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A talalmény térgys eljaréas Helianthus annuus
(napraforgo) véltozatainak regeneralasara
szomatikus embriogenezissel sejtekbol vagy
szovetekbdl, elsé szakaszban napraforgo szo-
vetek tenyeésztésevel hormontartalmu serken-
t6 tapkozegen embriogén kalluszok és szoma-
tikus embriok képzésére és az embridok nove-
kedésének serkentésére, majd masodik sza-
kaszban tenyésztéssel, amely lehetové teszi
az embriok csirazasat és lehetdleg gydkeres
novényekké fejlédését, Ugynevezett csirand-
vény ndvekedést serkentd kozegen.

A talalmény értelmében ugy jarnak el,
hogy az elsd két lépést G-benzil-amino-purin
hatésos mennyiségeét, valamint szacharozt
tartalmazd tapkozegen hajtjak végre auxin-
~tipusu hormon tavollétében.
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A taldlmény targya eljarads napraforgé no-
veny regeneraldsara sejtekbdl vagy szdve-
tekbdl szomatikus embriogenezissel.

Bar szamos termesztett novenyfajta el-
kalonitett sejtjeibdl vagy szoveteibdl regene-
ralhatd a novény, a napraforgoval (Helian-
thus annus) kapcsolatos ilyen erofeszitések
gyakran eredménytelenek maradtak. Az iro-
dalomban leirnak néhédny, a napraforgd szo-
matikus embriogenezissel végzett regenerala-
sara vonatkozo eljarast, de ezek a mddszerek
csak ritkan genotipusokra vagy interspecifi-
kus hidridekre vonatkoznak. Az explantatu-
mokat egy elsd kozegben tenyésztik, amely
serkenti a kalluszképzédést, A kalluszt az-
utén atviszik egy masodik kozegbe, amely
serkenti a szomatikus embridk és csirandové-
nyek képzodését. A csirandévényeket ezutan
atviszik egy harmadik kozegbe, amely ser-
kenti a gyokérképzodest, és a regeneralt no-
vényt ebben a szakaszban talajba lehet ul-
tetni.

Paterson és Everett (Plant Sci., 42., 125,
/1985/) kifejlesztettek egy kozeget, amely
tulajdonképpen a Georgieva-Todorov és mun-
katarsai (Proc. 9th Int. Sunflower Conferen-
ce, Torremolinos, Spanyolorszag, 1980, 122.
oldal) altal kidolgozott kozeg javitott forma-
ja; ez a kozeg indukélja az SS 415 B ter-
mesztett napraforgofajta regeneralddasat
szomatikus embriogenezissel sziklevél alatti
fragmensekbdl. Az explantatumokat 2 hétig
tenyésztik soOtétben, majd 2-4 hetig vilagos-
ban modositott Murashige és Skoog (MS) ko-
zegen, amely 40 mg/l adenin-szulfattal,
1 mg/l 6-benzil~amino~purinnal (BAP), 1 mg/l
naftalin-ecetsvval (NAA) és 0,1 mg/l gibbere-
linnel (GA3) van kiegeészitve. Az elsd 2 hét
soran laza kallusz képzodik, majd a fényben
z0ld foltok tinnek eld, amelyek hajtasokka
alakulnak. Anatomiai vizsgalat azt mutatja,
hogy ezek a zold foltok a zigota embridkhoz
hasonlé szomatikus embridk.

Chandler és Jan (Agronomy Abstr., 58,

/1983/) leirjak a napraforgd regeneralését
interspecifikus keresztezésekbdl szdrmazo
éretlen embriokbol. Az éretlen (4-5 napos)

embridokat Chandler és Beard altal leirt nove-
kedést elosegitd embrioneveld taptalajra
(Crop. Sci., 23, 1004, /1983/) helyezik. A
megnott embridkat 2-3 hét mulva Atteszik
MS-kozeg alapy kulonbozd taptalajokra, ame-
lyek auxint és doxiciklint tartalmaznak valto-
20 dozisokban. Ezeken a kdzegeken a nove-
nyek kulonbozé modokon hozhatok létre, be-
leértve a kozvetlen csirdazast vagy a kallusz
indukciot, amelyet organogenezis vagy emb-
riogenezis kovet. A legjobb eredményeket 0-
-1 ppm kozotti indolecetsav (IAA) és kinetin
koncentracioval érik el. A rendszer elonye,
hogy egyetlen embriobol tobb klént allitanak
elo.

Cooley és Wilcox a 0172377 szamu eurd-
pai szabadalmi bejelentésben egy olyan, HA
89 és RHA 274 napraforgd valtozatokra alkal-
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mazott eljarédst javasol, amely a fent leirt
hérom szakaszbol 4ll és hérom kialdnbodzd
taptalajon hajtjak végre, amelyek kozul az
elsd két szakasz téptalaja szikségszerlen
tartalmaz egy auxin-tipusu hormont. Ennek
az eljarasnak azonban tobb héatranya is van;
egyrészt csak olyan embridkkal hajthato
végre, amelyek mérete egy szik tartoményba
(0,1-2 mm) esik, ezért kevéssé rugalmas,
mésrészt a kozeget cserélni kell az elsd és a
masodik szakasz kozott, végil pedig a kapott

csiranovények regeneralodasi foka meg igy
is igen kedvezétlen.
Talalményunk egy olyan egyszerubb,

napraforgd valtozatok regeneralésara szolgalo
eljarasra vonatkozik, amely olyan csiranové-
nyeket eredményez, amelyeknek nagyobb a
novekedési kapacitdsa, ha ujra a talajban
termesztik Oket.

Kozelebbrol a talalmény targya eljaras
napraforgd valtozalok regenecraléséra éretlen
embriokbol

- az els® szakaszban a sejtekbdl vagy a
gzovetekb6l embriogén kalluszt képezve hor-
montartalm indukcids téptalajon tenyésztve,

- a mésodik szakaszban az embriogén
kalluszokat hormontartalmu taptalajon te-
nyésztve, igy ezek novekszenek, fejlodnek
és csiraznak,

- egy adott esetben vegrehajtott har-
madik szakaszban tenyésztéssel lehetdséget
adva a novények novekedésére és fejlodésé-
re.

A taldlmény szerinti megoldast az jel-
lemzi, hogy az elsé két szakaszt azonos jel-
leglh tédpkozegben végezzik, amely megfeleld
mennyiségl G-benzil-amino-purin citokinin-
-tipusu hormont valamint szacharozt tartal-
maz, auxin-tipusu hormon tavollétében.

Leirasunkban a tovabbiakban a szézalé-
kos értékek tomeg/térfogat értékeket jelol-
nek, amennyiben mast nem adunk meg.

Azok a noveényi szovetek, amelyekbodl a
szomatikus embriok eldéllitéséhoz explantatu-
mokat lehet kivenni, a napraforgd (Helien-
thus annuus) olyan valtozataibdl szarmaznak,
amelyeket elsdsorban a szelekcios progra-
mokban hasznalnak,

Az eljarést nyolc valtozat felhasznélasé-
val szemléltetjuk: HA 89, HA 290, HA 291,
HA 300, HA 303, T 76, RT 26 és oOrias szurke
csikos. A HA 89 valtozat Dade Counts-bol
(Florida, USA), a HA 290, HA 291, HA 300,
HA 303, T 76 és RT 26 valtozatok a Seedtec
International Inc. cégtdl (Woodland, Kalifor-
nia, USA) és az orias szirke csikos a North-
rup King Seeds cégtdl (Fresno, Kalifornia,
USA) szarmazik.

Az explantatumok Gveghazban termesz-

60 tett novenyekbdl szarmaznak, amelyeket el-

lendrzott megtermékenyitésnek vetunk ala. A
kalluszok eldéllitdséra az eldnydsen alkalmaz-
haté explantdtum az éretlen embrio. Az éret-

len embriokat maghézukkal egyutt elkiilonit-

65 juk a napraforgd fészekviragzatoktol amikor
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4-21 naposak; altalaban 0,1-5 mm méretlek.
A nagyméretl éretlen embriokat tobb egyenld
részre vighatjuk a gemmula-radicula tenge-
lyen &t haladé sikok mentén, igy megtobb-
sz0rdzhetjuk az egyetlen embriobdl nyert
klonok szédmat.

A taldlmany szerinti eljardst a kovetke-
zO0képpen hajtjuk végre:

HA 89, HA 290, HA 291, HA 300, HA 303,
T 76, RT 26 és orids szirke csikos naprafor-
g0 valtozatokat Uveghézban termesztink
(26 °C, 40000 lux, napi 15 6ras megvilagitasi
idG) és ellenorzott megtermékenyitésnek vet-
Juk ala. Az éretlen embriokat 4-21 nappal a
beporozas utdn eltavolitjuk. A fészekvirdgza-
tokbdl kiemelt magvakat gy sterilizaljuk,
hogy 20 percre kereskedelemben kaphatd Ja-
velle-viz oldatdba martjuk, amelynek klér-
metrikus erdssége 3° és amelyhez néhény
csepp Tween 80 nedvesitdszert (8-10 mol eti-
lén-oxidot tartalmazo etilén-oxid és nonil-fe-
nol kondenzatum) adtunk, majd steril desz-
tillalt vizzel hdromszor mostuk. Az embridkat
ezutan aszeptikus koérulmények kozott elki-
lénitjuk, ha szikséges, feldaraboljuk és az
elsd, Ugynevezett embrid-indukcids kozegbe
helyezzuk.

Ez az elsd kozeg szervetlen sokat, vita-
minokat, aminosavakat, szachardzt eés egy
hormont tartalmaz a kalluszok képzddéséhez
megfeleld mennyiségben. A szervetlen sok
makroelemek so6i és nyomelemek s6i. Az ebben
az elsd kozegben alkalmazott makroelemeket
peldéul a kovetkezd vegyiletek kozul va-
laszthatjuk: magnézium-szulfat, kalcium-klo-
rid, monokalium-foszfat, kalium-nitrat és am-
moniuni-nitrdt. A nyomelemeket tartalmazd
sok kozul megemlithetjuk a borsavat, man-
gan-szulfétot, cink-szulfétot, nétrium-molib-
datot, réz-szulfétot, kobalt-kloridot, kalium-
-jodidot és a vas-nétrium-EDTA kelatot. A
szerves soknak ez a kombnacidja Murashige
és Skoog nevén ismert (MS).

A makroelemek és a nyomelemek elonyos
mennyisége
1 liter kozegben a kovetkezd:

magnézium-szulfat-

-heptahidrat, (370 mg)
kalcium-klorid-dihid-

rat (440 mg)
monoalkélium-fosz-

fat-dihidrét (170 mg)
kalium-nitrat (1900 mg)
ammonium-nitrat (1650 mg)
bérsav (6,2 mg)
mangan-szulfat-tet-

rahidrat (22,3 mg)
cink-szulfat-hepta-

hidrat (8,6 mg)
nétrium-molibdat-di-

hidrat (0,25 mg)
réz-szulfat-penta-

hidrat (0,025 mg)
kobalt-klorid-hexa-

hidrat (0,025 mg)
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kalium- jodid (0,83 mg) és

vas-natrium-EDTA

kelat (36,7 mg).

Az elsé koOzeg tartalmaz vitaminokat is,
ugymint nikotinsavat, tiamint, piridoxint,

mio-inozitolt, €s egy aminosavat, Ugymint
alanint, glutamint, szerint, triptofant, ciszte-
int vagy elOnydsen glicint. A vitaminok és
aminosavak elonyds mennyisége 1 liter ko~
zegre a kovetkezd:

nikotinsav (0,5 mg)
tiamin-hidroklorid {0,1 mg)
piridoxin-hidroklorid (0,5 mg)
mio-inozitol (100 mg) és

glicin (2 mg).

Az elsd kozeg lartalmazhat egy vitamin-
és aminosav-kiegészitot is, ez a kiegészitd
nem alapvetden fontos a szomatikus embriok
képzddéséhez, de noveli elofordulasuk gya-
korisagat. Ebben az esetben a vitaminok és
aminosavak elonyds mennyisége 1 liter ko—
zegben a kovetkezd:

nikotinsav (0,5 mg)
tiamin-hidroklorid (0,1 mg)
piridoxin-hidroklorid (0,5 mg)
mio-inozitol (4000 mg)
L-alanin (1000 mg)
L-glutamin (800 mg)
L-szerin (160 mg)
L-triptofan (50 mg)
L-cisztein (10 mg) és
glicin (2 mg).

Az elsd kozegben levd szacharoz 8-12%,
elonydsen 9% mennyiségben van jelen.

Az elsd kozegben levd hormon, amelynek
milyensége a talalmény egyik jellemzdje, cito-
kinin-tipusyd, 6-benzil-amino-purin., Altalaban
0,5-1 mg/l kozeg a megfeleld hormonmennyi-
ség. Agart, igy Phytagar vagy Gelrite nev(
terméket hasznalunk a kozeg megszilardita-
sara. 0,6% Phytagar vagy 0,3% Gelrite végsd
koncentracié jo eredményt ad. A kozeg pH-ja
5,0-6,3 kozott mozoghat és eldnyosen 5,0.

A kozeget autoklavban sterilizaljuk, a
hormonok kivételével, amelyeket mikroporo-
zus membranon végrehajtott sziiréssel steri-
lizalunk.

Az éretlen embridkat, amelyekel erre az
elsd kozegre helyezink, korulbelil 2-3 hétig
neveljik sotetben, 26 °C-on. Ez alatt az ido-
szak alatt a zigota embriok kifejlddnek es
szomatikus embriok jelennek meg a sziklevel
alatl és a sziklevél belsd feliletén a HA 291
valtozat esetében. Ezeket a szomatikus emb-
riokat azutdn elkulonitjok és athelyezhetjuk
a masodik, Ugynevezett csiranévény noveke-
dest biztosito kozegre. Az embriogén kalluszt
vagy az elkQlonitett embrickat 2-3 hétig
26 °C-on, vilagosban (1500 lux) neveljuk a
masodik kozegen, napi 12-16, elénydsen 16
orés megvilégitdsi idovel. Ez alatt az id6
alatt az embridk kicsirdznak és a képzddott
csirandvények gyokeret ereszthetnek.

Az elsd kozeghez hasonldéan a mésodik
kozeg szervetlen sdkat, vitaminokat, egy

3-
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aminosavat, szacharozt és egy hormont tar-
talmaz. A szervetlen s0k makroelemek és
nyomelemek sdi. A makroelemek, nyomelemek,
vitaminok és az aminosav ugyanazok, mint az
els® kozegben, azonos koncentracioban, ki-
egészitd nélkul. A szachardz eldonydsen ki-
sebb mennyiségben van jelen, mint az elsd
kozegben, példaul 2-4%-ban, elénydsen 3%-
-ban. Az alkalmazott hormon azonos az elso
kozegben alkalmazott hormonnal, 6-benzil-
-amino-purin. Altalaban 0,1-05 mg/l a megfe-
leld mennyiség. Agart, példaul Phytagar vagy
Gelrite nevi terméket alkalmazunk a kozeg
megszilarditasara. 0,6% Phytagar vagy 0,3%
Gerlite végsd koncentracio jo eredményt ad.
A kozeget a fent leirt modon sterilizaljuk, és
pH-ja 5,0-6,3, elonydsen 5,0.

A mésodik kozegen 2-3 hét utéan az el-
kalonitett szomatikus embridk kicsiréznak és
adtalakulnak 2-5 cm-es csirandvényekké. A
gyokeret eresztett csirandvényeket at lehet
helyezni talajba, tdzeg, vermikulit és finom
homok 3 : 2 : 1 arédnyl steril keverékébe,
amelyet Jiffy-cserépbe tesszik; a cserepeket
nedves homokkal toltott talba helyezzik és
atlatszoé polietilén zacskoval betakarjuk a
nagy nedvességlartalom fenntartdsa érdekeé-
ben, majd az egészet 15 °C-os klimakamraba
(6000 lux) helyezzuk 12-16 ora, eldnyosen 15
ora napi megvilagitési idd alkamazésaval. 10
nap mulva a névényeket nagyobb cserepekbe
tessziik at és Uveghazban neveljuk 26 °C-on
(40000 lux) napi 12-16 ora, eldonydsen 15 ora
megvilagitasi ido alkalmazéasaval.

Azokat a novényeket, amelyek nem
eresztettek gyokeret, beolthatjuk iveghéz-
ban nevelt fiatal névényekbe szokésos mod-
szerrel (lasd Habermann, Wallace: Amer. J.
Bot., 45., 479, /1958/), vagy 10-20 napra at-
helyezhetjik egy gyokerezhetd kozegbe vagy
harmadik kozegbe.

A harmadik kozeg szervetlen sodkat, vi-
taminokat és szacharozt tartalmaz. A szervet-
len sok makroelemek és nyomelemek soi. Az
ebben a harmadik kozegben alkalmazott mak-
roelemeket a kovetkezd vegylletekbol vé-
laszthatjuk: magnézium-szulfat, kalcium-klo-
rid, mononatrium-foszfat, kalium-nitrat és
ammonium-szulfat. A nyomelemeket tartalmazo
sok lehetnek példaul borsav, mangan-szulfat,
cink-szulfat, natrium-molibdat, réz-szulfat,
kobalt-klorid, kalium-jodid és wvas-natrium-
-EDTA kelat. A szervetlen soknak ez a kom-
binacidja B5 néven ismert. A makroelemek és
nyomelemek elonyds mennyisege 1 liter ko-
zegben a kovetkezod: :

magnézium-szulfat-

-heptahidrat (250 mg)
kalcium-klorid-dihid-

rat (150 mg)
mononétrium-foszfat-

-monohidrat (169 mg)
kalium-nitrat (3000 mg)
borsav (3 mg)

mangan-szulfat-tetra-
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hidrat (13,2 mg)
cink-szulfat-hepta-

hidrat (2 mg)
natrium-molibdat-di-

hidrat (0,25 mg)
réz-szulfat-penta-

hidrat (0,025 mg)
kobalt-klorid-hexa-

hidrat (0,025 mg)
kalium-jodid (0,75 mg) és
vas-natrium-EDTA

kelét (40 mg).

A harmadik kozeg vitaminokat is tartal-
maz. Ezek nikotinsav, tiamin, piridoxin és
mio-inozitol. A vitaminok eldnyds mennyisége
1 liter kozegben a kovetkezd:

nikotinsav (1 mg)
tiamin-hidroklorid (10 mg)
piridoxin-hidroklorid (1 mg) és
mio-inozitol (100 mg).

A harmadik kozeg tartalmaz szacharozt,
aktiv szenet vagy egy auxin-tipusu hormont
is. A szacharoz példaul 1-2%, elénydsen 1X%,
az aktiv szén 0,1% mennyiségben van jelen.
Ha aktiv szén helyett inkédbb hormont alkal-
mazunk, 0,1-0,2 mg/l 3-indolecetsav vélasztd-
dik ki. Agart, ugymint Phytagar vagy Gelrite
nevl terméket hasznalunk a kozeg megszi-
larditéséra. 0,5% Phytagar vagy 0,25% Gerlite
végsd koncentracio megfeleld. A kozeg pl-ja
5,0 és 6,0 kozott valtozhat és elonyodsen 5,0,
A kozeget autoklavban sterilizaljuk.

A novényeket ezen a kozegen 2-3 hétig
neveljuk 26 °C-on  vildgosban (1500 lux),
napi 12-16 oras, eldnyodsen 16 oras megvila-
gitdsi idével. A novények ezutan gyokeret
eresztenek és athelyezhetdk talajba.

Az ezzel az eljarédssal kapott novények
fenotipusukban kulonbozhetnek a kiindulasi
anyagtol, az in vitro stressz kovetkeztében.
A novényeket kézi munkéval porozzuk be és
addig taroljuk, amig a magvakat Osszegyljt-
juk., Néhany magvat eltintetink az uUj nap-
raforgd novények vizsgalatdra és az elonyos
mutansok lehetséges kivalasztéséra, amelye-
ket azutén bevonunk egy valtozat szelekcios
programba.

A taldlmény szerinti megoldéast a kovet-
kezd nem-korladtozo példakkal szemléltetjik
kozelebbrol

1. példa
A torzsoldatok elkészitése
&) B5 torzsoldat

Tizszeres toménységi BS torzsoldatot
ugy allitunk eld, hogy egy zacskod szachardz
nélkali, a B5 kozeget (Flow Laboratories
gyartmanya, tartalmazza a B5 szervelten soit,
1 mg nikotinsavat, 1 mg piridoxin-hiodroklo-
ridot, 10 mg tiamin-hidrokloridot és 100 mg
inozitolt - veégsd koncentraciok) fololdunk

5
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7 HU 200070 B 8

desztillélt és ionmentesitett vizben (1000 ¢m3
vegsh terfogat). A torzsoldatot 100 cm3-es
aliquot részekre osztjuk és -20 °C-on tarol-
Jjuk.

b) 6~benzil-amino-purin (BAP) torzsoldat

1 g/1 BAP tartalini torzsoldatot készi-
tink ugy, hogy 100 mg 6-benzil~amino-pu-
rint feloldunk néhény cm?® 0,15 n sdsavoldat-
ban, az oldatot enyhén melegitjuk és-desztil-
lalt és ionmentesitett vizzel 100 cm3-re higit-
juk. Ezt az oldatot 0,2 um-es Minisart NML
jell membrénszirdn (Sartorius gyartmany)
szirve sterilizdljuk, mieldtt hozzdadnénk az
elsd és a mésodik kozeghez.

¢) 3-indolecetsayv (IAA) torzsoldat

0,2 g/1 TAA-t tartalmazo torzsoldatot ké-
szitink ugy, hogy 20 mg 3-indolecetsavat
feloldunk néhény cm? tiszta etanolban, és az
oldatot desztillalt és ionmentesitett vizzel
100 cm?-re higitjuk. Ezt az oldatot 0,2 um-es
Minisart NML jelG membrénszirdén (Sartorius
gyartmény) szlrve sterilizaljuk, miel6tt hoz-
zédadnank a harmadik kozeghez.

d) Vitamin- és aminosav-kiegészité

Chandler és Beard szerint (Crop. Sci.,
23., 1004, /1983/).

Huszszoros toménységl vitamin- és ami-
nosav-torzsoldatot készitink ugy, hogy 39 g
mio-inozitolt, 10 g L-alanint, 8 g L-glutamint,
1,6 8 L-szerint, 0,5 g L-triptofant és 0,1 g
L-ciszteint egyutt feloldunk desztillalt és
ionmentesitett vizben (végsd térfogat
500 cm®). A torzsoldatot 50 cmd-es aliquot
részekre osztjuk és -20 °C-on taroljuk.

2. példa
A kozegek eldallitdsa

a) Elsé kozeg vagy embridindukcios ko—
zeg

A kozeget ugy é&llitjuk eld, hogy egy
zacsko szachardz nélkuli Murashige és Skoog
kozeget (a Flow Laboratories gyértménya,
tartalmazza az MS kozeg szervetlen soit,
0,1 mg tiamin-hidrokloridot, 0,5 mg nikotin-
savat, 0,5 mg piridoxin-hidrokloridot, 2 mg
glicint és 100 mg inozitolt) és 90-120 g sza-
chardzt feloldunk desztillalt és jonmentesitett
vizben. Adott esetben hozzdadunk 500 cm?
vitamin- és aminosav-kiegészitdt, majd pH-jat
0,1 n nétrium-~hidroxiddal 5,0-ra &llitjuk be,
a térfogatot 1 literre egészitjuk ki, ¢s 6 g
Phytagar (Gibco gyartmény) vagy 3 g Gelrite
(Kelco gyértmény) hozzdadédsa utdn az ele-
gyet 20 percig autokldavozzuk 68,9 kPa nyo-
méson. Amikor a kdzeg langyos, hozzdadjuk a
6
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tent leirt modon sterilizat BAP-oldatot (2,2-
-4,4 uM; 0,5-1 cm3). A elegyet ezutdn Petri-
-csészékbe ontjuk.

b) Masodik kézeg vagy csiranévény ne-
velé kézeg

A mésodik kdzeget az elsd kozeghez ha-
sonlo modon éallitjuk eld, egyitt feloldva egy
zacsko MS kozeget, 30 g szacharozt és 6 g
Phytagart vagy 3 g Gelrite-et 1 liter vizben,
és autoklévozas utén hozzéadva a steril BAP-
-oldatot (0,44-2,2 uM; 0,1-0,5 cm3). A kodzeget
Plantcon-csészékbe (a Flow Laboratories
gyartmanya) ontjik.

c¢) Harmadik kozeg vagy gyokerezteto
kézeg

A harmadik koOzeget ugy allitjuk eld,
hogy 10-20 g szachardzt adunk a B5 desztil-
lait és ionmentesitett vizzel készitett torzsol-
datanak 100 cm3-éhez. A pH-t 0,1 n natrium-
~hidroxid oldattal 5,0-ra éllitjuk be, majd az
elegy terfogatat 1 literre egészitjuk ki és
5 g Phytagart és 1 g aktiv szenet adunk
hozza. Autoklavozds utan a kozeget Mason-
kannakba ontjuk. Ha 3-indolecetsavat is tar-
talmazo harmadik kézeget akarunk hasznélni,
az aktiv szenet kihagyjuk a harmadik kozeg
készitése soran. Autokldvozéds utén a langyos
kozeghez hozzaadjuk a steril IAA-oldatot
(0,57-1,11 uM; 0,5-1 cm3). A kdzeget hasonld-
képpen Mason-kannakba ontjuk.

A harmadik koézeg folyékony valtozata
csak a B5 szervetlen soit és 1% szachardzt
tartalmaz 5,0 pH-n. Az elegyet 10 ml-es rész-
letekben szGrdpapirhidat tartalmazd Gvegcesd—
vekbe Ontjuk Chandler és Beard modszere
(Crop. Sci., 23., 1004, /1983/) szerint, majd
autoklavozzuk.

3. példa

Az  éretlen embridkat maghézukkal
egyitt elvélasztjuk a napraforgd (Helianthus
annuus, T 76 valtozat) fészekvirdgzatoktdl,
amikor elérik a 0,5-1,5 mm-es nagységot. A
magvakat 20 percig sterilizaljuk Javelle-viz
oldataban, amelynek klormetrikus erdssége
3°, és desztilldlt vizzel mossuk. Az éretlen
embriokat burkuktol elvalasztjuk és Petri-
-csészékbe, az elsé kozegre helyezzik. Az
elsé kozeget a fent leirt mddon &llitjuk eld,
90 g/1 szacharozzal és 0,5 mg/l (2,2 uM)
BAP-pal.

A Petri-csészéket sdtétben inkubéljuk 3
hetig, hogy serkentsiik a szomatikus embriok
kepzddéset.

Ebben a szakaszban a szomatikus emb-
rickat, amelyek elkezdtek csirdzni, elkilonjt~
juk a zigita embridktdl és a masodik kozeg-
re, Plantcon-csészékbe helyezziik. A méasodik
kozeg, amelyet a fent leirt modon elkészitet-

5.
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tink, 0,1 mg/l BAP-t tartalmaz, ami 0,44 uM-
-nak felel meg. Az embriokat vilagosban ne-
veljik 3 hétig, és csiranévényekké fejlod-
nek.

A 2-5 cm magassagu csirandvényeket
ezutan attesszuk a harmadik kozegre, hogy
meginditsuk a gyokérképzddést. A harmadik
kozeg, amelyel a fent leirt mddon készitet-
tank, elonyosen 10 g szachardzt tartalmaz.
Gélesitelt kozeg esetén 1 g/l aktlv szén
hozzéaddsa megszinteti az eldzd kozegbdl
szarmazo BAP maradék hatésat (Maene és De-
bergh: Plant Cell Tissue Organ Culture, 5,
23-33 /1985/), és serkenti a gyokerek gyors
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szomatikus embriokat elkilonitjuk és a méso-
dik  kozegre helyezzik. A masodik kozeg
30 g/1  szachardzt és 0,1 mg/l (0,44 uM)
BAP-t tartndmaz.

A kifejlodd csiranovényeket ezutdn at-
Lessziilk folyékony vagy gélesitett harmadik
kozegre, hogy gyOkerezzenek. Ezulan athe-

lyezheldk talajba.

5. példa

Helianthus annuus HA 89 véltozaténak
éretlen embrioit 21 nappal a beporzas utén

novekedését, Korilbelil 2 hét utdn a csira- 156 eltavolitjuk; 5 mm  méreliek. Elvalasztjuk
novényeket attehetjuk talajba. oket a burkuktol, és mielott az els6 kozegre
Ha a csirandvények elkezdtek gyodkeret helyezzik, hosszaban négy egyenld részre
ereszteni a masodik kozegen, érintkezésbe vagjuk kél sik menlén, amelyek merdlegesek
hozhatjuk oket a harmadik folyékony kozeg- edymasra és pérhuzamosak a gemmula-radi-
gel, a Chandler és Beard altal leirt technika- 20 cula tengellyel. Ebben az esetben az elsé ko-
val (Crop. Sci., 23., 1004, /1983/). Ez a meg- zeg 90 g/l szachardzt és 1 mg/l BAP-t tar-
oldés lehetdvé teszi a gyokerzet jelentds fej- talmaz. 3 hét sotétben tartds utan a szomati-
lodését és elkeruli a gydkerek sérilését, kus embriokal elkialonitjuk, és méasodik ko~
amikor a ndovényeket a talajba visszuk &t. zegre helyezzik. A masodik kozeg 30 mg/l
25 szachardzt és 0,5 mg/l BAP-t tartalmaz.
A kifejlédd csirandvényeket ezutdn atte-
4., példa hetjuk folyékony vagy gélesitett harmadik
kozegre, hogy gydkerezzenek, majd talajba.
Helinanthus annus HA 89 valtozatédnak Azokat a csiranovényeket, amelyek nem
éretlen embridit eltdvolitjuk, amikor elérik a 30 eresztettek gyodkeret, beojthatjuk fiatal no—
0,1-0,5 mm-es méretet és az endospermiummal vényekbe a Habermann és Wallace altal leirt
egyltt elso kozegre helyezzik. Az elsé kozeg modszer (Amer. J. Bot., 45., 479, /1958/) sze-
80 g/l szacharézt és 0,5 mg/l (megfelel rint.
2,2 uM-nak) BAP-t tartalmaz. 3 hétig sotét-
ben tartds utéan a szomatikus embriokat el- 30
kilonitjuk és friss elsd kozegre helyezzik, 6-27. példak
még mindig sotétbe. Az elkalonitett embrio-
kon masodlagos szomatikus embridk képzdd- Az alabbi példak bemutatjék azoknak a
nek. 3 hét soLtétben tartds utédn a mésodlagos kombinacioknak egy-egy részét, amelyek a
10 kalonbozd leirt eljardsokkal megvaldsithatok.
I. kozeg 1I. kozeg
Pél- Valto~ Mé-~ Szét- Tap- Sza- BAP Tap~ Sza- BAP |gyo-
da zat ret dara- kozeg chardoz (mg/l) kozeg charéz (mg/1)| ke~
szama {mm) bolas (%) (%) rez-
tetés
6. T 76 1,5 - modMS* 9 1 modMS* 3 1 modMS*
+3%
szacha-
roz
0,5 BAP
7. T 76 1,5 - modMS* 9 1 modMS* 3 1 III SC
8. T 76 1,5 - modMS* 9 1 modMS* 3 1 IIT1 L
9. T 76 1,5 - MS 9 1 MS 3 1 III sC
10. T 76 1,56 - MS 12 0,5 MS 3 0,1 III SC
11. T 76 1,5 - MS 12 0,5 MS 3 0,1 III L
12. T 76 1,5 - supMs 9 0,5 MS 3 0,1 III SA
*k 0,1
13. T 76 <3 - MS 9 0,5 MS 3 0,5 III SC
14. T 76 <3 - MS 9 0,5 MS 3 0,5 III L
15. T 76 = + MS 9 0,5 MS 3 0,5 III sC
16. T 76 = + MS 9 0,5 MS 3 0,5 IIT L

B-
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1. kozeg II. kozeg
Pel- Valto- Mé-~ Szét- Tép- Sza- BAP Tap- Sza- BAP |gyo-
da zat ret dara- kozeg charoz (mg/l) kozeg charoz (mg/l)| ke-
szama {mm) bolas (%) (%) rez-
tetés
17. RT 26 1,5 - MS 12 0,5 MS 3 0,1 II1 L
18. RT 26 <3 - supMS 9 0,5 MS 3 0,0l |III sC
*%
19. HA 89 <15 - Ms 2 0,5 MS 3 0,5 |1l sC
20. HA 89 <3 - MS 9 0,5 MS 3 0,5 III SC
21. HA 89 <3 - MS 9 0,5 MS 3 05 |TIL
22. HA 89 <3 - supMS 9 0,5 MS 3 0,1 |11 sc
%%
23. HA 89 =5 + MS 9 0,5 MS 3 0,5 IIT1 SC
24. HA 89 = + MS 9 0,5 MS 3 0,5 III L
25. HA 89 >5 + MS 9 1 MS 3 0,5 1II SC
26. HA 291 1,5 - supMsS 9 0,5 MS 3 0,1 III SA
*% 0,1
27. HA 291 =5 + supMS 9 0,5 MS 3 0,1 III SA
*¥ 0,2
+ A modositot MS kozeg literenként . 2. Az 1, igénypont szerinti eljérés, azzal
600 mg kalcium-klorid-dihidratot, 1260 mg {ellemezve, hogy szovetenként éretlen embri-
kalium-nitratot, 1100 mg ammoénium-nitratot ot alkalmazunk.
és 250 mg mio-inozitolt tartalmaz. A tobbi 3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti elja-
alkotoreszek vallozatlanok. 30 v6s azzal jellemezve, hogy a 6-benzil-amino-
=Liegészitett MS kozeg -purint az els6 kozegben 2,2-4,4 umol, a ma-
IIT SA = szilard III kozeg + IAA (0,1 sodik kozegben 0,44-4,4 umdl koncentréaciéban
vagy 0,2 mg/l) alkalmazzuk.
III SC = szildrd III kozeg + aktiv szén 4. Az 1. igénypont szerinti eljéras azzal
III L = folyékony III kézeg. 35 Jellemezve, hogy a elsd kozegben 9 t% és a

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras a Helianthus annuus (napra-
forgd) valtozatainak regeneraléasara szomati-
kus embriogenezissel sejlekbdl vagy szove-
tekbdl,

egy elsd szakaszban napraforgd szove-
tek tenyésztésével hormontartalmu serkentd
tépkozegen embriogén kalluszok és szomati-
kus embriok képzesére és az embriok nove-
kedésének serkenlesére, majd

egy masodik szakaszban tenyésztéssel,
amely lehetdvé teszi az embridk csirdzasat és
célszerllen gyokeres novényekké fejlodéset
csiranovény novekedest serkentd kozegen,
majd

adott esetben egy harmadik szakaszban
a novények gyokerei novekedésének vagy
képzodésének serkentésével gyokereztetd ko-
zegen, azzal jellemezve, hogy az elsd két lé-
pést  0,1-8 umol/liter G-benzil-amino-purint,
tovabba az elsd lépést 8-12 t¥%, a méasodik lé-
pést 2-4 t% szachardzt tartalmazoé, auxin-ti-
pusu hormontdl mentes tapkozegben hajtjuk
végre.

mésodik kozeghen 3 t% szachardzt alkalma-
zunk.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras azzal jellemezve, hogy elsd ko-

40 zegként Murashige és Skoog {MS) tipusu ko-
zeget alkamazunk.

6. Az 1-4. igénypontok bérmelyike sze-
rinti eljaras azzal jellemezve, hogy elsd ko-
zegként vitamin és aminosav-kiegészitot tar-

45 talmazdé Murashige és Skoog (MS) tipusu ko-
zeget alkalmazunk.

7. Az 1-6, igénypontok barmelyike sze-
rinti eljéras azzal jellemezve, hogy a mésodik
kozeg az elsd, vitaminnal és aminosavakkal ki

50 nein egészitett kozeggel azonos mennyiségh
szervetlen sokat, vitaminokat és aminosavat
tartalmaz.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljards azzal jellemezve, hogy adott
55esetben regeneraloddsra kéepes tobb részre
szétdarabolt 4-21 napos, 0,1-5 mm méretl
eretlen embridokat tenyésztink.
9. Az 1-8. igénypontok barmelyike sze-
rinti eljaras azzal jellemezve, hogy a méasodik
60szakasz utan a kapott gyokértelen novénye-
ket gyokereztetd kdzegen tenyésztjik a gyd-
kérképzidés serkentésére.
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