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A dolgozatban hasznalt roviditések jegyzéke

2,4-D: 2,4 —diklor-fenoxi-ecetsav

ABA: abszcizinsav

BA: benzil-amino-purin

DAPI: 4°,6’-diamidino-2-fenilindol

DN-az: dezoxiribonukleaz

DTT: DL-dithiothreitol

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

GA;: gibberellinsav

GD: Gresshoff és Doy alaptaptalaja

IAA: indolecetsav

IBA: indolvajsav

MS*: Gamborg vitaminnal ¢és szachardzzal kiegészitett, agarral szildrditott Murashige és
Skoog taptalaj

NAA: a-naftil-ecetsav

P24: Teasdale-féle alaptaptalaj

PBS: NaCl taratlmu foszfat puffer

PEG: polietilénglikol

PVP: poli-vinil-pirrolidon

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SOD: szuperoxid-dizmutaz

SSDN-az: egyszalu DNS-t hasité dezoxiribonukleaz
suc: szachardz

Tris: 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propandiol
WPM: fasasszara novényekre kidolgozott McCown taptalaj



1 Bevezetés és célkituzések

1.1 Bevezetés

A tolgyek széles korben elterjedtek Eurdpaban, és fontos dkologiai és gazdasagi szereppel
rendelkeznek. A tolgyek genetikai diverzitasa nagy. A Quercus szekcional mutattak ki a
legnagyobb genetikai ¢s morfologiai variabilitast a Quercus alnemzetségen (fehér tolgy)
beliil (Nixon 1993). A harom legfontosabb fehér tolgy a Quercus robur L., a Quercus
petraea (Matt.) Liebl és a Quercus pubescens Willd. E harom fajon kiviil Eurépa lombos
erdeiben tovabbi tolgy taxonok -Quercus dalechampii Ten., Quercus polycarpa Schur, és
Quercus virgiliana Ten. - is el6fordulnak. A Q. dalechampii Ten. és a Q. polycarpa Schur
hasonlit a szlikebb értelemben vett Q. petraea —hoz, ezért nagyon gyakran ezt a harom taxont
egy fajba soroljak, és a tdgan értelmezett Quercus petraea-ként emlitik 6ket. Hasonl6an a Q.
virgiliana Ten. és a sziikebb értelemben vett Q. pubescens Willd. taxonoknak a rangjaban
nincs megegyezés, 6nalld fajként és a tagabb értelemben vett Q. pubescens alfajanak is
tekinthetéek (Enescu és mtsai. 2012, 2013). A fehér tolgy taxonok fajainak keresztezédése
gyakori jelenség (Lepais és mtsai. 2009, Salvini és mtsai. 2009, Lepais és Gerber 2011), ami
1998, Gomory €s Schmidtova 2007, Kanalas és mtsai. 2008).

Az eurdpai fehér tolgyek eltéré okoldgiai igényliek, és kiilonféle élohelyeken fordulnak
eld. A tolgyek elterjedése foként attdl fiigg, mennyire képesek alkalmazkodni a vizhianyhoz,
a vizfelesleghez, illetve a két jelenség valtakozasahoz. A harom legfontosabb fehér tolgy
koziil a Q. pubescens képes a legjobban alkalmazkodni a szarazsaghoz, és Eurdpa melegebb
szarazabb teriiletein él. (Borovics és mtsai. 1998, Yurukov és Zhelev. 2001, Thomas ¢és
mtsai. 2002, Gallé és mtsai. 2007, Siam és mtsai. 2009). A Q. petraea féként mérsékelten
vagy viszonylag szaraz termdhelyeken, az alacsonyabb lejtokon, hegyvonulatokon alkot
allomanyokat, mig a Q. robur az alfoldek nedvesebb, atmenetileg vizenydsebb teriileteit
népesitik be (Matyas 1970, 1996). A Q. daleschampii Ten. és a Q. polycarpa Schur.
okologiai igényiikben jobban eltérnek a szlikebb értelemben vett Q. petraea-tdl, mert
szarazsagtiirbbek, és melegebb teriileteken élnek. A Q. virgiliana Europa délebbre esd
szarazabb él6helyein fordul elé (Keresztesi 1967, Simon 1992). Ezek a tdlgytaxonok, és
hibridjeik jobban el tudjak viselni a meleg, szaraz nyari periodusokat. Ezért a tagabb
értelemben vett Quercus petraea szarazsagtiirébb taxonjai és hibridjei fontossa valhatnak a
korszerii erdészet szamara, ami a jO minOségii faval rendelkez6, de a nagyobb
szarazsagtoleranciaju természetes allomanyok megdrzését tartja szem el6tt, a napjainkban
tapasztalhatd, az eurdpai tolgyallomanyt jelentésen befolyasold klimavaltozas, a globalis
felmelegedés, a szaraz periddusok gyakorisaganak novekedése miatt (Matula 2008).

A magyarorszagi természetkozeli erdék legnagyobb részét a kocsanytalan tolgy és a
csertolgy kevert allomanyai (Quercetum petraeae-cerris) teszik ki. Ezt az erdGtipust
reprezentalja az interdiszciplinaris, hosszii tavi bioszféra-kutatdsi program teriilete
Sikfokaton (Jakucs 1985), mely az 1972-ben tortént alapitdsa ota, tobb nemzetkozi
kutatocsoporttal, kutatohaldzattal -mint pl. az IBP (International Biological Programme), az
UNESCO, a MAB (Man and the Biosphere Programme), és a LTER-Europe (Long Term
Ecological Research Network) — allt és jelenleg is all kapcsolatban. Ez a kutatasi teriilet
20,46° K foldrajzi hosszasagon és 47,90° E foldrajzi szélességen, 270-340 m tengerszint
feletti magassagon talalhatd, az erdd €s erddssztyepp Ov hatardn egy 2 — 3° -os délkeleties
kitettségli dombvidéken helyezkedik el. A klimatikus valtozasok hatisai meghatarozoak ezen
a teriileten (Mészaros és mtsai. 2007). Ezen a klimatikus valtozasok hatasainak kitett
teriileten mar 40 éve intenziv erdd0 megfigyelé kutatasok zajlanak. Az erddallomany
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Osszetétele jelenleg Quercus cerris és a Quercus szekcié taxonjainak dominanciajaval
jellemezheté (Mészaros és mtsai. 2007, Kanalas és mtsai. 2009).

A 80-as évek végén nagymértéki tolgypusztulas kdvetkezett be Eurdpaszerte (Vieitez és
mtsai. 2012), beleértve a Sikfokuti erd6allomanyt is, ahol kocsanytalan tolgyek nagymértékii
egészségleromlasat figyelték meg. Levélmorfologiai jellegek vizsgalatan alapuld taxondmiai
elemzések szerint, a vizsgalt teriilet fehér tolgy allomanyanak nagy részét (70-72 %) a
sziikebb értelemben vett Quercus petraea - teszi ki. Emellett el6fordul még az allomanyban
Q. polycarpa (1 %), Q. virgiliana (2,5 %), és Q. pubescens (4 %). A fehér tolgy allomany
22-23 %-a feltételezett hibridek k6zé sorolhatd: Q. petraea x Q. daleschampii, Q. petraea x
polycarpa, Q. petraea x Q. pubescens, Q. petraea x Q. virgiliana és Q. virgiliana x Q.
pubescens (Kanalas és mtsai. 2008, 2009). Az erd6allomanybol a taxonémiai vizsgalatok
eredményei alapjan, feltehetGen szarazsagra érzékenyebb, illetve vizhiannyal szemben
ellenallobb Quercus nemzetségbe tartozd taxonokat valasztottunk ki in vitro tenyészetek
létrehozasahoz. A  kisérletekbe bevont taxonok genetikai Kkapcsolatat, mikroszatellit
analizissel is vizsgaltuk (Demeter és mtsai. 2014). A riigymintak DNS vizsgalata alapjan, a
Q. petraea (A149) genetikailag elkiiloniil az dsszes tobbi vizsgalt taxontdl, beleértve a Q.
pubescenst (A75) és Q. virgilianat (B50) is. A feltételezett Q. petraea x Q. pubescens (D89)
illetve a Q. virgiliana x Q. polycarpa (A211) hibridek pedig ugyan abban a klaszterben
talalhatoak, mint a Q. pubescens (A75) és Q. virgiliana (B50). A Q. petraea X Q.
dalechampii (D137) feltételezett hibridje is tavolabbi rokonsadgban van a Q. petraeaval, és
bar a tobbi taxonnal azonos klaszterba tartozik, de ezektdl is relative jobban elkiiloniil (1.
abra) (Demeter és mtsai. 2014).

6 7 8 9 10 11 12
Genetikai tivolsag (osztott allélok)
1. abra: A szarazsagstressz vizsgalatokba bevont kédokkal jelolt tolgy taxonok genetikai tavolsagat mutato
klaszter dendrogramm (Demeter és mtsai. 2014)

A ndvényi szdvettenyésztési eljarasok magukban foglaljak a kallusz- és a sejtkulturakat,
valamint nagyszadmi névény mikroszaporitasat. Tanszékiink jo tapasztalattal rendelkezik a
névényi szOvettenyésztés szakteriiletén. Sikeresen allitottuk el6 természetvédelmi
szempontbdl fontos, védett Crocus fajok axenikus kultarait (Demeter és mtsai. 2010). A
novényi szovettenyészetek jol kontrolldlhatd, stabil kisérleti rendszerek, melyek
modellrendszerként alkalmazhatéak és felhasznalhatbak az abiotikus stresszfaktorok
fizioldgiai és biokémiai hatdsainak tanulmanyozasahoz. In vitro kultarakat hasznaltak fel az
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abszcizinsav (tovabbiakban ABA) embrio érési folyamatok soran betSltott szerepének
vizsgalatanal a Quercus ilex esetében (Mauri és Manzanera 2004), vagy a dehidrin fehérjék
tanulmanyozasa folyaman a Quercus roburban (Sunderlikova és mtsai. 2009). Quercus
robur szévettenyészetekben és in vitro 1étrehozott 6t éves klonokban tanulmanyoztak a
szarazsag- és oxidativ stressz ellen védekezd mechanizmusokat, stresszmetabolitokat, és az
antioxidans enzimeket, mint amilyen a szuperoxid-dizmutaz (tovabbiakban SOD) és katalaz
(Racchi és mtsai. 2001, SpieB és mtsai. 2012), az ozmotikus stresszindukalt gének
azonositasahoz pedig Q. robur és Q. petraea sejtszuszpenziokat hasznéltak fel (Porth és
mtsai. 2005).

A tolgyek eltéréen reagalnak az egyszerli és Osszetett kdrnyezeti stresszhatasokra (Gieger és
Thomas 2005).

A szovettenyészetek jelentdsége éppen abban rejlik, hogy ezekben az in vitro
kultarakban, a terepi fak Osszetett kdrnyezeti stressz hatasainak vizsgalata helyett/mellett,
kontrollalt koriilmények kozott tudjuk tanulmanyozni a kiilonféle taxonok kiilonb6z6
stresszre adott valaszait. Az axenikus kultirak alkalmazasa lehetové teszi a kivalasztott
stresszhatds vizsgalatat, a terepi kdrnyezetben fellépd egyéb Osszetett kdrnyezeti hatdsok
befolyasolod tényez6itdl elkiilonitve.

A vegetativ szervekb6l és merisztéma szdvetekbdl 1étrehozott in vitro tenyészetek jol

tikrozik az eredeti ndvény genotipusat, mig az embriok és a csirandvények genetikai
Osszetétele bizonytalan a fehér tolgy taxonok fajai kozott fellépd hibridizacio lehetdsége
miatt.
A novények szarazsagtlird képességére kivaloan lehet kovetkeztetni az antioxidans
védérendszer jelenlétébdl és aktivitasabol (Noctor és Foyer 1998, Ramachandra Reddy és
mtsai. 2004, Roldan-Arjona és Ariza 2009). A peroxidazok az antioxidans enzimrendszer
tagjai, amelyek csokkentik a szarazsagstressz hatasara megemelkedett reaktiv oxigénformak
(ROS) szintjét.

Abban az esetben, amikor az oxidativ stressz meghaladja az antioxidans védérendszer
kapacitasat, bekovetkezik a DNS és RNS allomany karosodasa, melyet a nukleazok, tobbek
kozott a szubsztratként szimplaszalu nukleotidokat hasznald nukleazok aktivitisndvekedése
kisér (Ramachandra Reddy és mtsai. 2004, Huang és mtsai. 2008, Roldan-Arjona és Ariza
2009). Az kiilonféle stressz hatasok citologiai szinten is vizsgalhatéak. A kromatinszerkezet
érzékeny indikatora szamos stressztipusnak, mely f6ként aktivan oszt6dd szovetekben, mint
pl. gyokércsucsban tanulmanyozhato a leghatékonyabban (Samardakiewicz és Wozny 2005,
Huang és mtsai. 2008, Beyer és mtsai. 2009, 2012, Jambrik és mtsai. 2011, Silva és mtsai.
2011).

Szarazsag-/ ozmotikus stresszhatast in vitro koriilmények kozott széles korben
hiperozmotikus koncentracioju polietilénglikol 6000 (tovabbiakban PEG 6000)
felhasznalasaval valtanak ki a magasabb rendi novényekben (lasd Guoth és mtsai. 2010).

1.2 Célkitiizés

Célul tiiztiik ki, hogy a Sikfékut kutatasi teriilet erdéallomanyaban el6fordulod fehér tolgy
taxonok ozmotikus és szarazsagstressz tlird képességét egy altalunk kidolgozott in vitro
modellezd kisérleti rendszerben tanulmanyozzuk.

A munkank els6 1épéseként, célunk volt, hogy megfelel6 in vitro modszert dolgozzunk
ki. Ehhez, a Quercus fajoktol taxonémiai szempontbol tavol esd, de a télgyekhez hasonldoan
magas polifenol tartalmu (amely potencialisan gatolja a kultarak névekedését) ugyanakkor in
vitro konnyen tenyésztheté Crocus kallusztenyészeteket allitottuk el6.

Az eldz6 tapasztalatok alapjan, a munka érdemi részéhez kapcsolodo célkitiizéseket a
kovetkezOk szerint fogalmaztuk meg:



o atdlgy taxonok vegetativ szerveibdl, stabil szovettenyészetek eldallitasa,

o kalluszvonalak 1étrehozasa és hosszu tava fenntartasa,

o a kalluszok egy részéb6l tovabb folytatva a kisérleteket, szervek, embridk és

ndvények eldallitdsa

A 1étrehozott életképes kallusz és szervtenyészetek felhasznalasaval vizsgalni kivantuk, hogy
milyen fiziologiai valtozasokat eredményez az ozmotikus stressz, kiilonos tekintettel

¢ anedvestdmeg valtozasra,

e aregeneracios képességre,

e a kromatin szervezddésre,

e a peroxidaz és DNaz aktivitasra.

Alapfeltevésiink az volt, hogy a szarazsaggal szemben érzékenyebb (Q. petraea sensu
stricto) illetve ellenallobb (Q. pubescens, Q. virgiliana) taxonok explantatumaibol szarmazo
szovettenyészetek ozmotikus stresszre adott valaszreakcioi eltéréek lesznek, mig hibridjeik
(a Q. virgiliana x Q. polycarpa, a Q. petraea x Q. pubescens, és a Q. petraea x Q.
dalechampii ebben a sorrendben) atmenetet fognak képezni a két sz€éls6érték kozott.

Célul tiiztiik ki ennnek a hipotézisnek az ellenérzését. Ha az in vitro kisérletek igazoljak
feltevéseinket a szarazsaggal szemben érzékenyebb (Q. petraea) és szarazsagtlirébb (Q.
pubescens és Q. virgiliana) taxonok esetében, akkor a kidolgozott rendszer a kevésbé ismert
tiir6képességl, feltételezett hibrid taxonok vizhianyra adott valaszreakcidinak vizsgalatara is
felhasznalhato.

Kisérleteinkkel igazolni kivanjuk, hogy az in vitro tenyészetek olyan egyszeriisitett,
stresszbiologiai  kutatdsokban altalanosan alkalmazhaté kisérleti modell rendszerek,
melyekben vizsgalni lehet a kiilonb6z0 genetikai hattérrel rendelkezé tolgy taxonok
szarazsagtiird képességét.

2 Irodalmi attekintés

2.1 A vizsgalt novények jellemzése

2.1.1 A tolgyek jelentosége

A hagyomanyok alapjan Olaszorszag és San Marino cimernvénye a tolgy, tekinthetd a
legrangosabb fanak. E széles korben elterjedt Quercus nemzetséget, régebben szamos nép
szent faként kezelte, istenekkel hozta Osszefiiggésbe, vallasi ritualék kellékének hasznalta.
Elofordul a gordg irodalomban, és kiilonféle népek mondaiban, torténeteiben, hiedelmeiben
is. A nemes tolgyek faja az eurdpai fak koziil a legkeményebb, legtartdsabb, legszilardabb,
legjobb villamfelfogd. Jol lehet hasitani és megmunkalni. Tiizeléshez, cserzéshez, magas-,
mély- és hajoépitészethez hasznaljak fel dket foként. A horddk, vasuti talpfak, parkettak,
lépcsdk, vizikerekek, zsilipek, épiiletek, butorok, kartonok, farostlemezek, forgacslemezek
késziilnek bel6liik (Merkle és Nairn 2005, Borhidi 2008, Vieitez és mtsai. 2012). A fiatal fak
kérgébol, olyan gyogyhatasu fozetet lehet késziteni, amit bels6leg hasmenés, gyomor- és
bélvérzés, mig kiilsOleg izzadds, gyulladas €s aranyér ellen hasznalnak fel. A tolgy
egymagvi makkterméseiben nagy mennyiségben talalhatd cseranyag és keményitd, ezért
nem pusztan az erd0 vadja €s a tenyésztett diszndk szaméra fontos taplalékforras, hanem
kiszaritva és lisztté O6rolve kenyeret lehet késziteni beldle, megpiritva pedig kavépotloként
illetve csemegének is lehet fogyasztani. A kocsanytalan t6lgy hamuban piritott édes makkja a
legizletesebb a télgymakkok koéziil (Borhidi 2008).



2.1.2 A Quercus genus elterjedési teriiletei
A Quercus genus olyan faj és formagazdag nemzetség, melynek képvisel6i megtalalhatoak
Eszak- és Ko6zép-Amerikaban, Kolumbiaban, Délnyugat-, Dél-, Délkelet- és Kelet-Azsiaban,
Afrika legészakiabb részén és Europaban. A legtobb tolgyfaj a mérsékelt 6vi lombos erdd
ovének legszarazabb és legmelegebb részét foglalja el, és valik a flora meghatarozo elemévé.
Ezek a zonék nagy kiterjedésben Eszak-Amerika keleti részén, Kelet-Azsiaban valamint
Nyugat- és Ko6zép-Europaban alakultak ki (Rohrig és Ulrich 1991, Matyas 1996). A
tolgyesek produkcidja a vegetacids id6szakban fellépd vizhianyos idészakok miatt, alatta
marad a biikkosokének vagy gyertyanosokénak, azonban a vizért folyd versengés noveli a
fajgazdagsagot. Kozép-Eurdpa mérsékelten kontinentalis klimajaban a dombvidékek
tarsulasait alkotjak a zart tolgyesek, melyek délkelet fel¢ haladva fokozatosan atadjak
helyiiket a xerofil bokor- és karszterdoknek. A Karpat-medence, Havasalfold és Kelet-
Eurdpa siksagain az erdGspuszta nyilt, ligetes tolgyesei atmeneti Gvezetet képeznek a kelet-
eurdpai kontinentalis flives pusztak felé. Magyarorszag legelterjedtebb, erddtarsulasa, a
magyar domb- és hegyvidékek alacsonyabb fekvéseiben elterjedt, xero- és mezofil cseres-
kocsanytalan télgyes (Quercetum petraea-cerris). Ezek a tolgyallomanyok aranylag mélyebb
termoréteget igényelnek, fatermd képességiik j6. Meghatarozo fajuk a Quercus petraea és
Quercus cerris, kisér tolgyfajaik a Quercus pubescens (Matyas 1996).

A tolgyek elterjedését a Karpat-medence térségében a 2. dbra szemlélteti Matyas (1967)
alapjan (Keresztesi 1967).
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2. abra: Tolgyek elterjedése a Karpat-medencében (Keresztesi 1967)

2.1.3 A fontosabb hazai tolgyfajok rendszerezése

A Quercus L. nemzettség Foldiink északi féltekéjének egyik nagy zarvatermd nemzetsége,
ami mintegy 400-450 fajjal rendelkezik. A tolgyek (Quercus L.), rendszertanilag a
zarvatermOk (Angiospermae) torzsébe, kétszikiiek (Dicotyledones) osztalyaba, kupacsosok
(Fagales) rendjébe és a biikkfélék (Fagaceae) csaladjaba tartoznak. A nemzetség tagjai a
Quercus dentata kivételével 2n = 24 kromoszomaval rendelkeznek, harom erdészetileg
fontos tolgyfaj: a Quercus robur, Quercus petraea, Quercus rubra esetében azonban
kimutattak egy 13. szamfeletti, a tobbi kromoszomanal kisebb, morfologiailag eltérd
kromoszomat is (Matyas 2002).



A fontosabb hazai t6lgyfajok tovabbi rendszertani besorolasat a 3. abra tiinteti fel (Nixon
1993, Kézdy 2002, Kanalas és mtsai. 2008).

Genus Quercus
Stubgenus Quercus
Section Lepidobalanus Clapris

(Quercus/Leucobalanus)
Fehertolg \‘L'l.

%\A

aeries Pedunculatae ,\'u.\'.\}/[/’rllllt' /,LU”/.L;’“" sac Cerrvis
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DPECICS  sOuercus robur — «Onercits petraea sOuercus pubescens  * Quercuis cerris
sOnercrs dalechcnpir - *Ouercus virgilicii
*CQuerrcus polvearpa

3. abra: Fontosabb hazai tolgyfajok rendszertani besorolasa (Nixon 1993, Kézdy 2002, Kanalas és mtsai.
2008)

2.1.4 A Kkisérletekhez felhasznalt tolgyfajok elterjedési teriiletei, 6kologiai igénye
2.1.4.1Quercus petraea

A Quercus petraea, Quercus polycarpa, Quercus dalechampii. olyan taxonok, melyek
rangjaban nincs megegyezés. Képviseldik a levél morfologiai bélyegek alapjan jol
elkiilonithetéek, ezért 6nalld fajnak is tekinthetek, azonban nagymértékben keresztezGdnek
egymassal és azonos kornyezeti feltételek kozott elegyesen fordulnak eld, atmeneti alakok
kiséretében. Ezért ezeket a taxonokat a Quercus petraea alfajaiként tartjdk szamon
(Keresztesi 1967, Matyas 1970, Simon 1992, Bartha 1997, Borhidi 2008, Kanalas és mtsai.
2008).

A tagabb értelemben vett kocsanytalan tolgy Magyarorszag klimazonalis fafaja, amely a
tenyészteriiletein uralkodé klima altal kialakitott koriilményekhez, talajviszonyokhoz a
legjobban tudott alkalmazkodni. Elterjedési teriileteire, ami 200 m-t6l 700 m tengerszint
feletti magassagra tehetéek, 550 mm-800 mm ko6zé esé csapadékmennyiség jellemzd
(Keresztesi 1967).

A sziiken értelmezett Quercus petraea (Matt.) Liebl.: kocsanytalan tolgy a kedvezd
szoveti felépitést és szinll elsérendll faja miatt az iparban leginkabb keresett, legértékesebb
nemes tolgyiink. Kozép-eurdpai elterjedésti, atlantikus-mediterran viselkedésii, mérsékelten
iide vizhaztartasti domb és hegyvidékeink mezofil és xerofil tolgyeseinek és bokorerddinek
dominans fa faj, minden kitettségen fellelhet6 (Keresztesi 1967, Simon 1992, Bartha 1997).

A Quercus dalechampii Ten.: dardaskaréji kocsanytalan tolgy, vagy aranytolgy szintén
elsérendli fa. Dél-eurdpai elterjedésti, kelet-mediterran-balkani, kontinentalis mérsékelten
iide vizhaztartasi domb és hegyvidékeink mezofil tolgyeseinek allomanyalkotoja vagy
elegyfaja. Nagyobb Kkiterjedésti allomanyai Romanidban vannak (Keresztesi 1967, Simon
1992, Koblizek 1993, Matula 2008).



A Quercus polycarpa Schur: erdélyi vagy sokmakk(l kocsanytalan tolgy faja szintén
elsérendiil. Foleg balkani-eld-azsiai elterjedésii, ahonnan egészen az Erdélyi-szigethegységig
felhtizodik. Kontinentalis, mérsékelten tide vizhaztartdsu domb- és alacsony hegyvidékeink
meszes alapkozetet kedveld xeroterm nyilt bokorerddinek allomanyalkotd vagy elegyfaja
(Keresztesi 1967, Simon 1992, Koblizek 1993, Matula 2008, 2009).

2.1.4.2 Quercus pubescens

A tagan értelmezett molyhos tdlgy, a kovetkezd két, nalunk nagymértékben keresztezodd
taxonokra kiilonithet6 el: Quercus pubescens és Quercus virgiliana. Ezeknek a taxonoknak a
rangjaban nincs megegyezés, 6nallo fajként és alfajként is tekinthetéek egyarant, képviseldik
morfologiai bélyegek alapjan jol elkiilonithetéek, azonos kornyezeti feltételek kozott
elegyesen fordulnak el6, atmeneti alakok kiséretében (Keresztesi 1967, Matyas 1970, Simon
1992, Bartha 1997, Kézdy 2002, Kanalas és mtsai. 2008, Enescu és mtsai. 2012).

A tagabb értelemben vett molyhos tolgy gazdasagilag kis értékii faj, talajvédelmi,
erdévédelmi és esztétikai szempontbol azonban jelentds. SzélsGségesen szaraz, sekély
termOrétegii, koparosodd, melegebb, erdsebb napsugarzasnak kitett terméhelyek, déli lejtok
jellegzetes faja. Elterjedési teriiletei az alacsonyabb dombvidékek és az alsobb hegyrészek
150-400 m tengerszint feletti magassagan fordulnak eld, ahol az évi csapadék mennyisége
nem haladja meg 750 mm-t. Nagyon jo az alkalmazkodd képessége, valamennyi tolgyfaj
koziil ennek van a legtobb hibridje (Keresztesi 1967, Simon 1992, Borovics és mtsai.1998,
Yurukov és Zhelev 2001, Thomas és mtsai. 2002, Gallé és mtsai. 2007, Siam és mtsai. 2009,
Brullo és mtsai. 2012, Enescu és mtsai. 2012). A sziiken értelmezett Quercus pubescens:
molyhos tolgy faja erdészeti szempontb6ol masod- vagy harmadrendi fa, ami a széraz
klimahoz val6 alkalmazkodas révén alakul ki. Silany, szaraz teriileteken eltorpiilt cserjeszerti,
kedvez6 koriilmények kozott 15 m magasra is megndhet. Kozép- és dél-eurdpai, kaukazusi,
kisazsiai elterjedésii, szubmediterran-atlantikus viselkedésii, szaraz vizhaztartis(, meszes
alapkézeti xeroterm teriiletek bokorerdéinek dominans faja. Tobb meleget és nagyobb
szarazsagot képes elviselni, mint a kocsanytalan tolgy (Keresztesi 1967, Simon 1992,
Camarda 2003, Gallé és mtsai. 2007, Siam és mtsai. 2009)

A Quercus virgiliana Ten.: olasz molyhos tdlgy stirii, széles koronaju masodrendi fa.
Dél-eurdpai, Appennini félszigeten is honos, északon a Karpatok vonulataig terjedd
melegkori reliktum. Szubmediterran-kontinentalis viselkedésti, szaraz vizhaztartasu, meszes
alapkézetli xeroterm dombok teriiletek bokorerddinek, sikvidéki eldsztyeppéknek dominans
vagy kisér6 faja (Keresztesi 1967, Simon 1992, Coldea és mtsai. 2010, Ofletea és mtsai.
2011).

2.1.4.3 A Lepidobalanus alnemzetség hibridjei
A Lepidobalanus alnemzettség fajainak keresztezédése gyakori jelenség (Lepais és mtsai.
2009, Salvini és mtsai 2009, Lepais és Gerber 2011), ami helyenként hibridekben gazdag,
interspecifikus  populaciok alakuldsahoz vezet. A  hibridek eredetére ilyenkor
jellegelemzéssel kovetkeztetnek vissza (Simon 1992, Borovics 1997, 1999, Kanalas és mtsai.
2008, 2009).

Az altaluk vizsgalt tdlgyfajok és hibridjeik rendszerét 6kologiai vonatkozasban Matyas
Vilmos (1967) abraja szemlélteti (Keresztesi 1967) (4. abra).



hivdsebl, vaebd mejeg, $zargr

rermohelyek | termanelyek
(magesabl pdratartaion Robur (alacsony, paratar-
1geny) talom fires)

konlinentdlls jelleg

polycarpa Virgyliana
petraea \pudescens
Dalechampit o Fraigetto
d
e I B meaiferrdn jeliey
’ Cerris ; -
savanyv fecmdhel bl zikus rm;am i’
lrgdre/ L1 o /kedn’/ K v

4. abra: A Karpat-medence tolgy fajainak 6kolégiai rendszere és az ismert hibridizaciés utak
(Matyas 1967)

2.2 A nivényi szovettenyésztési eljarasokrol és jelentéségiikrol
altalanossagban

2.2.1 A novényi szovettenyésztésrol altalanossagban

A novényi szdvettenyésztési eljarasok magukba foglaljak a kallusz, a sejtszuszpenzids és a
protoplaszt tenyészeteket, valamint az in vitro novényregeneralasi és mikropropagacios
eljarasokat. A szdvettenyésztési modszerek azon az elven alapulnak, hogy minden ¢él6
novényi sejt totipotens. Megfelelé koriilmények kozott, a differencialodott szovetekbol
szarmazd €l sejtek, képesek dedifferencialodas soran, folyamatosan o0szto6do,
merisztematikus allapotu sejttekké (kalluszt, hegszovetet) alakulni, majd redifferencialodas
soran jra teljes novénnyé fejlodni. (Dudits és Heszky 2003, Razdan 2003, Szalai 2006). A
morfogén folyamatok szabédlyozdsa novényi hormonok egymas kozotti aranyanak
manipulalasaval valosul meg (Skoog és Miller 1957, Kamada és Harada 1981, Rajasekaran
és mtsai. 1987, Etienne és mtsai. 1993, Fernandez-Guijarro és mtsai. 1995, Razdan 2003,
George és mtsai. 2010). Az in vitro tenyészet kialakitasahoz, barmilyen é16 sejtet tartalmazo
novényi rész alkalmas (Maroti 1976). Tenyészetet a legkdonnyebben proembriokbol,
kambialis és merisztéma szovetekbdl lehet eléallitani, mert ezekben az explantatumokban
sok az osztodo, differencialatlan sejt. A differencidlodott szovetek esetében, egy
dedifferencialodasi folyamat beinditasa, kalluszindukcio is sziikséges, ami gyakran novényi
hormonok, elsésorban auxinok és citokininek hozzdadasaval valdsithatd meg (Dudits és
Heszky 2003, Razdan 2003). Az izolalt tenyészetekben a sterilitas alapvetd kovetelmény.

A megfeleld 6sszetétell taptalajra helyezett explantdtumon, megfeleld steril koriilmények
kozott, fajtol fliggden néhany nap vagy akar tobb hét elteltével megindul a kalluszképzddés
folyamata. A kalluszosodast gyakran szovetduzzadds el6zi meg. A ndvekedés iiteme,
mértéke, a differencialodas foka fajtdl, genotipustdl és a tenyésztés koriilményeitdl fliggden
eltéré (Mar6ti 1976). A kalluszok sejtosszetétele relative heterogén, foként parenchimatikus
sejtek alkotjak. A kalluszok fejlédésének, differencialodasanak iranyat az auxin és citokinin
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tipusi hormonok megfeleld aranyai befolyasoljak (Fernandez-Guijarro és mtsai. 1995,
Dudits és Heszky 2003, Razdan 2003, George és mtsai. 2010).

Az egyedfejlédés egyik kivalthatd és fenntarthatdé moddja az embriogenezis, az igy
keletkez6 szomatikus embrio novénnyé fejlodik. Ez a folyamat egyetlen sejtb6l indul ki, és
morfologiailag nagyon hasonlit a zigotikus embriogenezishez. A szomatikus embriokban
kisebb, vagy hianyzik a szuszpenzor és a sziklevél (Razdan 2003, Demeter és mtsai. 2010).
Az ontogenezis masik bevalt modja az organogenezis, amit tobb sejt general egyiittesen, és
szervek megjelenését eredményezi. Egypodlusu tenyészé kupok jonnek létre a jarulékos
merisztéma differencialédas soran kialakult, centralisan csoportosult tracheida koézpontok
koriil, amely tovabbfejlédésének irdnyat a tapkoézeg hormon tartalma hatdrozza meg. A
viszonylag magas auxin koncentracio foként gyokér, mig az alacsony riigy képzddését valtja
ki. Az ellentétes polusregeneralddast, az el6z6 szerv kialakuldsat kovetGen, egy eltérd
hormon-osszetételii 0j taptalajon lehet kivaltani (Skoog és Miller 1957, Dudits és Heszky
2003, Razdan 2003, Haraszty 2004).

2.2.2 A novényi szovettenyésztés jelentésége

A novényi szovettenyésztési eljarasok koltsége viszonylag alacsony. A ndvényi

szdvettenyészetek alkalmasak:

egyedfejlédés tanulmanyozasara

laboratdoriumi modell kisérleti rendszerek kidolgozasara

ivaros uton nehezen szaporithaté novények tomeges eléallitasara

haploid, poliploid és homozigéta diploid genomu egyedek 1étrehozasara

fiziologiai 0sszeférhetetlenség elemzésére

transzgénikus novények eldallitasara

fajok, fajtak gyors felszaporitasare és konzervalasara (mélyfagyasztott sejttenyészetek és

embriokultarak)

o masodlagos anyagcseretermékek (pl. gyogyszerek, gyogyhatisti anyagok) termelésére
(sejtszuszpenzids tenyészetekben)

o virus és kdrokozoémentes novények eldallitasara

(Dudits és Heszky 2003, Szalai 2006, Demeter és mtsai. 2010)

O O O O O O O

2.3 Tolgyfajok szovettenyészetése

A tolgyek szaporitasa hagyomanyos moédszerekkel, vegetativ szervekkel, nehezen oldhatd
meg, és a makkok sem tarolhatdéak sokaig, mert csirazd képességiiket hamar elveszitik
(Hendry és mtsai. 1992, Sanchez és mtsai. 1996, Racchi és mtsai. 2001). A vegetativ
szaporitas azonban nélkiilozhetetlen a jO minéségli genotipusok fenntartasahoz,
fejlesztéséhez, és a génkészlet megdrzéséhez (Savill és Kanowski 1993). Az utdbbi idében
sikeriilt a Quercus nemzetség szamos fajara, mint pl. Q. cerris, Q. suber, Q. alba, Q. galuca,
Q. leucotrichophora, Q. rubra, Q. acutissima és a Q. robur kidolgozni mikroszaporitasi
eljarasokat, melyhez akar 100 évnél idosebb ndvénybdl is szarmazhatnak az explantatumok.
Ezeknek az eljarasoknak egy részét az 1. tablazat foglalja ssze.



. Explantatum/ kindulasi . . Hormon 2 . .
Faj Lépések | inokulum Téptalaj (mgl™) Morfogén valasz Hivatkozas
Q. alba 1. hajtas MS 2NAA 0,1BA kallusz Lei és mtsai. 1999
szegmentek
Q. acutissima 1. levél MS 2NAA 0,1BA kallusz Tanaka és mtsai. 1995
MS
1. barka 500 mgl™ kazein 1D 1BA kallusz
Q. bicolor 2 kallusz MS R ) 1BA embrio Gingas (1991)
500 mgl™~ kazein
3. embrid 1/2MS nincs névény
Q. cerris 1. sziklevél WPM éOSB 'LBA 1BA/ 10IBA kallusz Pretova és mtsai. 1993
S -
1. makk 31,24 szacharéz agaros nincs csirazik
leucotrichophora 2 csirandvény hajtdsa, nodusza MS/WPM 5BA 1GA hajtas ' Purohit és mtsai. 2002
Q. glauca sokszorozas
3. mikrohajtés 1/2WPM 3IBA Hajtas gyokereztetés
1. portok WPM 0,1-5BA 0,1-5D kallusz
Q. petraea 2. kallusz WPM 0,5BA embrid Jorgensen 1993
3. embrid WPM nincs novény
Q. serrata 1. makk MS 0,1D 0,1BA kallusz Sasamoto és Hosoi 1992
Q. robur 1. makk P24 1D 0,1BA kallusz Wilhelm és mtsai. 2004
) 2. kallusz P24 0,2BA embrid
. MS ., .
Q. robur 1. levél 500 mgl™" kazein 0,05NAA 0,1BA kallusz Martinez és mtsai. 2003
. o MS 2NAA 2BA/ . - .
Q. robur 1. hipokotil és gyokércstcs 1 mgl" kazein 2IBA 2BA embri Zegzouti és mtsai. 2001
hajtas hajtas
Q. robur L szegment WPM 0.2BA sokszorozas Racchi és mtsai. 2001
2. hajtas 1/3WPM 2IBA gyokerezés
1. internodium levéldarabok N(I)g I Kazei 4NAA 0,5-1BA kallusz Cuenca és mtsai. 1999,
Q. robur 200 mgl_kazein San-José és mtsai. 2010
2 kallusz MS . 0.INAA 0,1BA/ embrio
) 500 mgl™ kazein 0,11BA 0,1BA
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MS

3. embrid 500 mgl kazein nincs/ 0,1BA novény
Q. robur L riigy MS 05-2BA hajtds Civinova  és Sladky
) 2. hajtas 1/2MS 0,1-11BA gyokerezés 1990
Q. robur 1. hajtds GD 0,2BA/0,1BA hajtés San-José és mtsai. 2010
nddusz sokszorozas
X 10NAA 2,3BA/
1. levél MS ANAA 0,5BA kallusz
Q robur nincs/ Toribio és mtsai. 2004
2. kallusz MS 0,INAA 0,1BA/ embrid
0,05NAA 0,1BA
. MS . . .
Q. rubra 1. levél 500 mg|_1 Kazein INAA 0,02BA kallusz Rancillac és mtsai. 1996
Q. rubra 1. E;é?;emek MS 5NAA 0,1BA kallusz Gary és mtsai. 1979
. MS .
Q. rubra 1. levél 500 mgl* kazein 1D 1BA kallusz Gingas (1991)
hajtas
Q. rubra 1 szegment MS SNAAD.1BA kallusz Seckinger 1979
2. kallusz MS 1-5NAA 0-5BA ayokér
. A MS
1. sziklevél 500 mgl™ kazein 0,1D kallusz ) -
Q. rubra MS Vengadesan ¢és  Pijut
2. kallusz 500 mgl* kazein nincs embrid 2009
3. érett embrid MS 0,1BA 0,1GA; novény
1. rugyezo GD 0,5BA/ 0,1BA hajtas
hajtas
Q. rubra 2. hajtas GD 5IBA gybkerezés Vieitez és mtsai. 2009
elokészités
. GD csokkentett . . i
3. hajtas szacharéy tartalom nincs gyokerezés
Q. suber 1. barka MS nincs embrid Pintos és mtsai. 2007

1 % aktiv szén
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A tenyészeteket kallusz indukcidhoz altalaban s6tétben, mig a ndvényregeneralashoz és
hajtassokszorozashoz 16h/8h fény/sétét fotoperiddusban -30-60 pmol m 2s ™ erdsségii
megyvilagitason inkubaljdk. Tobbféle alaptaptalaj bizonyult alkalmasnak a tenyésztés soran.
A legelterjedtebben az MS-t (Murashige és Skoog 1962) alkalmazzak, a Quercus robur
tenyészetek esetében azonban a fasszaru noévényekre kidolgozott McCown tapkdzeg
(tovabbiakban WPM), a Gresshoff és Doy alaptaptalaj (tovabbiakban GD) (Gresshoff és
Doy 1972) és a Teasdale féle alaptaptalaj (tovabbiakban P24) (1992) taptalajok is jol
alkalmazhatoak. Az alaptaptalajok f6ként 3 w/v % szacharozt tartalmaztak (Rancillac és
mtsai. 1996, Cuenca és mtsai. 1999, Pinto és mtsai. 2002, Purohit és mtsai. 2002, Zegzouti és
mtsai. 2001, Toribio és mtsai. 2004, Wilhelm és mtsai. 2004, Pintos és mtsai. 2007,
Vengadesan és Pijut 2009, Vieitez és mtsai. 2009, San-José¢ és mtsai. 2010). A tolgy
szdvettenyészetekre jellemzd, hogy tobblépéses kezelési folyamat sziikséges ahhoz, hogy az
explantatumokbol kiindulva végiil teljes ndvényt kapjunk. A kiilonféle fejléddési stadiumok
eltéré hormondsszetételeket és aranyokat igényelnek.

2.4 A stresszrél altalanossagban
24.1 Astressz
A stressz a normalistdl eltérd, szervezet miikodését terheld, az életfolyamatokat gatld

s

crer

¢lettani alkalmazkodashoz vezet (Lang 1998, Szalai 2006, Fodorpataki 2009). A stresszhatas
idétartama a mindségtdl fiiggben valtozd (Taiz és Zeiger 2002). A stressz hatasara
bekovetkezd, génexpresszids modosulasok és metabolikus valtozasok, ugy modositjdk a
sejtek Osszetételét, hogy az Gjonnan keletkezd enzimek, stresszfehérjék, stresszmetabolitok
(antioxidansok ¢és ozmotikusan aktiv anyagok), stresszhormonok (abszcizinsav, etilén,
jazmonat) ¢és masodlagos anyagcseretermékek segitségével minél jobban tudjon
alkalmazkodni a névény a kedvezétlen koriilményekhez (Borraccino és mtsai. 1989, Lang
1998, Larcher 2001, Wang és mtsai. 2003, Mahajan és Tuteja 2005, Szalai 2006).

A stressz megnyilvanulasa alapjan kétféle lehet. Az egyik az eustressz (hasznos stressz),
ami fokozza a fiziologiai aktivitast, a masik pedig a distressz, ami olyan erds, krénikus
megterhelés, amely a fiziologiai aktivitas csokkenéséhez, az anyagcsere-folyamatok
karosodasahoz és végiil a novény pusztulasahoz vezethet (Larcher 2001, Wang ¢és mtsai.
2003, Fodorpataki 2009). A két szélsOséges tipus kozott folytonos az atmenet, ami a kivaltd
stresszor mértékétdl, intenzitasatol fiigg.

2.5 A szarazsagstressz

25.1 A szarazsagstressz hatasai

A széarazsagstressz fokozatosan 1ép fel, és a hatasat a stressz tartdossaga fokozza.
Vizhianystresszt eredményez a szaraz talaj, az erés parolgas, a talaj magas sokoncentracioja,
a fagy, és a talaj sekélysége, aminek kovetkeztében a gyokérrendszer terjeszkedése
korlatozott (Lang 1998, Mahajan és Tuteja 2005, Verslues és mtsai. 2006, Fodorpataki
2009).

A vizhianystressz gatolja a sejtfalképz6dést és a megnyulasos novekedést (Szalai 2006).
Hatasara fokozdodik a stresszhormonok (pl. abszcizinsav, etilén) termelddése, a
sztomazarddas, a kavitacios embolia kialakuldsa, az oxidativ stressz, és a lebontd enzimek
(pl. hidrolazok, lipazok, proteazok) aktivitasa, mig mérséklédik az anyagszallitas, a felépitd
folyamatokban résztvevé enzimek aktivitdsa, karosodnak a zold szinetestek és a
mitokondriumok. (Cochard és mtsai. 1992, Schmadel-Hagebolling és mtsai. 1997, Boo és
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Jung 1999, Larcher 2001, Rizhsky és mtsai. 2002, Taiz és Zeiger 2002, Ramachandra Reddy
és mtsai. 2004, Perales és mtsai. 2005).

25.2 A novények szarazsagstresszhez torténé alkalmazkodasa

A novények vizhiany stresszhez torténd alkalmazkodasanak harom modja az elkeriilés, az
eltlirés és az ellensulyozas.

A szérazsagot elkeriild novények életciklusa rovid, a vegetativ és reproduktiv életszakasza
nedves iddszakra korlatozodik. Ezek a ndvények a szaraz periddust a Iétrehozott
kiszaradastol védett, gyakran vizoldékony fejlodés gatld anyagokat tartalmazé magok vagy
kitartd/szaporitod képletek, - mint pl. a hagyma, hagymagumo, rizéma - forméjaban vészelik
at (Larcher 2001, Taiz és Zeiger 2002, Szalai 2006, Lambers 2008).

Eltiirést alkalmaznak az olyan ndvények, melyek protoplazmaja konnyen kiszarad
anélkiil, hogy az barmiféle karosodast szenvedne, a vizhiany megsziinését kovetden
rehidratalodas soran, pedig 1épésrol 1épésre rekonstrualjak a sejtalkotokat és helyreallitjak a
biokémiai folyamatokat. A dehidratacié fokozodasaval, még miel6tt a metabolizmus
majdnem leall, beindul egy létfontossagu védekez6 mechanizmus, génexpresszios
folyamatok hatasara a ndvény stresszfehérjéket, polipeptideket, és stresszmetabolitokat allit
el6 és halmoz fel, hogy karosodas nélkiill meg tudja Orizni a sejtplazma és sejtmag
makromolekulait, a citoszkeletalis és membranrendszert (Larcher 2001, Taiz és Zeiger 2002,
Lambers 2008).

Ellensulyozas soran a novények olyan stratégiakat vetnek be, hogy a szarazsag ellenére
megdrizzék a szovetek megfeleld hidrataltsagi allapotat, és megelézzék a protoplazma
vizvesztését.

Csokkentik a parologtatasi feliiletet, és a transzport tavolsagot, a kutikularis és a
sztdmakon keresztiili parologtatast, novelik a gydkér-hajtas aranyt (Kolb és mtasi. 1990,
Larcher 2001, Leuschner és mtsai. 2001, Mittler 2002, Rizhsky és mtsai. 2002, Taiz és
Zeiger 2002, Ramachandra Reddy és mtsai. 2004, Lambers és mtsai. 2008, Pallardy 2008).

Fokozzak a sejtfal rugalmassagat, ozmoregulacidos folyamatokat inditanak be, fokozzak
az ionfelvételt, megnovelik az ozmotikusan aktiv- (pl. mannitol, trehaldz, mioinozitol,
szorbitol), és védo6 vegyiiletek, antioxidans metabolitok (aszkorbinsav, glutation), és enzimek
(SOD,  peroxidazok), stresszfehérjék  és  aminosavak  (prolin, glicin-betain,
mtsai. 1989, Monk és mtsai.1989, Faria és mtsai. 1996, Noctor és Foyer 1998, Acar és mtsai.
2001, Wang és mtsai. 2003).

2.6  Peroxidazok

A peroxidazok olyan, a novényi szdvetekben elterjedt vastartalmu végoxidazok, amik
protohem prosztetikus csoportot tartalmaznak.

Ezek az enzimek mikodésiik soran a koszubsztratként funkcionald hidfrogén-donor
vegyiileteket oxidaljak el. A szubsztrat szerepét betolt6 peroxidok, a kovetkezd egyenletnek

megfelelden redukalodnak.
peroxidiz
R-0-0-H + redukalt donor —* R-OH + oxidalt donor
peroxidas
H-0-0-H + redukalt donor —* H,0 + oxidalt donor

(Farkas 1984, Lang 1994, Allison és Schultz 2004)
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A legtobb peroxidaznak a hidrogéndonorra nézve kicsi a specifitasa, azonban akadnak olyan
reakciok is, melyekben az enzim (pl. aszkorbat-peroxiddz) ko-szubsztrat specifikus.
Altalaban a lehetséges hidrogén donorok a fenolok és fenolszarmazékok, aszkorbinsav,
indolecetsav (tovabbiakban IAA), aminok, citokrém-c, és szervetlen ionok. A fenolok és
fenolszarmazékok peroxidativ oxiddlédasa soran szines polimerizalodott termékek
keletkeznek (Dunford és mtsai. 1982, Yamasaki és mtsai. 1997, Dixit és mtsai. 2011)

A peroxidazoknak szamos izoenzimje létezik, amelyek a specifitdsukban, a
reakcidjuk lefutasaban eltérhetnek egymastdl. A peroxiddzok polimorfizmusat gyakran
hasznaljak fel taxondmiai és populacié vizsgalatokhoz. A peroxidazok a novényben
mindeniitt megtalalhatéak. Jelen vannak a kloroplasztiszokban, peroxiszomakban a
citoszolban, a sejtfalban és a vakudlumokban, szolubilis vagy kotott allapotban. Eloszlasuk
az egyes szovetekben, szervekben az egyedfejlédés soran valtozik (Houston 1982, Farkas
1984, Ye és mtsai. 1990, Siegel 1993, Lang 1994).

Mivel a peroxidazok génjeinek a transzkripciojat a SOD miikodésének mellékterméke a

H,0, aktivalja, ezért a névekvé SOD aktivitas, hatisara a peroxidazok szintje €s aktivitasa

novekszik.

A peroxidazok sokféle élettani szerepet latnak el a ndvény szervezetében (Farkas 1984,

Ye és mtsai. 1990, Siegel 1993, Lang 1994).

Részt vesznek

» amasodlagos sejtfalvastagodasban, a lignin, szuberin szintézisében,

» a peroxidaz reakcié révén a fenolos vegyiiletek oxidalasaban, a koniferil és mas
alkoholok polimerizalasaban,

» aflavonoidok lebontasanak a kezd6 1épéseiben,

>  az egyedfejlédés, embriogenezis szabalyozasaban, az auxinok (IAA), valamint az etilén
bioszintézisében,

» az oxidativ stressz, patogén, novényevl tamadas elleni védekezésben, stressz
rezisztencia kialakitasaban.

2.7 A dezoxiribonukleazok

A dezoxiribonukledzok (DN-4z) a nukledzok csoportjaba tartozé enzimek, melyek a DNS

vazaban a foszfodiészter kotések hidrolitikus felbontasat katalizaljak (Lang 1998). A

nukleinsavak olyan polinukleotid vegyiiletek, melyeknek fiziologias koriilmények kozott

nagy a stabilitasuk, ezért in vivo csak hidrolitikus enzimek segitségével bonthatoak fel. A

novények sejtmagjaban, kloroplasztiszaban és mitokondriumaban talalhatdé nukleinsav

allomany degradacioja szeneszcencia, apoptotikus szabalyozasi és novénypatologiai
folyamatok soran, illetve stressz hatasara kovetkezhet be. Ezeknél a folyamatoknal
nagymértékii nukleaz aktivitasemelkedés kovetkezik be (Wilson 1975, Smart 1994, Roldan-

Arjona és Ariza 2009). Wilson (1975) alapjan a nukleazok az alabbi szempontok szerint

csoportosithatoak.

1. Szubsztrat specifitas szempontjabol 1éteznek csak RNS-t, csak DNS-t, illetve DNS-t és
RNS-t egyarant hasitd enzimek. A DNS-t hasité enzimek ko6zott dupla szala DNS-t
(dsDN-az) illetve szimpla szalti DNS-t hasito enzimeket (SSDN-az) kiilonboztetiink meg.

2. A hasitas helye alapjan megkiilonboztetiink endonukleazokat, exonukleazokat, és endo-
exo nukleazokat. Mig az endonukledzok a polinukleotid lanc belsejében hasitva
oligonukleotidokat hoznak létre, addig az exonukledzok a lanc végérdl indulva egymas
utan egyesével hasitjdk le a nukleotidokat. Az exo-endo nukledzok mindkét mddon
képesek hasitani.
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3. A foszfodiészter kotések hasitdsanak modja szerint, mivel a foszfodiészter kotés
mindkét iranybol hasithato. Az RN-az I és RN-az II csoportokba tartoznak azok az
enzimek, amik a nukleinsavak kotéseinek hasitdsa soran 3’-foszfat és 5’-hidroxil véget
eredményeznek. Tomegiik 17-25 kDa tartomanyba esik. A hasitds soran 5°-foszfat és
3’-hidroxil véget eredményez6 hidrolazok a 31-35 kDa-os nukleaz I és a 100 kD feletti
exonukleaz II enzimek ko6zé sorolhatéak, melyek rendelkeznek DNS bontd
tulajdonsaggal is (Wilson 1975, Green 1994).

A nukledz enzimaktivitdsok eltérdek lehetnek attdl fiiggéen, hogy milyen kornyezeti hatasok

érik a ndvényeket, és a ndvény mely szerveiben, szoveteiben, életciklusanak mely

szakaszaban mérjiik 6ket. Szamos ndvényben identifikaltak a nukledzokat. Ilyen nukledzok
az Arabidopsis szeneszcencia indukalt bifunkcionalis nukleaza (BFN1), Hordeum vulgare
egyedfejlodése soran fellépd idozitett szeneszcencidja, €s sostressz soran indukalodo
nukledzai (BEN1, Buncl), a Zinnia elegans xilogenezise, és apoptdzisa soran miikddo
nukleaza (ZEN1) a Petunia partajanak idézitett szeneszcenciaja soran fellépé etilénindukalt
nukleaza (PhNUCL1). Ezek a vizsgalt nukleazok foként I tipusu, endonukleaz aktivitasa extra-

vagy intracellularis enzimek, melyek hdstabil glikoproteinek (Wilson 1975, Farkas 1982,

Muramoto ¢és mtsai. 1999, Pérez-Amador és mtsai. 2000, Langston és mtsai. 2004,

Lesniewicz és mtsai. 2010).

A szimpla szalit DNS-t bont6 enzimek indukcidjat és a nukledzok aktivitasanak emelkedését

kivalthatjak mechanikai sériilések, kiilonféle stresszhatasok (pl. szarazsag vagy sostressz),

cianotoxinok, reaktiv oxigénformak felhalmozddasai, virus, baktérium és gomba patogének
okozta fertézésekre kialakitott hiperszenzitiv valaszreakciok, illetve szabalyozottan lezajlo
idézitett szeneszcens folyamatok (Mittler és Lam 1995, Wood és mtsai. 1997, Muramoto ¢és
mtsai. 1999, Pérez-Amador és mtsai. 2000, Langston és mtsai. 2004, Le$niewicz és mtsai.

2010, Jambrik és mtsai. 2011). A DN-azok részt vesznek a ndvény sajat sériilt DNS-ének a

javitasaban, a patogének DNS-ének degradalasaban, illetve a  stresszhatdsok

membrankarosité hatdsara beinduld, vagy szeneszcencia folyaman bekdvetkezd apoptotikus
folyamatok DNS allomany tipikus Iétra mintazatot mutatd szegmentekre torténd hasitasaban.

Az apoptdzis soran lezajlé DNS allomany bontasabol szdrmazé nukleotidokat, foszfort és

nitrogént a ndvény remobilizalja, és az intenziven novekedd ép sejtek, tapanyagként

ujrahasznositjak (Peitsch és mtsai. 1993, Lam 1997, Muramoto és mtsai. 1999, Langston és

mtsai. 2004, Mittler és mtsai. 2009, Lesniewicz és mtsai. 2010).

2.8 Szarazsagstressz vizsgalata a Quercus fajok esetében

A tolgyfajok egy része - Quercus pubescens, Quercus cerris - mélyre hatold szétterjedd
gyokérzettel adaptalodik a szarazsaghoz, mert minél mélyebben gydkerezik a fa, annal
jobban tudja fedezni a sziikséges vizigényét (Valentini és mtsai. 1995). Ezzel szemben mas
fajok a vizfelhasznalasi hatékonysagukat fokozzak. A Q. ilicifolia, Q. prinus, és Q. ilex a
vizfelhasznalasi hatékonysagot ugy noveli, hogy az ozmotikus potencial és a gézcsere
Osszehangolasaval alacsonyan tartja az intercellularis szén-dioxid szintet, a levelek
konduktanciajat és vizpotencialjat (Abrams és mtsai.1990, Valentini és mtsai. 1995 ).

A szarazsagtlirdbb tolgyfajok csokkenteni tudjak a gazcserenyilasaik szabalyozasaval a
parologtatasbol szarmazé vizveszteséget, anélkiil hogy a szénasszimilacios folyamataik
zavart szenvednének a sztomazarodas soran, mert a nagyobb koncentracioban 1évo
védopigmentek (xantofillok) (Mészaros és mtsai. 2007) és az aktivabb antioxidans rendszer
segitségével képesek megfeleléen eloszlatni a tobbletenergiat €s hatdstalanitani a magas
hémérséklet, erds sugarzas és fényfelesleg hatasara képzodo reaktiv oxigénformakat (Epron
és Dreyer 1993, Faria és mtsai. 1996).
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Az ozmotikus stressz kovetkeztében létrejove reaktiv oxigén formak hatasara a
szarazsagtiirobb tolgyeknél jelentésen megndvekedik a SOD és aszkorbat-peroxidaz,
glutation-reduktaz, dehidroaszkorbat-reduktdz és mondehidroaszkorbat-reduktaz, katalaz
aktivitasa, mig a szarazsagra érzékenyebb taxonoknil ez a folyamat kisebb, vagy
jelentéktelen mértékben jatszodik le (Sehmer és mtsai. 1995, Faria és mtsai. 1996, Schwanz
és Polle 1998, Marabottini és mtsai. 2001). A szarazsagstressz fokozddasaval, a
szarazsagtiirdbb tolgyeknél késdbb kovetkezik be az antioxidans véddérendszer karosodasa, a
noveli az antioxidans védérendszer stabilitasat, csokkenti a novényben az oxidativ karosodas
meértékét, és noveli a SOD aktivitasat (Schwanz és Polle 2001).

Az antioxidans véddérendszer OsszetevOinek az aranya és aktivitasa eltéré az embriok, a
csirandvények, a szovettenyészetek és in vitro nevelt novények, kiilonb6z6 szveteiben, és a
fejlédési stadiumok killonb6z6 szakaszaiban (Hendry és mtsai. 1992, Racchi és mtsai. 2001).
A Q. robur makkjai kiszaradasra érzékenyek (Roberts 1973). Az ilyen tipusi makknak a
sziklevelében az antioxidans enzimeken van a hangstly, a SOD és glutation reduktaz
aktivitasa hatszor magasabb, mint a tengelyben. A tengelyben viszont a védo vegyiiletek, az
aszkorbinsav, o-tokoferol €és a glutation pool taldlhatd6 meg nagyobb mértékben. A
szomatikus embriok ozmotikus viszonyait a dehidrinek szabalyozzak, a magok fejlodésének
és az embriok érésének a védelmét szolgalva. Egyes dehidrin gének csak ozmotikus stressz
hatasara aktivalédnak a szomatikus embriokban, a csemeték leveleiben (Suderlikova és
mtsai. 2009). A katalaz aktivitas altalaban magasabb a levelekben, mint a hajtasokban. A
kalluszokban differencialédas soran, gyokérképz6dés hatasara emelkedett meg az
antioxidans enzimek aktivitasa. A szOvettenyészetek hajtasaiban mind a kataldz, mind a
SOD aktivitdsa magasabb volt, mint a csirandvényekben, ami azzal magyarazhato, hogy az
in vitro tenyésztési korilmények eltérése a természetes kornyezeti hatasoktol,
stresszfaktorként miikodik. Ilyen zavaré tényezd lehet a ndvény szdmara a magas
hormonszint, a tdpkdzeg nagy tapanyagtartalma, bizonyos ionok nagy koncentraciéban vald
jelenléte, a sziik kdzeg, melyek mind eldsegitik a sejtek metabolizmusanak modosulasat, és a
védekez6 rendszer aktivalasat (Racchi és mtsai. 2001).

A tolgyfajok a vizfelhasznalasi hatékonysagukat a levelek és gazcserenyildsok méretének
csokkentésével, keskenyebb és kevésbé perforalt farészek és nagyobb vizraktarak
létrehozasaval, is képesek fokozni (Abrams 1990, Mészaros és mtsai. 2011). Amig a révid
ideig tartd, vagy enyhe szarazsagstressz hatasara gyorsan metabolizalhato monoszacharidok:
gliikkoz, fruktdz, galaktdéz halmozddnak fel a sejtekben, addig a tartosabb, vagy erdsebb
stressz, a stabilabb €s hatasosabb ozmolitikumok: diszacharidok, quercitol és mannitol
hidroxyprolin, metilprolin €s trigonellin koncentracioja emelkedik meg a szarazsagstressz
hatéasara (SpieB és mtsai. 2012).

Quercus robur in vitro létrehozott 6t éves klonjaiban a szarazsigstressz 588 gén
aktivalédasat eredményezi. A jelzésért, szabalyozasért felelés gének fOként a
szarazsagstressz els6 évében, mig a stressz-valaszért felelds gének nagy része a masodik
évben aktivalodik. Serkenti a névény azokat a géneket, melyek a védovegyiiletek
képzOédésének, a keményitd bomlasanak, a levélpodorodésnek, szeneszcencianak,
transzportfolyamatoknak és kutikulaszintézisnek a transzkripcios faktorait kodoljak, mig a
fotoszintézissel 0Osszefliggd gének nagy része inaktivalédik. A transzkripcids szinten
végbemend valtozasok, a szarazsagstressz tartdossagaval parhuzamosan folyamatosan
er6sodnek, és Osszhangban vannak a morfoldgiai és metabolikus szinten bekovetkezd
stressz-valaszokkal. Az enyhe két évig tartd huzamosabb szarazsagstressz adaptacids
folyamatokat valt ki a tdlgyben, amelyek az irreverzibilis sériilések bekovetkezésének esélyét
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lecsokkentik, biztositva ezzel a tulélést, és megkdnnyitik a helyreallast a kedvezdtlen
koriilmények megsziinését kovetden (Spiel és mtsai. 2012).

A szarazsagtiirébb tolgyek hajtas- és gyokérrendszere, vizpotencidlja, vizszallito
elemeinek atmérdje, sztoma konduktancidja optimalis koriilmények kozott kisebb, mint a
szarazsagra érzékenyebb fajoké, azonban a vizhidny benniik valtja ki a legkisebb mértékii
valtozast, asszimilacios rata és nedvaramlas csokkenést, viz- és ozmotikus potencial
ingadozast, hajtasnovekedés gatlast, €s a kavitdcios embolia is késobb alakul ki. A
szarazsagérzékenyebb tolgyeknél az ozmotikus-stressz hamarabb valt ki enyhe
levélhervadast, levélpddorddést, szorvanyos korai levélsargulast és levélhullast (Abrams
1990, Abrams és mtsai.1990, Bréda és mtsai. 1993, Valentini és mtsai. 1995, Leuschern és
mtsai. 2001, Manes és mtsai. 2006, Siam ¢és mtsai. 2009, Mészaros és mtsai. 2011).

3 Anyag és modszer

3.1 A novényi alapanyag és szovettenyésztés

3.1.1 Szivettenyésztési eljarasok fejlesztése Crocus heuffelianus felhasznalasaval

A tolgy taxonokkal tervezett vizsgalatainkhoz a szdvettenyészetek eldallitasara rutinszeriin
hasznalhato eljarast kellett kidolgoznunk. E munka soran &sszegyiijtottiik a szakirodalomban
javasolt modszereket, ¢és kiilonboz6 ndvényi objektumokkal elbzetes vizsgalatokat
végeztink. A szOvettenyésztéshez alkalmas eljaras kidolgozasahoz sziikséges el6zetes
vizsgalatok egyik részét Crocus heuffelianus (Iridaceae) explantatumaival végeztiik. Az
explantatumok 2007. marcius-méjus iddszakban keriiltek begyiijtésre Radnalajosfalvarol
(Beszterce-Naszod megye, Romania). Ennél a fajnal a szovettenyésztést a Crocus sativus és
Crocus cancellatus mikroszaporitasara kidolgozott szakirodalom alapjan terveztiik meg
(Bhagyalakshmi és mtsai. 1999, Plesssner és Ziv 1999, Chen és mtsai. 2003, Darvishi és
mtsai. 2006, Ray ¢és Bhattacharya 2008). Explantatumként gyokeret, levelet,
viragkezdeményt, hagymagumot, hajtascstcsot, és steril koriilmények kozott csirazod
embridkat probaltunk ki. A csirazé embriokat olyan Crocus magokbol nyertiik, melyeket 2
hénapon at 5°C-on, s6tétben taroltunk, majd sterilezést kovetden 12 6ran keresztiil 0,5 mgl™
(1,5 uM ) gibberellinsavat (tovabbiakban GAg) tartalmazo folyékony MS*-ben aztattunk, és a
kezelést kovetden 15°C-on MS*-on neveltiink tovabb sotétben. A feliileti sterilezés soran a
szerveket 3x10 percig aztattuk 10 v/v %-0s Domestos oldatban és 3x5 percig Oblitettiik steril
vizzel. Az explantatumokat az elékészitésiiket kovetden auxin és citokinin eltér aranyt
elegyét tartalmazo 0,8 w/v % Difco-agarral, és 2 w/v % szachardzzal kiegészitett, Gamborg
vitamint (Gamborg és mtsai. 1968) tartalmazé Murashige és Skoog alaptaptalajra (1962)
(tovabbiakban MS*) helyeztiik. A névényregeneralas indukcidjahoz modositottuk az auxin-
citokinin aranyokat, és lecsokkentettiik a hormonkoncentraciokat a kiindulasi osszetételhez
illetve a szénforrds mennyisége az MS taptalajban milyen hatdssal van az embridogén
kalluszokra és a szomatikus embridkra. A tenyészeteket 14/10 ora fény/sotét és 22+-—
20°C/18+-20°C fény- és hdmérsékletperioduson neveltiikk. Fényen torténd nevelés esetén, a
fényinrenzitas 60 pmol m sec™ volt.
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3.1.2 Szovettenyésztési eljarasok fejlesztése és szovettenyészetek eldallitasa fehér tolgy
taxon explantatumokbél

3.1.2.1 Quercus robur kalluszok eléallitasa

A szovettenyésztéshez alkalmas eljaras kidolgozasahoz végzett elézetes viszgalatok masodik
csoportjaban, a Debreceni Egyetem Botanikus Kertjében kb. 95 éves Quercus robur farél
szarmazd makkokat hasznaltuk fel. Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk, milyen mértékben
adaptalhatoak a Crocus heuffelianus tenyésztése soran alkalmazott eljarasok, és a
tovabbiakban vizsgalt taxonokkal azonos genuszba tartozd Q. robur mikroszaporitasaval
kapcsolatos szakirodalmak modszerei. A Quercus robur makkokat 2009 oktoberében
gyijtottiik. 2 héten at 5°C-on, sététben taroltuk. Ezt kdvetSen a feliiletiikon sterileztiik (2x15
perc 30 viv %-os NaOCIl oldat és 3x5 perc steril vizes Oblités), majd lehantoltuk és
hormonmentes illetve gibberellint vagy auxint és citokinint tartalmazd6 MS* taptalajon
neveltiik (2. tablazat).

2. tablazat: A Quercus robur embridk sterilen torténé csiraztatasahoz, és kalluszok eléallitasahoz kiprobalt
hormonkombinaciok

GA; (mgl™) | 2,4-D (mgl™®) | NAA (mgl™) | BA (mgl™)

25 - -

50 - -

100 - -

Nio|g M W=

- 1 - 0,1
2
2

- - 0,05

3.1.2.2 A sikfokuti cseres-tolgyes allomany fehér tolgy taxonjainak vizsgalatahoz
sziikséges szovettenyészetek eldallitasa

A Sikfokut Projekt kutatasi teriilet cseres-tolgyes erdéallomanya a Biikk hegység délnyugati
labanal Egert6l 6 km-re (47,90° E- 20,46° K, 270-340 m t.sz.f) teriil el, kozel a zart erdd és
erdGsztyepp zoOna hatdrdhoz. Az erddallomanyban el6forduld fehér tolgy taxonok
szarazsagtiird képességének Osszevetéséhez in vitro tenyészeteket alkalmaztunk. A
kallusztenyészetek 1étrehozasahoz 2010 kora tavaszan (marcius-aprilis) az erdéallomanyban
10 fardl (95-100 éves) 1-2 cm atmér6jii és 20—30 cm hosszasagh riigyekkel teli agak
keriiltek benytjtésre. A sikfokati explantaitumok az alabb felsorolt, koddal ellatott, és
levélmorfoldgiai bélyegek alapjan azonositott taxonok fair6l szarmaztak:

A149: Quercus petraea

AT71: Quercus petraea

AT5: Quercus pubescens

D89: Quercus petraea x Quercus pubescens hibrid
A85: Quercus petraea x Quercus pubescens hibrid
B50: Quercus virgiliana

A211: Quercus virgiliana x Quercus polycarpa hibrid
D137: Quercus dalechampii x Quercus petraea hibrid
C211: Quercus polycarpa

C102: Quercus petraea x Quercus polycarpa hibrid
K28: Quercus petraea x Quercus dalechampii hibrid
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Az sszes explantatum ugyanarr6l a kutatasi teriiletrél, azonos dkologiai koriilmények koziil,
genotipusonként egyetlen kivalasztott farél szarmaznak.
Ezen taxonok szovettenyésztését az elézestes kisérleteink, és a Q. robur mikroszaporitasara
kidolgozott modszerek alapjan terveztik meg (Cuenca és mtsai. 1999, Toribio és mtsai.
2004, Wilhelm és mtsai. 2004, San-José és mtsai. 2010).

A Sikfokutrol szarmazo riiggyel teli dgakat vizben, szobah6mérsékleten tarolva 1 héten
beliil riigyfakadasra késztettik. Az éppen kibomld kb. 1 cm? feliiletii fiatal leveleket és
éretlen barkéakat hasznaltuk fel explantdtumnak. A szovettenyésztési eljarasokat sterilfiilke
alatt hajtottuk végre. A feliiletiikon sterilezett (3x5 perc 10 v/v %-os Domestos oldat és 3x5
perc steril vizes 0blités) explantatumokat néhany szlrassal megsebesitettiik, majd auxin és
citokinin eltéré aranyu elegyét tartalmazoé (3. tablazat) alaptaptalajra (4. tiblazat) helyeztiik.
Minden taptalajt 0,8 w/v % Difco-agarral (ViaLab) szilarditottunk. A WPM alaptaptalajokat
3 w/v %, az MS taptalajokat pedig 2 WiV % szachar6zzal egészitettiik ki. A tenyészeteket
14/10 ora fény/sotét és 22+2°C/18+2°C fény/sotét homérsékletperidduson neveltilk holég-
sterilezett iiveg illetve steril milanyag petricsészékben. A neveldtérben a fényintenzitas 30
pmol m? sec™ volt.

3. tablazat: A fiatal levél és barka explantatumok kalluszindukciéjahoz alkalmazott hormonkombinaciék

Hormon kombinaciok | 1. 2. 3. | 4. 5. 6. | 7. 8. 9.
NAA (mgl'l) 10 | 4 |4 |4 4 2 |1 05105
BA (mgl"l) 2312511 (05012 |004 )4 1

4. tablazat: A felhasznalt alaptaptalaj tipusok

alaptaptalajok
taptalajkiegészitdk WPM MS*
500 mgl™ kazein + [+ |- |- [+ [+ [- T-
100 mgl ™ aszkkorbinsav + - + R - n -
taptalajtipusok 1. 2. 3. 4. | 5. 6. 7. 8.

A stabil kallusz vonalakon, a hormonok mennyiségének, aranyanak és mindségének
megtartasaval és modositasaval probaltunk organo- és embriogenezist indukalni.

3.2 Szovettani vizsgalatok

A szdvettani vizsgalatokhoz 20 pm-es metszeteket készitettiink Leica Jung Histoslide 2000
mikrotom (Leica, Nussloch, Németorszag) felhasznalasaval. A metszést megeldzéen a
szovetdarabokat 16 oran keresztil fixaltuk 4 v/v % formaldehidet tartalmazd egyszeres
erdsségli foszfat pufferes sooldatban (tovabbiakban PBS), mely 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl,
10 mM Na,HPQ,4, 1,8 mM KH,PO,, 7,4-es pH-ju vizes oldata. Ezt kovetéen 3x5percig
mostuk 1xPBS-ben, majd a mintdkat 5 6rara 40 w/v % D-szachar6z tartalmu 1xPBS-be
helyeztiik a szoveti struktura jobb megoOrzésének érdekében. A metszéshez felhasznalt
szovetdarabokat fagyasztd6 médiumba (TBS, Durham, NC, USA) agyaztuk be, ami
polietilénoxid, polivinil alkohol és viz elegye. A fagyasztashoz szén-dioxidot alkalmaztunk.
A metszeteket PBS-ben gyijtottiik dssze (Beyer és mtsai. 2009). Ezt kdvetden a gyokércsiics
hosszmetszetek kromatin allomanyat Beyer és mtsai. (2009) altal kozolt és altalunk
modositott modszerek szerint lathatova tettiik. Ehhez a metszeteket 15 percig
permeabilizaltuk 0,5 v/v % Triton X-100-at tartalmazd 1xPBS-el, majd a 3x5 percig tartd
1xPBS-el torténd mosast kovetéen 1 6ran keresztiil jeldltik 5 pgml™ 4°,6’-diamidino-2-
fenilindollal (DAPI, Fluka, Buchs, Svéjc). A mikroszkopos vizsgalatokat Olympus Camedia
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4040 digitalis kameraval felszerelt Olympus Provis AX-70/A fluoreszcens mikroszkoppal
végeztik. A kromatin allomanyt 320-360 nm-es gerjesztd filterek segitségével vizsgaltuk
(Beyer és mtsai. 2009).

3.3 Az ozmotikus (Szarazsag) stressz kivaltasa

3.3.1 Felhasznalt névényi anyag:

Az ozmotikus stressz kezeléshez, az alabbi 6 stabil szovettenyészet vonal 3 hetes kalluszait
hasznaltuk fel, melyeknek a feltételezett szarazsagtiird képessége az elterjedési teriiletiik
okologia feltételei alapjan (Keresztesi 1967) csokkend sorrendben a kdvetkez6:

AT75: Quercus pubescens

B50: Quercus virgiliana

A211: Quercus virgiliana x Q polycarpa hibrid

D89: Quercus. petraea x Quercus pubescens hibrid
D137: Quercus dalechampi x Quercus petraea hibrid
A149: Quercus petraea

ook wnpE

3.3.2 Az ozmotikummal torténo kezelés

Az ozmotikummal torténd kezelést, folyékony WPM-ben oldott PEG 6000: 40 w/v%, 20
w/iv%, 10 wiv%, 5 wiv%, 0 w/v% -os sorozataval végeztik 24 oran keresztiil, folyamatos
100 rpm-es razatas mellett (Sharma és Dubey 2004, Lutts és mtsai. 2004, Aazami és mtsai.
2010). A Kkisérleteket rendszeresen ugyanabban a déleldtti idépontban (8:15-kor) kezdtiik
meg, hogy a sotét periddust kdvetden, a mintakat a kisérlet megkezdéséig minden esetben
azonos ideig érje a megvilagitais. A fény és homérséklet viszonyok megegyeztek a
szovettenyészetek fényen torténd nevelésénél emlitettekkel. Egy Packard-kiivettaba
egyszerre egy kalluszt helyeztiink. A tesztrendszerben 5 ml taptalajt hasznaltunk. Az
értekezésben Osszefoglalt eredményeink legalabb harom fiiggetlen kisérlet adataibol
szarmaznak.

3.4 Nedvestomeg-valtozas meghatarozasa

A kalluszok ozmotikus kezelés hatasara bekovetkezd folyadékveszteségének mértékét,
nedvestomeg-valtozas mérésével detektaltuk.

e A kalluszokat kiilon-kiilon folyékony WPM tapoldatban 60 percig razattuk 100 rpm-en
New Brunswick razégépen Packard-kiivettdban, majd 1000 rpm-en (5000 G fordulaton)
2 masodpercig centrifugiltuk (Janetzki K23, Engelsdorf, Németorszag), hogy
eltavolitsuk roluk a folyadékfelesleget. Ezt kdvetden analitikai mérlegen (AA-200DS,
Denver Instrument Company) 4 tizedes jegy pontossaggal lemértiik a nedves tomegiiket.
Ezutan a mintakat ozmotikus kezelésnek vetettiik ala. A kezelést kovetden, a
folyadékfelesleg eltavolitasat centrifugaval (Janetzki K23, Engelsdorf, Németorszag)
végeztiik 1000 rpm-en 2 masodpercig szobahémérsékleten, majd Gjra lemértiik a mintak
nedves tomegét analitikai mérlegen. A kalluszok szézalékos nedvestomeg valtozasanak

) . NTw—NTk
mértékét a kovetkezé formula alapjan szamiltuk ki: TXlOO ahol: NT, és NT, a

kallusznak a végs6é és kiindulasi nedves tomege. Az eredményeket a Sigma Plot 10.0
statisztikai és grafikai program alkalmazaséaval értékeltiik és abrazoltuk.
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3.5 Helyreallas (recovery) vizsgalata az ozmotikus stresszt kovetéen

A PEG kezelt kalluszokat kiilon-kiilén folyékony WPM tapoldatban 30 percig razattuk 100
rpm-en Packard-kiivettdban, hogy kimossuk bel6lik az ozmotikumot. Ezt kovetden a
kalluszokat visszahelyeztiik a fennntartd taptalajra, miutan a folyadék feleslegét steril
sziirépapirral felitattuk roluk, és nyomon kovettiik a viabilitasukat, vizsgalva az életképes
z6ld kalluszszovetek fennmaradasanak és novekedésének képességét. 30 nap elteltével a
kalluszokat ismét kiilon-kiilon folyékony WPM tapoldatban 30 percig razattuk 100 rpm-en
Packard-kiivettdban, majd 1000 rpm-en 2 masodpercig centrifugaltuk (Janetzki K23,
Engelsdorf, Németorszag), hogy eltavolitsuk roluk a folyadékfelesleget. Ezt kovetSen
analitikai pontossdggal lemértiik a nedves tomegiiket, amibdl meghataroztuk a szazalékos
illetve a relativ nedvestdmeg ndvekedés mértékét. A szazalékos nedvestomeg novekedés

NTv—NTk
mértékének kiszamitasdhoz felhasznalt formula: NT % = TXlOO ahol NT, és NTy a

kallusznak a végsé és kiindulasi nedves tomege (Maro6ti 1976).

Relativ nedvestomeg valtozast a kovetkezé formula segitségével szamitottuk ki:

NTkezelt

NTr:m ahol NT % kezelt, a kezelt kallusz (PEG 5 %, 10 %, 20 % vagy 40 %)

szazalékos nedvestomeg novekedése, mig a NT % kontroll, a kezeletlen kalluszok szazalékos
nedvestomeg ndvekedése.

A kisérleteket legalabb haromszor ismételtik meg, egymastol fiiggetlen, azonos
koriilmények kdzott tenyésztett azonos explantatum eredetii kalluszokkal. Az eredményeket
a Sigma Plot 10.0 program statisztikai és grafikai alkalmazasaval értékeltiik és abrazoltuk.

3.6 Enzimaktivitas vizsgalatok:
3.6.1 Novénykivonatok készitése

kezelt kalluszokbol 1:1 aranyban (ndvény nedves tomege : puffer térfogata) kivonatokat
készitettiink 100 mM KH,PO,/K,HPO, pH: 7,2, 8 mM MgCl,, 4 mM DL-dithiothreitol
(DTT) 1 viv % Triton X-100, 2 wiv % poli-vinil-pirrolidon (PVP) (Schwanz és Polle 1998,
Hernandez és mtsai. 1999, Racchi és mtsai. 2001, Dahai és mtsai. 2009, Akbulut és Cakir
2010, Baque és mtsai. 2010) tartalmu pufferrel. Az izolalds soran a ndvényi anyagot
eléhiitott dorzsmozsarakban +4°C-on kvarchomokkal és kivond pufferrel eldorzsoltiik. A
sejttartalom hatékonyabb feltarasdhoz az eldorzsolt mintakat folyékony nitrogénben hirtelen
lefagyasztottuk, majd ujra kiolvasztottuk. Ezt kdvetden +4°C-on lecentrifugaltuk (Biofuge
pico Kendro Laboratory, Németorszag) 2x30 percig 13000 rpm-en (15000 G fordulaton),
majd a feliiluszot felhasznalasig kis térfogatokban -80°C-on taroltuk. A kivonatok fehérje
tartalmat Bradford (1976) modszerével az oldatok 595 nm-en mérhetd fényelnyelése alapjan
SHIMADZU UV-1601 tipusi spektrofotométeren hataroztuk meg. A kalibralo sor
elkészitéséhez borju szérum albumint hasznaltunk.

3.6.2 Peroxidaz izoenzimek aktivitaisanak kimutatisa egydimenziés nativ
poliakrilamid-gélelektroforézissel

Peroxidaz enzimeket széles korben alkalmazott 7,5 %-0S nem-denaturald Laemmli-féle

poliakrilamid-gélen (Laemmli 1970) valasztottuk el. A moddszer 1ényege, hogy kimarad a

gélbdl, a futtatd, és a minta pufferb6l a natrium-dodecil-szulfat (tovabbiakban SDS).

Detergens hianyaban, a fehérjék mobilitdsat nemcsak a molekula tomeg hatarozza meg,
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hanem befolyasolja a fehérje toltése, hidrodinamikai mérete és konformacioja is, ezért ebben
az esetben a peroxidaz enzim valédi méretét nem lehet meghatarozni a savok helyzete
alapjan. A vizsgalt fehérjék savjat in situ enzimspecifikus festéssel tettiik lathatova (Hajosné
1999). Ennek soran az inkubalé folyadékhoz olyan szubsztratot és festéket adtunk, amely az
enzim reakcid végén lathatd fény tartomanyaban konnyen detektalhatd szines
festékkomplexet adott (Kerese 1975). A festési eljards soran, a peroxidazoknak azt a
tulajdonsagat hasznaltuk fel, hogy a H,0, redukalasa sordn H-donor vegyiileteket oxidalnak
(Lang 1994). Az enzim képes a guajakolt (2-metioxi-fenol), illetve a pirogallolt (1,2,3-
trihidroxibenzol) H-donorként felhasznalni. A reakcid soran, a szintelen guajakol oxidaciot
kovetdéen vorhenyes barna szinli tetraguajakolla polimerizalodik, mig a pirogallol barna
purpurogallinna alakul (Tauber 1953, Dunford és mtsai. 1982, Koduri és Tien 1995,
Yamasaki és mtsai. 1997, Allison és Schultz 2004, Dixit és mtsai. 2011, Ghadiri és mtsai.
2013).

A feliilrétegzo gél mintahelyeire 10 pg fehérjetartalmu kivonatmennyiségeket vittiink fel,
melyekhez SDS nélkiili mintapuffert adtunk, és 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltunk.
A mintakat nem forraltuk. Az elektroforézist 20-25 mA/gél aramerdsségli egyenarammal,
4°C-on sotétben hajtottuk végre. Az izoenzimek lathatova tételéhez a géleket (13x10x0,09
cm) kétféle eljarassal kezeltiik. A egyik eljaras soran a géleket 30-60 percig inkubaltuk 1
mM guajakolt, 10 mM H,0, 0t tartalmazé 100 mM pH: 5,1-es Na-acetat pufferrel. A masik
esetben a géleket 1 oran at inkubaltuk 50 mM pH: 7,5-6s K;HPO,/KH,PO, pufferben, majd
15-30 percig festettiik 20 mM pirogallolt, és 5 mM H,0O, ot tartalmaz6é 50 mM pH: 7,5-6s
K,HPO,/KH,PO, pufferben. A savokat lathatd fényen detektaltuk.

3.6.3 Az egyszali DNS-t hasité izoenzimek aktivitisanak kimutatasa egydimenzios
poliakrilamid-gélelektroforézissel
DN-az enzimek kimutatasahoz, a széles korben alkalmazott 10 %-0s Laemmli-féle
poliakrilamid-gélrendszert (Laemmli 1970) hasznaltuk fel. A moddszer 1ényege, hogy az
SDS-t tartalmazd poliakrilamid aktivitds gélekbe polimerizaljuk az enzimnek megfeleld
szubsztratot, és a futtatast, mosast és az enzimmiikodéshez alkalmas koriilmények (megfeleld
puffer, pH, hdmérséklet, idotartam) kdzott torténd inkubalast kovetden, a szubsztratot hasitd
fehérjék savjat negativ festési eljarassal tehetjiik lathatova, melynek soran olyan festéket
alkalmazunk, ami a szubsztrathoz k6tédik (Stein és Hansen 1999, M-Hamvas és mtsai. 2003,
Jambrik és mtsai. 2011). Az egyfonald DNS-t hasitd fehérjék kimutatasahoz szimpla szala
csike vér DNS-t (végee. 15-17 pg ml™) polimerizaltunk szubsztratként a gélekbe
(13x10x0,15 cm) (Laemmli 1970, M-Hamvas és mtsai. 2003). Az egyfonalu DNS-t, csirke
vér DNS denaturalasaval (10 perc forralas utan hirtelen, jégben torténd lehiités) allitottuk el6.

A feliilrétegz6 gél mintahelyeire 20 pg fehérjetartalmt kivonatmennyiségeket vittiink
fel, melyekhez 2 viv. % SDS-t tartalmaz6 mintapuffert adtunk, és 10 percig
szobahémérsékleten inkubaltunk. A mintdkat nem forraltuk. A mintakkal parhuzamosan a
relativ molekulatomeg meghatarozasokhoz markert is futtattunk. Az elektroforézist 20-25
mA/gél aramerdsségli egyenarammal, +4°C-on sotétben hajtottuk végre. Hogy elkeriiljiik a
molekulatdomeg marker fehérjék degradalodasat, az elektroforézist kovetden, a markert
tartalmazo gélcsikokat azonnal levagtuk, és Meyer és Lamberts eljarasa alapjan Coomassie
Blue R250-nel megfestettiik (Meyer 1965). A festék elektrosztatikus és van der Waals-ervel
kotodik a fehérjékhez (Kerese 1975).

Az enzimeket tartalmazd gélrészt, steril bidesztillalt vizzel (5 perc), 10 mM pH: 6,8-as
Tris-HCI (2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propandiol) pufferrel (30 perc), 20 v/iv %-0s
izopropanolt tartalmazé 10 mM pH: 6,8-as Tris-HCI pufferrel (2x10 perc) és ujra 10 mM pH:
6,8-as Tris-HCI pufferrel (20perc) mostuk. Ezaltal eltavolitottuk az SDS-t és lehetvé tettiik
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az enzimek renaturalodasat. A géleket ezt kovetben friss pH: 6,8-as Tris-HCI pufferben
39°C-on, egy éjszakan at (14 oOra) inkubaltuk. A DN-az géleken -etidium-bromidos
(0.5 pgml™) festést (Gersten és Gabriel 1992) alkalmaztunk. A gélbe polimerizalt DNS
narancsvords fluoreszcenciat mutatott 254 nm hulldmhosszi UV fényen, mig a DNS-t
emészto enzimek savjai sotétek maradtak, nem fluoreszkaltak.

3.6.4 A poliakrilamid gélek kiértékelése

A poliakrilamid gélek enzimsavjainak (,band”’-ek) intenzitdsit CpAtlas® program
felhasznalasaval hataroztuk meg, mig az SDS tartalmu géleken detektalt ,band”-ek relativ
molekulatdmegét UVI-TEC® program segitségével allapitottuk meg. A sédvintenzitidsok
meghatarozasanal minden mintanal ugyanaz az egy savot vettik figyelembe. Legalabb
harom, egymastol fiiggetlen kisérlet géljeit elemeztiik. Az eredményeket a Sigma Plot 10.0
program statisztikai és grafikai alkalmazasaval értékeltiik és abrazoltuk. Az eltérd szind
oszlopok a kiilonb6z6 tolgygenotipusok kalluszainal vizsgalt tulajdonsag valtozasok
kozépértékei. A savok a szorast jelolik. A csillagok a szignifikans eltérést jelolik a kiilonb6z6
kalluszvonalak kozotti szignifikans kiilonbségeket mutatjdk ugyanannal a PEG 6000
kezelésnél. A szignifikans kiilonbségek p < 0,05(Jambrik 2011).

4  Eredmények és megbeszélésiik

4.1  Szovettenyésztés

4.1.1 Szovettenyésztési eljarasok fejlesztése Crocus heuffelianus felhasznalasaval
Eletképes, hosszatavon fenntarthatdo embriogén kalluszkulturdk —indukcidjahoz a
hagymagumobol kipreparalt hajtascsucs é€s a steril magvakbol fejlodo csirandvény bizonyult
a legalkalmasabb explantaitumnak. Az axenikus koriilmények kozott tartott magok nagyon
kis hanyada, 1/10-e volt csirazoképes. A magok csirdzasa 2-12 hoénapos intervallumban
kovetkezett be. Az explantatumokon 30-60 napos nevelést kovetden jelentek meg az elsd
generacios kalluszok. A kallusz indukcié és fenntartds a 10 mgl?  a-naftil-ecetsav
(tovabbiakban NAA) és 1 mgl™ BA hormon-sszetételii, 2 w/v % szacharézt tartalmazo 0,8
w/v % agarral szilarditott MS* taptalajon volt a leghatékonyabb (5. b., c. abra). Ezen a
taptalajon a kalluszok fejlédése a globularis stadiumi embriok megjelenéséig tartott (5. j., j .
abra). Ilyen magas auxin koncentraciot a Crocus sativus maghaz explantatumanak esetében a
hajtasregeneralas indukcjahoz hasznaltak (Bhagyalakshmi 1999).

Az embriogenezis és a novényregeneralas eléréséhez szamos tenyésztési koriilményt
probaltunk ki, az 5. tablazat azokat az egy vagy tobblépéses stratégiakat foglalja Ossze,
amelyekkel kiilonféle morfogén valaszokat sikeriilt kivaltanunk.

Az els6 stratégia a magas hormonkoncentraciokkal és a nagy auxin arannyal a
kalluszvonalak fenntartasra alkalmas. A masodik stratégia esetében a hormonkoncentracidk
lecsokkentése €s ezt kovetden a citokinin auxin aranyanak novelése mely a legtobb esetben
hajtasfejlédéshez vezet (Dodds és Roberts 1986) a C. heuffelianus esetében is sziikséges vollt,
de csak szomatikus embriogenezishez volt elegendd. A szervkezdemények tovabb
1997, Lee és mtsai. 2001, Karamian 2004).

A 111.-V. eljaras soran, amikor az embriogén kalluszokat kdzvetleniil hormonmentes
taptalajra helyeztiik, a kalluszokon gyokerek jelentek meg. Szintén a gydkérkezdemény
fejlédése dominalt a szomatikus embridkon, amikor egyszerre vagy két 1épésben,
lecsokkentettiik a hormonok mennyiségét, megforditottuk az auxin /citokinin aranyt, a
szachar6z mennyiségét 1 w/v %-ra a taptalaj erGsségét pedig ¥4 -re csokkentettiik (5. c. abra).
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Ezek a stratégiak mas Crocus fajok esetében (C. sativus, C. cancellatus, C. pallasii)
hajtasfejlodéshez vezetettek (Plessner és Ziv 1999, Karamian és Ebrahimzadeh 2001,
Karamian 2007, Ray és Bhattacharya 2008).

A megfigyelésekre alapozva fejlesztettik ki a ndvényregenerdlasra alkalmas harom
1épésbdl allo VI. modszert, melynek soran elészor lecskkentettiik a hormonok mennyiségét,
mikozben megforditottuk a hormonardnyokat (néveltik a citokinin/auxin aranyt), ezt
kovetden lecsokkentettiik a taptalaj er0sségét és a szacharéz mennyiségét, aminek hatasara a
globularis stadiumu embriok (5. j., j’. dbra) bipolaris embriokka differencialédnak (5. k., I.
abra). A Crocus genusban ¢s szamos egyszikiinél, a szomatikus embriogenezis nagyon
hasonl6 a zigotikus embriogenezishez (Chichiricco’ 1989, Sage és mtsai. 2000). A Crocus
heuffelianus bipolaris embridjanak fejlédése eltér a C.sativusétol, mert a Crocus sativus
esetében monopolaris embriok jonnek létre eldszor, és a tipikus bipolaris struktura csak
kés6bbi stadiumnal jelenik meg (Blazquez és mtsai. 2009). Végiil amikor citokinin
mennyiségét 0,5 mgl™-rél 2 mgl™ -re noveltiik, és a taptalajt 25 mgl™? GAs-al és 100 mgl™
aszkorbinsavval egészitettiik ki, az érett szomatikus embridk ndvénnyé differencialodtak (5.
g., h. dbra). Ezen a taptalajon 65 nap elteltével a képzddd ndvényen a hajtasok mérete elérte
a 20,7+ 1.8 mm-t, a 14 hétre pedig kifejlodott a ndvényen a hagymagumo is.
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5. tablazat: A taptalaj erésségének és hormon osszetételének hatisa a C.heuffelianus embriogén kalluszainak fejlédésére. Az sszes tenyésztési stratégia esetében a

kiindulasi embriogén kallusz 10 mgl™ NAA és 1 mgl™ BA tartalmi MS* taptalajrél szairmazik.

Stratégia | Lépések 51)1(112113?; saituirt?(ikulum Taptalaj ?n?éﬂ()m Morfogén valasz
I 1 hajtds cstes MS* 10NAA 1BA embriogén kallusz
sebzett embrid
I 1. embriogén kallus; MS* 0,5NAA 0,05BA szomatikgs embrio
) 2. szomatikus embrio MS* 0,05NAA 0,5BA érett embrid

1. 1. embriogén kallusz MS* nincs gyokeér

V. 1. embriogén kallusz MS* 0,5NAA 0,05BA szomatikus embrio
2. szomatikus embrid V2 MS* +1 % suc | 0,06NAA 0,5BA érett embrio, gyokér

V. 1. szomatikus embrio Ve MS* +1 % suc | 0,06NAA 0,5BA érett embrio, gyokér
1. embriogén kallusz MS* 0,05NAA 0,5BA szomatikus embrio

VI. 2. szomatikus embrio Ve MS* +1 % suc | 0,06NAA 0,5BA érett embrid
3. érett embrio YaMS* +1 % suc | 0,05NAA 2BA névény
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5. abra: Embriogén kalluszok indukcidja, embrioegnezis és novényregeneralas a Crocus heuffelianus
esetében. A jelmagyarazat a kovetkezé oldalon talalhato.
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a.) A szovettenyészet beinditdsahoz kiprébalt explantitumok. b.) A hajtascsiics explantitumon megjelend
Kkallusz a 10. héten MS*tiptalajon 10 mgl™ NAA és 1 mgl” BA jelenlétében c.) Globularis stadiumii embriokat
tartalmazé kallusz MS*tiptalajon 10 mgl™ NAA és 1 mgl™ BA jelenlétében. d.)-0) A Crocus heuffelianus
embriogenezisének és novényregeneraliasinak morfologidja és szévettana. d.) Embriégén kallusz 1 %
szacharéz tartalmii % MS*taptalajon 0.05 mgl® NAA és 0.5 mgl™ BA jelenlétében. A kiilonbozé fejlodési
staidiumi szomatikus embriokat a nyilak jelolik. e.) A (d) dbrian bemutatott kalluszon Kkifejlodott érett
szomatikus embrié. f.) % MS*tiptalajon 0.05 mgl™ NAA , 0,5 mgl™ BA jelenllétében nevelt kallusz, melyen a
gyokérkezdemények (gyk) fejlédése erételjesebb, mint a hajtaskezdeményeké (hk). g.) és h.) Szomatikus
embriobél kifejlédé novény a 6. (g) és 9. (h) héten 1 w/v % szacharéz tartalmi % MS*taptalajon 0.05 mgl”
NAA , 2 mgl™ BA és 25 mgl? GA; jelenlétében. i.) Hagymaképzidés a szomatikus embriobél kifejlédo
novanyen 1 W/v % szacharéz tartalmia % MS*tiptalajon 0.05 mgl™ NAA, 2 mgl™ BA és 25 mgl™ GA;
jelenlétében a 14. héten j.) Az MS*taptalajon 10 mgl” NAA és 1 mgl” BA jelenlétében novekedd kalluszon
képz6doé gomb stidiumi embriéo kék szinii DAPI festett DNS allomanya. j°.) Gomb stadiumid embrio
fénymikroszkopos képe. k.) Torpedé stadiumi embrié 1 % szacharéz tartalmi % MS*taptalajon 0.05 mgl™
NAA és 0.5 mgl™ BA jelenlétében a 30. napon. 1) A torpedé stidiumii embrion elkiiloniilé sziklevél (sz) és
hajtaskezdemény (hk) a 40. napon. m.) A z (1) Abran lithaté embrio sziklevelében differencialédo szallito
elemek. m’.) Az (l) abran lathaté embrié sziklevelében differencialédé szallité elemek (nyil) masodlagos
sejtfalvastagodasanak  autofluoreszcencidja és a sejtmag hidnya. Kék szinnel lathaté a szomszédos
merisztéma sejt DAPI festett sejtmagja (nyilhegy). n.) Fejlett embrié gyokocskéjének keresztmetszeti képe,
melyen megfigyelheté a sztéle inicialis (szi) és a kéreg inicialis (ki) elhelyezkedése. 0.) Fejlett szomatikus
embrié gyokocskéjének hosszmetszeti képe. Skala: b-i 4 mm ; j-I 1 mm; m, m’ 60 pm; n, 0 200 pm

27



4.1.2 Hantolt Quercus robur makkok steril koriilmények kozott torténd csiraztatasa,
és stabil kallusz-vonalak létrehozasa

A Crocus heuffelianus magoktol eltéréen, a Quercus robur makkok csirazasa hamar, mar az
els6 hetet kovetben megvalosult, hasonléan a Q. leucotrichophora és Q. glauca steril
koriilmények ko6zott, 3 w/v % szachar6z tartalmu agaros vizes taptalajon inkubalt hantolt
makkjaihoz (Purohit és mtsai. 2002). Kisérletiinkben a hantolt makkok csirdzasa
fiiggetlennek bizonyult a tdptalaj mikro- és makroelem tartalmatél, mindegyik taptalaj-
kombinacion bekovetkezett. A gibberellint tartalmazo taptalajokon fejlédé csirandvények
hajtasai megnytltak, mely a gibberellin megnyulasos ndvekedést serkentd hatasara vezethetd
vissza (Gaspar és mtsai. 1996). A névények exogén gibberellinre adott valaszreakcioi fajtol
fiiggbek. Bar szamos fajnal - mint amilyen a zeller, rebarbara, bab — emlitik, hogy a
gibberellin serkenti a levelek novekedését (Wittwer és Bukovac 1958), az Agave és Stephelia
esetében azonban a gibberellin levélnovekedést gatlo hatasara is talalunk példat (Nickell és
Tulecke 1959). A Quercus robur levélnovekedését szintén korlatozta a hormon, mert
gibberellin jelenlétében fejlodd csirandvény levelei kisebbek lettek, mit a kontroll esetében.
A gibberellin az esetek tobbségében alacsony koncentracidban nincs hatassal a gyokerekre,
nagyobb koncentracioban viszont szamos fajnal (Pisum sativum, Phaseolus vulgaris,
Cucumis sativus, Fagopyrum esculentum, Pisum sativum, Zea mays) hatarozottan gatolja a
Quercus robur esetében is a gyokerek elsotétedéséhez vezetett. A gyokerek elhalasa annal
hamarabb kovetkezett be, minél magasabb koncentracioban volt jelen a GAj3 a taptalajban. A
szovetek Osszhormon koncentracidja, kiilondsen az auxin tartalma jelents hatdssal van az
adott szovet gibberellinnel szembeni érzékenységére, ezért hathat a gibberellin kezelés
kiilonboz6é modon az eltéré novényi szervekre és szovetekre (Nickell és Tulecke 1959).
Ennek kovetkeztében lehetséges, hogy mig a GAz a Quercus robur csiranévényben a szartag
megnyulasat serkentette, a levelek és gyokerek novekedését korlatozta. Altalaban a
gibberellinek elésegitik a merisztéma sejtekbdl kialakitott szervek novekedését és fejlodését,
gatoljak a merisztemoidok inicidcidjat (Gaspar és mtsai. 1996). Ennek ellenére néhany fas
szarG haszonnovénynél (Euonymus sp., Forsythia sp., Phellodendron sp.) a
gibberellinkezelés ndoduszszam gyarapodast valtott ki (Wittwer és Bukovac 1958). A
Quercus makkok csirazasakor is tobb hajtas megjelenését tapasztaltuk 25 mgl? GA;
jelenlétében.

Még egy genotipuson belill is, a kiilonb6z6 szervekbdl szarmazod explantatumok eltérd
hormon-Gsszetételii taptalajt igényelnek ahhoz, hogy differencialatlan sejttomeg képzédjon
rajtuk. Ezt arra vezetik vissza, hogy a kiillonféle szovetekben, a valaszreakcidért felelGs
endogén Osszhormon-koncentracio eltéré (Kamada és Harada 1981, Rajasekaran és mtsai.
1987, Bhaskaran és Smith 1990, Etienne és mtsai. 1993). Kisérletiinkben is, a Quercus robur
csirazd embridjanak kiilonb6z6 részein jelentek meg az elsé generacios kalluszok, attol
fiiggden, milyen volt a taptalaj hormondsszetétele. A kalluszképzd és fenntartd kisérletek
eredményeit az 6. tablazat foglalja 6ssze. A Quercus rubra sziklevelein citokinin hianyaban
¢és kevés auxin jelenlétében kovetkezett be a kalluszképzddés (Vengadesan és Pijut 2009).
Wilhelm és mtsai. (2004) is nagyobb aranyban alkalmaztdk az auxin hatasu hormont a
feldarabolt Quercus robur makkok kalluszosodasanak —beinditasihoz, mig a
gyokércsucsoknal az auxin és citokinin hatasi hormonok kozel azonos aranya vezetett
embriogén kalluszok keletkezéséhez (Zegzouti és mtsai. 2001). A mi kisérleteinkben
azonban, az eddigi tapasztalatokkal ellentétben a Quercus robur sziklevelén citokinin talsuly
esetén jelentek meg kalluszok (6. b. abra, 6. tiblazat). A Wilhelm és mtsai. (2004)
makkjainal hasznalt nagy aranyu auxint tartalmazé 4 mgl™D és 0,1 mgl™ BA kombinaci6 a
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mi esetiinkben a csirandvény gyokércsucsanal eredményezett elsé generacios kalluszokat (6.
tablazat, 6. a. abra). Szamos Quercus szovettenyésztéssel kapcsolatos tanulmanyban
szamoltak be arrdl, hogy a BA és a GAj jelenléte és az auxin hidnya az inokulumokon
hajtassokszorozodashoz vezetett (Civinova és Sladky 1990, Racchi és mtsai. 2001, Purohit
és mtsai. 2002, San- Vieitez és mtsai. 2009, José ¢és mtsai. 2010), illetve eldsegitette az
embrioképzodést és az embriok hajtdsdnak a kifejlodését (Gingas 1991, Jorgensen 1993,
Wilhelm és mtsai. 2004, Vengadesan és Pijut 2009). A mi esetiinkben azonban, auxin
hianydban és citokinin jelenlétében a hajtassokszorozodas helyett, a csiranovény
sziklevelének proximalis része kalluszosodott el (6. tdblazat). Auxin hianyaban a BA illetve
GA; jelenléte pedig csak arra volt elegendd, hogy a stabilizalodott sziklevél eredetl
kalluszokon, olyan szervkezdemények képzddését valtsa ki (6. c. abra), melyeket hosszabb
tavon nem tudtunk fenntartani. Mivel a gibberellinek modosithatjak az endogén auxin
haztartast, elésegitve ezzel a hajtasképzodést (Gaspar és mtsai. 1996), a kalluszokon
megjelend elporladd képletek feltehetéen hajtaskezdemények lehettek.

6. tablazat: A Quercus robur kallusz eléallitasahoz sziikséges explantitumok, novekedés szabalyozé anyagok,
a kallusz megjelenésének atlagos idotartama, és a szovettenyészet fenntartisira alkalmas
hormonkombinaciék.

. - Kallusz
Kallusz indukald . ox .
. . . megjelenésének | Kallusz fenntartd
Explantatum taptalaj ) intalai -1
(mgl) atlagos taptalaj (mgl™)
id6pontja ( hét)

e i i 4 NAA 0,5BA
csirandvény gyokere 1D 0,1BA 6 hét 4 NAA 1 BA
sziklevél

- i 4 NAA 0,5BA
i o 05 NAABA
sziklevél 0,05 NAA 2 BA 29 hét '

6. abra: kallusz indukcio és fenntartas Quercus robur embriérészekbdl. a.) A Quercus robur csirdzasnak
indulé embrié gyokerein képzidé elsé generacios kalluszok a 6. héten, MS*taptalajon 1 mgl™ D és 0,1 mgl™
BA jelenlétében. b.) Quercus robur sziklevél explantatumbél szarmazé kallusza 100 mgl™ aszkorbinsavat
tartalmazé WPM alaptaptalajon, 2 mgl™ BA és 0,05 mgl™ NAA jelenlétében. c.) Quercus robur sziklevél
explantitumbél szirmazé kalluszan fejlédé szervkezdemények 100 mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM
alaptaptalajon 4 mgl™ BA és 5 mgl™ GA; jelenlétében. Skala: 5 mm

4.1.3 Stabil kalluszok eldallitasa a Lepidobalanus alnemzetség taxonjainak fiatal
leveleib6l és barkaibél nyert explantitumokbél

12 4j stabil kalluszvonalat sikeriilt létrehoznunk a sikfokuti cseres-tolgyes erd6allomanyban

eléforduld fehér tolgy taxonok leveleibél illetve a Quercus petraea és Quercus polycarpa

barkaibol (7. abra). A 7. tdblazatban részletesen megtekinthetdek a kisérletekben alkalmazott

taxonok, a beldliikk szdrmazd explantatumok, a kallusz-indukcidhoz ¢és fenntartashoz
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legalkalmasabb novekedést szabalyozé anyagok kombinacioi, és az elsdgeneracios kalluszok
megjelenéséhez sziikséges idGtartam.

A tolgyek és egyéb mas novények pl. Strelitzia reginae, Pinus sylvestris, Phoenix
dactylifera szovettenyésztésekor gyakran szamoltak be olyan vegyiiletek megjelenésérol,
melyek sotétre szinezték a taptalajokat és a szdveteket, csokkentve ezzel a tenyészetek
aktivitasat, novekedési ratajat (Romano és Martins-Loucao 1992, Laukkanen és mtsai. 1999,
Pintos és mtsai. 2007, North és mtsai. 2012). Ilyen vegyiiletek a mi esetiinkben is
nehezitették a tenyészeteink fenntartasat. Ezek a sotétedésért felelds, taptalajba is beszivargd
anyagok feltehetéen polifenolos vegyiiletek, hexahidroxi-difenolok, tanninok lehetnek,
melyek fenoloxidazok hatasara barnulnak meg. A tdlgy explantatumok, levelek, barkak,
szallito elemek nagymértékben halmoznak fel fenolos vegyiileteket, ezért a beldlikk szarmazo
kallusz- és hajtaskultirdk is gyakran rendelkeznek ezzel a képességgel, s6t az esetek
tobbségében ezek a vegyiiletek nagyobb koncentracidban lehetnek jelen a kalluszokban, mint
mas novényi szervekben (Krajci és Gross 1986, Scalbert és mtsai. 1988 , Romano és
Martins-Loucao 1992, Bajaj 1993, 1996, Tanaka és mtsai. 1995). A barnulasi folyamatokat
kiilonféleképpen probaltak csokkenteni. A datolyapalma, borsfajok és papagajvirag
szovettenyészeteiben az aktiv szén vezetett eredményhez (Sharma és mtsai. 1980,
Madhusudhanan €s Rahiman 2000). A mi esetiinkben azonban ez a mddszer nem vezetett
eredményre. PVP jelenléte csokkentette a szovetek fenolos vegyiileteinek a kibocsatasat az
aloévera, nyir €és a papagajvirdg tenyészetekben (Christiansen és Fonnesbech 1975, Roy és
Sarkar 1991, Vaario és mtsai. 1995, North és mtsai. 2012). Téth és mtsai. (1994) Quercus
robur tenyészeteiben az aszkorbinsavas kezelés volt a leghatékonyabb megoldas a barnuléas
megelézésére, és a mi esetinkben is kisebb mértékben sotétedett el a 100 mgl™t
aszkorbinsavat tartalmazo taptalaj. A Quercus suber tenyészetekben egyik modszernek sem
volt szamottevd hatdsa (Romano és Martins-Loucao 1992). Az explantatumok friss vagasi
feliileteinek a taptalajba szivargd fenolos vegyiileteitdl gy védték meg az inokulumokat
Heile-Sudholt és mtsai.-hoz (1986) hasonléan hogy, a kultira beinditasat kdvetéen 48 oran
beliil friss taptalajra helyezték at a szoveteket. Ez a tenyésztési modszer azonban nem
takarékos, nagyon id6- és anyagigényes. Bhat és Chandel (1991) ugy korlatozta a barnulas
folyamatat, hogy a vagasi feliileteket paraffinnal bevonva megakadalyozta a fenolos
vegyliletek taptalajba diffundalasat. A mi esetiinkben is a tenyészetek és a taptalaj
elsotétedését, a termelddd vegyliletek taptalajba szivargasanak korlatozasaval tudtuk
mérsékelni a leghatékonyabban, azaltal hogy atoltas soran ugy helyeztiik el a kalluszokat,
hogy magakadalyozzuk a taptalaj és a vagott feliilet érintkezését.

A tolgyeknél alaptaptalajként a leglelterjedtebben az MS-t alkalmazzak (pl. Cuenca és
mtsai. 1999, Gingas 1991, Vengadesan és Pijut 2009), ami a Crocus fajok
mikroszaporitasara is bevalt (Karamian és Ebrahimzadeh 2001, Karamian 2007, Demeter és
mtsai. 2010), a Quercus robur tenyészetek esetében azonban a WPM (Racchi és mtsai.
2001), a GD (San-José és mtsai. 2010) és a P24 (Wilhelm és mtsai. 2004) taptalajok is
kozkedveltek. A WPM és MS alaptaptalaj, a benniik megtalalhat6é ionok mindségében csak
annyiban tér el egymastol, hogy mig az MS-ben talalhatéak jodid ionok, addig a WPM-ben
nem. A két taptalaj kozotti kiilonbség, foként a makroelemek mennyiségében mutatkozik
meg. Kevesebb nitrat- és kalciumion talalhatd a WPM taptalajban, mint az MS-ben
(Murashige és Skoog 1965, Lloyd és McCown 1981). Bar a Quercus tenyészeteink mindkét
alaptaptalajon fenntarthatéak voltak, MS-en a soététedés intenzivebb volt. A barnulast
feltehetden kis mértékben befolyasolta az alaptaptalajokban jelenlévo ionok mennyisége is.

A sejtburjanzas kivaltasdhoz és stabilizalasdhoz, a Crocus heuffelianus esetében
tapasztaltakhoz hasonloan auxin és citokinin hatiasti hormonok jelenlétére egyarant sziikség
volt (7. tablazat). A legaltalanosabban hasznalt auxin tipusti hormonok koziil a 2,4 —diklor-
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fenoxi-ecetsavat (a tovabbiakban 2,4-D) altalaban kalluszindukciohoz, a NAA-at, |IAA-at
embrio- és organogenezishez, az IBA-t pedig f6ként gyokérregeneralashoz hasznaljak
(Gaspar ¢és mtsai. 1996). Tobb irodalomban is emlitették mar, hogy a 2,4-D a taptalajokban,
hosszabb id6 elteltével szomaklonalis variabilitast, tetraploidia 1étrejottét, mikroszatellit
instabilitdst eredményezett, melynek hatdsdra a kalluszok elvesztették morfogén
tulajdonsdgaikat (Endemann és mtsai. 2001, Sanchez és mtsai. 2003 Wilhelm és mtsai.
2004). Valdsziniileg erre vezethetd vissza a tolgy kalluszaink elnyalkasodasa és elpusztulasa,
amikor az NAA-at 2,4-D-al helyettesitettiik. Koztudott az is, hogy az auxin hatasti hormonok
nagyobb koncentracidban gyomirtd szerek. A letalis koncentracio fajspecifikus (Grossmann
és mtsai. 2001, Wong 2000). Mig a Crocus heuffelianus szovettenyészeteinek a
fenntartasdhoz 10 mgl™ NAA sziikséges, addig a fehér tolgyek esetében ez a mennyiség
mar letalis koncentracionak bizonyult, ami a kalluszok elfeketedésében és pusztulasaban
nyilvanult meg.

A szakirodalom alapjan kiprobalt szimos hormonkombinacié koziil, altalanossagban a 2-
4 mgl* NAA és 0.5-1 mgl™ BA volt a legeredményesebb (7. tablazat, 7. abra), melyet A
Quercus robur szovettenyésztésével foglalkozdé Cuenca és mtsai. (1999), Toribio és mtsai.
(2004) illetve San-José és mtsai. (2010) is sikerrel alkalmaztak riigyekbdl kipattano levél
explantatumok kalluszindukcidjahoz.

A barkdk kalluszindukci6jahoz Gingas (1991) és Jorgensen (1993) auxin hatast
hormonként 2,4-D-t hasznalt fel. Mig Gingas (1991) a Q. bicolor barkakon auxin/citokinin
1:1 aranyu elegyével valtott ki sejtburjanzast, addig Jorgensen (1993) a Quercus petraea
porzoin tag hormonaranyok kozott (0,1-5 mgl™ D és 0,1-5 mgl™ BA) produkalt kalluszokat.
Mi a tenyészeteinkben 2,4-D helyett NAA-at hasznaltunk, és az altalunk alkalmazott
hormonaranyok a Jorgensen (1993) altal is alkalmazott hormonaranyokhoz illeszkedtek (7.
tablazat). Jorgensen (1993) Quercus petraea porzéd eredetii tenyészetei haploid és diploid
kalluszokat is tartalmaztak egyarant. Mindkét tipust kallusz embriogénnek bizonyult, és
alkalmas volt a ndvényregeneralasra. A mi esetiinkben is kétféle megjelenési kalluszvonal
jott 1étre a Quercus petraea barkakbol. Az egyik vilagossarga, torékeny, szervkezdemények
és embriok létrehozasara alkalmatlan (barka/l), mig a masik kompaktabb, ¢élénkzold,
embrio- és organogenezisre hajlamos (barka/2) vonal volt. Lehetséges, hogy a barka és a
fiatal levél eredetii kalluszok (7. e., f. abra) eltér6 morfologidja a sejtek kiillonbozo
kromoszdémaszamabol adodik. Tobb kdzleményben szamoltak be arrdl, hogy egy tenyészet
huzamosabb ideig torténd fenntartasa soran, megjelentek olyan kallusz tomegek is, melyek a
tenyésztési koriilmények kdvetkeztében elveszitették morfogén képességiiket (Endemann és
mtsai. 2001, Sanchez és mtsai. 2003, Wilhelm és mtsai. 2004). A mi esetiinkben, az A149-es
barka eredetli tenyészetekben, mar az els6 generacidés kalluszoknal mutatkoztak a
morfologiai kiilonbségek, €s a mutagén hatasi hormonok alkalmazasat is elkeriiltiik az
indukcié és fenntartds soran, ezért az eltérések nem feltétleniil vezethetéek vissza a
kedvezétlen tenyésztési koriilményekre. Ezért tovabbi kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy fel
tudjuk tarni a barka eredeti kalluszok eltér6 megjelenésének az  okait.
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7. tablazat: A tolgy kallusz eléallitisahoz sziikséges explantitumok, novekedés szabdlyozé anyagok, a kallusz megjelenésének atlagos id6tartama, és a szovettenyészet

fenntartisara alkalmas hormonkombinsciék a 100 mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM alaptaptalajban.

Taxon . Kallusz indukalé taptalaj Kallusz meg) elf_:nesenek Kallusz fenntart6d
1 Explantatum 1 atlagos idépontja . . 1
kodja (mgl™) (hét) taptalaj (mgl™)
4 NAA0,5BA
4 NAA 1BA
AL49 | levél N o> BA e 4NAA 25 BA
2NAAO05BA
2NAA1BA
0,5NAA 4 BA
Al49 barka/l 0.5NAA 4 BA 15 4 NAA0,5BA
2NAA1BA
0,5NAA 4 BA
4 NAAO0,5BA
0,5 NAA 4 BA 4 NAA 1 BA
Al149 | barka/2 15 4 NAA 25 BA
2NAAO05BA
2NAA1BA
A71 levél 4 NAA 0,5 BA 34 4 NAA 0,5 BA
eve 2 NAA 05 BA 27 2 NAA 0,5 BA
4 NAA 0,5 BA
levél 4 NAA 0,5 BA 12 4NAATBA
AT5 4 NAA 25 BA 16 4 NAA 2,5BA
' 2NAAO0,5BA
2NAA1BA
4 NAA1BA 8 4NAA25BA
4 NAA 0,5 BA
B} 4 NAA 0,5BA 15
D89 levél 4NAA1BA
4 NAA 0,1 BA 10
2NAAO0,5BA 15 2NAA05 BA
' 2NAA1BA
A85 levél 4 NAA 2,5 BA 23 4 NAA 2,5 BA
. 4 NAA 0,5 BA 5 4NAA05 BA
B50 levél 4 NAA 1 BA 7 4 NAA1BA
2 NAA 0,5 BA
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Kallusz megjelenésének

Taxon Explantitum Kallusz indukal6 taptalaj atlacos idépontia Kallusz fenntartd
kodja plantatum | - -1y (hégos opont) taptalaj (mgl™)
4NAA 2,5 BA 8 4 NAA 0,5 BA
4NAA1BA 12 4NAA1BA
A211 | levél 4NAA0,5 BA 15 4 NAA 2,5 BA
4NAA0,1 BA 11 2 NAA 0,5 BA
2 NAA1BA
10 NAA 2,3 BA 6
4NAA1BA 8
4 NAA 0,5 BA 7 4NAA1BA
0137 | 1ovel 4NAAO0,1 BA 2 4 NAA0,5 BA
2 NAA 2 BA 1 2 NAA 0,5 BA
2 NAA 0,5 BA 27 2NAA1BA
2NAA1BA 14
0,5 NAA 4 BA 2
4NAA 2,5 BA
4 NAA0,5 BA
C211 | level PV i'gABA ;3 4NAA1BA
2 NAA 0,5 BA
2NAA1BA
4NAA 25 BA
4NAA 2,5 BA 12 4NAA 0,5 BA
C211 | barka 2 NAA 0,5 BA 27 2NAA1BA
2NAA 0,5 BA
4 NAAOS BA 4 NAA 2,5 BA
4 NAA 1 BA 17 4 NAA0,5 BA
€102 | levél 4 NAA 25 BA 26 4NAA1BA
' 14 2 NAA 0,5 BA
2NAA1BA
4 NAA 2,5 BA 15 4NAADS BA
4NAA1BA
. 4NAA1BA 10
K28 | levél 4 NAA 2,5 BA
4NAA 0,5 BA 13
4NAAO,1 BA 11 2NAAQ,5 BA
' 2 NAA 1 BA

33




7. abra: Kallusz indukcié és fenntartis 100 mgl™ aszkorinsavat tartalmazé WPM alaptaptalajon auxin és
citokinin hatasi hormonok jelenlétében. Jelmagyarazat a kovetkezo oldalon talalhato.
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a.) Sikfékuti fehér tolgy taxonok genotipusokbdl szarmazé szovettenyészet beinditasahoz hasznalt- fiatal levél
explantatumok. b.) Fiatal barka explantatumok. c.) A Sikfékiit teriiletérél szarmazo Quercus explantatumok
elsé reakcidéja a kalluszosodast megel6zd szovetduzzadas. d.) Elsé generacios kalluszok megjelenése a 10.
héten. e.) A149 (Q. petraea) barka explantatumbél szirmazé nem embriogén kallusz 4 mgl™ BA és 0,5 mgl™”
NAA jelenlétében. f.) A149 (Q. petraea) barka explantatumbél szairmazé embriogén kallusz 4 mgl” BA és 0,5
mgl™ NAA jelenlétében. g.) A149 (Q. petraea) levél explantitumbél szirmazé kallusz 4 mgl™ NAA és 0,5 mgl™
BA jelenlétében. h.) A71 (Q. petraea) levél explantaitumbél szirmazé kallusz 4 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA
jelenlétében. i.) A75 (Q. pubescens) levél explantitumbél szirmazé kallusz 4 mgl® NAA és 0,5 mgl’ BA
jelenlétében. j.) D89 (Q. petraca x Q. pubescens) levél explantitumbél szarmazé kallusz 4 mgl™ NAA és 0,5
mgl™ BA jelenlétében. k.) A85 (Q. petraea x Q. pubescens) levél explantitumbél szairmazoé kallusz 4 mgl™ NAA
és 2,5 mgl™ BA jelenlétében. 1.) B50 (Q. virgiliana) levél explantitumbél szirmazé kallusz 4 mgl™ NAA és 1
mgl? BA jelenlétében. m.) A211 (Q. virgiliana x Q. polycarpa) levél explantatumbél szarmazé kallusz 2 mgl™
NAA és 0,5 mgl’ BA jelenlétében. n.) D137 (Q. dalechampii x Q. petraea) levél explantatumbél szirmazé
kallusz 2 mgl™* NAA és 0,5 mgl™ BA jelenlétében. 0.) C211 (Q. polycarpa) barka explantitumbél szarmazoé
kallusz 4 mgl™ NAA és 2,5 mgl” BA jelenlétében. p.) C211 (Q. polycarpa) levél explantitumbél szarmazo
kallusz 4 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA jelenlétében. q.) C102 (Q. petraea x Q. polycarpa) levél explantatumbél
szarmazé kallusz 4 mgl? NAA és 0,5 mgl’ BA jelenlétében. r.) K28 (Q. petraea x Q. dalechampii) levél
explantatumbdl szarmazoé kallusz 4 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA jelenlétében. Skala: 5 mm

4.1.4 Gyokér morfogenezis

A szerv-, embrié- és novényregeneralas sikeressége a tenyésztési koriilmények mellett -
mint amilyen a ndvekedésszabalyozd anyagok mindsége, mennyisége ¢€s aranya, az
alaptaptalaj osszetétele, szénhidrattartalma, a hdmérséklet és fényviszonyok-, nagymértékben
fiigg, még egy fajon belill is a genotipustdl, és az explantatum tipusatol (Duncan és mtsai.
1985, Dodds és Roberts 1986, Mathé és mtsai. 2012).

Hat vonal kalluszain tapasztaltunk gyokérképzédést (8. abra). A vonalakat, a gyokerek
megjelenésének atlagos idépontjat és a megfeleld hormondsszetételt a 8. tablazat foglalja
Ossze.

A fehér tolgy taxonokbodl létrehozott tenyészeteinkben a gydkér morfogenezise és a
kivaltasahoz sziikséges korilmények eltértek a Crocus heuffelianus tenyészetése soran
tapasztaltaktol. Mig a Crocus heuffelianus esetében a hormonkoncentraciok csokkentése
soran képz6do érett embriokbol jol reprodukalhatdé modon jottek 1étre gyokerek a taptalaj
erdsségének csokkentésével, vagy a hormonok megvonasaval, addig a gyokérképzésre
hajlamosabb fehér t6lgy genotipusoknal ez a folyamat a hormonok mennyiségének
véaltoztatasa nélkiil, véletlenszerlien kovetkezett be a kalluszok felilletén, a fenntartd
taptalajokon, a tenyésztés egy meghatarozott idészakaban.

A D137, A211, D89, B50, A75 és K28 vonalak alkalmasak, (8. tablazat, 8. a., b., c., d.,
e., f. abra) az A149, A71, C211, C102 és A85 kalluszai pedig alkalmatlanok voltak a
gyokérregeneralasra. Seckinger (1979) szamolt be hasonlo esetrdl, amikor a Quercus rubra
hajtas szegmentekbdl szarmazoé kalluszainak perifériajan véletlenszertien jelentek meg
gyokerek, az altalunk hasznalt fenntarté taptalajainkhoz hasonlé hormonésszetétel (1-5 mgl™
NAA ¢és 0-5 mlI* BA) esetén. A gyokerek képzddésének oka a kalluszfenntartd taptalajon
valtozatlan exogén hormonszint mellett feltehetden az, hogy a huzamosabb ideig tartd
tenyésztési koriilmények hatdsara olyan valtozas kovetkezhetett be, mely mddosithatta az
endogén hormonok szintjét a szovetekben. A ndvény az idd elteltével, érzékenyebbé
valhatott az auxin hatdsi hormonokra, fokozodhatott az endogén auxin termel6désének a
mértéke, vagy csokkenhetett az endogén citokininek termelddése, ami a bels§ auxin-
citokinin arany névekedéséhez vezethetett (Schenk és Hildebrandt 1972, Vesper és Evans
1978, Gaspar és mtsai.1996, Dudits és Heszky 2003).

A mikroszatellit- és az izoenzimvizsgalatok eredményei Osszefliggésbe hozhatéak a
kiilonféle taxonok és a Q. petraea szovettenyésztése soran mutatott eltéré valaszokkal. A
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gyokérképz6é vonalak a morfologiai besorolas alapjan a Q. pubescens és hibridjei, a Q.
virgiliana és hibridjei illetve a Q. dalechampii hibridjei kozé tartoznak. Ezek a vonalak a
mikroszatellit vizsgalatok alapjan genetikailag kozelebb éllnak egymashoz (1. 4abra),
okologiai igényiiket tekintve pedig a szarazsagtiirobb tolgy taxonok kozé tartoznak. Azok a
vonalak, amelyek a magas auxin/citokinin arany esetén alkalmatlanok voltak a
gyokérregeneralasra, morfologiailag a Q. petraea, Q. polycarpa és a kett6 egymassal alkotott
hibridjének csoportjaba sorolhatéak. Mindkét taxon tdvolabbi rokonsagban van a
gyokérképzd csoporttal (1. &bra), és vizhianystresszre érzékenyebb taxonként van szamon
tartva.

8. tabliazat: A gyokérregeneralasra hajlamos vonalak, a felhasznilt novekedés szabalyozé anyagok és a
sziikséges atlagos id6. A nyil a megkoézelitden 3.-4. hénapban bekovetkezé taptalajvaltast jelzi. A felsorolas a
kiilonbozo stratégiakat jeloli.

Taxon . . . . . 1 A gyokér  megjelenés
L. Explantatum | Gyokeret indukalé taptalaj (mgl™) i . =
kédja atlagos idépontja (hénap)

levél *4NAA05BA
AT75 eve *4NAA 0,5 BA—2NAA 0,5 BA 8
*4NAA25BA—-4NAA1BA

*4NAA25BA
*4NAAO05BA
D89 levél *4NAA1BA 7
*4NAAO0,1BA
*2NAA05BA

*4NAA05BA —2NAA0,5BA
*4NAA 1BA —2NAA0,5BA

B50 levél 5
*4NAAO05BA

*4NAA1BA

*4NAA1BA —4NAA0,5BA
*4NAAO0,1BA 7
*4NAAO05BA
*4NAA1BA

A211 levél

*4NAAO05BA
D137 | levél 11
*4NAA1BA

*4NAA1BA —-4NAA25BA— 1NAA1BA

*4NAA 0,1 BA—4NAA 0,5 BA— 1 NAA1BA
K28 levél 11
*4NAA 1BA —4NAA0,5BA

*4NAA1BA
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8. abra: Gyokérregenerilias 100 mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM alaptaptalajon auxin és citokinin
hatiasi hormonok jelenlétében. a.) B50 (Q. virgiliana) levél explantatumbél szarmazé kalluszon fejlédé
gyokerek 4 mgl’ NAA és 0,5 mgl™ BA jelenlétében. b.) Gyokérképzodés az A75 (Q. pubescens) levél
explantatumb6l szirmazé kalluszokon 4 mgl' NAA és 0,5 mgl® BA tartalmi taptalajon. c.)
Gyokérmegjelenés az A211 (Q. virgiliana x Q. polycarpa) levél explantitumbél szarmazoé kalluszokon 4 mgl™
NAA és 0,1 mgl™ BA jelenlétében. d.) D137 (Q. dalechampii x Q. petraea) levél explantatumbél szirmazé
kalluszon 4 mgl™* NAA és 0,5 mgl™ BA jelenlétében kifejlodé gyokér hosszmetszeti képe, melyen latszik az
osztodasi (0z), megnyiilasi (mz) és (fz) felszivasi zona. Kék szinii a DAPI festett DNS allomany. e.) D89 (Q.
petraga x Q. pubescens) levél eredetii kalluszain 4 mgl’ NAA és 0,1 mgl’ BA jelenlétében fejlodé gyokerek
hosszmetszeti képe melyen latszik az osztodasi (0z), megnyilasi (mz) és felszivasi (fz) zona. f.) D89 (Q. petraea
X Q. pubescens) levél eredetii kalluszain 4 mgl’ NAA és 0,1 mgl’ BA jelenlétében fejlédé gyokerek
hosszmetszeti képe, melyen latszik az osztédasi (0z) és megnyilasi (mz)zona kék szinli DAPI festett DNS
allomanya. g.) D89 (Q. petraga x Q. pubescens) levél eredetii kalluszok szétesése 4 mgl™ NAA és 0,1 mgl” BA
tartalmu taptalajokon torténé hosszabbtavi nevelésének kovetkeztében. Skalab,c,g: 5 mm. Skala:d,e,f 500
pm

4.1.5 Hajtas morfogenezis

A tolgy szovettenyészetekre gyakran jellemz0, hogy tobblépéses kezelési folyamat sziikséges
ahhoz, hogy az explantaitumokbdl kiindulva végiil teljes novényt kapjunk. A kiilonféle
fejlodési stadiumok eltérd hormondsszetételeket és aranyokat igényelnek (Gingas 1991,
Jorgensen 1993, Bajaj 1996, Cuenca ¢és mtsai. 1999, Zegzouti és mtsai. 2001, Toribio és
mtsai. 2004, Wilhelm és mtsai. 2004, Vengadesan és Pijut 2009, San-José és mtsai. 2010).
Az embrioképzdodést altaldban az alacsony hormonkoncentraciok segitik eld, és a
ndvényregeneralas gyakran hormonmentes taptalajon kovetkezik be. Elézetes vizsgalataink
is ezt igazoltak, nemcsak a Quercus taxonok, de az ezektSl eltér6 taxon, a Crocus
heuffelianus esetében is. Ezekkel az eredményekkel, hozzajarultunk az alacsony citokinin és
auxin koncentraciok altalanos embriogén hatdsanak bizonyitdsdhoz (Demeter és mtsai. 2010,
2014). A Q. bicolor és Q. petraea barka, illetve a Q. robur makk eredetii kalluszain auxin
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hianyaban és kevés citokinin jelenlétében kovetkezett be az embriogenezis, mig az érett
embriok hormonmentes taptalajon fejlodtek novénnyé (Gingas 1991, Jorgensen 1993,
Wilhelm és mtsai. 2004).

Cuenca és mtsai. (1999), Toribio és mtsai. (2004) és San-José¢ és mtsai. (2010) a
szomatikus embriogenezist a Quercus robur levéleredetli kalluszain, az auxin és citokinin
¢és a ndvény regeneralasa alacsony hormontartalomndl, magas citokinin/auxin arany esetében,
vagy hormonmentes taptalajon kovetkezett be. Ehhez a stratégidhoz hasonlé modszer
Segitségével sikeriilt a Quercus petraea esetében szomatikus embriogenezist és
hajtasregeneralast el6idézni (9. abra a.-k.). A kisérleteink hajtasindukciot kivalto
hormonosszetételeit, illetve a hajtds megjelenésének atlagos idGpontjat a 9. tablazat
részletezi. Az alacsonyabb auxin tartalmi taptalajon 1étrejové szomatikus embridk
mindharom (globuléris, sziv és torpedo) fejlédési stadiumot elérték 0-0,1 mgl™ NAA vagy
indolvajsav (tovabbiakban IBA) illetve 0,5-1 mgl™ BA jelenlétében (9. tablazat, 9. a.-d.
abra), majd hajtassa differencialodtak (9. tablazat, 9. e.-k. abra).

Hajtasképzodést tapasztaltunk az A211 (Q. virgiliana x Q. polycarpa), D137 (Q.
dalechampii x Q. petraea) és a B50 (Q. virgiliana) vonalaknal is, de ezek a hajtasok a kallusz
indukalasra és fenntartasra alkalmazott taptalajokon (B50), vagy a mérsékelten csdkkentett
NAA ¢és /vagy BA tartalmu taptalajokon (D137, A211) jelentek meg (9. tablazat, 9. abra I.-
n.). Az eltérd fejlddési stadiumok ebben az esetben nem igényeltek mas hormon-6sszetételii
taptalajt, s6t az alacsony hormonkoncentracioknal (0,1 mgl' BA=0,05 mgl'NAA) a
kalluszok, még életképességiiket is elveszitették.

Az embrié kialakulasanak, érésének és a ndvény létrejottének %-os valdszinilisége
nagymértékben fiigg, még egy fajon beliil is, a genotipustdl és az explantatumtol. Szamos faj
esetében irtak le, melyeknél az embriogenezis és ndovényregeneralas is jo hatékonysaggal
miikodott. Altalaban a juvenilis részekbél, éretlen vagy érett embriokbol képz6dd
tenyészetek embriogenezise 20 % feletti valoszinliséggel kovetkezik be, mig a kifejlett
szervekbdl, levél, hajtas, virdgképlet kultardkndl az embriogenezis bekovetkezésének
gyakorisaga kisebb mérték(i (Wilhelm 2000). Azoknal a Quercus robur genotipusoknal,
amelyekkel Toribio és mtsai. (2003) dolgoztak, az embrid-indukcids rata a levél
explantatumokbol szarmazoé kalluszoknal alacsony volt, viszont a 1étrejott embridk nagy
hanyada fejlodott tovabb novénnyé. Az A149, D137, A211, B50 esete azonban a Quercus
rubra levél explantatumaibol szarmazo tenyészeteihez hasonlit, ahol az embridk 1étrejottének
gyakorisaga nagy volt, azonban ezek tobbsége vagy nem fejlodott tovabb, vagy nem képzett
életképes cstcsriigyet és nem hozott 1étre életképes novényt (Gingas és Lineberger 1989,
Rancillac és mtsai. 1996). Az életképtelen hajtasok regeneralasahoz az A149 hormonigénye
eltért a tobbi vonalétdl (9. tablazat), ami szintén igazolja a mikroszatellit vizsgalatokon
alapulé eredményeket, melyek szerint az Al49-es vonal genetikailag jol elkiilonil a
kisérletben szerepelé tobbi taxontol (1. abra). A morfoldgiailag behatarolt Q. pubescens
(A75), és a Q. petraea-val alkotott hibridjei (D89, A85), illetve a Q. polycarpa (C211), és a
Q. petraea-val alkotott hibridjei (K28, C102) annak ellenére, hogy a hajtasképzésre hajlamos
taxonok klasztereiben talalhatoak, a Quercus rubra hajtas szegmentekbdl szarmazd
kalluszaihoz hasonldoan, nem képeztek embriokat és hajtisokat, csak hajtaskezdeményeket
és/vagy gyoOkereket hoznak létre véletlenszerien a kalluszok periféridjan (Gingas 1991).
Kisérleteink soran eléfordult olyan eset is, hogy az A71 levél, és az A149 barka eredetii
kalluszai (7. e., h., abra) nem voltak morfogének, hasonléan Gingas (1991) Q. rubra barka
eredetii kalluszaihoz.
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Ezek a megfigyelések, és a mikroszatellit vizsgalatok soran meghatarozott genetikai
tavolsagok azt mutatjak, hogy a tenyésztési koriilményekre adott valaszreakciok genotipus
fiiggoek.

Szamos szovettenyészet ndvekedését és/ vagy fejlodését sikeriilt mar serkenteni azaltal,
hogy az embriogén kalluszokat megfeleldé mértékii ozmotikus stressznek, vagy ABA
kezelésnek tették ki, majd megszlntették a stresszhatast. Ennek az eljarasnak a sikeressége
nagymértékben fiigg a genotipustol, és az explantatum tipusatol is (Thorpe és mtsai. 2008).

A szarazsagstresszt a tenyészetekben 0,3-0,7M szorbitol adagolasaval, a tenyészetek
levegdn torténd szaritasaval, illetve a taptalaj cukortartalmanak 6-8 w/v %-ra torténd
megnovelésével idézték el6 (Gingas és Lineberger 1989, Manzanera és mtsai. 1993, Bajaj
1996, Cuenca és mtsai. 1999, Sanchez és mtsai. 2003, S underlikova és mtsai. 2009,
Vengadesan és Pijut 2009). A mi esetiinkben sem a szarazsagstressz, sem az ABA kezelés
nem vezetett eredményhez.
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9. tablazat: A hajtas morfogenezisre hajlamos vonalak, a felhasznalt novekedés szabalyozé anyagok és a sziikséges atlagos id6. A nyilak a taptalaj valtast jelolik. Az els6
valtas elétt atlagosan tobb mint 4 honap telt el, mig a késébbi valtasok kozott eltelt honapok valtozoak, nem relevansak. A felsorolasok a kiilnboz startégiakat jelolik.

Taxon ; Hajtiskezdeményt indukalé tiptalaj Hajtas-kezdemény megjelenés atlagos idépontja (hénap)
Kédia Explantitum (mgl)
0dj

*4NAA 0,5 BA— 1 NAA 1 BA— 0,1 NAA 0,5 BA

*4NAA 0,5 BA— 1 NAA 1 BA— 0,1 NAA 0,5 BA—0,1 IBA 0,4 BA

*4NAA 0,5 BA— 0,05 NAA2BA

*4NAA 0,5 BA—4NAA 2,5 BA— 0,5NAA 0,5 BA—0,051IBA 0,1 BA— 0,1 IBA 0,2 BA
Al149 levél 18
*4NAA 0,5 BA— 0,5NAA 0,5 BA

*4NAA 0,5 BA— 1 NAA 1 BA — 0,05 NAA 0,5 BA
*4NAA 0,5 BA — 0,5NAA 0, 5BA — 0,1 NAA 0,5 BA

*4NAA 0,5 BA —0,5NAA 0,5BA — 0,1 IBA0,1 BA

+0,5NAA4BA — 1 NAA 1 BA — 0,1 NAA 0,1 BA—0,1 IBA 0,1 BA
+0,5NAA4BA — 1 NAA 1 BA — 0,5NAA 0,5 BA

A149 | barka/2 +0,5NAA 4 BA — 1 NAA 1 BA — 0,5NAA 0,5 BA— 0,1 NAA 0,5 BA 20
+0,5NAA 4 BA — 1 NAA 1 BA — 0,5NAA 0,5 BA—0,1 IBA 0,1 BA— 0,1 IBA 0,4 BA
+0,5NAA 4 BA — 4 NAA 0,5 BA — 2 NAA 0,5 BA— 2 NAA 1 BA

*4NAA1BA

B50 levél 13
*4NAA05BA

A211 levél *4NAA 0,5 BA—4NAA 1 BA—2NAA(,5 BA 25
*4NAA 1 BA —4NAA 0,5 BA—2NAA0,5BA

D137 levél *4NAA 1BA — 1 NAA 1 BA— 0,5NAA 0,5 BA 19
*2NAA05BA
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9. abra: A stabilizalt Quercus kalluszvonalak hajtias morfogenezise 100 mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé
WPM alaptaptalajon auxin és citokinin hatasi hormonok jelenlétében. A jelmagyarazat a kovetkezo oldalon
talalhato.
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a.) Globularis (gs) és sziv stadiumi (hs) szomatikus embriok az A149 (Q. petraea) 21 napos kalluszokon (cal)
0,1 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA jelenlétében b.) Kései sziv- korai torpedd stadiumi embri6 sziklevéllel hajtas és
gyokér primordiummal 28 napos A149 —es kultiirabél 0,1 mgl™ IBA és 0,2 mgl™ BA tartalmii taptalajon c.) és
d.) A149 (Q. petraea) embriokat tartalmazé kalluszai 0,1 mgl™ IBA és 0,2 mgl™ BA tartalmi tiptalajon. e.)
Hajtasok megjelenése A149 (Q. petraea) barkaeredetii kalluszain 0,1 mgl™ IBA és 0,1 mgl™ BA tartalmi
taptalajon. f-k.) Hajtasok megjelenése A149 (Q. petraea) levél eredetii kalluszain ( f.) 0,1 mgl™ IBA és 0,2 mgl’
1BA, (g.) 0,05 mgl™ NAA és 2 mgl™ BA, (h.) 0,5 mgl™? NAA és 0,5 mgl™ BA, (i.) 0,05 mgl™ NAA és 0,2 mgl” BA,
(i) 0,4 mgl™ IBA és 0,1 mgl™ BA, (k.) 0,1 mgl™ IBA és 0,4 mgl™ BA jelenlétében. 1.) B50 (Q. virgiliana) levél
explantatumbél szarmazoé kalluszon keletkezé hajtisok 4 mgl™ NAA és 1 mgl’ BA tartalmi taptalajon. m.)
A211 (Q. virgiliana x Q. polycarpa) levél explantatumbél szirmazé kalluszokon indukalédott hajtisok 2 mgl™
NAA és 0,5 mgl! BA jelenlétében n.) D137 (Q. dalechampii x Q. petraea) levél explantitumbél szirmazo
Kkalluszon megjelené hajtasok 2 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA tartalmu taptalajon. Skala a. és b. 500 um. Skala c-
n:1lcm

A szarazsagstressz vizsgalatokhoz kivalasztott kalluszvonalak a kalluszok megjelenésétol
szamitva tobb mint egy éve alltak fenn, a valtaozatlan ndvekedési és morfogenetikai
sajatsagaikkal stabilnak bizonyultak.

4.2 A PEG 6000 hatasa a Quercus taxonok tenyészeteire

4.2.1 A PEG 6000 hatasa a Quercus kalluszok vizvesztésére

A PEG 6000-¢l valé ozmotikus kezelést kovet6en a nedvestomeg valtozas mérése Kimutatta,
hogy a szarazsagra érzékenyebb A149-es (Q. petraea) vonal kalluszainal, a PEG 6000-el
torténd kezelés koncentraciofiiggd vizvesztést valtott ki, ami a kalluszok nedvestomegének
csokkenésében mutatkozott meg (10. abra). A vizveszteség 10 % PEG 6000 hatasara
kezd6dott meg. Ezzel szemben, a szarazsagtlirébb A75 (Q. pubescens) és B50 (Q. virgiliana)
vonalak rezisztensnek bizonyultak a PEG 6000 indukalta vizvesztéssel szemben, mert csak a
legnagyobb PEG 6000 koncentracié (40%) wvaltott ki a kalluszokban nedvestomeg
csokkenést (10. abra). A szarazsagtiirobb és a szarazsagra érzékenyebb tolgyek feltételezett
hibridjeinek (A211, D137 és D89) PEG 6000 indukalt vizvesztése 20 %-0s PEG 6000 —nél
jelentkezett (10. abra)

A ndvények addig képesek a viz felvételére , amig a vizpotencidljuk alacsonyabb a talajban
1évé viz potencidljanal. Azok a ndvények, melyek a vizhidnystresszhez ellensulyozassal
probalnak alkalmazkodni, olyan stratégiakat vetnek be, hogy a szarazsag ellenére
meglrizzék a szovetek megfeleld hidrataltsagi allapotat, az energiat a protoplazma
kiszaradasanak a megel6zésébe fektetik (Larcher 2001, Taiz és Zeiger 2002, Ramachandra
Reddy és mtsai. 2004). Ezek a novények, ozmoregulacios folyamatok beinditasaval
probaljak elkeriilni a sejttérfogat és a turgor csokkenését. A szarazsagstressz hatdsara az
ozmoregulacio soran, a gyokerek fokozott ionfelvétellel segitik a sejtekben lejatszodo
szervetlen ionok felhalmozasat. Fokozodik a hidrolitikus enzimek -a-amilaz, ribonukleaz,
proteaz- aktivitasa is, amik keményitd és egyéb makromolekuldk lebontasaval novelik az
2003, Ramachandra Reddy és mtsai. 2004, Szalai 2006, Fodorpataki 2009).

Amig a rovid ideig tartd, vagy enyhe szarazsagstressz hatdsara a Quercus roburban
gyorsan metabolizalhatd monoszacharidok: gliikkéz, fruktoz, galaktéoz halmozodnak fel a
sejtekben, addig a tartdsabb, vagy erdsebb stressz, a stabilabb €s hatasosabb ozmolitikumok:
ozmoprotektansok koziil a prolin, hidroxyprolin, metilprolin és trigonellin koncentracidja
emelkedik meg a szarazsagstressz hatasara (Spiefl és mtsai. 2012). A stressz soran ndvekszik
szamos vizben oldodo védé fehérje (LEA fehérjecsoport, ozmotin) szintézise is, melyek
stabilizaljak a sejtalkotokat, a membranokat és fehérjéket. (Taiz és Zeiger 2002, Wang és
mtsai. 2003, Ramachandra Reddy és mtsai. 2004, Szalai 2006, Fodorpataki 2009).
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Ezek alapjan azt feltételezziik, hogy a kisérleteinkben szereplé szarazsagtiir6bb tolgy
taxonok, sikeresebben tudtdk ellensulyozni a kedvezétlen ozmotikus koriilményeket.
Sejtjeikben hatékonyabban tudtdk felhalmozni a kiilonféle ozmotikumokat, ezaltal jobban le
tudtdk csokkenteni a vizpotencialjukat, igy magasabb PEG 6000 koncentracidknal is meg
tudtdk akadalyozni a viz kidramldsat a sejtekbdl, tovdbb megérizve ezzel a szdvetek
megfeleld hidratalsagi allapotat.
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10. abra: A kalluszok %-o0s nedvestomeg-valtozisa PEG 6000 novekvé koncentraciéjanak hatisara. A
kisérlethez felhasznalt kalluszok 4 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA tartalmi 100 mgl™ aszkorbinsavval kiegészitett
WPM taptalajon néttek. Osszesen tobb mint 12 fiiggetlen vizsgalat tortént és, legalabb 12 esetben hasonlé
tendencia volt megfigyelhet6. Az eltéré szini oszlopok a kiilonbozé tolgygenotipusok kalluszainal vizsgalt
nedvestomeg valtozasok kozépértékei. A savok a szorast jelolik. A csillagok a szignifikans eltérést jelolik a
kiilonb6z6 koncentraciojui PEG 6000 kezelések kozott ugyanannal a genotipusnal, mig a betiikodok a
kalluszvonalak kozotti szignifikins kiilonbségeket mutatjAk ugyanannal a PEG 6000 kezelésnél. A
szignifikans kiilonbségek p < 0,05.

4.2.2 A PEG 6000 hatasa a Quercus taxonok kalluszainak viabilitisara az ozmotikum
kimosasa utan

Az ozmotikus stresszt kovetd helyreallas (recovery) vizsgalata soran a nedvestomeg-mérések
eredményei azt mutattak, hogy az A149 kalluszainak novekedését a 10 %-0s PEG 6000
kezelés enyhén stimulalta, de az ettél toményebb oldatok a novekedést gatoltak (11. abra).
Az A211 és a B50 esetében 5-10 % PEG alkalmazasakor a ndvekedés kismértékii atmeneti
serkentését tapasztaltuk. Ugyanakkor a nedvestomeg gyarapodasanak a gatlasa a B50
esetében 20 % PEG 6000, az A211-nél pedig 40 % PEG 6000 kezelésnél volt észlelhetd (11.
abra). A D137, D89 és A75 esetében a PEG 6000 minden alkalmazott koncentracidja gatolta
a kalluszok novekedését (11. abra).
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11. abra: A kalluszoknak a ,recovery” alatt bekovetkezé relativ nedvestomeg-valtozasa a novekvd
koncentracéji PEG 6000 kezelést kivetéen. A kisérlethez felhasznalt kalluszok 4 mgl™ NAA és 0,5 mgl™ BA
tartalma 100 mgl™ aszkorbinsavval kiegészitett WPM tiptalajon néttek. A kalluszok relativ nedvestomeg-
valtozisa a recovery alatt, a PEG kezelést koveto 4. héten. Osszesen leglabb 3 fiiggetlen vizsgalat tortént és,
legalibb 3 esetben hasonlé tendencia volt megfigyelhetd. Az eltéré szinii oszlopok a Kiilonbozé
tolgygenotipusok kalluszinal vizsgalt relativ nedvestomeg-véltozasok kozépértékei. A savok a szorast jelolik.
A csillagok a szignifikans eltérést jelolik a kiilonb6z6 koncentraciéju PEG 6000 kezelések kozott ugyanannal
a genotipusnal, mig a betiikodok a kalluszvonalak kozotti szignifikins kiilonbségeket mutatjaik ugyanannal a
PEG 6000 kezelésnél. A szignifikans kiilonbségek p < 0,05

A PEG kezelés hatasara az 6sszes kallusz nekrotikus jellegii elbarnulast mutatott, feltehetéen
a kezelés soran bekovetkezd stressz hatasara felhalmozodo fenolvazas vegyiiletek miatt. A
recovery kisérletekben, az 1j, életképes, kompakt zold kalluszok megjelenését a kezelt
kalluszok elbarnult feliiletein a 12. abra reprezentativ képei foglaljak 6sze.

Az Al49 Q. petraea vonal esetében, az életképes, z6ld kalluszok létrehozasanak
képessége 10 % PEG kezelést kdvetoen kisebb mértéki lett, annak ellenére, hogy ennél a
koncentracional még nedvestomeg gyarapodast mértiink (11., 12. abra). Ez azért lehetséges,
mert a kallusz tdmege nem csak az 1j sejtek megjelenésével tud gyarapodni, hanem a mar
meglévo sejtek is képesek differencidlodas soran tagulassal, sejtfalanyag lerakodassal, és
tartalék tapanyagkészlet felhalmozasaval hozzajarulni a folyamathoz (Maréti 1976, Dudits és
Heszky 2003, Razdan 2003, George és mtsai. 2010). A kalluszok 20 % PEG kezelést
kovetden pedig mar nem tudtak regeneralddni 4 hét alatt (11., 12. abra).

A Q. petraea feltételezett hibridjei koziill a D89, 20 % PEG kezelést kovetéen valt
képtelenné arra, hogy 1j, életképes zold kalluszokat produkaljon 4 hét alatt, a D137 estében
pedig 40% PEG hatdsara mérsékldédott az uj kalluszok megjelenése (12. abra). Ezzel
szemben, az A75, B50 és a Q. virgiliana — Q. polycarpa feltételezett hibridjének (A211) a
kalluszai, még a 40 %-os PEG kezelés altal kivaltott ozmotikus stresszt kovetden is
megorizték a regeneracios képességiiket, annak ellenére, hogy a recovery kisérletekben
ezeknél a vonalaknal is korlatozta a PEG kezelés a nedvestomeg gyarapodas mértékét (11.,
12. abra).
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Ezek alapjan a vonalak kozott eltérés van abban, hogy milyen PEG koncentracié okoz a
novényeknél mar végleges karosodast. A szarazsagra érzékenyebb Q. petraea (Al49)
esetében ez az érték 20 % koriilire tehetd ugyantigy, mint a D89 esetében, a szarazsagtlirdbb
taxonok (A75 BSO) pedig nem érték el ezt a stddiumot, még a PEG 6000 40 %-0s

A recovery Vlzsgalata sordn, latszolagos ellentmondds mutatkozott a nedvestomeg-
gyarapodasbol megallapitott kallusznovekedés mértéke és a kallusz életképessége kozott. A
recovery kisérletek esetében, a viabilitast mutaté kalluszok morfologia bélyegei jobban
mutatjak a szarazsagtlirés képességét, mint a nedves tomegben bekovetkezett valtozasok.

0 10 40 %PEG
A149/
Q. pet.
D137/
Q. pet. x Q. dal.
D89/
0. pet. x Q. pub

A211/ %

0. vir. x Q. pol.

B50/
0. vir.

AT5/
0. pet.

. 9/
L X 4
L 4
4 v
-]
&8

.lf.f 1 3

0

12. 4bra: Reprezentativ recovery kisérletek eredményei a kiilonféle genetikai eredetii, eltéré Quercus taxonok
kalluszain. A PEG 6000 koncentraciosorozattal kezelt kalluszok, melyeket az ozmotikum kimosasat kovetéen
egy hénapig 4 mgl’ NAA és 0,5 mgl™ BA tartalmi illetve 100mgl™” aszkorbinsavval kiegészitett WPM
taptalajon neveltiink. Skala: 5 mm. Osszesen leglibb 3 fiiggetlen vizsgilat tortént, és a reprezentativ
abraknal, legalabb 3 esetben az eredmények megegyeztek.



4.2.3 A PEG 6000 hatasa a Quercus taxonok peroxidaz enzimeinek aktivitasara
Valamennyi kedvez6tlen kornyezeti tényezd, megvaltoztatva a sejten beliili redoxallapotot,
megemeli a novények sejtjeiben a reaktiv oxigénformak szintjét, igy az oxidativ stressz
altalanos  kisér6je a legtobb kornyezeti stressztényezének, mint amilyen a
szarazsag/ozmotikus stressz is (Mittler 2002). A noévények vizhianystresszhez torténd
alkalmazkodasdhoz hozzatartozik az oxidativ stresszt megel6z6 és védé rendszer
kapacitasanak novelése, az antioxidans enzimek, mint amilyenek a szuperoxid-dizmutazok,
katalazok, peroxidazok aktivitdsanak novelése (Wang és mtsai. 2003). A stresszhatasokhoz
torténd alkalmazkodas mértéke Ssszefliggésben all az oxidativ stresszt kivédd vegyiiletek és
enzimek szintjével és aktivitasaval, ami lehetévé teszi, hogy az antioxidans véddrendszer
allapotabol kovetkeztetni tudjunk arra, hogy a névény milyen mértékben tudja toleralni a
stresszorok hatasat (Inzé és Montagu 1995, Lang 1998, Rizhsky ¢és mtsai. 2002,
Ramachandra Reddy és mtsai. 2004, Fodorpataki 2009).

A szarazsagtir6 Quercus suber antioxidans védorendszerének enzimatikus és nem
enzimatikus komponensei egyarant indukalodtak délben a nyari szaraz, erés sugarzassal ¢és
nagy meleggel jellemezhetd napokon (Faria és mtsai.1996). Ezzel szemben a szirazsag- és
sostresszre érzékenyebb Quercus robur estében csak a SOD aktivitasa és mintazata modosult
a NaCl altal kivaltott stressz hatasara (Sehmer és mtsai. 1995). A Q robur makkjai kiszaradas
kovetkeztében elveszitik életképességiiket, mert a reaktiv oxigénformak felhalmozodnak, az
antioxidans enzimek alacsony szintje miatt (Hendry és mtsai. 1992). A szarazsagtiirobb
Quercus robur genotipusoknal ugyanakkor, tobb antioxidans enzim (SOD, aszkorbat-
peroxidaz, katalaz, dehidroaszkorbat reduktdz, glutation reduktaz) aktivitasnovekedését is
kimutattak (Schwanz és Polle 2001).

A nativ géleken az Osszes vizsgalt vonalnal egy dominans, karakterisztikus, jol
reprodukalhatd sav jelent meg a guiacol peroxiddz aktivitasat illetéen. A mikroszatellit
vizsgalatok alapjan, az egymassal kozelebbi rokonsagban 1évé D89, A211 és A75 esetében
(1. abra) a guaiacollal torténd festésnél egy alacsonyabb intenzitast, masodik savot
(izoenzimet) is észleltiink az elsé sav kozvetlen kozelében, ami az A75-nél csak 20 % PEG
6000 kezelés hatasara jelentkezett (13. a. 4bra nyilak), mig a genetikailag tavolabbi
vonalaknal, az A149-nél és D137-nél ez a masodik sav nem jelent meg (13. a. abra). A PEG
6000 kezelés kalluszokra gyakorolt hatasa fiiggdtt a genotipusoktol. A szarazsagra
érzékenyebb A149 esetében a PEG koncentracié novekedésének hatasara a kalluszok guiacol
peroxidaz aktivitdisa nem valtozott szamottevé mértékben, elhanyagolhaté atmeneti
novekedést kovetéen csokkenést tapasztaltunk (13. abra). Ezzel szemben, a
szarazsagtiirobbnek feltételezett taxonoknal (A75, B50) a PEG kezelés hatasara jelentOs
mértékben megndovekedett a peroxidaz aktivitas (13. abra). Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni,
hogy szarazsagtiirobb taxonoknal az antioxidans rendszer feltehetden hatékonyabb volt. A
D89-nél kismértéki atmeneti aktivitasemelkedést tapasztaltunk, mely 10 % PEG kezelést
kovetéen kezdett el csokkenni (13. abra). A D89 vonal ozmotikus stresszre adott
valaszreakcidja peroxidazok szintjén atmenetet képez a két szEélsé értéket képviseld taxon, a
szarazsagnak kevésbé ellenalldo A149 és a szarazsagtlir6bb A75 kozott, megerdsitve a
levélmorfologia szerint torténd besorolast. Az A211 vonalnal is, ami szintén egy
szarazsagtiirobbnek és egy szarazsagra érzékenyebbnek feltételezett taxon hibridje, a D89-
hez hasonléan 10 % PEG hatasara kezdett el csdkkenni a guiacol-peroxidaz aktivitasa (13.
abra). A D137 hasonld tendencidkat mutatott, mint a szarazsagtiré fajok, a
peroxidazaktivitas még a 40 %-os PEG kezelés esetében is joval a kontroll értéke felett volt
(13. abra).
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13. abra: Quercus taxonok kalluszainak guajakol peroxidaz aktivitisa PEG 6000 novekvé koncentraciéjanak hatasara. A kisérlethez felhasznalt kalluszok 4 mgl™ NAA és
0,5 mgl™ BA tartalmi 100 mgl™ aszkorbinsavval kiegészitett WPM taptalajon néttek. a.) A reprezentativ gélek. A nyilak a masodik sivokat jelolik b.) A CP Atlas szoftver
segitségével kiszamitott relativ savintenzitisokkal reprezentalt enzimaktivitasok. Osszesen leglabb 3 fiiggetlen vizsgalat tortént és, legalabb 3 esetben hasonlé tendencia volt
megfigyelheté. Az eltéré szinii oszlopok a kiilonbozé tolgygenotipusok kalluszainal vizsgalt guajakol peroxidaz aktivitisok kozépértékei. A siavok a szérast jelolik. A
csillagok a szignifikans eltérést jelolik a kiilonb6zé koncentracioju PEG 6000 kezelések kozott ugyanannal a genotipusnal, mig a betiikédok a kalluszvonalak kozotti
szignifikans kiilonbségeket mutatjak ugyanannal a PEG 6000 kezelésnél. A szignifikans kiilonbségek p<0,05.
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A pirogallol peroxidaz vizsgéalata soran, a guiacol peroxidazhoz hasonlé tendenciakat
tapasztaltunk. Szintén egy dominans sav bizonyult karakterisztikusnak és  jol
reprodukalhatonak minden vonal esetében, mely ugyanazon a helyen jelentkezett a gélen,
mint a guiacol peroxidaz savjai, €s csak a D89 és A211 feltételezett hibrideknél jelentkezett a
halvany masodik sav az els6é sav kozvetlen kozelében. A D89 kontrolljaban jelentkezd
masodik sav kezelés hatasara eltlint. Az A75 (Quercus pubescens) esetében a novekvd
ozmotikus stressz hatdsara nétt a dominans izoenzim aktivitasa, ezzel szemben az A149-es
(Quercus petraea) vonalnal enzimaktivitis-csokkenés kovetkezett be (14. abra). Altalanos
aktivitas csokkenést figyeltiink meg a D89 és A211 feltételezett hibrideknél is, egy kisebb
mértékli atmeneti novekedést kdvetéen. Az aktivitds csdkkenés a guiacol peroxidazhoz
képest a D89-nél alacsonyabb (5%), az A211-nél pedig magasabb (20%) PEG
koncentracioknal kezd6dott meg. (14. abra). A D137 feltételezett hibrideknél a kezelt
kalluszokban végig magasabb volt az enzimek aktivitasa, mint a kontrollban, és 20 % PEG
6000 kezelés hatasara kdvetkezett be a legerdteljesebb intenzitasndovekedés (14. abra).

0 5 10 20 40 % PEG

A149/ Q. pet. —
D137/ Q. pet. x Q. dal. _
D89/ O. pet. x Q. pub. M!@
A211/ Q. vir. x Q. pol. _ P
A75/Q. pub. _

14. abra: Quercus taxonok Kkalluszainak pirogallol peroxidaz aktivitaisa PEG 6000 novekvé

mgl* BA tartalma 100 mgl™? aszkorbinsavval Kiegészitett WPM taptalajon néttek. A nyilak a masodik
savokat jelolik. Osszesen legalabb 3 fiiggetlen vizsgalat tortént, és a reprezentativ géleknél legalabb 3 esetben
hasonlé tendencia volt megfigyelhet6é. A BS0 vonalnal adathidny miatt hidnyzik a reprezentativ gél.

4.24 A PEG 6000 hatasa a Quercus taxonok ssDN-az enzimeinek aktivitasara

A szarazsagstressz fokozodasaval, fokozatosan karosodik az antioxidans véddrendszer is,

novekedik a lipidek, aszkorbat €s glutation oxidacidjanak mértéke (Schwanz és Polle 2001).
Megfelel6 mértékli védekezés hidnyaban jelentds mértékii karosodas kovetkezik be a

sejtszerkezetben és a makromolekulakban, ami magaba foglalja a DNS szalak felhasadésait
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is (Ramachandra Reddy és mtsai. 2004). A DNS oxidativ karosodasat kovetden, hibajavito
mechanizmusok indulnak be a sejtekben, és fokozodik a nukleazok aktivitasa. A hibajavitas
foként a bazisok szintjén nyilvanul meg, de olykor nukleotid egységek kivagésa is
bekovetkezhet (Roldan-Arjona és Ariza 2009). Szdmos szarazsag-, ozmotikus vagy sostressz
altal indukalt egyszalt DNS-t hasitd nukleazt azonositottak. Ilyen az arpa Bnucl sostresszel
indukéalhaté 36kDa-nal alig kisebb I. tipusi nukledza, ami feltehetéen egy glikoproteid
(Muramoto és mtsai. 1999). Szamos hidrogén-peroxid és ozmotikus stressz indukalt egyszala
DNS-t hasité izoenzim molekulatomege esik 26 és 38 kDa koz¢é, amit a karfiol palantakban
vizsgaltak. Koziilik két enzim mindkét stressz hatasara megjelent (Le$niewicz és mitsai.
2010). A gélek elemzése és kiértékelése soran egy dominans, karakterisztikus, jol
reprodukalhatd ozmotikus stressz altal befolyasolhato SSDN-azt detektaltunk minden
vonalnal, melynek molekulatomege 50 KDa volt (15. a. dbra). A legjobb tudomasunk szerint,
nem jellemzéek a novényekre olyan, hasonld molekulatdmeg tartomanyba esé nukleazok,
melyek aktivitasa abiotikus stressz hatdsara modosul, bar szamos olyan nukleaz létezik, ami
tobb kisebb alegységbél all (Desai és Shankar 2003). igy az 50kDa-0s Quercus nukleaz
természetének feltarasihoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Ennek az enzimnek az
aktivitasa az A149, D137 és D89 vonalak kontrolljaiban kisebb, mint az A211, B50 és A75
kulturak kontrolljaiban (15. abra). A PEG 6000 kezelés genotipustol fiiggben hatott a
kalluszokra. A kozelebbi rokon A211, B50 és A75 (1. abra) esetében az 5-20 % PEG 6000
kezelés hatasara 45-55 kDa tartomanyban két sav jelent meg, de a kisebb molaris tomegii sav
intenzitasa halvanyabb (15. a. dbra nyilak). A tavolabbi rokonoknal, az A149-nél és a D137-
nél csak egy savot detektaltunk (15. a. dbra). Szamos nukledz olyan glikoprotein, amelyen az
egyes glikozidos oldallancok megléte és hidnya a sejt fiziologiai allapotdval van
Osszefiiggésben (Desai és Shankar 2003). Lehetséges, hogy a gélen megjelend dupla sav
ugyanannak az enzimnek az eltéréen glikozilalt allapotat jelenti.

Az A75 (Quercus pubescens) kivételével a novekvé ozmotikus stressz, a kontrollhoz
viszonyitva a nukledzok aktivitdsdban atmeneti ndvekedést eredményezett. Az aktivitasok 5-
20 % PEG 6000 jelenlétében érik el a maximumot. A legnagyobb aktivitdsnovekedést az
Al149 (Quercus petraea) illetve a feltételezett hibridek a D89 és az A211 esetében
tapasztaltuk (15. abra). A B50 (Quercus virgiliana) PEG 6000 kezelésénél az ozmotikum
Az A75 esetében az enzimaktivitds nem ndvekedett jelentds mértékben a PEG kezelés
hatasara, de az 5-10 % PEG 6000, két erds aktivitaisi 50 kDa molekulatomegii sav
megjelenését eredményezte (15. abra). A D137-es feltételezett hibrid hasonlé DN-az
aktivitast mutat, mint a szarazsagtiirobb fajok. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
szarazsagra érzékenyebb taxonok antioxidans rendszere nem bizonyult elég hatékonynak, a
felhalmozodo reaktiv oxigénformak miatt karosodott a DNS allomany, aminek hatasara
feltételezhetéen indukalodtak a helyreallitd folyamatok, amik a nukledz aktivitas
emelkedését vontak maguk utan. A szarazsagtiirobb taxonoknal az antioxidans rendszer
feltehetden hatékonyabb volt, igy a DNS karosodas is kisebb mértékben kovetkezett be.
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15. 4bra: Quercus taxonok kalluszainak ssDN-4z aktivitisa PEG 6000 novekvé koncentracidjanak hatisira. A kisérlethez felhasznalt kalluszok 4 mgl* NAA és 0,5 mgl™

BA tartalmi 100 mgl™ aszkorbinsavval kiegészitett WPM taptalajon néttek. a.) A reprezentativ gélek. b.) A CP Atlas szoftver segitségével kiszamitott relativ
savintenzitisokkal reprezentilt enzimaktivitisok. A nyilak a masodik izoenzim sivot mutatjak. Osszesen leglabb 3 fiiggetlen vizsgalat tortént és, legalabb 3 esetben hasonlé
tendencia volt megfigyelhetd. Az eltéré szinii oszlopok a kiilonbozo tolgygenotipusok kalluszainal vizsgalt ssDNaz aktivitaisok kozépértékei. A savok a szorast jelolik. A
csillagok a szignifikins eltérést jelolik a kiilonb6zé koncentraciéjii PEG 6000 kezelések kozott ugyananndl a genotipusnil, mig a betiikédok a kalluszvonalak kozotti
szignifikans kiilonbségeket mutatjak ugyanannal a PEG 6000 kezelésnél. A szignifikans kiilonbségek p< 0,05.
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425 A PEG 6000 hatisa a Quercus taxonok Kkalluszaibél regeneralt gyokerek
merisztéma sejtjeinek kromatin szervezédésére

A stresszhatasok széles skaldjahoz torténd alkalmazkodas mértéke Osszefiiggésben all az
oxidativ stresszt kivédd vegyiiletek és enzimek szintjével és aktivitasaval, ami lehet6vé teszi,
hogy az antioxidans védoérendszer allapotabol kovetkeztetni tudjunk arra, hogy a ndvény
milyen mértékben tudja toleralni az egyéb stresszorok, mint pl. az elégtelen vizellatottsag
hatasat. A szarazsagstressz fokozodasaval, fokozatosan karosodik az antioxidans
védorendszer is (Schwanz és Polle 2001), megfeleld mértékii védekezés hianyaban pedig a
felszaporodd reaktiv oxigénformak Karositjak a DNS-t a szerves bazisok oxidalasaval, és a
molekula gerincét alkotd pentoz-foszfat vaz felhasitasaval. Ez ellen a ndvények a DNS javitd
mechanizmusokkal védekeznek (Roldan-Arjona és Ariza 2009). Azonban ha a stresszhatas
akkora mértékil, hogy a sejt membranrendszere is karosodik, a sejtben apoptotikus
folyamatok indulnak be, melynek soran a nukleazok kozremikodésével bekovetkezik a DNS
létraszerti fragmentalodasa (Lang 1998, Pérez-Amador és mtsai. 2000).

A citoldgiai vizsgalatokbol megallapithato, hogy az interfazisban 1év6 gydkérmerisztéma
sejtek, ill. a differencidlodott sejtek kromatin szervezédésében a PEG nem indukalt a
sejthalalra utald valtozasokat (kromatin kondenzaciot, sejtmag fragmentaciot) (Jambrik és
mtsai. 2011), egyetlen kalluszvonal esetében sem (16. abra). Azonban a taxonok
szarazsagtiird képessége kromatin szervez6dés szintjén is Osszehasonlithatd, mert mig az
alacsonyabb ozmotikus stressz toleranciaval rendelkezé D89 vonal esetében 10 %- 0s PEG
kezelést kovetden a gydkércsucs merisztéma sejtekben rendellenes mitozist, lemarado
kromoszdémak megjelenését tapasztaltuk (16. a., b. abra), addig az ozmotikus stressz tolerans
A75 gyokérmerisztéma sejtjeinek a mitotikus kromatin szervezédése még 40 %-0s PEG-gel
torténo kezelést kdvetden is dsszevethetd volt a kontrolléval (16. c., d. abra).

A lemarad6 kromoszomak (16. b. abra nyil) olyan kromoszomak, amiknek nem sikertil
elmozdulniuk valamelyik pélus irdnyaba a mitdzis sordn. Ez a jelenség kromoszoéma
organizaciés problémara utal, melynek okat Silva és mtsai. (2011) olyan proteinek
inaktivalodasara vezetik vissza, melyek a mitotikus orsé miikddésének szabalyozasaban
vesznek részt. Hasonld osztddasi rendellenességrdl cianobaktérium toxinokkal (Beyer és
mtsai. 2009, Jambrik és mtsai. 2011, Silva és mtsai. 2011) illetve nehézfémmel kezelt
(Samardakiewicz és Woz'ny 2005, Zhang és mtsai. 2009) novényeknél szamoltak be. A
sejtek miikddésében bekdvetkezd rendellenességek elsd jeleinek tekinthetéek a lemaradd
kromoszémak, melyek alacsony toxin- illetve nehézfém koncentracional rovidebb kezelési
id6tartamoknal keletkeznek (Beyer €s mtsai. 2009, Jambrik és mtsai. 2011). Kezdetben csak
néhany sejtnél észlelhetéek, majd a kezelés id6étartamanak, illetve a karos anyag
kromoszomahidak, majd Iétrejonnek a mikronukleuszok, amit a kromoszomak
kondenzalddasa kovet (Samardakiewicz és Woz'ny 2005, Zhang és mtsai. 2009). Ezeket a
kutatidsokat a jovoben is folytatni kivanjuk, kutatasainkat kiterjesztenénk vizsgalva, hogy a
citoszkeleton - a mikrotubulusok és a mikrofilamentumok- szervezédése- szarazsag-/
ozmotikus stressz hatdsara milyen karakterisztikus valtozasokat szenvedhet.
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16. abra: PEG kezelés hatasa a Quercus kalluszokbdl regenerilt gyokerek merisztéma sejtjeinek kromatin
szervezodésére. p- profazis; m- metafazis; t- telofazis. a.) D89, kontroll, normal mitézisra jellemzé
kromatinszervezédés; b.) D89, 10 % PEG kezelés, kés6i mitézisban kimutathatd, lemaradé kromoszoma
(nyil); c.) A75, kontroll, normal mitézisra jellemzé kromatinszervezédés, d.) A75, 40 % PEG kezelés, normal
mitézisra jellemzo kromatinszervezédés. Skalak: 20 pm. Osszesen leglabb 3 fiiggetlen vizsgalat tortént, és a
reprezentativ abrak esetében legalabb 3 alkalommal hasonlé tendencia volt megfigyelhetd.

426 Osszegzés

A viszgalt kallusz kulturdk ozmotikus kezelést kovetd vizsgalatainak eredményeit a 10.
tablazat foglalja dssze. Osszességében a szovettenyészetekben az ozmotikus stressz altal
eléidézett fiziologiai valtozasok kimutattak, hogy a Q. petraea Kultirak szarazsagra
érzékenyek, mig a Q. pubescens, Q. virgiliana tenyészetek szarazsagtiirek. Eredményeink
megerdsitik ezeknek a fajoknak a szarazsagtiirésével kapcsolatos elézetes megfigyeléseket,
igazoljak ezeknek a fajoknak az Okologiai igényét a természetes populacidikban, és
alatamasztjak azt a feltevésilinket, miszerint az in vitro kultaraink alkalmasak a kiilonb6z6
taxonok stresszvalaszanak vizsgalatara. Kisérleti rendszeriinket igy fel tudtuk hasznalni az
ismeretlen szarazsagtliré képességl, feltételezett hibridekbdl létrehozott tenyészetek esetében
is. A kiilonbozo tolgytaxonok vizsgalt genotipusait szarazsagtiirG képességiik alapjan
novekvo sorba rendeztiik (lasd, 10. tablazat 1. sor kalluszvonalak felsorolasa szarazsagtiir6
képesség alapjan balrol jobbra novekvo sorrendben).

A D89 (Q. petraea x Q. pubescens) ozmotikus stresszre adott valaszai alapjan, ahogyan
azt vartuk, atmenetet képez a két szélsdértéket képviseld sziiloi faj, a szarazsagnak kevésbé
ellenallo A149 és a szarazsagtlir6bb A75 kozott, a Q. petraea és Q. dalechampii hibridjének
feltételezett D137-es taxon kalluszai az ozmotikus stresszel szemben ellenallonak
mutatkoztak, mig a Q. virgiliana és Q. polycarpa hibridjének feltételezett A211-es vonal
kalluszai szarazsagra érzékenynek bizonyultak. A mikroszatellit eredmények, viszonylag
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nagyobb genetikai tavolsagot mutattak ki a szarazsagot kevésbé és jobban tiird tolgy taxonok
kozott (1. abra).

Tablazat 10. A PEG 6000-el kezelt tolgykallusz vonalak potencialis ozmotikus-/szarazsagstressz tiiré
képességének osszefoglalsa a Kkiilonféle fiziologiai paraméterek alapjan. A besorolas jelentds fiziologiai
eltéréseken alapul , melyeket kétféle gélen mutattunk ki.

kalluszvonal Al149| D89 | A211 | D137 | B50 | A75
vizvesztés E A A A T T
recovery: regeneralodas E A T A T T
oy v B ¢ | 4 | v | A |77
peroxidaz E A A T T T
SSDN-4z B B E T T | T

Roviditések: E: potencidlisan szirazsagra érzékeny, T: potencidlisan szirazsagtird, A: Atmenet a
potencialisan szarazsagra érzékeny és szarazsagtiiré kozott.

5 Osszefoglalas

Munkank soran megfelelé in vitro modszert dogoztunk ki a Sikfokat kutatasi teriilet
erdéallomanyaban el6forduld fehér tolgy taxonokra, majd a létrehozott stabil
szovettenyészetek  felhasznalasdval  szigortan  kontrollalt — korilmények — kozott
tanulmanyoztuk a kiilonb6z6 taxonokbol szarmazd  genotipusok ozmotikus és
szarazsagstressz tird képességét.

A szdvettenyésztéshez alkalmas eljaras kidolgozasahoz elézetes viszgalatokat végeztiink az
egyszikilek osztalyaba tartozé Crocus heuffelianuson. Hosszi-tavon fenntarthatd, embriogén
kalluszokat hoztunk létre kipreparalt hajtascsics és a steril magvakbol fejlodé fiatal
csirandvény explantatumok felhasznalasaval 10 mg 17 NAA és 1 mg I BA hormon-
Osszetétell, 2 w/v % szachardzt tartalmazo 0,8 w/v % agarral szilarditott MS* taptalajon (5.
a., b., c. abra). A ndvényregeneralas soran harom 1€pésbdl allo tenyésztést alkalmaztunk. A
hormonok mennyiségének lecsokkentésével, és a hormonaranyok megforditasaval
szomatikus embridkat hoztunk létre. A taptalaj erdsségének és a szachardz tartalmanak
csokkentésével, kivaltottuk az embriok érésének a folyamatat. Alacsony NAA koncentraciok
mellett, GA;, aszkorbinsav és 2 mgl'1 BA jelenlétében az érett szomatikus embriok
novénnyé differencialodtak, majd kifejlédott a novényen a hagymagumod is (5. tablazat, 5. d.-
0. abra).

A fehér tolgy taxonok szovettenyésztését steril koriilmények kozott csirazo Quercus robur
makkok felhasznalasaval tanulmanyoztuk tovabb. Megfigyeltiik a GA;3 szartag megnyutlast
serkentd, gyokér és levél ndovekedést korlatozo hatasat. A csirazod embrid kiilonbdzo részein
hoztunk Iétre els6 generdcidos kalluszokat eltéré hormon-Gsszetételii taptalajok
alkalmazaséaval, majd a 1étrejovo kalluszkultiurdkat egységesen a kalluszindukalo taptalajtol
eltéré 4 mgl™ NAA, 0,5-1 mgl™ BA és 100 mgl™ aszkorbinsavat tartalmazé WPM taptalajon
tartottuk fenn hosszh tdvon (6. tablazat, 6. abra). Ugyanilyen taptalajt alkalmazott Cuenca és
mtsai. (1999), Toribio és mtsai. (2004) és San-José és mtsai. (2010).
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Elozetes tapsztalataink felhasznalasaval stabil, tobb mint egy éve fennallo, a szarazsagstressz
vizsgalatokhoz felhasznalhatd, valtozatlan ndvekedési és morfogenetikai sajatsagokkal
rendelkezd kalluszokat allitottunk eld a sikfokuti erdéalloméanyban el6forduld fehér tolgy
taxonok leveleibdl illetve a Quercus petraea és Quercus polycarpa barkaibol (7. abra). A
kultarak fenntartasat nehezitette a szovetek polifenolos vegyiileteket felhalmozo képessége.
A tenyészetek és a taptalaj elsotétedését, a termelddd vegyiiletek taptalajba szivargasanak
korlatozasaval tudtuk mérsékelni a leghatékonyabban, azaltal hogy az atoltds soran ugy
helyeztiik el a kalluszokat, hogy megakadalyozzuk a taptalaj és a vagott feliilet érintkezését.
A sejtburjanzas kivaltasdhoz ¢és stabilizalasahoz auxin és citokinin hatasi hormonok
jelenlétére is sziikség volt. A szakirodalom alapjan kiprobalt szamos hormonkombinacio
koziil altalanossagban a 2-4 mgl™ NAA és 0.5-1 mgl™ BA volt a legeredményesebb (Cuenca
és mtsai. 1999, Toribio és mtsai. 2004, San-José és mtsai. 2010).

A kalluszfenntartd taptalajon huzamosabb ideig nevelt, Q. pubescens, Q. virgiliana, Q.
dalechampii és ezek hibridjeinél gyokérképzddést tapasztaltunk (8. abra). Ezek a taxonok
kozelebbi rokonsagban allnak egymassal, és okologiai igényiiket tekintve a szarazsagtiir6bb
fehér tolgyek kozé tartoznak. Ezzel szemben a tavolabbi rokonsagban 1év0, vizhidnystresszre
érzékenyebb Q. petraea, Q. polycarpa és a ketté egymassal alkotott hibridjének kalluszai
alkalmatlanok voltak a gyokérregeneralasra.

Sikeriilt hajtasképzddést kivaltanunk az A149, A211, D137, B50 vonalaknal, azonban ezek a
hajtasok nem fejlédnek tovabb, nem jonnek létre életképes novények (9. abra). Toribio és
mtsai.  (2004) eljarasahoz hasonléan az Al49 (Q. petraea) vonal levél és barka
explantatumbol szarmazo kalluszait alacsonyabb auxin tartalmi taptalajra helyezve sikertilt
embriogenezist kivaltani. A 1étrejott szomatikus embriok mindhdrom (globularis, sziv és
torpedo) fejlodési stadiumot elérték 0-0,1 mgl? NAA vagy IBA illetve 0,5-1 mgl™ BA
differencialodtak. Ezzel szemben a tobbi vonalndl a hajtasok a kallusz indukalasra és
fenntartasra alkalmazott taptalajokon (B50), vagy a mérsékelten csdkkentett NAA és /vagy
BA tartalmu taptalajokon (D137, A211) jelentek meg (9. tablazat).

Osszességében a szovettenyészetekben az ozmotikus stressz altal eldidézett fiziologiai
valtozasok kimutattak, hogy a Q. petraea kulturdk szarazsagra érzékenyek, mig a Q.
pubescens, Q. virgiliana tenyészetek szarazsagtiiréek (10. tablazat).

A széarazsagra érzékenyebb taxonoknal, mint amilyen a Quercus petraea (A149) a PEG 6000
kezelés koncentraciofiiggd vizvesztést valtott ki, ami 10 % PEG 6000-nél kezdédott el, és a
kalluszok nedvestomegének csokkenésében mutatkozott meg (10. abra). A recovery
eredmények alapjan az életképes zold kalluszok létrehozasanak képessége 10 % PEG
kezelést kovetden nagymértékben lecsokkent (12. abra), mialatt a peroxidaz aktivitdsa nem
valtozott szamottevd mértékben, vagy csokkent (13. 14. abra), amihez PEG-indukalt,
atmeneti szimplaszala DN-az aktivitasndvekedés tarsult, mely 10 % PEG 6000 hatasara érte
le a maximumat (15. abra).

Ezzel szemben, a szarazsagtiirtdbbA75 (Q. pubescens) és a B50 (Q. virgiliana) vonalak
rezisztensnek bizonyultak a PEG 6000 indukalta vizvesztéssel szemben, mert csak a
legnagyobb PEG 6000 koncentracioja valtott ki a kalluszokban nedvestomeg csokkenést (10.
abra). Ezek a taxonok még a 40 %-o0s PEG 6000 kezelés utan is képesek voltak 1j, életképes
z6ld kalluszokat 1étrehozni (12. &bra), és a gydkércsucsok sejtjeiben sem lehetett osztodasi
rendellenességet megfigyelni (16. d. abra). Mindekdzben az ozmotikus stressz hatdsara
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jelentésen megnétt a peroxidaz aktivitasa (13., 14. abra), a szimpla szali DN-az aktivitasa
egyenletes maradt, vagy csak csekély mértékben emelkedett meg (15. abra).

Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a szarazsagra érzékeny taxonok antioxidans rendszere
nem bizonyult elég hatékonynak, a felhalmozddé reaktiv oxigénformak hatasara karosodott a
DNS allomany, aminek hatasara feltételezhetéen indukalodtak a helyreallitdo folyamatok,
amik a nukledzok aktivitasanak emelkedését vontak maguk utdn. A szarazsagstressz
fokozodasaval, fokozatosan karosodtak a védd és hibajavitd rendszer enzimjei is. Amikor a
karos oxigénformak és szabad gyokok keletkezése és a védekezd, kijavitdé mechanizmusok
aktivitasa kozotti egyensuly megbomlott, a szovetek regeneralddod képessége is lecsokkent, a
kalluszok a kimeriilés, karosodas fazisaba keriiltek. A szarazsagtiirobb taxonoknal az
antioxidans rendszer feltehet6en hatékonyabb volt, igy az egyenstily megmaradt a kisérletben
alkalmazott legtoményebb PEG 6000 oldattal torténd kezelésnél is.

Eredményeink alatamasztjak azt a feltevésiinket, miszerint az in vitro kultaraink alkalmasak
a kiilonboz6 taxonok stresszvalaszanak vizsgalatara. Kisérleti rendszeriinket igy fel tudtuk
hasznalni az ismeretlen szarazsagtiird képességli, feltételezett hibridekbdl 1étrehozott
tenyészetek esetében is. A hibridek ozmotikus stresszre adott valaszai, dtmenetet képeztek a
két széls6értéket képviseld sziildi faj, a szarazsagnak kevésbé ellenalld A149 és a
szarazsagtiirobb A75 kozott. A vizsgalatok alapjan, a kiilonb6z6 tolgytaxonok genotipusait a
kovetkezd ndvekvd sorrendbe rendeztiik szarazsagtiird képességiik szerint (10. tablazat):
A149, D89, A211, D137, B50 és A75.

A mikroszatellit eredmények, viszonylag nagyobb genetikai tavolsagot mutattak ki a
szarazsagot kevésbé és jobban tiird tdlgy taxonok kdzott (1. abra).

6 English summary

We worked out an in vitro procedure for white oak taxa, all are present in the forest stand of
Sikfokut LTER Research Area (NE Hungary). We used the established stable tissue cultures
as simple experimental model systems for screening drought/ osmotic stress tolerance of
different genotipes of several white oak taxa.

For working up the tissue culture system firstly we used Crocus heuffelianus for the
preliminary in vitro culture experiments. Crocus heuffelianus belongs to the
monocotyledonous class. We induced a stable embryogenic callus line from shoot primordia
and 1 week old seedling explants on MS* medium supplemented with 2% (w/v) sucrose, 10
mgl™ NAA 1 mgl ™ BA and solidified with 0,8% agar (Fig. 5. a, b, ¢ ). Plant regeneration
was achieved in 3 steps. Firstly, we decreased auxin/cytokinin concentration and ratio which
was efficient in somatic embryo induction. Secondly, a decrease in the strength of culture
medium and the concentration of carbon source was used, which was effective in embryo
germination. Finally when we added 25 mgl™ GA; and 100 mgl™ ascorbic acid to the
germinating medium and raised the BA concentration to 2 mgl™ plant regeneration and corm
development occurred (Table 5., Fig. 5. d-0).

For working up the tissue culture system, secondly we germinated the embryo from the
disinfected decoated seeds of Quercus robur, and the 1-weeks old in vitro grown seedlings
were used as explants. We observed that GA; consistently elongated the internodes of the
oak, the length of the main stem axis was increased, but the growth of leaf area failed to
come, and the frequency of darkening of roots increased with increasing concentration of
GA:;. Calli were induced on different parts of the seedling on the media supplemented with
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various concentrations of auxins and cytokinins. The growth regulator (PGR) content of
culture media used for culture maintenance (4 mgl™ NAA and 0.5-1 mgl™ BA) was
independent of explant type, identical to media used by Cuenca et al. (1999), Toribio et al.
(2004) and San-José et al. (2010), and differed from the callus initiation media (Table 6., Fig.
6.).

The results of the preliminary experiments are used for establishing stable callus lines from
the young leaves of numerous Quercus genotypes belonging to the white oaks from the
forest stand of Sikfékut and the catkins of Q. petraea and Q. polycarpa (Fig. 7.).

These cultures were suitable for plant osmotic stress response studies. The maintenance of
the callus culture was made more difficult by phenolic compounds which were accumulated
in high quantities in the calli grown in vitro. We could decrease browning by controlling
exudation of the phenolic compounds to the culture media: we prevented contacting between
the wounded surface of the callus and the media by submerging only the unhurt part of the
tissue. Cytokinin and auxin were essential for induction and maintainance of callus cultures.
The most suitable medium for the callus induction and maintenance was WPM supplemented
with 100 mgl™ ascorbic acid, 2-4 mgl™ NAA and 0.5-1 mgl™ BA. This combination of PGR
is identical to media used by Cuenca et al. (1999), Toribio et al. (2004) and San-José et al.
(2010).

The lines of (A75) Q. pubescens, (B50) Q. virgiliana, Q. dalechampii and their putative
hybrids produced abundant roots, when they were long-term (more than 90 days) cultured on
callus induction and maintenance media in case of the high auxin/cytokinin ratio (Fig. 8.).
These taxa are closely related confirmed by microsatellite data and belong to the more
drought tolerant Quercus taxa considering their ecological demands. On the other hand, calli
of the drought sensitive Q. petraea, Q. polycarpa and their putative hybrids which are
genetically more distinct to all other taxa were not able of root regeneration. There is a
relationship between the root regeneration ability and the drought stress tolerance.

Callus lines of A149, D137, A211 and B50 were capable of shoot regeneration but these
shoots were not viable: they couldn’t develop into plants (Fig. 9.). Efficient somatic
embryogenesis was achieved through a gradual decrease of auxin and cytokinin content and
embryo germination and shoot regeneration could be obtained on media with high cytokinin/
auxin ratio but an overall low level of PGRs in case of Quercus petraea. This strategy is
similar to the procedure of Toribio et al. (2004). On the other hand in the case of on D137,
A211 and B50 calli shoots appeared on the same media as those used for callus induction
(B50), or by a moderate reduction of NAA and/ or BA content (D137, A211).

To sum up, all physiological changes induced by osmotic stress in tissue cultures of selected
oak individuals/ taxa indicated that Q. petraea cultures were drought sensitive and Q.
pubescens, Q. virgiliana cultures were drought tolerant (Table 10).

The measurement of fresh weight after treatment with the osmoticum revealed that for the
drought sensitive Al149 line, water loss occurred at 10 % PEG 6000 and increased
progressively as PEG 6000 concentrations increased (Fig 10.). The presence of viable,
compact, green callus tissue during recovery experiments was decreased after 10% PEG
6000 treatment (Fig. 12.), while there were no significant changes or decreases of guaiacol-
peroxidase activities (Figs 13., 14.), and transient increases in nuclease activities were
detected as compared to controls, with maximal activities at 10 % PEG 6000 treatment (Fig.
15.).
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In contrast, the drought tolerant A75 calli were resistant to water loss that occurred only at 40
% PEG 6000 (Fig 10.). Tissue viability of these genotipes persisted even at 40 % PEG
(Fig.12), and PEG 6000 didn’t induce changes in chromatin organization. (Fig. 16.).
Meanwhile PEG treatments lead to significant increases of peroxidase activities (Figs 13.,
14.), and the ssDNase activity didn’t increase notably (Fig 15.).

These results mean that ROS cannot be scavenged in drought-sensitive taxa, followed by
DNA strand breaks leading to activity increases of nucleases probably involved in repair.
Drought-tolerant taxa are expected to be able of scavenging ROS efficiently, thus DNA
strand breaks occur probably with less frequency. When the drought stress became more
acute the enzymes of scavenge and defense system were progressively impaired. When the
balance between the formation of ROS and capacity of reapir system was broken off the
regeneration capacity of tissue was decreased also, and calli lost their viability. Drought-
tolerant taxa are expected to be able of scavenging ROS efficiently, thus DNA strand breaks
occur probably with less frequency.

The results of our experiments confirmed previous findings on drought sensitivity of these
species and ecological requirements reported for growth in their natural populations habitats,
and proved our hypothesis: such in vitro cultures can be used for modelling stress responses
for taxa where they were not previously studied. Concerning cultures derived from putative
hybrids of unknown drought sensitivity, they were intermediary in terms of drought
tolerance.

Based on the experiments the genotypes of diferent oak taxa was graded in accordance with
ascendent drought tolerance (Table 10.): A149, D89, A211, D137, B50 és A75

In general, microsatellite data confirmed relatively high genetic distances between drought
sensitive and drought tolerant oak individuals/taxa (Fig. 1.).
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