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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteket végeztiink Rudbeckia hirta L. steril csiranovény

merisztémarol  kiindulo in  vitro mikroszaporitasi maédszer
kifejlesztésére. A tenyészet inditasahoz a magvakat 17 ordig steril
ioncserélt vizben eldaztattuk, majd a feliileti fertitlenitést ket
lépésben értiik el. Elészor 20 percig tomény haztartasi Na-
hipokloritot, majd ugyancsak 20 percig 10%-os hidrogén-
peroxidot alkalmaztunk, melyet haromszori steril ioncserélt vizes
oblités kovetett. A csiranovény merisztémdk sokszorozasdara 10
mg/l kinetin, illetve 2 mg/l kinetin + 0,1 mg/l 2iP tartalmu szilard
MWP taptalaj kombindcio bizonyultak a legmegfelelébbnek. A
legjobb  taptalajokon  egy  csirandvénybdl  fejlédott  kis
oldalhajtasok 5-17  kozott A fejletlen
hajtascsomokat a hajtasok szétvalasztasa nélkiil 2 mg/l 1AA

szama valtozott.
tartalmi MS tdptalajra oltottuk at. Négy hét elteltével érett
hajtasokat kaptunk, melyeket szétvalasztottunk és uj tdptalajra
sikerrel meggyokereztettiink. A  gyokeres
fényszobaban  fokozatosan akklimatizaltuk, becserepeztiik és

oltva novényeket
tiveghazba vittiik tovabb, majd megfigyelés céljabol szabadfoldbe
iltettiik  ki.
megkezdte a Rudbeckia hirta L. nemesitési szempontbdl kiilonleges

E  modszer felhasznalasaval — laboratoriumunk
értékii pluszvarians genotipusainak steril klonszaporitdsat.

Kulcsszavak: Rudbeckia hirta L,
mikroszaporitas

in vitro, csiranévény,

SUMMARY

We conducted experiments for developing an in vitro
micropropagation protocol starting from meristems of Rudbeckia
hirta L seedlings. We pre-soaked the seeds in sterile ion-
exchanged water for 17 hours, and then achieved surface
disinfection in two separate steps. First, we used concentrated
household sodium-hypochloride solution for 20 minutes and, also
for 20 minutes, we applied hydrogen peroxide of 10%, which was
followed by washing with sterile ion-exchanged water three times.

For the propagation of seedling meristems, the combination of

half-strength solid Murashige and Skoog (1962) culture medium

containing 10 mg/l of kinetin and 2 mg/l of kinetin + 0.1 mg/l of

2iP proved to be the most suitable. The average number of shoot-
buds developed from the seedling axillary meristem in the best
culture media varied between 5 and 17. Without separating them,
we inoculated the shoot-bud clusters on MS culture medium
containing 2 mg/l of IAA. After four weeks of incubation, we
obtained elongated shoots, which we separated and inoculated
into a new culture medium and from which we obtained elongated
roots. The rooted plants were gradually acclimatised in the
cultivation room, potted and carried to a greenhouse, and then
planted in open field for subsequent observation. By adopting this

method, our laboratory started the micropropagation of the
superior and/or elite genotypes of the Rudbeckia hirta L. being of
special value in respectt to breeding.

Rudbeckia L, in
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vitro,  seedlings,

BEVEZETES

A Rudbeckia az amerikai prérik vadon ¢€16
novénye. Bar tobb hasznos vegyiiletet tartalmaz,
melyekkel sok tanulmanyban foglalkoztak mar, de az
in vitro szaporitasa mégis kevéssé tanulmanyozott
teriilet, csak néhany irodalom all rendelkezésre ezen
a téren, mint példaul a Kovacs és Ladanyi (1985)
Rudbeckia mikroszaporitassal foglalkozo cikke, és a
Rudbeckia szdvettenyésztést alkalmazo, Luczkiewicz
et al. (2002), Luczkiewicz és Cisowski (1998, 2001)
¢és Yuan et al. (1998) altal publikalt cikkek. Ezen til
még: Kochankov et al. (1989), és Ebringerova et al.
(2002, 2003) altal megjelentetett Rudbeckia-val is
foglalkozo forrasokat talaltunk.

A magyarorszagi  diszndvénykulturaban s
kevéssé ismert ez a faj. A fokozatosan romld
kornyezeti viszonyok — melyek a nagyvarosokban
fokozottan jelentkeznek —, a wvirdgos teriiletek
fenntartasi koltségeinek csokkentése, és a dekorativ,
folyton, illetve hosszan virdagzd ndvények iranti
megndvekedett igények miatt keriilt el6térbe, mint
egy alternativa. Az ehhez minél inkdbb megfelelobb,
uj fajtak kivalogatasaban, a megfeleld genetikai
allomannyal rendelkez6 egyed génallomanyanak
megOrzésében ¢és felszaporitdsdban lehet nagy
segitség az in vitro hajtassokszorozés, altalunk
kidolgozott és jelenleg is fejlesztés alatt allo
moddszere. A Rudbeckia in vitro szaporitasa tobb titon
lehetséges, ezek kozill mi a csirandvénybdl kiinduld
hajtassokszorozds  modszerét  valasztottuk, de
kisérleteket folytatunk a kifejlett névényi részekbol
torténd tenyészetinditasra is.

ANYAG ES MODSZER

Kisérletinkben harom, 1) Rudneckia fajta
magjait hasznaltuk fel, mint kiindulasi anyagot az in
vitro szaporitas folyamatahoz.

1. Tenyészetinditas
A steril tenyészetek létrehozasahoz a magvakat
sterilizalni kellett. A megfeleld sterilitds érdekében
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kétfazisu sterilizalast és 17 oOras eldaztatast
alkalmaztunk ioncserélt vizben. Rovid 6blités utan
100% haztartasi hypo és 1% Tween-20 keverékében
kezeltiik a magvakat 20 percig, majd steril, ioncserélt
vizzel oblitettiink, és 10% hidrogén-peroxid és 1%
Tween-20 oldataban folytattuk a kezelést szintén 20
percen at. Ez utan egy rovid, majd 2x10 perces steril,
ioncserélt vizes mosast alkalmaztunk. Révid szaritas
utan a magvakat 3% szachardz tartalmu Murashige és
Skoog (MS) taptalajra  helyeztik, milianyag
tenyésztéedényekben. A csirdztatds ideje 3-4 hét volt.

2. Szaporitas

Tobbféle taptalajon és tobbféle
hormonkoncentracié mellett vizsgaltuk a novények
hajtasindukcids hajlamat. Kiprobaltuk az Mc Cown
Woody plant (MWP) taptalajt és az MS taptalajt is 2,
5 és 10 mg/I Kinetin (KIN) tartalom mellett.

A Kinetin mellett kisérletképpen alkalmaztunk
egy masik citokinint is kis mennyiségben, ezaltal
hatféle, novekedés szabalyozd tartalmii taptalajon
végeztiik a tovabbi hajtasindukcios kisérleteket. Ezek
a kovetkezok: 1/2MS + 2, 5, 10 mg/l KIN és 1/2MS
+ 2,5, 10 mg/l KIN és 0.1 mg/l 2-Izopentil-adenin
(2iP). A csirandvények gyokerét a gyokér és hajtas
talalkozasi pontjaban vagassal eltavolitottuk, a
hajtasokat igy helyeztik a hajtassokszorositd
taptalajokra, 16 ora iddtartamu, 2000-2500 lux
megvilagitas mellett. A hajtassokszorozas iddtartama
4 hét volt.

3. Megnyujtas

A keletkezett hajtasokat eldszor egy csomoban
helyeztiik at MWP, MS és MS + 2 mg/l Indol-3-
ecetsav (IAA) tartalm taptalajokra a hajtasok
novesztése érdekében. 4 hét utdn a hajtascsomokat
kisebb csomokra osztottuk, majd az el6bbi
taptalajokra helyeztiik ismét, 2-3 hét idotartamra.

4. Gyokeresités

A megnyujtott hajtasokat tartalmazd csomokat
hajtasokra bontottuk, majd kiilonboz6
ndvekedésszabalyozo tartalmu taptalajokra helyeztik
gyokereztetés céljabol. A kovetkezé taptalajokat
alkalmaztuk: MS + 0.5 mg/I Indol-3-ecetsav (IAA) +
1.5 mg/l a-Naftil-ecetsav (NAA), MS + 2 mg/l NAA,
LS + 2 mg/l IAA, MS + 2 mg/l Indol-3-vajsav (IBA)
és MS + 1 mg/1 Picloram (PIC).

5. Ultetés
A jol gyokeresedett hajtasokat 800 ml-es
féz6poharakban, autoklavban sterilizalt palanta

foldbe (Garri plus ®) iiltettik steril koriilmények
kozott, és milanyag foliaval fedtiikk. A talajt lltetés
el6tt 25 ml steril ioncserélt vizzel megontdztiik.

6. Edzés

2 nappal az iiltetés utan a féliaboritason 9 darab
Imm-es, majd ezt kovetden 3 nap mulva 12 darab
1.5%5 mm-es lyukat fartunk. 1 nap mulva levettiik a
foliaboritast az edényekrél. A ndvényeket 2 naponta
ontoztilk 25 ml csapvizzel. Ez a szakasz 8 napig
tartott.

7. Cserepezés

A gydkeres, edzett novényeket 9 cm-es
cserepekben, szintén palantafoldbe iltettik. A
novényeket 2-3 naponta ontdztik 25 ml csapvizzel.
A ndvényeket még tovabbra is a fényszobaban
tartottuk 18 napig.

8. Uveghaz

Végiil iiveghazba helyeztik a  cserepes
novényeket, enyhe arnyékolas mellett, és 3-4 naponta
30 ml csapvizzel ontoztiik.

EREDMENYEK

A kiindulasi anyag, a magvak fertdtlenitésére
kezdetben = Chloroxot®  hasznaltunk  30%-os
toménységben, 20 illetve 30 perc idStartamra.

Probalkoztunk 1% tween-20 oldat és 96%-os
etilalkoholos elOkezeléssel is, de ez sem hozott
megfeleld eredményt. Ezek utan 5%-o0s H,O,, 50%-
os haztartasi hypo és 10%-os klormész oldatokkal
probalkoztunk 1% tween-20 mellett. Mivel sem a
haztartasi hypoval vald kezelés, sem a hidrogén-
peroxiddal vald kezelés kiilon-kiilon nem adott
megfeleld eredményt, igy a ketté kombindcidjaval
probalkoztunk.

A kombindlt fertétlenitési moddszernél el6szor
96%-0s etilalkoholos oblitést alkalmaztunk a
folyamat elején, majd ezt késobb elhagytuk, mivel
sziikségtelennek talaltuk. Ez a mddszer mar sokkal
jobb eredményt hozott, csak ritkan fordult el6
fertézés. De a kifejlodott csirandvényeken a
szaporitasi folyamat tovabbi részében kisebb
szamban fordult eld fert6zés, ezért ezt sem
tekintettiik  végleges megoldasnak. A magok
fert6tlenités elotti  aztatdsaval probalkoztunk a
tovabbiakban. A megfeleld sterilitdst a 17 oras
eléaztatas alkalmazasaval sikeriilt végiil elérni. A
fert6tlenitett magvakat 30 g/l szachardz tartalmi MS
taptalajra helyeztiik (/a., 1b. kép).

la. kép: Magvetés

Photo la: Seeds on medium

1b. kép: Vetés utan 10 nappal

o

Photo 1b: Ten days after starting of culture
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Kisérleteink alapjan a kezelések soran a magvak
csiraképességének mértéke nem csokkent jelentdsen.
A fél steril csirdztatasi tesztiink alapjan 6 nap
elteltével az R-13-21 esetében 77%-0s, R-23

esetében 80%-os, ¢és az R-33 esetében pedig 90%-o0s
volt a csirazasi szazalék (2a., 2b., 2c., 2d., 2e., 2f.
kép). Ezek az értékek a fertOtlenitési eljaras utan is
50-67% kozott voltak.

2a., 2b., 2c. kép: Csirateszt

Photo 2a, 2b, 2c: Testing of germination (R-13-21, R-23, R-33)

2d., 2e., 2f kép: 6 nap mulva

u.n— pA?
- rﬂ'

Photo 2d, e, f: Six days later

A hajtassokszorositas fazisaban eldszor kétféle,
az MS ¢és az MWP taptalajjal probalkoztunk, 2, 5, 10
mg/l KIN jelenlétében. Az MWP taptalajon ugyan
nagyszamu hajtas keletkezett, de ezek nagyon kicsik
¢és erdsen torzultak voltak, e mellett nagyfoku kallusz
képzddést is megfigyeltiink (3a., 3b. kép).

3a. kép: Hajtasindukcio, MWP + 10 KIN taptalajon, korai
allapot

Photo 3a: Induction of shoot formation on MWP + 10 KIN in
early stage

Photo 3b: One month later

Az MS taptalajon is megindult a hajtasok indukcidja
és kezdeti novekedése, de koriilbeliil 10-14 nap utan
a jarulékos hajtasok novekedése megallt, és a
féhajtas indult erételjes novekedésnek (3c. kép).

A ndvények két taptalajon adott eltérd reakciojat a
két taptalaj nitrogéntartalma kozotti  jelentds
kiilonbségnek tulajdonitottuk elsésorban.
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3c. kép: Hajtasindukei6o, MS + 10 KIN taptalajon, korai allapot

Photo 3c: Induction of shoot formation on MS + 10 KIN in
early stage

Ugy gondoltuk, hogy az MWP taptalaj
nitrogéntartalma tul alacsony, az MS taptalajé pedig
tal magas. A ndvények reakcidja alapjan a kettd
kozotti értéket talaltuk megfelelonek, ezért a tovabbi
hajtassokszorozasi  kisérleteinket mar fél MS
taptalajon végeztiik. Mivel az alacsonyabb novekedés
szabalyzoanyag koncentracio esetében a keletkezett
hajtasok citokinin okozta torzuldsa kisebb mértékii
volt, de a hajtassokszorozas hatasfoka is alacsonyabb
volt, ezért probalkoztunk egy masik citokinin kis
koncentracioban vald adagolasahoz is a KIN mellett,
mely az elsésorban fas hajtasoknal hasznalatos 2iP
volt. Az ezeken keletkezett hajtasok szama és
morfologidja alapjan a fél MS + 2 mg/l KIN +
0.Img/l 2iP taptalajt talaltuk a legmegfelelébbnek
(4a., b., c., d. kép, 1. abra).

4a., b., c., d. kép: Hajtasindukci6 1/2MS taptalajon, 1 honap utan

Photo 4a, b, ¢, d: Induction of shoot formation on 1/2MS medium after one month

1. abra: Hajtassokszorozas Kiértékelése
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Figure 1: Evaluation of shoot multiplication
Growth regulator content(1), number of shoots in average(2)

A hajtassokszorozasi  kisérletet  tovabbi
citokininekkel is probaltuk, de jobb eredményt egyik
esetben sem kaptunk (2. abra).

A mikroszaporitasi folyamat tovabbi lépéseiben
az MWP + 10 mg/l KIN taptalajon keletkezett
hajtasokat hasznaltuk fel.

2. dbra: Hajtassokszorozas Kiértékelés tovabbi citokininekkel

5

34
2 -

Atlagos hajtasszam(2)

B R

1 mg/l 2 mg/l 5 mg/l 2 mg/l 5mg/l 10
ZEA ZEA ZEA BAP BAP mgl
BAP

Hormontartalom (mg/1)(1)

1 mg/l 2 mg/l 5 mg/l
2P 2iP 2iP

Figure 2: Evaluation of shoot multiplication with other
citokinines
Growth regulator content(1), number of shoots in average(2)

Mivel a sokszorositod taptalajon keletkezett hajtasok
mérete kicsi volt, ezért a hajtdscsomokat elongacios
taptalajra helyeztiik a szaporitds utan. Elongacios
taptalajként az MWPO-t, az MS0-t és az MS + 2 mg/l
IAA tartalmu taptalajokat alkalmaztuk (5a., b., c., d.

kép).
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Sa., b. kép: Elongacio, 7 nap utan

Photo: 5a, b: Elongation of shoots after 7 days

5c., d. kép: 21 nap utan

Photo 5Sc, d: After 21 days

A hajtasok mindegyik taptalajon novekedtek.
Ennek mértéke, legkisebb az MWPO és legnagyobb
az MS + 2 mg/l IAA tartalmu taptalajon volt.

Az MS + 2 mg/l TAA taptalajon a hajtasok
erbteljesebb hossziranyt novekedése volt
megfigyelhetd, mely a szaporitd szakasz soran

keletkezett kalluszos hajtdscsomok  szétszedése
szempontjabol elénydsnek tiint.

A hajtasok gyokereztetését in vitro tenyészet
formajaban 5 fajta taptalajon probaltuk (6a., b., c., d.,

e. kép).

6a., b., c., d., e kép: Gyokérindukcid

Photo 6a, b, ¢, d, e: Induction of rooting on MS + 1.5 mg/l NAA + 0.5 IAA, MS + 2 mg/l NAA, LS + 2 mg/l IAA, MS + 2 mg/l IBA, MS +

1 mg/l PIC media

A gyokérképz6dés  mindegyik  taptalajon
megindult 4-7 nap elteltével, kivéve az MS + 1 mg/l
PIC taptalajon, ahol nagymértékii kalluszosodas
kovetkezett be.

Leggyorsabban az IBA-t tartalmazé taptalajon
indult meg a gyokérképz6dés (6 nap elteltével), de
gyorsan kovette ezt az IAA-t tartalmazd taptalaj,
melyen sokkal gyorsabb volt a ndvekedés, és az

IAA-t és NAA-t is tartalmazo taptalaj is, amelyen
kicsit lassabban néttek a gydkerek, mint az el6z6n (8
nap elteltével).

A NAA-t tartalmaz6 taptalajon kicsit késobb jelentek
meg az els6 gyokerek, melyek a késObbiekben
behoztdk a lemaradasukat, és a legnagyobb
gyokérmennyiség is ezen a taptalajon képzodott (13
nap elteltével) (3., 4., 5. abra).
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3. abra: Gyokérképzodés kiértékelése, 6 nap utan
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Figure 3: Evaluation of root induction

Growth regulator content(1), total length of roots(2), 1. clone(3), 2.

clone(4)

4. abra: Gyokérképzodés kiértékelése, 8 nap utian
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Figure 4: Evaluation of root induction

Growth regulator content(1), total length of roots(2), 1. clone(3), 2.

clone(4), 3. clone(5), 4. clone(6), 5. clone(7), 6. clone(8)

5. abra: Gyokérképzédés kiértékelése, 13 nap utan
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Figure 5: Evaluation of root induction
Growth regulator content(1), total length of roots(2), 1. clone(3), 2.
clone(4), 3. clone(5), 4. clone(6), 5. clone(7), 6. clone(8), 7.
clone(9)

Az IBA-t tartalmazo taptalajon a hajtasok vagasi
feliiletén keletkezett kallusz mennyisége jelentGsebb
volt, mint a tobbinél, melyen gydkerek is képzddtek.

A hajtasok egy részét a szaporitas soran keletkezett
kallusz egy részével egyiitt helyeztiik gyokereztetd
taptalajra, ezeken 3-5 nappal késett a gyokérképzodés
meginduldsa, ¢és némelyeken egyaltalan nem
képzodott gyokér, a frissen vagott, kallusz nélkiili
feliilettel rendelkezd hajtasokon volt eldszor gyokér,
és a gyokeresedés mértéke is 10-15%-kal magasabb
volt. Mellékgyokér képzddése legnagyobb mértékben
az IBA-t tartalmaz6 taptalajon kovetkezett be (30%,
2-6 db mellékgyokér/td), és kis mértékben még [AA
jelenlétében is el6fordult (10%, 1db mellékgyodkér/td)
(16 nap elteltével).

Megfigyeléseink alapjan a NAA-t tartalmazo
taptalajon volt a legeréGteljesebb a gydkeresedés, de
jol hasznalhatéak az IAA-t és a NAA-t és [AA-t is
tartalmazo6 taptalajok is.

Az immar gyokeres és steril koriilmények kozott
palantafoldbe iiltetett novények 2 nap mulva mar
idén, erdteljesen néztek ki és fejlodtek. Ekkor
elkezdtik az edzésiiket. Az els6 1épésben aprobb
nyilasokat készitettiink, igy még 3 nap elteltével is
paras volt az edény falanak alsé része. Ekkor
nagyobb nyilasokat készitettiink, igy mar 1 nap
mulva eltlint a para, majd kovetkez6 nap kinyitottuk
az edényt (7. kép).

7. kép: AKkklimatizalt névény

Photo 7: An acclimatized, plant

Az edzés 8 nap elteltével sikeresen végbement, és az
edzett, gyokeres novényeket cserépbe iiltettiik (8a.,
b, c., d. kép).

A ndvényeket még 18 napig a fényszobaban
tartottuk, kozben 2-3 naponta Ontoztik, majd
iiveghazba vittiik azokat, és 3-4, illetve egy esetben 5
naponta Ontoztik. Megfigyeltiik, hogy minden
ontozési periddus kozott ugyanazok a nodvények
kokadnak le kisebb, illetve nagyobb mértékben,
illetve hosszabbitott periddus esetén még 1-2 az
elébbieken kivill. Az 5 napos 6ntdzési periddusnal a
korabbi  eseményeket/kezeléseket  visszakovetve
megallapitottuk, hogy ezen ndvények tobbsége
(55%) ugyanarrél a gyokereztetd taptalajrol
szdrmazott. Ez az IBA tartalmu taptalaj volt. A
kisebbik része pedig IAA (11%) és NAA (33%)
tartalmu taptalajokrol szarmazott.
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Photo 8a, b, ¢, d: The result of our micropropagataion process
EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA Az eldallitott  hajtastomegbél a  nyujtas
folyamatan  keresztiill  sikeriilt kis  energia-

Kidolgoztunk egy lehetséges modszert a
Rudbeckia in vitro szaporitasara, mellyel lehetséges
diverz genetikai anyag klonozdsa, az egyedek
rogzitése, ¢és a legmegfelelébb genetikai allomannyal
rendelkezé példanyok kivalogatasa és elterjesztése,
mint 0j fajtak. Ezen beliil kidolgoztunk egy modszert
a steril csirandvény tenyészet inditasahoz sziikséges
anyag, a magvak feliileti sterilizdlasara, mely soran
17 oras eloaztatast alkalmazva egy haztartasi hypot
¢és hidrogén-peroxidot tartalmaz6 kombinalt médszert
alkalmaztunk.

Kisérleteket végeztiink a csiranévények in vitro
hajtas sokszorozasara tobbféle taptalajon, melyekbdl
eredményeink alapjan hasznalhaténak bizonyult a 10
mg/l KIN tartalmi MWP taptalaj, és ujabb
kisérleteink alapjan jobb eredményt kaphatunk a 2
mg/l KIN-t és 0.1 mg/l 2iP-t tartalmazo, feles
erésségii, MS taptalajon.

befektetéssel jol izolalhaté hajtasokat létrehozni a
2 mg/l IAA tartalmi MS taptalajon.

Ezeket sikeresen gyokeresitettik kiilonbozo
taptalajokon, melyek koziil vizsgalataink soran tobb
taptalaj is hasonldan megfelelének bizonyult.

Létrehoztunk egy moddszert az in vitro eldallitott
Rudbeckia klonok edzésére, mely soran a novények
kijuttathatoak a szabadba, viragagyasokba, parkokba.
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