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1. Tudomanyos elézmények: az in vitro novényregeneracios
rendszerek hasznositasa a cukorrépa biotechnolégiajaban

A  Dbetegségellendlldé (cerkospordzis, peronoszpdra, rhizomaénia,
lisztharmat, stb.), magas cukortartalmu (legalabb 17.5-19.0%) és
biomassza produkciéjui, az ontozéses gazdialkodds miatti novekvd talaj-
sOtartalmat elviselS, lehetSleg herbicidrezisztens, szinkronizaltan
viragzé és monogerm, valamint magas csirdzasi erélyd (legaldbb 90-
95%) idedlis cukorrépa genotipus elSallitdsa hagyoméanyos nemesitési
mobdszerekkel csaknem lehetetlen, vagy csak nagyon hosszd idS alatt
megoldhaté feladat. Ez koszonhetS részben az inproduktiv in vivo
szaporitasi technikdknak, a cukorrépa nemesitésben felhasznalhat6
hasznos génkészlet sz(kos voltanak, a faj- és nemzettségkeresztezések
limitalt lehet6ségének és az indukélt mutagenezis (besugarzas) alacsony
hatékonysagéanak.

Az aldbbiakban egy Osszefoglalé kovetkezik arrdl, hogy az in vitro
biotechnolégiai moédszerek milyen segitséget tudnak nyujtani a
cukorrépa nemesitéséhez.

A kallusz- és sejtszuszpenzios kultirdk hasznositdsa

Az in vitro tenyésztés mar Onmagdban is mutagén hatasu lehet a
genetikailag instabil, dedifferencidlédott sejtekbdl allé kallusz- és
szuszpenziés kultirdkra, kiilonosen ha a taptalajt még valamilyen
mutagén agenssel is kiegészitjilk. A cukorrépa kallusz és szuszpenzids
kultirdiban, a folyamatos szelekciés nyomas fentartdsaval in vitro
szelekciés rendszereket fejlesztettek ki herbicidekkel (glifozat és
paraquat), Cercospora beticola -val, NaCl-al és antibiotikumokkal
szembeni tolerancia szintjének meghatdrozasara. A kallusz szinten
herbicid-, Cercospora - és soérezisztens vonalak a novényregeneracio
utan is tobbé-kevésbé megdrizték ezen tulajdonsdgukat, igy nemesitési
programok  résztvevGivé valtak. A  genetikai transzform4cios
kisérletekben szelekciés markerként haszndlt kiilonboz6 antibiotikum
rezisztencia gének jelenléte és expresszidés volumene (tehdt a genetikai
transzformacié sikeressége) az adott antibiotikummal szembeni
rezisztencia szintjén mérhet$ le. Ez a mesterséges rezisztencia azonban
relativ, értékeléséhez ismerniink kell a nem transzgénikus kontroll



explantumok antibiotikum tolerancidjat. Ezért volt jelentSs eredmény az,
hogy Catlin (1990) meghatdrozta a nem transzgénikus cukorrépa
explantumok szubletdlis és letdlis dézisat az e célra leggyakrabban
hasznilt antibiotikumok  tekintetében  (geneticin, gentamycin,
hygromycin, kanamycin és phleomycin).

Eredeti haploid klénozasi technikarél szdmolt be Potyondi és Németh
(1994), amikor a nem megporzott ovulum eredeti haploid névényeken
kalluszt indukdlva izolédltak egy vonalat, amely még masfél év multén is
80%-ban haploid novényeket regeneralt.

Végiil, de nem utolsé6 sorban nagyon fontos alkalmazési teriilete a
kallusz/szuszpenziés kultirdknak a genetikai transzformicié. Kallerhoff
és mtsi. (1990) cukorrépa sejtszuszpenzidt transzformadltak sikeresen
Agrobacterium tumefacienssel amely tartalmazta a répa nekrotikus
érsarguldas virus (BNYVV) burokfehérje génjét. A BNYVV
burokfehérje gén virusrezisztenciat okozé hatdsat szant6foldi teszt sordn
igazoltdk. E teriilet masik fontos eredménye volt a D-Halluin és mtsi.
(1992) altal létrehozott gliifozindt-ammoénium (herbicid) rezisztens
cukorrépa, melyet embriogén kalluszbdl regenerdltak Agrobacterium
tumefaciens kozvetitette transzform4cié utén.

A protoplaszt-novény rendszerek, a protoplaszt [fuzios
technikdk és az iin. "embryo-rescue" modszer hasznositdsa

A novényi protoplasztok alkalmazasdnak célja kettés. Egyrészt olyan
novényélettani  kutatdsok vizsgélati objektumai, melyekben a
sejtmembrdn  permeabilitds  véltozdsainak, a membranpotencial
valtozasainak, valalmint az izolélt tonoplasztok és egyéb vezikulumok
transzportfehérjéinek vizsgalata a cél, természetesen kiilonds tekintettel a
szacharéztranszportra és akkumuldciéra. Masrészt az  izolalt
protoplasztok  objektumai  lehetnek  genetikai  transzformécios
kisérleteknek is. Protoplasztokat transzformdlhatnak tranziens
génexpressziés vizsgalatok céljabol amikor a molekuldris genetikusok
arra kivancsiak, hogy egy adott génkonstrukcié mikodik-e és hogyan a
cukorrépdban. Ilyenkor a bejuttatott génkonstrukcié nem integralédik a
recipiens sejt genomjiba. Ha a mesterséges génkonstrukcié integralédik
a recipiens genomba és expresszalédik is, Un. stabil transzforméciordl



beszélink. Cukorrépa protoplasztot PEG-moédszerrel, ultrahangos
szonikdldssal és elektroporaldssal transzformaltak, azonban ezekkel a
moédszerekkel eziddig nem sikeriilt transzgénikus cukorrépa novényt
el&allitani.

Mar emlitettiik, hogy a cukorrépandl a faj- és nemzetség keresztezések
lehetSsége rendkiviil kicsi, ami akadalyozza a cukorrépa nemesitési
génkészletének szélesitését. E probléma megoldasidra nytjtanak
lehetGséget a kiilonbozS szimmetrikus €s asszimmetrikus protoplaszt
fiziés modszerek, valamint az Un. "embryo-rescue" technika. A
szimmetrikus protoplasztfiizié eredményeként a két "sziil6i" genom 1:1
ardnyban fuziondl, azonban a tovabbi osztéddsok sordn ez az arany
legtobbszor  megvaltozik. Az asszimmetrikus  fiiziok  esetén
szabdlyozhat6, hogy a donor genom hany szizaléka épiiljon be a
recipiens genomba. E mddszereket a nagy nemzetkozi hibridvetémag
elédllitd cégek fejlesztették ki és hasznéljak abbdl a célbdl, hogy a
cukorrépa vad rokonaibdl és &seib8l hasznos - gyakran poligénes -
tulajdonsdgokat vigyenek at a termesztett répa sziilSi vonalaiba.

Az "embryo-rescue" technikit a protoplaszt fuzidval megegyez$ célra
hasznédljak abban az esetben, ha a cukorrépa x vad rokon keresztezéskor
a megtermékenyitett petesejt embriéva fejlddik, amely embrié csak egy
késGbbi fejlédési stadiumban abortdlédik a két sziild genetikai
Osszeférhetetlensége miatt. Ha az embrioét az abortacié elStt megfeleld
stddiumban izolaljuk és in vitro tenyésztjikk, legtobbszor regeneralni
lehet az értékes hibrid novényt.

A direkt regenerdcios modszerek hasznositisa

A cukorrépa heterézisnemesitéséhez egyidejiileg sziikséges fentartani
diploid-, triploid-, tetraploid és himsteril sziil§i vonalakat, amelynek
koltségei szant6foldi termesztés esetén, felillmiljdk ezen sziilSi vonalak
in vitro mikroszaporitasanak koltségeit. A szant6foldi termesztés és a
konvenciondlis nemesités tovabbi technikai nehézsége, hogy a cukorrépa
csirdzasi erélye alacsony, ami az tjravetések és a késébbi egyelések miatt
jelentGsen noveli az amiigy is magas koltségeket. Ezen kiviil, - mivel a
cukorrépa idegen-termékenyill§ - a beltenyésztéshez nélkiilozhetetlen
onbeporzds nagyon kis hatékonysdgi. A fentiekbdl is latszik, hogy a



cukorrépa azon novények kozé tartozik, amelyeknél az elit F1 vonalak
in vitro mikroszaporitidsa mar most rentabilis. Eppen ezért, a genotipus
identikus regenerdnsokat eredményezd, hatékony direkt regeneracids
mddszereknek kozvetlen gazdaséagi jelentGsége van. Nem véletlen, hogy
a legnagyobb cukorrépa hibridvetémag elGallité cég a svéd Hilleshog
AG. foglalkozik a cukorrépa in vitro szomatikus embriogenezisére
alapozott mesterséges mag technoldgia kifejlesztésével.

A direkt regeneraciés rendszerek csakigy mint az indirektek
haszndlatosak in vitro szelekcids rendszerek kifejlesztésére. Freytag és
mtsi. (1990) sétlir6 novényeket regeneraltak levélnyél eredetd jarulékos

riigyekbdl, 7.6 gl-1 koncentraciéji sékeveréket (NaHCO3, NaCl, CaClp,
MgS0O4, CaSOg4) tartalmazé RV taptalajon. Direkt organogenezisen

alapulé sikeres cukorrépa transzformdciés eredményt még nem
publikaltak de ez nem jelenti azt, hogy ez a jovSben - a médszer tovabbi
finomitdsaval - nem lesz lehetséges.

A cukorrépa haploidia hasznositdsa

Az utébbi idSkig a termesztett cukorrépa fajtdk rendszerint tetraploid
(2n = 4x = 36) és diploid (2n = 2x = 18) tenyészanyagok hibridjei
voltak. A cukorrépa alapvetSen idegentermékenyiil6 novény, igy csak
korlatozott szami Ontermékenyiilés fordulhat el§, ami azonban ha
el6fordul er8s beltenyésztéses leromldst okoz. Az Uj fajtdk
létrehozasdhoz haszndlt tenyészanyagokat gyakran néhdny generacion at
tartdé Un. teljes testvér vagy féltestvér keresztezésekkel nyerik,
kovetkezésképpen a kereskedelmi fajtdk viszonylag heterozigotak.

Homozigéta vonalak létrehozdsa a kétéves fejlédési ciklusi répandl,
beltenyésztéssel nagyon hosszi ideig tart. Ezért van nagy jelent8ségiik az
olyan médszereknek, amelyekkel a homozigétasdg gyorsabban elérhetd.
A fajtdk kiegyenlitettségéhez nagyban hozzdjarulhat a rediploidizalédott
haploid (doubled haploid) novények el&allitdsa. Ez az eljards legalabb 2-
3 évvel leroviditheti az 1j fajtdk létrehozdsahoz sziikséges idSt az
allogim novényeknél. A tenyészvonalakat in vitro vegetativ
mikroszaporitissal fenn lehet tartani és igy azok folyamatosan a
nemesit§ rendelkezésére allhatnak. A haploid novények masik fontos
elénye, a recessziv allélek kifejez6dése, ami novelheti a nemesités



szempontjabol hasznos genetikai tulajdonsdgok szdmat. A dihaploid
homozigéta novények elSallitdsdnak jelentGsége  valdjdban a
heter6zisnemesitésben torténd felhasznaldsukon keresztiil realizalhat6.

Az Agrobacterium rhizogenessel transzformdlt cukorrépa
"hairy-root" kultirdk felhaszndldsa

Az A. rhizogenessel transzformalt cukorrépa "hairy root" kultirait 3 {6
kutatdsi teriileten hasznositottdk. Egyrészt - mivel a transzforméns
szovetek/szervek hormonélettani szempontbdl mutansnak szamitanak -
az auxinok és a citokininek hatdsmechanizmusit vizsgaltdk a
segitségiikkel. Masodsorban, a cukorrépa raktarozészerve energiadis
objektuma a kiilonféle parazitdk tdmadédsidnak. Ezen parazitdk elleni
védekezés elbfeltétele, hogy megismerjiik életmédjukat, ezen beliil is a
parazitilds mechanizmusét. Ehhez kindl in vitro modellrendszert a
cukorrépa "hairy root" kultira, amelyet eddig a Polymyxa betae
Keskin., a Heterodera schachtii Smidt., a Meloidogyne javanica Neal.,
valamint a Polymyxa betae nyalkagomba vektorral a gyokéren at bejutd
répa  nekrotikus érsdrgulds  virus  /BNYVV/  parazitilasi
mechanizmusénak, illetve az elleniik kiépitett rezisztencia fokdnak a
vizsgdlatara haszndltak. A cukorrépa "hairy root" kultirdk harmadik
felhaszndlasi teriilete élelmiszer-biotechnoldgiai. Az un. taptalaj-kod
tipusi (nem kevert) bioreaktorokban, a nagy volumenben szaporitott
jarulékos gyokerek jelent8s mennyiségu betacianint és betaxanthint
termelnek, amelyeket természetes élelmiszeripari adalékként és
szinez6anyagként hasznositanak.

2. Célkitiizés
Intézetiinkben a cukorrépa molekularis nemesitésének irdnya kettss:

A. téma:  Egygénes rezisztencidk kialakitisa:
- virusburokfehérje gén mediélta virusrezisztencia,
- mannitol-foszfat-dehidrogendz gén (mtlD) kozvetitette
szarazsag-, sO-, fagytirés



Szovettenyésztési szempontbdl ez azt jelentette, hogy egy olyan
novényregeneracids rendszert kellet 1étrehoznunk, amely alkalmas lehet
génpuskas és/vagy Agrobacterium kozvetitette génbevitelre. Ez mind az
A. téma, mind a B. téma végrehajthatésaga szempontjabdl elsGdleges
fontossaggal bir.

B. téma: A raktarozészerv  kialakuldsanak és  szacharéz-
akkumulacidjanak molekuléris élettani vizsgdlata, majd moddositasa
(metabolic engineering) nagyobb cukortermés érdekében.
Szovettenyésztési szempontbdl ez azt jelentette, hogy a cukorrépa
cukoranyagcseréjére haté kornyezeti és molekuléris élettani folyamatok
tanulményozéasahoz in vitro modellrendszert kellett 1étrehoznunk.

Az értekezésben az 1j novényregeneracids rendszer (A. téma) leirasat a
3. fejezet tartalmazza, amely a Toldi O., Gyulai G., Kiss J., Tamas
A.L. and Balazs E. (1996): Antiauxin enhanced microshoot initiation and
plant regeneration from epicotyl-originated thin-layer explants of
sugarbeet (Beta vulgaris L.). Plant Cell Reports 15:851-854
publikicio kibdvitett valtozata.

Az in vitro minirépa indukcids rendszer leirdsat az értekezés (B. téma)
4. fejezete tartalmazza, amely a Toldi O., Gyulai G., Preininger E.,
Virallyay E., Fari M. and Baldzs E. (1994): Minibeet initiation from
derooted sugarbeet (Beta vulgaris L.) seedlings in vitro. Plant
Science 97:217-224; valamint a Toldi O., Preininger E., Vérallyay E.
and Fari M. (1994): In vitro minibeet induction system in sugarbeet and
redbeet (Beta vulgaris L..). In: Rognli O.A., Solberg E. and Schjelderup
I. (eds.) Breeding Fodder Crops for Marginal Conditions, pp 311-312.
(Kluwer Academic Publishers, Dordrecht-Boston-London. Printed in
the Netherlands) publikécidk kibdvitett véltozata.

Ennek megfelelden a dolgozat két egymdstél fiiggetlen részre tagolodik
(3. és 4. fejezet), melyet az kapcsol Ossze, hogy mind a hdrom indukdlt
szerv (hajtds, adventiv gyokér, minirépa) direkt organogenezisen dt
differencidlodik. Ez a tdrgyaldsi mod azért vdlt sziikségessé, mert két
0ssze nem fiiggd kisérletsor egységes formai rendszerbe foglalaldsa tobb
hdtrdnnyal jdrhat mint el6nnyel.



3. Bevezetés
A novényregenerdcios rendszer létrehozdsa (A. téma)

A cukorrépa (Beta vulgaris L.) in vitro szovettenyészeteiben direkt
organogenezisen at, azaz a szervexplantumon valé kodzvetlen hajtas- és
gyokér indukcidval lehet a leghatékonyabban és a
legreprodukdlhatébban fertilis, intakt novényt regenerdlni mert az
indirekt, kallusz fazison keresztiili novényregeneracié nem hatékony. A
reprodukalhatésag szempontjabdl fontos, hogy a direkt organogenezis
hatékonysaga kevésbé genotipusfiiggd. Tovabbi elénye, hogy a
regeneransok genotipus identikusak, mikdzben az indirekt iton
regeneraltak kozott magas az aneuploidok ardnya, kiilonosen az 1idGsebb
kalluszkultirak esetében. Sikeresen indukaltak jarulékos hajtasriigyeket
direkt organogenezisen at levélnyélen, levélkorongon és levélf&éren,
valamint a levéllemez-levélnyél atmeneti zéna eredet un. "thin layer"
explantumokon. Szintén jarulékos hajtasriigyek differencidciojat
figyelték meg hajtas-, viragriigy-, vacok- és virdgzati tengely szegment
explantumokon, amelyek aztdn oldalhajtasokkd fejlédtek. Ezen
mddszerek nagy részét felhasznéltak genetikai transzformécid céljara, de
mivel a regenerdlt hajtdsok inaktiv merisztémakbdl, alvé riigyekbdl,
egyszéval predetermindlt, merisztematikus sejtekbdl differencidlédtak,
ezek a kisérletek nem voltak eredményesek. EbbSl a szempontbdl
sikeresebbnek bizonyultak az indirekt regeneraciés mddszerek, ahol a
transzgénikus szovetek ill. novények egyetlen totipotens sejtbSl de novo
differencialédnak. Agrobacterium tumefaciens-el  sejtszuszpenziot,
hipokotil szegmenteket é€s embriogén kalluszt transzforméltak sikeresen,
de alacsony hatékonysdgi novényregeneralasrdl csak az utébbi médszer
esetében tettek emlitést. Detrez és mtsi. (1988) olyan direkt
organogenezisen alapulé regeneraciés rendszert fejlesztettek ki, amely
tovabbfejlesztés esetén egyesitheti a direkt és az indirekt moédszer
el6nyeit. A  levéllemez-levélnyél datmeneti zéna epidermalis-
szubepidermdlis régi¢jabdl izolalt, predeterminalt merisztémakat nem
tartalmazé "thin layer" explantumokon jarulékos riigyeket indukaltak,
melyekbSl kis hatékonysaggal genotipus identikus novényeket
regenerdltak. Mivel a jarulékos riigyek merisztémékat nem tartalmazé



explantumokon, de novo differencidlédtak, a médszer alapjava valhat
egy Uj transzformdcids eljardsnak, amennyiben hatékonysiga novelhetd
lesz. Kisérletiink f6 céljaként olyan explantumforras lokalizalasat tfztik
ki, amelybdl nagy szdmban lehet morfogenetikailag reszponziv TLE-ket
nyerni.

A ndvényhazi kiiiltetés szempontjdbdl dont§ 1épés az effektiv
gyokereztetés, amely legtobbszor nem részletezett a szerzSk altal. A
regenerdlt hajtadsokon valé jarulékos gyokér-differenciaciét tobbnyire
exogén indol-3-vajsavval indukdaltdk. Exogén auxinok hatdséra
hajtaskultirdink jelentds része gyokeresedés helyett masodlagosan
dedifferencidlédott, rontva ezzel a novényregenerdcié hatasfokat.
Kisérleteink sordn kifejlesztettink egy exogén auxin mentes
gyokereztetési moédszert, melyel szignifikdnsan novelni tudtuk
novényregeneracids rendszeriink hatékonysagat.

Minirépa indukcio (B. téma)

A raktarozasra és/vagy vegetativ szaporoddsra mdédosult szervek direkt
organogenezissel tortén$ in vifro indukcidja és kultiralasa, a
szovettenyésztés specidlis teriilete.

Hajtaseredetti szervmoddosulatokat elsGsorban kiilonféle disz- és ipari
novenyeknél indukéltak szovettenyészetekben; a  liliomféléknél
hagymékat, a Gladiolus -ndl hajtadsgumékat, az orchidea féléknél
protokormokat, a yam és a burgonya esetében minigumoékat. Gyokér
eredet raktarozészervet a cukorrépanal (Toldi es mtsi. 1993, 1994abc),
a céklanal (Toldi és mtsi. 1993, 1994ac) és a reteknél indukaltak in vitro
(Fari és Andrasfalvy 1994).

A minirépa indukcié jelentSsége a modellnek tekintett burgonya
minigumé indukciés rendszer segitségével demonstralhatd, amely uj
lehetSségeket nyitott a burgonya biotechnolégidjaban. Virusmentes
vonalakat hoztak létre a minigumé vegetativ szaporitészervként valod
felhasznaldsaval. Lehetévé valt in vitro modellen tanulmanyozni a
raktarozasra hat6 kornyezeti, élettani tényezSket és a gumofejlédés
molekularis genetikai regulacidjat. Az in vitro gumoindukcid
felhaszndldsdval 1j biotechnoldégiai moddszereket fejlesztettek Kki.
Transzgénikus  burgonyat  Allitottak el minigumé  szeletek
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Agrobacterium tumefaciens kozvetitette transzformacidjaval, valamint
protoplaszt-névény  rendszet hoztak létre minigumé  eredetd
protoplasztbdl valé novényregenerdldssal. Az altalunk kifejlesztett in
vitro minirépa indukciés rendszer hasonlé eredmények kezdeti 1épésévé
valhat a cukorrépa esetében.

4. A kisérletek anyaga és médszere

# Kisérleteinkhez az alabbi cukorrépa genotipusokat hasznaltuk:
DM.8803+ (diploid, monogerm sziil6i vonal), SZM.2+ (diploid,
monogerm szilléi vonal), TMI.8049+ (tetraploid, monogerm sziil6i
vonal), TM.8714+ (tetraploid, monogerm sziil8i vonal), K.1002++
(diploid, monogerm F1 hibrid), K.1047++ (diploid, monogerm F1
hibrid). A kisérletben szerepld sziilSi vonalak nem sziilei a K.1002 és a
K.1047 F1 hibrideknek. A fajtdk eredete: + Cukorrépatermesztési
Kutatéintézet, Sopronhorpéacs; ++ Danisco Seed Co., Holeby, Dénia

# A cukorrépa termések felszin-sterilizdlasat, in vitro csiraztatisat és a
hajtaskultirdk mikroszaporitasat altalunk optimalizalt rendszerekben
végeztiikk. A terméseket detergens oldattal atoblitettiik, egy €jszakan at
desztillalt vizben 4ztattuk, majd 70%-os (w/v) etilalkoholban 1 percig-
és 0.05%-os Hg(I)Clp (w/v) oldatban 10 percig kevertetve felszin-

sterilizdltuk. A termések feliiletér6l a fertStlenit8szereket steril
desztilldlt vizzel valé tobbszori oOblitéssel tavolitottuk el. Az in vitro
csirdztatds céljara cukormentes GM téaptalajt haszndltunk (Toldi és mtsi.
1994abc). A csirdztatdst sotétben, 9 cm atmérdji iiveg petri csészé€ben

(10 db termés/petri csésze), 25+20C-on végeztiik.

# A cukorrépa csiranovény-epikotilok internodalis szarrészeinek
megnydjtasa céljabdl 1) moddszert fejlesztettink ki, az etiolacid és
kiilonboz6 exogén hormonok (gibberellinsav, indol-3-ecetsav, 6-
benziladenin) morfogenetikai hatdsédnak felhasznalasaval.

A sotétben csirdztatott 2-4 lombleveles, gyokeres csirandvényekrdl
izolaltuk az epikotilokat, melyeket PGoB makro-, mikroelemeket,

vitaminokat, 30 gl'1 szachardzt, 7.0 gl-1 agart (Difco, Oxoid), szfirve
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sterilizalt BAP-t (0.2 mgl-1), 0.1 mgl-1 IAA-t és 0.2 mgl-l1 GA3-t
tartalmazé taptalajra helyeztimk. A pH-t 5.8-ra A4llitottuk KOH-val
(0.1M) és 10mM MES puffer hozzdadasaval stabilizaltuk. Az epikotilok

internodalis szarrészeinek hosszanti megnyujtasat harom hétig 28+20C-
os termosztiatban, teljes sotétségben végeztik, VegBox mdanyag
konténerekben (Kontaplant KFT, Szentes).

# A megnyijtott epikotilok epidermalis-szubepidermalis régidjabodl
preparalt explantumokon jarulékos hajtasriigyeket, azokbdl pedig
novényeket regeneraltunk exogén citokinin (BAP: 6-benziladenin) és
antiauxin (TIBA: 2,3,5-trij6d-benzoesav) alkalmazéasaval. A megnyujtott
epikotilokat apikdlis (as) és bazdlis (bs) félre tagoltuk, melyekrdl
eltavolitottuk a leveleket. Az epikotilok epidermaélis-szubepidermalis
régi6jabdl Detrez és mtsi. (1988) moddszerével "thin layer”
explanumokat (TLE) preparaltunk, melyeket tizesével indukalé taptalajt
tartalmazé 9 cm-es petri csészékben inkubaltunk. A TLE-k 4tlagosan 5-8
mm hosszdak, 2-3 mm szélesek és 0.8-1.0 mm vastagok voltak. A

hajtasriigy indukalé taptalaj PGop elemeket és vitaminokat, 25 gl-1
szacharozt, 7.0 gl'1 agart (Difco, Oxoid), sterilen sziirt BAP-t és TIBA-

t tartalmazott egyardnt 1.0 mgl-l1 koncentriciéban. A pH-t 5.8-ra
allitottuk KOH-val (0.1M) és 10mM MES puffer hozzdadisaval
stabilizaltuk. A kéthetes inkubécié 166 fény / 86 sotét fotoperiddus

mellett (2000 Lux, Osram L. 36W/77 Fluora), 25+20C-on tortént. A
hajtasriigy indukcié utdn a hajtdsprimordiumokat szeparaltuk, majd
tizesével 0.5 mgl-1 kinetinnel kiegészitett PGop tdptalajt tartalmazé

VegBox konténerekbe passzéltuk. A hajtaskultirat négyhetenkénti
tGosztassal mikroszaporitottuk.

# A regenerdlt hajtisokat hormonmentes PGy tdptalajon

gyokereztettiik, mely 20 gl-1 szacharézt, 7.0 gl-1 agart (Difco, Oxoid),
100 mgl-1 NaCl-t és 100 mgl-1 aktiv szenet (AC) tartalmazott. A pH-t
5.8-ra allitottuk KOH-val (0.1M) és 10mM MES puffer hozzdadéséaval
stabilizaltuk. Az inkubicié 166 fény / 86 sotét fotoperiodus mellett
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(2000 Lux, Osram L. 36W/77 Fluora), 25+20C-on tortént, VegBox
mianyag konténerekben.

# Kihasznalva az abszcizin sav (ABA) azon hatdsit, hogy serkenti a
raktarozészerv  differencidciét valamint a raktarozészervbe vald
anyagtranszportot és akkumuldciét, minirépékat indukdltunk cukorrépa
csirandvény explantumokon in vitro. A csiranovényekrdl eltavolitottuk
gyokérzetiik gyokércsucs felé ess felét, azaz a felszivasi és az elagazasi
z6nat. Az igy elSkészitett explantumokat IM taptalajra helyeztiik, amely

s s

100 mgl-1 aktiv szenet, 30-40 gl-1 D-gliikézt, 5 gl-1 agart (Difco,
Oxoid), 0.2 mgl-l BAP-t és 0.2 mgl-l ABA-t tartalmazott. A
hormonokat autokldvozas utdn sterilen sztirve adtuk a taptalajhoz. A pH-
t KOH-val 5.8-ra éllitottuk majd 10 mM MES puffer hozziadasaval
stabilizaltuk. Az explantumokat szubkultirdlds nélkil 90-120 napig
inkubaltuk folyamatos szoért fényben, 20+20C-on, milanyag VegBox
konténerekben (10 explantum/Vegbox konténer, genotipusonként 12

IM  tdptalajon  figyeltik meg  mikroszaporitott  cukorrépa
hajtaskultirakban.

# Osszehasonlité szovettani vizsgdlattal igazoltuk a szant6foldi
cukorrépak és a “lombikrépak” raktarozdszervének —anatomiai
azonossagat. A szovettani vizsgalat céljara a szovetmintdkat 24 Ordig
30%-os ethanolban fixaltuk majd ethanol, ethanol-xylol oldatsorozatban
viztelenitettiik, oldatonkénti 30 perces inkubalassal (ethanol sorozat: 50-
70-96-100%; ethanol/xylol sorozat: 2:1, 1:1, 1:2). A fixalt és
viztelenitett mintakat paraffinba dgyaztuk majd 15-20 wm vastagsigira
metszettilk. A metszeteket 50%-os ethanolban oldott 2%-os toulidin-
kékkel festettik meg, majd 16.5-25.0 X nagyitas mellett
fénymikroszkdppal vizsgaltuk.

# A minirépdk relativ szachar6z akkumulédciojat egy indirekt
modszerrel a D-gliik6z tartalombdl hataroztuk meg. A cukorrépa hajtas,
TLF, minirépa és szant6foldi répa mintdkat (mindegyikbdl 1 g-ot) 2 ml
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desztilldlt vizzel homogenizédltuk. Ezutan feltoltottiik a mintdkat 6.0 ml-
re majd egyenként 200 ul Carrez I (3.60 g kélium-hexacianoferrat/100
ml dv) és 200 ul Carrez II (7.20 g cink-szulfat/100 ml dv) oldatot
adtunk hozzijuk erételjes keverés mellett. A reakcidelegyek pH-jat 7.5-
re allitottuk. Oktanol (10 wl) hozzaadasa utan 10 ml-re toltottiik fel a
mintidkat majd sz&répapiron leszfrtik. A D-gliikéz koncentraciét GOD
(gliik6z-oxidaz) - POD (peroxidaz) mddszerrel mértiik a mintdkhoz valé
éleszt6 invertaz hozzaadasa elStt és utdn. Az els§ méréssorozattal
meghataroztuk a mintak primer D-gliikéz koncentracidjat, a masodikkal
- a mintdk szachardz-tartalminak enzimatikus hidrolizise utdn - a
hidrolizalt szachar6zbdl szarmazé tobblet D-gliikkéz koncentracidjat. A
mintdk szacharézkoncentricidit ezen két adatsorbdl kozvetve kaptuk. A
mérésekhez analitikai tisztasdgi reagenseket hasznaltunk (GOD - Sigma,
POD - Reanal, o-dianizidin - Fluka, invertdz - Sigma).

# A Kkisérleteket minden esetben 6 ismétlésben végeztik, 2
ismétlésenként kiilon idSpontban. Az adatokat kozépérték-analizissel
értékeltiik, a szérasokat a kozépértékek eltérésébdl szamoltuk.

5. Eredmények

A novényregenerdcios rendszer létrehozdsa (A. téma)

A mi kisérleti koriilményeink kozott és az altalunk hasznalt genotipusok
esetében, a levéllemez-levélnyél atmeneti z6ndjabol preparélt “thin-
layer” explantumok (TL explantumok) regenerdciés ratdja nem
bizonyult elégségesnek egy hatékony transzformdcids rendszer
kialakitdsdhoz, ezért f& célként megfelel6bb TL explantum forras
lokaliz4ldsasat tuztiik ki. Mivel a levél kiilonboz8 részei mellett f8ként
hajtasszegment explantumokat hasznaltak fel direkt organogenezisen
keresztiili n6vényregeneralds céljara, ezért mi a fiatal cukorrépédk izolalt
epikotiljaibdl preparéltunk Detrez és mtsi. (1988) moédszere szerint TL
explantumokat (TLE). Az atlagos hossziisagu epikotilokbdl korlatozott
szamban (2.37 db TLE/epikotil) tudtunk TLE-ket nyerni, ezért
etiolacioval és exogén hormonok alkalmazédsaval megnytjtottuk azokat.
Az epikotilok megnytjtasakor az in vivo nevelt cukorrépdk genetikailag
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determindlt virdgzati tengely képzésére hatd kornyezeti €s hormonalis
faktorokat modelleztiik in vitro.

Ismeretes, hogy etiolaciéval oOnmagiban is elérhet6 az intakt
csiranovények és/vagy izoldlt szervek abnormadlisan nagymérték
megnyuldsa. A mi kisérletiinkben is az etiol4cié jatszotta a kulcsszerepet,
hiszen hatasdra az epikotilok &atlagos hosszisdga tobb mint dupléjara
(0.83 cm-r8l 1.71 cm-re) nétt a hormonmentes PGgR téptalajon. A

sejtosztédasban és a sejtmegnytldsban dontd szerepet jatsz6 hormonok -
citokininek, gibberellinsav, auxinok - és az etioldcié egyiittes
alkalmazasaval értiik el a maximalis eredményt. Ekkor az epikotilok
hossza 0.83 cm-r8l 4.57 cm-re, tobb mint 5.5-sz0rosére novekedett. Ez
tette lehetévé, hogy az epikotilonkénti 2 db TLE helyett, 13 db-ot
hasznalhattunk fel a hajtasriigy indukciéra.

A direkt organogenezis hatékonysiaga az endogén indol-ecetsav (IAA)
és/vagy etilén kozvetitette apikdlis dominancia hatistalanitisanak a
fiiggvénye. Ugyanis az aktivan oszt6dd hajtdsmerisztémak altal termelt
endogén IAA/etilén, egy adott koncentraciéban gétolja az oldalriigyek
kihajtdsat és a mar specializalédott sejtek osztodasi képességének
masodlagos visszanyerését. Az apikdlis dominanciat kezdetben az exogén
citokininek és auxinok egyiittes alkalmazdsdval gatoltdk, majd az
auxinokat elhagyva csak 0.1-0.5 mg/l 6-benziladeninnel (BAP). A direkt
regeneraciés modszerek hatékonysdga jelentGsen javult, amikor az
apikdlis dominancia hatdsat tovabb sikeriilt csokkenteni antiauxinok
alkalmazdsdval - nevezetesen trijéd-benzoesavval (TIBA) - ami
inhibitora a poléris auxin transzportnak.

Kisérleteinkben a BAP és a TIBA (mindkett§ 1.0 mgl-1
koncentracidéban) egyiittes hasznélatdval atlagosan 2.42-sz0r tobb
hajtasriigyet kaptunk TL explantumonként mint a BAP egyediili
alkalmazdsival. Még nagyobb kiilonbség adédott a BAP+TIBA, valamint

a BAP+IAA (mindegyik 1.0 mgl-l koncentriciéban) kezelések
osszehasonlitasa soran. Citokinin-antiauxin kezelés hatdsara atlagosan
4.21-szer tobb hajtasriigy differencidlédott TL explantumonként, mint a
citokinin-auxin kezelés hatdsara. A fenti eredmények is alatdmasztjak azt
a feltevést, hogy a cukorrépa esetében szoros korrelacié van a
kiilonboz8 explantumok magas endogén auxin koncentracidja és az
alacsony regenericiés frekvencia kozott. Hooker és Nabors (1977)
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figyelte meg el8szor a TIBA cukorrépa szovettenyészetekre gyakorolt
pozitiv hatdsiat, ami esetiikben kis hatékonysagi hajtasregeneraciéban
nyilvanult meg. Detrez és mtsi. (1988, 1989) hatékonyan regeneraltak
BAP, NAA (a-naftilecetsav) és TIBA segitségével ndvényeket levélnyél
explantumokon de a levéllemez-levélny€él atmeneti zéna eredetdi TL
explantumokon a TIBA erds nekrotikus-vitrifikdcids hatdsa miatt, csak a
BAP (5.0 mgl-1) NAA (0.5 mgl-1) kombinicié volt eredményes. A mi
kisérletiinkben a kéthetes indukcids kezelés alatt nem tapasztaltunk
nekrotikus-vitrifikacids tiineteket az epikotil eredetd TLE-ken. Ha

explantumainkat tobb mint 3-4 hétig inkubaltuk a TIBA-t (1.0 mgi-1)
tartalmazé indukciés taptalajon, akkor olyan reverzibilis morfoldgiai
aberracidkat figyeltiink meg, amelyek a mikroszaporité t4ptalajra
(PGoB 0.5 mgl-1 kinetinnel kiegészitve) valé passzilds utdn megsziintek
olymédon, hogy az tdjonnan novéS levelek mar normaélis fenotipusiak
voltak. Ha tovabb inkubaltuk (6-7 hétig) a TLE eredetd hajtasriigyeket a
TIBA tartalmi tdptalajon, akkor a morfolégiai aberracidok
irreverzibilissé valtak, az aberrdns hajtasokbdél nem tudtunk gyodkeres
novényt regenerdlni. Ha a TIBA koncentracié6t magasabbra emeltiik

(magasabbra mint 1.5 mgl-1) egyre nagyobb szdmban figyelhettiik meg
a Detrez és mtsi. (1988, 1989) aéltal leirt dn. "leafy plants"-ek
novényeket regenerdlni. Valdszinuleg szintén az endogén auxinszint
kiilonbségei jatszanak szerepet abban, hogy a megnyujtott internéduszi
epikotilok bazalis (bs), ill. apikalis (as) feléb8l szarmazé TL
explantumok elt€r§ morfogenetikai tulajdonsagokkal rendelkeztek.
Amig a bazdlis szegment eredeti TL explantumokon (bsTLE)
hormonmentes tdptalajon is er8s adventiv gyokér differencidciét
figyeltiink meg, addig az apikdlis szegment eredetdd TL expantumokon

(asTLE) még 1.0 mgl-1 IAA-t tartalmazé tdptalajon sem tapasztaltunk
hasonlét. Annak ellenére, hogy az asTLE-ken a hajtasdifferenciacio
hatékonysdga 1.31-szerese volt a bsTLE-ken tapasztaltnak, az intakt
novények regenerdldsanak szempontjabdl mégis a bsTLE-k bizonyultak
megfelel6bbnek. Egy, a kés&bbiekben részletezend§ szamitds szerint a
regeneraciés ciklus végén 1.12-szer tobb bsTLE eredetd novényt
tiltethettiink tiveghazba, mint asTLE eredet(it. Az epikotilok bazalis (bs),
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illetve apikdlis (as) felébdl prepardlt TLE-k megdrizték az intakt
epikotilra jellemz§ longitudinalis morfogenetikai polaritdst amelyet
molekuldris genetikai mddszerekkel is bizonyitottan az endogén IAA
polaros transzportja és non-random akkumulicidéja eredményez.
ElSkisérleteink sordn a hajtasriigy indukcié és szeparacié utin a
hajtasokat folyamatosan BAP-t tartalmazé tdptalajon mikroszaporitottuk.
Ekozben az egymaést kovet§ szubkulturdldsok sordn a leveles hajtasok
egyre fokozo6dé vitrifikacidjat figyeltilkk meg, mas szerz8khoz hasonléan.
Eredményesen gétoltdk a vitrifikdciét mdés citokininek, igy a ZEA
(zeatin), 2iP (izopentenil-adenin) alkalmazédsaval. A mi rendszeriinkben
a PGop taptalaj+0.5 mgl-1 KIN (kinetin) kombinicié eredményezte a
fenotipikusan legmegfelelSbb novényeket.

Az exogén IBA (indol-3-vajsav) indukélta adventiv gyokér-
differencidcié végére a regenerdlt novények 30%-a a szekunder
dedifferencidcié tiineteit mutatta. A dedifferencidlédott hajtdsokbdl -
mégha meg is gyokeresedtek - nem tudtunk iveghdzi koriilmények
kozott  életképes novényeket regenerdlni. Ezzel szemben a
dedifferenciacié nélkill gyokeresedett hajtdsokbdl normdl fertilis
novényeket neveltiink az liveghdzban. James és Thurbon (1979) alma-,
Kusey és mtsi. (1980) Gypsophila hajtaskultirdk gyokereztetésénél
taldlkoztak hasonlé problémdval, amelyet gy oldottak meg, hogy rovid
ideju auxinindukcié utdn auxinmentes gyokereztet§ taptalajra helyezték a
hajtasokat, gatolva ezzel a kalluszosodast. Szdmunkra az exogén auxinok
teljes elhagyasa jelentett megoldast. Kozismert, hogy a Chenopodiaceae
csaladba tartoz6é novényfajok jelentSs része séturd, koztik a cukorrépa
is. Hagége és mtsi. (1990) a taptalajhoz adagolt NaCl-al novelni tudta a
cukorrépa habitualt- (1.0 gl-1 NaCl) és normal kalluszainak (1.0-4.0 gl-
1 NaCl) novekedési ratijat. Ekozben az etilén koncentricié és a
peroxiddz aktivitds csokkent a tenyészetekben. Milford és mtsi. (1977)
szabadfoldi NaCl tragyazassal novelni tudtdk a cukorrépa gyokérzetének
hosszat és szaraz tomegét in vivo. Kisérleteinkben a NaCl hormonszert
reguldlé hatdsiat hasznaltuk fel a hajtasok gyoOkereztetésére. A
regeneransok 55%-a gyokeresedett szekunder dedifferenciacié nélkiil a

100 mgl-1 NaCl-t és aktiv szenet (AC) tartalmazé PGoR téptalajon. Ez

azt jelentette, hogy mddszeriinkkel 26%-al tobb intakt fertilis novényt
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kaptunk végeredményként, mint az exogén auxin-alapi technikéval
(PGop+1.0 mgl-1 IBA). A gyokereztet§ taptalajba adagolt aktiv szén

(AC) a szamszerd eredményeket nem befolydsolta, viszont jelenlétében a
fejléds gyokerek gyorsan novekedtek és friss-fehérek voltak.

A megnyujtott epikotilokbdl prepardlt TL explantumok (TLE)
élettorténetét nyomon kovetve detektdltuk a teljes novényregenerdcids
rendszer hatékonysigat. Egy elSkezelt epikotilbdl 4tlagosan 13 db TLE-t
prepardltunk. Ezek mindegyikén 5-6 hajtasriigy fejlédott, tehat
epikotilonként tobb mint 72 db, melyeknek 86.6%-a (63 db) fejlédott
normdl leveles hajtdssd. A ciklusban ezutdn egy mikroszaporitasi 1€pés
kovetkezett a TIBA hatasainak eliminacidja céljabol, melynek sordn
tGosztast hajtottunk végre. Egyetlen megnyujtott epikotilbdl igy 126 db
novény keriilt gyokereztet§ taptalajra, amelyen atlagosan 56%-uk (70
db) gyokeresedett meg szekunder dedifferenciacié nélkil. Az iliveghazi
koriilmények kozott ezen novénykék 96%-a normal fertilis novénnyé
fejlédott. Ha a szamitast megismételjiik az epikotil apikélis, illetve
bazalis szegmentjére vonatkozé adatokkal, akkor azt kapjuk, hogy az
epikotilonkénti 68 db fertilis liveghdzi novénybdsl 36 db volt bazilis
szegment-, 32 db pedig apikalis szegment eredetli. A regeneraciods ciklus
in vitro szakasza atlagosan 90 napot vett igénybe.

Minirépa indukcié (B. téma)

Az in vitro minirépa indukcié két 1épésbdl allé 1) szovettenyésztési
mddszer, amely magaba foglalja a csirandvény explantumok
gibberellinsavas elSkezelését €és magat a minirépa indukciot.

A GM (GMH- és GM+GA3) csiraztatd taptalaj minimél-tdptalajnak
tekinthet§, Osszedllitdsakor abbdl indultunk ki, hogy a termés
rendelkezik a csirdzashoz sziikséges tapanyagokkal. Az MS téptalaj
minden olyan Osszetev§jét elhagytuk, amelynek nem volt egyértelméen
pozitiv hatdsa a csirdzésra. Gibberellinsavat (GA;) azért alkalmaztunk az
elSinkubdcid soran, mert egyrészt kisérleteinkben szignifikdnsan novelte
a csirdzds hatékonysagiat és csokkentette az els6 gyokocskék
megjelenéséig eltelt idSt. Masrészt az in vivo kisérletek eredményei
szerint, serkenti a korai polikambidlis pasztdk kialakuldsat a fiatal

cukorrépa gyokerében és hipokotiljaban. Palmer (1966) és Ricardo
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(1976) kisérleteiben a GA3 novelte a savas invertdz aktivitdsat a
hipokotilban és a gyokérben a csirdzds utdni néhany hetes peridédusban.
A savas invertdz bontja a fotoszintetizald levelek feldl transzportal6dé
szachar6zt a fiatal abszorbedlé gyokérben, D-gliikkéz monomereket
szolgaltatva a fokozott sejtfalképzés miatti megnovelt volumend
cellulézszintézishez.

Az abszcizinsavrél (ABA) ismert, hogy serkenti a raktarozészervekbe
torténd kivalasztidst, a tadpanyagtranszportot és hatdssal van a
cukorakkumuléciéra. Példaul sz&lénél fokozza a cukorfelhalmozast a
bogyékban olymdédon, hogy serkenti a szacharéz citoszolbeli
transzlokédcidjat a tonoplasztba a mezokarpium parenchymatikus
raktdrozésejteiben. In vitro kisérletekben megfigyeltek ABA indukélta
minigumdkat  yam  hajtastenyészetekben, ahol a  hatékony

hormonkoncentracié 0.3 mgl-! volt. Burgony4nal az 1.5 mgl-1 ABA-t
tartalmazé MS taptalajon hdromszor annyi minigumé fejlédott, mint a
hormonmentes kontrollon. A mi kisérleteink soran is egyértelmd volt az
ABA elsédleges szerepe a minirépa indukciéban. Az aktiv szén pozitivan
hatott a  répatestképzésre.  Feltételezésiink  szerint, egyrészt
adszorbensként raktdrozta az indukcids taptalaj tdpanyagait, lehetSvé
téve azok idSben egyenletes felvehetGségét. Masrészt, a minirépa
indukcié szempontjabdl kdros explantum dedifferenciciés folyamatok

sokkal kisebb mértékben jelentkeztek a 100 mgl-1 aktiv szenet
tartalmazé indukcids taptalajon, mint az aktiv szén nélkiilin. Az aktiv
szén dedifferenciaciét gatlé hatasat néhany esetben mar bizonyitottak.

A cukorrépa raktirozészerve epikotil, hipokotil és gyokér eredetd. A
hipokotilbdl differencidléodott répanyak kereszmetszetének atnézeti
képén lathaté a Beta vulgaris L. fajkorbe tartozd, raktdrozé gyokeri
novényekre jellemzé polikambialis vaszkuléris rendszer.
Fénymikroszképos vizsgélataink sordan, a polikambidlis gyfirtik megléte
vagy hidnya alapjan igazoltuk a mini- és a normdl cukorrépak
raktarozdszervének szovetszerkezeti azonossagat.

A cukorrépa szachar6z forméjaban akkumuldlja a cukrot a répatest
szallitényalabokat Ovezd parenchymatikus rétegeiben. Ezért el8szor
megmértilk és Osszehasonlitottuk a minirépak €s a szant6foldi répak
raktarozészervének szacharéz tartalmat. Mésodsorban a répatestekben
mért szacharéz koncentraciét vetettilk 0ssze a leveles hajtdsokban és a
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TL-formacidkban (gumészerd, szacharézt nem raktdrozé neomorf)
mértte]l. Ezek alapjan igazoltuk a minirépdk relativ szacharéz
akkumulécidjat, amely kozel azonos volumend volt mint az ugyanazon
genotipusba tartozé szant6foldi cukorrépdk esetében. A hajtaseredetid
TL-formaciék nem akkumuléltak szacharézt.

6. Az 1ij tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A cukorrépa szovettenyésztése sordn a novény ontogenezisének két
fontos 1épését nem modellezték ezidaig in vitro; a hosszd szértagi
virdgzati tengely/szar (A. téma) és a raktarozd répatest (B. téma)

//////

A novényregenerdcios rendszer létrehozdsa (A. téma)

A cukorrépa kétéves novény ami azt jelenti, hogy az els6 évben
raktarozoszervet és tSlevélrézsat fejleszt, a masodik évben pedig a rovid
szartagi tSlevélrdzsa (répafej) kozepén egy hosszi szartagil virdgzati
tengely (t8széar) differencidlédik amely hordozza a reproduktiv
szerveket. Az in vitro tenyészetekben annyiban hasonld a helyzet, hogy a
szovettenyésztett cukorrépa novénykék is tSlevélrozsas felépitéstiek, azaz
szemmel lathat6 szaruk nincsen.

=> A szdr internodalis szegmentjeinek in vitro megnyujtasaval olyan uj
explantum forrdst nyertiink, amelynek segitségével hatékony direkt
novényregeneracidos moddszert lehetett kidolgozni a rekalcitrans
cukorrépa esetében.

= A megnyljtott hajtdsok epidermaélis-szubepidermalis régidjabol
prepardlt un. "thin-cell-layer" explantumokon jarulékos riigyeket,
azokbdl leveles hajtasokat regeneraltunk.

= Uj médszert fejlesztettiink ki a hajtaskultirdk hatékonyabb in vitro
gyokereztetése érdekében.
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Ezen direkt novényregenericiés moddszer a  konvenciondlis
mikroszaporitds mellett - reményeink szerint - alkalmas lesz
Agrobacterium  tumefaciens, A. rhizogenes és/vagy  génpuska
kozvetitette genetikai transzformécié céljara.

Minirépa indukcié (B. téma)

=> A cukorrépa és cékla csirandvények specidlis elékezelésével, majd az
ezt kovet§ tuUn. "long-term" indukcidjaval sikeriilt - a burgonya
minigumd analdgidjara - minirépdkat indukélni. Ez az eredmény egyben
az els6 nemzetkozi publikacidkat jelentette a raktdrozdsra modosult
gyokerek in vitro indukcidja teriiletén (Toldi és mtsi. 1993, 1994abc).

=> Szovettani vizsgdlatokkal - a polikambidlis vaszkuldris rendszer
jelenlétének igazolasédval - bizonyitottuk, hogy a minirépa anatémiailag
valédi répatest. Rdaddsul méréseink szerint a minirépa szachardzt is
akkumulal, tehat funkcionalisan is raktarozdszerv.

Mindezek alapjan a minirépa lehetGséget kindl a répatestképzés
molekularis hatterének, a répatestképzésre haté kornyezeti faktoroknak,

valamint a raktarozészerv szacharéz akkumulécidjanak - in vitro
modellrendszerben torténd - vizsgalatara. Ezen kivil - mint

parenchymatikus sejtekben gazdag, in vitro indukalhaté szerv -
potencialis protoplaszt forrasként is szébajohet.
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