Vélemény Dobranszki Judit ,,Az explantatum és az exogén citokininek
alma in vitro hajtasfejlédésre kifejtett hatasainak vizsgalata” c. MTA doktori

értekezésérol

Altaldnos értékelés

A dolgozatban leirt munka {6 célja, hogy feltarjdk azokat a fontosabb tényezoket,
ismeretével az alma mikroszaporitdsa mind mennyiségi, mind mindségi szempontbodl
javithato. A téma és a cél gyakorlati jelent6sége vitathatatlan. Az alma vilagszerte, beleértve
hazankat is az egyik legfontosabb gylimolcs. Termesztésével szaporitdsdval kapcsolatos
mindenfajta eredmény rovid vagy hosszu tavon gazdasagi jelentdséggel birhat. Napjainkban a
mikroszaporitds a kertészeti szaporitasi technikdk részévé valtak, igy jelen munka jelentdsen

hozzéjarulhat e rendkiviil értékes gylimolcs termesztéséhez.

A kérdés vizsgalataval kapcsolatban jelen dolgozat két {6 kérdéskor koré csoportosul.
Vizsgaltdk egyrészt az explantitum szerepét a hajtasregeneracié hatékonysagaban egy jol
regeneralodd (Royal Gala) ¢és egy nehezen regenerdldé (Freedom) fajtdnal. Ehhez
kapcsolodoan arra kerestek valaszt, hogy

- Almanal lehetséges-e levél tTCL (transverse thin cell layer) explantatumokon
hajtasregeneraciot indukalni?

- Hogyan befolyasolja a hajtasregeneracios folyamatot a tTCL explantaitumokon a
genotipus, az explantatumot szolgaltatd levél eredeti pozicidja az in vitro hajtason, a
megvilagitas, a regeneracios periodus hossza, és a taptalaj citokinintartalma?

- Vizsgaltak a tTCL explantatumokon regeneralddott hajtdsok gydkeresedési képességét
¢€s genetikai stabilitasat.

- Vizsgaltdk az explantatum mérete €s hajtasregeneracios képessége kozotti kapcsolatot,

annak matematikai modellezési lehetdségeit.

A masik kérdéskor az axillaris hajtaskultaraban fejlodd hajtasok mindségi jellemzésére
iranyult a ’Royal Gala’ fajta esetében. Ehhez kapcsolodoan vizsgéltak kiilonbozd tipust
citokininek hatasat a hajtasok klorofilltartalmara, valamint egyes klorofill-a fluoreszcencia

indukcids paraméterek alakuldséra.



Részletes elemzés

Formai szempontok

A dolgozat f& része 129 oldalas, mellékletekkel egyiitt 133. Osszeallitisa gondos
munkara vall. Stilusa jol kovethetd, eliras vagy helyesirasi hiba ritkan fordul eld. Felépitése
hagyomanyos jellegli, nyolc {6, €s logikusan tagolt alfejezetekre oszlik. (F6 fejezetek:
Bevezetés, Irodalmi attekintés, Célkitiizés, Anyag €s modszer, Eredmények és megvitatasuk,

Kiemelt 0j tudomanyos eredmények, Felhasznalt irodalom, Koszonetnyilvanitas)

Tartalmi értékelés

A Bevezetésben ismerteti a téma jelent6ségét, és a bemutatott munka varhatd hasznat.
Az Irodalmi attekintés céliranyos, ,,sallangoktol” mentes. Orommel fedeztem fel ebben a
részben is a szerz6 sajat munkajat is (pl. Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010). Bemutatja a
dolgozat megértéséhez sziikséges legfontosabb elméleti hatteret és a legfontosabb kapcsolddo
tudomanyos eredményeket. Itt ismerteti az alma in vitro szaporitasanak problémakorét, ezt
lesziikiti az explantatummal kapcsolatos kérdésekre, valamint bemutatja a vizsgélt hormon, a
citokininek hatésait.

A Célkitiizés részletes, lefedi a dolgozatban bemutatott munkat. Talan egy kicsit
tulzottan 1s részletes. Ehhez kapcsolddd kérdésem, hogy miért feltételezték, hogy ha
konvencionalis tipusi explantatum esetében miikodik a hajtasregereacio, akkor tTCL
explantatumon nem fog?

Az Anyag és moédszer fejezet leirdsa preciz, az itt felsorolt fegyvertar segitségével a
kisérletek megismételhetdek. Hianyossagot a fluoreszcencia indukcid mérésének leirasdban
talaltam: nem ismerteti sem a fényadaptalt allapot eléréséhez hasznalt fény foton fluxus
stirliségét, sem az aktinikus megvilagitas hosszat. Mindezek pedig alapvetéen befolyasoljak a
PS2 kvantumhatasfokanak és az ETR paraméternek a meghatarozéasat. A miiszerhez megadott
,»Yield protokol” 6nmagiban nem informativ, kiilondsen azon olvasdk szdmara, akik mas
késziilékkel vagy méréprogrammal dolgoznak.

Az Eredmények és megvitatasuk fejezetben az eredmények bemutatasa alapvetéen
attekinthetd, igényes kivitelezésli. Szerencsés lett volna azonban megadni az egyes

tablazatoknal az értékek szorasat, valamint azt, hogy hany ismétlés atlagat latjuk. Ezt a

2



hianyossagot részben kompenzalja, hogy a statisztikai elemzést minden kisérletnél precizen
elvégezték és eredményét dokumentaltak.

Ebben a fejezetben elséként kétféle tipusu levélexplantaitumot hasonlit Ossze (a
kontrollként hasznalt konvencionalis, valamint a tTCL tipusut), ill. vizsgidlja egyes
meghatarozo tényezok (fény, citokinin, az explantatum kora, stb.) hajtasregeneraciora kifejtett
hatasait (5.1.2.1-5.1.2.2. fejezetek). Ebben a részben megallapitja, hogy

- a regeneracio kezdeti szakaszaban alkalmazott fény — genotipustol fiiggé mértékben —

- a fiatalabb levelekbol készitett tTCL explantatumok hajtasregeneracios képessége
nagyobb volt,

- a regeneracios periodus hossza mind a konvencionalis, mind a tTCL explantatumok
regeneracios kapacitasat — mind a hajtasregeneracios szazalékot, mind az explantatumonkénti
atlagos hajtasszdmot — befolyasolja,

crer

igényeihez mindkét vizsgalt almafajta esetében.

Szdmomra ezek a részek, bar gyakorlati fontossdguk vitathatatlanok, kissé leirénak
tiinnek. Véleményem szerint eldre varhato volt, hogy a vizsgalt paraméterek hatassal lesznek
a regeneraciora. Szivesen lattam volna valaszt olyan kérdésekre, hogy ha ismert az, hogy az
explantatum genotipusa meghatarozza a regeneracio sikerét, akkor valdjaban milyen
genotipushoz kotheté faktorok jatszanak ebben szerepet (gének, vegyiiletek, stb.)?
Vannak-e ezzel kapcsolatos ismeretek? Ehhez kapcsoloddan kérdezem tovabba, hogy azon
tul, hogy ezen két vizsgalt almafajta esetében optimalizaltak a paramétereket, milyen
altalanos megallapitasok vonhatok le annak érdekében, hogy ujabb genotipus bevetése
esetén ne kelljen az egész Kkisérleti rendszert wujra végigesinalni, hanem mar
egyszeriibben megoldhato legyen ezen paraméterek optimalizalasa? Mi a helyzet pl. az
endogén hormonszinttel?

Mindezekhez kapcsoloddan megallapitja, hogy a nehezen regeneral6dé fajta (Freedom)
esetében a fény teljesen gatolta a hajtasképzddést (65. o. 8. sor). Kérdésem, hogy egyrészt
milyen mechanizmus utjan teszi ezt? Illetve elképzelheto-e, hogy a kétféle fajta kozti
regeneracios képességben tapasztalt kiilonbség alapveté oka a fénnyel kapcsolatos

jelatviteli utak miikodésében keresend6?



A kovetkezd 1épésben a regeneralodott jarulékos hajtasok genetikai stabilitasat
vizsgalja. Megallapitjadk, hogy sem az explantatum tipusa, kora, sem az alkalmazott
citokininkezelések nem okoztak genetikai valtozast. Ez latszolag ellentmond pl. Li és mtsai
(2002) eredményeinek. Kérdésem, hogy mivel magyarazhato az eltéré kovetkeztetés? Nem
lehet-e az az ok, hogy mas szerzok a metilacios mintazatban mutattak ki eltérést
(aminek valtozasa egyaltalan nem meglep6é egy ilyen rendszerben), mig a jelen

munkaban bemutatott rendszer ilyen kiilonbség kimutatasara esetleg nem alkalmas?

Véleményem szerint a dolgozat legizgalmasabb része a kovetkez6, 5.1.3. alfejezet, ahol
bevezeti a Novényi Novekedési Korrekcios Faktor és a Geometriai Faktor fogalmakat, ill.
matematikailag jellemzi ezeket. Segitségével egy adott explantatum regeneracids kapacitasa
Osszehasonlithatobba valik egy maésik kisérletbdl szarmazd explantatum regeneracios
kapacitdsaval kiilonb6zé nodvényfajok esetében is. Kapcsolodd kérdés: a 86. oldalon az
R%con/NR%71c hanyadossal jellemzi a kapcsolatot a konvencionalis és a TCL explantatumok
regeneracios szazaléka kozott, ahol n a konvencionalis explantatmbol elméletileg preparalhato
TCL preparatumok szdma. Kérdezem, hogy n megadasakor mennyire kell figyelembe
venni a ,szélhatast”, vagyis hogy a konvencionalis feliilet kozepe nem sériilt, a széle
viszont igen? Bar a 90. oldalon leirtak szerint a vagasi feliilet nagysaga nem befolyasolta a
regeneracios képességet, az meglepd lenne, ha a TCL esetében, ahol a sebzett sejtek ardnya

0sszemérheto a sebzetlenekével, ez nem szamitana.

A dolgozatban bemutatott munka utolsé fazisdban kiillonb6zd citokininek hatésait
vizsgalja ’Royal Gala’ almafajta axillaris in vitro hajtasainak egyes fotoszintetikus
paramétereire. Ez a fejezet elsOsorban gyakorlati vonatkozasa miatt érdekes, mert felhivja a
figyelmet arra, hogy a nem megfelelden megvalasztott citokininféleség és/vagy -koncentracio
a fotoszintetikus apparatus mitkddésének zavardhoz, ezen keresztiil a szaporitas sikerének
csokkentéséhez vezethet. Ebben a részben szamomra néhany technikai jellegli furcsasag
talalhato. Nem tudom pl., hogy miért kellett az Fv/Fm értékeit bemutaté abran a skalat
1000-rel szorozva bemutatni? Mennyivel mond tobbet az Fv/Fo paraméter az Fv/Fm-
nél? (Ezek egymdasbdl szarmaztatott paraméterek, tehat ez a két hanyados varhatéan
hasonléan fog viselkedni). A 103. oldalon a fényadaptalt allapotban mért
kvantumhatasfok értékeinek bemutatasa mellett (16. abra) az elektrontranszport ratajat
is bemutatja (ETR). Miért kellett mindkett6? Az utobbi paraméter akkor mutat eltérést a

kvantumhatasfoktol, ha eltérd fényintenzitds mellett tortént a mérés, de jelen esetben
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feltehetéen nem ez az eset all fenn (bar az aktinikus fény nincs megadva). Eléfordulhat
tovabba, hogy az ETR szamitasdhoz hasznalt képletben az abszorpcids koefficiens a
kiilonb6z6 mintdkban eltér. Erre azonban a dolgozatban nincs utalds.

Mindezektol fiiggetleniil kérdezem, hogy mi okozhatta az Fv/Fm ill. a
kvantumhatasfok (vagy ETR) paraméterekben kapott csokkenéseket?

Az Uj tudomanyos eredmények részben Osszesen 14 pontot sorol fel. Ezek az
eredmények valamennyien igazolva lettek a dolgozatban bemutatott kisérletekkel, igy elvileg
elfogadhatdak 1) eredményként. Azonban megjegyzem, hogy érdemes lett volna ezeket az
eredményeket sulyozni, és a munka soran elért részsikereket egy akadémiai doktori
értekezésben nem feltétleniil 0j tudomanyos eredményként kiemelni. Példaul az 2-5-ig
bemutatott eredmények vizsgalt 2 fajtdra koncentralnak, és erdsen leir6 jellegiiek, igy ezeket
egységesen kezelve azt mondanam, hogy ,,Két almafajta, a Royal Gala és a Freedom esetében
megvilagitasra és TDZ koncentracidra vonatkozdan optimalizaltak az in vitro szaporitas egyes
kortilményeit.” Hasonloképpen, a 12-14 eredményeket is szerencsésebb lett volna 6sszevonni,
¢s a részeredményekbdl egy altalanosabb kovetkeztetést levonni. Véleményem szerint mindez
egyaltalan nem csokkentette volna a dolgozat tudomanyos értékét.

Osszefoglaléan megallapithatd, hogy a disszerticioban bemutatott munka értékes, a
téma miivel6i szdmara hasznos informacidkat hordoznak. A dolgozatbo6l nekem kitiinik, hogy
készitje régdta jartas a ndvényi szovettenyésztés modszertanaban, ill. gyakorlati
alkalmazhatdsagdban. A bemutatott eredmények véleményem szerint a szerzé sajat
eredményeinek tekintheték, amelyek a megfogalmazott kritikai megjegyzések, kiegészitd
kérdések ellenére meghatdrozd mennyiségli és szinvonalu kutatasi teljesitményt jeleznek. A
dolgozatban bemutatott tudomanyos eredményeket elegenddnek tartom az MTA doktori cim
megszerzéséhez, €s a nyilvanos vita kitlizését, sikeres védés esetén az MTA doktora cim

odaitélését javaslom.

Martonvésar, 2015. jalius 27.

Janda Tibor, az MTA doktora



