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ABS
ACC
AT1, AT2

AVG
BA (BAP)
BAR
B5
CMV
DDV
DHFR
2,4-D
GA3
GUS
HAL1
IES
IVS
2-iP
PEG
KIN
MS
n.a.

N

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

1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

abszcizinsav
aminociklopropan-1-karboxil sav, aminociklopéopkarboxilat oxidaz (-gén)
Uborka peronoszporavatgeudoperonospora cubensizemben rezisztens
vad tipusu sargadinnye vonalbdl (Pl 124111F) irokdisztencia gének
aminoetoxivinilglicin
benziladenin (-benzilaminopurin)
glufozinat herbicidekkel szembeni tolerancikbod gén
Gamborg et al. (1968)
Uborka mozaik virus (Cucumber mosaic virus)
kétszer desztillalt viz
dihidrofolat reduktaz
2,4-dikl6rfenoxiecetsav
gibberellin A3
3-glukuronidéaz (-gén)
Sot rés gén (éleszb | izolalt)
indolecetsav
indolvajsav
2-izopentenil-adenozin
polietilénglikol
kinetin
Murashige és Skoog altal leirt taptalaj (Murgshand Skoog, 1962)
Nem all rendelkezésre adat
Nitsch &ltal leirt tAptalaj (Nitsch 1951)
Chu és munkatarsai altal leirt thptalaj (Chale1975)
-naftilecetsav
nopalin szintaz (-gén)
neomicin-foszfotranszferaz (-gén)
polimeraz-lancreakcio (Polymerase Chain Reactio
Tk mozaik virus (Squash mosaic virus)
2,4,5-triklor-fenoxi-ecetsav

thidiazuron
Szérazsages gén (éleszb | izolalt)
Gorogdinnye mozaik virus (Watermelon mosaiaws)r
zeatin
Cukkini sarga mozaik virus (Zucchini yellow seic virus)



2. BEVEZETES ES CELKIT ZESEK

A kabakos zoldségnovények vadon vagy termesztetozaiban 6t foldrészen
elterjedtek. Termesztésbeli jeleségiket kivalé étrendi hatasuknak, sokré&lhasznalasi
lehet ségiknek kdszonhetik. A termedzt és fogyasztok igényeinek kielégitéséhez, a
folyamatosan valtozo termesztési technoldgiak ledgggeinek kiakndzdséhoz egyre Ujabb
fajtdkra van szikség, ugyanakkor cél a kivalé reég és a taplalkozasi érték emelése. Az
igényesebb és miségi taplalkozas fejlésével az egészségvétatasok és a miségi
tulajdonsagok fokozatosan felértékahek.

A sargadinnye nemesitése hazankban évszazados tekitnt vissza. A magyar fajtak
— régi tjfajtdk, nemesitett konstans- és hibrjthka— értékes génallomannyal, j6 miggi
tulajdonsagokkal rendelkeznek (példaul: sajatok, iegészségvédnatas). igy példaul a régi
tajfajtabol szelektalt Muskotaly sargadinnyefajtajrés epebetegek szamara is fogyaszthato.
A régi fajtdk azonban a betegség-ellenallosag ékaliisag hianya, valamint az (j
termesztéstechnoldgiai szempontok (Nagy, 2005)trkiazorultak a piacrdl. Fenntartasuk
nagyrészt génbankokban folyik (Szamosi, 2005). Magésik és piacra juttatdsuk esélyének
egyik lehetsége a hidnyz6 fontos jellegek potlasa genetikaistzformacioval. Ez annél is
inkdbb jarhaté at, mivel a miségi tulajdonsdgok (omléssdg, aroma anyagok, iz és
zamatanyagok jelenléte) multigénes jellegik miagthazebben mdbdosithatok, mint a
pultélliésag vagy a rezisztenciédk jelentésze.

A gyakorlati céllal végzett genetikai transzforn@@ckisérletek tébbsége rezisztencia
tulajdonsagok kialakitasara iranyul. Ellenéllésagtkithatunk ki a legfontosabb névényi
kartev kkel és korokozokkal (patogén virusok, baktériumgimbak, rovarok), kdrnyezeti
stressz tényekkel (szarazsag- és so, hideg, nehézfém és alakinessz), illetve gyomirtd
szerekkel szemben. A sérgadinnye esetében mailitttak uborkamozaik virussal- és
Cukkini sarga mozaik virussal szemben ellenalltikajt, melyek a virusok kdpenyfehérjéit
termelik. Fontos nemesitési cél a sargadinnye és kabhakosok esetében is a nsiég, a
pultéllésag, a cukortartalom, javitasa tovabbag&seségvédantioxidans kapacitds emelése,
valamint a sO és szarazsagt fokozasa. A pultéllésag fokozasarol (az etdamezis sikeres
géatlasan keresztil), valamint a s6- és a szarazéégtokozasardl is jelent meg kdzlemény.
Tovabbi cél lehet még a ndvényi anyagcsere termékedgvaltoztatdsa, mely soran
élelmiszer-, illetve gyogyszeripari célbdl terméietiink a ndvényekkel szdmos alapanyagot

(példaul: esszenciélis aminosavak, névényi olagaknhidratok, vakcinak)



A génbeviteli eljarasok altaldban egy hatékamyitro ndvényregeneracioés rendszerre
épllnek. Azin vitro névényregeneracié embriogenezisen vagy organogemekeresztil
valésulhat meg (Dudits és Heszky 2000). A sargadinesetében eddig tobb esetben is
beszamoltak mind direkt, mind kalluszon keresziitéin organogenezis vagy embriogenezis
Gtjan tortén novényregeneraciordl és transzformaciordl, illetvanszgénikus ndvények
el allitasardl is, elssorban kilféldi fajtak esetében (Fang és Grume®01lBordas et al.,
1997, Curuk et al., 2005). Ezek a modszerek azomieam elég hatékonyak (Atares et al.,
2004). Az eddigi eredmények egyértekn a genotipus- és kdrnyezet-fliggget bizonyitjak,
vagyis, hogy egy sikeres modszer egy masik germtipsetében, vagy egy masik
laboratériumban nem ad kielégigredményt (Curuk et al., 2005). Ezért a genotipuseitro
valaszadd képesseégének tesztelése valamennyi genetetében felértekdbtt.

Az in vitro tenyésztési munka kezdetén célszerdltozatos, széles genetikai
spektrumbdl kivalogatni a legmegfelbben reagéld genotipusokat, tesztelve a rendeliezés
allé nemesitési vonalakat, térzseket, illetve a kiatermesztésben levajtakat. Ugyanakkor
a hatékony regeneracios eljaras megtalalasa miapé&ijta esetében egy 0j kihivas, mivel
annak ellenére, hogy bizonyos A&ltalanos elvek é&esithetk, a mddszer minden egyes
Iépését az adott fajtara ki kell dolgozni, annadnigeihez hozza kell illeszteni. Ez a probléma
mar a kiindulasi anyag homogenitadséatol és allapbtézd dik. Egy kidolgozott és bevalt
magfert tlenitési eljaras nem biztos, hogy egy masik itafgjl kielégit eredményt hoz. A
magtételek és évjaratok is eltéréseket okozhatndkéalet eredményeiben. A régi fajtak — a
szabadbeporzasu konstans kulféldi fajtdkon végzetgalatok alapjan tudhaté — nagyon
jelent s fajtan beluli variabilitassal rendelkezhetnek.éiEzitt az empirikus bizonyitas
elengedhetetlen. Nem épithetiink egyetlen kiséédetst sem egy elvre, vagy egy masik
fajtan kapott eredményre, hanem kizarolag az ddgtin bizonyitott eredményekre. igy a
magyar fajtékin vitro regeneracids rendszerének kidolgozasanél valameazipa johet
Iépés vizsgalat targyat képezheti.

A genetikailag modositott ndvényfajtakkal szembédtbavélemény jelens részének
fenntartasai vannak. Mar az elkisérletek idején felvetdtt, hogy ezen noévények
termesztésének esetleg kornyezeti, Okoldgiai katkazehet. Ezért szerte a vilagon a
transzgénikus novények laboratériumon Kkivili termteset és vizsgélatat szigord
engedélyezési eljarasok elk meg. Hivatalosan 1994-ben jelent meg az élanszgénikus
novényfajta, a szabalyozott érgsaradicsom, az amerikai vaetagpiacon. Az egyre nagyobb
mértékben végzett szabadfoldi kisérletek azt jeladgy az elkbvetkezendtvekben szamos

mas genetikailag modositott ndvényfajta fog megjele megnyitva igy egy Uj fejezetet a

9



névénynemesités tobb évezredes torténetében.felgbanatot gyorsitjdk az emberi egészség
védelmét és a korszetiplalkozast segitmdodositasok, illetve az ilyen fajtak éllitasa.

A transzgénikus novények dllitdsa tobb ndvényfaj esetében mar fontos neésesit
modszerré valt, mig mas fajoknal azza vélhat a lkibzeben. Ezért a Budapesti Corvinus
Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszékénnadt adéhany évben fokozatosan
megteremtették a transzgénikus novényeldlbtasanak feltételeit. Az G4j modszerek minél
gyorsabb meghonositasa, alkalmazasa és tovabktégesérdekében szoros kapcsolatokat
alakitottak ki az ezen a téren élen jaré kutatamtigkkel, valamint azon kilféldi és hazai
vallalatokkal, melyek a magyar fajtak piacra kesélgéen érdekeltek lehetnek, és az elvégzett

kutatasok eredményeinek értékesulését segithetik.

Munkank soran elglleges célunk volt, a magyar és hazénkban terntesit#oldi
sargadinnye fajtak, valamint néhany més kabakokk{niy patisszon, sutok) fajtain vitro
regenerécios valaszadd képességenek teszteléseye illa kivalasztott genotipusokra
megfelel in vitro regeneracidos modszer kidolgozasa. Cél volt ahdgy ez a kidolgozott
szdvettenyésztési és ndvény regeneracios rendszehatékony legyen, egyrészt iazvitro
noévénynevelési mikroszaporitdsi célokra, masrésatgfetel alapot nydjtson egy
transzformécios protokoll kidolgozadsdhoz, amellylgan hasznos géneket juttathatunk be a
j6l regeneralédd fajtdkba, melyek hatasa példaulherbicid rezisztencia vagy a
virusrezisztencia. Egy ilyen hatékony rendszer Igoihsanal a fajtak valaszado

képességenek eltérései miatt tobb fajtaval kivanalindulni.

A fenti célok érdekében a kovetkefeladatokat kellett elvégeznlnk:

1. Ki kellett kidolgozni a megfelel magfert tlenitési eljarast.

2. A kilenc sargadinnye fajta és harom tokféle valdéz&épességét tesztelve
kilonboz szilard taptalajokon kivantuk kivalasztani az &tkas valaszadd
fajtakat tovabbi kisérletekhez. Folyadékkultiralegy ismert taptalajon kivantuk
a fajtdkat valaszadd képesség szerint rangsorolni.

3. A rendszerlinkben legjobb valaszadonak mutatkozdkdelhasznalasaval meg
kellett hatarozni az egyes novényi részek (sziklele®él, hipokotil, dekapitélt
hipokotil) valaszado6 képességét szilard taptalajon.

4. A megfelel valaszad6 fajtdk és novényi rész kivalasztasa uémzletesen
kivantuk elemezni a névekedésszabalyoz6 anyagdisdiah regeneraciora, €s egy

optimalizacios kisérlet révén megtalalni egy megjfehuxin-citokinin aranyt, az
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explantatumokbdl térténorganogenezis vagy embriogenezis indukalasérargzil
valamint folyékony taptalajon.

5. Meg kivantuk hatérozni az indukcio idejének szukségosszat szilard taptalajon
és folyadékkulturaban

6. Elemezni kivantuk a szilarditdo kozegek (agar édqdsl) hatasat a regeneraciéra
valamint a regeneralt és felnevelt hajtasok szamara

7. Folyadékkultirdban meg akartuk hatarozni a tengédzifilonb6z paramétereinek
— igy a kilonbodz alkalmazott vitaminoknak, a szénforrdsoknak (saeth
glikoz, maltéz), a pH-nak a hatasat az embriogeriedukciora.

8. A folyadékkultiras tenyészetek esetében a tenyd@szeditasdhoz felhasznalt
magok (fiatal és régebben tarolt magok felhaszaaly életkoranak hatasat
megallapitani a szomatikus embriogenezisre.

9. A tenyésztés soran alkalmazott indukcios taptal@sla szilard tovabbtenyészt
taptalajok, passzélasok Osszetételének és a tedygédejének meghatdrozasat a
hajtasok felnevelése érdekében.

10.Végs feladatunk volt hatékony indukcids és nodvényregeriés rendszerek és

protokollok felallitAsa mind szilard taptalajon,ndifolyadékkultdraban.

Ehhez mind a genotipusok, mind a regeneraciéstdtdte komplex vizsgalatara
szilkség volt. Munkdnk sordn nem az organogenetisad embriogenezis élettani
vizsgalatara, hanem egy biotechnoldgiailag alkalmatz eljards hatékonysaganak novelésére
kivantuk fektetni a hangsulyt. Kilondsen fontost wadmunkra, hogy a kifejlesztett modszer
nagy hatékonysagu és jol ismételhietgyen.

Mivel ismert, hogy a regeneracios rendszerek hatgddga a transzformacios
eljardsok soran jelenten csokken — szamos faktor, slerban azAgrobacteriunos fert zés
és az alkalmazott szelekcids agensek miatt — eqyfeted regeneracios rendszer birtokaban
meg akartuk &llapitani a kidolgozott rendszer hatgkagéat a transzformaciés rendszerben,

és lehetleg kisz rni a kedveztlen hatasokat.

Ezekhez a célokhoz a kovetkereladatokat elvégzését lattuk szilkségesnek

1. Megvizsgalni az infekci6 és az egyitt tenyésztésémek egyuttes hatasat a

regeneréciora, valamint a baktérium eliminalasdrakkonysagara.
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2. A medfelel antibiotikum koncentraciok megtalalasa, mely eggtéiztositja a
fert zéshez hasznalt baktérium mentesitést, masrésahsztormansok hatékony
szelekciojat.

3. Tesztelni a taptalajt szilardito agar, illetve @gdl hatdsat a folyamatra. A
rendszer hatékonysagéat a meggyokereztetett hajéstdnevelt novények szadma

alapjan értékelni, vagyis a gyakorlatban hasznasitmévényeket ad6é rendszert
kidolgozni.

Munkank kezdetén azt a szempontot is szentt éhrtottuk, hogy a kabakos
regeneracios rendszer, valamint az erre épitheinszformacidos rendszer az akadémiai

kutatas szédmara is felhasznélhaté legyen és homgi,healamint nemzetkozi érdeklésre
szamot tartd eredményeket érjunk el.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A sargadinnye jellemzése és jelensége

A sargadinnye Qucumis melo L.) a Cucurbitaceae csaladba tartozik, amely
alapveten egy tropusi névénycsalad, tobb mint 600 fajjadbb gazdasagi szempontbdl
fontos novény tartozik ide, igy tobbek kdzott a (@ucurbita pepg, az uborka Cucumis
sativug és a gorogdinnyeCitrullus lanatug (Borhidi, 1995). A séargadinnyeshazajat
illet en a szakemberek eltévéleményen vannak. Az egyik csoport Nyugat-Afrikat
tropusi, szubtropusi Ovezetet jeldli, a masik csbpazsiai, kozép-azsiai dvezetbe teszi
szarmazasat. Tényként elfogadhatjuk e lseggencentrumot. Az Ujvilagba Kolumbusz vitte be
els ként. Valészinleg mar a honfoglalas idején termesztették hazanklzha ma is méltan
népszer és igen kedvelt névényt. Sokfelé cukordinnyéneakegezik, ami német nevének sz6
szerinti forditdsabdl ered. A sargadinnye amelleigy valéban sok cukrot tartalmaz, fontos
vitamin (karotin, az E-vitamin, a C-vitamin, B1 arhin, B2 vitamin, B6 vitamin) és asvanyi
anyag tartalommal is rendelkezik, valamint naggkat képvisel a benne talalhato nyersrost.
A sargadinnye &ucurbitaceaecsaldd mas tagjaival egyutt kiemelt fontossagqiokaaz
ENSZ vilagélelmezési programjdban is. A sargadirmgzénhidratok kozul glikozt, fruktozt
és szacharOzt tartalmaz. Az édességet @dnt szachardz-tartalom hatarozza meg (Nagy,
2005). Sargadinnyét az egész vildgon termelneb@mbtztanak. A vilag ternerilete 2007-
ben 1,27 milli6 hektar, mig a termésmennyiség 2®j8i6 tonna volt. A sargadinnye
vetésteruletének mintegy 43 szézaléka Kindban tetdihato, itt termelték a vilag teljes
termésmennyiségének jelest részét, 51 szézalékat. A masodik legnagyobb terme
Torokorszag részesedése 6 szazalék volt, majdésdaz Egyesiilt Allamok kdvetkezett, 4-4
szazalékos részesedéssel. Az Eurdpai Unié tagallamavilag termésmennyiségének
mindossze 8 szazalékat allitottak €1007-ben (FAOSTAT, 2009). Az Eurdpai Uniéban
2008-ban 2,4 milli6 tonna sargadinnyét termeszteti@melynek kozel a felét (48%)
Spanyolorszag allitotta el A masodik legnagyobb termesabrszag Olaszorszag — 26%-0s
részesedés —, mig a harmadik Franciaorszag — 14%spssedés — volt. Az elmult évben, a
belfoldi sargadinnye termés mellé az Uniéba nagyot@mnyiség import érkezett Kozép-
Amerikabdl, Marokkobdl, valamint Nyugat-Indidbol. ddgyarorszagon 2009-ben
megkozelitleg 750 hektaron 12 000 tonna sargadinnyét Utefiekelmult évek tapasztalat

alapjan az egy fe es sargadinnye fogyasztasunk 1.6 kg-on stagnal. (Fésldasper, 2009).
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3.2. A tokfajok jellemzése és jelentsége

A patisszont és a cukkinit a# tok fajtacsoportba soroljuk. A £ tokok gyokérzete a
novekedési tipussal szoros 0Osszeflggésben van,rmaestgett zoldségfajok kozul a
legnagyobb gyokérzetet fejlesztik. A hajtas kemestszete szdgletes vagy barazdalt. Lehet
rovid, félhosszu és hosszu. A rovid hajtdshossiBDem kozott valtozik, altalaban egyedil
all, nem, vagy csak ritkan agazodik el. A kozéphosss hosszu hajtasokat fejlestjtak
hajtdsrendszere 1.5-6 méter hosszu is lehet, gigaktigazdodik (Nagy, 1997). A tok viragai
Iényegesen nagyobbak az uborka és a dinnyék virdlgal virag lehet egylaki és kétlaki him,
n - és himns. A tisztan ntipusa virdgok elssorban a cukkinin fordulnak el A st tok
gyOkérzete nagy tdmega talajt behal6ézza. Hajtasa folytonos névekedggakorta elagazo,
tobb méterre (tbbb 10 méterre) megndlevele lekerekitett, vese alakl, gzo6tt. Virdgai a
kabakosok kozll a legnagyobbak élénksarga ski{Nagy, 1997). A nalunk termesztett
tokfajok Amerika trépusi, szubtrépusi vidékdiszarmaznak. ACucurbita pepo (patisszon,
cukkini) shazéja Eszak-Mexiké és az Egyesiilt Allamok kefieiéke. ACucurbitamaxima
(st tok) Bolivia, Argentina és Chile tertletészarmazik (Kapéas, 1986). A tokfélék kozil a
spargatokot, sutokot, istengyalulta tokot régota termesztjuk (Nab®97). A patisszon és a
cukkini hazankban meglehsen 0j zdldségféle. Fogyasztasuk az utébbi évejddent sen
megnovekedett, mas foldrészen és orszagokban aronéarégebben ismert. A patisszont
Eurépaban sokéig elsorban disztokként ismerték. A legjobban Francizmban terjedt el,
ezenkiviul csaknem az 6sszes eurdpai orszagbanksfdapas, 1986). Kis energia-, de nagy
vitamin- és &svanyianyag-tartalmuk folytan kivatéeédi hatdsuak, diabetikus ételek kivalo
alapanyagai. Folyamatos terméshozasuak, semlegpsiakk, szin- és alakgazdagsaguk
munkatakarékos feldolgozassal parosul (Nagy, 1989)FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations) statisztikailagyttt kezeli a sutok és a fz tokok
adatait. A tokfélék termesztése 1,55 millio hektéfolyt a vilagon 2007-ben, 6sszesen 21
millié tonnét termeltek. Annak ellenére, hogy a dkk shazédja Amerika, a legnagyobb
termesztési teruletet e fajokbdl is Azsiaban takiljA termelt mennyiség szerinti tovabbi
sorrend Eurépa, Afrika, Kozép-Amerika és a Karibség, majd Eszak-Amerika, Dél-
Amerika és Oceania. A vilagon megtermelt sés f z tok felét harom orszag, Kina (30%),
India (16%), és Oroszorszag (6%) adta. Az Eur6padb szazalékkal részesedett a vilag
termelésébl. A legnagyobb termek Olaszorszag, Spanyolorszag és Franciaorszagyoka

harman az Eurdpai Uni6 termésmennyiségének a Zalgkat allitottak el A FAO becslése
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szerint Magyarorszagon 2007-ben 11600 tonna tokt férmesztettek 500 hektaron
(FAOSTAT, 2009).

3.3. A ndvényregeneracios modszerek

A novényi biotechnoldgia egyik legfontosabb elveghy a tenyésztett szomatikus
sejtekb | egészséges, életképes intakt nvények regenttélfiaudits és Heszky, 2000). A
novényi sejtek totipotenciajukat hosszu ideig megtl, ezért képesek példaul a hajtasok
gyokereket létrehozni, &ltalaban a novényi szervekaralddni és regenerdlodni. Az
allandosult  sejtek  totipotencidjukat  részben vagygéseben vissza  nyerik,
(dedifferencidlodnak), és bélik egy Uj novény fejldhet, vagy séruléssel elvesztett részek
potlédhatnak (Szalai, 1994). Am vitro morfogenezis leggyakoribb Utja az, hogy a
dedifferencialédas sikeres indukciéjat kovert a taptalajra helyezett névényi rész seijtjei
intenziven osztédnak, és dedifferencidlodott sejtékege, kallusz alakul ki. Kallusz
szOvetekben a sejtosztdédas véletlenszerddon megy végbe, minden iranyban, nincs
polaritas tengely. Az eredmény egy szervezetletiosegg lesz. A differencialatlan sejtek
kulonbdz iranya (pl. gyokérfejldés, hajtasfejldés) indukcidja lehetséges. Ezt a folyamatot
nevezzik redifferencidloddsnak. A ndvényregenerdfofyamén az a cél, hogy a
differencialatlan sejteklh névényt kapjunk, azaz az egyedfeigst (ontogenezist) indukaljuk
(Dudits és Heszky, 2000).

3.3.1. Organogenezis

A morfogenezis leggyakoribb Gtja, melynek soréd@dgtalajra helyezett ndévényi rész
sejtjei az indukciét kdveen intenziven osztdédnak és dedifferencialédottekejbmege,
kallusz alakul ki (Dudits és Heszky, 2000). A kalttszovetekben a sejtosztddas véletlenszer
maédon megy végbe, minden irdnyban, nincs polargagely. Az eredmény egy szervezetlen
sejttbmeg lesz. Az osztodas eredményeként izodidmst vékony fall merisztemoid jon
létre, amelybl az endogén és az exogén novekedésszabalyozé cknyaglolecetsav,
gibberellin, benziladenin és etilén) kritikus spintl fligg en gyokér, vagy hajtaskezdemény
alakulhat ki (Szalai, 1994). Az organogenezis aliah egyszerre tobb kallusz sejt egyidej
redifferencidlodasanak eredménye. Végeredményberorganogenezis soran egypoélusu
tenyész kupok alakulnak ki, melyekl hajtasok vagy gyodkerek fefinek. Az ellentétes
polus regeneralédasat altalaban mas névekedésgaabdnyag osszetétetptalajon kell
indukélni. Organogenzisen belll megkllonbodztethetirekt illetve indirekt organogenezist.

Indirekt organogenezisk akkor beszélhetlink, ha egyszerre tébb kalluszsegyidej
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differencialédasanak eredményeképpen hajtas- vagikégmerisztéma alakul ki. Direkt
organogenezis esetén, - a kallusz fazist kihagymam kozvetlenil a kalluszsejtekphanem

a tenyészetben mar differencidlodott merisztémazar-s ill. gyokérsejtek tovabbi
morfogenezisének eredményeképpen kapunk kulonbdzényi részeket (Dudits és Heszky,
2000).

3.3.2. Szomatikus embriogenezis

A sejtekbl a teljes novénnyé valé feflésnek a masik Gtja, amikor a kallusz
tomegben valamely sejt bipolarissa valik és a tbiagdban ennek megfeladn osztodik. A
fejl d embrid fokozatos szervedésének kovetkeztében kb a soksejtes gdmbalak, majd a
sziv-és torpeddéstadium figyelhemeg. Az igy keletkezett csirantvénysz&epz dmény a
kallusztol elkulonul és levalik. Ezt kdvetn a sziklevelek fejldése altalaban megall, és
megindul az embrié szdveteinek differencialodasat & jelenséget jarulékos (adventiv)
embrioképzésnek nevezzik (Dudits és Heszky, 20Q03z06vettenyészetben az adventiv
embrié a kallusz felszinén elhelyezkedgyetlen sejtd keletkezik, és a kornyezkallusz
sejtek az embri6 fejdésében ,tapladlé szovetként” szerepelnek. Az emhbko az
embriogenezis korai szakaszdban sziksége van @dagidtekre (Gyurjan, 2004). A
szomatikus embriogenezis tehat mindig egyetlet déjidul ki és morfoldgiailag alig tér el a
zigotikus embriogenezidt Fehér és munkatarsai (2002) kisérleteik soramatfak a névenyi
novekedésszabalyozd anyagok, stsban az auxinok (igy a 2,4-D) alapvedzerepét a
szomatikus embriogenezis kivaltasaban lucerna lesetélovabba megéllapitottak, hogy az
embriogén fejldés elinditasaban a stressz és az altala kivalémtekez reakciok dont
szerepet jatszanak. Altalanos probléma, hogy &kier nevel edényekben endogén etilén-
felhalmozodés 1éphet fel. Ennél a jelenségnél &éyez jatszik szerepet: az egyik az etilén
képz dés, a mésik a nevedény és a kulvilhg kozotti gazcsere mértéke. hiten
etilénképz dés leggyakrabban az auxinok mellékhatasaként atgbaato. Kilondsen es
lehet az etilénképzés 2,4-D adagolasakor, ami kozvetve kedtlemll befolyasolja, ¢

akér gatolhatja is a szomatikus embriogenezis icidjat (T6th, 2005).
3.4. A sargadinnye regeneracié médszerei

Kulféldi sargadinnyefajtdkkal az elssikeres regeneraciés kisérletet Blackmon és
munkatarsai (1981) irtdk le, azonban ez a jelezgak embridk sikeres indukciéjarél szamolt
be. Moreno és munkatarsai (1985) szamoltak b&kétg teljes ndvényregeneraciorél, amikor

a regeneralt novényt sikerilt meggyokereztetniighetni. Ez a kutatdcsoport az Amarillo
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Oro fajta esetében sziklevélbés hipokotilbol direkt, illetve indirekt organogezis Gtjan
regeneralt névényt kulonbdézmoévekedésszabalyozé anyagok hasznélataval. A didnya
regeneraciok kiindulasi anyaganak megvalasztasateleléggé véaltozatos volt. A szekz
tobbsége tobbféle és kulonbdkora névényi részt kiprobalt, igy beszamoltak niégbek
kozott hipokotil eredet kalluszbdl (Kathal et al., 1986), levélb(Kathal et al., 1988),
protoplasztbdl (Li et al., 1990), sgydkérdarabokbdl (Kathal et al., 1994) tortérkeses
névényregeneraciorél. Niedz és munkatarsai (1988)evélb |, hipokotilbdl, levélnyélbl és

els lomblevélbl direkt organogenezis U(tjdn regeneréltak novényekébbféle
ndévekedésszabalyozé anyagot és azok kombinaciféhbdlva. A szerzZk nagyobb része
tobb fajta regeneracios képességét is vizsgaltegbb fajtat Gray és munkatérsai (1993)
vizsgaltak meg. Regeneracios kisérleteik soranfefgg (Male Sterile A147) éretlen mag
sziklevelét felhasznalva optimalizaltak a novekedébalyoz6 anyagok Osszetételét és a
kidolgozott méddszert 51 kulonbdzaz amerikai vetmagpiacon éppen elérhetfajtan
tesztelték. A kisérleteket 0sszehasonlitva elmadjubahogy a sziklevél altaldnosan jé
kiindulasi anyagnak bizonyult. Elsorban a sziklevelek alsé része (Gray et al., 1983)
sziklevélnyélhez kozeli rész, illetve a hipokotilva legjobb valaszadd (Curuk et al., 2002a).
Az indolecetsav alacsony koncentracibban organaggine magas koncentracidban
embriogenezist indukal (Tabeiet al., 1991). A a#gjok tbbbségéhez agart hasznaltak
szilardité anyagként, azonban a Kdsi kisérletekben mar a phytagelt illetve gelritei®
alkalmaztak a hatékonyabb regeneracié érdekébenadienti és Rotino (1995) szerint az
agart tartalmazo taptalajon tortént regeneraci@luetyabb volt, mint amikor gelrite-ot
alkalmaztak. Yadav és munkatarsai (1996) tobb led#m is vizsgaltdk, hogyan befolyasolja
a regeneracio hatékonysagat a taptalaj szilardiyaga. Azt allapitottdk meg, hogy a
phytagelt alkalmazva tobb regenerans képz#t ugyanolyan névekedésszabalyoz6 anyag
Osszetétel mellett.

A sikeres szomatikus embriogenezishez és az indwelanogenezishez altaldban
kétféle taptalajra volt szikség: egy indukciés dégita, amely az embriok vagy
hajtdskezdemények kialakuldséat valtotta ki a noaégpggbdl, aztan pedig egy novekedést
serkent kozegre, amely az embriok illetve hajtdskezdemiéngwabbfejl dését segitette
(Debeaujon és Branchard, 1993). Ismert az is, hagyH-nak jelents szerepe van az
embriogenezis indukciojaban (Martin és Rose, 1HBKrvin et al., 1986; Kovacs et al.,
1995). Ennek hatasat sargadinnye esetében még imsgalak. Ujabban a sargadinnye

esetében is beszamoltak, folyadékkultirdkban eménezisen at tortén sikeres
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ndvényregeneraciorol. Ezen kisérletek sorén is genotipus fliggést tapasztaltak (Akasaka-
Kennedy et al. 2004; Ezura és Akasaka-Kennedy 2004)

A dinnyefélék és altaldban a kabakosok nehezen nezgdnak in vitro
rendszerekben. A gorégdinnye (Zarka és Szalai, @0tk (Bisztray et al. 2005) az uborka
2005)
mikroszaporitasa, illetve a hatékomy vitro regeneraciés rendszer felallitAsa nehéz és

(Gémesné és Kirilla, 2005) és a sargadinnye (KisB#ba és Bisztray,

genotipusfiigg. Magyar sargadinnye regeneracidjarél eddig egyettékk szamolt be.
Barsony és munkatérsai (1999) sikeresen indukattedanogén hajtaskezdeményeket
Hogoly6 fajtdn. A kdnnyebb attekintheg érdekében az irodalomban leirt eredményeket
tablazatban foglaltam 6ssze, feltintetve a felr@szérgadinnye fajtat és novényi részt, a

taptalajokat és a regeneracié modjattablazal.

1. tablazat A sargadinnyeQucumis melpin vitro névényregeneracié néhany eredménye ésszefoglalva

a felhasznalt névényanyag és taptalaj tekintetédenl, nincs masként feltlintetve ott
értelemszeren MS alapu taptalajt hasznaltak (A roviditéselzégében (1. fejezet)
megtalalhatoak a tablazatban szerepliditések)

. Novényirész és| Indukcios Novekedési P
Felhasznalt . . P . Regenerécié . .
genotipusok kora taptalaj taptalaj médja Hivatkozas
(nap) (mg/l) (mg/l)
N, kilénboz .
. . M 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 direkt 1985
(11-13) IES (4.5), - :
organogenezis
Sundav Akigata sziklevél kallusz | 2.4-D (1), hormon szomatikus Oridate és
y AKg 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
Pusa Sharbati hipokotil IES(1), BAP(0.5), 2-| indirekt Kathal et al.,
(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
. . B5,
Cantaloup Sfcljlilcfvlzlszt 2.4-D (1) IES(2.5), szomatikus Debeaujon és
charentais T protop NES (0,5) BAP(1) embriogenezis| Branchard, 1988
BAP (0.5)
Pusa Sharbati levél BAP(0.225), | direkt Kathal et al.,
(14) 2-iP(0.203) organogenezis| 1988
Hale's Best Jumbo
. . IES (0,88), .
Superstar sziklevél BA (1.13), i direkt | Niedz et al., 1989
Goldstar 4) ABS (0.26 organogenezis
Hearts of Gold (0.26)
Accent, Galia, , . , direkt Dirks és
Preco, Viva levél, sziklevel BA (1) ) organogenezis| Buggeum, 1989
. I N6, . . .
Earl's Eavourite érett _ZJgotlkus 24D (3), NG szom_atlkus _ Oridate és
embri6 BA (1) embriogenezis| Yasawa, 1990
Haru 1, szér, levél, 2.4-D (1), BA(0.1) szomatikus Kageyama et al.,
Natsu 1, Aki 1 hajtascsucs NES (2) ) embriogenezis| 1990
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. Indukcids Novekedési .
Felhasznalt PR . . . . Regeneracio . .
. Novényi rész taptalaj taptalaj P Hivatkozas
genotipusok modja
(mg/l) (mgfl)
| sziklevél NG, NG, .
Hong-Xin-Cui 2.4-D (0.5), 2.4-D (0.3), szomatikus .
(Xinjiang) p:[ztoplaszt ZEA (0.5) ZEA (1) embriogenezis Li, et al., 1990
(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
. . 2.4-D (2) i
sziklevél, hormon szomatikus
. levél vagy mentes embriogenezis
Earl's Favourite hi k i BA (25) Tabei | 1991
Harukei pokoll, 2,4D (0.01) . abetetal,
levélnyél végy ) i direkt
(10-21) IES (1) organogenezis
sziklevél direkt
Topmark (9-10) BA(1) - organogenezis Chee, 1991b
Earl's Favourite | sziklevél 2.4-D (1), hormon szomatikus Kageyama et al.,
Haru 1 D) NES (1) mentes embriogenezis| 1991
BA (0.1)
Cantalou sziklevél és level| 24D(1). hormon szomatikus
charentaig T protoplaszt BA (0.1) mentes embriogenezis| Debeaujon és
2.4-D(1), indirekt Branchard, 1992
Preco (F1) (12) BA (0.75) BA (0.1) organogenezis
5 fajtajelolt sziklevél NES (0.1), direkt Roustan et al.,
(Téziers) @) BA (0.5) i organogenezis 1992
+ AgNO;
| . BA(1) . direkt |
Prince, hajtascsucs- organogenezis
Andes, darabok 2,4-D (1), hormon szomatikus Ezura et al., 1992
Amus (28) NES (2), mentes embriogenezis
BA (0,1) 9
. sziklevél, N, (folyékony) szomatikus | Oridate et al.,
18 fajta hipokaotil 2.4-D (3), N6 embriogenezis| 1992
P BA (0.1) 9
. éretlen mag 2,4-D (5) szomatikus
52 fajta sziklevele TDZ (0.075) embriogenezis Grayetal.,, 1993
. ) BA (0.67) indirekt Kathal et al.,
Pusa Sharbati gyokér 2iP (0.61) BA(0.225) organogenezis| 1994
Miniloup . L .
L14 érett €s éretlen BA (2.25) BA(0.225) direkt _ Adelberg et al.,
B-line mag sziklevele organogenezis| 1994
Prince beaztatott érett | 2,4-D (1), szomatikus Ezura és
. magbdl kivagott | NES (2), - : .
Sunday Aki embri6 BAP (0.1) embriogenezis| Oosawa, 1994
Cantaloup Lﬁvgk;ﬁ'klevel’ 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) i direkt Molina és Nuez,
charentais T KIN (2,5) organogenezis| 1995b
11 kilénbdz sziklevél MS vagy BS, hormon direkt Ficcadenti és
genotipus (4-5) BA (0.63), mentes organogenezis| Rotino, 1995
ABS (0.26) '
sziklevél BA (1), direkt
Galia alsoé része +ancymidol - oraanogenezis Gaba et al., 1996
(4 (1.18uM) 9anog
sziklevél és direkt
Pusa Madhuras | hipokotil BA (0.225) - . | Singh et al., 1996
) organogenezis
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. Indukcids Novekedési .
Felhasznalt PR . . . . Regeneracio . .
. Novényi rész taptalaj taptalaj P Hivatkozas
genotipusok modja
(mg/1) (mg/l)
IES (0.88),
Hale's Best és . BA (1.13), direkt
Ananas EI Dokki level ABS (0.26)+ BA (0.05) organogenezis Yadav et al. 199¢
AgNO;(5.1)
Rocky Ford Green
Flesh, Super érett mag 2,4-D (5), hormon szomatikus Grav. 1996
Market, feldarabolva TDZ (0.1) mentes embriogenezis Y
Top Mark
Védrantais sziklevél 2.4-D (2,2), hormon szomatikus Guis et al.. 1997
(Cantaloup) alsé része BA (0.11) mentes embriogenezis "
2,4-D(0.01) | _ direkt
. sziklevél BA (0.059) organogenezis Kintzios és
14 fajta (14) _ Taravira, 1997
2.4-D (1.98) hormon szomatikus '
KIN (4.99) mentes embriogenezis
H6a0IV6 sziklevél IES (2.4), hormon direkt Barsony et al.,
9oLy 3) BA (2.5) mentes organogenezis| 1999
Galia SmeYel BA (1) - direkt . | Gaba et al., 1999
also része organogenezis
Yellow Queen érett mag direkt
Yellow King sziklevele, BA (1) - o
AF-222 levél organogenezis | ihorio-Stipp et
Yellow Queen érett mag 2,4-D (5) GAs (1) szomatikus al,, 2001
Yellow King sziklevele TDZ (1) 3 embriogenezis
Hale's Best sziklevél BA (2) i direkt Abrie és van
) IES (0.5) organogenezis| Staden, 2001
els lomblevél
Galia (2,4-D-vel vagy | 2.4-D (0.5), hormon szomatikus Kintzios et al.
kinetinnel KIN (0.2) mentes embriogenezis| 2002
el kezelt)
. hipokotil direkt Curuk et al.,
Revigal 4 BA () ) organogenezis 2002a
Revigal, Niedz et al.,
Topatan, . 1989 .
Kirkagac 637, sziklevél i direkt Curuk et al.,
Eﬁgiat;?‘y, (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, qgmmu BA (1) ) direkt _ g%gunm”
Kirkagac 637 4) organogenezis
BA (0.6) : direkt .
Bolero, sziklevél Organogenezis intzjos et al.,
Daniel (28) IVS (1) hormon szomatikus 2004
BA (1) mentes embriogenezis
hipokaotil,
Maazoun sziklevél, érett 2.4-D (0.25) hormon szomatikus Rhimi et al.,
Beji zigotikus embri6 | BA (0.5) mentes embriogenezis| 2006

(10)
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3.5. A tokféelék regeneracidjanak modszerei

A tokfélék regeneracidjaval tobb szeris foglalkozott az elmult években. Ek&nt
Schroeder (1968) szamolt be cukkini regeneracibjtisos termésfalbél embriogenezis
atjan. Jelaska pedig 1972-ben leirta, hogy tok HKofib és sziklevéldarabokbdl
embriogenezis Utjan sikertlt normal névekedésdvényeket felnevelnie. Kiindulasi
explantatumnak a tobbi kisérletben is altalabaklesatlet és hipokotilt (Jelaska, 1974;
Jelaska et al., 1985; Juretic és Jelaska, 19912nAksk. Lee és munkatarsai (2003)
megallapitottak hogy a sziklevelek esetébenseldban a félbe vagott sziklevél alsé része volt
a legalkalmasabb hajtdsindukciora. Ezeken Kkivil blevelek levéllemez- és
levélnyéldarabjaib6l (Kintzios et al., 2002), noédkgtarabdl (Juretic et al., 1989),
internddiumoknal feldarabolt szardarabbdl (Rahmiaal.e 1993) hajtascsucsbol (Shah et al.
2008), ovariumbol (Kwack és Fujieda, 1988; Metwadtyal., 1998a) és portokbdl (Metwally
et al., 1998b) kiindulva is sikeres regeneraci@shmoltak be. Fontos kiemelni, hogy a
névényregeneracio leggyakrabban sziklevEldelaska, 1972; Katavic et al., 1991; Chee,
1992; Gonsalves et al.,, 1995; Abrie és van Stade@]l; Lee et al., 2003; Urbanek et al.
2004; Zang et al., 2008) volt indukalhatd. A folyanaltalaban kallusz fazison at vezetett, és
hatékonysaga esen genotipusfiiggvolt (Bisztray et al., 2005). Az alabbiakban réaid
ismertetiink néhany eredményes regeneracios kietérlet

Rakoczy-Trojanowska és Malepszky (1982)maximax C. pepo hibridek1 és BC1
nemzedékében éretlen embriok sziklevelélmdvekedésszabalyozé anyag mentes MS
taptalajon, direkt modon, kallusz fazis nélkul ikédllak hajtas képalést. A hajtasok
gyOkereztet taptalajon ndvényekkeé fefltek.

Chee (1991alC. pepohajtasmerisztéma eredetalluszaban MS taptalajon 1.2 mg/l
2,4,5-T, 0.8 mg/l BA, 0.1 mg/l kinetin hozzaadaselleit ugyancsak embrioképdés tudott
beinditani. Az éretlen embridkat tovabbnevelte t&rinMS alapl taptalajon, azonban mar
0.05 mg/l NES-val illetve 0.05 mg/l kinetinnel eggéstte ki, igy végil egészséges novenyek
fejl dtek.

Juretic és Jelaska (199C) pepohipokotildarabjaibdl nyertek embriégén kalluszt és
azt 15 évig képesek voltak fenntartani. Az embnimgpéshez IES, IVS, 2,4-D, és ABS
kildnb6dz kombinacioit probélték ki.

Chee (1992C. pepocv. YC60 érett magvainak sziklevéldarabjait 4M 2,4,5 - T,

4 M BA és 0.5 M kinetin tartalmd MS taptalajon tenyésztve a kéfiitt kalluszban
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embriégén gocok jelentek meg. Az embridk tovabbhesére 0.5M NES és 0.25M
kinetin tartalmu MS t4ptalajon tortént.

Rahman és munkatarsai (1993) publikacioja szeragyngyakorisaggal képdott
hajtas egy hibrid tokGucurbita maxima< C. moschata szardarabjain MS t4ptalajon 4.M
BA és 0.54 M NES hozzaadasa mellett. A hajtasok direkt regemérutjan képzdtek. A
novények gyokereztetése 0.9¥1 NES tartalm(z MS taptalajon tortént.

Gonsalves és munkatarsai (1995) Gatpepofajtat regeneraltattak csirazé vagy még
nem csirdz6 magvak levalasztott sziklevelbibmbriogenezis utjan. A 22.6M 2,4-D
tartalmu indukciés taptalaj utan 0.2¥1 NES és 0.23 M kinetin tartalmd embriénéveszt
kdzeget, majd novénynevelésre és gyokereztetésrekadésszabalyoz6 anyag mentes MS
taptalajt hasznaltak. Az indukcios taptalajon 11h€T utdn minden sziklevélen megjelentek
embriok. A ndvényneveléshez altaldban 13-15 haethskcio volt optimalis. Kedvezesetben
a letett sziklevelek 70-90 %-arol 4-9 kis novényltvoyerhet sziklevéldarabonként. A
maodszer, bar kilonbdzhatékonysaggal, de minden vizsgalt fajta esetéha&rkony volt.

Metwally és munkatarsai (1998a)Ca pepo(Eskandarini) viragnyilas et egy nappal
Kipreparalt ovariumat eszor indukcios taptalajra (MS + 1-5 mg/l 2,4-D) yegték, majd
négy hét elteltével ndvekedésszabalyoz6 anyag mavife taptalajra helyezve noévényeket
kaptak (8.8-9.1 embri6é/100 ovarium). % kozotti katgysadggal. A portoktenyészeteknél az
MS + 150 g/l szachar6z és 5 mg/l 2,4-D tartalmdatiap volt hatékony (Metwally et al.,
1998b). A portokokbdl fejld kalluszokbdl kalluszonként atlagosan 19.2 névéeayitak. A
citolégiailag vizsgalt 20 névény fele bizonyult haidnak (2n=x=20).

Lee és munkatérsai (2008). maximafajtak (Juktoja, Miyako)n vitro csirdztatott
sziklevéldarabjaib6l organogenezis utjan regermtak novényt. Kulénbdz koru
novényeket és kulonbdémodvekedésszabélyozd anyag koncentracioju tapkatajorobaltak
ki. A legjobb eredményt a négy napos ndvények sg&tarabjait 1.0 mg/l BA tartalmi MS
taptalajra téve kaptak. Harom hét alatt a szikitaebok 82-86 %-a regeneralt hajtast. A
novények novekedésszabalyoz6 anyag mentes MSdgptal hét alatt gydkeret fejlesztettek.
A fejl dott nbvények nagy része diploid volt.

Ananthakrishnan és munkatarsai (2003) harom kulpnkb pepofajtat (True French,
Ma'yan, Goldy) vizsgalva megallapitottak, hogy ageeeracio hatékonyabb, - ha a
hajtascsucsot eltavolitva -, a félbe vagott sziéd€8-9 napos) alsé darabjat, kortlbeltl 1 mm
hosszUsagu hipokotil résszel egytitt helyezzik regens taptalajra (1 mg/l BA). Ha csak a
sziklevél als6 darabjat, vagy 1 mm-nél hosszablokapl részt hagytak meg, illetve ha a

hipokotil és sziklevél kozotti részt dnmagaban &ikte regeneraciés taptalajra, akkor a
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regeneracio hatékonységa szignifikansan lecsokkéata sziklevél alsé részébe legalabb
2mm mélyen belevagtak a hipokotil fgl vagy 6nmagaban a néhany milliméteres
hipokotildarabot raktak regeneracios taptalajrakoakegyaltalan nem kaptak regenerans
névényt. Az altaluk sikeresen regeneralt névényeidrdiploidok voltak.

Urbanek és munkatarsai (2004) olajt@kuturbita pepol. subsp.pepovar. styriaca
Greb.) hét napos sziklevelét felhasznélva, szomatdmbriogenezist indukaltak 3 mg/l NES
és 1 mg/l BA tartalmu taptalajon. Az atlagosan Béhap alatt keletkezett embriékat 1 mg/I
IES és 0.5 mg/l BA tartalmu taptalajon tovabb neeed-10 hét alatt gydkeres novényeket
kaptak.

Kathiravan és munkatarsai (2006) Ananthakrishnameéskatarsai (2003) modszerét
alkalmazva 15 kilonboztokfajtan Cucurbita texana- Acorn, Tay-Belle, Nova, Early
Prolific Straightneck, Creamy, Early Summer CroakgeSmall Bicolor,Cucurbita pepo-
Ma'yan, Tondo di Nizza, Yugoslavia 7, Beirut, Botmse, Goldy, True French, Zuchit)
sikeres regenerdciot hajtottak végre. A hatdsrageite hatékonysaga egységesen 1.2-1.6
hajtés/sziklevéldarab volt, kivéve a True Frenait@&@sen ahol 3.9 hajtast is tudtak regeneralni
sziklevéldarabonként.

Ananthakrishnan és munkatarsai (2007) tovabb k&karfbkozni a regeneréacié
hatékonysagat ultrahangos kezeléssel. Azt tap&dzthlogy a Ma'yan és Barequé&l.(pepo)
fajtdkon a 0.5-2 perc kozotti ithrtamu ultrahangos kezelések akar 0Otszorosére is
megnovelték a hajtasindukciot. Ha ennél hosszaldig idkezelték a sziklevéldarabokat
ultrahanggal, akkor mar vitrifikacié lépett fel egeneracié soran.

Zang és munkatarsai (2008) megvizsgalt&kuaurbita moschat®uch. 'Non-vine 1’
fajta regeneracios képességét, valamint hogy azgémd hormonszint befolyasolja-e a
regeneracio hatékonysagat. Négy kulonbdkorda (4, 5, 6, 7 napos) sziklevéldarabot
hogy a 7 napos szikleveleken volt leghatékonyabbregeneracio, azonban a BA
mennyiségének novelése a taptalajpan nem mutatighikans kilonbéget a kezelések
kozott. Az endogén hormonszintet vizsgalva a kudinbkord sziklevelekben viszont
Osszefliggést talaltak a 2iP tartalom és a szikléletkora kozott. A 7 napos sziklevelekben
szignifikansan tobb 2iP keletkezett, igy ez okothahogy az ilyen koru sziklevéldarabbdl
volt leghatékonyabb a regeneracio.

A Ma'yan fajtabol Amutha és munkatarsai (2009a)es#isen regeneraltak teljes
noévényt dekapitacioval. Az Uveghazban felnevelklezeles stadiumban lévtok ndvény

sziklevelei k6zé csusztattak a szikét, majd kividgtdajtascsucsot és az egyik sziklevelet egy
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kis hipokotil résszel egyitt. A sebzési feluleteregenerans novények levelei &0r kissé
deformaltak voltak, azonban a kébi levelek mar normal levélalakkal rendelkeztek.
Mindezek felett Amutha és munkatérsai (2009b) tdhimt kilenc éven at tartd
kisérletsorozatban megvizsgaltak, hogy a Ma'yarBéeequet fajtdk magjainak 4 °C -on
tortén tarolasa, befolyasolja-e a regeneraciés képess@getikleveleket Ananthakrishnan
€s munkatarsai (2003) altal leirt modszer alapgszhaltak fel. Azt allapitottak meg hogy a
tarolt magok regeneracios képessége nem hogy nekkerst, hanem még novekedett is a

tarolas soran.
3.6. Génbeviteli eljarasok

Génbevitelnek nevezzilk azt a folyamatot, amelyrsegy idegen DNS egy darabja
belekertl a protoplasztokba, vagy intakt sejtekbedvényi génsebészeti kutatasban a gén-
(DNS) bejuttatas modjait tobbféleképpen csopottagiitk az alkalmazott technikak, és a
felhaszndlt novényi részek, (sejtek, szervek, geiyealapjan, amelyek a génbevitel
célpontjat képezik. A génbevitel mobdjat tekintve asoportositas alapjaként

megkulonbdztethetlink indirekt és direkt transzfédszereketd. tablazal)

2. tblazat A genetikai transzforméacié fontosabb médszereengreknél (Jenes,1999).

Indirekt génbejuttatas Direkt génbejuttatas .
Protoplasztba Intakt sejtekbe
Agrobacteriumvektorok Kémiai kezelés(PEG)| Makroinjektalas
Elektroporacio Szaritott embrid
Viralis vektorok Kombinalt eljaras Pollentoml
maodszer
Mikroinjektalas Mikrot eljaras
Ultrahangos kezelés | Génbelbdvés

A direkt DNS-beviteli rendszerek a kdvetkek:

A kémiai eljaras soran a protoplaszt szuszpenzidthegen DNS-t tartalmazo6 oldatot
adunk hozza, majd ebbe csepegtetjik a polietil&olgl(PEG). A protoplasztok felszinére
tapadt molekulak fuzié révén kertlnek be a citoplaba (Dudits és Heszky, 2000).

Az elektroporacié a nagyfeszultsegrovid id tartami elektromos impulzusok
hasznélatara alapozott modszer. A protoplaszt mémdm atmenetileg lyukak képinek,
amelyeken keresztil az idegen DNS bejuthat a seffsenm és munkatarsai (1985) adtak
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hirt els ként kukorica protoplasztokba torténsikeres génbevitelt az elektroporacié
alkalmazasaval.

A kombindlt fizikai és kémiai kezelés soran a pptaszt-DNS szuszpenzidhoz PEG
oldatot adnak, majd ezt kbvein elektroporaljdk a protoplasztokat.

A mikroinjektalas soran mikrokapillarisok és mikz&épi eszkdzok felhasznaladsaval
DNS-t visznek be a sejtek citoplazmajaba, sejtniagjéagy organellumaiba, és amennyiben
az injektalt sejt tuléli a beavatkozast, osztodrak

Az ultrahanggal torténgénbevitel az utébbi évek Uj modszerei kdzé tédctazyan
novényeknél alkalmazzak, ahol a protoplasztrendseerlétezik, illetve a kalluszbdl tortén
novényregeneralds konnyen indukalhat6. A pufferttddn Iév transzformalandoé sejteket
rovid ideig magas frekvenciaju ultrahang hatasaeskik ki, igy az idegen DNS bejuthat a
novényi sejtbe (Jenes, 1999).

Makroinjektalas novényi szdvetekbe. Ezen eljarddirsonem kilonallé sejtekbe
juttatjdk az idegen DNS-t, hanem embriogén (regéhatd) sejtcsoportokba.

Széaritott embriok DNS oldatban tortéraztatasa. A szaraz ndvényi szOvetek
membranjainak fiziko-kémiai jellemzer sen valtoznak a természetes kiszaradas folyaman,
igy a DNS driasmolekulak is bejuthatnak a ndévénjtekbe (Ledaux és Huart, 1969).

Pollentdoml| eljaras. Duan és Chen (1985) hasznaltsz&lr a mddszer egyszer
valtozatat, amikor egy bibor szimizsfajta teljes genomikus DNS-kivonatat egy készEges
rizsfajta viragzataba juttattak agy, hogy a befdgaulag bibeszalat felénél elvagva a vagott
feliletre cseppentettek egy kis mennyiséDNS oldatot. Az eljarast azota tovabb
fejlesztették, azonban a transzformaciés hatékgayggen alacsony, ezért alig hasznélatos.

Mikrot k alkalmazdsa soran a tenyésztett novényi sejtikgékony taptalajban,
szilikon-karbid mikrotk és plazmid-DNS jelenlétében razatjdk. Az eljams@an a
mikroméret szilikonkarbid tk belefarodtak a sejtekbe, és magukkal vitték aatblan lév
DNS molekulakat (Jenes, 1999).

Génbelovéses mobdszer a nodvényekbe tortégénbevitel egyik legujabb
megkozelitése. A ,génbeltvés” kifejezés a modseéeydgére utal, miszerint a DNS él
sejtekbe, szOvetekbe tortéjuttatasa egy génbeldvkészilékkel (,génpuskaval’) torténik.
Az eljaras lényege, hogy a DNS molekulékat hordo#dolovedékeket (wolfram vagy arany
részecskéket) nagy sebességre gyorsitjak fel, ig§szecskék athatolnak a sejtfalon és a
sejtmembranon, magukkal szallitva a sejtek belsegghidegen DNS-molekuldkat. A sejtek
egy része tuléli az igy okozott sérllést, oszté@dilkezekbl a sejtekbl megfelel szelekcids

korilmények kdzott névények regeneralhaték.
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Az indirekt génbeviteli rendszereknél az idegen DNS bejutdsat egy kozvetit
organizmus segitségével érjik el. A két legismérteiddszer:

Viralis vektor alkalmazasa DNS bevitelre, edsrban a kétszala (Caulimovirusok) és
egyszald (Geminivirusok) DNS-virusok kerlltek atkakasra. ValamintAgrobacterium

fajok vektorként torténfelhasznélasaval nkdd rendszerek.

3.7. Agrobacteriumkdzvetitette névénytranszformacié

Ezen eljardsok elsorban a kétszik névényfajok kérében alkalmazhatdak (Jenes,
1999). AzAgrobacteriumfajok rendelkeznek azzal a képességgel, hogy anydygenomba
géneket juttassanak. ARhizobiaceae csaladba tartoz6 Gram-negatikgrobacterium
tumefacienses azAgrobacteriunrhizogenedalajbaktériumok a kétsziknévényeket sebzési
helyeken fertzik. A fert zo6tt névényeken tumorok kifegiését, illetve hajszalgydkeresedést
okoznak (Folk és Glits, 1993).

A tumorszOvetek az egészséges novényi szovetekkamimlsen in vitro
noévekedésszabalyozé anyag mentes taptalajon néésteckiépesek és opinokat termelnek. A
tumorképz désért és az opinszintézisert Agrobacteriumsejtekben talalhat6é Ti-plazmid a
felel s (Zaenen et al.,, 1974). Az opinok a baktérium sganfelhasznalhaték a ndvény
szdmara azonban nem. Molekuléris hibridizaciovatadtak, hogy a Ti-plazmid egy része, az
ugynevezett transzfer vagy T-DNS a baktériumtegs soran atkerul a ndvényi sejtekbe, és
stabilan integralddik a sejtmag DNS-ébe. A T-DN§idéitjuttatasahoz sziikséges virulencia
gének yir) nem a T-DNS-en, hanem azon kivil helyezkednéBiskztray, 2001). A T-DNS
mintegy 20 kbp hosszlsagu, két rovid, 25 bazispésiiisagu ismétl hatarszekvencia
veszi korul. A két szakasz kozotti gének nem béfabjjak a fertz képességet, a virulenciat,
a génatvitelt és az integraciot, igy ezek a résdekerélhetk mas DNS szakaszokra is,
melyek akar 50 kbp hosszusaguak is lehetnek (Maatcl., 1992). A hatarszekvenciak k6zé
épitett idegen DNS szakasz a baktériumos Zég folyaman a T-DNS-sel egyutt kivagodik,
atkerll a névényi sejtbe, majd integralddik a safimDNS-be. Mivel a tumoros fenotipusért
felel s novekedésszabalyoz6 anyag gének nem szikségesédt aési és Atviteli
folyamatokhoz, azokat génsebészeti mddszerekkeiaditottak, és az igy nyert, igynevezett

legyengitett atalakitott vektorok mar hasznalhatékszformans névények létrehozasara.
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3.8. A sargadinnye transzformacié médszerei

Az idegen gént hordoz0, ugynevezett transzgénikivemy el allitdsdhoz altalaban
szilkség van a testi sejtekitértén hajtas indukciéra (Dudits és Heszky 2000). Tehat a
sikeres transzformaciohoz rendelkezésre kell alegg m kod és hatékony regeneracios
rendszernek. A sargadinnye sikeres transzformaoiéjanér jelents gazdasagi ehyokkel is
jar a nemesik szamara, ugyanis az Uj fajtak irant érddklvet mag el allité cégek szaméara
noveli a fajta értéket, ha lehstg van az adott fajta transzgénikus technologitiréén
célzott tovabbfejlesztésre. Sikeres transzformétiGnagyar fajta esetében még nem
szamoltak be, kilfoldi fajtdknal a szakirodalombeaint eredményeket a 3. tdblazat foglalja

Ossze.

3. tblazat Attekintés a sikeres sargadinnye transzforméadjésasokrol (A roviditések jegyzékében (1.

fejezet) megtalalhatéak a tablazatban szergpliditések)

Felhaszndlt | Reg. taptalaj |Transzforméaci6| Felhasznélt Eredménvek Hivatkozas
fajtak (mgll) médja gének y
Hale' Best :EAS ((10?38;)’ A. tumefaciens NPT Ii {ffr?sr;?cr)?:]twéns Fang és
Jumbo S LBA4404 torzs . Grumet, 1990
ABS (0.26) novény
Orient sweet A. tumefaciens BE-IEFI\’I regeneralt Dong et al
7 BA (0.5) GV311SE torzs ’ transzformans 9 v
(F1 hibrid ) e GUS . 1991
A208SE torzs P néveny
luciferaz gén
Prince BA (1) A. tumefaciens [CMV regeneralt rezisztengroshioka et
LBA4404 torzs |kopenyfehérje névény al., 1992
regeneralt
Galia BA (1) Génpuska GUS transzforméans f;;; etal,
novény
Hale' Best :E'A\S((lof;)’ A. tumefaciens [ZYMV regeneralt reziszteng-ang és
Jumbo ABS (0.26) LBA4404 torzs |kopenyfehérje néveny Grumet, 1993
Bupree Hybrid
:ale s Best Jumbp A. tumefaciens [CMV regeneralt részben |Gonsalves et
arvest Queen - |BA (1) C582707 térzs |k hérj i BVE 1., 1994b
Hearts of Gold torzs |kbpenyfehérje rezisztens névény |al.,
Topmark
Amarillo oro|'ES (1:5), A. tumefaciens |[NOS/NPT I, {refrf’sr;?;";‘géns Vallés és
KIN (6) LBA4404 toérzs [GUS . Lasa, 1994
novény
A. tumefaciens regeneralt
2,4-D (5), . Gray et al.,
Edem Gem TDZ (0.1) ) NPTII trgn,szformans 1995
Génpuska novény
Tezier 10 IES (0.88), A. tumefaciens |CMV {reagr?sr;?cr)?:;éns De Both et al.
BA (1.13) LBA4404 torzs |kopenyfehérje o 1995
néveny
Védrantais NES (0.1), A. tumefaciens |antiszensz ACC |etilén szintézisében|Ayub et al.,
(Cantaloup) BA (0.5) LBA4404 torzs |oxidaz (dinnyébl) |gatolt névény 1996
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Felhasznalt

Reg. taptalaj

Transzformacio

Felhasznalt

fajtak (mg/l) médja gének Eredmények Hivatkozas
qurggl’lo IES (1.5), A. tumefaciens Hé‘l_rlll regeneralt sor Bordas et al.,
Canario KIN (6) LBA4404 torzs GUS ! névények 1997
Hale’s Best :5\8(%08)’ A. tumefaciens |BAR, regeneralt herbicid |Qiu et al.,
Jumbo ABS ('0 2'5) LBA4404 térzs |GUS rezisztens névények1999
Pharao IES (1.5), A. tumefaciens |HAL1, ;i%?;gg“tso' lletve Serrano et al.
KIN (6) TPS1 zarazsag 1999
névenyek
Védrantais BA (0.225) A. tumefaciens griii’:rzrzlkcc etilén szintézisében|Guis et al.,
Cantaloup 2iP (0.2 LBA4404 torzs |~ . . . ! gatolt diploid névény2000
oxidaz (dinnyébl)
BA (0.93) vagy . NPT I, s S
Gaucho  [BA0229) (WSS anuspencz acce (206 SErézsében or et
2iP (0.2) oxidaz (almabol) y
Arava g:ﬁ(rlgsglsétnovenye;?(zl\l/lg/enpuska, BAR herbicid rezisztens |Shiboleth et
kezelték potyvirus vektor novenyek al., 2001
. regeneralt .
A. tumefaciens . Galperin et al
BU-21/3 BA (1) LBA4404 16125 GUS/GFP trgng,zformans 2003b
noévény
Earl's Favourite|2,4-D (2), A. tumefaciens |NPT II, :fgr?sr;?g?::]éns ﬁgﬁ?\ilzja-et
Fuyu BA (0.1) LBA4404 torzs |GUS o y
novény al., 2004
IES (0.9), . NPT Il regeneralt reziszten . .
Kirkagac 637 |BA (1.1), féi‘ﬂ%?%‘?gg ZYMV novény, az utéd Zf‘;ﬁ'”z'\ggzd'
ABS (0.26) kdpenyfehérje nemzedékekben is "
Védrantais na A. tumefaciens |antiszensz ACC |etilén szintézisében|Silva et al.
(Cantaloup) h LBA4404 torzs |oxidaz (alméabol) |gatolt névény 2004
Védrantais . regeneralt Akasaka-
Earl Favourite E:(% (12)) ’ é.sgjcr:nleé?é: It%r;;s NPT II, GUS transzforméans Kennedy et
Fuyu A ' novény al., 2004
A. tumefaciens peronoszpoéraval
BU21/3 BA (1) LBA4404 torzs 2%’ szemben rezisztens ;g'oe; etal,
EHA105 torzs novény
Kirkagac 637 és :55((10;33%)’ A. tumefaciens |NPT II, BAR, regenerdlt herbicid |Curuk et al.,
Noi Yarok ABS ('0 Zé) EHA105 torzs |GUS rezisztens névények2005
Galia BA (1) A. tumefaciens |antiszensz ACC |etilén szintézisében E;E‘Zﬂ;s ot al
NES (0.001) ABI torzs oxidaz gétolt nbvény 2006
Galia BA (1) A. tumefaciens |antiszensz ACC |etilén szintézisében E;g‘zﬂ;s ot al
NES (0.001) ABI torzs oxidaz/GUS gatolt névény 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) vakkcinalt egerek
NES (0.02), . regeneralt
. . A. tumefaciens |INPT II, ZYMV .
Silver light BA (0.5) LBA4404 torzs |kopenyfehérje Lrg\r/lésﬂ/ormans Wu et al. 200
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Az itt felsorolt sikeres transzformaciok soran thaésznélt ndvényi forrds a legtdébb
esetben kilénbdzkora (2, 4, 5, 6, 7 napos) sziklevél volt, kivawegy esetet, ahol levélb
(8, 10, ill. 14 napos) (Bordas et al., 1997; Seasrahal 1999; Guis et al., 2000; Nora et al.,
2001) is sikeres transzformaciot hajtottak végreonban kisebb hatékonysaggal.
A regeneracios taptalajok Murashige és Skoog (1863) leirt taptalaj 6sszetétek voltak.

A méar bevalt regeneracios technikdk kozil csak ngdia alkalmaztak. Harom sikeres
transzforméaciohoz is az 0.88 mg/l indolecetsaval3 ing/l benziladenint és 0.26 mg/l
abszcizinsavat tartalmazo taptalajt alkalmaztakgres Grumet (1990) kisérletei alapjan. Qiu
és munkatarsai (1999) ugyanezeket a ndvekedésgmabahnyagokat hasznélték, de eltér
Osszetételben. Bordas és munkatérsai (1997) a Wbdajtaval egy fajtacsoportba tartozé
Amarillo Oro fajtara kidolgozott taptalaj 0sszetétMoreno et al., 1985) hasznaltak két
masik fajta (Pharo, Amarillo Canario) transzforndg&ia. A transzformaciéhoz altalaban az
Agrobacterium tumefaciendBA4404 torzset hasznaltdk, de harom esetben gédpu
alkalmaztak. Az irodalomban jelenleg nem talalhaé@lat, hogy a sargadinnye
transzformacioja sordA. rhizogenedorzset hasznaltak volna. Gaba és munkatarsa?f199
génpuskat alkalmazva organogenezis (tjan jutottakszformans novényekhez. Gray és
munkatarsai (1995) ugyanezt a modszert alkalmaz@matikus embriogenezis atjan
regeneraltattak transzformans noévényeket. Gray éskatarsai (1995) azt figyelték meg,
hogy a génpuskéaval transzformalt novények nornralisg dtek, mig azAgrobacteriunmal
fert zott regeneralddd embridk kozoétt sok deformalt .véltlegtobb szerz megallapitotta,
hogy a transzformacié sikeressége, ak@robacteriumkodzvetitett, akar génpuska altal
torténik, mindenképpen a hasznalt genotipustohdkiiasi anyag kivalasztasatol és taptalaj
Osszetételét er sen fugg (Fang és Grumet, 1990; Dong et al., 198%hioka et al., 1992;
Gonsalves et al., 1994; Vallés és Lasa, 1994;Gray.,€1995; Bordas et al., 1997; Akasaka-
Kennedy et al. 2004). Fang és Grumet (1990) t6hietZt is megvizsgalt, mint példaul a
kanamicin koncentraciot, akgrobacteriumszuszpenzidé koncentraciojat, a feds idejét, a
kokultivacio hosszat. Végul megallapitotta, hogyelskcios antibiotikumként 75 mg/l
kanamicin, egy éjszakan &t razatott’-10° baktérium/ml koncentraciéji (QR=0.8)
Agrobacterium szuszpenzid, a sziklevelek tiz perces feg#te, 3 napos kokultivacios
id tartam szikséges a leghatékonyabb transzformaci®zetekcidos markerként legtdbbszor
kanamicin rezisztenciat alkalmaztak. Agrobacteriumeldlésére leggyakrabban a cefotaxim
és carbenicillin antibiotikumokat hasznaltak. Attidgp sargadinnyére kidolgozott genetikai

transzforméaciés mabdszer hatékonysaga mas novékrpfagoképest alacsonyabb (Fang és
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Grumet, 1990; Dong et al., 1991; Gaba et al.,183#tdas et al.,1997; Akasaka-Kennedy et
al., 2004). A transzformacié hatékonysaga pershé tényez is befolyasolta ezért eléggé
eltér adatok szilettek. Ezek kozil csak azokat sorofalk amelyek Osszehasonlithatd
adatokat kdzoltek. Fang és Grumet (1990) 3-7%-a8kbaysagot allapitott meg. Dong és
munkatarsai (1991) hasonlé eredményklgzamoltak be (4-6%). Gaba és munkatarsai
mindosszesen 1%-0s hatékonysaggal transzformatlak,ennél gyengébb eredmények
szilettek Gonsalves és munkatarsai (1994b) kisédetan, ahol nem mindig volt sikeres a
transzformécio (0-1%). Bordas és munkatarsainald{L9D.7-3% kozotti hatékonysagot
sikerdlt elérniik, csak tgy mint Guis és munkataesa (2000), akik hasonlé hatékonysagot
értek el (2.4%). A leghatékonyabb transzforméacidinék-Palenius és munkatérsai (2006)
irtdk le. Az els Uborka mozaik virussal (CMV) szemben reziszterrgagfinnye ndvényt
Yoshioka és munkatérsai (1992) hoztak létre. Bodasnunkatarsai (1997) pedig édént
allitottak el sotr novényeket, az élestt | izolélt sotrés gén (HAL1) segitségével.
Serrano és munkatérsai (1999) a séinovények felnevelése mellett szdrazsaggal szemben
ellenallé novényeket is dllitottak szintén éleszb | izolalt szarazséagtés gén (TPS1)
transzforméaldsdval. A kodvetkezhasznos gén, amelyet a dinnye traszforméaciok soran
alkalmaztak az ACC oxidaz gén volt. Ek6r Ayub és munkatarsai (1996) dinnyiéizolalt
ACC oxidaz gént antiszensz irdnyultsdggal jutattakeédrantais sargadinnye fajtdba. Ennek

hatasara a sargadinnye termés érésekor lecsokketitém szintézise.
3.9. A tokfelék transzforméaciés modszerei

A Cucurbitaceaecsaladban a kezdeti kisérletekben kilonds€naurbitapepofajtak
bizonyultak a kabakosok koézill j6 regeneracios ksedgeknek, ezért a transzformacios
kisérletek is elssorban ezekre a sikerrel kecsegtéjtdkra iranyultak. Az irodalomban
azonban nagyon kevés informéacié all rendelkezésretramszforméacioés kisérletek
kivitelezésérl. A jelenleg hozzaférhet publikdciok tobbsége mar a szantéfoldi
dsszehasonlitd kisérletekkel foglalkozik és a wBmmacios modszert nem irja le részletesen.
A génatvitel szinte minden esetbekgrobacterium tumefacienstrzsekkel tortént, de
eredményes probalkozésok torténteldgrobacteriunrhizogenedelhasznaldséra is (Katavic
et al., 1991; Toppi et al., 1997).

Katavic és munkatarsai (1990). pepo6-8 napos sziklevelét megfezrték egy vad
tipusa A. rhizogenesjorzzsel (8196). Hormonmentes taptalajon gyokétdejelentek meg a
sziklevelek sebzési fellletén, mig a kontrol nowkan nem tortént gyokér képes. Az
izoenzim vizsgalat magas peroxiddz enzim aktivit@statott a transzgénikus gyokerekben.
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Chee (1997) transzformacios kisérletei soran anexgeiods kisérleteiben mar tébbszor
hasznalt YC 60 tok fajta hajtAsmerisztéma eredembriogén kalluszat ferzte A.
tumefaciensC582707 torzzsel. A ferzést kdveten négy napos egylttenyészés utdn a
baktérium eldléséhez 50@/ml carbenicillint hasznalt, szelekcids tényleant 100-200 g/ml
kanamicint alkalmazott. A baktérium tdlndvekedésatimannak elolésére a kdxbiekben
500 mg/l carbenicillint tartalmazo6 folyékony MS talajban ledblitette a szdveteket. Chee
(1997) ebben a munkdjaban még leirt egy génbelévwegelszert is és tovabbi javaslatokat
tett herbicid trés vagy rovarokkal, gombékkal szembeni reziszéekialakitasara.

Gyakran egy fajtaba tobbféle virus elleni rezisei@rgént is sikerult bejuttatni, igy
beszadmoltak ZYMV- és WMV 2- rezisztens fajtak (Queta, 1998), CMV-, WMV 2- és
ZYMV-rezisztens fajtédk (Tricoli et al., 1995) ésNpyg-rezisztens fajtdk (Pang et al., 2000)
el allitasardl is. A rezisztencia kialakitdsat mindeetben kdpenyfehérje gén bejuttatasaval
erték el.

Az Uj, genetikailag modositott fajtak tobbségét miareghazi vagy szantofoldi
korilmeények kozott is vizsgaltak. Ehhez tébbnyisszZihasonlitd vizsgalatokat végeztek a
transzformans é€s a nem - transzformans névényedttk(Rowell et al., 1999; Gonsalves et
al., 1994a; Arche-Ochoa et al.,, 1995; Quemada, )1984 vizsgaltdk a transzformans
novények hatasat a kornyezetre is (Fuchs et aB8)1INéhany esetben az (] fajtakat
élelmezés egészségugyi szempontbodl is analiza@alerbada, 1996), ebben az esetben a
termés beltartalmi értékei mellett az esetlegesgil kelt hatasat, toxicitasat is ellemzték.
llyen transzformans fajta példaul a ZW 20, ametfibben is sikeresen teszteltek szabadfdldi
kisérleteik sordn (Quemada, 1998; Fuchs és Gorssdl985).

Gaba és munkatarsai (2004) megéették azt a feltételezésiinket, hogy a tok
esetében is a regeneracios képességrrgenotipus flggigy a méar kidolgozott médszerek
nem minden esetben voltak alkalmazhatoak. Az egudiglikélt transzforméciok minden
esetben kulfoldi fajtdkon torténtek, ezért fontdsgeeztik, hogy olyan jol nkdéd rendszert

dolgozzunk ki, amellyel magyar fajtak is hatékonyieamszformalhatok.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Felhasznalt anyagok

4.1.1. Novények
4.1.1.1. Sérgadinnye fajtak

A Magyarorszagon termesztett sdrgadinnye fajtalsabirodalom eléggé dnkényesen
csoportositjia. Ez a csoportositds egykskorre korlatozodik, amely ma méar nem tudja
atfogni a termesztésben |évajtdkat sem, még kevésbé ad eligazitast a kilfiélgiak
értékelésére. Sokkal nagyobb jelesige van a termesztés szempontjdbdl a gyakorlati
csoportositasoknak. Ezek fszempontként azokat a kilsnorfolégiai bélyegeket veszik
alapul, amelyek szerint a piacon a fogyasztdk aydihvasaroljak.

Eurépéaban harom fajtatipuscantalupensigkantalup; Cantalupo — R6ma kilvarosa);
reticulatus (a recés termésmintazat utdn) ésremlorus (izetlen, nem aromas, téli dinnyék)
tipusu fajtaknak van gazdasagi jeleséige (Horvath et al., 2007).

Kisérleteink soran nyolcféle magyar, illetve egy esikai sargadinnye fajtaval
foglalkoztunk. A felhasznélt sargadinnye magokEitgolyd és a Hale's Best fajta kivételével
az OMMI kisérleti anyagabdl, Dr. Szani Szilardtéhpkuk. A HOgoly6 fajta magjat a
fajtafenntart6tol (Zoldségtermesztési Kutatd Intéze) szereztilk be, mig a Hale's Best fajtat
a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénysié@se Tanszékének Kkisérleti
anyagabol kaptuk. A folyékony taptalajon tortéregeneréacios kisérletekhez hasznalt fajtak
magvait szintén a Budapesti Corvinus Egyetem Gleméis Novénynemesités Tanszékének
kisérleti anyagabdl kaptuk. A fajtak magvai zdtes tesztelés alapjan 90% feletti
csirdzoképességet mutattak. A felhasznalt fajtAkdrgellemzését az alabbi tablazatba

gy jtottem Ossze4. tablazayl).
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4. tablazat A felhasznalt fajtak fontosabb jellemZBalazs, 1994, Szabd et al., 2005)

- . Novekedés - A termés
Fajta neve | Fajtacsoport . Tenyészid - —
tipusa Alakja Husszine
er s f hajtas, 6mb, lapitott
Muskotaly |cantalupensis| kdzepes kdzéphosszu gomb, fap halvanyzold
s goémb, gerezdes
oldalhajtas
Ezustananaszantalupensis kozepers, révid Iapltqtt gomb, narancssarga
ers bordas
Javitott S . . . , s .
Zentai cantalupensis| kdzépers igen rovid lapitott goémb vilAgossarga
Topaz cantalupensis| kozépers révid lapitott gdmb vilagoszdld
Hogolyo inodorus ers hosszu gomboly fehéres-zdld
Tetenyi ... |reticulatus k6zépers koézépkorai gomb,oly, | narancssargp
csereshéju enyhén gerezde$
Magyar icul KGz& kdzépkorai smbol halva 51d
Kinos reticulatus 0zépers 0zeépkorai goémboly alvanyzo
Fortuna reticulatus ers kdzépérés gomb, gyengen halvanyzdold
gerezdes
Hale's Best |reticulatus kdzépers korai ovalis narancssarga

4.1.1.2. Tok fajtak

A felhasznalt magokat a Budapesti Corvinus Egyet&enetika és Kertészeti
Novénynemesités Tanszékének kisérleti anyagabotukapA Kkisérleteket az alabbi
novényekkel végeztik:

Cucurbita pepo convar. patissoniana'Ovari fehér' (patisszon): Szara kozepesen
serteszrs, az izk6z6k hossza 5-10 cm. Indai 2-3 m-relksisgnak. Levele nagy, 3-5
karéjos, fogazott. A termés félgdmb vagy lapitdting alaku, tompén fogazott. Ezt az alakot
a termés a bioldgiai érettség allapotaban is mgatak fogyasztasra érett termés héjszine
fehér, fehéres halvanyzold, héja puha, a magoletlejlek. A has szine fehér zoldes
arnyalattal (Kapas, 1986).

Cucurbita pepo convar. giromontiina '‘Black Beauty' (cukkini): Révid tenyészidej
indatlan guggon ultipus, amely szabadfdldi termesztésre kivaloaalalls. Biztonsdgosan
term , nagy hozamu fajta. Zsenge gyumolcse fénlagos, majd sotétzold, éretten feketés
sotétzold szin, fénytelen, hosszaban enyhén bordazott feliilet

Cucurbita maximaconvar.maxima'Nagydobosi' (sutok): Szabadf6ldi termesztésre
alkalmas, kozépes-ers hajtasrendszert fejlesztfajta. Termése lapitott gomb, héja
vilAgosszirke, hlsa narancssarga, magas a cukbmartA termések atlagtomege 4-8 kg.

Tarolasra és tartositoipari felhasznélasra alkaliNagy, 1997).
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4.1.2. Novényi taptalajok, nbvekedésszabalyoz6 anyagok

4.1.2.1. Szilard taptalajok és névekedésszabalyoz6 anyagtitslik sargadinnye esetében

Tobbféle taptalajt és tobbféle ndvekedésszabalywrag kombinaciot teszteltiink,

alaptiptalajként minden esetben Murashige és Skayutglajt alkalmazva5( tablazaf). A

taptalajok pH értékét kaliumhidroxiddal illetve roinsavval allitottuk be 5.6 — 5.8 kozotti

értékre. Szilardité kbzegként 8 g/l agart vagydlphytagelt alkalmaztunk.

5. tAblazatMurashige és Skoog taptalaj (Murashige,1962)

Makroelemek Mikroelemek Vitaminok
CaCl 332.02 mg/l CoGlx 6H,0 0.025 mg/l | Glicin 2 mg/l
KH.,PO, 170 mgl/l CuSgx 5H,0 0.025 mg/l | Inozit 100 mg/l
KNO; 1900 mg/l FeNa EDTA 36.7 mg/l Nikotinsav 0.5 mg
MgSO, 180.54 mg/l | HBO; 6.2 mg/l Pirimidoxin HCI | 0.5 mg/I
NH;NO; | 1650 mgl/l Kl 0.83 mg/l Tiamin HCI 0.1 mg/l
MnSQ, x H,O 16.9 mg/l
Na,MoO, x 2H,0 0.25 mg/Il
ZnSQ, x TH,O 8.6 myg/l

El kisérleteink sordn a Magyar kincs, a Javitott Zentidgolyd és a Tétényi
Csereshéju sargadinnye fajtakat vizsgaltuk, az M2 és MD3 taptalajokorb( tablazas).
Ezeken felil a Hogolyd fajtat tovabbi vizsgalatokneetettiink ala az MD4 és MD5
taptalajokon.

6. tAbladzat A sargadinnyénél hasznalt regeneracios taptalajokkedésszabalyoz6 anyag 0sszetétele

agarral szilarditott MS alaptaptalaj esetébend#dzaton belil a zardjelben Iégrtékek a
ndvekedésszabalyoz6 anyag koncentraciot jelentik)

Elnevezés Regeneréci(?s tépt{;\lajok ndv. szab. anyag Hivatkozas
Osszetétele (mg/l)
MD1 MS + indolecetsav (1.5), kinetin (6) Moreno et &D85
MD2 MS + 2.4-D (1), benziladenin (0.1) Branchard et 288a
MD3 MS + naftilecetsav (0.1), benziladenin (0.5) Ranstt al., 1992
MD4 MS +?n_dolecetsav (0.88), benziladenin (1.13),|Niedz et al., 1989
abszcizinsav (0.26)
MD5 MS + indolecetsay2.4) benziladenin (2.5) Béarsony et al., 1999

Az el kisérletek utan kilenc fajta regenerécios képegséegrteltem tovébbi 0t,
phytagellel szilarditott taptalajo.(tAbldzaf). Ebben az esetben minden fajtat mind az o6tféle

taptalajon vizsgaltam.
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7. tablazatA szilard taptalajok ndvekedésszabéalyozé anyagedétele kilenc sargadinnye fajta
esetében. (A tabldzaton belll a zaréjelben Evékek a ndvekedésszabalyoz6 anyag
koncentraciot jelentik)

Elnevezés| Regeneracios taptalajok novekedésszabayanyag osszetétele (mg/l)
MD6 MS + benziladenin (0.5), indolecetsav (1), absnsiai/(0.26)
MD7 MS + benziladenin (0.5), naftilecetsav (1)
MD8 MS + benziladenin (0.5), 2,4-D (1)
MD9 MS + benziladenin (0.5),
MD10 MS + benziladenin (1)

4.1.2.2. Folyékony taptalajok és névekedésszabalyozé anyszetételik sargadinnye

esetében

A szomatikus embriogenezishez kétféle téptalajtalaileztunk: egy folyékony
indukcids taptalajt, amely az embridk kialakulagditotta ki a ndvényanyagbdl, aztan pedig
egy novekedést serkentzilard taptalajt az embridk tovabbfejéséhez. Az alaptaptalaj a
4.1.2.1 fejezetben leirt MS taptalaj volt.

Vizsgélataink soran az alaptaptalaj ndvekedéssyabdl anyag Osszetételét tobb
kombinacibban vizsgaltuk, tovdbb4 megvaltoztattdklgekony taptalaj pH értékét, vitamin
tartalmat illetve szénforrasat. Indukciés taptdlajesetében két kiulonbozpH értéket
vizsgaltunk (pH 5.4 és 4.6). Vitaminok esetéberMVix vitaminok mennyiségét valtoztattuk
(normal, illetve kétszeres mennyiségben alkalmaallajve kiprébalasra kertlt a B5 vitamin
(pantoténsav) is. A taptalajokban szénforraskéimkdgt, szachar6zt és maltdzt hasznaltunk.
A novekedésszabalyoz6 anyagok kozul a 2,4-D (0-gd)rés a BA (0-1 mg/l) kulénboz
koncentracidit teszteltik.

A szilard taptalajként minden esetben nodvekedésdpadd anyag mentes MS
taptalajt hasznaltunk, 30 g/l szachar6z szénfamtasSzilardité anyagként agart (Oxoid)
hasznéltunk haromféle koncentracidban (0.5, 1 és 2%

A téptalaj Osszeteket vizsgalva az egyik kisérletben hat kulonb&&ptalajt
teszteltlink. A taptalajok kdzott a kilonbség amita és szénforras tartalmukban, illetve az
inditaskor beallitott pH értékikben volt. A tapjakaa normal MS mikro- és makroelemeken

fell 0.1 mg/l BA és 2 mg/l 2,4-D ndvekedésszabafyanyagot tartalmaztal8.(tdblaza
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8. tdblazat A sargadinnye regeneracios kisérletekben vizéggitkony indukcios taptalajok pH értéke,
cukor- és vitamin tartalma

taptalaj neve szénforras pH (f zés utan) vitamin
MD11 30 g/l szachar6z 54 dupla MS
MD12 30 g/l szachar6z 54 normal MS
MD13 30 g/l szacharoz 4,6 dupla MS
MD14 30 g/l glikoéz 4,6 normal MS

L 0,5 mg/l
MD15 30 g/l glikoz 4,6 pantoténsav
10 g/l szacharéz, ,

MD16 10 g/l glikéz, 10 g/l maltez | normal MS

A Muskotaly és a Hogolyo fajtat mind a hat taptatayizsgaltuk, az Ezlstananasz
fajtdt azonban csak az MD11 és MD13 taptalajon.igetetben kezelésenként 6 ismétlést
végeztink, majd a j6 valaszado képesskgtaknal tovabbi tenyészeteket is inditottunk. A
kisérlet soran az egyes folyadékkultardban indtemyészetekd kilénb6z id pontokban
(az inditastol szamitott 28, 35, 43, 50 nap utérignt szélesztés szilard ndvekedésszabalyozo
anyag mentes MS taptalajra. Egy-egy alkalommal mginal mar felismerhet fejlett
embridkat (esetleg névénykéket) valamint bezoldidgdarab részeket (3-4 darab) emeltiink
ki. Az apré és korai stadiumban leembridkat tartalmazé szuszpenzidt tovabb razadtuk
bennmaraddé magdarabokkal egyutt. A folyékony kébdt ndvekedésszabalyozé anyag
mentes szilard MS taptalajra passzalt mintdkabhhétes tovdbbnevelés utan a nbvényszam

alapjan értékeltik. A legalabb két-harom levelgskgres novényeket szamoltuk 6ssze.

4.1.2.3. Szilard taptalajok tokfélék esetében

A tok regeneracios kisérletek sordn kilonbdmnovekedésszabalyozé anyag
kombinaciokat teszteltinl( tablazaf, hogy megtalaljuk az optimalis 6sszetételt azlditk
hasznalt fajtakhoz. A taptalajok pH-jat kdliumhididdal, illetve citromsavval allitottuk be a
kivant 5.7-5.9-es értékre.
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9. tblazat A tok regeneracios taptalajok ndvekedésszabalgoyég 0sszetétele:

Taptalaj elnevezése Regeneracids taptalajok név.adz anyag 0sszetétele (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)
MT5 MS +indolecetsav(0.9), benziladenin(1), abszceri(8.26)
MT6 MS +indolecetsav(1), benziladenin(1.2)
MT7 MS +indolecetsav(1.2), benziladenin(1)

A taptalajokat mindharom fajtanél kiprobaltuk. Agigéretesebb kombinaciéval
ugyancsak mindhdrom fajtara egy optimalizalé kététl is elvégeztink, melyhez
indolecetsavat 0-0.9 mg/l és benziladenint 0-1.2 rkgzti koncentracidkban hasznaltunk,
0sszesen huszondtféle kombinéciot kiprobélva. Ajeteat 2 - 3 leveles hajtdsokat 0.5 mg/I

indolecetsavat tartalmazo taptalajon gyokereztettik

4.1.3. Felhasznalt baktériumtdrzsek és plazmidok

A transzforméciohoz kétfélegrobacteriumumefaciensdrzset hasznaltunk. Az A281
torzset (pPRGG bar plazmid) Dr. Nagy Istvan, a Mgzdasagi Biotechnoldgiai
Kutatokdzpont, (MBK, G6doll) munkatarsa, az LBA4404 torzset (pGA482 plazmiellig
Dr. Tébias lIstvan, az MTA Novényvédelmi KutatGirgémek (Budapest) munkatarsa
bocséatotta rendelkezésiinkre. Az A281 térzs a BAR pérdozta (glufozinat herbicidekkel
szembeni toleranciat okoz6 gén). A LBA4404 torzsAg82 plazmidja (1. &bra) noveényi
szelekciés markerként NOP (nopalin szintetdz) géompterével meghajtott kanamicin
rezisztencia géntnptll) hordoz. Hasznos génként az Uborka mozaik virysekgfehérje
(CMV CP) és/vagy a Cukkini sarga mozaik virus kgpehérie (ZYMV CP) génjét
tartalmazza. A t166/6 konstrukci6 CMV és ZYMV kopérhérje gének fazidés termékét
expresszalja. A t166/11 konstrukcié azbddit | eltér en a CMV kopenyfehérjét antiszensz
orientacioban tartalmazza. A t161/8 csak a ZYMV é&dygdehérjét, mig a t164/3 konstrukcio
ennek csonkolt valtozatat hordozza. A génekkddését karfiol mozaik virus (CaMV) 35S
promoter szekvencigja iranyitja, mindkét torzs &sen. A baktériumokat YEP, illetve LB

taptalajokon tenyésztettuk . tabldzatésll. tablaza).
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pGA482
RB Pnos  nptll Thos P35S CMY CP Z¥hY CP Thnos LB
11656/6 m— " pu— — ! > o— |
RE Pnos  nptll Tnos P35S CMY CP YWY CP Tnos LB
t166/11 e . X S m— |
RE Fnos  nptll Thos P35S 2 CP Thnos LE
1161/8 T — D
csonkitott
RE Fnos  nptll Thos P35S ZYMY CP Tnos LB
116453 S |-
pRGG bar
RE Tnos gus F355 E355 Pnos bar pAg7? LB
A 281 L — e — SRR

= promoter szakasz

s termindcids régio > kidold regid

LB,RB nhatér szakasz

1. dbra A pGA482 és pRGGbar plazmid felépitésgnos: nopalin-szintaz gén, nptlineomycin-

foszfo-transzferaz gén, P35S: karfiol mozaikvirusnpoter E35S karfiol mozaikvirus enhancer, CMV CP:

Uborka mozaik virus kdpenyfehérje, ZYMV CP: Cukkédirga mozaik virus kdpenyfehérje, gus (uidA) = 3-

glikuronidaz gén, bar: glufozinat herbicidekkelrabeni toleranciat okozé gén, pAg7: 7 gén poliadends jel

(Mihalka et al., 2000; valamint Tobias és PalkoyRB03 alapjan]

10. tablazatAz LBA4404 torzs tenyésztéséhez alkalmazott seadsképtalaj (Tavazza et al. 1988)

YEP téaptalaj 6sszetevi koncentracio (g/l)
Agar 15
Yeast extract 10
Pepton 10
NaCl 5
kanamicin 0.025

11. tdblazatAz A281 tbrzs tenyésztéséhez alkalmazott szelskéigtalaj (Miller, 1987)

LB taptalaj 6sszetevi koncentracio (g/l)
Tripton 10
Yeast extract 5
NaCl 5
Agar 10
kanamicin 0.025
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4.2. Alkalmazott médszerek

4.2.1. Fert tlenitési moédszerek

Sérgadinnye szilard taptalajon
Tobbféle ferttlenitési modszer hatékonysagat vizsgaltuk. Elameagokat maghéjjal
egyutt probaltuk meg fertieniteni. A késbbiekben a magok ferienitése eltt a maghéjat

még szaraz éllapotban eltavolitottuk.

12. tdblazatAz altalunk alkalmazott fertlenitési médszerek

Fert tlenit szer Koncentracio | Sterilizalasi id Oblités Hivatkozas
Clorox 15 % 10, 15, 20, 30 33( steril deszt Yadav, 1996
perc viz

Etil-alkohol utana

70 % utana

30 mésodperc
utana 1015, 20

4x steril deszt

Ficcadenti ég

natrium-hipoklorit

o ;
(NaOCl) 2,5% 30 perc viz Rotino, 1995
Hidrogénperoxid 10 % 10, 15, 20, 30 |3x steril deszt{Barsony,
(H20,) 0 perc viz 1999

Fert tlenités utan a magokat steril papiron megszankpthajd ndvekedésszabalyozé
anyag mentes MS taptalajra vetettik 8 g agart \&§yg phytagel-t hasznélva szilardité
anyagként egy liter tAptalajhoz. A vetéshez 20@miivegeket hasznéltunk, melyekbe 30 ml
taptalajt tettink, amit a kiontés utan sterilizakp15 percig 120C-on, 1 bar nyomason. A
magokat a téptalaj feluletére helyeztuk. Egy Uveghbagosan 4-8 mag kerilt. Egy vetés
alkalmaval é&ltaldban 50-500 magot vetettiink. Azeedptes csirdzds érdekében 48 oérara
termosztatba helyeztik az elvetett magokaf@za, majd athelyeztik a fényszobaba, ahol
25t1 °C-on 16 6rds megvilagitas és 8 oras sotét peridurliett neveltik. Két nap mulva

szamoltuk meg a kicsirazott, vagy esetlegesentbefat magokat.

Sargadinnye folyékony taptalajon

A magok elkészitését minden kisérletben azonos moédon hdjtotgre. A
magsterilizalast a kdvetkeanddon végeztik. A meghadmozott sargadinnye mag0ei-»s
Clorox oldatban torténfert tlenitését hdromszori, 10 percig tartd6 mosas kévedsztillalt
vizben. A ferttlenités utan a magokat 6 6ran keresztul aztawsktdlalt vizben.

Ezek utan a magokat feldaraboltuk, egyszer hossz@lidna lehtzva a maghartyét),
majd 5-6-szor kereszt irdnyban, igy magonként 1@t21-4 mm nagysagi magdarabot

kaptunk. Végul a magdarabokat folyékony taptalaj@erattuk.
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Tokfélék szilard taptalajon

A maghéj eltavolitasa utan a siitk, a patisszon és a cukkini magokat 15%-o0s Clorox
oldatba aztattuk. Haromféle fettenitési idt alkalmaztunk, ezek 15, 20 illetve 25 percesek
voltak Az ily moédon ferttlenitett magokat laminéaris flilkében steril detl vizzel
Oblitettiik le. Az 6blitést haromszor megismételtilkpden alkalommal 5 percig tartva a steril
desztillalt vizben a magokat. A vizes magokroél ibtgrapirral leitattuk a felesleges
nedvességet, majd a magokat kissé a taptalajbavay@@®ml-es bébiételes Gvegbe helyeztik
A nbvekedésszabalyozé anyag mentes taptalajra &gdnvetettiink Uvegenként. A magokat
3-4 napig sotétben 32 °C-on csirdztattuk, majd \&elék teljes bezdlduléséig 25 °C-on

fényszobaban tartottukket.

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

Kisérleteink sordn a sargadinnye magokat meghém@aul5%-os Clorox oldatban
15 percig ferttlenitettiik, majd 3-szor 5 percig Oblitettiik stelisztillalt vizben. Uvegenként
6-8 magot vetettink novekedésszabalyozé anyag meki® taptalajra. Az egyenletes
csirdzas érdekében, 48 odrara termosztatba helyeztiklvetett magokat 3Z-ra, majd
athelyeztiik a fényszobaba, ahokt25C-on 16 6ras megvilagitas és 8 oras sotét periddus
mellett 4 nap mulva hasznaltuk fel a kicsirdzotgokasziklevelét.

A sziklevelek felhaszndldsa azok teljes bezoldiés@ghéartyabdl vald kibujaséat,
szétnyilasat koveen tortént, melyek addigra masfél-kétszeresére kailtek a magi
méretikhoz képest. A korulvagott, feldarabolt saiklleket 2. 4bra), fonakkal a taptalaj fele,
MS alapu taptalajokra helyeztik (pH 5.6 — 5.8).

A regeneracios és transzformacids kisérletek egydémnyszobai viszonyok kdzott

zajlottak, 231 °C-on 16 éras megvilagitas és 8 oras sotét peridalistt.
4.2.2.2. Sérgadinnye fajtak valaszadd képességének vizagdllinb6z taptalajokon

Ebben a kisérletben Javitott Zentai, Tétényi céejés Magyar kincs, Hogolyd
sargadinnye fajtdk 4 napos szikleveleit négy réssmgva R. abra) hasznaltuk otféle
taptalajon (MD1, MD2, MD3, MD4, MD5). Minden taptgta 40 sziklevéldarab kerult. A
kisérleteket harom ismétlésben végeztuk. A koriditaés feldarabolt szikleveleket, fonakkal
a taptalaj felé, a taptalajokra helyeztik (pH 5.6.8). Egy 200ml-es bébiételes lvegbe
atlagosan 6-8 sziklevéldarabot helyeztlnk.
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Ezt koveten Javitott Zentai, Muskotaly, Topéaz, Hbgolyd, Magykincs,
EzlUstananasz, Fortuna, Tétényi csereshéju és HBle& sargadinnye fajtak 4 napos
szikleveleit két részre vagva.(abra) tovabbi otféle taptalajon vizsgaltuk (MD6, MD7,08,
MD9, MD10). Minden taptalajra fajtanként 40 szikbédarab kerillt fonakkal lefelé. A
kisérleteket harom ismétlésben végeztik. Eqy Be&szébe nyolc sziklevéldarab kerdilt.

o &
A a9y

2. dbra A sziklevelek feldarabolasanak maédja. A) négyfeigas B) kétfelé vagas

4.2.2.3. Tenyészetek inditasa kulonboadvényi részek felhasznaladsaval

Ebben a kisérletben két fajta (Hogolyd és Hale'stBeegeneracidjat vizsgaltuk
kilonb6z novényi részekd kiindulva. Regenerécios taptalajként az MD6-oxzdget
hasznaltuk.

A kisérletben a 2, 4, 8, 14 napos csirandvénydidesalét, hipokotiljat illetve a 14
napos csiranbvény esetében az dtamblevelet haszndltuk fel a regeneracié kiindulas
anyagakeént.

A magokat ndvekedésszabdlyoz6 anyag mentes MS laigatavetettik, majd
termosztatba helyeztiik 2 napra 32 °C-ra. Eqy fegetében atlagosan 100 magot vetettiink
egy kisérletsorozatban. Egy lUvegbe 4 magnal tobeet vetettiink. A csirandvények egy
részét a masodik napon felvagtuk sziklevélre, hipibla, és dekapitalt névényekre, majd
ezeket tovabb daraboltuk. A szikleveleket négyvekétfelé daraboltuk. A hipokotilt harom
korulbelul egyenl részre vagtuk fel (sziklevélhez kozeli rész, kd&zépesz, gyokérnyak
kozeli rész), majd figdegesen 1-2 mm mélyen beleszurva a taptalajba Kiltim tvegbe
helyeztilk ket ndvényi részenként és fajtanként. A dekapitiflokotilok maradtak abban az
Uvegben, amelybe elvettik a novényeket. A megma¥pdtsirandvényeket a termosztatbol
athelyeztik a fényszobaba és a vetéstamitva a negyedik napon ismét feldaraboltuk a

névényanyag egy részét a 2. napon feldolgozott mikez hasonldéan. Ezt a kisérletet a
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vetést| szamitva a 8. és a 14. napon is megismételtikeldzlomblevél csak a csirdzast
kovet 14. napon jelent meg altalaban, ezért ezt a névényt csak ebben az egy jmbntban
vizsgaltuk. A négyfelé vagott sziklevelekbfajtdnként és idpontonként 48 darabot
helyeztiink le. A kétfelé vagott sziklevelekglO darabot, a sziklevélhez kdzeli hipokotilbdl,
k6zéps hipokotilbdl, gydkérnyak kozeli hipokotilbdl és asts lomblevélb| 20 darabot
helyeztlink taptalajra fajtanként és pntonként. Emellett fajtanként és mbntonként 20-20
dekapitalt novény regeneracios képességét vizégdhturegeneracio hatékonysagat hetente
ellen riztuk. Az id kdzben regenerdlodott hajtasokat ill. hajtaskezagmiéet friss
regeneracios taptalajra helyeztik. Az eredményekélesét a 7. héten befejeztik, uthna mar
nem szamoltuk az Gjonnan keletkdmjtaskezdeményeket. A dekapitalt hipokotilok axok
novekedésszabalyozé anyag mentes MS taptalajordtakramelyen csiraztattuk a magokat.
A dekapitéciot Fari és munkatarsai (1995) altablgdzott eljaras alapjan végeztik, amelyet
eredetileg transzforméciora dolgoztak ki.

A lomblevél regeneracidjat két kilonbodzaptalajon vizsgaltuk. Az egyik a tdbbi
novényi részhez hasonlé Osszetét®lD6 taptalaj volt, mig a méasik (RAG) taptalaj MS
Osszetételben megegyezett az MD6 taptalajjal, d&bta adalékként hozzaadtunk AgiGt

5.1 mg/l koncentracidban (Yadav et al., 1996). #ékieteket harom ismétlésben végeztik.
4.2.2.4. Novekedésszabalyozé anyagok optimalizaciéja

A kisérletek soran a Hogoly6 és a Hale’s Best Kafténapos szikleveleit két részre
vagva vizsgaltuk 25-féle taptalaj kombinacion. Ayeeeracios taptalajban benziladenint és
indolecetsavat alkalmaztunk 0 és 1.2 mg/l kdzddtidentraciéban (0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2 mg/l)
azonos abszcizinsav (0.26 mg/l) hozzaadasa mdiigjtkisérlet soran egy fajtab6l 50 magot
vettetink, majd egy Uvegbe négy darab sziklevébgreemst helyeztiink. Minden egyes

kombin&ciébdl 2 darab Gveg volt kisérletenként.igékleteket haromszor ismételtik.
4.2.2.5. Agar és phytagel bazisu szilard taptalajok 6sszetiaidsa

A Hogolyo sargadinnye fajta esetében dsszehasdaifiéiletet végeztiink arra nézve,
hogy a regeneracié hatékonységat befolyasoljaspi@lajt szilarditd agar vagy phytagel. A
kisérletek sordn a Hogolyé fajta négy napos szétksv két részre vagva vizsgaltuk az
MDOP1 regeneracios taptalajon, mely 8 g/l agartyv@gp g/l phytagelt tartalmazott.
Egy vetés alkalmaval atlagosan 15 magot vettinkattea szikleveleket kétfelé vagva
atlagosan 55 sziklevéldarabot helyeztiink kiséretenhmindkét tipusu taptalajra.

A kiulénboz fejl dési fazisok idtartamat agy hataroztuk meg, hogy megallapitottuk
mennyi id szikséges ahhoz, hogy az adott névény elérje atheéw fejl dési fazist. Az

42



el kisérletek elegend informéciot nydjtottak ehhez. Az itartamon Kkivil keletkez
noévényeket mar nem szamitottuk bele a kisérletireémyekbe. A regeneransok fejését 2-
3 naponta vizsgaltuk. A kisérletet 6t ismétlésbégeztik

Az altalunk vizsgalt fazisok a kovetkdevoltak

1. A csirdzastdl a sziklevelek megfel@rettségének eléréséig
(A sziklevelek teljesen bezdldiltek, a maghartyddljtak, szétnyiltak)
2. Sziklevél feldarabolasatdl a hajtaskezdemények eleggseig.
(Sziklevéldarabok 75%-an megjelent a hajtaskezdginén
3. A hajtaskezdemények 1-2 leveles hajtdsokkadégéig
(A hajtadskezdemények 50%-a elérte az 1-2 leveldstja
4. Az 1-2 leveles hajtasok 3-4 leveles hajtassé diffeialédasaig.
(Az 1-2 leveles hajtasok 50%-a elérte 3-4 levedesst)
5. A 3-4 leveles hajtdsok meggyokereztetéséig
(Az 3-4 leveles hajtasok 75%-a meggyokeresedett)
6. A gyOkeres novények akklimatizalasahoz sziikségearidhm, mely minden esetben

14 nap volt.

4.2.2.6. Regenerans sargadinnye ndvények gyokereztetésdlénatizalasa

A megfelel en differencidlodott leveles "hajtascsokrokat" @&sgtkra osztva (2-5
hajtas) gyokereztettaptalajra helyeztik (nbvekedésszabdalyoz6 anyagendVS taptalaj). A
megfelel mérték gyokérképzdést kdveten steril tzeg-fold (1:1) keverékébe Ultettlik at a
novényeket. Az inkubalds a fényszobaban 100 %ivefsratartalom mellett, 23 °C-on
tortént 0.5 l-es bettes Uvegben, amelynek a tetejét folpackkal lekarErutan par nap
mulva a folia szélét meglazitottuk, majd fokozatosaltavolitottuk. A megesddott

palantakat edzés utan tveghazba ultettik ki.
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4.2.3. A sérgadinnye regenerécié folyékony taptalajrol indtva
4.2.3.1. Tenyésztési korilmények

A folyadékkultira soran tenyészedényenként 1 madgditottunk. A folyékony
taptalajokat tartalmazé lombikokat korkords razégéstl, analdg tipusu razégépre helyeztik
(IKA KS250 basic, illetve GFL 3015). A kulturak r@@tasa 90 rpm-en fényszobaban tortént,
25+1 °C-on 16 6rds megvilagitas és 8 Oras sotét peridultett. A folyadékkultira ideje

altalaban 28-50 nap kdzott mozgott.
4.2.3.2. El kisérlet a magyar sargadinnye fajtak valaszadodsgmEnek tesztelésére

A regeneracios kisérletekben st6r az Ezura és Akasaka-Kennedy (2004) altal
kidolgozott folyékony taptalajt (0.1 mg/l BA, 2 nhid?,4-D tartalmi MS) teszteltik a hat
magyar sargadinnye fajtara. Fajtanként hat parhagdenyészetet inditottunk.

4.2.3.3. NOvekedésszabalyoz6 anyagok optimalizcidja

Az el kisérleteket koveen a ndvekedésszabdlyoz6 anyagokkal optimalizacios
kisérletet végeztiink a Muskotaly fajtaval. A kisédoran a 2,4-D (0; 2; 5 és 10 mg/l) és a
BA (0; 0.1; 0.5 és 1mg/l) kulénbdzkombinaciéit alkalmaztuk (16-féle kombinéacid)
folyékony normal MS taptalajon. Minden ndvekedébahpz6 anyag kombinacioval 4
edényt inditottunk. A négy lombik teljes tartalnkéilénb6z indukciés idk utan (7, 14, 28,
34 nap) passzaltuk szilard taptalajra. Ezt a légétrl harom flggetlen igontban
megismételtiik. gy végil minden egyes kezelés (kétésszabalyozo anyag kombinacié és
inkubé&cios id) harom fuggetlen ismétlése tortént meg. Ossze82rdmbikot inditottunk és
passzaltunk &t szilard taptalajra.

A szilard taptalajon a novénynevelés éatlagosan I&8g tartott, harom hetente
passzéalva friss taptalajra. A kisérlet értékelésétwmak a levéllel és gyokérrel rendelkez

regeneralt ndvényeket szamoltuk dssze.
4.2.3.4. A magok életkordnak hatasa a regeneraciora

A magok életkoranak és a szomatikus embriogeneziskbnysaganak kapcsolatat a
Muskotaly sargadinnye fajtanal analizaltuk. A vialsg soran érett sargadinnyélkiszedett
friss magokat és a kereskedelmi forgalomban kapleaty éves tarolt veinagot hasznéltunk
fel. Mind a friss, mind a tarolt magbdl kiindulva2-12 tenyészetet inditottunk, harom
ismétlésben. A kisérletben 0.1 mg/l BA és 2 mg#R; 30 g szacharéz tartalmu folyékony
MS téptalajt hasznaltunk (pH 5.4). Az inditastéamsittott 30 nap elteltével szilard taptalajra

helyeztik a mintdkat. Harom kulonbdzagar koncentracioju (0.5%, 1% és 2 %)
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ndvekedésszabalyozé anyag mentes MS tptalajetesi. A szilard taptalajra tétel utan 21
nap elteltével a mintak mindegyikét 1 % agart teréeed ndvekedésszabalyozé anyag mentes
MS taptalajra passzaltuk és a Kalsiekben is ezen neveltiik tovabb. A felvételezésthgttel

a szilard taptalajra tétel utan végezunk.

4.2.4. A tok fajtak regeneracioja

A kezdeti regeneracios kisérletekhez alkalmank8r2@magot vetettiink mindharom
tokfajtabol (Ovari fehér, Black Beauty, NagydobosBzen kisérletben ©sszesen 2360
sziklevéldarab kerult leoltasra, az MT1-MT7 tapjekaa.

Mindharom fajtanal elvégeztink egy tdbb ismétléaésekedésszabalyozé anyag
optimalizacios kisérletet melyben indolecetsaval. -mg/l és benziladenint 0-1.2 mgl/l
koncentraciéban alkalmaztunk. A kisérlethez fajémii0-50 magot vetettiink kisérletenként,
harom ismétlésben.

A 7-10 napos novények szikleveleit teljes bezolgkibé, kozvetlenil szétnyilas utan
vagy néhany nappal kdsb, legfeliebb 1-2 lombleveles allapotban haszhkalfiel.
Kozvetlenll a levélnyél tovénél levagtuk, majd nég@gzre vagtuk ket ugy, hogy a levél
f erére merlegesen elharmadoltuk majd a kozéplsarmadot a férrel parhuzamosan
elfeleztik. A kisérletekhez csak a levélnyeletalanaz6 részt és a félbevagott kdzéps
harmadot hasznaltuk, a levél csucsi részét nem.

Mivel a kisérletek soran csak a levélnyél kozeléhedpz dtek hajtasok, a
novekedésszabalyozé anyag optimalizalo kisérletekid csak ezt a részt hasznaltuk fel, igy
csirandvényenként csak két sziklevéldarabot nykrtih sziklevéldarabokat kilonboz
novekedésszabalyozd anyagokat tartalmazé taptlidietére tettilk, egy Uvegbe &ltaldban
négy darabot helyezve. A kisérletekhez 200 ml-egyéivhasznéltunk. A sziklevéldarabokon
képz dott hajtasokat gyOkereztetiptalajra helyeztilk, majd a gyokeres ndvényeketl s
t zeg-fold (1:1) keverékbe dUltetve inkubaltuk. Az ubiélas 100% relativ pératartalom

mellett, 25 °C-on tortént. A megexddott nbvényeket edzés utdn Gveghazba dltettik ki.

4.2.5. A baktériumtorzsek tarolasi és tenyésztési korulméyei

A baktérium torzseket fagyaszté szekrényben tékol80D °C-on. A transzformacios
kisérletek eltt egy nappal az LBA4404 torzset szelekcios YERé&kbny taptalajra oltottuk
(lasd 10. tablaza), az A281 tbrzset pedig LB szilard taptalajiel.(tablaza). A fiatal
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tenyészetet 24 Oradn keresztll Z8on termosztatban razattuk, a gyors felszaporodas

érdekében.

4.2.6. Antibiotikum érzékenység tesztelése

A transzformécids kisérletek megkezdésetteleszteket végeztink a Hoégolyd és
Hale’'s Best sargadinnye fajtak, tovabba a Nagydolsos tok fajta antibiotikumokkal
szembeni érzékenységnek megallapitasara. A feldksgivényi anyagok (frissen feldarabolt
kontroll sziklevél szegmensek) antibiotikunr tképességét eltérantibiotikum (augmentin,
cefotaxim, carbenicillin) tartalmld taptalajokon zedtilk. Megvizsgaltuk, hogy az
Agrobacteriummal tortén egyltt-tenyésztés utan milyen antibiotikum koncenib az,
amely még nem gatolja a nbvényregeneraciot.

A sargadinnye esetében a kétfelé vagott szikleandlgait 0, 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900 és 1000 mg/l antibiotikum tamtakaptalajokra helyeztiink le. A kontroll
teszteltiik mindharom antibiotikum jelenlétében kakiilon, 11-féle koncentracidban. Petri-
csészénként 4-4 sziklevéldarabot helyeztiink a exgeits taptalajokra. Egy kisérletben
sargadinnye fajtanként és antibiotikumonként 4&legzéldarabot helyeztiink le, dsszesen 264
sziklevéldarabot.

A vizsgalt antibiotikumok mellett tesztelttk még faissen feldarabolt levél
szegmensek és kalluszosodott sziklevél szegmenaeknkcinnel (0, 25, 50, 75, 100,
200 mg/l), illetve glufozinattal (0, 1, 2, 3, 4, 6,mg/l) szembeni t képességét. Petri-
csészénkeént 4 - 4 sziklevéldarabot tettlink le regaios taptalajokra.

A Nagydobosi siutok alsé, levélnyelet tartalmazé sziklevéldarabjdPerti-
750 mg/l), és kanamicint (0, 25, 50, 75, 100, 1%fartalmazé regeneracios taptalajokra
(MTOP1) helyeztik.

Mind a sargadinnye mind a tok esetében a kisésetekismétlésben végeztuk. Az

eredmények kiértékelését vizualisan végeztik.

4.2.7. A sargadinnye transzformacio kértlményei

A transzforméciét Qiu és munkatarsai (1999) altalolgozott mddszerek alapjan
végeztik kisebb mdédositasokkal.
A transzformacié sordn mindig a ferzést megelz napon atoltott, 24 éran at

razogépen lombikban, folyékony taptalajon tenydsitaktérium térzseket hasznaltunk fel.
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Az A281-es torzzsel a HOogolyo sargadinnye fajtat feik, majd két kilonbéz (MDOPL1,
RAG) taptalajon regeneraltuk. Egy transzforméaciéseiet soran 40-60 magot vetettlink,
majd a szikleveleket két részre vagva atlagosan2P00sziklevéldarabot transzformaltunk.
Ezt a kisérletet hat ismétlésben végeztik, telseden 2320 sziklevéldarabot fettink.

Az LBA4404-es tbrzset mind a Hégolyd, mind a Hal8est sargadinnye fajtak
transzforméciéjanal felhasznaltuk.

A Hogolyo fajtaval végzett transzformécids kisé@tesoran 80-120 magot vetettiink,
majd a szikleveleket két részre véagva &atlagosan 32klevéldarabot ferztiink
kisérletenként. Ezt a Kkisérletet négy ismétléshetgextik, tehat 0Osszesen 1560
sziklevéldarabot transzformaltunk.

A Hale's Best fajta esetében két kisérletsorozatditottunk. Az els alkalommal
egyszerre 40-60 magot vetettlink, a szikleveleketdgzre vagtuk. Ezen kisérlet soran kilenc
ismétlést végeztink, tehat oOsszesen 1760 szikienahdt fertztink. A masodik
kisérletsorozat soran mar 340-510 magot vetettanksiraztatott szikleveleket két részre
vagtuk, tehat atlagosan 1706 sziklevéldarabot rikie egy alkalommal. Osszesen 10240
sziklevéldarabot fertztiink.

A fert zések soran a négy napos korilvagott, majd darabitdievél szegmenseket a
baktérium-szuszpenzidéba helyeztik kulonbdd tartamokra (60, 30, 20, 10, 5 percre).
Az inkubacios id elteltével a sziklevéldarabokat steril papiron szégitottuk, majd
regeneracios taptalajra helyeztik, amely még netalt@azott antibiotikumot. Egy taptalajra

atlagosan hat sziklevéldarabot helyeztiink.

Kokultivacio
Fertdzés Agrobacteriummal

o» —%= |
- e ===] —>

- |
vT'
<
Inkubilas Szelekeio és gydkereztetés Regenericio

3. &bra Az Agrobacterium tumefaciengzvetitett transzformacié 1épései sargadinnyénél
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A kokultivacié soran a fertzott sziklevéldarabokat 2, 3, 4, 5 napig a fényabaim
tenyésztettiik. Az egyutt-tenyésztés (kokultivacidfin szelekcios taptalajra helyeztik a
sziklevéldarabokat.

A szelekciosoran az A281-es torzzsel farbtt sziklevéldarabokat 4 mg/l glufozinat
tartalmu regeneracios taptalajra helyeztik. Azaittalmazott regeneraciés taptalajon az
Agrobacteriumeldlésére 500 mg/l augmentint hasznaltunk. Az LB@d+es torzzsel ferzott
sziklevéldarabokat 100 mg/l kanamicint tartalmazpelekcids, regeneracios taptalajra
helyeztilk. A baktérium eldlésére 500 mg/l cefotaimvagy 700 mg/l carbenicillint
alkalmaztuk. Mivel az antibiotikumok viszonylag ggan lebomlottak, a sziklevéldarabokat

10-14 naponta friss szelekcios-regeneracios tpkataathelyeztik.

4.2.8. Agar és phytagel tartalmu taptalajok hatdsa a szelgiv taptalajon felnevelt

Ve

A Hogolyo fajta esetében végeztiink egy 6sszehasonlité édisédrra nézve, hogy a
vélhet en transzformans noévények regeneracidjanak hatékgdy befolyasolja-e a taptalajt
szilardité agar vagy phytagel. A kisérletek sordidégolyo fajta négy napos szikleveleit két
részre vagva vizsgaltuk az MDOP1 regeneracios l&pm mely 8 g/l agart vagy 2.5 g/l
phytagelt tartalmazott. Egy vetés alkalméval 40 -rBagot vettiink, tehat a szikleveleket
kétfelé vagva atlagosan 200 sziklevéldarabot f¢iink 5 percig kisérletenként. A sziklevelek
egyik felét agar tartalmi, a masik részét phytagehlmu taptalajra helyeztiik. Osszesen
2392 sziklevéldarabot transzformaltunk a kétféfeatajon egyuttvéve.

A kuloénboz fejl dési fazisok idtartamét a sargadinnye regeneracids kisérlethez
hasonléan (4.2.2.5. fejezet) hataroztuk meg, akialinbséggel, hogy a transzformécié utan
2 napig tartott a kokultivacio és a regeneracidgkanysag lecsokkenése miatt a szazalékos
értékeken valtoztatnunk kellett. A regeneransok digsét itt is 2-3 naponta vizsgaltuk. A

kisérletet hat ismétlésben végeztik

Az altalunk vizsgalt fazisok a kovetkdevoltak:

1. A csirdzastdl a sziklevelek megfel@rettségének eléréséig
(A sziklevelek teljesen bezdldiltek, a maghartyddljtak, szétnyiltak)

2. Sziklevél feldarabolasatol a kokultivacio végeignéd)

3. Sziklevél regeneréacids taptalajra helyezdsghajtdskezdemények megjelenéséig
(Sziklevéldarabok 40 %-an megjelent a hajtaskezdginé

4. A hajtaskezdemények 1-2 leveles hajtdsokkadégeéig

(A hajtadskezdemények 10 %-a elérte az 1-2 levalsst)
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5. Az 1-2 leveles hajtasok 3-4 leveles hajtassa diffeialodasaig
(Az 1-2 leveles hajtasok 50%-a elérte 3-4 levedesst)

6. A 3-4 leveles hajtasok meggyokereztetéséig
(Az 3-4 leveles hajtasok 50%-a meggyokeresedett)

7. A gyokeres novények akklimatizalasahoz sziikségearidhm, mely minden esetben
14 nap volt.

4.2.9. Tok transzformaci6

Transzformacios kisérleteket a gk Nagydobosi fajtaval végeztink, kisérletenként
60 magot vetettiink. A transzformacios kisérletal@isaigyanugy vagtuk fel a szikleveleket,
mint a regeneracios kisérletekben (4.2.4. fejezet).

A fert zés sordn 24 Odraja leoltott baktérium torzs szuszpgt (LBA4404)
haszndltunk fel. A sziklevéldarabokat kilénbdd tartamokra (15, 10, 5, illetve 1 percre) a
baktérium-szuszpenziéba helyeztiik, majd a sziktlar@bokat steril papiron megszaritottuk,
€s antibiotikum mentes regeneracids taptalajra eaélk. Egy 0.2 l-es lvegbe négy
sziklevéldarab kerult4( abra)

4, dbra Sut tok sziklevéldarabok kdzvetlenil ferés utan.

Ezutdn 1, illetve 3 napig antibiotikum mentes tégtm egyltt tenyésztettik
(kokultivacid) a sziklevéldarabokat és Agrobacteriunot. Ez alatt a ferizétt nbvényeket
tovabbra is fényszobaban £6°C-on 16 6rds megvilagitas és 8 Oras sotét peridurliett
neveltuk.

A néhany napig tarté kokultivacié utan Agrobacteriumel6léséhez Ujabb taptalajra
tettlik a sziklevéldarabokat, amely a regeneraci&@adkséges ndvekedésszabalyoz6 anyagok
(2 mg/l IES, 0.1 mg/l BA) mellett 100 mg/l kananmtiés 500 mg/l cefotaximot tartalmazott.
A kanamicin szelekciés tényez@nt szolgéalt, mivel biztositotta, hogy csak adieédten
transzforméans sejtek feflhessenek tovabb, a cefotaximot pedigAgrobacteriumeldlésére
hasznéltuk. A megjelenregenerans novényeket gyokereztéptalajra helyeztik, amely

szintén tartalmazta a megadott antibiotikumokagrd feirt mennyiségben.
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4.2.10.DNS kivonas tok és sargadinnye névényekb

A novényekrl 1-2 levelet leszedtiink, és a DNS kivonas megkazidé-80 °C-on
taroltuk ket. Kozvetlenil a PCR vizsgalatok &l a mintdkat folyékony nitrogénben,
dérzsmozsarban eldorzsoltik, majd kulon-kilon Eplpeihcsdovekbe helyeztik. A DNS-t a
Qiagen cég DNeasy Plant System Mini Kit DNS-kivoatadszer felhasznalasaval vontuk ki a
gyarté altal meghatarozott modszert alkalmazva EHN, 2000). Az igy elllitott kb.
200 I-nyi sz rlet megfelel tisztasagban tartalmazta a DNS-t.

4.2.11.A DNS beépulésének ellenzése PCR (Polymerase Chain Reaction) technikaval

A DNS beépiilése a genomba PCR-technikaval az gdotzakasz felszaporitasaval
ellen rizhet . El szdr megvizsgaltuk, hogy sikerilt-e kidIni Agrobacteriumog névénybl.
Ehhez a VCF és VCR virC génspecifikus primereketzhaltuk, majd a CP1, CP2 (CMV és
ZYMV kopenyfehérje génjére specifikus) primerek issggével vizsgéltuk, hogy
tartalmazza-e a bejuttatni kivant gént a kivont DNS

A PCR-reakcitelegyet 43. tablazaban megadott mennyiségekba tabladzatban

kdzolt sorrendben mértiik ossze.

13. tablazatA PCR reakciohoz alkalmazott reakcidelegy 6sszietéte

PCR puffer

(a puffer koncentracidja: 10 mM Tris-HCI, 2.5 1125 |

10 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.01% zselatin)
dNTP mix 0.25 1/25 |
Primerl 0.5 1/25 1
Primer2 0.5 1/25 1
Red Tag-polimeraz 11/25 |
DDV (kétszer desztillalt viz) 18.285/25 |
DNS-minta 2 /25 1

Az kapott oldatot vortexeltik és lecentrifugaltukjajd 200 | PCR-csdvekbe
szétosztottuk. A szétosztott reakcioelegyet tadatin minden cshédz 2-2 I-nyi névényi
DNS-kivonatot adtunk hozza. Az 6sszemérést stérililknények kdzott laminaris fllke alatt,
steril eszk6zokkel és steril oldatokkal végeztik.

A 25 | Ossztérfogatl PCR-reakcidelegyet MJ Research RUQ tipusu PCR-
készllékbe helyeztiik, majd a készlléketda tdblazaban leirt program szerint beallitva
elvégeztik az amplifikalast.
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14. tablazatAz alkalmazott PCR program jellemz

Folyamat virg: gfén vizsgalatdhoz CFf gé,n vizsgalatdhoz
H meérséklet Id H mérséklet Id

1. | El denaturacié (hot start) 94 °C 1 perc 94 °C 5 perc
2. | Denaturacio 92 °C 1 perc 94 °C 1 perc
3. | Tapadas (primerek ktése) | 54 °C 1 perc 60 °C 1 perc
4, Lan_chos_sz,ap,bnas 72°C 1,5 perc 72 °C 2 perc

(polimeriz&cio)

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

A PCR reakcio soran felszaporitott DNS szakaszokatovabbiakban agar6z
gélelektroforézissel vizsgaltuk. (Sambrook et E82)

Az 1g agrézt (Sigma) 100 ml TAE pufferben (Az 5@&s koncentrdtumi TAE
puffer dsszetétele: 242 g/l TRIS, 57.1 ml/l koncéitecetsav, 100 ml/l 0.5 M EDTA pH=8)
2-3 perc alatt mikrohullami( siien fzve feloldottuk. Ezt kdveen o6sszeallitottuk a
futtatashoz megfelelkadat. A kb. 50 °C-ra lelit gélhez hozzé pipettaztunk 20 etidium-
bromidot és az oldatot a kddba ontottik. Miutanéargegszilardult, a kadat feltdltottik a
TAE pufferrel és a zsebekbe pipettaztuk a PCR-iiéalkemékét. Az els és az utols6 zsebbe
a Promega cég 100 bp-os DNS-létrgjat, festékkémim®ga Blue/Orange 6-szoros
toménység komplexeket alkalmaztunk. Az elektroforézist 1roit 120 V fesziltség alatt
végeztik. Az agar6z gélelektroforézis végeredmédyyplkapott gélt UV megvilagitas mellett

lefényképeztik.

4.2.12 Mikroszképos vizsgéalatok

A tenyészetek mikroszképos vizsgalatat Leica MZifugu sztereomikroszkoppal
végeztik. A felvételeket mikroszkopi feltét segieséel eleinte analég Minolta géppel
végeztik Konica filmre, majd a kdsbiekben digitalis Canon (Power Shot S50)
fényképezgéppel compact flash memodriakartyara. Az elekrorkrosizképos (SEM)
felvételeket a Budapesti Corvinus Egyetem Kozplaftoratériumaban készitették Tesla BC-

300 tipusu pasztazé elektron mikroszkép segitségéve

4.2.13.Statisztikai szamitasok

A kisérleti adatok varianciaanalizisét és a tapklaill. kulonboz kezelések
paronkénti 6sszehasonlitdsat a MiniStat prograrfissegvel végeztik. A sargadinnye és tok
fajtak regeneracidos és transzformacids kisérleszilard taptalajon a MiniStat 3.2.

programmal (Vargha 2000), mig a sargadinnye folpgktaptalajon tortén regeneraciés
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kisérleteit MiniStat 3.3. programmal elemeztik (e, 2000). A szamitasok eredményeit a

mellékletekben (9.3. Melléklet) részleteztik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A magvak fert tlenitése

Sargadinnye magvak fert tlenitése

A hidrogén-peroxidos, etil-alkoholos (natrium-hipmitos), és a Cloroxos
fert tlenitések kozul csak azokat a kezeléseket hastinktdssze egyszempontos variancia
analizissel, amely kezelések hatasara 100 %-bantlémitett magokat kaptunk (9.3.1.
melléklet). A kezelések eredményességét a csirdzasalék adta meg. A harom felenitési
maod kozil a 15 %-os Cloroxos kezelés, bizonyudtggdbbnak. Mar 15 perc elteltével 100 %-
ban ferttlenitett magokat kaptunk. Ez az érték csak 90 %kosfidencia-valdszirség
mellett tért el szignifikAnsan a 20 percig tart®@i©kos aztatastol. Minden mas kezelést
azonban 95 %-os konfidencia-valosdég mellett szignifikansan kulonbdzott. Azon feldl,
hogy a 15 perces Cloroxos fetenitési id elegendnek bizonyult a magok sterilezéséhez, ez
volt a legkiméletesebb a maghéjtol megfosztott rklagp, a csirdzasi arany 98 %-os volt. A
masik két ferttlenitési mddszer alkalmazdsa esetén a csirazaésiy aszignifikansan
alacsonyabb volt, vagy a fetlenités mértéke nem volt megfelelAz etil-alkoholos
(natrium-hipokloritos) kezelés utan a magok kdscsiraztak. A hidrogén-peroxidos kezelés
hatasara a sziklevelek szoveti allomanya megséAliltkisérleteket harom ismétlésben
végeztik. Az eredményeket &z 4bra hasonlitottuk 6ssze. Ennek alapjan a tovabbialkban
szilard t4ptalajon torténregeneracios és transzformacios kisérletek magpieténindig 15
perces Clorox (15 %-os) fettenitéssel végeztik, minden fajta esetélferira).

A folyékony Kkultira inditasakor 20 %-os Clorox dloan tortén fert tlenités
elegendnek bizonyult (100 %-ban felenitett magokat kaptunk) a csiramentes
kornyezethez. Minden tovabbi kisérlet inditasakotr & fert tlenitési eljarast alkalmaztuk.
A folyadék kultaraban nagyon ritkan jelent meg K#s barmilyen jelleg fert zés és az is
inkdbb a passzalasok soran kerulhetett a taptalAjlsterilezést kbveen a magokat 6 éran

keresztll aztattuk desztillalt vizben.
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5. dbra A fert tlenitési eljaras hatékonysaganak és a magok ésirszazalékanak alakulasa kiilénbéz
fert tlenit eljardsok és kilonbdzd tartamu kezelések esetén a Hégolyd sargadinnynédit

Fert tlenitett magok % - A be nem fert dott magok szama szazalékosan,
Csirazasi % - A két nap mulva kicsirazott magokrsz&zazalékosan.
A vizszintes tengelyen az értékek a kezelédiatljelentik percben

6. abraHogolyo sargadinnye fajta fettenitett magjainak csirdzasa névekedésszabalyomapmentes MS
taptalajon

Tk magvak fert tlenitése

A sit tok és a patisszon esetében a 15 perces Cloroxd%-ds) sterilezés bizonyult
a legmegfelelbbnek. Minden tovabbi kisérlet inditAsakor ezt at feenitési eljarast
alkalmaztuk, mindkét fajta esetében, mert a hosszadrilizalasi id alkalmazasa esetén a
csirdzasi id elhtzédott, sok mag ki sem csirazott.

A cukkini esetében a 15 perces sterilizalasindm volt elég hatékony mivel a magok
30-40 %-a beferiz dott. Ha egy lUvegben csak egy feiitt mag volt, a ferizés a tobbi

magra is atterjedt és igy az egydutt nevelt 5-8 rabglyet sem tudunk a tovabbi kisérletekhez
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felhasznalni. Emiatt 6sszességében 50-70 %-osesxytis elfordult. 20 perces sterilezési
id t alkalmazva a patisszonnél és a giknél tapasztalt problémak (elhtizédd, nehézkes
csirdzas) nem léptek fel és a magok befedését is sikerllt megakadalyozni. A sterilezés
hatékonysagat tovabb novelte, ha fdenités utan a taptalajra helyezéstteh maghartyat is
eltavolitottuk. igy a magok 95%-a kicsirazott, fedst pedig az esetek 99 %-ban nem
tapasztaltunk. Minden tovabbi kisérlet inditasakat a ferttlenitési eljarast alkalmaztuk
cukkini esetében, mert a 25 perces sterilezésimdr jelents csirdzasi veszteséget okozott

ennél a fajtandl is.
5.2. Regeneracios kisérletek eredményei

5.2.1. A sargadinnye fajtdk valaszado képességének tedéwe szilard taptalajon

Kezdetben a négy fajta regeneracios képességdaliuk az MD1, MD2 és MD3
taptalajokon. A Magyar kincs esetében az MD1 és M&#alajokon csak fehér kallusz
képz dott. Az MD3 taptalajon viszont a kalluszban aptiddzgdcok voltak, amelyek nem
fejl dtek tovabb hajtdskezdeménnyé csak tovabb osztadtaden passzalas utan. A Javitott
Zentai és a Tétényi csereshéju az MD1, MD2 és Md&}Ratajokon kalluszosodni kezdett,
azonban a kapott fehéres kalluszbdl egyik fajtélest sem fejldott hajtas.

A Hobégolyé séargadinnye fajta esetében az MD1 tdmmlacsak fehéres kallusz
képz dott a sziklevél széleken. Az MD2 taptalajon a gyehajtasképziés mellett, nagyon
intenziv kalluszosodast figyeltiink meg, a kialakif hajtaskezdemények azonban 3-4 hét
alatt elkalluszosodtak. Az MD3 téptalajon szinténsekalluszosodéast figyeltink meg, a
hajtas kezdemények itt torzultak is voltak. Tel@svényt ezen a taptalajon sem sikertilt
felnevelndnk.

Megéallapithatjuk, hogy ebben a kisérletben a fahalk fajtdak kdzil a Hogolyd
fajtanak volt a legjobb valaszado6 képessége. A oédajta regeneracios képessegét tovabbi
két téptalajon (MD4, MDS5) is vizsgéltuk. Az MD4 éwID5 téaptalajokon kevéshé
kalluszosodott a sziklevéldarab. Az alkalmazott ekidésszabalyozé anyag 0Osszetétel
hatasara hajtasregeneréaciot figyelhettink meg &leséldarabok szélén vagy annak
kozvetlen kozelében mindkét vizsgalt taptalajon.

A regeneracios képességet kilenc fajtan vizsgalegatapitottuk, hogy minden fajta
esetében sikerilt kalluszt indukalnunk. Azonbarkemen sége nagyon eltéwvolt. Tobbsége
csak fehér kallusz volt, melyb a késbbiek soran csak néhany esetben alakult ki
hajtaskezdemény vagy leveles hajtas. Szamos faizonban néhany hét elteltével a

kalluszban z6ld gocok jelentek meg. Ezeknek csakdsze hozott kébb hajtast.
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15. tablazatRegeneracios képesség vizsgalata kilenc sargaalfajtp esetében 4 napos sziklevelékb

kiindulva
Taptalaj
MD6 MD7 MD8 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
Hégolyd 0.974+0.039a| 0.46+0.031b| 0+0c 0.53+0.046b| 0.65+0.047b
Magyar kincs 0+0b 0.11+0.021al 0+0b 0+0b 0.12+0.021a
Ezilistananasz 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a 0+0a
Fortuna 0+0a 0+0a 0+0a 0x0a 0+0a
Tétényi csereshéj 0+0b 0+0b 0+0b 0.1+0.027a | 0+0b

Hale's Best 1.23+0.046a 0+0c 0+0c 0.46+0.026b| 0.34+0.033b

*Az értékek a regeneracié hatékonysagat mutatjdklesZldarabonként. Az elsszam atlag (leveles
hajtasok szama/sziklevéldarab) a masodik szam @edipras. Minden sorban az azonos \mtjelzett
atlagok nem kilénboznek szignifikansan a Tukey ttealapjan 5 %-o0s szignifikancia szinten
(9.3.2. melléklet). A tablazatban sotétzéld szinaebkat az eseteket jeldltik, ahol leveles hajtasok
képz dtek. A vilagos zold szin hajtaskezdemények meggslejelenti, melyekh nem lett névény. A
sarga szin pedig azt az esetet jeldli, ahol a &allan z6ld gocok jelentek meg. Fehér szinnel azokat
eseteket jeldltik, ahol csak fehér kallusz kéjgst tapasztaltunk.

Az MD6-os taptalajon a Hogolyd és Hale's Best #djidl sikerult 3-4 leveles
hajtasokat felnevelniink. A varianciaanalizis eredyeé alapjdn az MD6-0s taptalaj
szinifikdnsan kilonb6zo6tt minden mas taptalajonokbpredménytl mindkét fajta esetében.
A Magyar kincs fajta esetében csak hajtdskezdenkéjeyentek meg, melyek nem fefitek
tovabb leveles névénnyé. Az Eziistananasz és ayi ésareshéju fajtak esetében z6ld gocok
jelentek meg a kalluszban. Az 6sszes tébbi fajk éshér kalluszt hozott.

Az MD7 taptalajon HoOgolyd, Javitott Zentai és a Magkincs fajtak csokken
sorrendben hoztak leveles hajtast. A Topaz és arnstBizanasz fajtak esetében
hajtaskezdemények megjelenését figyeltik meg. AuRarés Hale’'s Best esetében csak z6ld
gocok jelentek meg a kalluszban. A fennmaradd legta fesetében csak fehér kallusz
képz dést figyeltiink meg.

Az MD8-as taptalajon egyik fajta esetében sem &lkeregeneraciot indukalni.
Egyedll a Javitott Zentai esetében figyeltink nmi#d gocokat a kalluszban.

Az MD9 taptalajon a Hogolyo, Hale's Best, Javit@dntai, Muskotaly és Tétényi
csereshéju fajtak adtak leveles hajtast, csokleadményességi sorrendben. A Topéz fajtan

hajtdskezdemények fefltek a sziklevéldarabokon. Az Ezilstananasz és mrtiajtak
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elkalluszosodott sziklevelein zdld gocok jelentelegn A Magyar kincs esetében csak

elkalluszosodtak a sziklevéldarabok.

1.4
1.2

1 = = MD6
os b = MD7

O MDS8

067 O MD9
0.4 @ MD10
0.2 H T

o T |_| T |_| |_|\ I_I T |_| T T

HB H JZ MK Tecs M T EA F

7. &braRegeneracios képesség vizsgalata kilenc kulonsémadinnye fajta esetében sziklevélindulva 5-
féle szilard taptalajon (MD6-10). HB: Hale's Belit; Hogolyo; JZ: Javitott Zentai; MK: Magyar kindd;
Muskotaly; T: Topaz; EA: EzUstananasz; F: Fortuna

Az MD10 téptalajon Hbégolyd, Hale’s Best, Javito#nfai és a Magyar kincs fajtak
hoztak leveles hajtast. A fennmaradé fajtak (MudkotTopaz, Ezlstananasz, Fortuna és
Tétényi csereshéjl) esetében hajtdskezdeményekitekelemeg. Az eredményeket a
15. tablazathasonlitottuk dssze.

A harom fluggetlen kisérlet eredményeként megabépk, hogy a kilenc vizsgalt
fajta kdzll a Hogolyd és a Hale’s Best fajtak rezgénios képessége volt a legjobb. Az 6tféle
taptalaj kozul pedig az MD6-0s taptalajon nyertikegtobb teljes érték hajtast, ezért a
novényi rész kivalasztasdhoz is ezt a novekedédlyraid anyag Osszetételt hasznaltuk.
(7. &bra) Mindamellett elmondhatjuk, hogy &dént sikeriilt a Javitott Zentai, Muskotaly,
Tétényi csereshéju és a Magyar kincs esetében yibvégeneraltunkn vitro kérilmények
kdzott sziklevélbl kiindulva.

5.2.2. Az inditdsra hasznalt novényi részek befolydsa a generacios képességre szilad
taptalajon

A Hale's Best fajta esetében az MD6-os taptalajon megvizsgaliukilonboz
novényi részek (sziklevél, hipokotil, dekapitaltpbkotil, els lomblevél) regeneracios

képességet.
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A kisérlet eredménye, hogy a Hale's Best fajtaikleszélb | regenerélt a legjobban,
fuggetlendl attél hany részre vagtuk fel, egy magsazavezetve. Azonban a sziklevelek kora

er sen befolydsolta a keletkezett hajtdsok szamét.

16. tablazatA kulonbdz noveényi részek valasza MD6 regeneracids taptakajdale’s Best
sargadinnye fajta esetében a hetedik héten.

csirandveény
kora

2 napos 4 napos 7 napos 14 napos
néveényi rész
sziklevél fehéres-zoldeg 3-4 leveles 3-4 leveles fehér kallusz
(4 db-o0s) kallusz hajtasok hajtasok
sziklevél fehéres-zoldeg 3-4 leveles 3-4 leveles .
(2 db-os) kallusz hajtasok hajtasok fehér kallusz
hipokotil sziklevélhez | 3-4 leveles 3-4 leveles 3-4 leveles fehér kallusz
kozeli része hajtasok hajtasok hajtasok

hipokotil kozéps
része

fehér kallusz

fehéres-zoldes
kallusz

fehéres-zoldes
kallusz

fehér kallusz

hipokotil gyokérnyak

felett fehér kallusz | fehér kallusz fehér kallusz fehétusad
?:g\?g&a(;tézg’zzk;;ll oz ﬁ;}t;es\(/)ekles 3-4 leveles 3-4 leveles kemény zdéld

Y0z hajrasox hajtasok hajtasok kallusz
anyagmentes MS) deformalt

els lomblevél
(MD6)

fehér kallusz

els lomblevél

(RAG)

fehér kallusz

A 2 napos csirandvények esetében a szikleVém kaptunk hajtast csak a dekapitélt

hipokotilbdl (0.12 hajtas/hipokotil) és a hipokotibziklevél kozeli részélh (0.07
hajtas/hipokotil rész)16. tablaza).

A legjobb eredményt a 4 napos kétfelé vagott szétkk esetében kaptuk. Ebben az
esetben sziklevéldarabonként 1.03 hajtast tudtagkrreralni. A masodik legjobb eredményt
4 hoztak regenk

(0.51 hajtas/sziklevéldarab). A harmadik legjobedenényt a 4 napos dekapitalt hipokotilon

a napos négyfelé vagott sziklevelek szempontjabdl
kaptuk (0.45 hajtas/hipokotil). Azonban itt gyakinain el fordult, hogy a kapott névények
deformaltak voltak. Gondot okozott tovabba, hogyiokotilok er sen megnyultak, majd az
Uveg tetejét elérve visszahajlottak. A hipokotilkkavélhez kozeli részéb szintén sikerdlt
noévényeket regeneralnunk atlagosan, 0.33 hajtaskabtil részenként. A hipokotil k6zéps

része fehéres-zoldes kalluszt hozott, azonbanl elgin fejl dott hajtas a kédbbiekben.
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A 8 napos csirandvények részei mind kevesebb bhafiégtak mint akar a
leggyengébben valaszold négy napos névényi résapakotil sziklevélhez kozeli része). Az
eredmény novényi részenként: sziklevél (2 db-o49)8 Ohajtas/sziklevéldarab, dekapitélt
hipokotil 0.28 hajtas/hipokotil, sziklevél (4 dbj)o®.31 hajtas/sziklevéldarab, hipokotil
sziklevél kozeli része 0.13 hajtas/hipokotil rész.

A 14 napos noévények részei pedig egyaltalan nemakoklaszadok.

2,50
@ 200 4 J_':_-]E @ sziklevél (4 db-os)
o)
g 150 O sziklevél (2 db-os)
E )
| O dekapitalt hipokotil
z 1.00 (sziklevéhez kozel)

@ hipokotil sziklevélhez

f%. 0,50 kdzeli része
- - =

0,00 T T T

2 napos 4 napos 8 napos 14 napos

8. dbra A kulénbdz noéveényi részek regeneracios képességének Ossnéitisa Hale's Best sargadinnye fajta
esetében, MD6 szilard taptalajon egy magra nézve

A 4 napos hajtdsok esetében szignifikdns kulonlistdéltunk az egyes novényi
részek regeneracios képessége kodotaljra) egy magra nézve. Az egyes és a kettes csoport
(2 darabra véagott sziklevél és 4 darabra vagokles#l) nem kulonbdzik szignifikAnsan
egymastol 5 %-os szignifikancia szinten a regehehnditdsok szamét illeen magbdl
kiindulva, viszont a 3-as és 4-es csoport (dekbpi&s hipokotil) ezektl szignifikansan
rosszabb hatékonysagot mutat. Mivel nem tapasmtaliilonbséget a kétfelé és a négyfelé
vagott szikleveleknél egy magbdl kiindulva a felekwet névények szamat tekintve, ezért a
tovabbi kisérletekben kétfelé vagtuk a sziklevelgRe3.3. melléklet).

A Hogolyo6 fajta esetében szintén az MD6-os taptalajon viaggéa kilonboz
novényi részek regeneracios képességeét (sziklduphkotil, dekapitalt hipokotil, els
lomblevél) 7. tablaza).

A kisérlet eredménye, hogy egy magra visszavezatdgolyo fajta a sziklevéllb
regenerdlt a legjobban, figgetlenul attol hanyresAgtuk fel. Azonban a sziklevelek kora
er sen befolyasolta a keletkezett hajtdsok szamat.

A 2 napos csirandvények esetében a szikleVét hipokotilbdl nem kaptunk hajtast
csak a dekapitélt hipokotilbdl (0.07 hajtas/hipdotEzek a regeneransok kissé le voltak
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maradva a 4 napos regenerdnsokhoz képest. A sZiél@n megjelentek hajtdskezdemények
csoportosan, de ezekimem fejl dott teljes érték nbvény a késbbiekben. Elfordult, hogy
apro levelek megjelentek, de nem fdjiek tovabb.

17. tablazatA kilonbdz novényi részek valasza MD6 regeneracios taptakajddgoly6 sargadinnye
fajta esetében a hetedik héten.

csirandvény
kora

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

néveényi rész

. . ny 3-4 leveles 3-4 leveles .
sziklevél (4 db-0s) hajtascsokrok hajtasok hajtasok fehér kallusz

. . s 3-4 leveles 3-4 leveles .
sziklevél (2 db-o0s) hajtascsokrok hajtasok hajtasok fehér kallusz
h?'pok.oti,l sziklevélhez fehér kallusz 3'4’ [eveles NS . fehér kallusz
kozeli része hajtasok kezdemények

. S . . hajtas- . .

hipokotil kozéps része | fehér kallusz kezdemények fehér kallusz fehér kallusz
Pipokotl Qyokemyak | tengr kallusz | fehér kallusz | fehér kallusz|  fehéhica
dekapitalt hipokotil . N
(novekedésszabalyoz 3-4 leveles | 3-4 leveles 3-4 leveles kemény zdld

anyagmentes MS) hajtasok hajtasok hajtasok kallusz

els lomblevél
(MD6)
els lomblevél
(RAG)

- - - fehér kallusz

- - - fehér kallusz

A legjobb eredményt a 4 napos kétfelé vagott szétkk esetében kaptuk. Ebben az
esetben sziklevéldarabonként atlagosan 0.89 haijtdgink regeneralni. A masodik legjobb
eredményt a 4 napos négyfelé vagott sziklevelekdkoregeneracié szempontjabdl (0.49
hajtés/sziklevéldarab). A harmadik legjobb erednmé@ng napos dekapitalt hipokotilon kaptuk
(0.32 hajtas/hipokotil). A hipokotil sziklevélhedkeli részébl szintén sikerilt ndvényeket
regeneralnunk atlagosan 0.13 hajtast hipokotil erdlsznt. A hipokotil kdzéps részén
hajtdskezdemények jelentek meg, amelyéklzonban nem fejtott hajtas a kébbiekben.

A 8 napos csirandvények részei mind kevesebb hdj@mak, mint a négy napos
novényi  részek. Az eredmény novényi részenként: klesml (2 db-o0s)
(0.27 hajtas/sziklevéldarab), dekapitalt hipokd@l2 hajtas/hipokotil), sziklevél (4 db-os)
(0.17 hajtas/sziklevéldarab), a hipokotil szikleud@zeli részén csak hajtdskezdemények
jelentek meg.

A 14 napos névények részei egyaltalan nem voltészadok.
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hajtasok szama/mag (db)

- E e

2 napos 4 napos 8 napos 14 napos

o

csiranévények kora

9. &bra A kuloénbdz novényi részek regeneracios képességének dssnéitésma Hogolyd sargadinnye fajta
esetében, MD6 szilard tdptalajon egy magra nézve

A 4 napos hajtdsokndl szignifikans kilonbségetlttalk az egyes novényi részek
regeneracios képessége koz@t ébra). Az egyes és a kettes csoport (2 darabra vagott
sziklevél és 4 darabra vagott sziklevél) nem kidnib szignifikhnsan egyméstdl 5 %-os
szignifikancia szinten a regeneralt hajtasok szaleéten egy magokbal kiindulva, viszont a
3-as és 4-es csoport (dekapitalt hipokotil és akluofil sziklevélhez kozeli része) ezekt

szignifikansan rosszabb hatékonysagot mutat (93adéklet).

5.2.3. Szilard taptalajok ndvekedésszabalyozé anyag dsseéwlének hatasa sargadinnye
regeneraciojara

Mivel a Hogolyd és Hale's Best sargadinnye fajtékidavolt a valaszadd képessége,
bedllitottunk egy harom-ismétléses novekedésszab@lpnyag optimalizacios kisérletet, a
minél hatékonyabb hajtasregeneracio érdekében mairfdjtara. A kisérletben benziladenint
és indolecetsavat alkalmaztunk 0 és 1.2 mg/l kbkoticentracidban, 0.26 mg/l abszcizinsav
hozzdadasa mellettq. &braésll. abra).

A Hégolyo fajtan a vizsgalt 25-féle ndvekedésszabdalyozo gukganbinacio 80 %-an
hajtasregeneraciot figyeltink medlO( abra). Atlagosan 2 hét elteltével a legtdbb
sziklevéldarabon hajtaskezdemény fafitt. A hajtdskezdemények azonban nem voltak
egyenértékek. Voltak apro hajtascsokrok, amelyek 3-4 hétltékel sem fejldtek tovabb,
hanem elkalluszosodtak.

A hajtdsképzdés mellett intenziv fehér szirkallusz képzdést figyeltink meg a
0.6 mg/l benziladenin koncentracié felett, illetv@.3 — 0.9 mg/l kdzoétti  indolecetsav
koncentraciokban. A 0.9 mg/l indolecetsav és 0.9 benziladenin koncentracié felett torzult

hajtasok is elfordultak, ezeket nem szamitottuk bele a sikerésl@evelt hajtasok szaméaba.

61



A legszebb, atlltetésre alkalmas hajtasok a 0.9 roghziladenin és 0.6 mg/I
indolecetsav dsszetétetaptalajon fejldtek (MDOPL1). Itt akdr négy hajtdskezdemény is
megjelent egy sziklevéldarabon, azonban ezekbgul atlagosan 1.58 teljes értéhajtast
tudtunk regeneralni. A tovabbi regeneracios és sufmmmacios kisérleteket ezzel a

ndévekedésszabalyozé anyag kombinacioval végezHibgaly6 fajta estében.

Hajtasok szama/sziklevéldarab

BA (mg/l)

IES (mg/l)

10. &braHdbgolyo sargadinnye fajta organogén hajtasindyénik gyakorisdga az indolecetsav és a
benziladenin fliggvényében

Azokon a taptalajokon, amelyekben nem volt beneitéd (0 mg/l BA), a
sziklevéldarabok nem névekedtek, 1-2 hét alattrigettaak, majd elhaltak.1Q. abra)

A benziladenin koncentracié novelésével emelkedetegeneralt hajtasok atlagos
szama sziklevéldarabonként. Azt tapasztaltuk, ho@y9 mg/l BA-t tartalmazo taptalajokon
sikeriilt a legtobb noévényt felnevelnink. Azonbarmg tovabb emeltik a benziladenin
mennyiségét, akkor mar nem novekedett, hanem cablkéelnevelhet hajtasok szama. A
paronkénti 6sszehasonlitasb6l az is kiderllt, hagy.9 mg/l BA -t tartalmazo téptalaj
eredményei szignifikdnsan kulonboztek a 0, 0.3, @.8 mg/l BA-t tartalmazd taptalajok
eredményeitl, 5%-0s szignifikancia szinten (9.3.5. melléklet).

A 0.6 mg/l indolecetsav koncentracioju taptalajokmveltik fel a legtobb hajtast, az
ezen koncentracio alatti (0.3 mg/l IES) és fel@td; 1.2 mg/l IES) esetekben mar kevesebb
hajtas keletkezett. Ezt az eredményt a variancialias is alatdmasztotta, 5 %-0s
szignifikancia szinten.

A Hale’s Bestfajtan a vizsgalt 25-féle ndvekedésszabalyoz6 glkganbinacio 80 %-
an hajtasregeneraciot figyeltink metyl( abra). Atlagosan 1-2 hét elteltével a legtobb

sziklevéldarabon eteljes kalluszosodast figyeltink meg. A sziklevéddek megduzzadtak
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és tobbszorosukre tiek. A harmadik hét koral megjelentek a hajtaskezények az
elkalluszosodott sziklevélszéleken.

A legszebb, atlltetésre alkalmas hajtasok a 0.6 roghziladenin és 0.9 mg/I
indolecetsav dsszetétetaptalajon fejldtek (MDOP2). Sziklevéldarabonként atlagosan két
telies érték hajtast tudtunk regeneralni (9.3.6. melléklet). tdvabbi regeneraciés és

transzformacios kisérleteket ezzel a névekedésyzaidéanyag kombinacioval végeztik.

Hajtasok szama/sziklevél (db)

BA (mgl/l)

IES (mg/l)

11. dbraHale's Best sargadinnye fajta organogén hajtasicidianak gyakorisdga az indolecetsav és a
benziladenin fliggvényében

A benziladenint nem tartalmazé taptalajokon (0 mBA) nem figyeltink meg
hajtasfejl dést, csak minimalis kalluszosodast, a sziklevéloak par hét alatt besargultak,
majd elhaltak. 11. abra)

A 0.6 mg/l benziladenin koncentracidju taptalajokmveltik fel a legtdbb hajtast, az
ezen koncentracio alatti (0.3 mg/l BA) és fele@io( 1.2 mg/l BA) esetekben mar kevesebb
hajtast keletkezett. Ezt az eredményt a variancializs is aldtdmasztotta, 5 %-0s
szignifikancia szinten.

Az indolecetsav koncentracié novelésével emelkedetegeneralt hajtasok atlagos
szadma sziklevéldarabonként. Azt tapasztaltuk, ro@y9 mg/l IES-t tartalmazo taptalajokon
sikerilt a legtébb novényt felnevelnink. Azonban tozdbb emeltik az indolecetsav
mennyiségét, akkor mar nem novekedett, hanem cablké&elnevelhet hajtasok szama. A
paronkénti 6sszehasonlitasbol az is kiderilt, hagy.9 mg/l IES -t tartalmazé taptalaj
eredményei szignifikAnsan kilénboztek a 0, 0.3, Q.8 mg/l IES-t tartalmaz6 taptalajok
eredményeitl, 5 %-0s szignifikancia szinten (9.3.6. melléklet)
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5.2.4. Az agar ill. a phytagel tartalmu szilard taptalajok hatasanak 6sszehasonlitasa a

regeneracios hatékonysag novelése érdekében

A HOgoly6 fajtara regeneraciéjanak idejét vizsgéhzaagar illetve phytagel tartalmu
regeneracios tptalajon, azt az eredményt kaptodfy fa phytagel tartalma taptalajokon a
regeneracio szignifikAnsan rovidebb tidrett igénybe, mint az agar tartalmu taptalajon. A
novényeket phytagel tartalmi taptalajon nevelveegemeracié atlagosan 78 napot vett
igénybe, szemben az agar tartalmu taptalajjal, emedgy novény teljes felnevelése atlagosan
90 napig tartott 2. 4bra). Ez az idtartam magdaban foglalja a sziklevelek megvagasatol
novények killtetéséig eltelt il A kisérletet hat ismétlésben végeztik. A kétéasrtpréba
és a Welch-féle proba is szignifikansan elté&k mutatta az agar és a phytagel tartalmu
taptalajt, 1 %-o0s szignifikancia szinten (9.3.1@lléklet). Azonban a felnevelt gydkeres
regeneransok szamat tekintve a kétféle taptalar(guhytagel) nem mutat eltérést 5 %-o0s
szignifikancia szintenl@. abra).

100

90 nap
90
78 nap 10
Ne e
g °] —
] 15 = akklimatizacio £ ¢l
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g 40 128 [—— |Ohajtaskezd. =3
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2 — kezdemény haijtas haijtés regenerans
10 4 12 12,4
agar phytagel
12. abraAz Hogoly6 sargadinnye fajta 13. dbraHogolyo regeneracio hatékonysaganak
regenerécios idejének alakulasa agar illetve O0sszehasonlitisa agar és phytagel bazisu taptatajak
phytagel tartalmua taptalajokon. A kildnb6z kilonboz fejl dési fazisokban. Az dbrazolt értékek egy magra

szinek az egyes in vitro feflési fazisokat jelolik. vonatkoznak

5.2.5. A sargadinnye fajtak valaszado képességének tes#sé folyekony taptalajon

A kisérletek sordn hat kulénbdzmagyar sérgadinnye fajtat teszteltink MD12-es
taptalajon. A fajtak kozott nagy kulénbség mutatkda valaszadd képesség tekintetében. A
Muskotaly és a Hogolyo fajtdk reagéltak legjobbdweaelésre. Nagy mennyiségmbriogén
kalluszt fejlesztettek, melynek mennyisége a pddsak sordn is rit. Az inditott hat-hat
tenyészethl a Muskotaly fajta esetében atlagosan 10.5 nowéag/ a Hogolyo fajta esetében

pedig atlagosan 8.5 névény/mag keletkeZett ébra).
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14. dbraRegeneracios képesség vizsgalata hat kilonbiagyar sargadinnye fajta esetében folyékony
taptalajon magbdl kiindulva (0.1 mg/l BA, 2 mg/4D)

A Javitott Zentai, a Tétényi csereshéju és a Madyacs ersen kalluszosodott,
azonban névényt nem sikerilt regeneralnunk. Az tanasasz fajtanal a kalluszban apré zold
gocok voltak megfigyelhetek (15. abra). Ezek nagy része azonban nem fijitt tovabb csak
osztodott, masik része tovabb differencidlodott. Bziistananasz fajtdbdl atlagosan 4.5

névény/mag regeneralddott.

15. dbraEzustananasz sargadinnye fajta 28 napig MD12l&gpterazatott, majd 25 napig szilard
novekedésszabalyoz6 anyag mentes MS taptalajatt teamyészete. A nyilak embriogén gbcokat jeldlnek

5.2.6. Folyékony taptalajok nbvekedésszabalyoz6 anyag os$ztelének hatasa a
sargadinnye regeneracibjara
A folyékony taptalajon végzett, regeneracios képgssvizsgald kisérleteink soran a
felhasznalt sargadinnye fajtak kozul a Muskota|yafeak volt a legjobb valaszadd képessége

(5.2.5. fejezet), ezért ezzel a fajtaval beallitokt egy tdbb ismétléses ndovekedésszabalyozé

anyag optimalizaciés kisérletet, a minél hatékobyaivényregeneracio érdekében.
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A kisérletben BA-t és 2,4-D-t alkalmaztunk, a BAnkentracioja 0 mg/l és 1 mg/l
k6zott mozgott, a 2,4-D koncentracidja, pedig Olngy 10 mg/l kdzott. Négy kulonboz
indukcids id t alkalmaztunk, 7, 14, 21 és 34 nap hosszusaguazEjlentette, hogy ennyi
ideig razattuk a magdarabokat a névekedésszabalyozy tartalmua folyékony taptalajokon.

Ha nem adtunk auxinD(mg/l 2,4-D a taptalajhoz, akkor nem volt jelesteltérés a
bezoldil magdarabok kozétt. Sem a kulénbdmdukciés idk, sem a kilénb6dz BA
koncentraciok tekintetében nem mutatkoztak szentétiehto kilonbségek. A hozzaadott BA
mennyiségének novelésével aranyosatteR a magdarabok, tovabba kizoldiltek. Ezeken a
tenyészeteken igen kevés kallusz kéjiit. (16. abra)

- s

16. abra A Muskotaly sargadinnye fajta magdarabjai O naghD és 0.5 mg/l BA hatasara megnovekedett,
kizéldult magdarabok szilard taptalajon (21 napmhikcid). A felvétet az inditdstél szamolt harmitdikenapon
készdlt.

A 2 mg/l 2,4-D tartalmi ndvekedésszabalyoz6 anyag kombinaciokilkéz7 és 14
napig razatott mintdknal egyik novekedésszabalyenyag kombinécié mellett sem
keletkeztek ndvények. Ezeken a magdarabokon csakggykalluszképzlést tapasztaltunk.
A BA mennyiségének emelése ebben az esetben is a&sdvetek méretét ndvelte kis
mértékben. Latvanyosabb eredményeket a 21 és 34y niagukalt szovettenyészetek
produkéltak. Huszonegy nap utan a 0 mg/l BA és am/l BA esetében egyarant 0.33 darab
novény keletkezett atlagosan magonként, mig 0.1-esgBA koncentraciénal atlagosan 2.66
darab, 0.5 mg/l BA tartalomnal pedig atlagosan Palblandvény fejldott ki magonként.
Legjobb eredményt a kisérlet soran a 34 napig ofizatagdarabok hoztakl7. abra
Ezeknél a mintaknal 0 mg/l BA esetén atlagosan #8&ab, 0.1 mg/l BA mellett atlagosan
15.66 darab, 0.5 mg/l BA hozzdadasaval atlagosz® @arab, az 1 mg/l BA koncentraciéju

tenyészet esetén pedig atlagosan 7.33 darab ndsi&ayiilt felnevelni magonként.
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névény/mag (db)

2,4 D (mg/l)

BA (mg/l)
17. abraMuskotaly fajta névekedésszabalyoz6 anyag optiréeids kisérlete (34 napos indukcid) Az 4brazolt
névényszam a kezelésenként nyert egy magra jutgagindvényszamot jelenti.
A 2 mg/l 2,4-D sorozat 21 és 34 nap indukciés idepgdarabok nagy részénél igen
intenziv kallusz képziést figyeltink meg. A kallusz gyakran az egésrifeeészét kitoltdtte
(18. abra).

18. abraMuskotaly sargadinnye fajta regeneral6dé névéagentenziv kalluszképzés szilard
ndvekedésszabalyoz6 anyag mentes taptalajon (3famafés utan, 2 mg/l 2,4-D; 0.5 mg/l BA)

Az 5 mg/l 2,4-D tartalmu taptalaj sorozatnal er gyokérképzdést tapasztaltunk a
magdarabok vagasi fellletén, a hét, tizennégy ézdmegy napig razatott tenyészeteknél
egyarant. A legetteljesebb gyokérképzést a 7 napos, a leggyengébbet a 21 napos indukcio
utan figyeltik meg a szilard taptalajon. Ezek akgyék altalaban vastag, merev szoeét
nem elagazoak voltak, hosszuk 1 cm koril mozd@t ébra). A 7, 14 és 21 napos indukciés

idej bezoldul magdarabok gyengén kalluszosodtak.
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19. dbraKépz d gyokerek, kezdeti stadiumban, ndvekedésszabalyoyag mentes szilard taptalajon (5 mg/l
2,4-D, 0,5 mg/l BA, 21 napos indukcié utan)

Embriogenezist az 5 mg/l 2,4-D tartalmu sorozats#k a 34 napos 0.1 mg/l BA,
illetve a 0.5 mg/l BA koncentracioju tenyészeteksigerilt indukalni. Az elbbinél atlagosan
0.33 darab , az utébbinal atlagosan 2.33 darabnybwikerilt regeneralnunk magonként. A
novények egy elenyészrésze kissé torzult hajtisokat hozott, kids ezeket nem tudtuk
Uveghéazba killtetni. Ennél a sorozatndl is megflggte volt, hogy a szegmensek mérete
magasabb BA koncentracié mellett enyhén mégn

A 10 mg/l 2,4-Dt tartalmazé taptalaj sorozat esetében nem figgklmeg szomatikus
embriogenezist, és nem tudtunk ndévényeket regamneral7, 14 és 21 napos razatasi idej
magdarabokon gyokérképest figyeltink meg, mely a 14 napos tenyészetbelh &
leger teljesebb. Ez azonban még igy is elmaradt az 5 @&gAD tartalmu taptalajokon
képz dott gyokerek mennyiségét A 34 napos inkubéacios id alkalmazdsakor nem
tapasztaltuk gyokérképdést. A magdarabok kdzepesen kalluszosodtak elegAélépitésiik
laza szivacsos volt, nem embriogén jelleg feldarabolt mag részei kezdetben zdldek voltak,

egy-két hét elteltével besargultak, majd egy résdhilt 0. abra).

5 I

20. abraKozepesen kalluszosodott magdarabok névekedédgaab@anyag mentes szilard taptalajon, (10 mg/|
2,4-D, 1 mg/l BA tartalom mellett, 34 napos induci
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5.2.7. A magok életkoranak hatasa a regeneréaciéra

A friss és a tarolt magokbdl inditott tenyészete&tében mar 5 nappal az inditds utan
szembetn kulénbség mutatkozott, a friss magokbdl inditethyeszetekben a feldarabolt
mag novekv részei nagyobbak és zoéldebbek voltak. Mindkét beseta magdarabok
megn ttek, a feldarabolt mag részeiek szélén embriogdlude képzdott. Az embriogén
sejtek egy része a razatas soran a folyékony #iipgal leszakadva tovabbi szomatikus
embriokat eredményezett. A tizenkettedik napra baora tarolt magbdl inditott tenyészetek
behoztak lemaradasukat, hasonlé szintre keriltekfrigs magoknal enyhe vitrifikaciot
tapasztaltuk, a mintak szoveti felépitése kisséémmbb, merevebb, enyhén Uveges volt.
Ennek kikliszobolésére harom kulonbdmar koncentraciéja (0.5 %, 1 % és 2 %) taptalajt
teszteltiink, mind a friss, mint a tarolt magokn@lmintakat harminc nap elteltével tettik
szilard taptalajra.

Mind friss, mind a tarolt magbdl inditott tenyésdetosszul reagaltak a kezdeti 0.5 %
agar koncentraciora. A névények korilbelll 70 %tafikacid tineteit mutatta. Ez korlatozta
kés bbi fejl déslket is. Az elskét torzult levél utdn a mintak kevesebb, ming feblt képes
egészséges hajtdsokat hozni. A tarolt magokbdiatidenyészeteknél 0.5 %-os agar tartalmu
taptalajon atlagosan 7 darab névény regeneraléugbnként, a friss magbdl kiindulva pedig
atlagosan 6.5 darab.

A téarolt magbdl kiindul6 tenyészeteken az 1%-osr dagetalmua taptalajon atlagosan
22.25 darab novény felott ki magonkeént, friss mag esetén ez a szam Bab volt.

A 2 % agart tartalmazé taptalajokon a tarolt magbhkdindulva atlagosan 19 darab
novény/mag keletkezett, mig friss magok esetédagagan 46.25 darab.

A téarolt magvak esetében a 2 %-0s agar tartalmtal&gpn gyakran fennallt a
kiszadradds veszeélye, mivel a taptalaj keménységst mz embriok nem tudtak eléggé
belesillyedni, igy vizellatasuk nem volt megfelelz embridk egy részét emiatt elvesztettik.
Friss magvak esetében nagy volt a vitrifikacio gedfmagasabb mint 50 %).

A 21. abra a friss és tarolt magokbdl inditott regeneracidséitet dsszesitését
tartalmazza a Muskotaly fajtanal. A bal oldali demgm (a) azt mutatja, hogy a kilénbdz
taptalajokon atlagosan mennyi névényt sikerllt negélni magonként. A jobb oldali
diagramm (b) pedig azt abrazolja, hogy a friss &ra@lt magokbdl 6sszesen mennyi névény
regenerélodott. A kisérlet eredményeinek kiért&déiéz egy tényez és kéttényes
altalanositott variancia analizist végeztink, a iBtat 3.3-as programmal, melynek

eredményei a 9.3.11. mellékletben talalhatok.
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21. dbraa) Muskotaly sargadinnye fajta friss és tarolb) A regeneralt névények szama dsszesitve friss
magvaibdl inditott tenyészetek 6sszehasonlitasa, és tarolt Muskotaly magok esetében
kilonb6z agar koncentracioju taptalajokon

5.2.8. A folyékony taptalaj 6sszetevinek hatdsa az embriogenezisre

A kisérlet sordn hat kiulonboZolyékony taptalajon (MD11, MD12, MD13, MD14,
MD15 és MD16) inditottunk tenyészetet MuskotalyHegolyo fajtakkal, illetve teszteltik az
EzlUstananasz fajta valaszado képességét MD11 é8 Kdptalajon.

A Muskotaly fajta esetében az MD11 taptalajon dsszesen 128ngballitottunk el
(atlagosan 11 db névény magonként). Az MD12 tajalal67 novény regeneralddott
(atlagosan 13.8 db névény/mag). A legjobb eredmaryskotaly fajta tenyésztése soran az
MD13 taptalaj alkalmazasa hozott, ahol 6sszesenr@gdneralt novényt kaptunk (atlagosan
61.71 db névény/mag). A glukoz tartalmu MD14 tégjmh a Muskotaly fajtanal mindéssze
13 novény keletkezett (atlagosan 3.25 db ndvényymagszintén glikéz alapu MD15
taptalajon pedig 14 noévény (atlagosan 3.5 db ndvwéag). A vegyes szénforrasu MD16
taptalajon 39 noveny fejtitt (atlagosan 9.75 db novény/mag). Az eredmények
feldolgozadsahoz egy tényez ltalanositott variancia analizist végeztink, iaiMat 3.3-as
programmal. Az eredményei a 9.3.12 mellékletbethatok.

A 22. dbra mutatja a kulonboz taptalajokon regeneralt ndévények atlagos szaméat
magonként, a Muskotély fajta esetében. A diagramrfimy leges oszlopok az atlagos
névényszamot jelzik magonként az adott taptalajpdtillonbdz szinek az adott indukcios

id alatt egy magbdl regeneralt novények szaméanak sa&ggat mutatjak.
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22. abraA regeneralt atlagos névényszam magonként a Makksérgadinnye fajtanal, a hat kilonb6z
folyékony taptalaj esetén

Ugyanezt a kisérletet azonos feltételek melletégdztik aHogolyo fajtan is. Itt azt
tapasztaltuk, hogy az MD11 t4ptalajon 68 db novémeletkezett (atlagosan 10.83 db
névény/mag). Az MD12 taptalajon dsszesen 101 demivkaptunk (atlagosan 16.83 db
névény/mag), az MD13 taptalaj hasznalatakor 536dlkEnyt regeneraltunk (atlagosan 29.18
db névény/mag). Hogolyo fajta esetében az MD14atdjmn 18 db ndvény regeneralodott
(atlagosan 4.5 db névény/mag). Az MD15 taptalajond@ssze 11 db noévény keletkezését
tapasztaltuk (atlagosan 2.75 db névény/mag), végiiMD16 taptalajon 43 db ndvény
fejl dott (atlagosan 10.75 db névény/mag). Az eredmérgilolgozasahoz egy tényez
altalanositott variancia analizist végeztink, a iBliat 3.3-as programmal. A statisztikai
szamitas eredményei a 9.3.13 Mellékletben taldthato

A 23. abra mutatja a kilénboz taptalajokon regeneralt névények atlagos szamat
magonként, a Hogolyo fajta esetében. A diagramrilgséi megegyeznek 32. abra
lathatokkal
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23. dbraRegeneralt ndvények atlagos szama magonként alyfogargadinnye fajtanal a hat killénboz

folyékony taptalaj esetén

Kés bb azEzistananasZajtat is bevontuk a kisérletbe. Ennél a fajtéarnban csak

az MD11 és MD13 taptalajok tesztelésére kerilt sarMD11 taptalajon 6sszesen 61 db
novény regeneralodott (atlagosan 10.17 db névémg)niezzzel szemben az MD13 taptalajon
144 db fejl dott (atlagosan 24 db névény/mag). Az eredménykeboligozasdhoz kétmintas t-

probat végeztink a MiniStat 3.3-as programmal. Atisttikai eredményei a 9.3.14

mellékletben talalhatok

Az aladbbi diagrammon abrazoltuk az MD11 és az MDPd@talajon regeneralt névények

atlagos szdmat magonként, az Ezlistananasz fajibese 4. dbrg) A diagram jeldlései

megegyeznek 22. abralathatéakkal.
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24. abraRegeneralt névények atlagos szadma magonként atahaiisisz fajtanal
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5.2.9. Aregeneracios kisérletek eredményei szilard taptajon tokfélék esetében

A hétféle taptalaj és harom fajta valaszadd képgsmk kapcsolatat vizsgalva
megallapithatjuk, hogy az egyes fajtdk hasonl6 kédésszabalyoz6 anyag kombinaciéju
taptalajon regeneralddtak jol, de regeneraciosdsimbhen nem egyeznek.

A 2,4-D-t tartalmazo téptalajokon (MT1, MT2, MT3 &T4) mindharom fajtanal
csak fehér kallusz megjelenését és gyodkeresedggtltiettiink meg, sok sziklevéldarab
kallusz képzés nélkil elhalt. A 2,4-D-t kuldnbdkoncentraciéban tartalmazd taptalajok
kozo6tt a regeneracié szempontjabol nem figyeltlelg mitérést, €s a kinetin alkalmazasa sem
maodositotta az eredményeket.

Az IES és BA hatasara a MT5, a MT6 és a MT7 timkém mind a Nagydobosi
sut tok fajta mind a Black Beauty cukkini fajta esetélaesziklevéldarabokon zdld kallusz
fejl dott, 5. abra) majd 7-14 nap mulva mindkét fajta esetében orgédndajtasképziés
indult meg. Mindkét fajta esetében egy-egy szikigarabon altaldban tobb hajtaskezdemény
megjelenését is megfigyeltik, de ezekaltalaban egy levéldarabon legfeljebb egy faiitt
noévénnyé, atlagosan a Nagydobosi &k esetében 0.25, a Black Beauty fajtanal 0.32
hajtas/sziklevéldarab. Az egyes fajtak és tapthlak@zott csak a képzlott hajtasok
mennyiségében mutatkozott eltérés.

Az altalunk vizsgalt fajtak kozil a legrosszabbemgracios képesséwek az Ovari
fehér patisszon fajta bizonyult, ahol a harom tapta atlagosan 0.11 hajtas/sziklevéldarab
regeneraciojat figyeltik meg. Az eredmények éri&ehez tobbtényeg varianciaanalizist
alkalmaztunk MiniStat 3.2 segitségével (Vargha,300

25. dbraFejl d kallusz 8 nappal a leoltds utan Nagydobositsilitfajta sziklevéldarabjan, MT5 taptalajon

73



5.2.10.Novekedésszabdalyoz6 anyag optimalizacios kisérletskilard taptalajon, harom
tokféle esetében

Az Ovari fehér patisszon fajta névekedésszabalyoz6 anyag optimalizacios
kisérletében 36. &bra sikerult hajtdst regeneralni de csak kis menmjisé. Azon a
kombinacion, amelyik legjobbnak bizonyult (0.8 mB/A és 0 mg/l IES), magonként egy
darab hajtast tudtunk regeneréalni atlagosan. Mapidtittuk, hogy a regeneréaciot stgiti a
BA jelenléte, az IES ndvekvmennyisége ellenben egyre kevesebb hajtds meéggen
eredményezte. A ndvekedésszabalyozé anyagok éeaamnsok szama kozti 6sszefiiggést a

variancia analizis nem mutatta ki (9.3.7 melléklet)
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26. abraAz Ovéri fehér patisszon fajta hajtasindukcidjangiikorisaga az indolecetsav és a benziladenin
fuggvényében sziklevéldarabonként

A Black Beauty cukkini fajta esetében mar a novekedésszabalyoz6 anyag
optimalizacios kisérleteket megel en is sikerllt hajtast regeneralni a MT5, a MT&&4T7
taptalajokon. A kisérlet eredmény27( abra) alapjan a Black Beauty cukkini fajtanal nem
lehetett egyértelm 6sszefliggést kimutatni a nodvekedésszabalyoz6 amgmgentracio
valtozds és a regeneracié kozott, a variancia zAsal9.3.8 melléklet) nem mutatott
Osszefiiggést a ndvekedésszabalyoz6 anyag 0sszstaemegjelent hajtasok szama kozott.
Az altalunk kiprobéalt kombinaciok kozul egy kiugédteket talaltunk, ez a taptalaj 0.6 mg/l
BA-t tartalmaz, IES-at pedig egyéltalan nem (2.talan6vény magonként).

Az Ovari fehér patisszon fajtdhoz hasonléan itteggy olyan taptalajt talaltunk,
amelyik Iényegesen hatdsosabbnak bizonyult a regeideszempontjabol, mint a kordbban
kiprobalt taptalajok.
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27. dbraA Black Beauty cukkini fajta hajtasindukciéjanajagorisaga az indolecetsav és a benziladenin
fuiggvényében sziklevéldarabonként

A tokfélék kozul a legtdbb regeneransNagydobosi sittok fajta esetében kaptuk,
két kombinacié kivételével (0 mg/l BA és 0 mg/l IE&lamint 0 mg/l BA és 0.3 mg/l IES)
mind a 25 kilonbdz ndvekedésszabalyoz6 anyag kombinacioju taptaldiépz dtek
hajtasok 28. abra). A legtbbb hajtas keletkezését 1 mg/l BA és OdlInES hozzaadasa
mellett tapasztaltuk, ezen a taptalajon magonkéf#tg@san 1.6 hajtast regeneraltunk
(MTOP1). Csak ennél a fajtandl figyeltik meg, hdgg mennyiség IES hozzdadasa
hatékonyabba tette a regeneraciot. A Ovari fehdisgmn fajtahoz hasonléan itt is jol
megfigyelhet volt a BA pozitiv hatasa a regeneraciora, ezt damaiaanalizis (9.3.9.
melléklet) is kimutatta.

hajtasok szamal/ sziklevéldarab

IES (mg/l)

BA (mg/l)

28. &braA Nagydobosi siitok fajta hajtasindukciéjanak gyakorisaga az indeteav és a benziladenin
fuggvényében sziklevéldarabonként
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5.2.11.A sargadinnye regeneracio jellegzetes fazisai sazithtaptalajon

Kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy szilapdakajon a Hogoly6 és a Hale's Best
fajtdknak volt a legjobb valaszadd képessége ajaiz$ajtak kozil. A kdvetkezképeken a
Hogolyd fajta organogén hajtasregeneracidjat figgglk meg, MDOP1 taptalajon
phytagellel kiegészitve. A regeneracié elépése a megfeledn bezdldilt maghartyabdl
kibujt sziklevelek kivalasztasa. A sziklevelek ésége fontos befolyasol6 tényexolt a
regenerdcid soran. A 4 napos csirandvények még takesen szétnyilott levelei voltak a
legalkalmasabbak?@. 4bra). A kivalasztott szikleveleket kérbevagtuk, magtfelé vagtuk.

A 30. abra a sziklevéldarabokat lathatjuk 2 nappal a leolté&n UMDOP1 regeneracios

taptalajon

30. dbraHogolyo sargadinnye fajta kétfelé vagott 31. dbraHogolyo sargadinnye fajta két hetes
sziklevelei MDOP1 taptalajon, sziklevéldarabjai a MDOP1 regeneracios taptalajon
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A feldarabolt sziklevelek a regeneracios taptalajedd helyezést kdveén 1 hét
elteltével megduzzadtak, méretiik meigres enyhén kalluszosodni kezdtek. A kalluszostodas
nem csak a sebfelileten, hanem annak kodzvetlenldtime az ép szoveti részeken is
megfigyeltiink 81. 4bra).

A képz d kallusz sejtek felrepesztették az epidermisztalukszosodas megindulasa
utan, de néhol mar ezzel egy len, 10-14 nap elteltével a sziklevéldarabok sméés
feliletén direkt organogén hajtasindukcié volt mggflhet (32. abraA). El szor apré
hajtasdudorok jelentek meg, majd a hajtasok novekieelzdtek. Ezt kdveken a hajtasokon
sz rképletek képzdtek @2. abraB), majd kis levélkék differenciadlodtaBy. abra).

32. dbraPéasztazo6 elektron mikroszkopos felvételek Hogs@adinnye fajta estében (SEM)
A) Az epidermiszt felrepesztkallusz sejtek és a mogottuk &r hajtasok
B) Afejl d hajtaskezdemények (HK) és rajtuk kégtt sz rképletek

33. abraHoAgolyé sargadinnye fajta regeneralt hajtasa (eNglkezdeménnyel (Lk), MDOP1 taptalajon
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A sziklevél szélek elkalluszosodott résZéam direkt organogenezissel keletkezett

hajtasokat és hajtascsokrokat levalasztottuk 88D(P1 taptalajra helyeztild4. abra).

s
®

34. dbraA Hogolyo sargadinnye fajta levalasztott 35. dbraHogolyo sargadinnye fajta 3-4 leveles
hajtaskezdeményei MDOP1 taptalajon hajtasai ndvekedésszabalyozé anyagmentes MS
taptalajra helyezve

Altalaban 6-7 hét elteltével harom-négy leveles émyeket kaptunk3s. abra). A
megfelel en differencialodott leveles hajtasokat levalasatot majd névekedésszabalyozé
anyag mentes MS taptalajra helyeztiik. Altalabaetettl hajtasok 70 %-a meggyokeresedett
(36. abra) A megfelel mérték gyokérképzdést koveten a novényeket steril zeg-fold
(1:1) keverékébe ultettiik at. Az akklimatizalas 200elativ paratartalom mellett, 25°C-on

tortént. A megersodott palantédkat edzés utan Gveghéazba ultett(Brkiabra).

36. abraHogolydsargadinnyéajta gyokeres  37. abra Akklimatizacion atesett, cserépbe kililtetett
hajtasai regeneralt névény (Hogolyo sargadinnye fajta)
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5.2.12.A sargadinnye regeneracio jellegzetes fazisai folyeny taptalajon

Kisérleteink alapjan egyértelmé valt, hogy a Muskotaly fajtdnak a legjobb a
valaszadd képessége a vizsgalt fajtak kozul. A tkidze képeken az ebb emlitett fajta
szomatikus embriogenezissel létrej6tt regeneraakde)l dési lépéseit mutatjuk meg, MD13
taptalajon.

A kisérletek soran érett magbdl indultunk ki. A risgfitott, fert tlenitett magokat 6
orara desztillalt vizbe aztattuk, aminek hatasaregok vizet vettek fel, megduzzadtak, ezzel
egyutt beindult az enzimrkddés, ami a szdraz magokban minimalisra lassutt.igy
el készitett magokat steril kériilmények kozott feltiateuk. A darabolas soran 1-4 riwes
magdarabokat kapunk, szamuk 12-16 koz6tt valtapatgonként. A feldarabolt mag részeit
100 ml-es Erlenmeyer lombikban rdzogépre tettikn@gdarabok eteljesen ndvekedésnek

indultak, kizoldultek, széleiken enyhén begodrbiltekfeldarabolt mag részeinek szélér

leszakadd kallusz (embridégén) sejtek a folyadékbpndtek tovabb 38. abra).

38. abra Muskotaly sargadinnye fajta folyékony MD4gtalajon, 18 nap razatas utan
A) razatott tenyészetek B) leszakad6 kallusz kegeatott tenyészetben,
fénymikroszkopos felvétel (40x-es nagyitas)

Az esetek j6 részében a folyékony taptalajban sakosaembriok képzdtek, melyek
egy része a folyadékban kezdett tovabbtkjl, de a legtbbb a szilard taptalajra kertlés utan

atlagosan 1-2 hét elteltével kezdett differencialo89. abra).

79



39. dbra Muskotaly sargadinnye fajta folyékony MD4gtalajon, 34 nap razatas utan
(sztereomikroszkopos felvétel)
A szilard taptalajra tett szomatikus embriok oplim&setben fejldésnek indulnak.
Az alabbi két képendQ. abrg) jol latszik, hogy az embriok kdzoétt Petri-cséda@nt nagy
eltérés mutatkozott. Az embridk nagy résaétbvény fejl dott, egy részilk azonban megéllt

a fejl désben, majd egy idutan elsargult. A fejldésben megallt embridok egy masik része
elkalluszosodoitt.

40. 4bra Muskotaly sargadinnye fajta 75 napos teté, szilard MS taptalajon. (Indukciés 483 nap,
MD13 taptalajon.)

Altalaban 7-8 héttel a szilard, névekedésszabalyor@g mentes taptalajra helyezés
utdn legalabb harom-négy leveles, gyokeres noOvéatyekaptunk 41. abra. A
gyokérképzdéshez nem volt sziikségink kilon indukciéra, atekdegnagyobb részében a
gyokér a hajtassal egy iden fejl dott ki. Amikor a névények elérték a megfelehéretet,
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steril t zeg-fold (1:1) keverékébe (ltettiik dtet. Az inkubalas 100% relativ paratartalom

mellett, 25:1°C-on tértént. A meges6ddott palantakat edzés utan lveghazba dltettik ki.

41. 4bra Muskotaly fajtaju szomatikus embriogerezigeresztil regenerlt sargadinnye névény
200 ml-es tenyészedényben, MS taptalajon, 50 napgzilard taptalajra kerdlés utan. (Indukcids id
43 nap, MD13 téptalajon.)

A képz dott nbvények azonban nem voltak egyenér&k a taptalajok mindegyikén
el fordult néhany rendellenes névény. Egy részik szladt levél kifejl dése utan megallt a
fejl désben, kdzulik szdmos egyed a kés passzalasok soran egyre lvegesebbé valt, majd
egy id utan elsargult. Masik részik viszont egy-két hdteliil tuln tte az els torz leveleket

€s egészséges, killtetésre alkalmas névennyédegl

5.2.13.A tokfélék regeneraciojanak jellegzetes fazisai dard taptalajon

Kisérleteink soran mindharom vizsgalt tok fajtangfigyeltiink regeneraciot, mely a
levélnyél kozvetlen kbzelében tortént. A sziklewgbibok regeneracios taptalajra helyezése
utdn egy héttel mar megfigyelhetolt a kalluszcsomok kialakulasa és tovabbi 1-gehé

kés bb megjelentek az eldajtaskezdemények i4Z. abra).
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42. dbraHajtaskezdemény (HK) 7 nappal a leoltas 43. abraRegeneralt hajtas 9 nappal a leoltas utan, 1
utan 1 mg/l BA és 0.1 mg/l IES novekedésszabalyozaig/l BA és 0.1 mg/l IES tartalmu taptalajon
anyag tartalmu taptalajon, Nagydobosi ik fajtan  (Nagydobosi sutok fajta)

A nodvények gyorsan fejtlitek, tovabbi 1-2 hét mulva mar elkilonithetvoltak a
szervek, jOl lathatova valt a levél és a sZ&. @bra).

A hajtasok minden esetben organogenezissel kiépk, a gyOkeresedést kilon
taptalajon kellett indukalni. A képdott hajtasok atlagosan 4-5 hét utan elérték azéetet,
hogy levalaszthattuk ket a kalluszcsomorél és atkerilhettek gyokereztéptalajra. A
44. abraegy levalasztas dt allé patisszon hajtast mutat.

A gyokér nélkali hajtasokat 0.5 mg/l indolecetsavétrtalmazé taptalajon
gyOkereztettik, de elordult, hogy a gybkerek mar regeneracids taptalakiakultak
(45. &bra). Ez els sorban cukkini esetében (a kégdtt hajtdsok 28 %-a) volt gyakori.

44. abra.Regeneralt hajtas, kozvetlentl a gyokereztet45. abraMT7 regeneracios taptalajon jarulekos
taptalajra helyezés dt. (Ovari fehér patisszon fajta)  gyokereket fejlesztBlack Beauty cukkini fajta
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Miutan gyokereztet taptalajra kertltek, a névények egy része megéléjl désben,
am azok, amelyek gyokeret fejlesztettek ismét gyuigekedésnek indultak. A megfelel
mérték gyokérképzdést kdveten a novényeket steril zeg-fold (1:1) keverékébe Ultetve

inkubaltuk. A megersodott palantakat edzés utan tveghazba Ultett(#okiabra).

46. abraRegenerans siibk palanta killtetés utan
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5.3. Az antibiotikumokkal szembeni érzékenység tesztelés

5.3.1. Séargadinnye fajtak antibiotikum érzékenységének tedelése

A transzforméacids kisérletek megkezdésetteteszteket végeztink a sziklevelek
antibiotikumokkal szembeni érzékenységnek megaflapfa a HoOgolyd és Hale's Best
sargadinnye fajtdk esetében.

Az Agrobacteriumel6lését célzé kisérletekben az A281-es torzaselzZibtt Hogolyd
sargadinnye sziklevéldarabok MDOP1 regeneracidglapn 500 mg/l augmentin tartalom
mellett még hoztak hajtasokat, de Agrobacteriumnem szaporodott el nagy mértékben a
sziklevelek korll. A szelekciés agens koncentréeiak meghatarozdsakor az MDOP1
regeneracios taptalajokon vizsgalt sziklevéldarabokmg/l glufozinat tartalom mellett mér
nem regeneralodtak hajtasok a Hogolyd sargadinmye ésetében.

Az LBA4404-es torzzsel ferzdtt Hogolyd (MDOPL1) és Hale's Best (MDOP?2) fajta
sziklevéldarabjain csak kis mértékben csokkentgemeracid, ha a regeneracios taptalajok
500 mg/l cefotaximot vagy 700 mg/l carbenicillimrtalmaztak. A szelekcidés antibiotikum
koncentracidjanak  meghatarozdsa esetén az LBA4d04-trzzsel fertzott
sziklevéldarabokon az MDOP1 és MDOP?2 taptalajon @0 kanamicin tartalom mellett
nem tortént hajtasregeneracio sem a HoOgolyd, semale’s Best fajta esetében. A
sziklevéldarabok elkezdtek kalluszosodni, de pérettéltével elsargultak, majd elhaltak 100
mg/l kanamicin koncentracié felett. A kalluszosddaziklevéldarabok nem hoztak
hajtdskezdeményeket egyik fajta esetében sem.

18. tablazatA sziklevéldarabok antibiotikum tésének tesztelése sargadinnye esetében (Hogolyo és

Hale's Best) +: A sziklevéldarabon regeneralddtajdsok
- . A sziklevéldarabon nem tértént regeneracio

Felhasznalt Koncentrécio (mg/l)
antibiotikumok 0 | 100/ 200| 300| 400| 500| 600| 700| 800| 900|100
augmentin + | + + + + + | - - - - -
cefotaxim +0+ | + | + | + ] +| - - - - -
carbenicillin S [ N R S I R S R N +| - - -
kanamicin + | - - - - - - - - - -
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5.3.2. Tok fajtak antibiotikum érzékenységének tesztelése

A sit tok sziklevéldarabokat eltér koncentraciéju cefotaximot és kanamicint
tartalmazo taptalajokra helyeztik. Eredményil aptkk, hogy 500 mg/l a legnagyobb olyan
cefotaxim koncentrdcido, amely még nem géatolja a éngregeneraciot, ezért az
Agrobacteriuramal tortén egyutt-tenyésztés utan a baktérium eléléséhea kahcentraciot
hasznaltuk. A kanamicin esetében ellenben azt agtiraciot kerestiik, amely mar gatolja a
regeneraciot, hogy csak a transzformans, kanamedisztens sejtek maradjanak életben.
Ehhez a 100 mg/l kanamicin hozzaadasa bizonywgmégfelelbbnek, melyet szintén csak

a kokultivacio utani taptalajokhoz adtunk.

5.4. A transzformacios kisérletek eredményei

5.4.1. Séargadinnye transzformacio
5.4.1.1. A transzformacié lépéseinek kdrilményei

A Hégoly6 és a Hale’'s Best fajta transzformaci@at.2.7. fejezetben leirt médon
(Qiu et al., 1999) végeztik, kisebb mddositasokkéderleteink soran azt tapasztaltuk, hogy
a transzformacié eredményességét szamos ténpefolyasolja. Az Aaltalunk vizsgalt
tényez ket és ezek hatasat az alabbiakban csoportositottuk

A fert zéskori baktérium szuszpenzié koncentracidja jelent sen befolydsolta,
milyen mértékben ferz dtek be a sziklevéldarabok. Az altalunk végzetéétek alapjan az
ODgoo= 0.8 -1 kozotti érték baktérium szuszpenzié bizonyult a legmegfddbhek a
fert zéshez, mert tdményebb szuszpenzié alkalmazisakmakgrium eldlése nem volt
lehetséges.

A fert zés idtartama volt a kovetkez tényez, amelynek szerepét vizsgaltuk
sziklevéldarabok baktérium szuszpenziéban tortrtatasanak soran. Ugy talaltuk, hogy az
altalunk alkalmazott antibiotikum koncentracié reéll — amely a névényi regeneraciét még
nem gétolta — 5 perces fexési id volt a legmegfelelbb. Amennyiben 5 percnél hosszabb
fert zési id vel dolgoztunk, a hajtasregeneracido hatékonysagadkient. A 10 perces
fert zés esetén még elkezdtek kalluszosodni a sziklersdddk és meg is jelentek
hajtaskezdemények, azonban egy idan elbarnultak, mintha megégtek volna. A 20 gerc
vagy a feletti fertzési id tartam esetén az ithrtam ndvekedésével forditottan aranyosan a
sziklevéldarabok egyre kevéshé novekedtek, gyakrdaptalaj antibiotikum tartalma sem

bizonyult elegendnek a baktérium eldléséhez. A baktérium elszapdtadaptalajon és a
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sziklevéldarabok elpusztultak. A 60 perces feés esetén a sziklevéldarabok eredeti
feldarabolas-kori méreek maradtak, elsargultak és elhaltak.

Az egyltt-tenyésztés id tartamok kozal a 2 nap elegemgk bizonyult a
transzformaciéra. Ha 3 vagy annal tobb napig téreékokultivacié, akkor a kébbiekben
gondot okozott a baktérium eldlése abban az esathema az antibiotikum koncentraciot
tovabb noveltik. Tovabba megfigyeltik, hogy a fedtt szikleveleken sokkal kevesebb
hajtaskezdemény fejiétt, mint a kontroll regenerans sziklevéldarabbdkka antibiotikum
koncentracio novelésének hatdséra gyakrabbdordult hogy egy része a szikleveleknek
teljesen elkalluszosodott.

A sziklevéldarabokat 10-14 naponta friss szelekod@eneracids téptalajokra
helyeztik at, mivel a taptalaj antibiotikum tartalmiszonylag gyorsan lebomlott. A gyakori
atoltassal tudtuk kikiiszobdlni a tenyészetek befedesét.

A kisérletek eredményeként szelekcios taptalajkeresen felneveltink névényeket.
A HOogolyé fajtabol 6sszesen 6272 sziklevéldaralbahgzformaltunk, eblh 206 gyodkeres
regenerans novényt szelektaltunk, a transzformétéid regeneracié hatékonysaga a szelektiv
taptalajon sziklevéldarabra nézve 0.032 volt. A Hale's Beaftab6l 6sszesen 12000
sziklevéldarabot transzformaltunk, eb230 gydkeres regenerans névényt szelektaltunk, eg
sziklevéldarabon &tlagosan 0.02 gyokeres regenterédtsnk felnevelni.

Ha a szelekcids taptalajra helyeztik a kontroll neanszformans névényeket, akkor
azok egy-két hét alatt kifehéredtek és elpusztultaig a vélheten transzformans névények
tovabb fejl dtek. Ugyanakkor a regeneracidé hatékonysagaeer lecstkkent mindkét fajta
esetében. A PCR modszerrel a ZMVY CP gént nem idlikkimutatnunk.

5.4.1.2. Agar és phytagel bazisu taptalajok 6sszehasonbtéismszformacio

hatékonysaganak szempontjabdl

Az agaron illetve phytagelen tortént valdszinleg transzformans novények
regeneracioja kozoétt mar nem volt olyan nagy azZré#t a napok szdmaban, mint a
regeneracio esetén. Az agaron regeneralddott faansmsok 11 nappal késb érték el
killtetett cserepes fazisdq{. abra) A variancia analizis lefuttatva a két mintas ¢ és a
Welch-féle proba is szignifikansan elthek mutatta a nevelési idhosszat agar illetve
phytagel tartalma taptalajon. A kétféle taptalajéagar, phytagel) felnevelt gyokeres
regeneransok szamat 6sszehasonlitva egy magrekuatava 48. abra) az egyszempontos
varianciaanalizis nem mutat szignifikdns eltérés,%-o0os szignifikancia szinten.
(9.3.15. melléklet)
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47. dbraEgy killtetett Hogolyod sargadinnye faijt
vélhet en transzformans felneveléséhez
sziikséges atlagos igrtam agar illetve phytagel
bazisu taptalajon

848. abra Hogolyo transzforméacié hatékonysaganak
Osszehasonlitasa agar és phytagel bazisi taptatajak
kilénboz fejl dési fazisokban.

5.4.1.3. A regeneracio és a transzformacié hatékonysagéssebasonlitasa

A transzforméaciés eljaras drasztikusan csokkentettend a regeneralddo
hajtaskezdemények, mind felnevelh@Bvények szamat. Mig a regeneracié soran atlagosan
magonként a Hogoly6 fajta esetében 10.5, a HB leset@ hajtdskezdeményt kaptunk,
Agrobacteriumosfert zés utan a hajtdskezdemények magonkénti szama il@etve 1-re
esett vissza4©. abraés50. abra). Természetesen eetesen mar értékeltik a ndévények
szelekcios agens 1t képességét, és meghataroztuk azokat a koncentaficidkelyek
alkalmazasa esetén az sziklevéldarabokbdl az imdsikctaptalajon nem tudtak
hajtaskezdemények feflni, valamint a kédbi fazisban lev névények is elpusztultak. A
fajtak kozott azonban t képességben jelerst eltérés mutatkozott, mivel a vad tipustnak
tekinthet tajfajtabdl kiszelektalt Hoégolyd fajta magasabbtitdiatikumt r -képességgel
rendelkezett. Természetesen a sziklevéldarabokahezott antibiotikum koncentracioknal

a kontroll névények kozll egyetlen esetben senutddhdvényt regeneralni.

Hégolyo phytagel Hégolyd Agar
8 10
8
64
4 O regeneracio 6 O regeneracio
] O transzformécio 4 (] O transzformacié
2 — ’»
2
0 T T T 0+
Hajtas- 1-2 leweles  3-4 leveles Gyokeres Hajtas- 1-2 leweles  3-4lewles  Gyokeres
kezdemény hajtas hajtas regenerans kezdemény hajtas hajtas regenerans

49. dbraHogolyo sargadinnye fajta regeneransainak é50. dbraHale's Best sargadinnye fajta regenerdnsok
felehet en transzformans névényeinek atlagos szama, és vélheten transzformans névények atlagos szdma,
kulonboz fejl dési fazisokban a kulénboz fejl dési fazisokban
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A regeneracié hatékonysaga, mind az egyszegeneracios rendszerben, mind a
transzformécids rendszerben fokozatosan csdkkenldizértjik, hogy a kiindulaskor kapott
hajtaskezdeményeknek csak egy része jutott eledelehajtas fazisig.

A kordiagramokon 100 %-nak abrazoltuk az indukcit@ptalajon megjelen
53 %-a fejl dott gyokeres ndvénnyé, mig a fennmaradd 47 %l adfeg valamely fazisaban
megallt, a’1. abralathatd aranyban (25 % hajtaskezdemény, 15 %eldlds hajtas, 7 % 3-
4 leveles hajtas). Ugyanezt megvizsgaltuk a tramsricio esetében i§Z. abra). Ebben az
esetben a hajtaskezdemények 8 %-a déft gyokeres novénnyé, mig a 79 %
hajtaskezdemény allapotban, 8 % 1-2 leveles famjsbao 3-4 leveles fazisban ledllt a
fejl désben.

Hbgoly6 regeneracio Hbégolyé transzfom acio
8%

25% 5%
B%C\l
53%
WS%

7%

79%

O hajtas kezdeményig jutott el O 1-2 leveles hajtasig jutott el
O hajtés kezdeményig jutott el O 1-2 leveles hajtasig jutott el & o) Esig |

@ 3-4 |ewveles hajtésig jutott el @ gySkeres allapotig eljutott
B 3-4 leveles hajtasig jutott el @ gydkeres allapotig eljutott eveles hajtasig jutott €1 W gydkeres lapallg eljutal

51. dbraHogolyo fajtan regeneracio sordn keletkezets2. abraHogolyo fajtan keletkezett hajtdskezdemények,
hajtaskezdemények, az elért legmagasabb fejlettségtranszformacio esetén, az elért legmagasabb &gt
szinten. szinten.
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A Hale’s Best fajta regeneraciojanak esetében tslagzdemeények 58%-a feglott
gybkeres novénnyé, mig a fennmaradé 42 % adéf valamely fazisdban megallt, 52.
abra lathaté aranyban (11 % hajtaskezdemény, 17 % dv@lds hajtas, 14 % 3-4 leveles
hajtas). Ugyanezt megvizsgaltuk a transzformaocgiében is%4. abra). Ebben az esetben a
hajtaskezdemények 7 %-a fajbtt gyokeres noévénnyé, mig a 75 % hajtaskezdemény
allapotban, 12 % 1-2 leveles fazisban, 6 % 3-4lés/Ezisban leallt a fejtésben.

Hale's Best regeneracio Hale's Best transzfromacio
11%
7%
6%

Q [N
12%

O hajtas kezdeményig jutottel B 1-2 leveles hajasig jutottel O hajtas kezdeményig jutott el O 1-2 leveles hajtésig jutott el

58%

5%

B 3-4leveles hajtasigjutottel B gyokeres allapotig eljutott B 3-4 leveles hajtasig jutott el B gyokeres allapotig efjutott

53. dbraHale’s Best fajtan regeneracio soran 54. dbraHale’s Best fajtan keletkezett
keletkezett hajtaskezdemények, az elért legmagasalhajtaskezdemények, transzformacio esetén, az elért
fejlettségi szinten. legmagasabb fejlettségi szinten.
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5.4.1.4. A transzformacio jellegzetes fazisai Hale's Bestjadinnye fajtan

Az alabbi felvételeken a Hale's Best fajta transzfécidjanak Iépéseit mutatjuk be.
Az Agrobacteriummal transzformalt sziklevéldarabokat az egyutt-ésayést kdveen
MDOP2 szelekcids taptalajra tettiik. Atlagosan 1€ klteltével megjelentek az els
hajtaskezdemények. Ezen hajtaskezdemények egy Xé&skeveles hajtassa feflott, tovabbi
két hét elteltével. Az 1-2 leveles hajtdsokbdlddlsan a 8. hétre 3-4 leveles hajtasok tigk
(55. abra). Ugyanerre a taptalajra letett kontroll sziklela¥bokon az elshetekben fehér
kallusz képzdése mellett esetenként hajtdskezdemények jelemigk azonban ezekbsoha

sem regeneralddott hajtaS6( abra)

55. abraHale’s Best sargadinnye fajta 3-4 leveles 56. braHale’s Best sargadinnye fajta kontroll
vélhet en transzformans sargadinnye MDOP2 sziklevéldarabok a MDOP2 regeneracios és szelekcios
regeneracios és szelekcids taptalajon taptalajon.

A 3-4 leveles hajtaskezdemények esetében végez{nkkisérletet, amelyben azt
kivantuk ellenrizni, hogy a szelekcids taptalajon a nem-transaéors névények valdban
elpusztulnak-e. Ennek bizonyitasara egymas metidtiiihk egy vélheen transzformans és 4
kontroll névényt MDOP2 szelekcibs taptalajra. 3z. abra jol lathatd, hogy a jobb oldalon
lev z06ld a nagy valésziséggel transzformans névény tovabb fjitt és Gjabb leveleket
hozott, mig a kontroll névények feflése leallt, a kanamicin hataséara leveleik kifeti@ie

A 3-4 leveles hajtasokat gyokereztetzelekcios taptalajra helyeztik, ahol néhany hét

elteltével a gyokérképzés mellett Ujabb leveleket hoztdd8( abra).
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57. dbraHale’s Best sargadinnye fajta feltehen 58. dbraHale’s Best sargadinnye fajta feltehen
transzformans és kifehéredett kontroll ndvények  transzformans névények a gyokereztgéptalajon
MDOP2 regeneracios és szelekcios taptalajon

A megfelel en gydkeres novényekebq. abra) két hetes akklimatizacidt kovetn
kitltettiik GveghazbabQ. abra).

59. dbraHale’s Best sargadinnye fajta 60. abraVélhet en transzformans cserepes novény (Hale's
meggyokeresedett nagy valészaaggel Best sargadinnye fajta)
transzformans noévény névekedésszabalyozé
anyag mentes szelekcios taptalajon
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5.4.1.5. A Hogoly6 sargadinnye fajta transzforméciojanalepetetes fazisai

Hogolyo fajta esetében a transzformaciét a HalestBajtanal leirt médon végeztik
el és az alabbi felvételeken mutatjuk be. A&grobacteriutmal transzformalt
sziklevéldarabokat a kokultivaciot kdven MDOP1 szelekcids taptalajra tettiik. Atlagosan 1-
2 hét elteltével megjelentek az elsajtaskezdemények. Ezen hajtaskezdemények egy 1ész
2 leveles hajtassé feflott, tovabbi két hét elteltével. Az 1-2 levelegtdsokbdl atlagosan a
8. hétre 3-4 leveles hajtasok fejtek @1. abra). Ugyanerre a tptalajra letett kontroll
sziklevéldarabokon az eldhetekben kemény kalluszréteg kégiatt, amelyben zdld gocokat

figyeltink meg, de teljes ndvény soha nem fijkt ezen a taptalajo®Z. abra).

61. abraHbgolyd sargadinnye fajta 3-4 leveles 62. dbraHogolyo sargadinnye fajta kontroll
feltehet en transzformans sargadinnye MDOP1 sziklevéldarabok MDOP1 regeneracios és szelekcids
regeneracios és szelekcios taptalajon taptalajon.

A 3-4 leveles hajtaskezdemények esetében végeagpkkisérletet, amelyben azt
kivantuk ellenrizni, hogy a szelekcids taptalajon a nem-transaéors névények valdban
elpusztulnak-e. Ennek bizonyitdsara egymas meliéttiihk felteheten transzformans és
kontroll névényeket MDOP1 szelekcids taptalajrab3 abrajol lathato, hogy a bal oldalon
lev zdld nagy val6szirséggel transzformans névények tovabb thgk és Ujabb leveleket
hoztak, mig a kontroll noévények fefliése leallt, de a kanamicin hatdsara a leveleiéHe&
fakultak ki.

A 3-4 leveles hajtasokat gyokereztetzelekcios taptalajra helyeztik, ahol néhany hét
elteltével a gyokérképdés mellett Ujabb leveleket hoztak4( &bra). A megfelelen
gyokeres novényeket két hetes akklimatizaciot kamrkitltettik tveghazba.
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63. dbraHogolyo séargadinnye fajta feltehen 64. dbraFeltételezheten transzforméans névények
transzforméans és novekedésben lemaradt kontroll gyOkereztet taptalajon (Hogoly6 sargadinnye fajta)
névények MDOP1 regenerécios és szelekcios taptalajo

5.4.2. Sit tok transzformacios kisérletek

Mivel a regenerécios kisérletekben a ik eltér korlilmények kdzott is j6 valaszadd
képességnek bizonyult, ezért Ugy gondoltuk, hogy a ¢dk viseli el legjobban a
transzformacidval jar6é stressz hatasokat (anthuiotiok, Agrobacteriutmal valo fertzés).
Mindezek miatt a transzformécios kisérleteket esaklit tokkel végeztik el.

A fert zés soran a sziklevéldarabokat eltéideig tartottuk a baktérium
szuszpenzioban és kilénboxokultivaciés id ket alkalmaztunk. A sziklevelek mar a
legrovidebb (1 perc) ferzési id alatt is megferz dtek de ugy taléltuk, hogy a
kokultivacios id jelent sebb szerepet jatszik a ferés eredményessége szempontjabol.

Alacsony kokultivacids id (1 nap) megkonnyitette a&grobacteriumeldlését, de
vélhet en kevesebb volt a transzformalt sejtek szama &®. & kevesebb regenerans
(feltehet leg kanamicin rezisztens) megjelenésén mérhettiEdg napos egyiitt tenyésztés
utan a sziklevelek 17 %-an kémltek regeneransok, mig a harom napos kokultivaéa a
sziklevéldarabok 23 %-an figyeltiink meg regenetadiivel az antibiotikumok, viszonylag
gyorsan lebomlottak, a sziklevéldarabokat 10-14 négn friss szelekcios-regeneracios
taptalajra helyeztik at.

Azokat a hajtasokat, amelyek megfelehéretet értek el a mintavételhez, egyesével
szétlltettiik antibiotikumokat is tartalmazé gyokeee¢ taptalajra. Egy-egy levelet

leszedtiink roluk és elvégeztik a DNS kivonast nfaER technikaval vizsgaltuk, hogy
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sikerilt-e eldlni azAgrobacteriunot és, hogy tartalmazzak-e a névények a baktériilfabte
a génkonstrukciot.

A 65. dbra és 66. dbra az agar0z gélelektroforézis eredményeként kapépetk
mutatja.

65. dbraA génkonstrukcio jelenlétét vizsgalo agardz66. abraAz Agrobacteriumelenlétét vizsgald agar6z
gélelektroforézis eredménye (M-marker gén) gélelektroforézis eredménye (M-marker gén)

A 65. dbralathat6, hogy mind a tizenharom minta tartalmaztevitt gént. Azonban
nem lehettiink benne biztosak, hogy a gén beépiiftvany genomjaba csak abban, hogy a
vizsgalt DNS tartalmazta az adott gént.

Hogy kizarjuk annak a lehetégét, hogy a gén beépllését célzd vizsgalatok az
Agrobacteriumgénjét mutattak ki megvizsgaltuk hogy tartalmazeak vizsgalt DNS-ek a
baktérium DNS-ét. A6. abralathato, hogy mind a tizenharom névény, amit meggéltunk
fert zott volt Agrobacteriumémal. Balrél az els harom mintat (1/1, 1/2, 1/3) olyan
novényekrl szedtiik, amelyeknél csak egy napig tartott a kokacid. Ezek a mintak csak
kis mértékben voltak ferzéttek, az Agrobacterium jelenlétét jelz csik csak egészen
halvanyan lathat6. A tobbi tiz minta esetében aukokicié harom napig tartott, ezek a
novények eltér mérték fert zottséget mutattak, de mindegyik eebben fertz détt, mint az
1/1, 1/2, 1/3-as mintak.

A kisebb fert zottséget mutatdé névények kozott talaltunk néggét, (1/2, 3/1, 3/3),
amelyeknél a bevitt gén jelenléte sebben latszott, mint a baktériumé. Ezeknél a
novényeknél feltételezhetjik, hogy sikeres voltams$zformacié. A transzformélt ndvények
kozul egyelre egyet sem siker(lt teljesen felnevelni, a baktéreldlése végett a ndvényeket
tovabbra is antibiotikumos taptalajon neveljik.
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A 67. dbraés68. abraazAgrobacteriunmal nagymértékben ferz6tt 2/4-es és a csak
kis mértékben ferzott 2/3-as noévényt mutatja. A két novény fedttsége kozotti

kildnbséget a gélelektroforézs( abra) is kimutatta.

67. abraAz Agrobacteriunfert zés miatt elhalé levél  68. abraA csak enyhén ferzétt 2/3-as sarguld
a 2/4 jelzés sut tok névényen novény, amelyen nem lathatdk Agrobacterium
fert zés tunetei.
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5.5. Uj tudomanyos eredmények

A dolgozat egyik célja magyar séargadinnyefajtak M&rom tokféle in vitro
regeneracioja, és ezzel egy biotechnoldgiai felésra alkalmasn vitro regeneracios
rendszer felallitasa. A mésodlagos cél pedig eegenerécios technikdk alkalmazaséaval a

ndvényi transzformacié optimalizalasa.

Sargadinnye esetében elért eredmények

1. Els ként sikerult a Javitott Zentai, Muskotély, Téténgereshéju és a Magyar kincs
esetében novényt regeneralnunkvitro korilmények kozoétt sziklevellb kiindulva
szilard taptalajon.

2. Kulénbdz novényi részek regeneracios képességét vizsgédveéat regeneraltunk
novényt a Hégolyd és a Hale's Best fajtdk esetébgmokotilbdl és dekapitalt
hipokotilbdl szilard taptalajon.

3. A novekedésszabalyoz6 anyag optimalizacios kisdlsbran a Hogolyd sargadinnye
fajta esetében a legtdbb atultetésre alkalmasshajta9 mg/l benziladenin és 0.6 mg/l
indolecetsav O0sszetéteszilard taptalajon (MDOP1), mig a Hale’s Best adignye
fajta esetében a 0.6 mg/l benziladenin és 0.9 inglblecetsav Osszetétekzilard
taptalajon (MDOP?2) fejldott.

4. A magyar sargadinnye fajtadk valaszad6 képességatetee folyadékkultiraban
els ként sikertlt a Muskotaly, a Hogolyd és az Ezustasa fajtdk magjabol
szomatikus embriogenezis atjan névényeket regameral

5. Muskotaly fajtaval végzett ndvekedésszabalyoz6 @nymtimalizacids kisérlet
segitségével kivalasztottuk a megfel&bncentraciot folyékony taptalajon (0.1 mg/l
benziladenin és 2 mg/l 2,4-D).

6. A vizsgalat sordn felhasznélt hatféle folyékony ta#g) Osszevetése alapjan
megallapitottuk, hogy a kilénb6z alkalmazott vitaminok hozzdadasa nem
befolyasolta az embriogenezis indukcidjat, a MudkotHbgolyé és Ezistananasz
fajtaknal.

7. A folyékony taptalajokban alkalmazott kilonbozszénforrdsok hatdsat vizsgélva
megallapitottuk, hogy a szacharézt tartalmazé &jptael nydsebbek a sargadinnye

embriogenezisének indukaldsa soran (Muskotaly émiié fajtak).
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8. Els ként allapitottuk meg, hogy a sargadinnye esetézealacsony pH kedveen
befolydsolja a szomatikus embriogenezis induklasatmagasabb pH pedig a
novénnyeé differencialédast (Muskotaly, Hogolyd esifananasz fajtak).

9. Muskotaly fajtandl a magok életkordnak hatdsat gédksn a szomatikus
embriogenezisre megallapitottuk, hogy a fiatal na&pél inditott tenyészetekbtobb
novény nyerhet folyadékkultaraban.

10.A szelekciés taptalajon sikeresen felneveltink nge&et, melyek mellé téve a
kontroll névények bizonyitottan elpusztultak. A vél en transzforméans novényeket
sikeresen meggyokereztettik szelekciés taptaldidydlyd és a Hale’'s Best fajtak).

A killtetett ndvények az tiveghazban viragot hoztak.

A tok esetében elért eredmények

1. Els ként sikeriilt a Nagydobosi siibk és az Ovari fehér patisszon esetében névényt
regeneralnunin vitro kérilmények kozott sziklevélbkiindulva.

2. A transzformacios Kkisérletek soran sikertlt regéner Nagydobosi sitibk
novényeket felnevelni a szelekciés taptalajon. Atéfelezheten transzformans
novényeket sikeresen meggyokereztettik szelek@@salajon, majd a Kkilltetett

novények virdgot is hoztak.
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6. KOVETKEZTETESEK

Amikor célul t ztik ki magyar fajtakn vitro regeneraciojat és transzformaciojat, az
irodalmi ismeretek alapjan vilagossa valt, hogy feksy protokoll nem all rendelkezésre és
ennek megtalalasaig szamos kérdeést kell megvatasBdr viszonylag sok publikacio jelent
meg a kabakosok és ezen belilicumis nemzetség, feg az uborka . sativu}, €és
sargadinnye@. melQ regeneraciojarol és transzformaciojarol, azonban jéval kevesebb a
tokfélékr I. A publikalt eredmények nem mutattak fel egy olymodszert sem, mely a
kabakosokra &ltalanosan alkalmazhat6 lett volnd. Aél altalaban, csak Ugy mint a mi
esetlinkben is, egy hatékony vitro regeneracios rendszer felallithsa és erre alapozva
transzformansok létrehozésa volt. Ezen cél érdekédgzett kisérletek azonban még elég
alapvet kérdéseket boncoltak, tobbek kdzott, hogy melyémyv rész legyen a kiindulasi
anyag, milyen legyen a taptalaj dsszetétele ésvalés korilmények (Moreno et al., 1985;
Kathal et al., 1988; Niedz et al., 1989; Gray et 4993). Nunez-Palenius és munkatarsai
szerint (2008) a legfontosabb tényeamely a regenerécio sikerességeét meghatérozza a
genotipus megvalasztasa. Ennek oka tobbek koz#tgadinnye fajtak nagy morfoldgiai és
genetikai valtozatossaga. A kereskedelemben M&jtak regenerécios képessége azonos
korilmények kdzott, ugyanazt a regeneracios motlalaaimazva eléggé kilonbotGray et
al., 1993; Ficcadenti és Rotino, 1995; Molina éNul995a; Kintzios és Taravira, 1997;
Galperin et al., 2003a). De néhany szeszerint a regeneracié maodja is genotipus fligg
Oridate és munkatéarsai (1992), valamint Gray éskadmsai (1993) megallapitottak, hogy a
reticulatus fajta tipusba tartozé sargadinnye fajtak esetéipgakoribb volt a szomatikus
embriogenezis, mint aimodorus fajta tipustuak kozoétt. Ezen felll Oridate és muaksai
(1992) szignifikdns kulonbséget mutattak ki 18 megpyalt kereskedelemben |évfajta
regeneracios képessége kozott. Gray €s munkatdrd@B) pedig egy fajtara kidolgozott
regeneracios modszert 51 kereskedelemben megtaélddjen tesztelték. A fajtdk valaszadd
képessége sziklevéldarabonként 5-100% (0.1-20.2riéfsbklevéldarab) kozott valtozott.
Ficcadenti és Rotino (1995) dsszesen 11 sargadiiajige (eticulatus,inodorug vizsgaltak.

Az organogenezis Utjan regeneralt hajtasok szarikdewzldarabonként 6 és 17.3 kodzott
véltozott areticulatusfajta tipusba tartozé fajtak esetében, migiremorus fajta tipusok
regeneracios képessége 12.2 és 14.2 (hajtas/<dikdeab) kozotti eredményt hozott. A
publikalt eredmények ismételhstge mas laboratériumokban, még a sikeres rentis&tiis
bizonytalan. Ennek okai: a regeneraciés képességganotipus-fliggése a fajtak kdzott és a

magtételeken belul is, tovabbé a hidnyos értékelésési modszerek, a megfelstatisztikai

98



feldolgozasok hianya és igy a kovetkeztetések plantga (Molina és Nuez, 1995b). A
szerz k tobbsége egyetért abban, hogy a sziklevabegkdnnyebb regeneralni (Gaba et al.,
1996; Liborio-Stipp et al., 2001; Galperin et &Q03a; Gaba et al., 2004; Nagesha et al.,
2007). Az ujabb kutatasok bizonyitottak, hogy aokitil (Curuk et al., 2003) megbizhatébb
a diploid regeneransok dlllitasanal a sziklevéllel szemben, ahol gyakompdiploidok

el forduldsa (Ezura et al., 1992; Adelberg et al., 4)99Altalanosan alkalmazott a
benziladenin organogenezis indukalasara (DebeaggoBranchard, 1993; Adelberg et al.,
1994). Az embriogén kultirak inditdsandl bevalt 42 szintetikus auxin hasznélata (Tabei
et al., 1991; Debeaujon és Branchard, 1993; Gi@§6;1Guis et al., 1997; Ezura és Akasaka-
Kennedy, 2004).

Az irodalom és sajat korabbi kisérleteink alapj&n nyilvanvalé volt, hogy a
regeneracio es genotipus-fligése miatt kicsi az esélye annaky leagirodalomban leirt
barmely rendszer az (j fajtak esetében egysreétvehet és hatékony legyen. Ezért ket
stratégiat alkalmaztunk, egyrészt az értékes mafpjsk kozul tobbet is bevontunk a
kisérletekbe, hogy az esetleges j0 valaszado gersvtimegtalaljuk, illetve a regenerécios
protokoll elemeit, elssorban a taptalaj-Osszetételt és a ndvekedéssmablilyhatasat
elemeztik.

A munka azt a logikat kdvette, melyre a nemzetk@malom is utalt. A regenerécios
rendszer |épéseit mint lehs€gi feltételeket sorrendbe allitottuk. Az egygeekeket, mint a

kovetkez htz szikséges feltételt tekintve kdvettik.

6.1.1. Sargadinnye szilard tptalajon

Kisérleteinkben maghéjuktél megfosztott magokat zhadkkunk, hasonléan a
nemzetkozi gyakorlathoz, mivel a sargadinnye magydkran maghéjon belll is feddttek.
A magfert tlenités protokollhoz tdbb mddszert is kiprébaltumelyek kdzul a mi esetiinkben
a 15 %-os Clorox hasznalata valt bB. @bra), mely 6sszhangban van mas szkrz
eredményeivel (Yadav et al., 1996; Liborio-Stippakt 2001; Yalcin-Mendi et al., 2004). A
Ficcadenti és Rotino (1995) altal alkalmazetii-alkohol natrium-hipoklorittal kombinalt
fert tlenitési mdédszer a magyar fajtdknal nem hozta mekivant eredményt, mert az
id tartam novelésével csokkentette a csirdzasi sxital& hidrogén - peroxid, szintén tul
er s fert tlenit szernek bizonyult, hiszen a hamozott magok fed&tzkarositotta, amely a
csirdzaskor szabad szemmel is lathato szovetk&ssokozott és fehér foltként jelent meg a

szikleveleken. A tébbek altal eredményesen hasiigdtny - klorid alkalmazasat (Kathal et
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al., 1988; Li et al.,, 1990) mar az kisérletek soran elvetettiik, mivel drasztikusan
csokkentette a magok életképességét.

Az Amarillo Oro fajtdnal sikeresen haszndlt (IES K& tartalmu) MD1 taptalaj
(Moreno et al., 1985) a magyar fajtdk esetébeneszikb | kiindulva nem volt hatékony. A
Branchard és Chateau (1988b) altal Cantaloup ctesefajtara kidolgozott (2,4-D és BA
tartalmi MD2) taptalajon, melyen embriot és novémgdtak regeneralni, a magyar fajtak
(Magyarkincs, Javitott Zentai, Hogolyo, Tétényireshéju), csak fehér kalluszt képeztek. Az
NES és BA tartalmi MD3 téptalajon (Roustan et®92) a Magyar kincs fajta sziklevelein
z6ld kallusz képzdétt, a tobbi fajta pedig fehér kalluszt hozott. B4 taptalajon, melyen a
Hale’s Best fajta sziklevelébmar sikeresen regeneréltak névényt (Niedz etl®iB9; Fang
és Grumet, 1990), valamint az MD5 taptalajon (Béyset al., 1999) — mely hasonlé
novekedésszabalyozd anyag-dsszetétadirekt organogén hajtasindukciot figyeltiink naeg
sziklevéldarabok szélén a Hogoly6 és a Hale's Bgist esetében.

A kilenc fajta valaszado képességét tesztelve &#lénbodz szilard taptalajon (MD6,
MD7, MD8, MD9, MD10) megallapitottuk, hogy a Hoégolya Magyar kincs, a Javitott
Zentai €s a Hale’s Best fajték jo, mig a Téténgreshéju fajta gyenge valaszado képességgel
rendelkezik. Az eredmények a fajtdk kozotti nagyehér valaszadd képességre és
novekedésszabalyozé anyag igényre utalnak, meligetébbi eredmények is alatdmasztanak
(Debeaujon és Branchard, 1993; Molina és Nuez, dP9Balamennyi taptalaj tartalmazott
BA-t, mivel a BA kilénboz fajtak esetében o6nmagaban is elegee##f bizonyult
regeneracio indukalasara (Kathal et al., 1988; Gabal., 1996, Liborio-Stipp et al., 2001).
Kisérletiinkben az 1 mg/l BA (MD10) és a 0.5 mg/l BAD9) tartalmu taptalajon a legtébb
fajta regeneraciét mutatott. Az indukcié utan azomh fejl dés tébb esetben is ledllt. Auxin
hozzdadasa csak néhany fajtanél segitette az gglaexist, mig masoknal elnyomta. A 2,4-
D-t tartalmaz0 taptalajon egyaltalan nem kaptuigeneransokat. Ficcadenti és Rotino (1995)
BA (0.6 mg/l ) és ABS (0.26 mg/l) hozzdadasavaldarényesen regeneralt névényt, mig
anélkul, csak BA hozzaadaséaval szignifikansan lehledajtast kapott. Ez ellentmond annak
a megéllapitdsnak (Kathal et al., 1988; Gaba etl@P6, Liborio-Stipp et al., 2001), hogy a
BA dnmagéban is elegendz organogén hajtasindukciéhoz. Ezért ezeket edmanyeket
kombinaltuk Niedz és munkatérsai (1989) eredményélegemeltik a taptalajhoz
hozzdadott IES mennyiségét, és meghagytuk az ABE6 taptalaj). Ez volt az a taptalaj,
melyen az 0sszes vizsgalt kozegek kozill a legtdivémyt tudtuk regenerdlni, a Hale’s Best

és a Hbégolyé sargadinnye fajtaknal. A Hale’'s Begeneralo képességét mas eredményekhez

100



hasonl6éan mi is bizonyitottuk (Trulson és Shahi&86. Niedz, et al., 1989; Yadav et al.,
1996).

A megfelel ndvényi részkivalasztasara iranyuld kisérleteinkben megalldiiko
hogy a sziklevél a leghatékonyabb kiinduladsi anyageneracié szempontjabdl, mind a
Hogolyd, mind a Hale's Best fajta esetében. Az exiy megersiti a sziklevél
alkalmassagat a regeneraciora, mint ahogy azt difdr $zerz leirta (Gaba et al., 1996;
Liborio-Stipp et al., 2001; Galperin et al., 200&sgba et al., 2004; Nagesha et al., 2007). A
kiindulasi novényanyag korat tekintve, azt tapdi#ta — hasonléan méas szekz
eredményeihez (Niedz et al.,1989; Ficcadenti éRdi995; Gaba et al., 1996; Ben Amor et
al. 1998; Curuk et al., 2003) —, hogy a négy-otosagsirandvények levalasztott szikleveléib
nyerhet a legtdébb regenerans névény.

Sokan nem is vizsgaljdk (vagy nem kozlik le) hogyethasznalt novényi részek
életkoranak van-e hatasa a regenerdciora, hanem tadsimanyok eredményeire
tamaszkodva megallapitanak egy idealis csiranoe@tiort vagy csak egy ithtervallumot
adnak meg és szbvegesen magyarazzak milyen fégetifapoti az a névényi rész amelyet
végll felhasznéltak. Ezek a tanulmanyok mas vékazdasonlitanak 6ssze kisérleteikben,
mint példaul Ficcadenti és Rotino (1995) csak 4pas szikleveleket hasznalnak kisérleteik
sordn, de \vizsgaltak az alaptaptalaj, kilonbdgenotipusok, harom kulonb6z
novekedésszabalyozé anyag és a szilardité kozey vagy phytagel) hatasat a regeneracio

hatékonysagara.

Szakirodalmi adatokkal megegyezik az az eredménytingy a hipokotil szintén
alkalmas kiindulasi anyagnak, de hatékonysaga kiseb sziklevélhez viszonyitva.
Hipokotilbdl kiindulva Hale’'s Best és Hogoly6 fadol sikeresen regeneraltunk névényeket.
Hipokotilbdl kiindul6 regeneracidval tébben is pédkoztak sikertelentl, Moreno és
munkatarsai (1985) egyaltalan nem tudtak novényekgeneralni, mig Blackmon és
munkatarsai (1981) csak embridkat tudtak indukalni.

Lomblevélb | kiindulva a vizsgélt Hogolyé és Hale’'s Best fa&pua@l nem tudtunk
hajtast regeneralni, szemben az irodalomban szefajthkkal (Kathal et al., 1988; Tabei et
al., 1991).

Els ként prébaltuk ki a tojasgyimolcsnél leirt hipokatekapitaciés mbdszert (Fari
et.al.,, 1995) a HAgoly6 és Hale's Best sargadinfiay@@knal. Elsként tudtunk a hipokotil
vagasi fellletén hajtasokat regeneralni sargadinesetében, atlagosan minden masodik
magbdl kiindulva noévényt kaptunk. Ez az eredméngnban gyengébb a sziklevélnél

tapasztalttal szember8.(@bra, 9. abra)
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A két kivalasztott fajta esetében BA és IES 25 hkbfliz kombinaciobdl allé
novekedésszabalyozé anyag optimalizacidés kisériedgeztink. A legtdbb szerzcsak
egyszer nOvekedésszabalyoz6 anyag sorokon vizsgalta ar fagtékat (Liborio-Stipp et al.
2001), vagy csak egy novekedésszabalyoz6 anyagtéssit teszteltek (Molina és Nuez,
1995a), komplex novekedésszabalyozdé anyag optidtadig vizsgalatokat csak kevesen
végeztek (Moreno et al., 1985; Roustan et al., 1992

A nodvekedésszabalyoz6 anyag optimalizacios kiséredményeképpen a Hogolyo
esetében a legszebb, atiltetésre alkalmas hajtfeskények a 0.9 mg/l BA, 0.6 mg/l IES és
0.26 mg/l ABS 0Osszetétel taptalajon fejldtek (MDOP1). Kozel azonos dsszetételt
alkalmaztak ndvekedésszabélyoz6 anyag kombinadséslétei soran Niedz és munkatarsai
(1989). A Hale's Best esetében a ndvekedésszalthlgoyag optimalizacios kisérlet a
0.6 mg/l BA, 0.9 mg/l IES és 0.26 mg/l ABS 6sszeltétaptalajon mutatta a leghatékonyabb
hajtdsregeneréciot. Itt akar két-harom hajtaskezagnis megjelent egy sziklevéldarabon,
azonban ebl végul legfeliebb egy-két teljes érték hajtdst tudtunk regeneralni
sziklevéldarabonként (MDOP2).

A Hogoly6 fajta esetében a szilarditd kozegek dsmzenlitisakor a phytagel
bizonyult hatékonyabbnak az agarral szemben, megiganeracié gyorsabb volt az lebi
hasznélata esetén. A regenerdlt és felnevelt bajtdgama kozott nem volt szignifikans
kulonbség a sziklevéldarabonként, ellentétben Eieo és Rotino (1995) eredményeivel,
ahol agar tartalmu MS t4ptalajon szignifikAnsarbttibjtast tudtak indukalni sziklevelenként,
ugyan olyan ndvekedésszabalyozé anyag Osszetétkdttm¥adav €s munkatarsai (1996)
ezzel szemben szignifikansan tdbb névényt tudtietelni a phytagel tartalma taptalajon. A
fent emlitett szerk csak a felnevelhetregeneransok szamat vették a viszonyitas alagjéul,
egyikik sem foglalkozott azzal hogy 6sszehasonhtsgvények felneveléséhez szikséges
id alapjan az agar illetve phytagel szilarditdé koz&ptalajokat. A phytagel kedvehatasat
a nevelési idre els ként allapitottuk meg Hbogoly6 sargadinnye fajtaésen.

Kisérleteink soran a Hoégolyé fajtdbol oOsszesen 6282iklevéldarabot
transzforméltunk, eblb 206 gyodkeres regenerdns novényt szelektaltunicamszformécio
hatékonysaga sziklevéldarabra nézve 0.032 volt. dle’d Best fajtdbdl dsszesen 12000
sziklevéldarabot transzforméltunk, eb230 gydkeres regeneradns ndvényt szelektaltunk, eg
sziklevéldarabon atlagosan 0.02 gyokeres regenetddtsink felnevelni. Ez az eredmény az
irodalmi adatokhoz hasonl6 hatékonysagot mutat312%-os transzformaciés hatékonysag).

A transzformacios Kkisérletek eredményei alapjana akbvetkeztetiink, hogy a

regeneraciot esen gatolja azAgrobacteriunmal végzett transzformécié, valamint kis
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mértékben az alkalmazott antibiotikumok is. A feleet vélhet en transzformans egyedek
szamanak csokkenést minden egyes dé$i fazisban megfigyeltik. Ez a csokkenés
egyértelmen maganak a transzformacios eljarasnak a hatés@gyrészt aAgrobacterium
fert zés okozta stressz, masrészt az alkalmazott atikilmook és egyéb szelekciés agensek
(glufozinat) hatasa. A kébbi |épésekben a fazisok kozotti csbkkenést maérgyn en a
szelekciés rendszer hatékonysaganak kell tulajdoniimivel azok a hajtdskezdemények,
melyek nem transzformans sejtekindultak, nem tudtak tovabb fefini. Ezzel a szelekcid
célja valésult meg, azaz hogy csak a transzforns@jtekbl, ill. hajtaskezdeményekb
kapjunk névényeket. A szelekcié hatékonysagat 7éhdélteti az57. abra ahol az azonos
koru kontroll névény a szelekcion atjutott vélrest transzformans névények mellé helyezve
lathato.

A munka soran nem volt eldleges célunk annak meghatarozdsa, hogy a szetekcio
atesett, felnevelt novények, a transzformansok emiltipusat képviselik. Vagyis nem
vizsgaltuk, hogy hany kopidban épult be az idegem gagy hogy mennyire volt aktiv. Arra
koncentraltunk, hogy maga az eljaras mennyire aitklkaz eredeti regeneréacios folyamat
hatékonysagat. Ehhez elegendk itéltik azt, hogy csak er szelekciés nyomas mellett
felnevelt nbvényeket tekintsiink eredménynek. Csadka a novényeket tekintettik intakt
novénynek, melyek habitusa normdlis, a kontroll ériyekhez teljesen hasonlé volt. A
deformécibkat, enacidkat, szarvastagodasokat metgtédeket veszteségként szamoltuk el.
Ez az eljaras irodalmi adatokkal is indokolhatésZakirodalom szerint (Ezura et al. 1992,
Ezura és Oosawa 1994, Adelberg et al., 1994, Cetudl., 2003) a sziklevéldarabokbdl
inditott regeneracio soran poliploid névények ieleezhetnek, melyek esetleg robosztusabb
megjelenéssel elitnek a diploid egyedektMi ezt a kérdést nem vizsgaltuk, de a
kés bbiekben, amennyiben ezekre a névényekre, mintdéges transzformansokra szikség
van, mind a ploidszint vizsgalatokat, mind az iné®id genomi szint bizonyitasat el kell
végezni. Az eredményeink szerint a transzformacéiglszer az irodalommal megegyez
mértékben csokkentette a regeneracio hatékonysggaégyes fajtak és kulonboszelekcios

agensek hasznalata természetesen okoz kulénbségeket

6.1.2. Séargadinnye folyékony taptalajon

Tobb szerz is beszadmolt sikeres regeneréciorol folyadékkaliin szomatikus
embriogenezis utjdn (Oridate és Oosawa 1986; Akakaknedy et al., 2004; Ezura és
Akasaka-Kennedy 2004).
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Sérgadinnye fajtdk valaszadd képességének teszwdédn legjobban a Muskotaly és
a Hogolyo fajta reagalt a kezelésekre, ezért alkisé sordn ezeket a fajtakat valasztottuk ki
a legrészletesebb vizsgalatok céljabdl. Jo valaskagessége miatt az Ezistananasz fajtat is
terveztilk bevontuk bevonni a kdbi regeneracids kisérletekbe. A Hogolyé fajta karabbi
kisérletekben is j6 valaszaddnak bizonyult, az moganezis indukciéja soran (Barsony et al
1999), azonban szomatikus embriogenezisen keresatidt sikerult elszor noévényeket
regeneralni bele.

A novekedésszabalyozé anyag optimalizacios kisédein arra a kérdésre kerestik a
valaszt, hogy nagy mennyiség,4-D hozzdadasaval fokozhat6-e a szomatikus egdmezis
hatékonysaga, ezen kivul a BA mennyiségéenek mekk@zerepe az indukcio soran, illetve
az inkubacids id hossza hogyan befolyasolja a tenyészetek défét. A 2,4-D és a BA
hatasat, miszerint szomatikus embriogenezis kisattalkalmas, kordbban mar bizonyitottak
(Oridate és Oosawa, 1986; Trulson és Shahin, 1¥8&nchard és Chateau, 1988b;
Debeaujon és Branchard, 1988; Kintzios és Taral@97). Kisérleteink soran arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a névényregenergr@mpontjdbdl a 2 mg/l 2,4-D tartalmu
taptalajok a legmegfeldbbek. Ezeknél mind a 21, mind a 34 napos razat&ygdményt
hozott, ez utdébbibdl kerilt ki a legtdbb névény. i&ina késbbiekben hosszabb razatasitid
is kiprobéltunk, a hatékonysag novelésére. A BAatam szerepe kevésbé egyértelm
Magasabb BA koncentracié mellett a magdarabok segigekebb zold volt, valamint a
méretik is nagyobb volt. Ennek ellenére a tovaliiaakmégsem alkalmaztunk 0,1 mg/I-nél
magasabb BA koncentraciét, mivel a magas citokighint is felels lehet a mintak
vitrifikalédasaért, ami mindenképp kikiiszobdéleridlyamat (Jamborné Benczur, 2005).

Eredményeink 6sszhangban vannak Ezura és Akasakaelg (2004)
eredményeivel. Az altaluk alkalmazott 0.1 mg/l BA 2 mg/l 2,4-D a Muskotély fajta
esetében is a legjobbnak bizonyult, azonban aiukl@kalmazottnal (28 nap) hosszabb
indukciés id (34 nap) mellett. Ez felhivja a figyelmet a fajtékér indukcios igényére.
Ezért a késbbiekben célszerlehet azt is kiprobalni, hogy az indukcios tid7 nap ala
roviditjuk, nagyon magas 2,4-D koncentraciét alkawa (Fehér et al. 2002).

A magok életkoranak jelergégét a regeneracio soran, valamint a magok ééatkér
és a szomatikus embriogenezis hatékonysdganak dtafétsis vizsgéltuk. A frissen szedett
érett sargadinnye magvaibdl inditott tenyészetddbgm regeneraltak a kezelésre a tarolt
magokbdl inditottakkal szemben. Ugyanakkor a frisagok esetében nagyobb volt a
vitrifikaciora vald hajlam is. Tehat a regener&ivanyek szamat emeli ugyan a friss magok

alkalmazasa, de a regeneralt novények sa@gét tekintve a szdraz magok jobbnak
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bizonyultak. A vitrifikaci6 vagy mas néven hipertathcio in vitro kulturdknal gyakran
fellép rendellenesség. A hiperhidratacio kikiiszobolésngésztés soran igen fontos, mivel
egy id utan a kultara pusztuldsdhoz vezet. Ismert jefpnbégy a novénykék szoveti
felépitésében valtozasok Iépnek fel. Kivlile ndvény lvegesen attetaek latszik, mig beldl

a levelek szabalyos szoveti szerkezete helyett Ez@acsos parenchima szdvet talalhaté, a
sejtkzotti jaratok nagyok. A sejtek citoplazmajala a vakuélumok szama és mérete, ezek
f leg vizzel teltek (JAmborné Benczur, 2005).

A vitrifikacié jelenségét mi is megfigyeltik kiséteink soran. Okai kozil az egyik
legfontosabb a tenyészedények légterének magastivrelparatartalma, mely a
folyadékkulturas tenyésztés soran fokozottan jekitet. A vitrifikacio ellen védekezhetiink
a szilad taptalaj agar mennyiségének noveléséwalyeh csokkenthet a tenyészedényben
lev relativ paratartalom. Gondot okozhat tovabbé tatajmhoz adott makro- és mikroelemek,
valamint a cukor tdl nagy mennyisége. Szintén fikficioét okozhat a rosszul megvélasztott,
illetve tul magas koncentracioju citokinin adagelés

A friss magokbdl regeneralt ndvények nagyobb aramwtiifikacidjanak oka
feltételezésiink szerint a friss magokban intendigebm kdéd enzimrendszer, illetve a
magok endogén novekedésszabalyozé anyag szintjbatdsaban keresendEzeket a
hatasokat a folyadékkultiraban valé nevelés fsiér Valészinleg a hiperhidratécio
hatdsanak tudhatjuk be azt, hogy a 2%-0s agargeezett mintakbol tobb ndévényt sikerult
felnevelni a friss magokbdl kiindulé tenyészetektében, mint 1% agar tartalom mellett. A
2% agart tartalmaz6 mintaknal gyakran fennalltsz&iadas veszélye, az elégtelen vizellatas
kovetkeztében az embriok egy részét elvesztettikiparhidratacié kikiszobdlésére emiatt
mas mabdszert is figyelembe kell vennink, nem csalptalaj keménységének fokozasat.

A folyékony taptalaj Osszeteinek szerepe az embriogenezis indukciéjaban: A
kisérlet folyaman az MD12 taptalaj a kontroll spétetdlti be, mivel ennek sem dsszetételét,
sem pH értékét nem valtozattuk az irodalombanttégitalajhoz képest (Ezura és Akasaka-
Kennedy, 2004)

A vizsgélat soran felhasznalt 6-féle taptalaj Ogsitese alapjan megallapithato, hogy a
kaldnb6z vitaminok hozzaaddsa nem valtotta be a hozzajaktf reményeket. Az emelt
szint MS-vitamin tartalmd MS11 taptalaj és a normal wita tartalmi MS12 taptalaj
O0sszehasonlitasakor sem a Muskotaly, sem a Hodajigoesetén nem volt jelerst eltérés a
regeneracido hatékonysagaban. A normal vitamin ltadtaMS14 és a B5 vitamint
(pantoténsav) tartalmazé MS16 taptalajok kozott seutathatd ki szignifikans kilénbség a

regeneralt névények szamat tekintve.
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A kisérletet a szénforras megvalasztasanak te&lmet értékelve megallapithatjuk,
hogy a szacharozt tartalmazé taptalajok (MD11, MDNID13) el nydsebbek a sargadinnye
embriogenezisének indukéladsa soran a csak glukfizi4, MD15) tartalmazdkkal szemben,
illetve a vegyes szénforrast tartalmazo taptaléjid16) szemben. Ez a megdallapitas mind a
Muskotély, mind a Hégolyo fajtakra érvényes. A marezénforrds kozul leggyengébben a
glukdéz szerepelt, ezt bizonyitja, hogy az MD14 é® 14 taptalajokon regenerdlt a
legkevesebb névény. Az MD16 taptalaj alkalmazas@ian eredményt értink el, de még ez
is alatta maradt a csak szacharézt tartalmazoilaggiteeredményeinek.

A szénhidratok tipusa és koncentracidja sen befolydsolla a szomatikus
embriogenezist sargadinnye esetében (Oridate éawéasl990; Debeaujon és Branchard,
1992; Gray et al., 1993; Guis et al., 1997). Oedés Yasawa (1990) kilonboézukrok
(szachar6z, glukéz, fruktdz, galaktéz) komplex kambigjat alkalmazva jutott a
leghatékonyabb regeneraciés modszerhez. Gray ékatdusai (1993) megéllapitottak, hogy
az indukci6s és a novekedési taptalaj cukor koméeidfa egyértelmen meghatarozza a
szomatikus embriogenezis hatékonysagat. Végul rapdtattdk, hogy a szacharéz idealis
mennyisége az indukciés és ndvekedési taptalajp&n. Ha ennél magasabb vagy
alacsonyabb koncentraciot alkalmaztak lecsokkeaganeralhatd embriok szama.

Guis és munkatérsai (1997) szomatikus embriogené# sziklevélbl nyertek
novényeket, szilard taptalajon. Arr6l szamoltak hegy a szachar6z, glikéz és maltdéz
szénforrasok alkalmazasa szignifikans kulonbségeata felnevelt névények szamaban. Az
altalunk elért eredményekkel szemben naluk a glitldtalma tiptalaj jobban szerepelt a
szacharoz tartalmundl, a maltdéz viszont 6nmagabtoitg a szomatikus embriogenezist.

A Kkisérlet soran tovadbba megfigyeltik az indukcids hosszanak szerepét is a
kulénboz taptalajokon és fajtakon. igy kovetkeztetésekethatunk le az embrié képaés
dinamik4jara vonatkozoan. Ennek érdekében nem egdypasszalast végeztink, hanem a
folyékony téptalajbdl folyamatosan, szabalyos kiizénként tettik szilard taptalajra a
kifejl dott embridkat. A Hogoly6 és a Muskotaly fajtékii@ls sorban az MD13 mintékon)
figyelhet meg az, hogy a viszonylag nagy névényhozamot ekaglaz 28 napos inkubécios
id utan a 35 napos idzakban visszaesik az 0j novények szdma, majddéest len a 43
napos razatas utan Ujra megemelkedik. Erre az &ehetgyarazat, hogy az embriék nem egy
bizonyos pillanatban keletkeznek, hanem folyamatogsbb |€épcsben. A 35 napos razatas
esetében a visszaesést az okozhatja, hogy a 28n rajpl fejlett embridk nagy része mar
szilard taptalajra kerilt, a masodik szélesztéseekebb maradt. Ha nem koévetkezne be

tovabbi embrié képalés, akkor a szélesztések sordn egyre kevesebbidenkietlene
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talalnunk. Azonban itt nem ez a helyzet, mivel a d&os razatas utan magasabb
noévényszamot tapasztaltunk. A 35. napi szélesztéansf ként azokban a mintakban
tapasztaltunk kiemelkedndvényszamot, ahol a 28. napon kevés embriot i#tkpasszalni.
Ebben az esetben valosZieg arrél van szo, hogy a tenyészet fagdse valamilyen okbol
lemaradt, csak a masodik szélesztés idejére ketetkenegfelel nagysagu embridk. Az 50.
nap utan az esetek nagy részében nem tapasztattaglks novényszamot, ez utan az
indukciés id utdn mar nem érdemes fenntartani a tenyészetBkeEzlstananasz fajta a
razatasi id szempontjabol kissé eltémaddon viselkedik a masik két fajtahoz képest. Itt
ugyanis a 35 nap korll tapasztaltuk a legmagasébényszamot, a 43 napos indukcios id
utan mér kevesebb, az 50 napos indukcié esetébdig pthanyagolhaté volt az Gjonnan
regenerdlodd novények szama. Erre a magyarazat talfajtak eltér tenyészidejében
keresend: mig a Hogoly6 és a Muskotaly fajtak kozéphossmsszu tenyészidegk, addig

az Ezlstananasz rovid tenyészid@alazs, 1994).

A pH beallitasakor, mas novényeken folyadékkultarakelért, illetve fermentoros
sejttenyésztési eredményekre alapozva, az voltpatérisink, hogy a folyékony téptalaj
alacsony pH értékre valo Allitasaval optimalisabbrnikezetet tudunk teremteni a
sejtszaporodashoz és az embrié indukcidhoz. Ezetkén pedig szilard taptalajon, annak
magasabb pH értéke ekgiti az embridképrését és az embridk intakt ndvénnyé
differencialédasat. Az MD13 taptalaj pH értékét nsarf zés soran 4.6-ra allitottuk be,
szemben az MD11 5.4 pH értékével, amngbs volt a magdarabok szadmara, mert a magok
azonnal a szamukra megfeldkérnyezetbe keriltek. Az eredmények 6sszhangbanaka
mas noévényeken elért eredményekkel (Martin és R8g8; Skirvin et al. 1986; Kovacs et al.
1995) és arra mutatnak, hogy az alacsony pH (pH44p a sargadinnye esetében is a
sejtszaporodasnak kedvez, de gatolja a differedatddlt, mig a magasabb pH (pH 4.8-5.2)
segiti az embriofejldést. Mivel a tenyészetek pH-ja kezdetben automsdik pH 4.5-4,6-ra
all be, ezért célszera tenyésztést alacsony pH értéken inditani.

Ha a fajtakat a regenerdlt névényszam tekintetdlaeonlitjuk 6ssze, akkor kitik,
hogy a Muskotdly fajta &ll az eldielyen (6sszesen a kisérlet soran 1222 db noedeyilt
regeneralni bele). Osszességében a Hogolyé és az Eziistanandsk fmjalkalmasnak
bizonyultak szomatikus embriogenezis kivaltasamhat mindharom fajtaval érdemes
foglalkozni a tovabbiakban. A taptalajok kozil eggén en az MD13 bizonyult legjobbnak,
melyen mar érdemes lehet elkezdeni transzformékisérleteket, akar mindegyik fajta

esetében.
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6.1.3. Tokfélék

A regeneraciés kisérletek soran kapott eredményédiakinossagban megegyeznek a
szakirodalombol ismert eredményekkel, amennyibeszililevelek j6 kiindulasi anyagok
(Jelaska, 1972; Katavic et al., 1991; Chee, 199f15a@lves et al., 1995; Abrie és van Staden,
2001; Lee et al.,, 2003; Urbanek et al. 2004; Zahgle 2008) a kabakosok esetében a
regeneraciohoz és a félbevagott sziklevél hipakotilkozeli része a legjobb vélaszado (Lee
et al., 2003).

A novekedésszabalyozé anyagok vonatkozasdban éteiékben a 2,4-D tobb
kiprébalt koncentraci6ja sem volt hatasos, elld@at Gonsalves és munkatarsai (1995)
eredményeivel. A nbvekedésszabalyoz6 anyag meaqpéasdjon ugyan kaptunk indukciot, de
csak a sziklevéldarabok néhany szazalékan ellamtéRakoczy-Trojanowska és Malepszky
(1989) kozlésével. k azonban éretlen embridk sziklevelét hasznaltdk, viszont
csirandvények sziklevelét. Ez alatamasztja azt gfigyelésinket, hogy a sziklevelek kora
jelent sen befolyasolja a valaszad6 képességet. Kis@eseiran 7-10 napos szikleveleket
hasznaltunk mig Lee és munkatarsai 4 napos csiégagél« szikleveleit alkalmaztak.

A benziladenint 6nmagéban vagy indolecetsavval dgefive is hatasosnak talaltuk
regeneracio szempontjabdl. A benziladenint 6nmagdbang/l koncentraciéban méas szdez
is sikeresen alkalmaztak tobb fajta esetében isuffrakrishnan et al., 2003; Lee et al., 2003;
Kathiravan et al., 2006; Ananthakrishnan et al.0220Amutha et al., 2009b). Zang és
munkatarsai (2008) azonban nem tudtak szignifikdiénbséget kimutatni a 0.5, 1, illetve
2mg/l BA tartalml regeneracios taptalajon regdberéhajtdsok szadmaban
sziklevéldaraboként. Kisérleteink soran a ik esetében a legjobb hatast BA és IAA
kombinacitjaval értik el. Urbanek és munkatars@d@) olajtok esetében citokinint és auxint
egyuttesen alkalmaztak hét napos sziklevelekeaziialva, azonban kisérleteik sordn NAA-
t alkalmaztak és embriogenezis Utjan jutottak regéems novényekhez. Ananthakrishnan és
munkatarsai (2003) hozzank hasonléan organogené#n regeneraltak novényeket.
Kathiravan és munkatarsai (2006) 15 kilonbozok fajtat vizsgalva 1.2 -3.9
hajtas/sziklevéldarab kozotti eredményt értek el.

Altalanossagban ismert, hogy a véalaszadé képessé&gre genotipus fiigg igy
eredményeink Ujaknak és korabbi kisérleteket megalanak tekinthek a vizsgalt fajtak
vonatkozasaban. A létrejott hajtasokon a gydkekesedhezen ment végbe kivéve a cukkinit,
ahol viszont gyakran gyokereztetaptalaj nélkil jarulékos hajtdsképlés ment végbe. A
gyokeresedés utan a ndvények inkubacidja mar néent@dt problémét, ezért kuléndsen

fontos, hogy egy hatasosabb gyokereztetési motijutak, példaul a ndvekedésszabélyozo
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anyag koncentracid6 megvaltoztatdsdval vagy mas kedésszabalyoz6 anyagok
alkalmazasaval.

A transzformacié esetében problémasnak talaltukoptimdlis kokultivacios id
megtalalasat mivel a rovid egyutt tenyésztés tawlsag lecsokkenti a transzformaciés
gyakorisagot, hosszabb kokultivaciés idiszont nagyon megneheziti agrobacterium
elblését. Az Agrobacteriumfelszaporodasanak megakadalyozasa azért is foniest a
nagyobb mértékben ferttt novények szallitbszoveteit a baktérium eltoés ezzel
megakadalyozza a novények fejését. A szdllitbszovetek eltédése miatt a levelek
elhalnak és a névények pusztulni kezdenek.
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7. OSSZEFOGLALAS

A kutatas célja nyolc magyar séargadinnyefajta égorha tokféle in vitro
regeneraciojanak indukalasa, és ezzel egy biotéahiao felhasznalasra alkalmas vitro
regeneracios rendszer felallithsa volt, melyhezganeghatarozébb paramétereket részletesen
elemeztik.

A sargadinnye esetében eiént sikerllt organogenezis utjan a Javitott Zentai
Muskotély, Tétényi csereshéju és a Magyar kincekagsetében névényt regeneralnimk
vitro koérilmények kodzott sziklevélb kiindulva, a Hégoly6 és a Hale's Best fajtak égen
pedig hipokotilbdl és dekapitalt hipokotilbdl kiinkva.

A regeneracié leglényegesebb paraméterei kozihrdzitaptalajon vizsgaltuk a
kilbnbbz novényi részek regeneracios képességét, a 6-x@lare tipus kozul a legtdbb
regeneranst a sziklevelekimyertilk. A Hogoly6 sargadinnye fajta esetéberzéssn 35-féle
(kulénbdz novekedés szabalyoz6 anyagok kombinacidjat tahtastiz0) taptalajt vizsgélva
atultetésre alkalmas hajtasok legnagyobb szambah9ang/l benziladenin és 0.6 mg/l
indolecetsav 0Osszetétetiptalajon fejldtek (MDOP1). A Hale's Best sargadinnye fajta
esetében pedig ugyan ezen taptalajok kozil a O/bbagziladenin és 0.9 mg/l indolecetsav
Osszetétel thptalajon (MDOP2) keletkezett a legtobb hajtas.

Vizsgaltuk tovadbba a szilarditdé kozeg tipusanakaset a regeneracié lefutasa
szempontjabdl, az 06sszehasonlitasbdl nkjt hogy a phytagel tartalma taptalajok
hatékonyabbak az agar tartalmival szemben. A Hégalgrgadinnye fajta esetében a
regeneracio ideje lecsokkent, atlagosan 12 nappadiebb id alatt érték el a ndvények a
gyoOkeres fazist.

A magyar sargadinnye fajtdk valaszadd képességtetee folyadékkulturdban,
els ként sikerilt szomatikus embriogenezis Utjan noe&ey regeneralni a Muskotaly, a
Hoégolyd és az Ezlstanandsz fajtak magjabol. A Muddko fajtaval végzett
novekedésszabalyozd anyag optimalizacios kiséegitsgével kivalasztottuk a megfelel
ndévekedésszabalyozé anyag-koncentraciot folyékaptatajon (0.1 mg/l BA és 2 mg/l 2,4 -
D). A kilénbodz szénforrdsok hatasat vizsgalva pedig megéllapkotiogy a szacharézt
tartalmazo taptalajok ehydsebbek a sargadinnye embriogenezisének indak&dasan
(Muskotaly és Hbogolyo fajtak).

Els ként mutattuk meg a sargadinnye esetében, hogylasomyabb pH (4.6)
kedvez en befolyasolja a szomatikus embriogenezis indykid magasabb pH (5.4) pedig a
novénnyé differencidlodast (Muskotaly, Hogolyé ési&ananasz fajtdk). A Muskotaly
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fajtanal a magok életkoranak hatasat vizsgalvamatikus embriogenezisre megallapitottuk,
hogy a fiatal magvakbal inditott tenyészetdkibbb névény nyerhet

A tovabbiakban pedig az altalunk szilard taptalakialakitott organogenezisen
alapul6 mébdszernek a hatékonysagat teszteltik zfiamsaciés rendszerben. Korabbi
megfigyeléseinkkel 6sszhangban a Phytagel szifrkiizegként a Hogolyd sargadinnye
fajtan végzett transzformacios kisérletek eseté&bareggyorsitotta a ndévények felnevelését.

A transzformacios kisérletek eredményeképpen sziékektiptalajon sikeresen
felneveltink ndvényeket, melyekkel azonos korllnednkozott lév kontroll ndvények
bizonyitottan  elpusztultak. A feltehein transzformans novényeket sikeresen
meggyokereztettik szelekcios taptalajon (HogolyGaéklale’'s Best fajtdk). A killtetett
novények az Uveghézban viragot hoztak.

A tokfélék esetében elként regenerdltunk névényt sikeresen a Nagydolingiok €s
az Ovari fehér patisszon fajtakbidl vitro koriilmények kozott sziklevélb kiindulva. A
transzformacios kisérletek soran sikeresen nevelféh szelekciés taptalajon Nagydobosi
sut tok novenyeket. A valosziteg transzformans egyedeket sikeresen meggyokétdete
szelekcids taptalajon, majd a killtetett novényefk@igzasig neveltuk.

Végeredményben hatékony regeneracidés rendszerdkattink fel szilard és
folyékony téptalajokat alkalmazva, melyek segitségénovényeket kaptunk a szilard
taptalajokon organogenezis Gtjan, valamint foly&addékraban embriogenezis atjan.

A regeneracios kisérleteink eredményeinek alapjagattapithatjuk, hogy a vizsgalt
fajtdkra szilard taptalajon kialakitott regener&godotokollok elfogadhaté hatékonysaguak és

ezeket transzformacios rendszerben alkalmazva meégdzamu névény szelektalhatd.
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8. SUMMARY

The purpose of this study was to screenirtihétro regeneration ability of nine melon
varieties and three other cucurbits. The developraggenetic transformation for melon and
squash offers the potential of introducing valuabdéts into this crop, e.g. disease resistance,
high sugar content and high protein content to aweiits productivity and quality beyond the
limits of conventional breedingComparative experiments were conducted to deterthi@e
organogenic and embryogenic responsiveness of melorchini, pumpkin and pattypan
squash varieties, for further transformation expents.

This is the first report onn vitro regeneration via organogenesis from cotyledon
explants of four melon varieties: Javitott Zentsliuskotaly, Tétényi csereshéju, Magyar
kincs; and from hypocotyl and decapitated hypoceplants of two other melon varieties:
Hogolyd and Hale's Best.

In vitro morphogenetic responses are influenced by diftefaotors. The most
important factors are the composition of mediune, ¢éxplant type, the cultivar ant the plant
growth regulators applied. Among these main factirs explant source was studied to find
the most appropriate one. Although most of the ekplant types were suitable for
regeneration, the highest number of shoots wasteduon cotyledon explants. From 35
tested solid media (each contains different contlmnaof plant growth regulators), the
highest regeneration rates were observed on medantaining 0.9 mg/l BA, 0.6 mg/l IAA
with 0.26 mg/l ABS in case of Hogoly6 (MDOP1). Thariety Hale’'s Best showed similar
results on the media supplemented 0.6 mg/| BAntyé IAA with 0.26 mg/l ABS (MDOP2).
Comparing the gelling agent, we observed shortgemeration period on the media
containing phytagel contradict to media supplenegmigh agar. On the average, regenerated
shoots became plants with fully developed rootsldys earlier.

This is the first report to regenerate thee melarieties (Muskotaly, Hogolyé and
Eziustananasz) in liquid culture inducing somatibemgenesis from matured seeds. In case
of variety Muskotaly the most efficient media taurte somatic embryos were supplemented
with 0.1 mg/l BA and 2 mg/l 2,4-D. Comparing théeet of carbon sources, it was observed
that somatic embryos occurred more frequently omiansupplemented with saccharose
(Muskotaly and Hégolyd). In liquid culture, we obsed that, lower pH (pH=4.6) increased
the frequency of somatic embriogenesis, and highlefpH=5.4) promoted the differentiation

of plantlets (varieties Muskotaly, Hogolyé and Baimnasz). Examining the influence of
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seed-age on somatic embryogenesis in case of waieskotély, it was found that cultures
started from just-matured seeds gave higher nuofiembryos.

Henceforward, our regeneration systems via orgamesie were applied in
transformation experiments. According to our resybhytagel as gelling agent also promote
shorter regenerating period in transformation systecase of Hogolyé.

On selection media, shoots from explants of Hogobmd Hale’'s Best were
successfully regenerated (compare to the conteoitlgts, where rapid necrosis were find).
These shoots were rooted on selection media aad aftlimatization, the well-rooted plans
were cultured in greenhouse, where bloomed.

In case of the other three cucurbits, this is tist feport onn vitro regeneration from
cotyledon explants of pumpkin ‘Nagydobosi’ and padn squash ‘Ovari fehér. In
transformation experiments, plants were regeneratedelection media, these plamisre
rooted and after acclimatization, were grown iregifeouse.

Eventually effective regeneration systems werebdisteed via organogenesis on solid
media, and via somatic embryogenesis in liquiduralt According to these results, we can

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

9.3.1. Fert tlenitési eljarasok 6sszehasonlitasa

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 18
Ervényes esetek szama. .. ...... 18

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg Valtozé: csirdzas (2)

Csoportosito valtozo: fert tlenit anyag
Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag szoras
1. Clorox 15 3 98.00 2.646
2. Clorox 20 3 89.00 2.646
3. Clorox 30 3 83.67 5.033
4. EtOH+NaOCI30 3 65.33 4.726
5. H202 20 3 78.00 3.606
6. H202 30 3 77.00 5.568

Elméleti szérasok egyenl ségének tesztelése
- O'Brien-préba: F(5; 12) = 0.457

- Levene-préba: F(5; 12) = 0.636

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(5; 12) = 21.341**
Hatasvariancia = 375.8333, Hibavariancia = 17
Korrelacios hanyados (nemlineéaris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(5; 6) = 19.680**

- James-préba: U = 145.895*

- Brown-Forsythe-préba: BF(5; 9) = 21.341**

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=3.71+ T13=5.92* T14=13.48"* T
T23=2.20 T24=9.77** T25=454+ T
T35=2.34 T36=2.75 T45=523* T

O0sszehasonlitasa

Minimum Maximum

95 100
86 91
79 89
60 69
75 82
72 83

homogenitast:

6111
Utthato): e = 0.948

szérashomogenités:

lithsa (k = 6, f = 12):
15=8.25** T16=8.67**
26=4.95* T34=7.57*
46=4.82* T56=0.41
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Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 31
Ervényes esetek szama. .. ...... 15

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg Valtozé: Javitott Zentai (2)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag sz6rds M

1. MD6 3 0.0000 0.0000 0
2. MD7 3 6.667 1.528 5
3. MD8 3 0.0000 0.0000 0
4. MD9 3 9.333 2.082 7
5. MD10 3 8.667 3.786 6

Elméleti sz6rasok egyenl
- O'Brien-préba: F(4; 10) = 1.146
- Levene-préba: F(4; 10) = 7.038**

ségének tesztelése

Elméleti tlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(4; 10) = 15.175**
Hatasvariancia = 63.7333, Hibavariancia = 4.2
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(4; 5) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

- Brown-Forsythe-préba: BF(4; 4) = 15.175*

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=5.63* T13=0.00 T14=7.89** T1
T24=225 T25=1.69 T34=7.89"* T3

Fligg valtozé: Muskotaly (3)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Flugg Valtozo: Topéaz (4)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Fugg valtozo: Hogolyé (5)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag sz6rds M

1. MD6 3 38.67 3.786 36
2. MD7 3 18.33 3.055 15
3. MD8 3 0.0000 0.0000 0
4. MD9 3 21.33 4.509 17
5. MD10 3 26.00 4.583 22

Elméleti szérasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(4; 10) = 0.574

9.3.2. Kilenc sargadinnye fajta regeneracios képességéneizsgalata ttféle taptalajon

O0sszehasonlitasa

inimum  Maximum

homogenitast:

000
tthato): e = 0.927

szérashomogenités:

lithsa (k = 5, f = 10):
5=7.32** T23=5.63*
5=7.32** T45=0.56

inimum  Maximum
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- Levene-préba: F(4; 10) = 1.961

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(4; 10) = 45.303**
Hatasvariancia = 588.9333, Hibavariancia = 13
Korrelaciés hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(4; 4) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

- Brown-Forsythe-préba: BF(4; 7) = 45.303**

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=9.77** T13=18.57** T14=8.33* T1
T24=1.44 T25=3.68 T34=10.25** T35

Flgg Vvaltozd: Magyar kincs (6)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag sz6rds M

1. MD6 3 0.0000 0.0000 0
2. MD7 3 4.333 2.082 2
3. MD8 3 0.0000 0.0000 0
4. MD9 3 4.000 3.000 1
5. MD10 3 4.667 2.082 3

Elméleti szérasok egyenl ségének tesztelése
- O'Brien-préba: F(4; 10) = 1.017

- Levene-préba: F(4; 10) = 2.972+

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(4; 10) = 4.830*
Hatasvariancia = 17.0667, Hibavariancia = 3.5
Korrelacios hanyados (nemlineéaris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(4; 5) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

- Brown-Forsythe-préba: BF(4; 5) = 4.830+

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=3.99 T13=0.00 T14=369 T1
T24=0.31 T25=0.31 T34=369 T3

Fligg valtozé: Ezlist Ananadsz (7)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Flgg Valtozoé: Fortuna (8)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Flgg Valtozé: Tétényi csereshéju (9)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag sz6rds M

MD6 3 0.0000 0.0000 0
MD7 3 0.0000 0.0000 0
MD8 3 0.0000 0.0000 0
3 2,667 2517 0
MD10 3 0.0000 0.0000 0

arwNE

Elméleti szérasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(4; 10) = 1.238

homogenitast:

.0000
Utthat6): e =0.973

szérashomogenitas:

lithsa (k = 5, f = 10):
5=6.08* T23=8.81*
=12.49* T45=2.24

inimum  Maximum

homogenitast:

333
Utthato): e = 0.812

szérashomogenités:

lithsa (k = 5, f = 10):
5=4.30+ T23=3.99
5=4.30+ T45=0.61

inimum  Maximum
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- Levene-préba: F(4; 10) = 4.147*

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(4; 10) = 3.368+
Hatasvariancia = 4.2667, Hibavariancia = 1.26
Korrelaciés hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(4; 5) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

- Brown-Forsythe-préba: BF(4; 2) = 3.368

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=0.00 T13=0.00 T14=4.10+ T1
T24=4.10+ T25=0.00 T34=4.10+ T3

Flgg Valtozé: HB (10)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag széras M

MD6 3 49.33 4.509 45
MD7 3 32.67 3.512 29
MD8 3 0.0000 0.0000 0
MD9 3 18.33 2.517 16
MD10 3 13.67 3.215 10

arwnNE

Elméleti sz6rasok egyenl ségének tesztelése
- O'Brien-préba: F(4; 10) = 0.662

- Levene-préba: F(4; 10) = 1.729

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(4; 10) = 108.287**
Hatasvariancia = 1068.4333, Hibavariancia = 9
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(4; 4) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

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

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=9.19** T13=27.20** T14=17.09** T15
T24=7.90** T25=10.48* T34=10.11* T3

homogenitast:

67
Utthat6): e = 0.758

szérashomogenités:

lithsa (k = 5, f = 10):
5=0.00 T23=0.00
5=0.00 T45=4.10+

inimum  Maximum

homogenitast:

.8667
tthato): e = 0.989

szérashomogenités:

lithsa (k = 5, f = 10):
=19.67* T23=18.01*
5=7.54* T45=257

Mind a Hégolyd, mind a Hale's Best esetén az lapsataj szignifikdnsan jobb eredményeket

hozott a tobbi taptalajnél. A 4-es és 5-0s taptaap kilonbozott szignifikdnsan
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egy magra visszavezetve

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 12
Ervényes esetek szdma. .. ... ... 12

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **:' p<0.01
Flgg Valtozé: 2 napos (2)

Csoportosité valtoz6: nov resz

Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag széras M

Sziklev4 3 0.0000 0.0000
Sziklev2 3 0.0000 0.0000
Dekaphip 3 0117 0.0289 O
Hipokotl 3  0.0667 0.0289 O.

Eal N

Elméleti szorasok egyenl
- O'Brien-préba: F(3; 8) = 1.069
- Levene-préba: F(3; 8) = 9.619**

ségének tesztelése

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 23.167**
Hatasvariancia = 0.0097, Hibavariancia = 0.00
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(3; 4) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 4) = 23.167**

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=0.00 T13=9.90** T14=5.66* T2
T34=4.24+

Flgg Valtozé: 4 napos (3)

Csoportosit6 valtozo: nov resz

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag széras M

Sziklev4 3 4111 0419 3
Sziklev2 3 4133 0.551 3
Dekap.hip 3 0.450 0.100 O
Hipokotil 3 0.333 0.0764 O

PR

Elméleti szérasok egyenl
- O'Brien-préba: F(3; 8) = 1.190
- Levene-préba: F(3; 8) = 2.304

ségének tesztelése

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 112.497**
Hatasvariancia = 13.9241, Hibavariancia = 0.1
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(3; 4) = 91.975**

osszehasonlitasa

inimum  Maximum

0 0

0 0
.100  0.150
0500 0.100

homogenitast:

04
tthato): e = 0.947

szérashomogenités:

lithsa (k = 4, f = 8):

3=9.90** T24=5.66*

inimum  Maximum

667 4.500
600 4.700
350 0.550
250 0.400

homogenitast:

238
Utthato): e = 0.988

szérashomogenités:

9.3.3. Hale’s Best sargadinnye fajta, novényi részek valaado képességének vizsgélata,
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- James-préba: U = 367.952**
- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 4) = 112.497**

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason lithsa (k = 4, f = 8):
T12=0.11 T13=18.02** T14=18.60** T23=18 A3% T24=18.71*
T34=0.57

Fligg valtozd: 8 napos (4)

Csoportosit6 valtoz6: nov resz

Csoport Ervényes

Index Név esetek  atlag sz6rds M inimum  Maximum
1. Sziklev4 3 1444 0255 1 167  1.667

2. Sziklev2 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 sz6rasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(3; 8) = 1.039
- Levene-préba: F(3; 8) = 2.727

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras homogenitast:
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 45.797**
Hatasvariancia = 1.3432, Hibavariancia = 0.02 93
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy tthat6): e = 0.972
Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a szérashomogenités:

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

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason lithsa (k = 4, f = 8):
T12=1.80 T13=11.74* T14=13.26** T2 3=9.95% T24=11.46**
T34=1.52

Fligg valtozd: 14 napos (5)

Csoportosit6 valtozo: nov resz

A 4 napos hajtasoknal van szignifikans kulonbségegyes novényi részek regeneracios
képessége kdzott. Az egyes és a kettes csopoarédb vagott sziklevél és 4 darabra vagott
sziklevél) nem kilénbozik szignifikAnsan egyma&#-os szignifikancia szinten a regeneralt
hajtdsok szamét illeen, viszont a 3-as és 4-es csoport (dekapitaltkbigoés hipokotil

sziklevélhez kodzeli része) ezekszignifikdnsan rosszabb hatékonysagot mutat.
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magra visszavezetve

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szama. . . ... .. 12
Ervényes esetek szdma. .. ... ... 12

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01
Flgg Valtozé: 2 napos (2)

Csoportosit6 valtozo: nov resz

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag széras M

Sziklev4 3 0.0000 0.0000
Sziklev2 3 0.0000 0.0000
Dekap.hip 3 0.0667 0.0289 O.
Hipokotil 3 0.0000 0.0000

rwNE

Elméleti szorasok egyenl
- O'Brien-préba: F(3; 8) = 1.340
- Levene-préba: F(3; 8) = 12.060**

ségének tesztelése

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 16.000**
Hatasvariancia = 0.0033, Hibavariancia = 0.00
Korrelacioés hanyados (nemlineéaris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(3; 4) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 2) = 16.000

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=0.00 T13=8.00* T14=0.00 T2
T34=8.00**

Fugg valtozo: 4 napos (3)

Csoportosité valtoz6: nov resz

Csoport Ervényes
Index Név esetek  atlag sz6rds M

Sziklev4 3 3944 0918

Sziklev2 3 3567 0252 3
Dekap.hip 3 0317 00764 0
Hipokotli 3 ~ 0.133 0.0764 O.

Eal el o

Elméleti sz6rasok egyenl
- O'Brien-préba: F(3; 8) = 1.672
- Levene-préba: F(3; 8) = 3.354+

ségének tesztelése

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 54.721**
Hatasvariancia = 12.5530, Hibavariancia = 0.2
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a

osszehasonlitasa

inimum  Maximum

0 0

0 0
0500 0.100

0 0

homogenitast:

02
Utthato): e = 0.926

szérashomogenitas:

lithsa (k =4, f=8):

3=8.00** T24=0.00

inimum  Maximum

3 4.833
300 3.800
.250  0.400
0500 0.200

homogenitast:

294
tthato): e = 0.976

szérashomogenités:

9.3.4. Hdbgolyé sargadinnye fajta ndvényi részek valaszad@pességenek vizsgalata, egy

133



- Welch-préba: W(3; 4) = 140.518**
- James-préba: U = 559.593**
- Brown-Forsythe-préba: BF(3; 2) = 54.721

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason
T12=1.37 T13=13.12* T14=13.78* T23=11
T34=0.66

Fugg valtozd: 8 napos (4)

Csoportosit6 valtozo: nov resz

Csoport Ervényes
Index Név esetek atlag széras M

Sziklev4 3 1.389 0585 0
Sziklev2 3 1.067 0208 O
Dekap.hip 3 0200 0100 O
Hipokotli 3  0.0000 0.0000 0

PwbhpE

Elméleti szorasok egyenl
- O'Brien-préba: F(3; 8) = 1.438
- Levene-préba: F(3; 8) = 3.661+

ségének tesztelése

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(3; 8) = 13.576**
Hatasvariancia = 1.3438, Hibavariancia = 0.09
Korrelacioés hanyados (nemlineéaris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(3; 4) = Nem értelmezhet

- James-préba: U = Nem értelmezhet

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

Az atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehason

T12=1.77 T13=6.55** T14=7.65**

T34=1.10

Figg valtozd: 14 napos (5)

Csoportosit6 valtozo6: nov resz

T23=4.77*

lithsa (k = 4, f = 8):
5% T24=12.42**

inimum  Maximum

833 2

.900 1.300

.100  0.300
0

homogenitast:

90
Utthat6): e = 0.914

szérashomogenitas:

lithsa (k =4, f=8):

T24=5.87*

A 4 napos hajtdsokndl van szignifikAns kulonbség empes novényi részek

regeneracios képessége kozott. Az egyes €s a kstipsrt (2 darabra vagott sziklevél és 4

darabra vagott sziklevél) nem kilonbozik szignifisdn egymastél 5%-o0s szignifikancia

szinten a regeneralt hajtasok szamat idategy magra nézve, viszont a 3-as €s 4-es csoport

(dekapitalt hipokotil, és hipokotil) ezektszignifikAnsan rosszabb hatékonysagot mutat.

134



9.3.5. Hdégoly6 névekedésszabalyoz6 anyag optimalizacio

Statisztikai rutin: Kétszempontos fliggetlen mintas varianciaanalizis

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama.. ... . .. 60
Ervényes esetek szdma . ....... 60

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

1. Csoportositd valtozé: BA
2. Csoportosito valtozo: IES

Flggd valtozoé: hajtas

Mintaatlagok téblazata (hajtas)

BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 03 06 09 1.2 éatlag
R S —

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

R S —

atlag: 0521 0.740 1.167 0.792 0 552

Mintaszo6rasok tablazata (hajtas)
BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0O 03 06 09 1.2

0.3 0.125 0.250 0.191 0.144 0. 144
0.6 0.217 0.250 0.191 0.191 O. 250
0.9 0.331 0.250 0.315 0.315 0. 260
1.2 0.144 0.191 0.250 0.361 O. 520
Varianciaanalizis 6sszefoglalé tablazata (stlyozat lan atlagok médszere)
Sz6rédas oka f Szorasnégyzet 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-préba a BA csoporthatés tesztelésére: F(3, 16) = 8.719**

- Welch-préba az IES csoporthatas tesztelésére: F( 4,14) = 11.648*

- Johansen-préba a BA x IES interakcio tesztelésér e:J=14.448

BA: A szintatlagok Games-Howell-féle paronkénti dss zehasonlitasa
(elméleti szérasok kilonbozhetnek, zaréjelben a sz abadsagfokok):
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 szintatlagok Games-Howell-féle paronkénti 6s szehasonlitasa
(elméleti szérasok kuldnbdzhetnek, zardjelben a sz abadsagfokok):
T12(5,22)= 3.32 T13(5,22)= 9.68** T14(5,21)= 3.83+ T15(5,19)= 0.39

T23(5,22)= 6.18** T24(5,22)=0.71 T25(5,20)=2.29 T34(5,22)= 5.09*
T35(5,20)= 7.43** T45(5,21)=2.79

A Variancia analizisd lathatd, hogy mind a BA, mind az IES szignifikAnsbefolyasolja a
kifejl dott novények szdmat, a 1%-os szignifikancia smints. A paronkénti
0sszehasonlitasbdl lathato, hogy a BA esetén aGa@zort (BA=0.9 mg/l) szignifikhnsan
kilonbozik a tobbi csoporttdl. Az IES csoportok éba 3-as csoport (IES=0.6 mg/l) mutat
szignifikans eltérést a tébbi csoporttdl.
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9.3.6. Hale’s best ndvekedésszabalyoz6 anyag optimalizacio

Statisztikai rutin: Kétszempontos fliggetlen mintas varianciaanalizis

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama.. ... . .. 60
Ervényes esetek szdma . ... .... 60

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

1. Csoportositd valtozé: BA
2. Csoportosito valtozo: IES

Flggd valtozoé: hajtas

Mintaatlagok téblazata (hajtas)

BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 03 06 09 1.2 étlag
R S —
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
R S —
atlag: 0.396 0.708 1.000 1.438 O 750
Mintaszo6rasok tablazata (hajtas)
BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0O 03 06 09 1.2
0.3 0.217 0.125 0.361 0.191 O. 250
0.6 0.250 0.260 0.315 0.217 O. 191
0.9 0.315 0.217 0.191 0.144 o. 217
1.2 0.289 0.191 0.315 0.439 O. 191
Varianciaanalizis 6sszefoglalé tablazata (sulyozat lan atlagok médszere)
Sz6rédas oka f Szorasnégyzet 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 csoporthatéas tesztelésére: F(3, 17) = 15.085**
- Welch-préba az IES csoporthatas tesztelésére: F( 4,16) = 22.237**
- Johansen-préba a BA x IES interakci6 tesztelésér e:J=39.981+
BA: A szintatlagok Games-Howell-féle paronkénti dss zehasonlitasa
(elméleti szérasok kilonbozhetnek, zarojelben a sz abadsagfokok):
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 szintatlagok Games-Howell-féle paronkénti 6s szehasonlitasa
(elméleti szérasok kuldnbbzhetnek, zardjelben a sz abadsagfokok):
T12(5,20)= 4.52* T13(5,22)= 7.31** T14(5,22)= 1 3.30** T15(5,21)= 5.04*
T23(5,19)= 3.92+ T24(5,20)= 10.49** T25(5,22)= 0.69 T34(5,22)=5.27**

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

A Variancia analizisd lathatd, hogy mind a BA, mind az IES szignifikansbefolyasolja a
kifejl dott névények szamat, a 1%-o0s szignifikancia sminge A BA esetében a 2-es csoport
(BA=0.6 mg/l), IES esetében pedig a 4-es csopBS£0.9 mg/l) mutat szignifikans eltérést a

tobbi csoporttdl. A BA esetében az 1-es csopatignifikans eltérést mutat (BA=0 mg/l).
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9.3.7. A patisszon névekedésszabalyoz6 anyag optimalizésikisérletének értékelése

Fliggo valtozé: patiszon

Mintaatlagok tablazata (patiszon)

BA '|ES' szerinti csoportok

csop. 0 01 03 06 0.9 atlag
[ S ——

0 0.667 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 000| 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 0.0 000| 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 0.0 000| 0.267
[ S ——

atlag: 0.600 0.333 0.267 0.200 O. 200

Mintaszorasok tablazata (patiszon)

BA '|ES' szerinti csoportok

csop. 0O 01 03 06 O .9

0 0.577 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 000

0.6 0.577 0.0000 0.577 0.577 1. 155

0.8 1.000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 000

1 0.577 0.0000 0.577 0.577 0. 577

1.2 0.0000 0.577 0.577 0.577 0.0 000

Varianciaanalizis 6sszefoglalé tablazata (sulyozat lan atlagok médszere)

Sz6rédas oka f Szorasnégyzet 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-préba a BA csoporthatés tesztelésére: F(4, 9) =1.369

- Welch-préba az IES csoporthatas tesztelésére: F( 4,10) =1.019

- Johansen-préba a BA x IES interakci6 tesztelésér e: J = Nem értelmes
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9.3.8. A cukkini ndvekedésszabalyoz6 anyag optimalizacidgsérletének értékelése

Statisztikai rutin: Kétszempontos fliggetlen mintas varianciaanalizis

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama.. ... . .. 75
Ervényes esetek szdma . ... .... 75

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01
1. Csoportosito valtoz6: BA
2. Csoportosito valtozo: IES

Mintaelemszamok tablazata

BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 01 03 06 09 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
Flggd valtozoé: hajtas
Ervényes esetek szama .. ... 75
Mintaatlagok téblazata (hajtas)
BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 01 03 06 0.9 \tlag
[ S ——
0 0.222 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 000 | 0.0444
0.6 0.222 0.0000 0.222 0.111 O. 222| 0.156
0.8 0.333 0.333 0.0000 0.0000 0.0 000| 0.133
1 0.222 0.0000 0.111 0.111 O. 111| 0.111
1.2 0.0000 0.222 0.111 0.222 0.0 000| 0.111
[ S ——
atlag:  0.200 0.111 0.0889 0.0889 0.0 667
Mintaszo6rasok tablazata (hajtas)
BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 01 03 06 0.9
0 0.192 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 000
0.6 0.192 0.0000 0.192 0.192 O. 385
0.8 0.333 0.0000 0.0000 0.0000 0.0 000
1 0.192 0.0000 0.192 0.192 O. 192
1.2 0.0000 0.192 0.192 0.192 0.0 000
Varianciaanalizis 6sszefoglalé tablazata (sulyozat lan atlagok médszere)
Sz6rédas oka f Szorasnégyzet 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-préba a BA csoporthatés tesztelésére: F(4, 9) =1.470
- Welch-préba az IES csoporthatas tesztelésére: F( 4,10) = 0.848
- Johansen-préba a BA x IES interakcio tesztelésér e: J = Nem értelmes
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Statisztikai rutin: Kétszempontos fliggetlen mintas

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama.. ... . .. 75
Ervényes esetek szdma . ... .... 75

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **:' p<0.01
1. Csoportosito valtozo: BA
2. Csoportosito valtozo: IES
Mintaelemszamok tablazata

BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0O 01 03 06 09

Mintaatlagok téblazata (hajtas)
BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 01 03 06

0 0.0000 0.111 0.0000 0.111 O.
0.6 0.333 0.111 0.222 0.333 O.
0.8 0.333 0.333 0.222 0.444 O.

1 0.222 0.556 0.333 0.333 O.
1.2 0.222 0.222 0.333 0.111 O.

atlag: 0.222 0.267 0.222 0.267 0.

Mintaszo6rasok tablazata (hajtas)
BA '|ES' szerinti csoportok
csop. 0 01 03 06

0 0.0000 0.192 0.0000 0.192 O.
0.6 0.0000 0.192 0.192 0.0000 O.
0.8 0.333 0.333 0.192 0.192 O.

1 0.192 0.192 0.0000 0.333 0.
1.2 0.192 0.192 0.333 0.192 0.

Varianciaanalizis 6sszefoglalé tablazata (stlyozat

Sz6rédas oka f Szorasnégyzet
BA 4 0.205

IES 4 0.009

BA X IES 16 0.033
Hibatag 50 0.050

Robusztus kétszempontos VA (hajtas)

- Welch-préba a BA csoporthatéas tesztelésére: F(4,
- Welch-préba az IES csoporthatas tesztelésére: F(
- Johansen-préba a BA x IES interakci6 tesztelésér

BA: A szintatlagok Games-Howell-féle paronkénti dss
(elméleti szérasok kilonbozhetnek, zarojelben a sz
T12(5,28)= 4.04+ T13(5,22)= 4.49* T14(5,21)=
T23(5,22)= 1.63 T24(5,21)=2.56 T25(5,24)=
T35(5,28)= 1.41 T45(5,26)= 2.27

9.3.9. A slt tok ndvekedésszabalyozé anyag optimalizacios kisérének értékelése

varianciaanalizis

0.9

192
192
192
509
192

lan atlagok médszere)

15) = 4.531*
4,13) = 0.165
e: J = Nem értelmes

zehasonlitasa
abadsagfokok):
5.11* T15(5,24)=3.13
0.00 T34(5,27)=10.93



9.3.10.Agar és phytagel bazisu taptalajok 6sszehasonlitasageneracio esetén

Hogolyd regeneracié agar ill. phytagel
felneveléséhez szilkséges tdrtam alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 10
Ervényes esetek szama. .. ...... 10

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Fliggi valtoz6: napok szama (2)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes

Index Név esetek  4tlag sz6rds M
1. Agar 5 89.80 1.789

2. Phytagel 5 77.80 3.899

EIlméleti sz6rasok egyenl
- O'Brien-préba: F(1; 8) = 0.889
- Levene-préba: F(1; 8) = 1.249

ségének tesztelése

Elméleti tlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Kétmintas t-préba: t(8) = 6.255**

Robusztus eljaras, amelynél nem szilkséges a sz6
- Welch-féle d-préba: d(6) = 6.255**

95%-0s konfidencia-intervallum a két elméleti atla
- a kétmintas t-préba alapjan: C(0.95) = (7.58,
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (7.3

Osszehasaidiéa gybkeres regeneransok

O0sszehasonlitasa

inimum  Maximum

homogenitast:
rdshomogenitas:

g m1-m2 kilénbségére
16.42)
0, 16.70)

A két mintas t-proba és a Welch-féle préba is sfilginsan eltérnek mutatja az agar és a

phytagel taptalajt.

Hogolyd regeneracié agar phytagel 6sszehasonlitdsyogeres regeneransok szama

alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szama. . ... ... 12
Ervényes esetek szdma. .. ... ... 12

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01
Flgg valtozé: gyokeres regeneracio (2)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes

O0sszehasonlitasa
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Index Név esetek atlag széras M

1. Agar 6 53.67 7.763
2. Phytagel 6 41.67 11.67

Elméleti szorasok egyenl ségének tesztelése
- O'Brien-préba: F(1; 10) = 2.505

- Levene-préba: F(1; 10) = 2.861

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Kétmintas t-préba: t(10) = 2.097+

Robusztus eljaras, amelynél nem szilkséges a sz6
- Welch-féle d-préba: d(9) = 2.097+

95%-o0s konfidencia-intervallum a két elméleti atla
- a kétmintés t-préba alapjan: C(0.95) = (-0.75
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (-0.

inimum  Maximum

homogenitast:

rdshomogenitas:

g m1-m2 kilénbségére
, 24.75)
95, 24.95)

A kétféle taptalaj (agar, phytagel) nem mutat ékéb%-0s szignifikancia szinten a gyokeres

regeneransok szamat tekintve a Hogolyo regeneriisédetben.

141



1. elemzés
Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . ... ... 25
Ervényes esetek szama. .. ...... 24

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **:' p<0.01
Flgg valtozé: novdb (3)

Csoportosito valtoz6: eredet

Csoport  Ervényes
Index Név  esetek atlag sz6rds Min

1. régi 12 16.08 7.128
2. U] 12 22.50 19.14

Elméleti sz6rasok egyenl ségének tesztelése
- O'Brien-préba: F(1; 22) = 4.512*
- Levene-préba: F(1; 22) = 11.055**

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Kétmintas t-préba: t(22) = -1.088

Robusztus eljaras, amelynél nem szilkséges a sz6
- Welch-féle d-préba: d(14) = -1.088

95%-0s konfidencia-intervallum a két elméleti atla
- a kétmintas t-préba alapjan: C(0.95) = (-18.6
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (-19
2. elemzés

Elemzés sorszama = 2

Beolvasott esetek szama. . . .. ... 25
Ervényes esetek szdma. .. ... ... 24

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01
Flgg valtozé: novdb (3)

Csoportosito valtozo: agar

Csoport  Ervényes
Index Név  esetek atlag sz6rds Min

5 8 6.750 1.488
8 18.50 4.690
8 32.63 16.83

wN e
NP O

Elméleti sz6rasok egyenl ségének tesztelése
- O'Brien-préba: F(2; 21) = 4.584*
- Levene-préba: F(2; 21) = 13.290**

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Varianciaanalizis: F(2; 21) = 13.107**
Hatasvariancia = 1342.7917, Hibavariancia = 1
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a
- Welch-préba: W(2; 10) = 29.514**
- James-préba: U = 62.870**

9.3.11.A friss és tarolt magokkal végzett kisérlet értékese

O0sszehasonlitasa

imum Maximum

homogenitast:

rdshomogenitas:

g m1-m2 kilénbségére

4,5.81)
.06, 6.23)

imum Maximum

5 9
12 25
17 63

homogenitast:

02.4464
tthato): e = 0.745

szérashomogenités:
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- Brown-Forsythe-préba: BF(2; 8) = 13.107**
Atlagok Games-Howell-féle paronkénti 6sszehasonlit
(elméleti szérasok kilonbozhetnek, zarojelben a sz
T12(3; 8)= 9.55** T13(3; 7)=6.13** T23(3; 8)=

3. elemzés

Elemzés sorszama = 3

Feltételes csoportok definicidja

csop./eredet  Kod Név
1. 0 régi
2. 1 Gj

Csoportindex: 1. Csoportnév: régi

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

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg valtozé: novdb (3)

Csoportositd valtozo: agar

Csoport  Ervényes
Index Név  esetek atlag sz6rds Min

1. 05 4 7.000 1.826
2.1 4 22.25 2.500
3. 2 4 19.00 2.160
Elméleti sz6rasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(2; 9) = 0.199
- Levene-préba: F(2; 9) = 0.060

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(2; 9) = 54.333**
Hatasvariancia = 258.0833, Hibavariancia = 4.
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a

- Welch-préba: W(2; 6) = 55.387**

- James-préba: U = 123.285**

- Brown-Forsythe-préba: BF(2; 8) = 54.333**
Atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehasonlit

T12=13.99* T13=11.01** T23=2.98

4. elemzés

Csoportindex: 2. Csoportnév: (j

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

Jeldlés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg valtozé: novdb (3)

Csoportosito valtozo: agar

Csoport  Ervényes
Index Név  esetek atlag szérds Min

asa
abadsagfokok):
3.23

imum Maximum

5 9
19 25
17 22
homogenitast:
7500

tthat6): e = 0.961

szérashomogenités:

asa(k=3,f=9):

imum  Maximum
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1. 05 4 6.500 1.291
2.1 4 1475 2.754
3.2 4 46.25 12.69
Elméleti sz6rasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(2; 9) = 2.563
- Levene-préba: F(2; 9) = 7.606*

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése

Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras

- Varianciaanalizis: F(2; 9) = 31.033**
Hatasvariancia = 1760.2500, Hibavariancia =5
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a

- Welch-préba: W(2; 5) = 28.710**
- James-préba: U = 65.520**
- Brown-Forsythe-préba: BF(2; 3) = 31.033**

Atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti 6sszehasonlit

T12=2.19 T13=10.56** T23=8.36**

5. elemzés
Statisztikai rutin: Kétszempontos fuggetlen mintas

Elemzés sorszama = 1

Beolvasott esetek szama.. .. . . .. 25
Ervényes esetek szama . ....... 24

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

1. Csoportositd valtozo: eredet
2. Csoportosit6 valtoz6: agar

Mintaelemszamok tablazata
eredet 'agar' szerinti csoportok
csop. 0,5 1 2 Ossz.
régi 4 4 4| 12
Gj 4 4 4] 12

+
Ossz. 8 8 8 24

Figg valtozé: novdb

Mintaatlagok tablazata (novdb)
eredet 'agar' szerinti csoportok
csop. 0,5 1 2 étlag

+

régi 7.000 22.25 19.00| 16.08
1] 6.500 14.75 46.25| 22.50

atlag: 6.750 18.50 32.63

Mintaszo6rasok tablazata (novdb)
eredet 'agar' szerinti csoportok
csop. 0,5 1 2

régi 1.826 2.500 2.160
Gj 1.291 2.754 12.69

Varianciaanalizis 6sszefoglalé tablazata (stlyozat

Sz6rédas oka f Szorasnégyzet
eredet 1 247.042

agar 2 1342.792

eredet x agar 2 675.542

5 8
12 18
35 63

homogenitast:

6.7222
tthato): e = 0.935

szérashomogenités:

asa(k=3,f=9):

varianciaanalizis

lan atlagok médszere)
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Hibatag 18 30.736

Robusztus kétszempontos VA (novdb)

- Welch-préba az eredet csoporthatas tesztelésére:
- Welch-préba az agar csoporthatas tesztelésére: F
- Johansen-préba az eredet x agar interakci6 teszt

agar: A szintatlagok Games-Howell-féle paronkénti 6
(elméleti sz6rasok kuldnbdzhetnek, zardjelben a sz
T12(3,11)= 15.32** T13(3,7)= 11.21** T23(3,8)=

F(1,4) = 8.038*
(2,7) = 75.420%
elésére: J = 63.859**

sszehasonlitasa
abadsagfokok):
5.97*
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9.3.12.A Muskotaly fajtaval végzett taptalaj kisérlet értékelése (MD11-16)

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos O0sszehasonlitasa

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 36
Ervényes esetek szama. .. ...... 36

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg Valtozé: novdb (2)

Csoportosito valtozo: eredet

Csoport  Ervényes

Index Név  esetek atlag sz6rds Min imum  Maximum

1. MD11 5 11.00 8.155 5 25

2. MD12 5 13.80 3.962 8 19

3. MD13 14 61.71 2271 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 sz6rasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba (Welch-féle): F(5; 11) = 3.780*
- Levene-préba (Welch-féle): F(5; 11) = 8.200**

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras homogenitast:
- Varianciaanalizis: F(5; 30) = 20.781**
Hatasvariancia = 4906.0686, Hibavariancia = 2 36.0802
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy tthat6): e = 0.881
Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a szérashomogenités:

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

Atlagok Games-Howell-féle paronkénti 6sszehasonlit asa

(elméleti szérasok kuldnbdzhetnek, zardjelben a sz abadsagfokok):

T12(6; 6)= 0.98 T13(6; 17)= 10.13** T14(6; 4)= 2.96 T15(6; 4)= 2.86
T16(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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Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 33
Ervényes esetek szama. .. ...... 33

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg Valtozé: novdb (2)

Csoportosito valtozo: eredet

Csoport  Ervényes
Index Név  esetek atlag sz6rds Min

1. MD11 6 10.83 2.229
2. MD12 6 16.83 5.382
3. MD13 9 35.67 9.233
4. MD14 4 4500 2.646
5. MD15 4 2.750 0.957
6. MD16 4 10.75 3.594

Elméleti sz6rasok egyenl
- O'Brien-préba (Welch-féle): F(5; 10) = 3.249+
- Levene-préba (Welch-féle): F(5; 11) = 6.033**

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras
- Varianciaanalizis: F(5; 27) = 29.285**
Hatasvariancia = 991.5424, Hibavariancia = 33
Korrelacios hanyados (nemlineéris korrel. egy

Robusztus eljarasok, amelyeknél nem sziikséges a

ségének tesztelése

9.3.13.A Hbgolyo fajtaval végzett taptalaj kisérlet értékéese (MD11-16)

O0sszehasonlitasa

imum Maximum

homogenitast:

.8580
tthat6): e = 0.919

szérashomogenités:

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

Atlagok Tukey-Kramer-féle paronkénti dsszehasonlit asa (k =6, f=27):

T12=2.53 T13=11.45** T14=2.38 T15=3.04 T16=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 tptalaj (MD13) 1%-o0s szignifikancia szinteiidnb6zott az 6sszes tobbi taptalajtol a

Tukey-Kramer-féle paronkénti dsszehasonitas szerint
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9.3.14.Az Ezilstananasz fajtaval végzett taptalaj kisérle¢rtékelése (MD11 és MD13)

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos O0sszehasonlitasa

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 8
Ervényes esetek szama. .. ...... 8

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01
Flgg Valtozé: novdb (2)

Csoportosit6 valtozo: Eredet

Csoport  Ervényes

Index Név  esetek atlag sz6rds Min imum  Maximum
1. MD11 4 15.25 4.787 10 21

2. MD13 4 36.00 5.944 28 41
Elméleti sz6rasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(1; 6) = 0.232
- Levene-préba: F(1; 6) = 0.180

Elméleti tlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a széras homogenitast:
- Kétmintas t-préba: t(6) = -5.438**
Robusztus eljaras, amelynél nem szilkséges a sz6 rashomogenitas:
- Welch-féle d-préba: d(6) = -5.438**
95%-0s konfidencia-intervallum a két elméleti atla g m1-m2 kilénbségére
- a kétmintés t-préba alapjan: C(0.95) = (-30.0 9,-11.41)
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (-30 .09, -11.41)

A két taptalajon kapott eredmény (MD11 és MD13) @8sszignifikancia szinten kilénbozik

egymastol kétmintas-t proba és a Welch-féle prddyajan.
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9.3.15.Agar és phytagel tartalmu taptalajok 6sszehasonlita transzformacio esetén

Hogolyd transzformacié agar ill. phytagel Osszehastitasa gyokeres regeneransok
felneveléséhez szilkséges tdrtam alapjan

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . ... ... 10
Ervényes esetek szama. .. ...... 10

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01
Fligg valtozé: napok sz (2)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes
Index Név esetek  4tlag sz6rds M

1. Agar 5 11860 3.507
2. Phytagel 5 107.60 1.673

Elméleti sz6rasok egyenl
- O'Brien-préba: F(1; 8) = 1.464
- Levene-préba: F(1; 8) = 2.726

ségének tesztelése

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras
- Kétmintas t-préba: t(8) = 6.330**

Robusztus eljaras, amelynél nem szilkséges a sz6
- Welch-féle d-préba: d(6) = 6.330**

95%-0s konfidencia-intervallum a két elméleti atla
- a kétmintés t-préba alapjan: C(0.95) = (6.99,
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (6.7

O0sszehasonlitasa

inimum  Maximum

115 124
105 109

homogenitast:

rashomogenitas:

g m1-m2 kilonbségére
15.01)
5, 15.25)

A kétmintas t-préba és a Welch-féle proba is sfikgmsan eltérnek mutatja az agar és a

phytagel taptalajt a novények felneveléséhez sz@ssigl tartam szerint.

Hogolyé transzformacié agar ill. phytagel 0sszehastitasa gyokeres regeneransok
szadma alapjan

osszehasonlitasa

Statisztikai rutin: Fliggetlen mintak egyszempontos

Elemzés sorszama =1

Beolvasott esetek szama. . .. . ... 12
Ervényes esetek szama. .. ...... 12

Jelolés: +:p<0.10 * p<0.05 **: p<0.01

Flgg Valtozé: gyok reg (2)

Csoportosito valtozo: taptalaj

Csoport Ervényes

Index Név esetek atlag széras M inimum  Maximum
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1. Agar 6 5.167 1.722 3 7
2. Phytagel 6  7.167 1.472 5 9
Elméleti szérasok egyenl ségének tesztelése

- O'Brien-préba: F(1; 10) = 0.367
- Levene-préba: F(1; 10) = 0.833

Elméleti atlagok egyenl ségének tesztelése
Hagyomanyos eljaras, amely feltételezi a sz6ras homogenitast:
- Kétmintas t-préba: t(10) = -2.162+
Robusztus eljaras, amelynél nem sziilkséges a sz6 rdshomogenitas:
- Welch-féle d-préba: d(10) = -2.162+
95%-o0s konfidencia-intervallum a két elméleti atla g m1-m2 kilénbségére
- a kétmintas t-préba alapjan: C(0.95) = (-4.06 0, 0.060)
- a Welch-féle d-préba alapjan: C(0.95) = (-4. 060, 0.060)

A kétféle taptalaj (agar, phytagel) nem mutat ékéb%-o0s szignifikancia szinten a gyokeres
regeneransok szamat tekintve a Hogolyo transzfadsadsérletben a kétmintas-t proba és a

Welch-féle préba alapjan.

150



10. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék készonetet mondani Dr. Velich IstvanraRi€ Bisztray Gyorgy Dénesnek,
akik a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Nyivemesités Tanszéken irdnyitottak a
munkamat. Pénczél Saroltdnak és Simonyi Katalinnakikkel egyutt dolgoztam a
sargadinnye és tok regeneracios valamint transZoids kisérleteken.

Héalas vagyok tovabba Dr. Pedryc Andrzej tanszékvezémogatasaért, valamint a
Genetika és Novénynemesités Tanszék minden voltieleslegi munkatarsdnak sok
segitségéért, kilonosképpen Gyurcsané Millei Agelesiaki a laboratériumi munkéakban
nélkulozhetetlenlll sokat segitett €s szadmos gyatkdainaccsal latott el.

Kdszonet illeti jelenlegi tanszékvezatet, Dr. Lukacs Noémit, amiért lehgé tette
szdmomra, hogy doktori munkamat befejezhessem lé&pbsolddhassak a Novényélettan és
NoOvényi Biokémia Tanszék oktatasi és kutatasi mingk&mellet halaval tartozom a tanszék
volt, illetve jelenlegi munkatérsainak, akik munkidfal és otleteikkel sokszor és sokat
segitettek.

Kllon koszonetemet fejezem ki Dr. Ferenczy Antaldesk Kiss Olivérnek, akik a
statisztikai adatok kiértékelésében nyujtottak tségiet.

Dolgozatomat a csaladomnak ajanlom, mellyel szématkifejezni halamat az altaluk
nyujtott szeretetért, tAmogatasért és osztonzéas@ntly nélkil nem johetett volna létre a

dolgozat.

151



