Valasz Dr. Soltész Miklos, az MTA doktoranak a
Dobranszki Judit: Az explantdtum és az exogén citokininek alma in vitro
hajtdsfejlédésre kifejtett hatdsainak vizsgdlata cimii akadémiai doktori
értekezésérol készitett biralatara

K&szonom Opponensemnek, Dr. Soltész Miklosnak, az MTA doktoranak, hogy az
akadémiai doktori értekezésemet elbiralta. Koszéndm a pozitiv értékelését, az észrevételeit,
felvetéseit, és kérdéseit. Opponensem dltal megfogalmazott észrevételekre €s kérdésekre az
aldbbiakban, a birdlati sorrendben reagalok. Amely felvetésekkel teljesen egyetértek, azokra
valaszomban nem térek ki kiilon, azokat egészében elfogadom.

A munka mdsik része a hajtasok fotoszintetikus appardtusanak vizsgalatara iranyulf.
Modellfajtaként itt a "Royal Gala’ szerepelt, s harom célkitiizés vezérelte a kutatomunkat. Fel
lehet vetni, nem lett volna-e célszerdi itt is mindkét fajta bevondsa. Mindenesetre szerencsés
dontésnek tekinthetd, hogy a hatékony hajldsregenerdcioju fajtdara eseti a valaszids.”

Koszondm opponensem észrevételét! Valoban érdekes a felvetés, hogy a kevésbé
hatékony hatasregeneracioji fajta fotoszintetikus appardtusanak vizsgalatat is elvégezziik.
Olyannyira egyetérick Opponensem véleményével, hogy a kisérleteket el is végeztilk, de azok
eredményeit mar az értckezés elkészitése és benyujtasa utdn kaptuk meg, de a Hungarian
Agricultural Research folydirat 2015. marciusi szamaban (p. 20-24) kozoltik is (Dobranszki
és Mendler-Drienyovszki, 2015). Roviden itt is leirom, hogy milyen 1ij ismereteket nyertiink
azaltal, hogy ezt a nehezen regenerdlodo almafajtat is vizsgalatba vettiik. A Freedom fajtaval
elvégzett kisérletek megerdsitették a Royal Gala modellfajtaval végzett vizsgalatok azon
eredményét, hogy a fotoszintetikus rendszer allapotat a taptalaj citokinin tartalma
befolyasolja. Azonban az eredmények jol reprezentaltdk azt is, hogy ez a hatas
genotipusfiiggd, mivel az alkalmazott citokininek tipusa és mennyisége a levelek klorofill
tartalmat és a klorofill fluoreszeenciat eltérd médon befolyédsoltak, mint a Royal Gala fajta
esctében. Mig a Royal Gala fajtanal a benzil-adenin alkalmazisa volt a leghatékonyabb a
klorofill tartalom ndvelésére, addig a Freedom fajtanil a meta-topolin, illetve nagy
koncentracional (25,0 pM) a meta-topolin mellett még a benzil-adenin ¢s a meta-topolin
kombinalt alkalmazisa eredményezte a legnagyobb klorofill tartalmat. A II fotokémiai
rendszer maximalis kvantumhatékonysaga (F./F,) és fotokémiai folyamatainak maximalis
hatékonysaga (F./Fo) a benzil-adenin és meta-topolin kombinalt alkalmazasa esetén volt a
legnagyobb Freedom fajta esetében, mig a Royal Gala fajtanal 0.5 uM-nal a benzil-adenin
volt szignifikinsan a legalkalmasabb citokinin és nagyobb alkalmazott citokinin
koncentracioknal sem csokkent a hatékonysaga a benzil-adenin és meta-topolin kombinalt
alkalmazaséhoz képest. Az aktudlis kvantumhatékonysag (Y(II)) vizsgalata sordn szintén a
benzil-adenin és meta-topolin kombinalt alkalmazasa volt az egyik leghatékonyabb a
Freedom fajtanal, mig a kombinalt citokinin alkalmazas ilyen hatésat Royal Gala esetén nem
tapasztaltuk.



A Royal Gala esetében a Il fotokémiai rendszer maximalis kvantumhatékonysaga
(Fu/Fy), illetve fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysaga (F,/Fo) és a klorofill
tartalom kozott nem lehetett korreldciét kimutatni, viszont kozepes szignifikans (pl. az
dsszklorofill tartalomra: r=0,561; P<0,05) korrelacio volt a klorofill tartalom és a Tl
fotokémiai rendszer aktualis kvantumhatékonysaga (Y(IT)) kozott. A Freedom fajta esetében
azonban korrelaciot nem lehetett kimutatni a klorofill fluoreszcencia paraméterek é€s a
klorofill tartalom kozott.

ANYAG ES MODSZER fejezet tobbsziri dttanulmanyozdsa sordn sem akadtam nyomdra
néhdany adatnak, mint példaul a vizsgdlatok ideje, vizsgalt névenyek, illetve explantatumok
szdma, ismétlések szama sth. Ezekre késébb, az eredmények kozlésénél sem lehet ratalalni.
Azért emlitem itt meg, mert nem apré formai hibanak, hanem — nyilvan véletleniil elGfordulo,
de — feltétleniil kiegészitést igényld hianyossdagnak tekintheto.”

A vizsgélatok ideje valoban nem szerepel a dolgozatban; a vizsgalatokat 2009 és 2014
kozott végeztiik. A vizsgalt anyagokat és a vizsgalat helyszinét az ,,Anyag &s Modszer”
fejezetben az értekezés 51. oldaldn felsoroltam . Vizsgalatainkat alma (Malus x domestica
Borkh.) nemes fajtakon végeztiik. A jarulékos (adventiv) hajtasregeneracios kisérletekhez ket
modell fajtat hasznaltunk a "Royal Gala’ és a *Freedom’ nemes fajtakat; az axillaris in vifro
hajtisok fiziologiai 4llapotinak vizsgédlatit "Royal Gala’ modell fajtan végeztik. A
kisérletekhez a Debreceni Egyetem Nyiregyhdzi Kutatdintézet Biotechnologiai
Laboratériumaban fenntartott in vitro alma hajtastenyészeteket hasznaltuk™, s ugyanitt leirtam
az in vitro fenntartés és a kisérletekhez valo felszaporitas koriilményeit.

Az ismétlések szamat a dolgozatban az alabbiak szerint mutattam be:

A jarulékos hajtasregeneralodds esetén az értekezés 53. oldalin leirtam, hogy
,Konvencionalis explantatum esetén egy Petri csészébe 6 db explantatumot helyeztiink, mig
tTCL explantatumbé] 12 db-ot.” Itt valoban konkrétan nem szerepel. hogy minden esetben
minimum 10 Petri csészével végeztik egy-egy kezelés vizsgalatdt, de a ,4.5.2. A
hajtasfejlodés ideje alatt, illetve a tenydsztés végén felvett morfoldgiai paraméterek”
fejezetben az 58. oldalon leirtam, hogy ,A kisérletekben kezelésenként konvencionalis
explantatumok esetében legaldbb 60, tTCL explantatumok esetében legalabb 120 explantatum
adatait értékeltiik (C%, HR%, HSZ), és harom fiiggetlen kisérletet végeztiink.”

Az értekezés 57. oldaldn az .Explantitum morfologiai paramétereinek mérése”
fejezetben leirtam, hogy .,Az explantitumok preparalast kovetGen steril koriilmények kozott
sztereomikroszkop segitségével megmértiik a preparalt levéllemez explantatumok méretet ...
Explantatum tipusonként (konvencionalis, vagy tTCL explantatum), illetve az explantatum
eredete szerint (1., vagy 2. cstcsi levél) minimum 60 explantatum méretadatait vettiik fel
ismétlésenként, a méréseket legalabb haromszor megismételtiik.”

A .4.6. Klorofill fluoreszcencia mérése”, dolgozat 58. oldala, fejezetben szerepel:
_Minden kezelésb5l harom fiiggetlen hajtds klorofill fluoreszcencidjat mértik meg, s a
méréseket harom fiiggetlen kisérletbél megismételtiik.”



A kisérletekbe bevont 'Royal Gala’ és "Freedom’ fajtat a Malus x domestica Borkh. fajhoz
tartozo fajtakként irja le. Ez megfelel a masok dltal is kivetetl gyakorlatnak, és szabalyosnak
tekinthets. Megemlithetd ugyanakkor, hogy a Malus x domestica esetében egy osszetelt
hibridrél van szo, amelyet botanikusok szintetikusan alkottak meg, besorolva ala az dsszes
almafajtat, amelyek valamelyik 6s Malus faj kozvetlen, vagy hibridizacioval keletkezel!
szarmazékanak tekinthetok. A szintetikus Malus x domestica faj sziiloként valo feltiintetésébe
mindaddig nem lehetett , belekotni”, amig a keresziezéses nemesitésnél nem kezdodott meg
betegségekkel szemben rezisztens mas Malus fajok sziildként valo bevondsa. lgy sziiletetett
meg kozel hat éviizeddel ezeloll az ésszetett genomu 'Freedom’ fajta is, amely a Malus
floribunda varasodassal szemben rezisztens egyik klonvdllozaianak génjeit is hordozza.
Vagyis — sok mds rezisziens almafajtdhoz hasonléan — nem tekintheto fiszian Malus x
domestica-fajtanak. Jovébeni feladat lehet, olyan nevezéktani korszeriisités, amely lehetové
tenné annak kifejezését, hogy az adott fajta eléadllitdasdban nem csak a Malus x domestica velt
részt. Elképzelhets olyan megoldds is, hogy nem médositunk a nevezéktanon, s ebben az
eseiben a szintetikusan létrehozott Malus x domestica fajt , nyitolt” taxonnak ftekinifiik,
amelybe ennél fogva a mostani és a jovoben eldallitott rezisziens fajtak is beletartozhatnak. A
hosszas kifejiést azért vilasztottam, mert kivancsi vagyok Dobranszki Judit véleményére. ,,

Nemesitett kertészeti és kiilondsen diszndvényeink esetében gyakran eléfordul, hogy —
Bleg rezisztencia gének beépitése soran — a genom egyéb, tdbbnyire vad fajokbol szarmazo
géneket/genom részeket is tartalmaz. Ez sokszor, ahogy opponensem is felvetette,
nehézségeket okozhat a taxonomiai hovatartozas megitélésénél, illetve az uj hibridek,
interspecifikus keresztezésekb6l szdrmazo fajtak leirdsanal és azonositdsanal is. Szerencses
esetben a morfologiai jellegek alapjan a kérdés eldonthetd, féleg ha csak néhany gén
atvitelérdl van sz6; mas esetekben nem, vagy csak nagyon nehezen.

Ma mar azonban molekularis markerek (RAPD, ISSR, SRAP, AFLP, nrDNS vagy
rDNS ITS analizise, DNA barcoding stb.) alkalmazasaval lehetoség nyilik arra, hogy a
kiilonbozd fajtak, hibridek tényleges rokonsagi fokat molekularis szinten meghatarozzuk, a
genomban 1évé hasonldsagok/kiilonbozéségek mértéke alapjan. A kiilonbdz0 Dendrobium
hibridek esetében példaul csak ezekkel a modszerekkel lehetett egyes hibridek esetén a
genetikai rokonsagot és a ,,faji” hatarokat meghatarozni, €s taxonomiai vitdkat elddnteni,
ahogy ezt egyik éppen megjelent cikkiinkben bemutattuk (Teixeira és mtsai., 2015).

Véleményem szerint, amennyiben a hagyoményos taxonémiai modszerekkel a kérdés
nem donthetd el, akkor almafajtik esetén is a molekularis markerek alkalmazasa hozhat
perdontd” eredmeényt.

A kidolgozott matematikai ésszefiiggés segitségével lehetévé valik a kilonféle (akar mas
taxonokhoz tartozd) explantdtumok regenerdcids kapacitdsanak osszehasonliidsa. Az ériekezés
benyiijtasa utdni idében sikeriilt-e a médszert a gyakorlatban teszielni, s az milyen sikerrel jart?”

A modszer tesztelése folyamatban van. Alma esetén a modszer gyakorlati tesztelését az
elmult idészakban a Hasvéti rozmaring almafajta esetén végeztiik el, az eredmények igazoltak az
osszefiiggés alkalmazhatésagat. Egyéb taxonok tekintetében jelenleg a 2014-ben megjelent
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publikacionk ad timpontot (Teixeira da Silva és Dobranszki, 2014). A matematikai Osszefliggést —
az értekezésben bemutatott alapelvekre alapozva - pl. Cymbidium-ra kidolgozva az osszefliggés
alkalmazhatosagat 9 Cymbidium fajtanal vizsgaltuk és igazoltuk (Teixeira da Silva és Dobranszki,
2014).

. Milyen fajtatulajdonscdgok jaiszhatnak szerepet abban, hogy a hajidsregenerdcio hatékonysdgcdt
tekintve a fajidk kozétt nagyfoku eltérések mutathatok ki? Milyven lehetdségek vannak a gyenge
hajtasregenerdcioji fajtakndl az eredmények javitdsdara? |,

A nbdvényi szdvettenyészetekben, mind az axillaris, mind az adventiv regeneracio
soran a jol szabalyozhatd abiotikus tényez6k mellett figyelembe kell venni a hat6 biotikus
tényezdket is, azaz a genotipust €s az explantatum fiziologia allapotat.

A genotipus-fliggdség a nvényi sejt-, szovet- és szervtenyésztésben egy jol ismert
tényez6, gyakran a genotipus gyakorolja a legnagyobb hatast (Gahan és George, 2008).
Mértéke fligg a nvényfajtol és az indukalandé fejlédési folyamattol is. Hatterében elsdsorban
genetikai okok (magi és citoplazma gének, géninterakciok, ploidiaszint), azaz a fajtak, klonok
stb. genetikailag determinalt eltérései, hiizédnak meg (Gahan és George, 2008); ugyanakkor
epigenetikai (eltérd DNS metilacid, kromatin modosulasai, miRNS-ek szerepe) &s
szabalyozasi okai is vannak (Smulders és de Klerk, 2011; Us-Camas és mtsai., 2014),
valamint erds az in vitro kérnyezet és a genotipus kdlcsonhatésa is.

Az ériekezés témajahoz kapcsoloddan, jol ismert példaul, és erre a dolgozatban is
kitértem, hogy a taptalajban alkalmazott kiilonbdzé struktiraji és  koncentracioju
citokinineknek utohatasuk van a kovetkezd szaporitdsi ciklusban, illetve a jarulékos
hajtasregeneracié sordn (Werner és Boe, 1980; Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990;
osszefoglalo attekintés: Durkovi¢ és Migalova, 2008; Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010;
Magyar-Tabori és mtsai., 2010), valamint a gyokeresedési és akklimatizalasi szakaszokban is.
Az explantatum endogén hormontartalma természetesen hatdssal van arra, hogy az adott
explantatumboél milyen in vitro feltételek mellet lehet egy adott fejlodési, novekedési valaszt
indukalni. Az aktualis endogén hormonszintet is befolyasoljak mind genetikai, mind
epigen'etikai és kornyezeti tényezék is. A morfogenezist befolyasolo endogén anyagok
mennyisége, s igy hatdsuk is lecsokken TCL explantatumok hasznalata esetén a hagyomanyos
,vastagabb” explantatumokhoz viszonyitva (Tran Thanh Van, 2003). Ezt az értekezésben
bemutatott kisérletek is alatdmasztjak. Mig az optimalis exogén citokinin tartalom (taptalaj
TDZ koncentraciéja) hagyomanyos explantdtumok hasznélata esetében egy nagysagrendnyi
kiilonbséget mutat a két vizsgalt fajta esetében; 0,5 mg/l Royal Gala és 5,0 mg/l Freedom
esetében, addig a tTCL explantatumok alkalmazasakor az optimumok kozotti eltérés a két
fajtdnal sokkal kisebb: 5,0 mg/l Royal Gala és 2,5 mg/l Freedom fajtaknal.

Alma szovettenyészetben a genotipus-fliggé ,,viselkedés™, illetve novekedési-fejlodeési
valasz igen kifejezett (Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tébori és mtsai., 2010).
Egy 1j fajta, vagy genotipus esetén az optimalis in vitro tenyésztési koriilményeket (fizikai és
kémiai faktorok) mindig kisérletesen kell meghatarozni. A faj egyéb genotipusaival szerzett
korabbi ismeretek természetesen hasznosithatoak, pl. jelen esetben egy jol és nehezen
regeneralodo fajta vizsgalata irdnyt mutat arra, hogy példaul milyen TDZ tartomanyt (2,27-
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22,7 uM a 1,135-113,5 pM tartomany helyett) érdemes figyelembe venni egy 0j genotipus in
vitro hajtasregeneraciéjanak optimalizaldsa soran. Sok esetben azonban az adott hormonok
kiilsnboz6 tipusainak és koncentracioinak, illetve ezek kombinacidinak széleskorl kisérletes
vizsgalata vezet csak pozitiv eredményre.

Végezetiil még egyszer szeretném megkdszonni Opponensemnek az értekezésem értékelését
és pozitiv megitélését, a feltett kérdéseket, és sikeres védés esetén javaslatat az MTA doktori
cim odaitélésére.

Nyiregyhaza, 2015. oktdber 15.
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