(2; 21) = 13.107**
Hatédsvariancia = 1342.7917, Hibavariancia = 102.4464
Korreldcidés hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e = 0.745

Robusztus eljadrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(2; 10) = 29.514**
— James-prdba: U = 62.870**
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— Brown-Forsythe-préba: BF(2; 8) = 13.107**

Atlagok Games-Howell-féle pdronkénti Gsszehasonlitésa

(elméleti szdrdsok klilénbdzhetnek, zdrdjelben a szabadsdgfokok):

T12(3; 8)= 9.55** T13(3; 7)= 6.13** T23(3; 8)= 3.23

elemzés

Elemzés sorszdma = 3

Feltételes csoportok definicidja

csop./eredet Kod Név
1 0 régi
2 1 uj

Csoportindex: 1. Csoportnév: régi

Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 25
Feltételes csoport elemszdma . . . . . 12
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 12

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (3)

Csoportositd valtozd: agar

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag széras Minimum Maximum
1. 0,5 4 7.000 1.826 5 9
2. 1 4 22.25 2.500 19 25
3. 2 4 19.00 2.160 17 22

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(2; 9) = 0.199
— Levene-préba: F(2; 9) = 0.060

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése

Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:

- Varianciaanalizis: F(2; 9) = 54.333**
Hatédsvariancia = 258.0833, Hibavariancia = 4.7500

Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e =

0.961

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

- Welch-prdba: W(2; 6) = 55.387*%*
- James-prdéba: U = 123.285*%%*
- Brown-Forsythe-prdéba: BF (2; 8) = 54.333**

Atlagok Tukey-Kramer-féle pdronkénti &sszehasonlitdsa (k

Tl2= 13.99** T13= 11.01** T23= 2.98

elemzés

Csoportindex: 2. Csoportnév: uj

Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 25
Feltételes csoport elemszdma . . . . . 12
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 12

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (3)

Csoportositd valtozd: agar

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag szbrds Minimum

Maximum

143



1. 0,5 4 6.500 1.291
2. 1 4 14.75 2.754
3. 2 4 46.25 12.69

5 8
12 18
35 63

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba: F(2; 9) 2.563
- Levene-préba: F(2; 9) = 7.606%*

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése

Hagyoményos eljarés,
- Varianciaanalizis: F(2; 9) =
Hatédsvariancia = 1760.2500,

Korreldcids hédnyados (nemlinedr

31

Robusztus eljarédsok,

- Welch-prdba: W(2; 5) = 28.710**
— James-prdba: U = 65.520**
- Brown-Forsythe-préba: BF(2; 3)

Atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k =

Tl2= 2.19 T13= 10.56** T23

5. elemzés

Hibavariancia =

.033**

is korrel.

= 31.033*x*

= 8.36%*

amely feltételezi a szdérdshomogenitdst:

56.7222
egylitthatd): e =

0.935

amelyeknél nem sziikséges a szdérdshomogenitds:

Statisztikai rutin: Kétszempontos filggetlen mintds varianciaanalizis

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szdama 25
Ervényes esetek szdama 24
Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01
1. Csoportosité valtozd: eredet
2. Csoportositd valtozd: agar
Mintaelemszamok tdblazata
eredet 'agar' szerinti csoportok
csop 0,5 1 2 Ossz
__________________________________ [P
régi 4 4 4 | 12
uj 4 4 4 | 12
Ossz. 8 8 8 24
Fliggd valtozd: novdb
Ervényes esetek szdma . . . . . 24
Mintadtlagok tédbldzata (novdb)
eredet 'agar' szerinti csoportok
csop. 0,5 1 2 atlag
_____________________________________ N,
régi 7.000 22.25 19.00 | 16.08
aj 6.500 14.75 46.25 | 22.50
_____________________________________ [
atlag 6.750 18.50 32.63
Mintaszdrasok tdbldzata (novdb)
eredet 'agar' szerinti csoportok
csop. 0,5 1 2
régi 1.826 2.500 2.160
aj 1.291 2.754 12.69
Varianciaanalizis Osszefoglald tédblédzata (sulyozatlan &tlagok mddszere)
Szérddas oka f Szbérdsnégyzet F
eredet 1 247.042 8.04%
agar 2 1342.792 43.69%**
eredet x agar 2 675.542 21.98**
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Hibatag

18 30.736

Robusztus kétszempontos VA (novdb)

— Welch-prdba az eredet csoporthatds tesztelésére: F(1,4) = 8.038*

— Welch-prdba az agar csoporthatds tesztelésére: F(2,7) = 75.420%%*

— Johansen-prdba az eredet x agar interakcid tesztelésére: J = 63.859*%*
agar: A szintdtlagok Games—-Howell-féle pdronkénti Osszehasonlitédsa

(elméleti szdérdsok kiilénbdzhetnek,

zaréjelben a szabadsdgfokok):
T12(3,11)= 15.32**

T13(3,7)= 11.21** T23(3,8)= 5.97**
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9.3.12. A Muskotaly fajtaval végzett taptalaj kisérlet értékelése (MD11-16)

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 36
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 36

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (2)

Csoportositéd vdltozd: eredet

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag széras Minimum Maximum
1. MD11 5 11.00 8.155 5 25
2. MD12 5 13.80 3.962 8 19
3. MD13 14 61.71 22.71 31 98
4. MD14 4 3.250 1.258 2 5
5. MD15 4 3.500 1.291 2 5
6. MD16 4 9.500 3.697 5 14

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdba (Welch-féle): F(5; 11) = 3.780%*
- Levene-proéba (Welch-féle): F(5; 11) = 8.200**

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(5; 30) = 20.781**
Hatédsvariancia = 4906.0686, Hibavariancia = 236.0802
Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egylitthatd): e = 0.881

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(5; 11) = 21.458**
- James-prdba: U = 133.122**
— Brown-Forsythe-préba: BF(5; 19) = 61.186*%*

Atlagok Games-Howell-féle paronkénti Gsszehasonlitésa
(elméleti szdérdsok kiildnbdzhetnek, zadrdjelben a szabadsdgfokok):

Tl2(6; 6)= 0.98 T13(6; 17)= 10.13** T14(6; 4)= 2.96 T15(6; 4)= 2.86
Tl6(6; 6)= 0.52 T23(6; 15)= 10.72** T24(6; 5)= 7.93* T25(6; 5)= 7.72*
T26(6; 7)= 2.37 T34(6; 13)= 13.55%* T35(6; 13)= 13.49** T36(6; 15)= 11.64**
T45(6; 6)= 0.39 T46(6; 4)= 4.53 T56(6; 4)= 4.33
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9.3.13. A Hoégolyo fajtaval végzett taptalaj kisérlet értékelése (MD11-16)

Statisztikai rutin:

Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitédsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 33
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 33

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (2)

Csoportositéd vdltozd: eredet

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag széras Minimum Maximum
1. MD11 6 10.83 2.229 8 14
2. MD12 6 16.83 5.382 11 24
3. MD13 9 35.67 9.233 21 50
4. MD14 4 4.500 2.646 2 8
5. MD15 4 2.750 0.957 2 4
6. MD16 4 10.75 3.594 8 16

Elméleti szdérdsok

- O'Brien-prdba

— Levene-préba

egyenldéségének tesztelése
(Welch-féle): F(5; 10) = 3.249+
(Welch-féle): F(5; 11) = 6.033**

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:
- Varianciaanalizis: F(5; 27) = 29.285*%*
Hatédsvariancia = 991.5424, Hibavariancia = 33.8580
Korreldcids hédnyados (nemlinedris korrel. egyilitthatd): e = 0.919

Robusztus eljdrdsok, amelyeknél nem szikséges a szdédrdshomogenitds:

— Welch-prdba: W(5; 11) = 31.984**
- James-prdba: U = 198.991**
— Brown-Forsythe-préba: BF(5; 18) = 45.874*%*

Atlagok Tukey-Kramer—féle paronkénti Osszehasonlitdsa (k = 6, £ = 27):
T12= 2.53 T13= 11.45%% Tl4= 2.38 T15= 3.04 Tl6= 0.03
T23= 8.68%** T24= 4.64%* T25= 5.30%* T26= 2.29 T34= 12.61**
T35= 13.31** T36= 10.08*~* T45= 0.60 T46= 2.15 T56= 2.75

A 3-as taptalaj (MD13) 1%-os

Tukey-Kramer-féle paronkénti

szignifikancia szinten kiilonb6zott az dsszes tobbi taptalajtol a

Osszehasonitas szerint.
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9.3.14. Az Eziistananasz fajtaval végzett taptalaj Kisérlet értékelése (MD11 és MD13)

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1
Beolvasott esetek szdma. . . . . . . . 8
Ervényes esetek szdma. . . . . . . . . 8

Jeldlés: +: p < 0.10 *: p < 0.05 **: p < 0.01

Fliggd valtozd: novdb (2)

Csoportositéd vdltozd: Eredet

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag széras Minimum Maximum
1 MD11 4 15.25 4.787 10 21
2 MD13 4 36.00 5.944 28 41

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(l; 6) = 0.232
- Levene-préba: F(1l; 6) = 0.180

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése
Hagyomédnyos eljdrds, amely feltételezi a szdrdshomogenitdst:

- Kétmintds t-préba: t(6) = -5.438%*%*

Robusztus eljdrds, amelynél nem szilkséges a szdrdshomogenitds:
— Welch-féle d-prdba: d(6) = -5.438**

95%-0s konfidencia-intervallum a két elméleti &tlag ml-m2 kiildnbségére
- a kétmintds t-prdéba alapjan: C(0.95) = (-30.09, -11.41)
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (-30.09, -11.41)

A két taptalajon kapott eredmény (MD11 és MD13) 1%-os szignifikancia szinten kiilénbozik

egymastol kétmintds-t proba és a Welch-féle proba alapjan.
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9.3.15. Agar és phytagel tartalmi taptalajok osszehasonlitasa transzformacio esetén

Hogoly6 transzformacié agar ill. phytagel Osszehasonlitasa gyokeres regeneransok

felneveléséhez sziikséges idotartam alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szdma.
Ervényes esetek szdama.
Jeldlés: +:

p < 0.10 *: p < 0.05

Fliggd valtozd: napok sz (2)

Csoportositd valtozd: tdptalaj

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag
1. Agar 5 118.60
2 Phytagel 5 107.60

10
10

**: p < 0.01

szdrds Minimum Maximum
3.507 115 124
1.673 105 109

Elméleti szdérdsok egyenldségének tesztelése

- O'Brien-prdéba: F(l; 8) = 1.464
- Levene-préba: F(1l; 8) = 2.726

Elméleti dtlagok egyenléségének tesztelése

Hagyomdnyos eljéardés,

Robusztus eljéarés,

amely feltételezi a szdrashomogenitdast:
- Kétmintds t-prdba: t(8) = 6.330**

amelynél nem sziikséges a szdérdshomogenitds:

— Welch-féle d-prdba: d(6) = 6.330**

95%-0s konfidencia-intervallum a két elméleti &dtlag ml-m2 kiildnbségére

- a kétmintds t-prdéba alapjan: C(0.95) = (6.99,
C(0.95) = (6.75,

- a Welch-féle d-préba alapjan:

15.01)
15.25)

A kétmintés t-préba és a Welch-féle préoba is szignifikdnsan eltérének mutatja az agar és a

phytagel tiptalajt a novények felneveléséhez sziikséges idétartam szerint.

Hogoly6 transzformacié agar ill. phytagel Osszehasonlitasa gyokeres regeneransok

szama alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintdk egyszempontos Osszehasonlitdsa

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szama.
Ervényes esetek szdama.
Jeldlés: +:

p < 0.10 *: p < 0.05

Fliggd valtozd: gyok reg (2)

Csoportosité vadltozd: taptalaj

Ervényes
esetek

Csoport
Index Név

12
12

**: p < 0.01

szdras Minimum Maximum
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o

1. Agar 5.167 1.722 3 7
2. Phytagel 6 7.167 1.472 5 9

Elméleti szdrdsok egyenldségének tesztelése
- O'Brien-prdéba: F(l; 10) = 0.367
- Levene-préba: F(1; 10) = 0.833
Elméleti dtlagok egyenldségének tesztelése
Hagyomdnyos eljards, amely feltételezi a szdrashomogenitdst:
- Kétmintds t-prdba: t(10) = -2.162+

Robusztus eljdrds, amelynél nem szikséges a szdrdshomogenitds:
— Welch-féle d-prdba: d(10) = -2.162+

95%-o0s konfidencia-intervallum a két elméleti atlag ml-m2 kiilénbségére
- a kétmintéds t-prdba alapjén: C(0.95) = (-4.060, 0.060)
- a Welch-féle d-prdéba alapjan: C(0.95) = (-4.060, 0.060)
A kétféle tiptalaj (agar, phytagel) nem mutat eltérést S%-os szignifikancia szinten a gyokeres

regeneransok szamat tekintve a Hogoly6 transzformacids kisérletben a kétmintds-t préba és a

Welch-féle préba alapjan.
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No6vényi Biokémia Tanszék oktatdsi és kutatdsi munkdiba. Emellet haldval tartozom a tanszék
volt, illetve jelenlegi munkatdrsainak, akik munkdjukkal és otleteikkel sokszor és sokat
segitettek.

Kiilon koszonetemet fejezem ki Dr. Ferenczy Antalnak és Kiss Olivérnek, akik a
statisztikai adatok kiértékelésében nytjtottak segitséget.

Dolgozatomat a csaliddomnak ajanlom, mellyel szeretném kifejezni hdldmat az éltaluk

nyujtott szeretetért, timogatasért és Osztonzésért, amely nélkiil nem johetett volna létre a

dolgozat.
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