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

Koszonom Opponensemnek, Dr. Szegedi Ernének, az MTA doktoranak, hogy az
akadémiai doktori értekezésem birdlatat vallalta. Koszondm pozitiv értékelését, a felvetéseit,
és kérdéseit. Opponensem altal megfogalmazott észrevételekre és a feltett kérdésekre az
alabbiakban, sorrendben reagalok. Amely felvetésekkel teljesen egyetértek, azokra nem térek
ki kiilon, azokat egészében elfogadom.

Anyag és moédszer, 59. oldal: A klorofill kivondshoz és visszaoldashoz hasznalt meianol
mennyisége nincs megadva. A metanol forraspontja 64,7°C."

A névényi mintat (500 mg) porcelan mozsarban kevés MgO ¢s tvegpor vagy alt.
kvarchomok segitségével, par csepp metanollal homogenizaljuk, majd 20 em’—es jeldlt
kémcsébe toltjiik és jelig felontjiik metanollal. A lombikot a vizflird6n elsd forrasig (74 %)
hevitjiik. A melegités segiti az oldddast és inaktivalja a klorofillizt. A tiszta metanol
forrdspontja valoban 64,7 °C, a modszer szerint elkészitett preparatum esetén a forras kb. a
modszernél leirt 74 °C-on kovetkezik be.

.80.-82. oldal, 5.1.2.3. fejezet: A genetikai stabilitds vizsgdlata hianyzik az Anyag és
médszerb6l (DNS kivonds médszere, inditészekvencidk nukleotid sorrendje/illetve referencia,
PCR koriilmények, értékelés).”

Koszondm az opponensem felvetését, valoban nem kdzoltem a részletes modszertant
az SSR vizsgalatokra, melynek indoka a kivetkezd. A dolgozatban bemutatott modszereknél,
ahogy az a célkitlizésekben is szerepel, célom volt, hogy el6zetesen felmérjiik a {TCL
explantatumokon regeneralodott hajtasok genetikai stabilitdsat. Mivel jarulékos hajtasok
genetikai stabilitdsa a késobbi vizsgalatoknal és a modszerek alkalmazhatosaganal egy fontos
szempont, ezért nem szerettem volna kihagyni a vizsgalatok eredményének a bemutatasat a
dolgozatbol. Ugyanakkor, mivel a konkrét molekularis vizsgalatokat Prof. Dr. Kiss Erzsébet
és munkatdrsai végezték el a Szent Istvan Egyetem Genetika és Biotechnoldgiai Intézetében, a
munka ezen részét nem szerettem volna sajat munkaként lattatni.

. Ismeri-e, hogy hazéinkban jelenleg mekkora teriileten és hdny fajtabol van in vitro eredetii
almaiiltetvémy?”

A szaporitbanyag eléallitds egyik fontos kritériuma a virusmentesség. Az alma

virusmentesitése soran ma mar kiilénbdz6 in vitro és in vivo modszereket kombinalnak (pl.
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termoterapia, kemoterapia, in vifro merisztématenyésztés) (Hansen és Lane, 1985; James és
mtsai., 1997; James, 2001; Paprstein és mtsai., 2008; James 2010; Hu és mtsai,. 2015). A
virusmentesitett torzsanyagokat in vitro koriilmények kozott fenntartva és szaporitva a
mikroszaporitassal elddllitott gydkeres hajtasokat akklimatizaciot kovetden izolalt
koriilmények kozott kell tovabbnevelni, (liveghazi) dugvanyozassal. Mire almaiiltetvény
telepitésére keriil sor, addig a torzsanyagokbol faiskolai szaporitéanyag-, és oltvanynevelés
torténik, melyek tobb évig tartanak. Noha az in vitro szaporitbanyagot nem kozvetlen
hasznéljuk iiltetvény telepitésére, az tjonnan telepitett, virusmentesitett szaporitoanyag ma
mar alapvetéen in vitro eredeti.

» Mivel magyardzhaté a sétét eldkezelés jelentdsége a jarulékos hajtasképzésben? ”

Kisérletesen a novény fajok széles korében bizonyitott, hogy a fény (fotoperiédus,
hullamhossz, fényintenzitds) befolyasolja az in vitro jarulékos hajtasregeneraciot
(morfogenezist 4ltaldban is), de a folyamat pontos hatdsmechanizmusa nem ismert.
Arabidopsis model novényekkel végzett vizsgélatokban kimutatidk (Nameth és mtsai., 2013),
hogy a folyamatban fitokrom-A és CRY1 receptorok vesznek részt, valamint hogy az
explantatumok fotoprotekcidjat HYS downstream transzkripcios faktor kézvetitette antocianin
akkumulacio révén.

Kimutattak, hogy a fény gatlé hatdsa a jarulékos hajtasregeneracié korai fazisaban a
polaris auxin transzporttél fliggott, tehat a hormondlis modulaciénak szerepe van a
folyamatban. Ez 6sszhangban van azokkal a korabbi vizsgalatokkal, melyek bizonyitottak
(Halliday ¢s Fankhauser 2003), hogy az auxin-szabalyozott gén csaladokat is szabalyozza a
fitokrom-A és a fitokrém-B. Tehat nagyon valdszinl a rendelkezésre 4llé adatok alapjan,
hogy a fény a fitokromok miikddésén keresztiil szabélyozza az auxin génjeit, illetve az auxin
maga is modositani tudja néhany fény-szabdlyozott gén expresszidjat (Gil és mtsai., 1997).

A fény gyakorolhat pozitiv, vagy negativ hatast is a jarulékos hajtasregeneraciora, a
novényfajtol (és az explantatumtol) fiiggden. Petinia fajok (P. hybrida R27 fajta, P. axillaris)
esetén részletesen vizsgaltak a fény szerepét a levélbdl torténé hajtdsregenerdcié soran
(Reuveni és Evenor, 2007), és megallapitottak, hogy egy dominans lékusz sziikséges a
sotétben vald regenerdcidhoz, mig két I0kusz felelés a fényben vald regeneracidért, és a
sGtétben, illetve fényben val6 regeneracidért felelds lokuszok egymassal nem kapcsoltak.

Alma jéarulékos hajtdsregeneracioban hasonld vizsgalatokat nem végeztek, de mas
fajok és az Arabidopsis model novény vizsgélatainak eredményei alapjan feltételezhetd, hogy
a két vizsgalt fajta (Royal Gala, Freedom) fényre adott eltérd hajtisregeneraciés vélasza
kozotti kiilonbség oka lehet az eltérd genetikai hattérbél adédoan az eltéré szabalyozas okozta
kiilonb6z6 endogén hormonszint.

~Lrobaltak-e  mar  alma mikrodugvanyokat inorganikus kozegben (pl.  hagyomdnyos,
szénforras nélkiili taptalaj, perlit, kézetgyapot) fotoautotrdf kirviilmények kozott gyokeresiteni,
illetve szaporitani?”



Szénforras nélkiili taptalaj hasznalatara alma in vitro hajtasok esetében nem ismert
irodalmi adat. Az agart helyettesitették jo hatékonysédggal cukornad bagasszal (22%-kal
hosszabb gyokerek fejlodtek és a gydkerek szama 63%-kal volt nagyobb, mint agaros
taptalajon) (Mohan et al., 2004).

wAlma szar, illetve nodusz korongbol regenerdlhato-e hajtas? Ugyanis a kéiszikii novényekre
altalanosan jellemzo, hogy elsésorban a levélnyél-szar kapcsoloddsi pontjandl képeznek
riigyet.”

Alma esetén in vitro koriilmények kozott levél explantitumokbdl regenerdlhaté jo
hatékonysdggal jarulékos hajtas. Korai tapasztalatok (Welander 1988) és sajat vizsgalataink a
szardarabok — levéllemezhez viszonyitott - alacsonyabb regenerdcids képességét mutattak,
csak egyes fajtdk pl. McIntosh Wijcik, voltak képesek hajtast regenerdlni, s azt is nagyon
alacsony hatékonysdggal. Szorvanyos adatok vannak szarszeletbdl torténd  sikeres
hajtasregeneraciora, amint azt az értekezés 1. tablazataban bemutattam; Bommineni és mts.
(2001) Gale Gala fajta in vitro szérszeletekbdl regenerdltak hajtasokat 36,8% hatékonysaggal,
illetve Liu és mts. (1998) ectiolalt hajtisok szér interndduszait hasznaltak regeneraciéra 17-
97%-o0s hatékonysiggal. Guan és Klerk (2000) 1 mm-es hajtasszegmentumokbél sikeresen
regeneralt gyokereket.

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

Nyiregyhaza, 2015. szeptember 11.
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