KERTGAZDASAG 51 (2019) 1

A sérgadinnye in vitro regenericiéja embriogenezis
és organogenezis Gtjin

PANCZEL SAROLTA!, BISZTRAY GYORGY DENES?, KISSNE BABA ERZSEBET?

!Szent Istvan Egyetem, Kertészettudomdnyi Kar,
Genetika és Novénynemesités Tanszék, Budapest
Szent Istvin Egyetem, Kertészettudomdnyi Kar, Sz6lészeti Tanszék, Budapest
3Szent Istvdn Egyetem, Kertészettudomdnyi Kar,
Novényélettan és Novényi Biokémia Tanszék, Budapest

E-mail: baba.erzsebet@kertk.szie.hu
Osszefoglalés

A kutatds célja nyolc magyar sdrgadinnyefajta in vitro regenerdciéjinak indukdldsa, és ezzel egy
biotechnolégiai felhaszndldsra alkalmas i vitro regenerdcids rendszer feldllitdsa volt, melyhez a
legmeghatdrozobb paramétereket részletesen elemeztiik. Végeredményként hatékony regenerd-
cids rendszereket dllitottunk fel, melyek segitségével névényeket kaptunk a szildrd tdptalajokon
organogenezis Gtjdn, valamint folyadékkultirdban embriogenezis ttjdn.
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Bevezetés és irodalmi dttekintés

A sérgadinnye nemesitése hazdnkban évszdzados multra tekint vissza. A magyar fajtdk — régi
tdjfajtdk, nemesitett konstans- és hibrid fajtdk — értékes géndllomdnnyal, j6 mindségi tulajdonsd-
gokkal rendelkeznek. A régi fajtdk azonban a betegség-ellendllésdg és pultdllésdg hidnya, valamint
az Ujj termesztéstechnoldgiai szempontok (Nagy 2005) miatt kiszorultak a piacrél. Fenntartdsuk
nagyrészt génbankokban folyik (Szamosi 2005).

A sirgadinnye esetében eddig tobb esetben is beszamoltak mind direke, mind kalluszon keresz-
tiil téreénd organogenezis vagy embriogenezis Gtjdn lehetséges névényregenerdciérdl, elsésorban
kiilfoldi fajtdk esetében (Fang és Grumet 1990; Bordas et al. 1997; Curuk et al. 2005). Ezek a
modszerek azonban nem elég hatékonyak (Atares et al. 2004). Az eddigi eredmények egyértel-
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mien a genotipus- és kdrnyezet-fliggdséget bizonyitjék, vagyis azt, hogy egy sikeres médszer egy
misik genotipus esetében, vagy egy mdsik laboratériumban nem ad kielégitd eredményt (Curuk
et al. 2005).

A regenerdcié kiinduldsi anyagdnak megvélasztdsa esetében a szerz8k tobbsége tobbféle és
kiilonb6z8 kord névényi részt kiprobélt, igy beszdmoltak még tébbek kozdtt hipokotil eredetti
kalluszbdl (Kathal et al. 1986), levélbél (Kathal et al. 1988), protoplasztbdl (Li et al. 1990), sét
gyokérdarabokbdl (Kathal et al. 1994) tortént sikeres novényregenerdciordl. Niedz és munkatdrsai
(1989) sziklevélbél, hipokotilbdl, levélnyélbdl és elsé lomblevélbdl direkt organogenezis ttjin
regenerdltak névényeket; tobbféle nvekedésszabdlyozd anyagot és azok kombindcijét kiprobélva.
A kisérleteket 8sszehasonlitva elmondhatjuk, hogy a sziklevél 4ltaldnosan jé kiinduldsi anyagnak
bizonyult. Elsdsorban a sziklevelek als6 része (Gray et al. 1993), a sziklevélnyélhez kozeli rész,
illetve a hipokotil volt a legjobb vélaszadé (Curuk et al. 2002). A sirgadinnye esetében beszd-
moltak, folyadékkulturdkban embriogenezisen dt torténd sikeres névényregenerdciordl is. Ezen
kisérletek sordn szintén erds genotipus fiiggést tapasztaltak (Akasaka-Kennedy et al. 2004; Ezura
és Akasaka-Kennedy 2004).

Anyag és médszer

A szildrd téptalajon végzett kisérleteink sordn a sirgadinnye magokat meghdmozva fertdtlenitettiik
15%-o0s Clorox oldatban 15 percig, majd hdromszor éblitettiik steril desztilldlt vizben. A szildrd
tdptalajra elvetett magokat, az egyenletes csirdzds érdekében, 48 érdra termosztdtba helyeztitk
32°C-ra, majd 4thelyeztiik a fényszobdba, ahol 25£1°C-on 16 érds megvildgitds és 8 drds sotée
periddus mellett tartottuk Sket.

Alaptéptalajként minden esetben Murashige és Skoog (1962) tdptalajt alkalmaztunk. Szildrdité
kozegként 8 g/l agart vagy 2,5 g/l Phytagelt haszndltunk. Elkisérleteink sordn a’Magyar kincs’, a
Javitott Zentai’, a’'Hogolyd’ és a "Tétényi Csereshéj’, a’Muskotdly’, az Eziistanandsz’, a "Topdz,
a ’Fortuna’ és a "Hale’s Best’ fajtdkat vizsgdltuk, tizféle tdptalajon, kiilonb6zé névekedésszabalyozd
anyagok t6bbféle kombindciéjin. A szildrd tdptalajok 0,8-2,4 mg/l indolecetsavat (IES), 6 mg/l
kinetint (KIN), 1 mg/l 2,4-diklérfenoxi-ecetsavat (2,4-D), 0,1-2,5 mg/l benziladenint (BA), 0,1-
1 mg/l naftilecetsavat (NES) és 0,26 mg/l abszcizinsavat (ABS) tartalmaztak. A "Hégolyd és a
"Hale’s Best’ fajtdk esetében a ndvényi részek vdlaszadd képességét is vizsgdlruk szintén MS alapi
tdptalajon 0,5 mg/l BA, 1 mg/l IES és 0,26 mg/l ABS hozzdaddsa mellett. A kicsirdzott magok
sziklevelét, hipokotiljdt, dekapitdlt hipokotiljdt 2, 4, 8, 14 nap mulva haszndltuk fel, tovibbd a
14 napos csirandvény esetében az elsd lomblevelet. A kifejldddtt és megfelelden differencidlédott
leveles ,hajtdscsokrokat” hajtdsokra osztva gyokereztetd tdptalajra helyeztiik.

A folyékony tdptalajon végzett kisérleteinkhez a meghdmozott sdrgadinnye magvak 20%-os
Clorox oldatban torténd ferttlenitését hdromszori steril desztilldlt vizes mosds kovette. A fertdt-
lenités utdn a magokat tovébb dztattuk desztilldle vizben 6 6rdn keresztiil. Ezek utdn a magokat
feldaraboltuk, igy magonként 10-12 db 1-4 mm? nagysdgt magdarabot kaptunk. A folyadékkultdra
sordn tenyészedényenként 1 magot inditottunk. Kétféle tdptalajt alkalmaztunk: egy folyékony in-
dukcids tdptalajt, amely az embridk kialakuldsdt valtotta ki, azutdn pedig egy novekedést serkentd
szildrd tdptalajt az embridk tovdbbfejlédéséhez. Az elékisérletek sordn a’Magyar kincs’, a "Javitott
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Zental’, a 'Hégolyd', a "Tétényi Csereshéjd’, a "Muskotdly’ és az *Eziistanandsz’ fajtdk regenerdcids
képességét vizsgiltuk 0,1 mg/l BA, 2 mg/l 2,4-D tartalm folyékony tdptalajon. A "Muskotdly’
és a "Hogolyd’ fajtdkat kivdlasztva az alaptdptalaj novekedésszabdlyoz6 anyag osszetételét tobb
kombindciéban /2,4-D (0-10 mg/l) és BA (0-1 mg/1)/ teszteltiik. A magok életkordnak és a szoma-
tikus embriogenezis hatékonysdgdnak kapcsolatit a ’Muskotdly sirgadinnye-fajtindl analizaltuk.
A vizsgélat sordn érett sdrgadinnyébdl kiszedett friss magokat és a kereskedelmi forgalomban
kaphato, egy éves tdrolt vetdmagot haszniltunk fel, tovabbd megvaltoztattuk a folyékony tdptalaj
pH értékét (5,4 vagy 4,6), vitamin (MS vitamin, kétszeres MS vitamin, pantoténsav) tartalmdt,
illetve szénforrdsdt (szachardz, gliikdz, maltéz). A kisérlet sordn az egyes folyadékkultirdban
indftott tenyészetekbdl kiilonbozd id8pontokban (az inditdstdl szdmitote 28, 35, 43, 50 nap
utdn) toreént szélesztés szildrd novekedésszabdlyozd anyag mentes MS tdptalajra 30 g/l szacharéz
szénforrdssal. Szildrdité anyagként agart (Oxoid) haszndltunk hdromféle koncentriciéban (0,5; 1
és 2%). Egy-egy alkalommal mindig a mdr felismerhetd, fejlett embridkat (esetleg ndvénykékert),
valamint bezdldiilt magdarab részeket (3-4 darab) emeltiink ki. Az aprd és korai stddiumban
levé embridkat tartalmazé szuszpenziét tovébb rézattuk a bennmaradé magdarabokkal egytict. A
folyékony kultiirdbdl névekedésszabalyozé anyag mentes szildird MS tdptalajra passzdlt mintdkat
a tobbhetes tovdbbnevelés utdn a névényszdm alapjan értékeltiik. A legaldbb két-hdrom leveles,
gyokeres novényeket szamoltuk 6ssze. Az akklimatizdlds mind a folyékony, mind a szildrd tdpta-
lajon nevelt novények esetében steril t8zeg-fold (1:1) keverékébe 4tiiltetés utdn a fényszobdban
100% relativ pdratartalom mellett, 23£3°C-on tortént. A megerdsddott paldntdkat edzés utdn
tiveghdzba tiltettiik ki.

Eredmények és kovetkeztetések

A regenerdcids képességet kilenc fajtdn vizsgdlva megdllapitottuk, hogy minden fajta esetében
sikeriilt kalluszt indukédlnunk szildrd tdptalajon. Azonban ezek mindsége nagyon eltéré volt.
Nunez-Palenius és munkatdrsai szerint (2008) a legfontosabb tényez8, amely a regeneracié sike-
rességét meghatdrozza a genotipus megvdlasztdsa. Ennek oka tobbek kozott a sirgadinnye fajrak
nagy morfoldgiai és genetikai vdltozatossiga. Vizsgalatainkban a kilenc fajta koziil a "'Hégolyd’
és a "Hale’s Best’ fajtdk regenerdcids képessége volt a legjobb. Eredményeink is megerdsitették
azt a véleményt, hogy a kereskedelemben 1év§ fajtak regenerdcids képessége azonos koriilmé-
nyek kozott, ugyanazt a regenerdciés médszert alkalmazva eléggé kiilonbozd (Gray et al. 1993;
Ficcadenti és Rotino 1995; Molina és Nuez 1995; Kintzios és Taravira 1997; Galperin et al.
2003). Mindamellett elmondhatjuk, hogy els8ként sikeriilt a "Javitott Zentai’, a ’Muskotdly’, a
"Tétényi csereshéjii’ és a ’Magyar kincs” esetében ndvényt regenerdleunk iz vitro koriilmények
kozote sziklevélbél kiindulva.

A’ Hoégolyd' fajta esetében szintén az MS téptalajon 0,5 mg/l BA, 1 mg/l IES és 0,26 mg/l ABS
kiegészitéssel vizsgaltuk a kiilonboz8 novényi részek regenerdcids képességée (sziklevél, hipokotil,
dekapitdlt hipokotil, els§ lomblevél). A kisérlet eredménye, hogy egyetlen magra visszavezetve a
"Hégolyd’ fajta a sziklevélbdl regenerdlt a legjobban, fiiggetleniil attdl hdny részre végtuk fel. Az
eredmény megerdsiti a sziklevél alkalmassdgdt a regenerdciéra, mint ahogy azt mdr t6bb szerz6 leirta

(Gaba etal. 1996; Liborio-Stipp et al. 2001; Galperin et al. 2003; Gaba et al. 2004; Nagesha et al.
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2007). Azonban a sziklevelek kora er8sen befolydsolta a keletkezett hajtdsok szdmdt. A kiinduldsi
ndvényanyag kordr tekintve, azt tapasztaltuk — hasonléan mds szerzdk eredményeihez (Niedz et al.
1989; Ficcadenti és Rotino 1995; Gaba et al. 1996; Ben Amor et al. 1998; Curuk et al. 2003) —,
hogy a négy napos csiranovények levélasztott szikleveleibdl nyerhetd a legtbb regenerdns névény.
Ebben az esetben sziklevéldarabonként dtlagosan 0,89 hajtdst tudtunk regenerdlni. A 4 napos hajtd-
sokndl szignifikdns kiilonbséget taldltunk az egyes ndvényi részek regenerdcios képessége kozote. A
midsodik legjobb eredményt a 4 napos, négyfelé vigott sziklevelek adtdk regenerdcié szempontjibél
(0,49 hajtds/sziklevéldarab). A harmadik legjobb eredményt a 4 napos dekapitdlt hipokotilon
kaptuk (0,32 hajtds/hipokotil). Ez az eredményiink megegyezik a szakirodalmi adatokkal, melyek
szerint a hipokotil szintén alkalmas kiinduldsi anyagnak, de hatékonysdga kisebb a sziklevélhez
viszonyitva. A hipokotil sziklevélhez kozeli részébdl szintén sikeriilt nvényeket regenerdlnunk,
dtlagosan 0,13 hajtdst hipokotil részenként. A hipokotil kdzépsd részén hajtdskezdemények je-
lentek meg, amelyekbdl azonban nem fejldddte hajtds a késdbbiekben. A 8 napos csirandvények
mindegyik része kevesebb hajtdst adott, mint a négy napos novényi részek. A 14 napos névények
részei egydltalin nem voltak vélaszaddk.

Tobb szerzd is beszdmolt sikeres regenerdciérdl folyadékkultdriban, szomatikus embriogenezis
ugjdn (Oridate és Oosawa 1986; Akasaka-Kennedy et al. 2004; Ezura és Akasaka-Kennedy 2004).
A folyékony tdptalajon végzett kisérletek sordn hat kiilonb6z8 magyar sdrgadinnye fajtdt tesztel-
tiink 0,1 mg/l BA, 2 mg/l 2,4-D tartalmd folyékony tdptalajon. A "Muskotdly’ és a "Hégoly&’
fajtdk reagdltak legjobban a kezelésre. Nagy mennyiségli embriogén kalluszt fejlesztettek, melynek
mennyisége a passzdldsok sordn is ndtt. A ’Muskotdly’ fajta esetében 10,5 névény/mag, a 'Hégoly$
fajta esetében 8,5 novény/mag, az *Eziistanandsz’ fajtdbdl pedig 4,5 ndvény/mag regenerdlédote
dtlagosan. A ’Javitott Zentai’, a "Tétényi csereshéj’ és a "Magyar kincs erésen kalluszosodott,
azonban névényt nem sikeriilt regenerdlnunk. Eredményeink &sszhangban vannak Ezura és
Akasaka-Kennedy (2004) eredményeivel. Az 4ltaluk alkalmazott 0,1 mg/l BA és 2 mg/1 2,4-D a
"Muskotdly fajta esetében is a legjobbnak bizonyult, azonban az édltaluk alkalmazottndl (28 nap)
hosszabb indukcids id6 (34 nap) mellett (1. dbra). Ez felhivja a figyelmet a fajrak eltéré induk-
ciés igényére. Osszehasonlitva a kiilonbozé tiptalajkombindcidkat a novekedésszabélyozéanyag
osszetételen (0,1 mg/l BA, 2 mg/l 2,4-D) és a szénhidrdt forrdson (30 g/l szacharéz) végiil nem
valtoztattunk, azonban Ggy tapasztaltuk, hogy az alacsonyabb pH kedvezden hatott az embriék
fejlédésére. Ezek az eredmények 6sszhangban vannak mds névényeken elért eredményekkel
(Martin és Rose 1975; Skirvin et al. 1986; Kovécs et al. 1995) és arra mutatnak, hogy az ala-
csony pH (pH 4,5-4,6) a sdrgadinnye esetében is a sejtszaporoddsnak kedvez. Els6ként mutattuk
meg a sdrgadinnye esetében, hogy az alacsonyabb pH (4,6) kedvez8en befolydsolja a szomatikus
embriogenezis indukciéjdt, a magasabb pH (5,4) pedig a névénnyé differencidléddst A vitamin
osszetétel valtoztatdsa nem volt pozitiv hatdssal a regenerdcié hatékonysdgdra, azonban a frissen
szedett érett sdrgadinnye magvaibdl inditott tenyészetek jobban regenerdltak a kezelésre a térolt
magokbdl inditottakkal szemben. Ugyanakkor a friss magok esetében nagyobb volt a vitrifikdciéra
val6 hajlam is. Tehdt a regenerdlt névények szdimdt emeli ugyan a friss magok alkalmazisa, de a
regenerdlt novények mindségét tekintve a szdraz magok jobbnak bizonyultak. A 2%-os agarra he-
lyezett mintdkbdl tobb névényt sikeriilt felnevelni a friss magokbdl kiindulé tenyészetek esetében,
mint 1% agar tartalom mellett. A kisérlet sordn tovdbbd megfigyeltiik az indukci6s id6 hosszanak
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szerepét is a kiilonboz6 tiptalajokon és fajrikon. Igy kovetkeztetéseket vonhatunk le az embrié
képzddés dinamikdjdra vonatkozdan. Ennek érdekében nem egyszeri passzdldst végeztiink, hanem
a folyékony téptalajbdl folyamatosan, szabdlyos id8kozonként tettiik szildrd tdpralajra a kifejls-
dote embridkat. "Muskotdly fajta esetében dsszesen 864 regenerdlt névényt kaptunk (dtlagosan
61,71 db novény/mag), mig "Hégolyd’ fajta esetében 536 db novényt regenerdltunk (dtlagosan
29,18 db névény/mag) az MD13 tdptalajon (0,1 mg/l BA, 2 mg/l 2,4-D, 30 g/l szachar6z, dupla
MS vitamin, pH 4,6). Gray és munkatdrsai (1993) veliink azonos eredményre jutottak, hogy az
indukcids és a ndvekedési tédptalaj cukor koncentricidja egyértelmiien meghatdrozza a szomati-
kus embriogenezis hatékonysdgdtr. Végiil megéllapitottdk, hogy a szacharéz idedlis mennyisége
az indukcids és novekedési tdptalajban 3%. Ha ennél magasabb vagy alacsonyabb koncentriciét
alkalmaztak, lecsdkkent a regenerdlhaté embrik szdma.

Végeredményként hatékony regenerdcios rendszereket dllitottunk fel szildrd és folyékony tdpta-
lajokat alkalmazva, melyek segitségével novényeket kaprunk a szildrd tdptalajokon organogenezis
Gtjdn, valamint folyadékkultiraban embriogenezis ttjdn.

1. dbra.’Muskotily’ sirgadinnye fajta folyékony MD13 tdptalajon, 34 nap rdzatds utdn

Figure 1. Melon variety ’'Muskotdly’ in liquid culture (MD13) after 34 days regeneration
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Summary

The purpose of this study was to screen the in vitro regeneration ability of eight Hungarian

melon varieties. Comparative experiments were conducted to determine the organogenic and

embryogenic responsiveness of melon.

This is the first report on in vitro regeneration via organogenesis from cotyledon explants of

four melon varieties: "Javitott Zentai’, "Muskotdly’, "Tétényi csereshéj@’, ’Magyar kincs’; and from

hypocotyl and decapitated hypocotyl explants of two other melon varieties: "'Hégolyd’ and "Hale’s
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Best'. In vitro morphogenetic responses are influenced by different factors. The most important
factors are the composition of medium, the explant type, the cultivar and the plant growth regu-
lators applied. Although most of the six explant types were suitable for regeneration, the highest
number of shoots was counted on cotyledon explants.

This is also the first report to regenerate thee melon varieties (Muskotdly’, "Hégolyd™ and
’Eziistanandsz’) in liquid culture inducing somatic embryogenesis from mature seeds. In case
of variety "Muskotdly’ the most efficient media was selected. Comparing the effect of carbon
sources, it was observed that somatic embryos occurred more frequently on media supplemented
with saccharose (Muskotdly’ and "Hégolyd'). Examining the influence of seed-age on somatic
embryogenesis in case of variety Muskotdly, it was found that cultures started from just-matured
seeds gave higher number of embryos.

Eventually effective regeneration systems were established via organogenesis on solid media,
and via somatic embryogenesis in liquid culture.

Keywords: Cucumis melo, in vitro, embriogenesis, organogenesis, regeneration
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