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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BA- benziladenin

BAR - benziladenin-ribozid

BOA — benzoxazol ecetsav

CPPU - forchlorfenuron

DKW - Driver és Kuniyuki taptalaj (1984)
IES — indol-3-ecetsav

IVS - B-indol-vajsav

KIN — kinetin

KINR — kinetin-ribozid

LP - Quoirin és Lepoivre taptalaj (1977)
MS Murashige és Skoog taptalaj (1962)
NES — a-naftil-ecetsav

N6 - Chu et al., taptalaj (1975)

TDZ- thidiazuron

TOP — metatopolin

TOPR — metatopolin-ribozid

ZEA — zeatin

ZEAR — zeatin-ribozid

2iP — izopentenil adenin






1. BEVEZETES

Az alma a sz610 mellett a legjelentésebb mérsékeltdvi gyiimolcsiink, tobb évezred 6ta szerepel
a termesztésben. A mérsékeltovi, szubtropusi, tropusi gyiimolcsok évente eldallitott mennyiségét
figyelembe véve az almat (64,3 milli6 t/év) csak a sz016 (66,3 milli6 t/év) és a banan (81,3 millid
t/év) el6zi meg. Vilagviszonylatban az utobbi években termdteriilete novekedett, ami elsdsorban a
Kinaban fellendiilében 1évé termesztésre vezetheté vissza (FAO, 2009). A kultarfaj kiilonb6z6
tipusainak, illetve fajtainak termesztése nagyon régi keletli, valdsziniileg a romaiak kozvetitésével
kertilt Eurdépaba. Magyarorszagon a gyiimdlcstermelési agazaton beliil az alma meghatarozo
jelentéségli, 2009-ben 42 146 ha teriileten termesztették, az Osszes betakaritott termés 575 368
tonna volt, ami az 1990 évi 862 974 tonndhoz képest jelentds visszaesés (KSH, 2010). Hazédnkban
az egyik legfontosabb alma termétaj a szabolcsi régio, ahol a dolgozat megirasanak pillanataban —
még — 15 772 ha-on termesztenek almat. Magyarorszag versenyben maradasahoz nélkiilozhetetlen a
termelési, tarolasi €s arukezelési szinvonal emelése mellett a piackozpontu fajtaszerkezet kialakitasa
(Erdészné, 2008). Az alma a legfontosabb gyiimdlesiink, melyre van belf6ldi kereslet, az dgazat
mégis évek ota értékesitési nehézségekkel kiizd, aminek elsddleges oka az elavult fajtadsszetétel, az
iiltetvények eloregedése, a mindség ingadozasa, valamint a termésmennyiség kiszamithatatlansaga
(Erdészné, 2008). Az alma nemesitésében elsddleges cél olyan 10 fajtdk eldallitasa, melynek
mindségi, termbképességi és termeszthetdségi tulajdonsagai megfeleldek €s alkalmasak az integralt-
¢és kornyezetbarat termesztéstechnologiaval valo termesztésre.

Az alma nemesitése hagyomanyos modszerekkel hosszu éveket vesz igénybe, az alma nagyfoku
oninkompatabilitdsa, a genom erdsen heterozigota jellege, valamint a hossza juvenilis periodus
miatt. A biotechnoldgiai modszerek alkalmazédsa az alma nemesitésében lehetdséget nyujt a fent
emlitett — szexualis hibridizaciohoz kapcsolodd - problémaék kikiiszobolésére. A nem-szexudlis
modszerekkel torténé nemesités (szomaklonalis variansok eléallitasa, Agrobacterium-kozvetitette
transzformacid, in vitro mutagenezis) azonban feltételezi a jarulékos hajtasok regeneracios
modszerének meglétét.

A jarulékos hajtasok regeneracidja szamos faj és fajta esetében nehézségekbe {itkozik. A
kiilonbozé genotipusok igénye a regeneracidos koriilményekre nagyon eltérd lehet, igy a
modszereket minden egyes genotipusra optimalizalni kell. Alma esetében az eddig kozolt legjobb
regeneracios modszerek hatékonysaga (melyek tobb fajtanal nem haladjak meg az 50%
regeneracios ratat), tovabb javithatok a modszerek fejlesztésével (Melléklet: M2/1 és M2/2
tablazatok).

A genotipus mellett szamos tényez6 (pl. explantatum tipus, kornyezeti tényezok a regeneraciod

elott és alatt) befolydsolja a hajtasfejlodés sikerét, ezek kozott a kolcsonhatds gyakran



megfigyelhet6 (Korban et al., 1992). Néhany koziiliik feltétleniil sziikséges az organogenezishez,
ilyenek a kiilséleg alkalmazott ndvekedési regulatorok, asvanyi sok és szénhidratok jelenléte, vagy
a sotétperiddus alkalmazisa a regenerdcié soran. A hajtasregeneracio feltételeit azonban
(hormonok, novekedés-szabalyzok tipusa és koncentracidja, sotét kezelés idétartama és idOzitése
stb.) mindig az adott genotipus igényeinek megfeleléen kell beallitani ahhoz, hogy hatékony
hajtasregeneraciot tudjunk elérni.

A ndvényi hormonok és novekedési regulatorok koziil a citokininek bizonyultak a jarulékos
szakaszban, mind a regeneracido soran, a két szakasz kozotti kolcsonhatdsok is jelentdsnek
mutatkoztak. A citokininek tipusa és koncentracidja irdnti igény nagyban fligg a genotipustol, de az
optimalis citokinin megvalasztasaban jelentds szerepe lehet az explantatum tipusanak is, illetve mas
tényezonek.

A citokininek N°® szubsztitualt adeninek, melyek nagyon fontosak az alma szévettenyésztésben,
mivel a sejtosztdodds és az organogenezis indukaldsan kiviill egyéb fizioldgiai és fejlodési
folyamatokat is befolydsolnak. A citokininek hatékonysaga kiilonb6zd, a benziladenint hasznaljak
leggyakrabban regeneracidra. A citokininhatasi TDZ alkalmazéasa szintén nagyon hatékony lehet,
kiilondsen a rekalcitrans genotipusok esetében, azonban karos mellékhatasok pl. ,,vizesedés”
(hiperhidratacio), torpésedés gyakran megfigyelhetd. A citokininek jelentds szerepe valoszintileg az
indukalt szovetekben torténd szovettani valtozasokkal is Osszefiiggést mutat.

Kisérleteinket a DE AGTC KIT Nyiregyhdzi Kutaté Intézet NOvénybiotechnologiai
Laboratériumaban végeztiik. Munkank célja az volt, hogy hatékony modszert dolgozzunk ki néhany
citokinin hatasat teszteltik a regeneracidt megel6zé eldkezelésben, illetve a regenerdcios
taptalajban. Kisérleteinkbe olyan citokinineket is bevontunk, melyek alma regeneracios
kisérletekben még nem szerepeltek, és kémiai szerkezetiiknél fogva (hidroxilalt, illetve konjugalt
benziladenin anal6gok) varhatoan kevésbé mutatnak kedvezdtlen utdhatdst, mint a regeneraciod
soran leggyakrabban hasznalt citokininek (benziladenin, TDZ).

A citokininek széleskorli tesztelésével kivalaszthaté a leghatékonyabb regeneracios eljaras,
valamint néhany Osszefliggés is kimutathatdé az alkalmazott kezelések, az indukalt szovetekben
torténd valtozasok és az explantatum regeneracios kapacitasa kozott. Ezeknek a kapcsolatoknak a
tisztazasara a kiilonb6zd citokinin-tartalmt eldkezeld taptalajrol szarmazo levéllemezek szovettani

vizsgalatait elvégeztiik, és Osszevetettiik az explantdtumok regeneracios képességével.



Célkitiizéseink osszefoglalva a kovetkezok voltak:

1. Kiilonb6zé citokinin tipusok és koncentraciok tesztelésével a leghatékonyabb eldkezeld
taptalaj kivalasztasa az "M26’alany, a ’Royal Gala’, a "’Freedom’ és a "Husvéti rozmaring’ nemes
almafajtdk szamara.

2. Kiilonbozo citokinin tipusok és koncentraciok tesztelésével a leghatékonyabb regenerdcios
taptalaj kivalasztasa a fent megnevezett genotipusok szamara.

3. Szévettani vizsgalatok elvégzése a kiilonbozo eldkezeld taptalajrol szarmazo ’Royal Gala’
hajtasok levelein, valamint a kiilonb6zd citokininek altal indukalt szdvettani valtozasok és a
regeneracios képesség kozotti kapcsolatok tisztazasa.

4. Intakt novények felnevelése a "Royal Gala’ fajtabol.

Az eredmények varhato hasznosulasa:

(1) A hatékony regeneracios modszerek kidolgozasaval els6sorban az almaval végzett
novénynemesitési munkat kivanjuk tdmogatni: az eredmények gyakorlati felhasznalasa jelent6s
segitség lehet a szomaklondlis variansok, valamint a szomatikus szoveteken indukalt mutdnsok
eléallitasaban, de az Agrobacterium-kozvetitette transzformacios munkakban is kozvetleniil
hasznosithatok. Az eredmények alkalmazhatok ezenfeliil az alma mikroszaporitasi technologidban,
beleértve a szintetikus magok eléallitasat is. A hatékonyabb nemesitési és szaporitdanyag elballitasi
modszer alkalmazésaval az eredmények kozvetve hasznosulnak az almatermesztési 4gazatban.

(2) Az 0j eredmények varhatdé tudomanyos értéke is jelentds: a négy vizsgalt fajtabol kettd
("Husvéti rozmaring’ és ’Freedom’) még nem szerepelt az irodalmi kézlésekben, nincs kidolgozott
hajtasregeneracios modszeriik. Hatékonysaguk bizonyitdsa utan az 0j - alma jarulékos hajtasok
ribozid) varhatéan mas fajok regeneracids kisérleteiben is tesztelni fogjak. fgy a tudomanyos

eredmények is széleskorben hasznosulnak.






2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Az alma szarmazasa, rendszertani besorolasa, morfoldgiai jellemzoi

A nemes alma (Malus x domestica Borkh.) a legrégebben termesztett, tovistelen gyiimolcsfa
(Terp6, 1987), amelynek hazajaként Simon (1979) a Kaukazust, Turkesztant és Afganisztant jeloli
ki. Biittner et al. (2004) az alma géncentrumaként Kelet-Azsiat jeloli meg. A Malus fajok jelenlegi
elterjedését a kiillonbozd kontinenseken a mezdgazdasagi termelés, a nemesités és a kiilonbozo
botanikai gytijtemények létesitése eredményezte (Korban és Chen, 1992).

Az alma interspecifikus hibridfaj (Korban, 1986). A ma termesztett, nagy gyiimélesi fajtak
kialakitasaban a Malus sylvestris Mill., a M. baccata Borkh., a M. prunifolia Borkh., a M.
orientalis, a M. praecox, a M. dasyphylla és a M. sieversii is részt vehetett (Simon, 1979; Terpo,
1987). Dunemann et al. (1994) RAPD markerekkel bizonyitottdk a M. pumila és M. sylvestris
részvételét a termesztett alma kialakulasaban. Forte et al. (2002) morfologiai és RAPD
markerekkel, valamint az rRNS gének ITS1, ITS2 szakaszainak teljes szekvenalasaval, és a matK
kloroplasztisz génnel végzett vizsgalatokkal kapott eredményeik alapjan a kozép-azsiai M. sieversii
az a faj, melybdl az alma haziasitasa kiindult. Coart et al. (2006) kloroplasztisz DNS vizsgalatai a
M. sylvestris és a M. domestica kozeli rokonsagat erdsitették meg.

A diploid alma 2n=34 kromoszomaszamu, a Malus nemzetségre jellemzé haploid
kromoszémaszam (x=17) kialakulasaban valoszintileg a Prunoideae (x=8) és a Spiraeoideae (x=9)
egy-egy Osi tipusa kozott lezajlott hibridizacid jatszott szerepet (Challice és Westwood, 1973). A
zarvatermék (Angiospermatophyta) torzsébe tartozd alma rendszertani besorolasa Terpo (1987)
szerint a kdvetkezo:

Osztaly: Dicotyledonopsida
Alosztaly: Rosidae
Felrend: Rosanae
Rend: Rosales
Csalad: Rosaceae
Alcsalad: Maloideae
Nemzetség: Malus

Faj: Malus domestica

A Maloidae alcsaladba fas novények tartoznak, amelyekre a szort levélallas jellemz6 (Terpo,
1987). Als6 vagy kozépallasu termdik az elhtisosodd vacokkal és csészelevelekkel Osszendve
altermést, Uin. almatermést alkotnak. Az egyes maghazakat pergamenszert, illetve kdsejtekbdl allo

szovetek valasztjak el egymastol (Simon, 1979). Az alcsalad fajai az északi mérsékelt 6vben és Dél-
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Amerika hegyvidékein élnek. Az almatermésiiek a kertészeti dgazat legfontosabb gyiimolcstermd
ndvényei koz¢ tartoznak, nagy értéket képviselnek az alcsaladba tartozé diszfak és diszcserjék is
(Terpd, 1987). Az utobbi években végzett (sejtmagi és kloroplasztisz 16kuszok analizisén alapuld)
filogenetikai elemzések alapjan Potter et al. (2007) javasoltak az Osszes, el6z6leg Maloideae
alcsaladba tartozo taxon besorolasat a Spiraeoideae alcsaladba.

A Malus nemzetség viragzata bogas, a termés rendesen nem tartalmaz kdsejteket. A nemes
almdra apomixis nem jellemz0, csészelevelei a termésen maradnak, a termdlevelek szama 6t. A
gylimolcs atméréje 2 cm-nél nagyobb, az érett gyiimoles lehullik (Dibuz, 1997).

Az alma gylimdlcse nagy tapértékii, jelentds a C-vitamin tartalma, cukortartalma atlagosan 6-10%
(Simon, 1979). A gyiimdlcs taplalkozas-bioldgiai értékét elsOsorban a beltartalmi adottsagok
¢lvezeti szempontbol kedvezo aranya, nagy rosttartalma (1,3%), valamint a hazai klimén kialakulo,
csaknem utolérhetetlen ize adja (G. Téth, 1997). Az alma felhasznalasa sokoldald, els@sorban friss
fogyasztasa jelentds, de az alma gylimolcsbdl kivalo tiditdital készithetd, a konzervipar, cukraszipar
¢s a szeszipar is jelentds mennyiséget hasznal fel (Pethd, 2001), ezenkiviil lekvar alapanyag,

készitenek beldle aszalvanyt és bort is (Simon, 1979).
2.2. Biotechnologiai médszerek szerepe az alma nemesitésben

Az alma nemesitése a XVII. sz4dzadban, Franciaorszdgban kezdddott, ahol magoncokbol
fajtakat szelektaltak (pl. ’Renet’, ’Kalvil’). Thomas Andrew Knight (1759-1835) méar tudatos
keresztezéssel allitott eld 1) fajtakat (G. Toth, 1997). Az alma nemesitése hagyomanyos
(keresztezéses) modszerrel azonban nagyon lassu és sokaig tarté folyamat, mivel a fajra nagyfoku
heterozigotasag ¢s onmedddség jellemzd, a termére fordulasig 5-10 év is eltelik. A kivanatos
jellegek (pl. betegség rezisztencia) szexualis hibridizacidval torténd bevezetése soran olyan
hatranyos tulajdonsadgok is megjelenhetnek az utddokban, mint pl. a gyenge gylimdlcsmindség. A
rezisztenciaforrasként szolgald kis gyiimolesti Malus fajokkal torténd hibridizacid utan minimum 3-
5 generacion keresztiil kell visszakeresztezéseket végezni ahhoz, hogy értékes agrondmiai
tulajdonsaggal és a kivant rezisztenciaval rendelkezd tipusokat megkapjunk. A szexualis
hibridzacié hatranyait kikiiszobolendd sziikségessé valt a biotechnoldgiai mddszerek bevezetése az
alma nemesitésbe (Korban és Chen, 1992).

Annak ellenére, hogy a mikroszaporitassal eldallitott fasszard novényeknél jelentkezhet a
juvenilitas problémaja (er6s vegetativ novekedés, késoi termore fordulas) (Buban et al., 1993) a
fajtafenntartas, a gyors és korokozomentes szaporitdanyag eldallitdsa napjainkban szamos lagy- és
fasszart novénynél a mikroszaporitasra alapozott (Heszky, 2000a; Jamborné Benczur és Fari 2005).
A mikroszaporitas eldnye, hogy a genotipusok értékes tulajdonsagainak fenntartdsa mellett, nagy

tomegli, egységes ndvényanyag allithatdo eld, kis feliilet igénnyel. A kereskedelmi méretii
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mikroszaporitds az utobbi években azonban megtorpant, melynek oka a magas termelési koltség. Az
onkoltség csokkentésének egyik lehet6sége a bioreaktorok alkalmazasa (Mészaros, 2006). A fas
novények hagyomanyos hajtastenyészettel torténd mikroszaporitdsa sordn viszonylag alacsony
szaporodasi rata jelentdsen novelhetd, igy az onkoltség csokkentheto.

A biotechnologiai modszerek alkalmazasaval a kertészeti novények nemesitésében is jelentds
eredményeket értek el. Hazdnkban mar az 1970-es években folytak kisérletek az alma csirandvény
kiilonbozo szerveibdl izolalt explantatumokon (sziklevél, lomblevél, gyokér stb.) a kalluszfejlodés
indukalasara (Lévi és Maroti, 1977).

A genetikai variabilitds novelésére, nemesitési alapanyagok eléallitasara lehetdségeket biztosit
a protoplaszfizié is (Dudits, 2000). Protoplaszt eredetli regeneransokat allitottak el a *Royal Gala’
fajtabol (Hanke et al., 1998a). A koriilményeket optimalizalva alma sejttenyészetébdl és zold
novényi részbdl szdrmazo protoplasztok elektrofiizidjabol szarmazéd klonokat neveltek fel Pan és
Deng (2000).

Egyre nagyobb teret hodit a molekularis markerek alkalmazasa a genotipusok
megkiilonboztetésében (Galli et al., 2004; Kiraly és Toth, 2009) és a ndvénynemesitésben. Zhu et
al. (2000) AFLP molekularis markerekkel analizalt egy 30 almafajtabol allo gyijteményt, a
rokonsagi fok és a genetikai tavolsag megallapitasa céljabol. A vad fajok értékes génjei (betegség
rezisztencia, abiotikus stressz rezisztencia stb.) az azonositds €s az izolalds utan beépithetok a
célfajta génallomanyaba karos tulajdonsagok nélkiil (Dudits és Heszky, 2000), igy a moédszer gyors,
alternativ lehetdséget nyGjt az alma nemesitésében (James et al., 1989; Yao et al., 1995). A
genetikai transzformacié alkalmazasaval hatékonyan beépithetiink géneket szamos Malus fajbol,
vagy egyéb nemzetségekbdl (Pyrus, Crataegus), illetve teljesen mas — nem rokon — szervezetekbol
(Heszky, 2005).

Szamos gyiimolcsfajbol allitottak eld transzgénikus novényeket beleértve a kivit (Uematsu et
al., 1991; Janssen és Gardner, 1993), a szilvat (Mante et al., 1991), és a citrusféléket (Moore et al.,
1992). Jelentds eredményeket értek el az almaval végzett transzformacios kisérletekkel is.

Korkhovoy et al. (1998) a ’Florina’ fajtara optimalizaltadk az Agrobacterium-kozvetitette
transzforméciés modszert. Eldzetes kisérleteikben a ’Florina’ fajta levéllemezei nagy
novényregeneraciés  képességet mutattak. A szupervirulens  (A281pTiB0542/pGV730)
Agrobacterium torzset alkalmazva, antibiotikum rezisztenciat kodolo gént (nptll) épitettek be a
fajtaba. Az in vitro szaporitott almahajtasok levéllemezeit megsebezve tortént az Agrobacterium
fert6zés. A hajtasregeneraciot szilard regeneracios taptalajon indukaltak (1/2 toménységii MS sok,
0,2 mg/l TDZ és 0,1 mg/l indolvajsav), majd az explantatumokat atoltottak kanamicint és claforant
tartalmazo taptalajra. A kiilonboz6 kisérletekben a kalluszfejlddés gyakorisaga 10-40% volt, de nem
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minden kallusz mutatott novényregeneracios képességet. Azokat a klonokat valasztottdk ki
tovabbszaporitasra, melyek kanamicin jelenlétében z6ld hajtdsokat és gyokereket fejlesztettek,
illetve a transzformdns novények megsebzett levelei kanamicin jelenlétében képesek voltak

Genetikai transzformacioval allitottak el6 mannozt hasznositdo almat a ’Holsteiner Cox’
fajtabol, a modszer eldnye, hogy a transzformansokat mannoz-tartalmu taptalajon lehet szelektalni,
antibiotikum vagy herbicid alkalmazasa helyett (Degenhardt és Szankowski, 2006).

Norelli et al. (1994) a ’Malling 26’ alma alanyba épitettek be attacin E gént Erwinia amylovora
rezisztencia kialakitds céljara. Az liveghazi kisérletekben tesztelt transzforméans névények kozott
talaltak olyan egyedet, mely nagyobb rezisztenciat mutatott a betegséggel szemben, mint az eredeti
genotipus.

A tlzelhalassal (Erwinia amylovora) szembeni rezisztencia kialakitasa — nagy gazdasagi
jelentdsége miatt- szadmos transzformacios kisérlet célja volt: a rezisztencia indukalasara kiilonb6zd
almafajtakba épitettek be harpin (hrpN) (Abdul-Kader et al., 1998), T4-lysozyme (Hanke et al.,
1998b) és cecropin (Liu et al., 2000) géneket. A t6bbszordsen transzgénikus vonalak eldallitasaval,
amelyeket mind attacin E, mind a T4 lysozyme génekkel sikeresen transzformaltak, jelentésen
megnovekedett rezisztenciat értek el (Ko et al., 1998a,b). Aldwinckle et al. (1998) varasodas és
tlizelhalas rezisztens vonalakat allitott eld kitinbontd enzimet, illetve litikus fehérjét kodold gének
beépitésével. Bolar et al. (1998a, 2000) varasodas (Venturia inaequalis) rezisztens vonalakat allitott
elé a "Mclntosh’ és a "Marshall Mclntosh’ fajtakbol. Szintén a gombabetegségek elleni rezisztencia
novelésére iranyultak azok a kisérletek, melyekben az ’Elstar’ és a ’Holsteiner Cox’ fajtakba a
sz6l6bol szarmazo sztilbén szintaz gént (Vstl), valamint a kivib6l szarmazé poligalakturonaz gatlo
fehérje génjét (PGIP) épitették be (Szankowski et al., 2003).

Dolgov et al. (2000) Raphanus sativusbol izolalt antibakterialis hatasu génnel transzformaltak
az almat és a kortét: ennek az az elénye, hogy a ndvényi eredeti gén atalakitas nélkiil, optimalisan
milkodik a noévényben. Liu et al. (2000) cecropin MBjzy (antibiotikum hatasi) idegen gént
tartalmazo ’Royal Gala’ vonalakat allitott eld etiolalt internddiumokat hasznalva explantatumként.

A fas novények hormonhaztartasainak modositasara is lehetdség van az Agrobacterium
tumefaciens és A. rhizogenes fajokbol szarmazé T-DNS-el: Az iaaM ¢és iaaH auxin bioszintézisért
¢és az ipt citokinin szintézisért felel6s gének az A. tumefaciensbdl izolalhatok, mig a rolA, rolB és
rolC hormonanyagcserét modositd gének az A. rhizogenes-bol szarmaznak (Pefia és Séguin, 2001).
Holefors et al. (1998) az "M26’ alanyba a rolA torpésitd gént vitte be, a transzformalt vonalak
redukalt novekedést mutattak. Ugyanezzel a génnel transzformalta az ’Alnarp2’ alanyt Zhu és

Welander (2000).
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Dolgov et al. (2000) a ’Melba’ almafajtaba szuperédes fehérjét kodoldo gént (thaumatin 1)
épitett be, a fiatal még nem termd novények koziil néhanynak édes volt a levele. Dolgov et al.
(1998) a bar gén bejuttatasaval gyomirtoszer (Basta) rezisztens vonalakat allitott eld az 'N545’
alma alanybol.

A gyoOkeresedési képesség novelésére a rolB génnel transzformaltak az M26’° és M9/29’
alanyokat (Welander és Zhu, 2000; Zhu et al., 2001). A gylimdlcsérés szabalyozasara Yao et al.
(1998) a "Royal Gala’ fajtaba ACC szintdz és ACC oxidaz gének antiszensz konstrukciojat épitették
be. Galli et al. (2003) szintén az etiléntermelés gatlasaval érte el az érés késleltetését a tarolt
almaban. Az alma esetében a transzforméacios rendszer kifejlesztése nagymértékben fiigg az olyan
szovettenyésztési  technikdk hozzaférhetdségétdl, melyek lehetévé teszik a hatékony

Az Agrobacterium kozvetitette transzformacid és a tobbi nemesitésben hasznalhatd in vitro
technika alkalmazasanak lehet6ségei mind a mai napig nem aknazhatoak ki teljes mértékben,
melynek oka a ndvényregeneracid nehézsége (James és Dandekar, 1991; Bhatti és Jha, 2010).

A regeneraci6 hatékonysaganak novelése kulcsfontossagu az alma Agrobacterium-kozvetitette

Hatékony regeneracidos modszerrel eldallitott jarulékos hajtasok alapanyagot szolgaltathatnak a
szintetikus magok eldallitasahoz is (Sicurani et al., 2001). A levéllemezr6l torténd hajtas
regeneracioval hasznos tulajdonsagokat mutaté Gj tipusok, Gn. szomaklonok is nyerheték. Az alma
esetében Donovan et al. (1994a,b) olyan szomaklonokat allitott eld, melyek kiilonboztek az Erwinia
amylovora-val szembeni rezisztenciaban, vagy eltéré szaporodasi ratat mutattak, illetve kiilonbozott
a gyokeresedési képességiik. Rosati et al. (1990) az *M26°, valamint az ’"MM106’ alanyokkal
végzett kisérleteiben olyan szomaklonokat talalt, amelyek eltérd rezisztenciat mutattak a

Phytophtora cactorum tenyészetének sziirletére.
2.3. A jarulékos hajtasok regeneracidja - organogenezis

A jarulékos hajtasok regeneracidja eldfeltétele a nem-szexudlis moédon torténd nemesitési
modszerek alkalmazasdnak (szomaklondlis varidnsok szelekcidja, idegen gének bejuttatdsa
Agrobacterium-kozvetitette transzformacioval, in vitro mutagenezis indukcioja).

A jarulékos regeneracid sordn Uj szervek (hajtasok, gyokerek) fejlddnek kiilonb6z6 novényi
szoveteken, melyek levélbdl, szarbdl stb. szdrmaznak eldzetesen meglévd merisztémak nélkiil
(Gahan ¢és George, 2008). A dedifferencialodott szomatikus sejtbdl torténd novényregeneracios
folyamat magdban foglalja a tenyésztett sejtek determindciojat (adott fejlodési utra vald

programozodas) €s differencialodasukat (az eltérd gének miikodése kovetkeztében kiillonbségek
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alakulnak ki a sejtek kozott), majd a sejtek szdvetekbe €s szervekbe tomoriilését (morfogenezis)
(Heszky, 2000b).

A folyamat szamos kiilsé és belsd tényezo6tdl fiigg, mint pl. a kiils6leg alkalmazott névényi
hormonok/névekedési regulatorok, valamint a névényi szovetek képessége arra, hogy ezeket a
hormonalis jeleket érzékeljék. Az organogenezis harom fazisa kiilonithet el aszerint, hogy milyen
specifikus hormonalis egyensulyt igényel (Sugiyama, 1999):

1. Kompetencia (alkalmassag) kialakulasa (dedifferenciacio): a sejtek képessé valnak arra, hogy
valaszoljanak a szervindukcié hormonalis jeleire (Howell et al., 2003). A dedifferenciacié azt
jelenti, hogy a sejtek a szervképz6déshez vald képességet megszerzik. A sériilés altalaban kivaltja a
dedifferenciaciot a szovettenyészetekben (Sugiyama, 1999). Roberts et al. (1988) szerint a
kompetencia kialakulasaban a taptalaj kombinalt hatdsa érvényesiil, exogén ndvekedési regulatorok
alkalmazasdval vagy anélkiil.

2. Determindcio: a kompetens sejtek vagy sejtcsoportok az  explantatumban
visszafordithatatlanul elkotelezodnek egy bizonyos, genetikailag-programozott fejlédési iranyba,
vagyis specifikus szervek fejlodése iranyaba (De Klerk et al., 1997). Ezt a folyamatot egy
specifikus hormonalis egyensuly valtja ki, az arra alkalmas sejtekb6l a jarulékos hajtasok fejlédését
citokininek indukalhatjak (Gyulai et al., 1993; Gahan és George, 2008).

3. Morfogenezis: a kiilséleg adagolt névényi hormonoktdl fiiggetleniil torténik (Christianson,
1987; Sugiyama, 1999). Yancheva et al. (2003) azonban ugy talaltak, hogy az exogén auxin tipusa
¢és alkalmazéasanak id6tartama kritikus mind a morfogenezis aktivaldsdban, mind a ndvény sejt
fejléddési program folyamataban.

A kompetens sejteknek csak egy része vesz részt a szervképzddésben. Valdsziniileg az
elsddlegesen kialakult merisztémak gatoljak kornyezetiikben az jabb merisztémak kifejlodését.
Annak, hogy a merisztemoidok nem egyszerre alakulnak ki, az lehet az oka, hogy a kiilonb6z6
sejtek nem azonos idOpontban vannak a sejtosztodas kiilonbozd fazisaiban. Valodsziniileg a GO -
atmenetileg novekedés nélkiili - fazisban 1évd sejtek nem tudjak érzékelni az indukcids jeleket,
ahhoz vissza kell, hogy Iépjenek a G1 fazisba (Gahan és George, 2008).

A jarulékos merisztémak kialakulasanak két eltérd utja lehetséges: kozvetett (indirekt) és
kozvetlen (direkt) organogenezis. A kdzvetlen modon torténd organogenezis folyamatdban a
merisztémak fejlodése soran kimarad egy kdzbeeso fazis (a differencidlatlan szovet felszaporodasa),
tehat nincs kalluszfazis. A merisztémak azonban képzddhetnek kozvetett mddon is kallusz vagy
szuszpenzios tenyészetek nem specializalodott és dedifferencialodott sejtjeibol (Yancheva et al.,
2003; Gahan és George, 2008).

Alma rendszerekben genotipustdl fiiggden mindkét tipusu regeneracié eldfordulhat (Korban et

al., 1992). Gercheva et al. (2000) a *Granny Smith’, Morspur Golden’ és ’Stakrimson’ fajtaknal
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foleg indirekt hajtasregeneraciot figyeltek meg, Yepes és Aldwinckle (1994) kisérleteiben a
morfogenezis Utja szintén fajtafliggd volt.

A ’Jork 9’ alma alany regeneracios kisérleteiben Pawlicki és Welander (1994) direkt
organogenezist irtak le. A 3. napon jelentds sejtosztodast figyeltek meg a mezofillumban és az
epidermalis sejtrétegben. A 6. nap utan fokozodott sejtosztodast tapasztaltak, majd a 10. nap utan
jarulékos hajtaskezdemények jelentek meg. Harom hét mulva jol fejlett jarulékos hajtasok fejlédtek.
Dufour (1990) indirekt organogenezist tapasztalt a *Gala’ fajta levelein. Az 5. napon tobbé-kevésbé
dedifferencialddott levél parenchimat figyelt meg néhany aktivan 0sztddo sejttel. Az edénynyalabok
koriil a 10. napon merisztémaszeri sejtek, mig a 15. napon mar az epidermikus réteg alatti
merisztemoidok voltak megfigyelhetéek. A merisztémak a 20. nap kornyékére valtak lathatova. A
"Greensleaves’ fajtanal mindkét tipusu regeneracios Ut eléfordult: James et al. (1988) egy gyors
(kalluszfazis nélkiili) regeneraciot, két héten beliil és egy lassu, kalluszfazison keresztiil torténd
regeneraciot 12 héten beliil irtak le.

Wang et al. (2000) szerint a jarulékos riigyek eredete nagyon valtozatos, kiillonb6z6 szévetekbol
fejlédnek, szervezddhetnek akar egyetlen sejtbdl, illetve sejtcsoportbodl kiindulva. A regeneransok
eredete fiigg a fajtol és az explantdtum tipusatol is. Welander és Maheswaran (1992) leirtdk az alma
leveleken torténd hajtasfejlodés 1épéseit, és tigy talaltak, hogy a jarulékos hajtasok eredete foként az
edénynyalab szovetek kornyéki mezofillum parenchima sejtjei.

Trifonova et al. (1998) a ’Granny Smith’® és az ’M26’ alany hajtasregeneraciojat
tanulmanyoztdk. A morfogenezis szOvettani vizsgalata sordn az elsd sejtosztddast a tenyésztés
negyedik napjan észlelték. Az 0sztddo sejtcsoportok az edénynyalab kdrnyékén voltak, kiilondsen a
foér tajekan. 12-19 nap mulva intenziv sejtosztodast, kis sejtekbdl csoportok képzddését figyelték
meg. Az elsé hajtaskezdemény az "M26° alanyndl a 19., mig a ’Granny Smith’ fajtdnal a 29. napon
jelent meg. Az elsd hajtasok kozvetleniil a levélszovetbdl szervezddtek, mig a kés6bb megjelend
hajtasok kalluszokon fejlédtek.

Yancheva et al. (2003) tanulmanyaiban az eredetiik szerint két tipusu regeneranst kiilonitettek
el: i) a koran fejl6do hajtasok, melyek az explantatum feliiletén 14 napon beliil megjelennek, az
epidermalis és szubepidermalis sejtrétegekbdl szarmaztak, ii) a késobb regeneralddott hajtasok

bels6, de novo fejlodott merisztematikus centrumokbdl szarmaztak.

erers

Az in vitro hajtasregeneracio sikerét szamos endogén és exogén tényezd befolyasolhatja,
ugymint a genotipus és a regeneracio alatti, illetve az azt megel6z6 in vitro kornyezeti viszonyok,

melyek szerepét az alabbi fejezetekben részletezem.
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2.4.1. Az explantdatum és a genotipus hatdsa a regenerdciora

Els6ként Liu et al. (1983) szamoltak be az alma esetében jarulékos hajtasok sikeres in vitro
regeneracidjarol magoncokat hasznalva explantatumként. Korban és Skirvin (1985) kisérleteiben az
intakt csiratengely tenyésztésekor a ’Delicious’ fajta 6sszes explantdituman, valamint a *Winesap’
fajtanal az explantatum 55%-ban csak kallusz fejlodott. Amennyiben elkiilonitették a gyokeret, a
plumuldt és a hipokotilt, a két utébbi explantatumon mindkét fajta esetében nagy mennyiségben
kaptak jarulékos hajtasokat. A ’Delicious’ fajta gyokerein egyaltalan nem, mig a Winesap’ fajtanal
11%-ban fejlédtek jarulékos hajtasok.

A Malus fajoknal a leggyakrabban hasznalt explantatum a regeneraciéra az in vitro fejlodott,
teljesen kiteriilt, de még fiatal levelek. Welander (1988) kisérleteiben csak a levél explantatumon
talalt hajtasfejlodést, ¢és semmiféle organizacidt nem tapasztalt a szardarabkdkon. A
hajtasregeneracidé nagyobb mértékill volt a levéllemezen (22%), mint a levélnyeleken (5%) (Rugini
¢s Muganu, 1998). Szamos regeneracios kisérletben a levelek alapi és a levélnyélhez kozel esd
kozéps6 részén tobb regenerans fejlédott, mint a levél csucsa feloli szegmensén (Yepes és
Aldwinckle, 1994; Caboni et al., 1996). Sriskandarajah et al. (1990a) szintén ugy talaltak, hogy a
levéllemez levélnyél feldli része, valamint a nagyobb méretii levelek produktivabbak, mint a kisebb
levelek és a levéllemez masik vége a ’Royal Gala, *Gala’ és *Jonagold’ fajtadknal. Sarwar és Skirvin
(1997) ezzel ellentétben azt figyelte meg, hogy csak a *Wijcik® fajta mutatott hatékonyabb
regeneraciot a nagyobb (15-18 mm széles) leveleken, mig a MclIntosh’ és Macspur’ fajtak a
kisebb (5-8 mm széles) leveleken regeneraltak jobban. A leveleket harom szegmensre darabolva
ugy talaltak, hogy a kozépso szekcid a legjobb regeneraciora. A jelenség oka valosziniileg az lehet,
hogy a kozépso szekcid két vagott feliilettel rendelkezett, mig a tobbi darabnak csak egy vagott
feliilete volt, és a hajtasok tobbsége a vagott feliiletekrél eredt, nem a levél felszinrdl
(Sriskandarajah et al., 1990a). A regeneracio gyakran torténik az explantatum vagott feliiletén, ezért
a levél vagy széar darabolédsa (tovabbi sebek létrehozasa) ndvelheti a regeneracios kapacitast. A
jelenség oka egyrészt az lehet, hogy a vagott feliiletek biztositjak a tapanyagok és novényi
hormonok/novekedés-szabalyozok hatékonyabb felvételét a taptalajbol (Sarwar €s Skirvin, 1997).
Az Opuntia polycantha in vitro tenyészeteiben a honaljriigyek teljesen érzéketlenek voltak a taptalaj
auxin ¢s citokinin-tartalmara, ha csak nem tortént valamilyen sebzés az explantaitumon (Mauseth és
Halperin, 1975). A sebzések ezen feliil olyan stressz-kapcsolt valaszokat is indukalhatnak, melyek
beinditjak olyan komponensek termelését (pl. etilén), melyek szintén indukalhatjak a
kalluszfejlodést és talan még a differenciaciot is (Gahan és George 2008). Norelli et al. (1996) ugy
talaltak, hogy a levéllemez feliiletén okozott tovabbi sériilések (csipesszel Osszenyomtak a

leveleket) novelték a transzformacio hatékonysagat, és nem mutattak negativ hatast a regeneraciora,
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de a talzott mértékii sebzés akar az explantatum elhalasat is okozhatja (Kalai et al., 2009). A
levéllemez szegmentekre torténd feldarabolasa sem mindegy, hogy hogyan torténik: Erig és Schuch
(2005) azt tapasztaltak, hogy amennyiben keresztiranyban torténik a vagas az explantatum
morfogénikus potencialja joval nagyobb, mintha hossziranyban torténik a vagas.

A levelek kora szintén befolyasolja a regeneracios képességet. Regeneraciora legalkalmasabbak
a fiatal, novekedésben 1évo6 levelek (Fasolo et al., 1989). Zhu és Welander (2000) kisérleteiben a 2
hetes in vitro novények fiatal novekvo levelei voltak a legalkalmasabbak a hajtasregeneraciora.
Famiani et al. (1994) szerint a fiatal levelek nagyobb regeneracios képessége valosziniileg annak
tulajdonithatd, hogy a még fejlodésben 1évo levelek nagyobb mennyiségben tartalmaznak még
kevésbé differencialodott és metabolikusan aktiv sejteket, melyek hormonalis és tapanyagellatasi
allapota segitheti az organogenezist.

Annak ellenére, hogy a hajtasszamot nem befolyasolta a levél levagasanak idépontja, nagyobb
hajtasok fejlodtek a tenyésztés 15. napjan izolalt explantatumokon, mint a 30. napon izolaltakon
(Famiani et al., 1994). A gyokeresitett hajtasokrol gyijtott levelek alkalmasabbak voltak a
regeneraciora (James et al., 1988; James és Dandekar, 1991). James és Dandekar (1991) szerint
valdszinii, hogy a mikroszaporitott tenyészetekben a hajtasok kozotti fényért és tapanyagért torténd
versengés eredményeképpen az ezekrdl a ndvényekrdl izolalt szovetek eltérd valaszreakciot
mutathatnak.

A levél explantatum orientacidja jelentdsen befolyasolja a regeneracio hatékonysagat: abban az
esetben, amikor az abaxialis feliilet volt felfelé, sokkal tobb hajtas regeneralddott, mintha az
adaxialis feliilet nézett felfelé (Welander, 1988; Gamage és Nakanishi, 2000). Welander (1988)
feltételezése szerint az egyik lehetséges magyarazat a jelenségre, hogy az adaxialis feliilet oszlopos
parenchima sejtjei a taptalaj tapanyagtartalméara sokkal érzékenyebben reagélnak, mint a levél
egy¢b szovetei, mivel ez az utolsd szovet, mely abbahagyja a novekedést és osztodast. Bizonyos
szovetpolaritdst okozhat még a hormonok edénynyaldbban torténd szallitdsa is. Ez utdbbi
jelentdsegét alatamaszthatja az is, hogy a nagyon fiatal, fejletlen vaszkularis rendszerrel rendelkezd
levelek morfogénikus valaszat az orientacié kevésbé befolyasolta (Welander, 1988). Yepes és
Aldwinckle (1994) szerint szerepe lehet még a megnovekedett oxigéncsere lehetdségének is, mivel
a légzoényilasok az abaxialis feliileten helyezkednek el.

Hajtasregeneraciora leggyakrabban levélexplantitumot hasznalnak, szamos kisérletben
tanulmanyoztak azonban egyéb tipusu explantatumok felhasznalasi lehetdségeit is. James et al.
(1984) almaalanyok internodalis szar explantatumain csak az ‘M25’° esetében kaptak megfeleld
regeneraciot, az ‘M27’ gyengén regeneralt, mig az ‘M26’ és ‘M9’ esetében nem kaptak regeneralt
hajtdsokat. Keulemans ¢és Witte (1994) sikeresen regeneralt novényeket a ’Gloster’ fajta

szikleveleibdl és csiratengelyébdl, ez utdbbi bizonyult jobb explantdtumnak. A *Royal Gala’ etiolalt
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internodalis szar explantatumain nagy regeneracios szazalékot és hajtasszamot értek el Liu et al.
(1998). Barbieri és Morini (1987) a ’Golden Delicious’ fajta sziklevelein kapott regeneralt
hajtasokat, mig Masuda et al. (1988, 1994) az intakt mikroszaporitott névénykék gydkerein hajtott
végre sikeres regeneracios kisérleteket a Malus prunifolia Borkh. var. ringo Asami, valamint a
Malus prunifolia Borkh. MO-84 fajtak esetében. Caboni et al. (2000) vegetativ hajtascsucsokat
hasznaltak explantatumként és nagy hajtasszamot értek el az altaluk vizsgalt fajtak esetében (*Jork
9’,’M26°, *Gala’ és "McIntosh’).

Pawlicki-Julian et al. (2002) a ’Jork 9’ alany transzformalt és nem transzformalt gyokereinek
regeneracios képességét Osszehasonlitva ugy talaltdk, hogy a transzformalt gyokereken a
regeneraciot mutatd explantatumok ardnya sokkal kisebb volt (16,7%) mint a nem transzformalt
gyokereken (77,8%), azonban csak azok a gyOkerek mutattak regeneraciot, melyeket nem
valasztottak le a hajtasrol. A ’Royal Gala’ fajtanal a levelek transzformacidja nem befolyésolta a
regeneralt hajtasok szamat, amennyiben nem alkalmaztak szelekciot (Yao et al., 1995). A
regeneracios szazalékra nem volt hatassal az Agrobacterium-al torténd fertézés a *Greensleeves’
esetében sem (James et al., 1989). Ha az utolsé proliferacios taptalaj DKW (Driver és Kuniyuki,
1984) sokat tartalmazott a hajtasokrol tobb — a regeneraciohoz megfelelé mindségi — levelet tudtak
izolalni, az MS t4ptalajhoz hasonlitva. Amennyiben az utolsé proliferacios taptalaj floroglucint is
tartalmazott, akkor mindkét tipusu taptalajrél nagy mennyiségii €s jO mindségl levelet tudtak
leszedni (Wilson és James, 2003).

A hajtasregeneracios képességben nagy kiilonbségek vannak a genotipusok kozott (James et al.,
1984; Barbieri és Morini, 1987; De Bondt et al., 1994; Sarwar és Skirvin, 1997). Sriskandarajah et
al. (1990a) kisérleteikben a Royal Gala’ mutatta a legnagyobb regeneracios képességet, azutan a
’Gala’ fajta kovetkezett, mig a *Jonagold’ nagyon gyenge regeneraciot mutatott. A *Jonagold’ fajta
explantatumain fejlédott hajtdsok azonban lényegesen nagyobbak voltak, mint a tobbi fajta
esetében. Hanke et al. (1991) szamos genotipus regeneracios képességét tesztelve megallapitottak,
hogy a nemes fajtak regeneracios képessége altaldban nagyobb, mint az alanyoké.

Maximova et al. (1998) kisérleteikben a transzformacio korai eseményeinek tanulmanyozasara
szintetikus z61d fluoreszcensz (SGFP) riporter gént hasznaltak, és csak azokat az explantatumokat
raktak fényre, melyek fluoreszkalo levélkezdeményeket tartalmaztak. Megfigyelték, hogy az altaluk
vizsgalt fajtdk (’Golden Delicious’, ’Delicious’, ’Royal Gala’ és ’Greenleeves’) nagyon jo
hajtasregeneraciot adtak a nem-szelektiv taptalajon, azonban szelekciés nyomds alatt mar
kiilonbségek voltak a genotipusok kozott. A *Golden Delicious’ esetében, melynek explantatumai
nagy transzformacios szazalékot mutattak (95%), egyaltalan nem fejlesztettek transzgénikus
hajtdsokat, mig a ’Greenleeves’ fajta - mely alacsony (37%) transzformacios gyakorisaggal volt

jellemezhetd — fejlesztette a legtdbb transzgénikus hajtast. Megfigyeléseik szerint a nem-
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transzformalt explantditumon, illetve a nem-szelektiv taptalajon foleg direkt organogenezis
(kalluszfazis nélkiili, 30-40 napon beliil) zajott le, mig a transzformalt explantatumok szelektiv
taptalajon torténd tenyésztésekor az ilyen jellegli organogenezis a nem transzgénikus, tuléld
hajtasokra volt jellemzé. Az Agrobacterium-mal torténd fert6zés utan az indirekt (kalluszfazison
keresztiili, lassu: 60 nap-9 honap) organogenezis volt inkabb a jellemz6. Mind a genotipusok eltérd
érzé¢kenysége az antibiotikumokkal szemben, mind a hajtasregeneracio eltér6 mechanizmusa
szerepet jatszhat a fent leirt jelenség kialakulasaban. Ugy vélték, hogy az a tény, miszerint bizonyos
fajtak transzgénikus sejtjei nem képesek legydzni a szelekcidos nyomadst és nem regeneralnak
hajtasokat, jelzi, hogy az eredeti regeneracios taptalaj, mely nagy szdmban indukal multicellularis
eredetli primordiumokat az explantitumon (szelekcid nélkiil), nem elég hatékony ahhoz, hogy
morfogenezist indukaljon az egyedi sejtekbdl vagy a differencialatlan kalluszsejtekbdl. Szerintiik a
regeneracios tdptalajt a genotipusok igényeinek megfeleléen kellene bedllitani, Ggy, hogy a
transzformacios koriilményeket is figyelembe kell venni. Ezt a feltételezést alatimaszthatjak Sedira
et al. (2001) tapasztalatai is, amennyiben a ’Jork 9’ alannyal végzett transzformacios kisérleteikben
megfigyelték, hogy a nem-transzformalt explantatumok a BA-tartalmu téptalajon mutattak legjobb
regeneraciot, mig a transzformalt explantatumok TDZ-tartalma taptalajon adtak a legjobb
hajtasregeneraciot.

A kiillonb6zd genotipusok leveleinek egyiitt-tenyésztése szintén befolyasolhatja az
organogenezist: a ’Golden Delicious’ onmagaban tenyésztve 43% regeneracios ratat produkalt, mig
a ’Gala’ levelekkel torténd egyiitt-tenyésztés eredményeképpen 73%-ra nétt a regeneracios rata.

Feltételezhetéen a jol regenerald ’Gala’ fajta valamilyen endogén, vizoldékony komponense(i)

ey

1990).
2.4.2. Kornyezeti tényezok szerepe a hajtasregenerdcioban

Liu et al. (1983) a ’Golden Delicious’ fajta kiilonb6zé explantaitumain indukalt
hajtasregeneracios kisérleteiben megfigyelték, hogy a fény gatolta a jarulékos hajtasok fejlodését az
almamagoncok levél és sziklevél explantatumain, mig a hipokotil explantatumon nem tapasztaltak
gatlast. Késobbi kisérletekben is igy talaltak, hogy a regeneracids folyamat elsé fazisaban a sotét
szakasz elengedhetetlennek bizonyult a hajtasregeneraciohoz: Barbieri és Morini (1987) az "M26’
¢s a ’Golden Delicious’ fajtaknal csak a sotétben tartott explantdtumokon kaptak hajtasregeneraciot.
A megfeleld hajtasregeneracid eléréséhez a sotét peridodus sziikségességét szamos szerzd
megerdsitette (Welander, 1988; Fasolo et al., 1989; Korban et al., 1992; Sriskandarajah et al.,
1994).
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Tovabbi kisérletek célja volt a sotét periodus idétartamdnak ¢€s 1dozitésének optimalizalasa.
Fasolo et al. (1989) két hetes sotét periodust talaltak legmegfelelobbnek, mig Korban et al. (1992)
kisérleteiben az egy hétig tartd sotét inkubdacid is elégnek bizonyult a hajtasregeneraciohoz. Yao et
al. (1995) tanulmanyaikban a regeneracié kezdetén alkalmazott 2-3 hetes sotét periddus szintén
nagyban novelte a regeneracido hatékonysagat a ’Royal Gala’ fajtdnal. Sarwar és Skirvin (1997)
azonban 3-4 hetes sotét periodust alkalmazott a hatékony hajtasregeneraciohoz. Amennyiben a sotét
szakasz 10 napndl révidebb ideig tartott, akkor a regeneracios rata jelentdsen lecsokkent a ‘Gala’ és
a ‘Golden Delicious’ fajtdknal, mig a regeneralt hajtasok szdmaban akkor tapasztaltak jelentds
csokkenést, ha a sotét szakasz 14 napnal révidebb volt (Dufour, 1990).

Az M26’ alany esetében a legnagyobb regeneracids ratat akkor kaptak, amikor a sotét kezelést
az utolsd proliferacios szakasz elején, és/vagy az organogénikus fazis kezdetén alkalmaztak. A
regeneracios ratat és a hajtasok szamat is figyelembe véve a legjobb eredményeket akkor érték el,
amikor mindkét fazisban alkalmaztak a sotét kezelést (Famiani et al., 1994; Ferradini et al., 1996).

A nagy fényerd hajtasfejlodést gatld hatdsa még abban az esetben is tapasztalhatd, ha sotét
periodus elézte meg (Korban et al., 1992). Yepes és Aldwinckle (1994) kisérleteiben szintén
megfigyelte a nagy fényerd (100-125 pmol m?s?) gatld hatasat mind a regeneracids ratdban, mind
a hajtdsszamban az ’Empire’ és ’McIntosh’ fajtdknal.

Predieri és Fasolo (1989) tesztelte a sotétség, a kiilonbozd fény hullamhossz (vords, kék és
fehér) hatasat, valamint a fehér fényt kiilonboz8 fényintenzitas mellett (13-98 pmol m? s™).
Eredményei szerint a vords fény (620-700 nm) és a soOtétség a leghatékonyabb a
hajtasregeneracioban az "M26’ alany fajtdnal, azonban minden fénykezeléssel sikeriilt regeneraciot
indukalni. A sotét kezelés a regeneracid indukaldsaban volt hatékony, mig a nagy fényerd a hajtasok
fejlodésének kedvezett. A hajtasok szama csaknem kétszeres volt a sotét-kezelt leveleken
Osszehasonlitva a fehér fényen tartott levelekkel, azonban a hajtasok, melyek 32 umol m? st vagy
nagyobb fényerdn differencialodtak, életképesebbek voltak.

Az alternald hémérséklet pozitiv hatasat is kimutattak a regeneracids gyakorisagra: az ’"M26’ és
a ’Golden Delicious’ fajtaknal a legjobb eredményeket akkor kaptak, mikor az éjszakai és a nappali
hémérséklet kozott 8-12°C kiilonbség volt. A 8°C hdmérsékleti kiilonbség ezenfeliill nagyobb
explantatumonkénti hajtasszamot is eredményezett (Barbieri és Morini, 1987).

Sriskandarajah et al. (1994) kisérleteiben a tl alacsony homérséklet (4°C) karos hatasu volt a
kalluszokra, a friss taptalajra athelyezett kalluszok nem néttek tovabb. 3-4 hétig tartd 28°C-0s
inkubdci6 az elsd két hétben stimulélta a ndvekedést, azonban késébb elhalt foltok jelentek meg €s a
kallusz kb. 6 hét mulva elpusztult. A hajtasregenerdcidhoz 23°C bizonyult optimalisnak a

’Delicious’ fajtanal.
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Az anyahajtasok hidegben és/vagy sotétben torténd eldkezelése elOsegitette a regeneralt
hajtasok fejlodését (Fasolo et al., 1989; Pawlicki és Welander, 1994). A donor tenyészetek 16 hétig
torténd hiitése 4°C-on novelte a 'P16°, *P22°, P59’ valamint az ’M26’ alanyok regeneracids
potencialjat (Orlikowska et al., 2009). A hiités kedvez6 hatasa valosziniileg annak tulajdonithato,
hogy megnovekszik az oldhatd cukor-tartalom ardnya a keményitéhoz képest, aminek jelentds
szerepe van a regeneracios képesség novelésében, kiillondsen a rekalcitrans alma fajtak esetében
(Orlikowska et al., 2009).

Adott genotipuson beliil kiilonbségeket figyeltek meg a regeneracidos képességben attol
fliggben, hogy a vonalak milyen hosszi ideig voltak a regeneraciot megelézGen in Vvitro

tenyészetében fenntartva (Standardi és Houshmand, 1992).

2.4.3. A taptalaj osszetételének és konzisgtencidjanak szerepe a jarulékos hajtisok

regenerdciojaban

A téaptalaj dsvanyianyag Osszetétele szintén jelentds szerepet jatszik a sikeres regeneracidban.
Annak ellenére, hogy nem minden asvanyi anyag sziikséges a merisztéma iniciaciohoz, a
novekedéshez minden tapelemre sziikség van (Ramage és Williams, 2002). A leghatékonyabb
regeneraciohoz sziikséges sok mennyisége €s ardnyuk azonban nagyban fligg a genotipustol (Yepes
¢s Aldwinckle, 1994).

Fasolo et al. (1989) szamos nemes fajtaval ("McIntosh’, *Paladino Spur McIntosh’, *Triple Red
Delicious’, *Gala’) folytatott kisérleteiben az N6 taptalajt (Chu et al., 1975) kévetkezetesen jobbnak
talaltak a regeneraciohoz, mint az LS taptalajt (Linsmaier és Skoog, 1965). Yepes és Aldwinckle
(1994) tanulmanyaiban szintén az N6 stimulélta jobban a morfogenezist mint az MS, 2 MS vagy
LS az 6sszes vizsgalt fajtanal, kivéve a ’Golden Delicious’-t, melynél az MS volt a leghatékonyabb.

Mas kisérletekeben egyéb genotipusokat vizsgalva az MS hatékonyabb volt, mint az N6.
Gercheva et al. (2000) kisérleteikben a *Granny Smith’, "Morspur Golden’ és a ’Starkrimson’
fajtaknal a legjobb regeneracios eredményeket MS taptalajon kaptak, mig Pawlicki és Welander
(1994) a ’Jork 9’ alanynal mutatta ki az MS sok kedvezd hatasat. A ’Jork 9 alanynal MS, LS és N6
taptalajokat Osszehasonlitva legjobb regenerdcios eredményeket szintén az MS sokat tartalmazo
taptalajon kaptak (Caboni et al., 1996). Az MS sok hasznalata nagyon erés pozitiv hatast mutatott
mind a regenerdcids ratdra mind a hajtdsok szamara a ’Jork 9’ fajtandl Osszehasonlitva az LP
(Quoirin és Lepoivre, 1977) taptalajjal is (D’Angeli et al., 2001). Rodrigues és Barros (1998)

A ’Royal Gala’, ’Gala’ és ’Jonagold’ fajtdkndl a teljes toménységli MS téptalaj Staba
vitaminokkal (Staba, 1969) kiegészitve hatékonyabb volt a regeneracidhoz, mint a feles

toménységben hasznalt MS, vagy az N6 (Sriskandarajah et al., 1990a). Az M9’ alannyal végzett
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kisérletekben az MS, N6 és WPM (McCown és Lloyd, 1981) taptalajokat 6sszehasonlitva azonban
csak a legutobbi eredményezett alacsonyabb regeneracios ratat és hajtasszamot (Theiler-Hedtrich és
Theiler-Hedtrich, 1990). A ’Queen Cox’ (Malus pumila Mill.) fajtaval végzett kisérletekben a
DKW (Driver és Kuniyuki, 1984) taptalajon végzett hajtasregeneracid esetében normalis jarulékos
hajtasok fejlodtek, mig az MS taptalajra helyezett explantaitumon a hajtasok hiperhidrataltak voltak
(Wilson és James, 2003).

A regeneraci6 hatékonysagat a szénhidrat tipusa Is jelentdsen meghatarozza. A ’Jork 9’ alany
esetében a szacharoz és a gliikoz hatékonysagat egyformanak talaltdk, azonban ha a szacharéz
helyett szorbitot hasznaltak, jelentésen nagyobb regeneracids ratat ¢és hajtasszamot kaptak. Tul
magas szacharoz-tartalom, valamint a fruktoz jelenléte azonban gatolta a regeneracios folyamatokat
(Pawlicki és Welander, 1994). Gercheva et al. (2000) legjobb regeneraciés eredményeket olyan
taptalajon kaptak, amely szachardzt és szorbitot egyarant tartalmazott (29,2 mM szachardz/ 164,7
mM szorbit) a *Granny Smith’, "Morspur Golden’ és a *Starkrimson’ fajtaknal.

Zhu és Welander (2000) az ’Alnarp2’ alannyal végzett transzformacios kisérleteiben azonban
ugy talaltdk, hogy mind a regeneracids gyakorisag, mind a regeneralt hajtasok szama nagyobb volt
abban az esetben, ha szachardzt hasznaltak, Osszehasonlitva a szorbitot tartalmazo taptalajjal.
Ugyanez a kutatd csoport masik genotipussal ("M9/29°) végzett transzformacios kisérleteiben
transzformalt regeneralt hajtasokat csak szorbit jelenlétében kapott, mig a szachardz-tartalmu
taptalajon egyetlen transzformanst sem (Zhu et al.,, 2001). Az eredmények részben talan
magyarazhatoak azzal, hogy a Rosaceae csaladban — ahova az alma is tartozik —a szachar6z mellett
a szorbit a legfobb fotoszintézis termék és a levelekbdl szarmazd szénexport tobb mint 60%-a
szorbit formajaban torténik (Loescher és Everard, 1996; Noiraud et al., 2001).

A szilardito kozegnek szintén jelentds hatdsa van a regeneraciora. A folyékony taptalajban
tenyésztett explantatumokon sokkal szemcsésebb kalluszok fejlddtek, azonban hajtdsok nem
regeneralodtak ezeken a kalluszokon (Sriskandarajah et al., 1990a). Maheswaran et al. (1992) az
'M26° esetében elengedhetetlennek talaltak a Gelrite hasznalatat, mivel az agarral szilarditott
taptalajon torténd egyiitt-teny€sztés soran nem tortént regeneracio. Pawlicki és Welander (1994)
azonban akkor kaptdk a legjobb eredményt, amikor az agar-agart és a Gelrite-t kombinalva
hasznaltak, mig a Gelrite onmagaban hasznalva hiperhidratalt hajtasokat és abnormalis fejlédést
eredményezett. Bolar et al. (1999) szintén ugy talaltak, hogy az agar-agar és Gelrite egyiittes
hasznalata vezetett a ’Marshall MclIntosh’ fajtanal az egészséges (nem hiperhidratalt) hajtasok
legnagyobb aranyban torténd fejlédéséhez. Wilson és James (2003) a Queen Cox’ (Malus pumila
Mill.) fajta esetében Ugy talaltak, hogy az agargéllel szilarditott taptalajon tobb jarulékos hajtas
fejlédott, mint a Phytagéllel vagy Gelcarinnal szilarditott taptalajokon.
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Egyeb taptalaj adalékok szerepe. Az acetosyringone (AS) feltételezhetden indukalja a
virulencia gének atirasat az Agrobacterium-ban (James et al., 1993), ezért Seong és Song (2008)
hasznalta az AS-t a ’Fuji’ fajta transzformécios kisérleteiben arra, hogy javitsa a transzformacio
hatékonysagat. Eredményeik szerint a regeneracios taptalajban 100 és 200 uM toménységben
alkalmazott AS nemcsak a transzformacié hatékonysagat javitotta, hanem novelte a regeneracio
mértékét is (15,5-22,6%-ra a kontroll kezelésben tapasztalt 12,0%-hoz képest). Norelli és

Aldwinckle (1993) kisérleteiben az antibiotikum jelenléte gatolta az *M26’ levélszoveteken a

crer

crer

Habar a kallusznovekedést segitette a taptalajhoz adagolt floroglucin, gatolta a
hajtasregeneraciot az ‘M25’ alany esetében (30%-rol 10%-ra csdkkent a regeneracios gyakorisag).
Az ‘M9’ ¢és az ‘M26° alanyok esetében kazein-hidrolizdtum és glutation jelenlétében nem
regeneralodtak hajtasok (James et al., 1984). Masuda et al. (1994) kisérleteiben a Malus prunifolia
Borkh. MO-84 fajta esetében a kazaminosav 1000 mg/l koncentracidoban segiti a jarulékos hajtasok
jelent6sen novelte a regeneracios gyakorisagot és a hajtasok szamat a Malus hupehensis Rehd. var.
pinyiensis ‘Jiang’ fajta esetében mind a levéllemezrdl, mind a sziklevélrdl torténd regeneracid

esetén (Han et al., 2009).

2.5. A novényi hormonok és novekedés-szabalyozok szerepe a hajtasregeneracioban

Azokat a ndovényi szdvetekben természetesen eléforduld (endogén) szerves vegyiileteket,
amelyek kis mennyiségben képesek a magasabb rendli ndvényi szervezetekben a kornyezeti hatasok
kozvetitésére, a normalis ndvekedés és fejlddés szabalyozasara, a sejtek, szovetek, szervek kozotti
korrelacido fenntartasara, novényi hormonoknak nevezziik (Pethd, 1993). A hasonld fiziologiai
aktivitassal rendelkezd szintetikus vegyiileteket, illetve egyéb olyan komponenseket, melyek
képesek modositani a névény novekedését, altalaban ndvényi novekedés-szabalyozoknak hivjak
(Machakova et al., 2008). A novényi hormonok 5 osztalyba sorolhatok be, nevezetesen: auxinok,
citokininek, gibberellinek, etilén, abszcizinsav. Az utdbbi évtizedekben szamos wjabb ndvényi
hormoncsoportot fedeztek fel ilyenek pl. brasszinoszteroidok (Khripach et al., 2000), jazmonsav
(Koda et al., 1994), oligoszaccharidok (Aldington és Fry, 1993) stb.

Az auxinok ¢és a citokininek osztdlyaba tartozik szdmos szintetikus regulator is, melyek
legalabb akkora vagy nagyobb biologiai aktivitdssal rendelkeznek, mint a megfeleld természetes

novekedési anyagok. A ndvényi hormonok és novekedés-szabalyozok koziil ndvényi szovet- és
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szervtenyészetekben legjelentdsebb szerepe az auxinoknak és a citokinineknek van (Machakova et
al., 2008).

Az alma regeneracios folyamataiban a Kalluszfejlodés mértéke és a kalluszok textraja a
kiilonb6zé hormonok és novekedés-szabalyozok koncentraciojatol és kombinacidjatol fligg. Az
’Orine’ fajtanal a magas auxin szint alacsony citokinin szinttel kombindlva morzsalékos kalluszt
eredményezett, mig a magas citokininszint alacsony auxin szinttel kombinalva tomor és szemcsés
kallusz fejlédését segitette eld, organizacidt azonban csak 20,0 uM TDZ és 0,1 vagy 1,0 uM NES
(a-naftil ecetsav) kombinacié alkalmazasaval értek el (Gamage és Nakanishi, 2000). A ’Jork 9’
alany esetében a viszonylag nagy BA (22,0 uM) és alacsony NES koncentracio (0,1 puM)
Pawlicki és Welander (1994) kisérleteiben. Caboni et al. (1996) ugyanezzel a fajtaval dolgozva 17,8
uM BA+2,7 uM NES kombinacié mellett kapta a legjobb regeneracids eredményt. A regeneracios
kapacitas fligg a genotipustol (Barbieri és Morini, 1987; Sriskandarajah et al., 1990a; Sarwar és
Skirvin, 1997; Gercheva et al., 2000), és a legjobb hormonalis kombinacié szintén genotipusfiiggo:
James et al. (1984) alma alanyokkal végzett kisérleteikben ugy talaltak, hogy az ‘M27’ a hatékony
regeneraciohoz nagyobb citokinin és kisebb auxin koncentracidt igényelt, mint a tobbi alany
(‘M25°, ‘M26’ és ‘M9’). Hasonlo kdvetkeztetésre jutott Caboni és Tonelli (1999), kisérleteikben a
"Jork 9’ alany szdmara a legjobb hormonkombinacié a BOA (43,0 uM) vagy NES (2,7 uM) + 17,8
uM BA volt, a Gala’ fajta a legjobb regeneraciot a BOA (21,5 uM) + TDZ 1,0 uM vagy BA (22,0
uM) taptalajon adta, mig a ’McIntosh’ fajta szdméra az 1,3 pM NES + 22,0 pM BA
hormonkombinéci6 bizonyult a leghatékonyabbnak.

Mivel a legfontosabb hormonok a regeneracioban a citokininek és az auxinok, ezeknek a
uM BA és 0,5-2,7 uM NES a legtobb fajta esetében megfeleldnek bizonyult (James és Dandekar,
1991).

2.5.1. Az auxinok szerepe a hajtasregenerdcioban

Néhany kutatocsoport tanulmanyozta az auxinok szerepét a regeneracios folyamatban. Barbieri
¢s Morini (1987) kisérleteiben az *M26’ alanynal a 2,4-D ¢és az IVS volt a leghatékonyabb a
levéllemezrdl torténd hajtasregeneracioban, mig a ’Golden Delicious’ csak NES jelenlétében
mutatott hajtasregeneraciot. A *Golden Delicious’ fajtaval végzett tovabbi kisérleteikben a sziklevél
explantatumon is a NES ¢és az IVS volt hatékony, mig a 2,4-D nem (Barbieri és Morini, 1987).
Indirekt hajtasregeneracid esetén a kalluszok konzisztenciajat és élettartamat az auxin tipusa
nagymértékben befolyasolta: a NES (2,7-5,4 uM) bizonyult legjobbnak &sszehasonlitva az IES, IVS

¢s 2,4-D-vel a ’Delicious’ fajta transzformacios kisérleteiben (Sriskandarajah et al., 1994).

25



A ’Delicious’ és az "M26’ fajtdknal szintén a NES bizonyult a leghatékonyabbnak (Predieri és
Fasolo, 1989; Sriskandarajah et al., 1994). Tal nagy NES koncentraci6 azonban erds
kallusznovekedéshez és gyokérfejlodéshez vezetett a ’Jork 9’ alanyndl (Pawlicki és Welander,
legtobb hajtast (Rodrigues és Barros, 1998).

Fasolo et al. (1989) nem talaltak kiilonbségeket a regeneracioban, amikor Kisebb auxin
koncentraciokat teszteltek (1,1-5,4 uM NES), azonban a nagyobb toménység (10,7 puM)
csokkentette a regeneracid mértékét és a hajtasok szamat is a kisérletekben alkalmazott fajtak
mindegyikénél ("MclIntosh’, *Triple Red Delicious’, ’Paladino Spur McIntosh’). Sarwar és Skirvin
(1997) hat féle NES toménységet (1,5-6,5 uM) vizsgalva szintén gy talaltak, hogy a NES sem
onmagaban, sem BA-val vagy TDZ-vel kombinalva nem befolyasolta jelentdsen a regeneracios
aranyt, illetve a regeneracios helyek szamat a kisérletben tesztelt fajtak esetében ("Mclntosh’,
"Wijcik’, Macspur’). Dufour (1990) auxin jelenléte nélkiil indukalt jarulékos regeneraciot, sot
IES hatékonyabb volt az alkalmazott koncentraciokban, mint az IVS, a NES kedvezo6tlen hatast
volt mind a *Gala’ mind a ’Golden Delicious’ esetében.

Caboni és Tonelli (1999) egy szintetikus auxin, a BOA hatasat vizsgalta és hatékonynak talalta
legjobb regeneracids szazalékot a ’Jork 9’ alanynal a BOA és BA kombinacié alkalmazéasaval
kaptak, a *Gala’ fajtanal a BOA alkalmazésa szintén a leghagyobb regeneracios ratat eredményezte
akar BA-val, akar TDZ-vel adagoltak egyiitt. A MclIntosh’ fajta esetében azonban a legjobb
eredményeket a NES hasznalataval kaptak, s6t a BOA kombinacidja TDZ-vel teljes mértékben
gatolta a regeneracids aktivitast.

Yancheva et al. (2003) szerint az auxin tipusa, alkalmazasanak id6zitése és id6tartama dont6
jelentdségli a fejlddési program aktivalasaban és folyamataban. A *Topred’ fajta esetében a legjobb
regeneracios ratat akkor tapasztaltak, amikor TDZ-t alkalmaztak 2,4-D-vel (2 napig) miel6tt az
explantaitumokat TDZ- és IVS-tartalmu taptalajra helyezték at (33 napig). Az utolsd szaporitd
taptalaj auxin tartalma szintén hatdssal volt a regenericios kapacitdsra: amennyiben az utolsé
proliferacids taptalaj nagy koncentracioban IVS-t tartalmazott, nagy regeneracidés aranyt ¢és
hajtasszamot kaptak, anélkiil, hogy sotét periddust alkalmaztak volna. Alacsony IVS szint alacsony
regeneracios aranyt eredményezett (sotét kezelés nélkiil), azonban a regenerdcios fazis alatt
alkalmazott sotét kezeléssel e kedvezOdtlen hatas kikiiszobolhetd volt. A regeneracios taptalaj IVS
tartalmat figyelembe véve ugyanez a jelenség volt megfigyelheté Ferradini et al. (1996) "M26°

alannyal végzett kisérleteiben is.
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2.5.2. A citokininek szerepe a hajtiasregenerdcioban

Szamos alma alany és nemes regeneracios vizsgalatdban tobb tényezdt (genotipus, taptalaj so-
tartalom ¢és BA szintek) vizsgalva azok kozt jelentds kolcsonhatdsokat mutattak ki. Mind a
regeneracios gyakorisagot, mind a hajtasok szamat figyelembe véve a legnagyobb F-értékeket a BA
koncentraciokra kaptak, igy a hajtasregeneracioban a legfontosabb tényezonek a citokinin

koncentracio6 bizonyult (Yepes €s Aldwinckle, 1994).

2.5.2.1. A citokininek dltalanos jellemzése

A ndvényi hormonok egy csoportja a citokininek (NG pozicidban szubsztitualt adeninek),
melyek novekedésszabalyozo hatassal rendelkeznek a névényekben: stimulaljak a fehérje szintézist,
segitik a sejtosztodast és szerepet jatszhatnak a sejt differencialédasban (McGaw és Burch, 1995;
van Staden et al., 2008). A citokininek ezenfeliil elésegitik a kloroplasztiszok érését és késleltetik
az Oregedést. Alma liltetvényekben az exogén citokininek alkalmazasaval befolyasolhato a korona
szerkezete valamint gytimdlcsritkitasra is hasznalhato (Buban, 2000). Leglatvanyosabb hatdsaik a
szovettenyészetekben figyelhetok meg, ahol leggyakrabban auxinokkal egyiitt hasznaljak oket.
Hajtastenyészetekben alkalmazva feloldjdk az apikalis dominancidt és megszakitjdk az oldalriigyek
nyugalmat (van Staden et al., 2008). A taptalajhoz adott citokininek fontosak az alma
szOvettenyésztésben IS (mikroszaporitas, regeneracid), mivel indukaljak a sejtosztodast és az
organogenezist (Howell et al., 2003), és egyéb fiziologiai és fejlodési folyamatokat is befolyasolnak
(Heyl és Schmiilling, 2003; Ferreira és Kieber, 2005). A tenyésztés sikerét az alkalmazott citokinin
tipusa és koncentracidja iS befolyasolja, mivel a taptalajbol torténd felvételik, szallitasuk és
anyagcseréjiik a novényben kiilonbozd, és eltérden Iéphetnek kolcsonhatdsba az explantatum
endogén citokininjeivel (Werbrouck et al., 1996, Strnad et al., 1997).

Az els6 citokinint Skoog és Miller (1957) izolélta, dohdny kallusztenyészetek novekedését
megfigyelve gy talaltdk, hogy az explantitum sejtjei kezdetben gyorsan osztédtak, majd a
novekedés hamarosan ledllt. A sejtosztddas €s kalluszndvekedés csak abban az esetben folytatodott,
ha kokuszdio tejet vagy élesztokivonatot adtak a tiptalajhoz. Kromatografiai vizsgalatok egy
purinvegyiilet jelenlétét mutattak, késébb ugyanezt a vegyliletet hdkezelt heringspermabol is
kimutattak. Az 10j novekedésszabalyozo anyagot 6-furfuril-aminopurinként azonositottak, és
sejtosztodast serkentd hatdsa miatt kinetinnek nevezték el. Késobb a citokinin név hasznalatat
javasoltak az Osszes, hasonld aktivitast vegyiilet altalanos elnevezésére (van Staden et al., 2008).
Azoéta szamos, a kinetinhez hasonld szerkezetii, természetben el6fordulo citokinint azonositottak,
kiilonb6zd kémiai formakban (szabad bazisok, gliikozidok, ribozidok vagy nukleotidok), ilyenek pl.

a transz-zeatin, cisz-zeatin, dihidrozeatin, zeatin ribosid, 2-iP, stb. (1. abra). Annak ellenére, hogy
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az endogén citokininek természetes koriilmények kozott a teljes novényben jelen vannak, szamos
izolalt szovet és a kisebb szervek - kiilonosen a kétszikiiek - in vitro koriilmények kozott képtelenek
a citokininek elegend6é mennyiségli szintézisére (van Staden et al., 2008). A citokinin bioszintézis
legfobb helye a gyokér, de kisebb mértéki szintézis torténik egyéb, aktivan ndvekedd szovetekben
is (Pethd, 1993). A citokinineknek két f6 osztalyat kiilonboztetjiik meg az oldallancok kémiai
szerkezete alapjan: izoprenoid (zeatinok, izopentenil adeninek és szarmazékaik) és aromads
citokininek (kinetin, benziladenin, topolinok ¢és szarmazékaik), melyek kiilonboznek egymastol
biokémiajukban, masok a receptoraik, eltéré a biologiai aktivitasuk €és anyagcseréjiik a novényben

(Werbrouck et al., 1996; Strnad et al., 1997, van Staden et al., 2008).
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Annak ellenére, hogy a benziladenin (BA) volt az els6 szintetikus citokininhatasti vegyiilet,
késébb szamos novényfajbdl izolaltak, természetes citokininként (van Staden és Crouch, 1996). A
természetes citokinineket figyelembe véve a benziladenin mellett a kinetin (6-furfuril-aminopurin,
KIN) a leggyakrabban hasznalt citokinin az alma szovettenyésztési rendszerekben (Barciszewski et
al., 1999). Az utobbi években bebizonyosodott, hogy az aromas citokininek sokkal szélesebb
korben elterjedtek, és nagyobb jelentdségiick, mint azt korabban feltételezték. Az izoprenoid
citokininek, mint pl. a zeatin ([N6-((-4-hydroxi-3-metilbut-2-enil)adenin], ZEA) f6leg az
egyszikiiekben talalhatok meg. Az alma vegetativ hajtascsticsabdl torténd hajtasfejlodésben a ZEA
lokalizacio szerepet jatszott az aktiv sejtosztodas mindkét fazisaban: el6szor a kalluszfejlédésben,
késobb a vegetativ riigyek differencialodasaban (D’Angeli et al., 2001).

Habéar a BA-t gyakran hasznéljak citokininként az alma mikroszaporitasi és regeneracios
rendszerekben, néhany kedvezdtlen mellékhatas felléphet, ugymint gyokeresitési nehézségek,
toxicitas, hiperhidratacio, torpe hajtasok, kalluszfejlédés stb. Ezek a karos hatasok valoszintileg az
kovetkeztében egy bioldgiailag inaktiv, de kémiailag nagyon stabil szarmazék keletkezik, amelybdl
lassui bomlassal szabadul fel a BA (Jones et al., 1977; Lane, 1978; Werner és Boe, 1980;
Sriskandarajah és Mullins, 1981; Webster ¢és Jones, 1991; Werbrouck et al., 1995).

A BA karos mellékhatasait elkeriilendd hasznalhatunk benziladenin analdégokat, melyek mar
konjugaltak az N° pozicioban, pl. a benziladenin-9-ribozidot (BAR), illetve az N° pozicidban
hidroxilalt benziladenin analdgot, mint a metatopolin (N°-meta-hydroxi-benzyladenin, TOP). A
hidroxilalt BA anal6gok nagyon aktiv ndvekedési anyagok, melyek metabolizmusa eltéré a BA
anyagcserétdl (Strnad et al., 1997). Néhany noévényfaj szOvettenyésztési kisérleteiben nagyon
hatékony aromas citokininnek bizonyultak. Werbrouck et al. (1996) szamos benziladenin anal6got
hasonlitottak Gssze a Spathiphyllum floribundum mikroszaporitasi kisérleteiben. Legjobb
eredményeket a metatopolin alkalmazéasaval kaptdk, mivel megfeleld hajtasprodukciot és jo
gyokeresedést tudtak indukalni. Az akklimatizacidbban mutatott kedvezd hatisat valosziniileg az
okozta, hogy a metatopolin f6 szarmazéka a /(OG)/9R/mT/ az akklimatizacid soran gyorsabban
metabolizalodik, mint a benziladenin f6 szarmazéka a /9G/BA. A cukorrépa Iin Vvitro
mikroszaporitasban a meta-populin (=metatopolin) tobb hajtast eredményezett, mint a BA, zeatin
vagy az ortho-populin. A populinok (topolinok) még nagyobb koncentracioban sem mutattak gatlo
hatast. A hajtasregeneracioban is eredményesen hasznaltak (Kubaldkova és Strnad, 1992). A
’Jaerla’ burgonya fajtandl jelentésen meg tudtdk ndvelni a tulélési aranyt, amennyiben a taptalaj
aromas citokinint (metatopolin ribozidot) tartalmazott (Baroja-Fernandez et al., 2002). Petunia ¢s
rozsa mikroszaporitdsaban a TOP kiilonbozé szarmazékait tesztelve mindkét fajnal jobb

eredményeket kaptak, mint a BA alkalmazasaval (Bogaert et al., 2006). Az Aloe polyphylla
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mikroszaporitdsaban szintén jobb eredményeket kaptak a metatopolin hasznalataval, mint a BA
vagy ZEA alkalmazasaval (Bairu et al., 2007). A Harphagophytum procumbens in vitro
hajtastenyészeteiben a metatopolin ribozidot tartalmazo téptalajon jelentésen kisebb volt a
hajtascsucs elhalas mértéke, mint a benziladenint tartalmazé taptalajon (Bairu et al., 2009).

A metatopolin kevésbé hatékonynak bizonyult a Sorbus redliana ’Burokvolgy’
mikroszaporitasdban (Ordogh et al., 2006), Az elékezelésben alkalmazott metatopolin kedvezd
hatasat a jarulékos hajtasok fiziologiai allapotara az alma esetében is kimutattak mar (Dobranszki et
al., 2002), azonban hatasat a regeneracios taptalajban még nem tanulmanyoztak.

Nagy jelentéségii szintetikus citokinin a thidiazuron (TDZ). A tobbi szintetikus citokininhez
hasonloan ez is kevésbé érzékeny a novény lebontd enzimjeire, mint mas aminopurin citokininek,
ezért viszonylag Kis koncentracioban is indukalhat nagyobb axillaris proliferaciot, mint mas
citokinin. Szamos nem kivanatos mellékhatdst okozhat azonban, pl. gatolt hajtds és gyokér
megnyulas, szalagos hajtasok képzddése, hiperhidratacié stb. Lagyszara novényeknél emiatt
gyakran csak a morfogenezis indukcidjara hasznaljak (Gémes-Juhasz et al., 2002). A fas novények
korében foleg a rekalcitrans (ellenalld) fajok és genotipusok mikroszaporitasara és regeneralasara
alkalmas (Huetteman és Preece, 1993, Durkovi¢ és Migalova, 2008).

Az alma esetében a jarulékos hajtasok fejléddéséhez a citokininek jelenléte nélkiilozhetetlen
(Yepes és Aldwinckle, 1994; Nabeela et al., 2009). Sriskandarajah et al. (1994) szintén gy talaltak,
hogy a citokinin jelenléte feltétleniil sziikséges a kemény ¢€s produktiv kalluszok fejlédéséhez. A
citokininek jelenléte azonban nemcsak a regeneracids taptalajban jelentds, szamos szerzd kimutatta
a regeneraciot megel6z0 taptalaj citokinin tartalmanak, illetve az eldkezelésekben alkalmazott
citokininek szerepét a hajtasregeneracid sikerében. A jarulékos hajtasok tovabbi tenyésztésénél
azok tuléléséhez €s az j hajtasok fejlédésehez a citokinin jelenlétére szintén feltétleniil sziikség

volt (Sriskandarajah et al., 1990a).

crer

Az utolso szaporito taptalaj citokinintartalma befolyasolhatja a rakovetkezd regeneracio sikerét.
Swartz et al. (1990) olyan ’Gala’ leveleken indukalt hajtasregeneraciot, melyeket kiilonbozo
citokinint tartalmazoé taptalajokrol gytijtott be (citokininmentes, 0,05 uM vagy 0,5 uM TDZ, illetve
5,0 uM BA). Eredményei szerint a citokininmentes taptalajon nagyobb levelek fejlodtek vékony
levélnyéllel €s a regeneraci6 aranya ezeken az explantatumokon csak 28% volt. A TDZ- vagy BA-
tartalmu taptalajokon fejlodott hajtasokon kisebb levelek fejlodtek vastagabb levélnyéllel és
nagyobb mértékli volt az elagazodas. Az ilyen hajtasokrol szarmazo explantatumok nagyobb
regeneracios szazalékot mutattak (63%), és az explantatumonként hajtasszam is nagyobb volt, mint

a citokininmentes el6kezelésbdl szarmazd explantaitumokon. A hajtasok kondicionaldsa olyan
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folyékony taptalajon, melyet kiegészitettek Staba vitaminnal, TDZ-vel és naftilecetsavval jelentésen
gyorsitotta a regeneraciot és novelte a hajtasok szamat (Sriskandarajah és Goodwin, 1998).

Jun et al. (1996) kisérleteikben a ’Fuji’ és *Gala’ hajtasok elékezelése 4,4 uM BA-tartalmu
taptalajon szintén segitette a hajtasregeneraciot. Legjobb regenerdcios eredményt (80% felett) a
’Chadel’ fajtanal akkor kaptak, ha az explantatum olyan tenyészetbdl szarmazott, amelyet 2,5 uM
BA-tartalmt taptalajon tenyésztettek olyan milanyag edényben, amelynek a tetején gazcsere
nyilasok voltak (Gercheva et al., 2009).

Nemcsak a citokinin jelenléte, hanem annak tipusa és koncentracioja is befolyédsolja az alma
explantatumok regeneracios kapacitasat. Ezenfeliil megfigyelhetd az el0kezeld és a regeneracios
taptalaj citokinin tartalma kozotti kdlcsonhatés is, kiilondsen a regeneralt hajtasok fiziologiai
allapotat figyelembe véve. Dobranszki et al. (2002) kisérleteiben a ’Royal Gala’ anyahajtasokat 3
hétig kiilonbozd citokinin-tartalmu taptalajokon tenyésztették a regeneracio el6tt (citokininmentes,
0,5 mg/l BA vagy 0,5; 1,0; 1,5 és 2,0 mg/l TOP). Az eldkezelések utan a hajtasregeneracio kétféle
taptalajon tortént: a regeneracios taptalaj 0,2 mg/l TDZ-t vagy 5,0 mg/l BA-t tartalmazott. Az
elokezelésektdl fiiggetlenlil mindkét regeneracids taptalajon nagy regeneracios szazalékot kaptak
(97-100%), a regeneralt hajtasok fiziologiai allapotdban azonban kiilonbségeket talaltak.
Amennyiben az el6kezeld taptalaj 0,5-1,5 mg/l toménységben TOP-ot tartalmazott, jelentdsen
lecsokkent a hiperhidratalt hajtasok aranya (36,2-66,5%) a TDZ-tartalmu regeneracios taptalajon,
Osszehasonlitva a BA-tartalmu és kontroll taptalajrol szarmazo explantatumokon talalt 100 és 88%-
kal. Amennyiben a regeneracios taptalaj BA-t tartalmazott a 0,5 mg/l TOP-elokezelés szintén
csokkentette a hiperhidratalt hajtasok aranyat 13,4%-ra 0sszevetve a kontroll taptalajrol szdrmazo
explantatumok (56,8%), illetve a BA eldkezelésbdl szdrmazo (26,8%) explantaitumokon megfigyelt
aranyokkal. A legtobb hajtds azokon az explantatumokon fejlédott, melyek a 0,5 mg/l TOP
elokezelésbdl szarmaztak, mig a citokininmentes és BA elokezelés kissé csokkentette az
explantaitumonkénti hajtasszamot.

Mas szerzok kozlései szerint a citokininmentes eldkezelés is lehet elényos. Famiani et al.
(1994) kolcsonhatast mutatott ki az utolsé szaporitod taptalaj BA-tartalma és az explantatum izolalés
idépontja kozott a regeneracidos ratdban. A legnagyobb értékeket akkor kaptdk, amikor az
explantatumok citokininmentes taptalajrol szarmaztak és a levelek izolacidja az atrakastol szamitott
30. napon tortént, azonban a hajtasok szamat a kezelések nem befolyasoltak. Ferradini et al. (1996)
kisérleteiben viszont az explantatumonkénti hajtasszam akkor volt nagyobb, mikor az
anyahajtasokat a citokininmentes taptalajrol gyiijtotték be. Mindkét esetben a citokininmentes
elokezelést a BA-tartalmt el6kezeléshez hasonlitottdk, igy az eredmények taldn magyarazhatdak a
BA eldézéekben vazolt karos utOhatasaival, melyek valoszinilileg a kémiailag nagyon stabil

szarmazékokbol torténd lasst felszabadulasanak tulajdonithatéak (Werbrouck et al., 1995). Az

31



eredmények megerdsitik azt a feltételezést, hogy a hidroxilalt benziladenin analoégok hasznalata,
melyek metabolizmusa eltéré a BA-t6l, (pl. a metatopolin) alternativ lehetdséget kinal a BA karos
hatasainak elkeriiléséhez (Strnad et al., 1997). A kiilonb6z6é almafajtak elékezelésekre adott

valaszait a melléklet M2/1. szamu tablazataban foglaltam Gssze.
2.5.2.3. A regenerdcios taptalajban alkalmazott citokininek szerepe

Az alkalmazott citokininek hajtasregeneraciohoz optimalis szintje a genotipustdl fiiggden
nagyon eltérd lehet (Fasolo et al., 1989; Korban et al., 1992; Yepes és Aldwinckle, 1994; Sarwar és
Skirvin, 1997). A kiilonb6z6 alma fajtak citokininekre adott valaszait a melléklet M2/2.
tablazatdban foglaltam 0Ossze. Az optimalis koncentraciot meghatarozhatja még az explantatum
tipusa (levél vagy szar) (Liu et al., 1998), illetve az explantaitum mérete. Yepes és Aldwinckle
(1994) ugy talaltak, hogy a kisebb levelek nagyobb dozisi BA-t igényeltek a taptalajban, mint a
nagyobb levelek. Az optimalis TDZ koncentracid kisebb volt a transzformalt gyokerek esetében
(0,1 uM), mint a nem-transzformalt gyokereknél (1,0 uM) (Pawlicki-Julien et al., 2002).
tanulmanyban hasonlitottak 0Ossze. Sriskandarajah et al. (1994) ’Delicious’ fajtaval végzett
kisérleteiben a regeneracids helyek szama jelentdsen nagyobb volt, amennyiben a regeneracios
taptalaj TDZ-t tartalmazott, BA-tartalmu taptalajhoz hasonlitva, azonban 30,0 uM feletti TDZ
koncentracio lagy, késébb degeneralodott kalluszok fejlodését eredményezte (Sriskandarajah et al.,
1994).

Az ’M9’, a ’Golden Delicious’ és ’Florina’ fajtdk TDZ-tartalmu taptalajon regeneraltak jobban,
mig a ’Priscilla’, "M26’ és "M27° a BA-tartalmu taptalajokon adtidk a legjobb eredményt (Theiler-
Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990). A *Gala’ fajtanal hasonlé eredményeket lehet elérni 1,0 uM
TDZ és 22,0 uM BA alkalmazaséaval (58-54%), mig a *Jork 9°, "MclIntosh’ és Bramley’ fajtdknal a
BA bizonyult hatékonyabbnak (Caboni és Tonelli, 1999; McAdam-O’Connel et al., 2004). A ’Fuji’
fajtanal mindkét citokinin hatékony volt: Rodrigues és Barros (1998) 28 féle taptalajt tesztelt a
"Fuji’ fajtaval végzett hajtasregeneracios kisérletekben, legjobb kezeléseknek a 7,0 uM TDZ vagy a
11,0 uM BA kombinalva 1,0 uM NES-al bizonyult.

A TDZ szamos kisérletben hatékonyabb volt a BA-nal a hajtasregeneracioban (Fasolo et al.,
1989; Pawlicki és Welander, 1994; Sarwar és Skirvin, 1997). Az optimalis TDZ koncentracid
nagyban fiigg a genotipustol. Az *Alkmene’, *Greensleaves’, ’Idared’ és "M9’ fajtdk szdmara egy
nagyon kis (0,44 uM) koncentracio volt a legjobb. A TDZ-tartalom novekedésével egyre erésebb
kalluszosodas volt megfigyelhetd, és egyre kevesebb hajtas fejlodott. A hajtasok hosszat azonban
nem befolyasolta a TDZ koncentraci6 (Hanke et al., 1991). A ’Royal Gala’ fajtanal 100%-0s

regeneracios aranyt lehetett elérni széles TDZ koncentracid tartomannyal (5-20 uM), mig az M7’
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alanynal a nagyon nagy toménység (20,0 uM) volt a leghatékonyabb. A "Macspur’ és *Gala’ fajtak
15 uM TDZ alkalmazasanal adtak a legjobb eredményt (Korban et al., 1992).

(Montecelli et al., 2000). A ’Golden Delicious’ kis TDZ koncentraciot (5,0 uM) igényelt a
hatékony regeneraciohoz, mig a ’Dayton’ esetében a regeneracid mértékét alig befolyasolta a TDZ

toménysége (Korban et al., 1992).

cres

crer

ami a koncentracido novekedésével erdsodott, €s a regeneralt hajtdsok nagy része hiperhidratalt volt
(Caboni et al., 1996). Liu et al. (1998) kisérleteiben (’Royal Gala’) annak ellenére, hogy a
regeneracios szazalékot nem befolyasoltdk a tesztelt koncentraciok (1,0; 5,0 és 10,0 uM TDZ), a
regeneralt hajtdsok szdma csokkent a TDZ koncentracié novekedésével. A legjobb regeneracios
eredményeket a "Macspur’ fajta 2,0 uM TDZ alkalmazasanal adta, mig a 3,0 uM TDZ bizonyult
optimalisnak a *Wijcik’ (Sarwar és Skirvin, 1997), a "McIntosh’ (Elobeidy és Korban, 1988; Sarwar
¢és Skirvin, 1997), valamint a "Morspur Golden’ fajtaknal (Gercheva et al., 2000). A *McIntosh’
fajta szintén jo regeneraciot mutatott mind az 1,0 mind a 10,0 uM TDZ alkalmazasaval, mig a
"Paladino Spur McIntosh” a nagyobb (10,0 uM) TDZ szint esetén regeneralt jobban (Fasolo et al.,
1989). A ’Starkrimson’ fajtanal a 12,0 uM TDZ bizonyult optimalis koncentracionak, mig a
’Granny Smith’ 3,0-12,0 uM TDZ tartomanyban minden szinten nagy regeneracios aranyt mutatott
(Gercheva et al., 2000). A ’Galaxy’ fajta szintén jO regeneraciot produkalt a TDZ széles
koncentracié tartomanyaban (6,8-13,6 uM) (Erig et al., 2004). Virscek-Marn et al. (1999)
kisérleteikben a ’Golden Delicious Bovey’ és a ’Goldspur’ fajtak egy igen kis (0,91 uM) TDZ
toménység alkalmazasaval adtdk az explantitumonkénti legnagyobb hajtasszamot €s a jol fejlett,
egészséges hajtasok legnagyobb aranyat. Annak ellenére, hogy a regenerdcios kapacitas novelhetd a
TDZ alkalmazéséaval, a hajtasok tobbsége hiperhidratalt és szalagosodott volt Pawlicki és Welander
(1994) valamint Caboni et al. (1996) kisérleteikben. Dobranszki et al. (2002) szintén megfigyelték,
hogy a TDZ-tartalmi regeneracids taptalajon fejlodott hajtasok nagyobb aranyban mutattak
hiperhidrataciot (36,2-100 % el6kezeld taptalajtol fiiggden), mint a BA-tartalmu taptalajon fejlodott
hajtasok (13,4-56,8% eldkezel taptalajtol fiiggéen). A *Mclntosh’ és a ’Paldino Spur Mcintosh’
fajtaknal egyforman jO eredményt lehetett elérni a regeneradcids gyakorisag €s a hajtdsszam
tekintetében a 22 uM BA- és a 10 uM TDZ-tartalmti taptalajon. A *Triple Red Delicious’ fajtanal
azonban csak a TDZ bizonyult hatékonynak: legjobb regeneracids aranyt a 10 uM TDZ-vel kaptak,
mig egyforman nagy hajtasszamot értek el az 1,0 €s 10,0 uM TDZ-tartalmu regeneracios taptalajon.

Osszességében a TDZ-t talaltak hatékonyabbnak a regeneracidban bar a fejlédott hajtasok joval
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kompaktabbak, az internédiumok rovidebbek voltak €s kisebb levelek fejlodtek, mint a BA-tartalmu
taptalajon (Fasolo et al., 1989).

Mivel a TDZ-t tartalmazo taptalajon regeneralt hajtasok nehezen nyilnak meg, Dufour (1990)
javasolta, hogy a TDZ-t csak azoknal az tn. ,,rekalcitrans” genotipusoknal alkalmazzuk, amelyeknél
a klasszikus citokininekkel nem lehet eredményt elérni. Annak ellenére, hogy gibberellin (GA3)
alkalmazasaval eldsegitették a hajtdsok megnyuldsat, az ilyen hajtasok riigyeinek kicsi volt a
proliferacios képessége az *Orine’ fajtanal (Gamage és Nakanishi, 2000).

Egy korai kisérletben Masuda et al. (1988) a Malus prunifolia Borkh. var. ringo ’Asami’
genotipus gyokér explantdtumain indukalt regeneracid soran tanulményozta a kiilonboz6 BA
koncentraciok (1,0-10,0 mg/1) hatasat. A BA-tartalom novelésével (1,0-t61 5,0 mg/l-ig) novekedett a
regeneracios szazalék (30,0%-rdl 69,0%-ig), de a BA-tartalom tovabb novelése 10,0 mg/l-re mar
visszaesést eredményezett a regeneracidos ratdban (60,0%). A levél explantitumrol torténd
hajtasregeneracioban is hasonl6 toménységii BA (22,0 uM) bizonyult optimalisnak szdmos egyéb
nemes ¢s alany fajtanal is: ’Akero’, ’Mclntosh’, ’McIntosh Wijcik’, ’Gravenstein’, 'M26’
(Welander, 1988), *Jork 9’ (Pawlicki és Welander, 1994), "MM 106’ (Modgil et al., 1999; 2005),
"Nezalehnist” és ’Idared’ (Bartish és Korkhovoi, 1997), ’Gami Almasi’ (Rustace et al., 2007). A
’Florina’ fajta szdmara az optimalis BA tartomanynak a 22,2-44.4 uM taldltdk (Bartish és
Korkhovoi, 1997). Ezzel szemben a ’Toscan’, az M9’ és az M25’ fajtdk csak 8,8 uM BA-t
igényeltek a hatékony regeneraciohoz (James et al., 1988). A hajtasprodukcioé a 11,0 uM BA-t
tartalmazoé taptalajon volt a legjobb a "Marubakaido’ alany és a "Hanfu’ fajtak esetén (Camargo et
al., 1998; Ou et al., 2008).

Ongjanov (1988) tanulmanyaiban a ’Malling Greensleaves’ 8,8 uM BA-t igényelt a legjobb
regeneracios eredményekhez (54% regeneracids ardny ¢€s 1,8 explantaitumonkénti hajtas), mig az
'M26’ esetében hasonld paramétereket nagyobb (22,0 pM) BA koncentracioval tudtak elérni.
Hasonlo kovetkeztetésre jutottak Famiani et al. (1994) az *M26’ alannyal folytatott regeneracios
kisérleteikben: annak ellenére, hogy a regeneralt hajtasok hosszat és szamat nem befolyésolta a BA
toménysége a taptalajban, a magasabb BA szint (22,2 uM) nagyobb regeneracids szazalékot
eredményezett, mint az alacsonyabb (11,1 pM). A BA toménység tovabbi ndvelése (33,3 és 44,4
uM-ig) jelentésen csokkentette a regeneracios tulajdonsagokat az "M26° alanynal (Ferradini et al.,
1996). Az optimalis BA koncentraciéo 31,1 uM volt a ‘Golden Delicious’ és az ‘Empire’ fajtak
esetében. A BA koncentracio novekedésével nott a regeneracios gyakorisadg €s a hajtasok szama is,

azonban a til magas BA szint (44,4 uM) jelentdsen csokkentette a regeneracido mértékét (Yepes és
Aldwinckle, 1994).
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Amennyiben a ’Golden Delicious’ fajtanal a hajtdsok regeneracioja internodalis szardarabkakon
tortént a regeneracid aranyat a tesztelt BA koncentracié (4,44-22,0 uM) nem befolyasolta, bar a
hajtasok szama jelentésen csokkent a BA-tartalom novelésével (Belaizi et al., 1991).

A ’Jork 9’ fajtanal a 0,1 ¢és 17,8 uM kozotti BA tartomany erdsen stimulalta a morfogenezist
(Caboni et al.,1996).

Sarwar és Skirvin (1997) kisérleteiben alkalmazott fajtdk esetében a BA nem volt olyan
hatékony, mint a TDZ, azonban egyértelmii Gsszefliggést figyeltek meg a genotipusok szamara
optimalis BA koncentracié €s novekedési habitusuk kozott. A torpe novekedésti *Wijcik’ 20,0 uM
BA kezelésnél mutatta a legjobb regeneraciot, mig az erésebb novekedésii "Mclntosh’ 12,0 uM BA
koncentracional teljesitett legjobban. A kozepes ndovekedésii "Macspur’ pedig 16,0 uM BA-tartalmu
regeneracios taptalajon adta a levelenkénti legnagyobb hajtasszamot. Hasonldé BA koncentracid
(17,6 uM) bizonyult optimalisnak a Malus baccata esetében is (Sun et al., 2008).
érvényesiil: amennyiben a BA mellett NES-t hasznaltak auxinként, a BA koncentracié novelésével
(8,9-r61 17,8 uM-ra) a ’Jork 9’ fajta regeneracids aranya megnétt, mig abban az esetben, ha a BA
mellett BOA-t hasznaltak semmilyen tendenciat nem tudtak kimutatni. Hasonldo eredményeket
kaptak a ’Mclntosh’ fajtandl, mig a ’Gala’egy alacsonyabb BA toménységre (11,0 pM) reagalt
jobban, ha NES-el alkalmaztak egyiitt (Caboni és Tonelly, 1999). Amennyiben IVS-t hasznaltak
auxinként a ’Gala’ fajta még alacsonyabb BA szintnél (4,4 pM) adta a legjobb regeneracios
eredményeket (Fasolo és Predieri, 1990).

Néhany hajtasregeneracios kisérletben tobbféle citokinin hatdsat hasonlitottdk 6ssze. Hanke et
al. (1991) tanulmanyoztak a BA (5,0 mg/1), a ZEA (0,25-0,4 mg/l), a TDZ (0,05-0,8 mg/l) valamint
a kettds citokinin (BA 2,5 mg/l + TDZ 0,1-0,2 mg/1) hatasat az ’ Alkmene’, *Greensleaves’, *Idared’
leghatékonyabb koncentracidja a 0,1 mg/l, a tobbi citokinin - kiilondsen a ZEA - csak
kalluszfejlodést indukalt az explantdtumon.

Saito €és Suzuki (1999) a ’Fuji’ és a ’Ringo Asami Mo84-A’ fajtakkal végzett kalluszrol torténd
regeneracios kisérleteiben szintén tobbféle citokinint hasonlitott Gssze, beleértve a BA-t, a 2iP-t (6-
(3,3-dimethylallyl-amino)purine), a CPPU-t és a TDZ-t. Leghatékonyabb citokinin a TDZ volt
9,08-22,7 uM toménységben, majd ezt kovette a CPPU 3,0-5,0 mg/l toménységben, mig a tobbi
tesztelt citokinin nem volt hatékony. Liu et al. (1994) a ’Fuji’ fajta sziklevelein indukaltak
kalluszfejlédést, majd a kalluszokat kiilonb6zd toménységli €s tipust citokinin-tartalmi
taptalajokon tenyésztve vizsgaltak a jarulékos hajtasok indukcidjat. Legjobb eredményeket (60%

regeneracid €s 12 hajtas explantdtumonként) a 4,0 mg/l CPPU alkalmazasaval értek el, szintén jo
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eredményt kaptak még a TDZ hasznélataval, azonban kisebb volt a regeneréacios % ¢és a hajtdsszam,
mig a BA bizonyult a legkévésbé hatékonynak.

A TDZ és a természetes citokininek hatasat tanulmanyoztak De Bondt et al. (1996) a
’Jonagold® fajta transzformalt leveleinek regeneracios képességére. A TDZ hasznélata
eredményezte a legnagyobb transzformacids hatékonysagot, mig a BA alkalmazaséaval nagyon kis
transzformacios hatékonysagot értek el. A ZEA- és 2iP-tartalmu taptalajokon nem fejlédtek
hajtasok. A kombinalt citokininek hatasat is tesztelték és ugy talaltak, hogy amennyiben a TDZ-t
kiegészitették ZEA-val vagy 2iP-vel a transzformacios hatékonysag jelentésen novekedett (0,8-
1,5%), mig a TDZ + BA kombinaciéo 0-0,6%-ot eredményezett (De Bondt et al., 1996). Az
el6zéekhez hasonldéan a KIN és ZEA Onmagéaban alkalmazva nem indukalt jarulékos hajtasokat a
"Fuji’ fajta esetében sem (Ling et al., 2002).

Az eredményeket Osszefoglalva leszogezhetjilk, hogy a regenerdcidban leghatékonyabb
citokininnek a TDZ és a BA bizonyult, mig az egyéb citokininek (ZEA, 2iP és KIN) kevésbé
alkalmasak az organogenezis indukciojara. A novényi hormonok és novekedés-szabalyozok kozil a
citokininek bizonyultak a legfontosabb hajtasregeneraciot befolyasold tényezének, ezek jelentds

hatasai valdsziniileg az indukalt szovetben végbemend szdvettani valtozasokkal kapcsolatosak.

2.5.3. Novényi hormonok és novekedés szabdlyozok szerepe az in vitro tenyészetek szovettani

szerkezetében

A novények in vitro morfogenezisét a tenyésztési koriilmények jelentésen befolyasolhatjak:
ilyenek pl. a fény, homérséklet, paratartalom és ozmotikus potencidl a tenyésztdiivegekben,
tapanyagellatas, szénhidratok, valamint a taptalaj névényi hormon és ndvekedési regulator tartalma.
Ezek a tényezok kolcsonhatasba 1épnek az explantatumok belsé tényezdivel (Hazarika, 2006; Ziv és
Chen, 2008). A specialis koriilmények miatt az in vitro novénykék jellemz6i nem egyeznek meg az
iveghazi, illetve szant6foldi novények fiziologiai, morfologiai €s anatomiai jellegeivel. Néhany
szerzO leirta az anatomiai eltéréseket, amelyeket az in vitro koriilmények kozott fejlodott levelek,
szarak és gyokerek, valamint az {iveghdzban, illetve szant6foldi koriilmények kozott fejlodott
szervek Osszehasonlitasa soran tapasztalt (Cozza et al., 1997; Hazarika, 2006; Ziv és Chen, 2008;
Ganeva et al., 2009).

Habéar az anatomiai valtozasok kiilonb6zd ndvényi szervekben figyelhetdk meg, az egyik
legfontosabb szerv a levél, annak szerkezeti és/vagy funkciondlis valtozasai jelentdsen
meghatarozzak az akklimatizacio sikerét (Cozza et al., 1997; Zobayed et al., 2001; Hazarika, 2006),
vagy modosithatjak a levelek morfogenetikus potencidljat és ezaltal a regeneracidé hatékonysagat

(Schmidt és Waldemaier, 1992; Kiss et al., 1994; 1997).
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Altaldban az in vitro fejlodott levelek szovetei kb. 50%-al vékonyabbak, igy maga a teljes
levéllemez is vékonyabb, mint az in vivo fejlédott novényekéi (Ganeva et al., 2009), az
epidermiszen kevésbé fejlett, vékonyabb a kutikula (Wetzstein és Sommer, 1982). A
l1égcserenyilasok stirlisége fajtol fiiggden kisebb, pl. az olajfanal (Cozza et al., 1997) vagy nagyobb
is lehet, pl. az oriasafonyanal (Noé és Bonini, 1996), dohanynal, karfiolnal (Zobayed et al., 2001).
Az alma (Malus pumila Mill.) esetében szintén nagyobb sztoma siirliséget irtak le az In vitro
hajtasok megfigyelésekor (Blanke és Belcher, 1989). A sztoma denzitisat befolyasolhatja még az
alkalmazott fotoperiodus is, Zacchini et al. (1997) kisérleteiben a legnagyobb sztomasiiriiséget a
folyamatosan fényen tartott tenyészetekben talaltdk, mig a legkisebbet a folyamatosan sotétben
tartott tenyészetekben, az M9’ alma alany esetében. A sztomak siiriségét azonban nemcsak
kornyezeti tényezOk, hanem a genetikai hattér is befolyasolhatja. Blanke et al. (1994)
megfigyeléseik szerint az in Vvitro tenyésztett tetraploid alma levelein 60-70 sztoma fejlodott mm®-
ként, mig a diploid és triploid almak levelein 475-575. A sztomdak az epidermiszbdl gyakran
kiemelkedenek, nyitottak (Sutter et al., 1992; Jambor-Benczur et al.,, 2001). A sztomak
funkcionalisan tokéletlenek, a dohany és karfiol levelein akkor sem zarédtak, amikor a ndvényke
sOtét vagy alacsony relativ paratartalmi kornyezetbe keriilt (Zobayed et al., 2001), vagy részben
voltak csak funkcioképesek az almanal (Shackel et al., 1990). Az alma, cseresznye és édesgumi
kiiiltetett in vitro hajtasain késleltetett sztoma reakciot irt le Sutter (1988). Brainerd és Fuchigami
(1992) kisérleteiben az almanal ("Mark’ fajta) is megfigyelte, hogy az in vitro hajtasok levelein a
sztomaknak kevesebb, mint 5%-a zarddott be, amikor sotétre keriiltek a ndvények, illetve mannit,
ABA vagy CO; kezelést alkalmaztak.

Az in vitro tenyésztett novények leveleit gyengébb mezofillum differenciacio jellemzi: hianyzik
vagy gyengén fejlett az oszlopos parenchima, egysoros sejtréteggel (Cozza et al., 1997; Hazarika,
2006; Yokota et al., 2007) a szivacsos parenchima nagy sejtkozotti jaratokkal tarkitott (Wetzstein és
Sommer, 1982). A sejtek kicsik és inkdbb kerekdedek (Noé és Bonini, 1996), mint megnyultak a
paliszad parenchiméban, €s a szivacsos parenchima sejtek vakuolumokat tartalmaznak viszonylag
vékony citoplazmaval a nagy kozponti vakuolum koriil. A mezofillumban nagy sejtkozotti jaratok
vannak és gyenge szallitonyalabrendszer jellemz6 (Cozza et al., 1997).

A kloroplasztiszok gyakran abnormadlisak, szervezetlen, vagy rosszul fejlédott granumokkal,
sok sztromaval és keményitOszemcsével. A fény mindsége ¢€s intenzitdsa modosithatja a
kloroplasztiszok funkcionalis teriileteit a paliszad sejtekben (Saebo et al., 1995; Hazarika, 2006; Ziv
¢s Chen, 2008).

Az in vitro hajtasok kloroplasztiszaira jellemz6 az alacsony klorofill-tartalom. Tantos et al.
(2001) kisérleteikben azt tapasztaltak, hogy a ’JTE-E4’ alma alanynal a gyokeresités fazisaban

alkalmazott triakontanol jelentésen megndvelte a klorofilltartalmat, bar a citromfii esetében az ily
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modon megnovekedett klorofill-tartalom nem eredményezte a fotoszintétikus aktivitds ndvekedését
(Tantos et al., 1999).

Az in vitro levelekben megfigyelt anatomiai, morfologiai és fiziologiai eltérések tobbsége
kapcsolhat6 az in vitro megfigyelt valtozasokhoz és rendellenességekhez, melyek befolyasolhatjak
az in vitro novények akklimatizaciojanak sikerét (Hazarika, 2006; Yokota et al., 2007; Ziv és Chen,
2008).

Jelenleg kevés ismerettel rendelkeziink azokrdl a szerkezeti és funkciondlis valtozasokrol,
amelyeket a taptalajhoz adagolt névényi hormonok és novekedés-szabalyozok indukalnak az in
vitro levelekben, és amelyek befolyasolhatjak a levelek organogénikus képességét. Ennek ellenére
az elOkezelések jelentés hatasat a hajtasregeneraciora mar bizonyitottak: a Malus nemzetségben
mind a TDZ mind a BA alkalmazasa az eldkezeld taptalajban stimulélta a levelekrdl torténd
hajtasok organizaciojat (Fasolo et al., 1989; Swartz et al., 1990; Jun et al., 1996; Sriskanadarajah és
Goodwin, 1998). Annak ellenére, hogy a citokininek kozponti szerepet jatszanak a ndvények
fejlédésében, jelként torténd érzékelésiik, atadasuk és eloszlasuk kevésbé ismert (Mok és Mok,
2001). Benkova et al. (1999) leirtak, hogy a levél citokininek jelentds része a kloroplasztiszban
lokalizalodik. Kulaeva et al. (2002) els6ként bizonyitottak a kloroplasztisz fejlodésnek és/vagy a
kloroplasztisz gének expresszidjanak szerepét a levél sejtek citokininekre adott valaszaban.
Tanulmanyaikban leszogezték, hogy a normadlis kloroplasztisz fejlédés és kloroplasztisz gének
expreszioja elengedhetetlen a levelek normalis citokinin reakciojahoz.

Az in vitro novénykeék egyik tipikus jelensége a hiperhidratacié vagy régebbi nevén vitrifikacio,
magyarul ,,vizesedés”, illetve ,livegesedés”. Ez az in vitro vegetativ szaporitdsi novények
morfologiai és fizioldgiai rendellenessége. Az elnevezés abbdl adodik, hogy a ndvénykek
megjelenése kissé attetszo, ,liveges”. Az ilyen ndvények szara €s levele gyakran vastag, merev és
torékeny (Hazarika, 2006), esetleg csavarodott (Fauguel et al., 2008) (2. abra). A levél parenchima
sejtek megnagyobbodtak, az edénynyalab rendszer fejletlen, a fa és hancstestek kevésbé fasodnak
(Fauguel et al., 2008).

Hiperhidratalt tenyészetek fejlodését okozhatja pl. a téptala; kedvezdtlen pH értéke, nem
megfeleld sok (Toldi et al., 2002) és hormonok/novekedés-szabalyzok (Neves et al., 2001)
hasznalata, valamint az elégtelen gazcsere a tenyészedényekben (Fal et al., 2002), de egy fajon
beliil jelentds szerepe van a genotipus érzékenységének is (Budiarto, 2009).

A hiperhidratacio gyakori jelenség a folyadéktenyészetekben (Zhu et al., 2005) valamint a
jarulékos hajtasregeneracio soran (Bolar et al., 1999; Fauguel et al., 2008). Zhu et al. (2005) az
’M26° alany RITA tenyészedényben torténd tenyésztése soran megfigyelték, hogy a ndovekvd

citokinin koncentracié noveli a hiperhidratalt hajtasok szdmat.
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2. abra. A hiperhidratacio jelensége "M26’ hajtastenyészeten

Szamos markajeggyel védjegyzett, kereskedelmi forgalomban kaphatd agar tesztelésekor

megfigyelték, hogy a taptalaj szilarditasara hasznélt agar mindsége jelentds szerepet jatszott a

crer

crer

kikiiszobolték. A kedvezd hatdst mutatd agarfrakcid egy galakt6z szarmazéknak bizonyult (Marga
etal., 1997).

2.6. A jarulékos hajtasok gyokeresitése és akklimatizacidja

Az intakt novények eldallitasanak feltétele a jarulékos hajtasok gyokeresitése €s sikeres
akklimatizacidja. Az in vitro alma hajtasok gyoOkeresedési képességét szamos tényezd
befolyasolhatja, ilyen pl. a genotipus (Harbage és Stimart, 1996; Zhou et al., 1992), a hajtasok kora
(Karhu és Ulvinen, 1995). Az in vitro tenyésztési korilmények, pl. a sotét kornyezet, a
gyokérindukcids fazisban szintén jelentés szerepet jatszanak (Karhu és Zimmermann, 1993;
Welander, 1985), éppentigy mint a taptalaj 0sszetétele a gyokérindukcids és elongacios fazis alatt,
és elbtte. A gyokeresedési folymatokban legfontosabb tényezének az auxinok bizonyultak (James,
1983), de a szaporito taptalaj citokinin tartalma szintén befolyasolhatja az in vitro alma hajtasok
gyokeresedési kapacitasat (Marin et al., 1993; Magyar-Tabori et al., 2001a). Legtobb esetben a
benziladenin és a TDZ gatlo hatasat k6zolték (van Nieuwkerk et al., 1986; Webster és Jones, 1991).
Sriskandarajah et al. (1990b) az utolso szaporito taptalajban a benziladenin mellett kinetint hasznalt,
hogy a hajtasok gyoOkeresedését eldsegitse. Annak ellenére, hogy a ‘Husvéti rozmaring’ fajtanal a
gyokeresedési szazalékot nem befolyasolta a szaporitd taptalajban hasznalt citokinin tipusa, a
metatopolin jelentdsen hosszabb gyokereket eredményezett, mig a benziladenin jelentdsen
megndvelte a gyokerek szamat (Dobranszki et al., 2000). A szaporitd taptalajban nagy

toménységben alkalmazott TDZ még akkor is gatolta a gydkeresedést, ha néhany citokinin-mentes
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taptalajon vald tenyésztést is kozbeiktattak (van Nieuwkerk et al., 1986). A helyesen megvalasztott
citokinin kombinaci6 hozzajarulhat az alma hajtasok sikeres akklimtaizacidjahoz (Sriskandarajah et
al., 1990b).

A jarulékos hajtasok regeneracidja legtobbszor citokinint nagy toménységben tartalmazd
taptalajon torténik, ami jelentésen befolyasolhatja (gatolhatja) a hajtasok gyokeresedési képességét
(van Nieuwkerk et al., 1986). Ennek ellenére nagyon kevés informacido van a regeneracios
taptalajban alkalmazott citokininek utohatasarol. Mivel a regeneransok a kontrollhoz (“sziilé
vonalhoz”) képest csokkent gyokeresedési képességet mutathatnak (James és Dandekar, 1991), a
regeneralt hajtasok sikeres gyokeresitése ¢és akklimatizacidja legtobbszor szaporité taptalajon
torténd utantenyésztés utan valosithatd meg (Dufour, 1990; James et al., 1989; Maximova et al.,
1998; Modgil et al., 1999; Nabeela et al., 2009; Pawlicki ésWelander, 1994; Sedira et al 2001; Yao
et al., 1995, Zhu et al., 2001). Néhany Malus pumila regeneralt hajtas azonban nem volt képes még
novekedni sem a szaporitd taptalajon (James et al. (1989). Szamos kisérletben sikeres volt a
jarulékos hajtasok kozvetlen gyokeresitése is (Korban et al., 1992; Sriskandarajah et al., 1994;
Szankowski et al., 2003). A jarulékos hajtasok sikeres gyokeresitése és akklimatizacidja utan nem
tapasztaltak vizualisan elkiilonitheté morfologiai eltérést, illetve abnormalitast (Welander, 1988;
James et al., 1989; Maximova et al., 1998; Rugini és Muganu, 1998). A ‘Gala’ fajta regeneralt
hajtasai szintén normalis novekedést mutattak és genetikailag stabilnak bizonyultak (Montecelli et
al., 2000). A kitiltetett novények az els6é két hétben 10-15 cm-t néttek és 5-9 uj levél fejlédott, 10
honap mulva 150 cm magas novények fejlodtek (Maximova et al., 1998).

Alma regeneracios kisérletekben leggyakrabban a benziladenint és a thidiazuront hasznaljak,
habar a TDZ kéros mellékhatéasait gyakran megfigyelték: ilyen pl. a hiperhidratacié (Dobranszki et
al., 2004), valamint a hajtasok megnyulasanak gatlasa (Dufour, 1990; Theiler-Hedtrich és Theiler-
Hedtrich, 1990). A metatopolint és szarmazékait lagyszara fajok mikroszaporitasaban és
regeneralasaban sikeresen hasznaltak anélkiil, hogy a gyokeresedésben negativ hatast tapasztaltak
volna (Bairu et al. 2007; Kubalakova és Strnad, 1992).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényanyag, a kisérletben felhasznalt fajtak jellemzése

"Royal Gala’ (1973): A *Gala’ fajtakor els elismerést kapott riigymutacioja. A *Gala’ alapfajtat
a "Kidd’s Orange Red’ x ’Golden Delicious’ keresztezésével allitottak eld Uj-Zélandon. Nagy
termesztési €s piaci értékl fajta. Koronaja nagy; kozépérési fajta és koran termoére fordul. Kivalo
termdképességli. Gyiimolese kozépnagy, gombolyded, kemény, roppand hust, édeskés izli, aromas.

A gylimdlcs alapszine sargas, narancsvords csikozott feddszinnel (3. abra).

Meglehetésen fogékony a venturias
varasodasra, mig az almafa-lisztharmat és
a  baktériumos  agelhaldas  kevésbé
kéarositja. A téli és tavaszi hidegtiirése

viszonylag j6 (G. Toth, 1997).

3. abra. A ’Royal Gala’ gyiimdlcse

"Freedom’: Az Amerikai Egyesiilt Allamok fajtaja. Faja erés ndvekedésii, koronaja szétteriild,
lehajlo. Koran termdre fordul, bétermd fajta. Eldgazodasi hajlama jo. Gyiimdlcse nagy, vagy igen
nagy, lapitott gdmb alaku. A gylimdlcs alapszine sarga, piros feddszinnel. Hisa krémszind, ize

kellemes, friss fogyasztasra, ipari feldolgozasra egyarant alkalmas (4. bra).

Etkezési célra tobb
menetben, szeptember
masodik felében
sziiretelhetd. Varasodassal,
baktériumos  4gelhaléssal,

agrakosodassal szemben

ellenallé (Szabo, 2001).

4. abra. A Freedom’ fajta gyiimélcse
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’Husvéti rozmaring’: Valasztékbdvitd fajta, gyiimolcse feddszin nélkiili, a fogyasztasi

érettségben is z0ld marad (5. abra).

Intenziv koronas
muvelésmoddra nem
alkalmas, késén fordul

termOre és rendszertelentil

terem, varasodasra nagyon

érzékeny (G. Téth, 1997).

5. abra. A *Husvéti rozmaring’ gylimolcse

"M26’: Az ’M16’ X "M9’ alanyok keresztezésével allitotta el6 Tydeman 1926-ban (Probocskai,
1984). Féltorpe novekedési erélyli alma alany. Korai termdre fordulds, kivald termdképesség
jellemzi, azonban a talajban vald rogziilése elégtelen. Télallosaga kozepes, Erwiniara érzékeny,

lisztharmat rezisztencija jo, varasodasra kozepesen érzékeny (Hrotko, 1997).
3.2. Kisérletek beallitasa
3.2.1. Hajtastenyészetek in vitro felszaporitisa

A kisérletsorozatok kiindulasi anyagaként a ’Royal Gala’, ’Freedom’, *Husvéti rozmaring’
nemes fajtak és az M26’ alany in vitro hajtastenyészeteit hasznaltuk fel. A hajtastenyészeteket
Murashige-Skoog (1962) taptalajon szaporitottuk fel, mely az MS-sok és MS-vitaminok mellett 3%
szacharozt és 0,7% agar-agart tartalmazott, a taptalaj pH-t 5,8-re allitottuk be az autoklavozas elott.
A hajtastenyészetek felszaporitdsara az eldzetes kisérletek adatai szerint a genotipusoknak

legmegfeleldbb citokinin-auxin kombinaciokat alkalmaztuk (1. tablazat).

1. tablazat. A hajtasszaporitd MS taptalaj fajta-specifikus hormon-kombinacioi

Fajta Hormonok
BA BAR VS GA;
’Royal Gala’ - 1,0 mg/I 0,3mg/l | 0,2 mgl/l
’Freedom’ - 0,5 mg/l 0,1 mg/l | 0,2mgl/l
"Hasvéti rozmaring” 1,0 mg/I - 0,3mg/l | 0,2 mg/l
’M26° 0,5 mg/l - 0,1 mg/l | 0,2mg/l
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Hajtassokszorozasra 400 ml-es

tenyészedényeket haszndltunk (6. 4abra), a
hajtasokat horizontalisan helyeztik el ¢és a
novényeket neveldhelyiségben neveltiikk napi 16
oras, 8000 lux (105 uMm's™) megvilagitas és
22°C + 2 °C homérséklet mellett. A hajtasokat 4
hetente friss taptalajra

addig

helyeztik ¢és a
felszaporitast végeztik, mig a

kisérletekhez sziikséges hajtasszamot elértiik.

Két kisérletsorozatot allitottunk be, amelyekben vizsgaltuk az eldkezeld és a regeneracios

6. abra. Mikroszaporitassal

eldallitott alma hajtastenyészet

taptalajok citokinin-tartalmanak hatasat a levéllemezrdl torténd hajtasregeneraciora.

3.2.2. Elokezelések hatdsa az explantatum hajtdsregenerdcios képességére

Az elOkezelések soran tenyészedényenként 5-5, 5-7 leveles, megkozelitdleg egyforma

hosszasagu in vitro alma hajtast allitottunk kiilonbdz6 citokinin-tartalmu taptalajokra (2. tablazat), 3

hétig. Az eldkezeld taptalajok tobbi Osszetevdje a szaporitd taptalajjal megegyezd volt.

2. tablazat. Az el6kezel0 taptalajban alkalmazott citokininek tipusa és koncentracioja

Citokinin Citokinin koncentraciéja
tipusa mg/l (uM)
TOP 0 05(2,07) | 1,0(414) | 15(6,21) | 2,0(8,28)
BAR 0 0,5 (0,40) 1,0 (2,8) 1,5 (4,2) 2,0 (5,60)
BA 0 05(222) | 1,0(444) | 15(6,66) | 2,0(8,88)
KIN 0 05(232) | 1,0(464) | 15(6,9) | 2,0(9,28)
BA+TOP 0 0,5+0,5 0,5+1,0 0,5+1,5 0,5+2,0
BA+KIN 0 0,5+0,5 0,5+1,0 0,5+1,5 0,5+2,0
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A kiilonb6z6 citokinin-tartalmu taptalajokon el6nevelt hajtasok wjonnan fejlodott leveleit
tesztregeneracids taptalajra helyeztilk. A hajtasokrol a felsé két, teljesen szétteriilt levelet
hasznaltuk fel regeneréciora. A levelek levélnyél feldli és cstcesi részét eltavolitottuk, és a leveleket
keresztben két, kb. 5 mm széles csikra vagtuk (7. abra). A vagasokat citromsavat (0,15 g/l) és

aszkorbinsavat (0,1 g/1) tartalmaz6 steril oldatban végeztiik.

A levél explantatumokat ezutdn adaxialis
oldalukkal lefelé a regenerdcios taptalajra
helyeztiik, kezeléskombinacionként 36-ot, petri
csészénként 6-6 db-ot. A regeneracios taptalaj
MS sokat, B5 vitaminokat, 100 mg/l myo-
inozitot, 0,2 mg/l naftil-ecetsavat), 0,25%

gelritet, 3% szachardzt és citokininként benzil-

adenint tartalmazott 5,0 mg/1 toménységben.

7. abra. Levélexplantatumok a

regeneracios taptalajon

Az explantatumokat sotétben 24,5 °C-on inkubaltuk 3 hétig, majd fényre helyezve (16 h
megvilagitason, 22+2 °C-on) neveltiik a tenyészeteket tovabbi 4 hétig. A fényintenzitast hetente

néveltik: 35 pmols™ m? volt az 1. héten, 70 pmols™ m?a 2. héten és 105 pmols™ m?a 3. héttdl.
3.2.3. Regenerdcios taptalaj citokinin-tartalmanak hatdsa a regenerdciora

A genotipusoknak megfeleld elokezelések kivalasztisa utdn a tesztregeneracidé sordn leirt
modszertannal megegyezden teszteltiik az explantatumok regeneracios képességét kiillonbozo

citokinin-tartalmu taptalajokon (3. tablazat).

3.2.4. Szovettani vizsgalatok

A szdvettani vizsgalatokat a ’Royal Gala’ fajta esetében végeztiik el. A hajtdsokat 3 hétig
neveltiik az 2. tablazatban bemutatott elékezeld taptalajokon, 22+2 °C-on, 16 6ras 105 pmols™ m?
megvilagitas mellett. Kontrollként citokininmentes taptalajt alkalmaztunk. Az alma novénykék 3
hét alatt legalabb egy, de altalaban két 1 levelet fejlesztettek kezeléstdl fiiggden. A szdvettani
vizsgalatokat ezutan végeztiik el a felsd két, Gjonnan fejlédott levélbdl. A levélmintakat 5%
glutaraldehidben fixaltuk 2 oran keresztiil, majd 1,5 oraig kezeltik ozmium-tetroxiddal, majd

aceton gradiensben dehidrataltuk. A dehidratidlas utdn Spurr gyantaba agyaztuk, majd toulidin
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kékkel festettiik meg. A levél keresztmetszeteket ultramicrotome (Reichert) eszkozzel készitettiik,
majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A metszetek és a fényképek a Budapesti Corvinus Egyetem

Budai Campusanak K6zponti Laboratoriumaban késziiltek.

3. tablazat. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokininek tipusa és koncentracidja

Citokinin Citokinin koncentracioja
tipusa mg/l (uM)
TDZ 0,5(2,27) | 2,0 (9,08) 35 50 6,5 -
(15,89) (22,70) (29,51)
BA 0,5(2,22) | 2,0(8,88) 3,5 50 6,5 -
(15,54) (22,20) (28,86)
BAR 0,5(1,40) | 2,0 (5,60) | 3,5(9,80) | 5,0(14,0) 6,5 8,0
(18,20) (22,40)
TOP 0,5(2,07) | 2,0(8,28) | 3,5(14,49 50 6,5 -
(20,70) (26,91)
TOPR | 0,5(1,34) | 2,0 (5,36) | 3,5(9,38) 50 6,5 8,0
(13,40) (17,42) (21,44)
ZEA 0,5(2,28) | 2,0 (9,12) 3,5 5,0 6,5 -
(15,96) (22,80) (29,64)
ZEAR | 05(1,42) | 2,0(5,68) | 3,5(9,94) 50 6,5 8,0
(14,20) (18,46) (22,82)
KIN 0,5(2,32) | 2,0(9,28) 3,5 50 6,5 -
(16,24) (23,20) (30,16)
KINR 0,5(1,44) | 2,0 (5,76) 35 50 6,5 8,0
(10,08) (14,40) (18,72) (23,04)

3.2.5. Regenerdlt hajtasok gyikeresitése

A gyokeresitési kisérleteket a ‘Royal Gala’ fajtaval végeztiik el. A regeneraciés moddszer
megegyezett a 3.4.2. fejezetben leirtakkal, a kovetkezd citokinin kezeléseket hasznaltuk a
regeneracios taptalajokban: 0,5 mg/l TDZ; 5,0 mg/l BAR; 5,0 mg/I BA, illetve 6,5 mg/l TOPR.

Az [. kisérletben az explantatumrol leszedett hajtasokat gyokérindukceiods taptalajra tettiik (1/2
MS sok, kiegészitve 100 mg/l myo-inozittal, 0,5 mg/l B; vitaminnal, 2% cukorral, 0,7% agar-
agarral, 2,0 mg/l IVS-el). A hajtasokat 5 nap mutlva gyokérelongacios taptalajra helyeztiik, amely
MS sokat tartalmazott feles toménységben, valamint 50 mg/l myo-inozitot, 3% cukrot, 2,0 ml/I
Wuxal®-t és 0,7% agar-agart (Magyar-Tébori et al., 2001b). Két hét mulva a gyokeres hajtasok
kiiiltetése és aklimatizacioja Bolar et al. (1998b) modszere szerint tortént.

A 2. kisérletben a regeneralt hajtasokat leszedtiik és kiilonbozo taptalajokon tenyésztettiik 7
napig: A: hormon-mentes; B: 0,5 mg/l BAR+0,3 mg/l IVS+ 0,2 mg/l GA3; C: 0,5 mg/l BAR+0,3
mg/l IVS+ 0,5 mg/l GA3). A hajtasokat ezutan a fent leirt modszer szerint gyokereztettiik.

A 3. kisérletben a regeneralt hajtasokat szaporito taptalajon (1,0 mg/l BAR+0,3 mg/l IVS+ 0,2
mg/l GAs) tenyésztettiik 4 hétig, majd az Gjonnan fejlédott hajtasokat gyokereztettiik a fent leirt
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modszerrel. Az utantenyésztd €s szaporitd taptalajok egyéb Osszetevoi megegyeztek az eldkezeld

taptalajjal.

3.3. Az értékelés modszere

3.3.1. Megfigyelések

Az els6 kisérletsorozatban az clékezelések hatasat vizsgaltuk a kiillonboz6 fajtak levél
explantatumainak a regeneracios képességre.

A hét hetes regeneraciot kovetden a regeneralt hajtasokat tartalmazéd explantditumok aranya
(regeneracidés %), az explantatumonkénti hajtasszdm és a hiperhidratalt tenyészetek aranya
(hiperhidratacios %) keriilt felvételezésre. Ezutan a paraméterekbdl a regenerdcio hatékonysagara

utal6 organogén indexet (OI) szamoltunk az alabbi képlettel:
Ol= (Regeneracios %- hiperhidratacios %) X hajtasszam/100.

Ez a szamitas Famiani et al. (1994) altal kidolgozott organogén indexen alapul, azzal a
kiilonbséggel, hogy a hajtashosszt mi kizartuk, mert abban nem taldltunk szignifikans kiilonbséget,
azonban a hiperhidrataciés %-ot beépitettiik az indexbe, mivel ennek a mindségi hajtasok

A masodik kisérletsorozatban a kiilonboz6 citokinineket tartalmazo taptalajokon torténd
regeneraciot értekeltiik, a regeneracios képesség vizsgalata az el6zd kisérletsorozatban ismertetett
szerint tortént.

A gyokeresitési kisérletekben kezelésenként 30 hajtast figyeltink meg, a hajtasonkénti
gyokerek szamat és a gyokerek hosszat (mm), a gyokeresedési szazalékot, az akklimatizacid soran

pedig a tulélési aranyt felvételeztiik.

3.3.2. Statisztikai értékelés

Az adatokat egytényezds varianciaanalizissel értékeltitk SPSS 9.0 for Windows programcsomag
segitségével. Ezt kovetden egy adott citokinin tipuson beliil a kiilonb6z6 koncentraciok hatdsdnak
kimutatasara (a kozépértékek Osszehasonlitasara) a homogén csoportok képzése Tukey-teszttel
tortént. Abban az esetben, amikor az dsszes kezelést egyiitt értékeltiik és egy adott kontrollhoz
hasonlitottuk a kezeléskombinacidkat, a legkisebb szignifikans kiilonbség (LSD) alapjan t6bbszoros
Osszehasonlitassal mutattuk ki a kontrolltdl szignifikdnsan eltérdé kozépértékeket. Mindkét esetben a
statisztikailag jelent6s kiilonbségeket 95%-0s valdszinliségi szinten mutattuk ki (a hiba
valoszinlisége p<0,05). A szdzalékos értékek a statisztikai 6sszehasonlitas eldtt atestek egy ’Arcsin’

transzformacion, a tablazatokban az eredeti értékek vannak kozolve.
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A gyokeresedési kisérletek adatait egytényezés varianciaanalizissel értékeltik SPSS 9.0 for
Windows programcsomag segitségével. Ezt kovetden a homogén csoportok képzése Tukey-teszttel
tortént.

A statisztikai értékelések ANOVA tablazatai, valamint a Post-Hoc tesztek eredménytablazatai a
mellékletben talalhatok (M3/1/1-M3/23/3 tablazatok). A kisérlet-sorozat sematikus abrazolasa az 8.

abran lathato.

2. KISERLET
Citokininek hatasa a

1. KISERLET
Citokininek hatasa az

elokezeld taptalajban regeneracios taptalajban

8 . |

Hajtasok el6-kezelése 3 hétig

TESZTELT CITOKININEK: Hajtasok elékezelése 3 hétig
-Citokinin-mentes a legjobb taptalajon

-BA, BAR, TOP, KIN
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/l

-BA 0,5 mg/I+TOP vagy
KIN 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg/I

N

{

Regeneracios taptalajok:

Tesztelt CITOKININEK:
REGENERACIO HISZTOLOGIAI (1.34-23.0 pM)
BA 5,0 mg/l taptalajon VIZSGALATOK -TDZ
-KLASSZIKUS
CITOKININEK:
szabad (BA, TOP,
KIN, ZEA)
ﬂ ribozidok (BAR,
TOPR, KINR,
ZEAR)

A legjobb  elékezelések  Kkivalasztasa

KISERLETHEZ

8. abra. A két kisérletsorozat sematikus abrazolasa
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4. EREDMENYEK

4.1. Az elokezelések hatasa a hajtasregeneraciora
4.1.1. Az elokezelések hatdasa az explantiatumonként regenerdlt hajtasok szamdra

Az ’M26’ alanynal a legnagyobb hajtasszamot (explantaitumonként 3,83) a 0,5 mg/l BAR-t
tartalmazo eldkezeld taptalaj utdn kaptunk, a 2,0 mg/l toménységli BAR azonban mar jelentds
csOkkenést okozott (9. dbra). A citokininmentes (kontroll) kezelés atlaganal (3,4) jelentdsen kisebb
hajtasszamot kaptunk a TOP, a BA valamint a BA+TOP 6sszes koncentracidjaval. A BAR ¢s KIN
csak a legnagyobb toménység (2,0 mg/l) alkalmazasaval okozott jelentés csokkenést a hajtasok

szamaban.

‘M26'

mi . b kontr.atl. 3,4

a* b b
ST p_aa a| ] T o
2,5 1 b* N e —

2 1T ab* ar a*

b* b*

1,5 +H a

Hajtas/explantatum (db)

TOP BA BAR KIN BA+TOP BA+KIN

|I 10,5 11,0 [ 11,5 [ 12,0 mg/l = kontr.atl. | El6kezelé taptalajok citokinin-tartalma
- J

9. abra. Az el6kezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara "M26’ alanynal. Egy adott citokinin
tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6 értékeket eltérd betlik jeldlik, mig a
csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 1,81 db)

Egy adott citokinin tipuson beliil a kiilonb6zé koncentraciok nem eredményeztek jelentds
kiilonbségeket a TOP ¢s a BA+TOP kezelések esetében, mig a KIN és a BA+KIN esetében 2,0 mg/1
toménység jelentdsen csokkentette a regeneralt hajtdsok szamat a kisebb koncentraciokhoz képest.
A BA ¢és a BAR eldkezelések esetén a koncentracid ndvelése szintén a hajtdsok szdmanak
csokkenését okozta, a legkisebb (0,5 mg/l) és a legnagyobb (2,0 mg/l) koncentracié kozotti

kiilonbségek szignifikansak.
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A ’Freedom’ fajtara kisebb hajtasszdm volt jellemzd, mint az "M26’-ra (10. abra). A legtobb
regeneralt hajtast (explantatumonként 2,5) akkor kaptuk, amikor az elékezeld taptalaj a BA mellett
1,5 mg/l TOP-ot tartalmazott. Ez az el6kezelés a kontroll atlaghoz (1,85) hasonlitva jelentds
novekedést okozott a hajtasszamban.

A TOP, a BA valamint a BA+KIN jelenléte azonban csokkentette a regeneralt hajtasok szamat,
bar nem minden esetben szignifikansan. 0,5 és 1,5 mg/l BAR alkalmazasaval a kontrollhoz hasonld

eredményt kaptunk, mig az 1,0 és 2,0 mg/1 jelentdsen csokkentette a hajtasszamot.

'Freedom’

b* kontr.4tl. 1,9

D
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(919 (2195 10]
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Hajtas/explantatum (db)
N
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TOP BA BAR KIN BA+TOP BA+KIN

30,5 E31,0 E31,5 12,0 mg/l = kontr.itl. | Elgkezeld taptalaj citokinin-tartalma
N J

10. abra. Az elkezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara *Freedom’ fajta esetében.

Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikdnsan (p<0,05) kiilonbozd értékeket eltérd
betlik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelések atlagatél mutatnak jelentds eltérést

(s = 0,902 db)

Egy citokinin tipuson beliil a koncentraciok nem okoztak jelentds kiilonbségeket a TOP, a BA
valamint a BA+KIN eldkezelések esetén. A KIN alkalmazésakor a 2,0 mg/l toménység jelentdsen

csokkentette a regeneralt hajtasok szdmat a 0,5 mg/l tdménységhez képest.

A ’Royal Gala’ fajtaval legnagyobb explantdtumonkénti hajtasszamot (8,9) a 0,5 mg/l TOP-

tartalmu taptalajon torténd eldkezelés utan kaptunk, az 1,0 mg/l koncentracié kivételével minden
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TOP elokezelés szignifikansan nagyobb hajtasszamot eredményezett, mint a kontroll kezelés atlaga
(5,42) (11. abra). Jelent6sen novelte a hajtasok szamat az eldkezelésben alkalmazott 0,5 mg/l BAR,
valamint a BA+2,0 mg/l TOP kezelés.

A KIN jelenléte az elokezeld taptalajban kedvezdnek bizonyult: minden tdménység jelentdsen
megnovelte a regenerdlodott hajtdsok szamat. A KIN kedvezd hatdsa a BA-val torténd
kombinacioban nem fejez6dott ki, amennyiben a BA-t 0,5 mg/l-nél nagyobb KIN toménységgel
kombindltuk, a hajtasok szama jelentésen csokkent. A 0,5 mg/l-nél nagyobb BAR és a 1,5 mg/1-nél

kisebb BA koncentracio jelent6s csokkenést okozott a regeneralt hajtasok szamaban.

4 N\
'Royal Gala’
§ 10 " .
g 971 —
=
;g 8 T a_* ax b*
S 7 1 * ] —
= K1 EL c* a*| IR kontr.atl. 5,4
@ 6717 a_a — B N
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£ O a~ ] b b~ S [ e
o 4 1 ] Fudl R
3 L ||
2 4 |
1 4 |
0 T T T T T
TOP BA BAR KIN BA+TOP BA+KIN
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11. abra. Az el6kezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara "Royal Gala’ fajtanal.
Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonboz6 értékeket eltérd
betlik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelések atlagatél mutatnak jelentds eltérést

(s = 3,157 db)

A TOP ¢és a BA esetében a kiilonb6z0 koncentraciok nem okoztak jelentds eltéréseket a
hajtasok szamaban. A BAR eldkezelések koziil a 0,5 mg/l alkalmazéasa adta a legjobb eredményt,
mig a KIN eldkezelések koziil a 1,5 mg/l bizonyult optimalisnak. A kettds citokinin el6kezelések

koziil a BA+2,0 mg/l TOP, illetve a BA+0,5 mg/l KIN eredményezték a legtobb regeneralt hajtést.
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A "Husvéti rozmaring’ fajta esetében a legtobb hajtas (explantdtumonként 3,3) abban az esetben
regeneralddott, amikor az el6kezeld taptalaj KIN-t tartalmazott 1,5 mg/l tdménységben, ez az érték
szignifikansan nagyobb volt, mint a kontroll kezelés atlaga (2,33) (12. abra). Az 1,0 mg/l KIN
elokezelés szintén jelentds hajtasszam novekedést okozott. A BA jelenléte az elokezeld taptalajban
nem befolyasolta a hajtdsok szamat, mig a TOP 0,5 mg/l koncentracidban novelte, 1,5 mg/l
koncentracioban csokkentette a hajtdsok szdmat. Az eldkezeld taptalajban alkalmazott 0,5 mg/l
BAR jelentésen csokkentette a regeneralt hajtasok szamat, mig a tobbi BAR kezeléssel a
kontrollhoz hasonld eredményt értiink el. A BA kombinacidja 2,0 mg/l TOP-al, illetve 1,5 mg/I
KIN-el a hajtasok szamanak jelent6s csokkenését eredményezte.
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12. abra. Az el6kezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara "Husvéti rozmaring’ fajtanal.

Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonbozd értékeket eltérd
betlik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelések atlagatol mutatnak jelentds eltérést

(s = 1,248 db)

Ennél a fajtanal a citokinin koncentraciok minden csopoOrtban jelentds kiilonbségeket okoztak.
A BA, a BAR ¢s KIN koncentracié novelése 1,5 mg/l koncentracidig a hajtdsok szamanak
novekedését okozta, mig a toménység tovabbi novelése (2,0 mg/l-re) mar csokkenést
eredményezett, a KIN és a BA esetében szignifikdnsan. A TOP esetében a legalacsonyabb (0,5
mg/l) koncentracié bizonyult optimalisnak, a 1,5-2,0 mg/l toménység mar jelentdsen csokkenést
okozott a hajtasok szamaban. A BA kiegészitése 0,5-1,5 mg/l TOP-al nem befolyasolta a hajtasok
szamat, azonban a TOP toménység novelése 2,0 mg/l-re mar jelentdsen cs6kkentette a hajtasok
szamat.
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4.1.2. Az elokezelések hatdasa a regenerdcios szazalékra

Az ’M26’ alany jO regeneracios képességet mutatott, az 1,0 mg/l TOP el6kezelés utan az
explantatumok 96,6%-an organogenezis tortént (13. dbra). Az "M26’ alanynal a TOP 6nmagaban
alkalmazva nem okozott eltérést a regeneracido mértékében a kontrollhoz hasonlitva, mig BA-val
kombinalva a regeneracios rata jelentds csokkenését idézte eld. Az eldkezeld taptalajban 0,5 mg/I-
nél nagyobb koncentracidban alkalmazott BA jelentdsen csokkentette a regeneracids szézalékot. A
BAR jelenléte koncentraciotdl fiiggetleniil jelentds mértékben csokkentette a regeneracios ratat. A
KIN esetében csak a 2,0 mg/l toménység mutatott jelentés gatldé hatast a regeneraciora, a kisebb
dozisokkal a kontrollhoz hasonlé eredményeket kaptunk, ugyanez a tendencia érvényesiilt abban az
esetben, mikor a BA-t kombinaltuk a KIN-el. A citokininmentes eldkezelés az "M26’ esetében nagy
regeneracids szazalékot eredményezett (kontroll 4tlag 91,93) ettdl a legjobb citokinines kezelések

nem tértek el szignifikansan.

4 "M26" I
100

kontr.atl. 91,9
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TOP BA BAR KIN BA+TOP BA+KIN
B o5 EmT1 1,5 E32,0mg/l

kontr.atl. | Fl6kezel6 taptalajok citokinin-tartalma

13. abra. Regeneracios szazalék alakulasa a kiilonboz6 el6kezelések utan *M26° alanynal. Egy
adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikdnsan (p<0,05) kiilonbozd értékeket eltérd betiik
jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelések atlagatél mutatnak jelentds eltérést

(s = 23,65%)

A kiilonboz6 citokinin koncentraciok nem okoztak jelentds eltérést a regeneracié mértékében a
TOP, a BA, a BAR, valamint a BA+TOP eldkezelések esetében, de mindegyik eredmény
alacsonyabb volt, mint a kontroll atlag (a TOP kivételével). A KIN-tartalmt elékezelésekben a
legnagyobb koncentracié (2,0 mg/l) jelentds gatld hatasa volt kimutathatd, mind 6nmagédban, mind

a BA-val kombinalva.
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A ’Freedom’ fajta mar joval kisebb mértékli regeneracids kapacitassal rendelkezik (14. ébra),
mint az "M26’. A legnagyobb regeneracids szazalékot (84,7%) abban az esetben kaptuk, amikor az
elokezeld taptalaj a BA mellett 1,5 mg/l TOP-ot tartalmazott, ettél nem tért el jelentésen a
regeneracio mértéke a BA+0,5 mg/l TOP el6kezelés esetén. A BA kombinacioja 2,0 mg/l TOP-al
azonban mar jelentdsen csokkentette a regeneracid gyakorisagat. Az eldkezeld téptalajban
alkalmazott BA jelentdsen csokkentette a regeneracios szazalékot, toménységtdl fiiggetleniil. A
KIN-es eldkezelésekkel a kontrollhoz hasonlé eredményeket tudtunk elérni, a BA-val torténd
kombinacidja mar csokkentette a regeneracids ratat, ha nem is minden esetben jelentésen. A BAR-
tartalmu eldkezeld taptalajokkal szintén a kontrollhoz hasonld regeneracids szézalékokat kaptunk,
kivéve az 1,0 mg/l koncentraciot, mely a regeneracids rata jelentds csokkenését okozta. A TOP-

tartalmu el6kezeld taptalajok utan a regenerdcios szdzalékok nem mutattak jelentds eltérést a

kontrollhoz képest.
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14. abra. Regeneracios szazalék alakulasa a kiilonbozo elokezelések utan "Freedom’ fajtanal. Egy
adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6zo értékeket eltérd betlik
jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatol mutatnak jelentds eltérést

(s = 31,95%)

A kiilonb6z6 koncentraciok nem okoztak jelentds kiilonbségeket a regeneracids szazalékban a
BA, a KIN és a BA+KIN el6kezelések utan. A TOP-t tartalmazo6 eldkezeléseknél megfigyeltiik,
hogy a koncentracio ndvelésével a regeneracios rata csokkent, jelentGs eltérés azonban csak a

legkisebb (0,5 mg/l) és a legnagyobb (2,0 mg/l) koncentracid kézott volt kimutathato.
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A BA+2,0 mg/l TOP elokezelés esetén jelentdsen csokkent a regenerdcios rata a kisebb

toménységekhez képest.

A vizsgalatba bevont fajtdk koziil a legjobb regeneracids képességet a ’Royal Gala’ fajtanal

talaltuk, szamos kezelésben az explantatumok 100%-an tortént organizacio (15. abra).

A ’Royal Gala’ fajta esetében a
legkisebb értek 85% volt, amit a 0,5 mg/l
BA-t tartalmazo eldkezelés utan kaptunk,
ez a kontrollhoz képest jelentOs
csokkenésnek  bizonyult. A tobbi
citokinines kezelés a kontrollhoz hasonl6
regeneracios ratat eredményezett,

statisztikailag jelentds eltéréseket nem

mutattunk ki (16. abra).

15. abra. ’Royal Gala’ regeneralt hajtasok
1,5 mg/l BA el6kezelés utan
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16. abra Regeneracios szazalék alakulasa a kiilonboz6 el6kezelések utan "Royal Gala’ fajtanal. A
csillaggal jelolt érték a citokininmentes (kontroll) elékezelések atlagatol mutat statisztikailag

(p<0,05) jelentds eltérést (s = 11,496).
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A "Husvéti rozmaring’ fajta abban az esetben érte el a legnagyobb regeneracios ratat (94,9%)
amikor az eldkezeld taptalaj KIN-t tartalmazott 1,5 mg/l toménységben (17. abra), ez a kiilonbség a
kontrollhoz (65,5%) viszonyitva szignifikdnsnak bizonyult. Az el6kezelések koziil a 0,5 és 1,0 mg/1
TOP, a 1,5 mg/l BAR, az 1,0 mg/l KIN valamint a BA+0,5 mg/l KIN szintén jelentds novekedést
okoztak a regeneracio mértékében. Legkisebb volt a regeneracios gyakorisag (40% alatti) amikor az
elokezeld taptalaj 1,5 mg/l BA-t, illetve a BA mellett 1,5 mg/l KIN-t tartalmazott, ezek a kezelések
a kontrollhoz képest jelentés mértékii gatlast okoztak. A tobbi BA koncentracidval, az 6sszes BAR
kezeléssel, illetve az 1,0 mg/l-nél nagyobb TOP koncentraciokkal a kontrollhoz hasonlé

eredményeket kaptunk. A BA+TOP kezelések szintén nem befolyasoltdk a regeneracios szézalékot.
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17. abra. Regeneracios szazalék alakulasa a kiilonboz6 el6kezelések utan *Husvéti rozmaring’
fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6
értékeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatol mutatnak
jelentds eltérést (s = 26,7%)

A KIN- koncentracido novelése az elokezeld taptalajban 1,5 mg/l-ig novelte a regeneraciot
mutato explantatumok aranyat, a 2,0 mg/l toménység mar csokkentette, a kiilonbségek azonban nem
voltak szignifikansak. A 1,5 mg/l feletti TOP koncentracié jelentOsen csokkentette a regeneracios
szézalékot. A novekvd KIN koncentraci6 a BA mellett alkalmazva (1,5 mg/l-ig) csokkentette a

regeneracios ratat, a tovabbi emelés (2,0 mg/l-re) mar nem okozott jelentds valtozast.
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4.1.3. Az elokezelések hatdasa a hiperhidratalt hajtasok aranydra

Habar az "M26’ alany jo regeneracios képességet mutatott, a regeneralt hajtasok kozott gyakran
eléfordult a hiperhidratacié jelensége (18. abra). Ennél a genotipusnal a TOP 1,5 mg/l-nél kisebb
koncentracioban, a BA 0,5 mg/I-nél nagyobb koncentracioban, illetve a BAR minden toménységben
jelentésen csokkentette a hiperhidratalt tenyészetek szamat. Az elékezeld taptalajban 1évé 2,0 mg/l
alatti KIN-tartalom jelent6sen novelte a hiperhidratalt tenyészetek aranyat, mig a 2,0 mg/1 jelentds
mértékii csokkenést okozott. Ugyanez a tendencia lathatdo abban az esetben, amikor a BA-val
kombinaltan alkalmaztuk a KIN-t. A BA+TOP kombinaciok jelentds csokkenést erdményeztek a
hiperhidratalt tenyészetek aranyaban (kivéve a BA+1,0 mg/l TOP).

\
J

'‘M26"
100

~—~ 90

S b* b*

= 80 o=

\E 70 | b

2 & b
'S 60

&

< . a

} = T —

= — kontr.atl 33,8

=

S

[-5]

R= -

= a™ a* d a*

a* a*
x|
* a* o a* a
BA BAR KIN BA+TOP BA+KIN

1051 E31,5 82,0 mg/l =Kkontr.itl. | Elékezelé taptalaj citokinin-tartalma

J
18. abra. Hiperhidratalt tenyészetek aranya a kiilonb6z6 elokezelések utan, "M26’ alanynal. Egy

adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6zo értékeket eltérd betlik
jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatél mutatnak jelentds eltérést (s =

33,75%)

Az egyes citokininek kiilonb6z6 koncentracioi nem okoztak kiilonbségeket a TOP, a BA, a
BAR és a BA+TOP kezelésekben. Legalacsonyabb értéket (9,7%) abban az esetben kaptunk, mikor
az eldkezeld taptalaj KIN-t tartalmazott 2,0 mg/l tdménységben. Legnagyobb volt a hiperhidratalt
hajtasok aranya (85%) akkor, mikor az eldkezeld taptalaj KIN-t tartalmazott 1,5 mg/l

koncentracidban.
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A ’Freedom’ fajta kevésbé volt hajlamos a hiperhidrataciora, ennél a genotipusnal minden

elokezelés utan viszonylag kismértékben figyeltiilk meg a jelenséget (19. 4bra).

A citokinines elokezelések koziil az 1,0 és

1,5 mg/l BA, a BA+1,0 és 1,5 mg/l TOP,

valamint a BA+ 1,0 mg/ KIN jelentdsen
novelték a hiperhidraticid6 mértékét a
kontroll atlaghoz (1%) képest (20. ébra). A
TOP-o0s eldkezelések utan gyakorlatilag
nulla volt a hiperhidratdlt tenyészetek

szama, de igen alacsony (5% alatti) volt a

citokininmentes, valamint a BAR és KIN
19. abra. ’Freedom’ regeneralt hajtaskezdemény

TOP 0,5 mg/1 el6kezelés utan (x 120)

el6kezelések utan is.
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20. abra. Hiperhidratalt tenyészetek aranya a kiilonboz6 el6kezelések utan, *Freedom’ fajtanal. Egy

adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6zo értékeket eltérd betlik
jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s =

8,33%)

A legnagyobb érték a ’Freedom’ fajtanal csak 11,5% volt, abban az esetben, amikor az
elokezeld taptalaj BA-t tartalmazott 2,0 mg/l tdoménységben. A kiilonb6z6 citokinin koncentraciok

nem eredményeztek jelentds kiilonbségeket.
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A ’Royal Gala’ fajtanal a BA + 1,5 és 2,0 mg/l TOP, valamint a BA+ 1,0 mg/l KIN jelenléte az
elokezeld taptalajban jelentésen csokkentette a hiperhidratdlt tenyészetek aranyat, egyébként az

Osszes citokinines eldkezelés a kontroll atlaghoz (32,8%) hasonlé mértékii hiperhidrataciot mutatott

(21. abra).
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21. abra. Hiperhidratalt tenyészetek aranya a kiilonb6z6 elékezelések utan, *Royal Gala’ fajtanal.
Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonbo6z6 értékeket eltérd
betlik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelések atlagatél mutatnak jelentds eltérést

(s = 31,72 %)

Az onmagukban alkalmazott citokininek esetében a kiilonbozé koncentraciok nem okoztak
jelentds eltéréseket. A BA mellett alkalmazott TOP ¢és KIN nodvekvé koncentracidja a
hiperhidrataci6 csokkenését eredményezte. Ennél a fajtdnal minden eldkezelés utan talaltunk
hiperhidratalt tenyészetet, legkisebb aranyban (1,7%) a BA+TOP (1,5 és 2,0 mg/l) kezelés utan,
legnagyobb aranyban pedig a BA+0,5 mg/l KIN kezelés utan (41,2%).

A ’"Husvéti rozmaring’ fajta esetében az eldkezeld taptalaj citokinin tartalma legtobbszor
novelte a hiperhidratalt tenyészetek ardnyat (22. abra), szamos esetben statisztikailag jelentdsen

(BA 1,5 mg/l alatt, BAR 0,5 mg/I felett).
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22. abra. Hiperhidratalt tenyészetek aranya a kiilonb6z6 elékezelések utan, *Hlisvéti rozmaring’

fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6

értékeket eltérd betlik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatol

mutatnak jelentds eltérést (szoras: 31,36)

A KIN-tartalmu eldkezelések (kivéve az 1,0 mg/l), a BA+0,5-1,0 mg/l TOP, valamint a BA+2,0

mg/l TOP szintén jelentdsen novelték a hiperhidrataciéo mértékét. A TOP-tartalmu el6kezelések nem

befolyasoltak a hiperhidratalt tenyészetek aranyat a kontrollhoz (10,03%) képest (23. abra).

23. abra. "Husvéti rozmaring’ regeneralt hajtaskezdemény

TOP 0,5 mg/1 elokezeld taptalaj utan
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4.1.4. Az elokezelések hatdasa az organogén indexre (Ol)

Az M26’ alany esetében legnagyobb index értéket (2,3) a TOP 1,0 és a BAR 0,5 mg/l
elékezelés utan kaptunk, mig a legkisebbet (0,25) a BA+0,5 mg/l KIN elokezelés utan. A BA
minden toménységben, a KIN a 2,0 mg/l-nél alacsonyabb koncentraciokban, valamint a kettds

citokininek alkalmazasa csokkentették az OI-t. A 0,5 és 1,0 mg/l TOP, valamint a 0,5 és 1,5 mg/l

BAR jelenléte az eldkezeld taptalajban kedvez6 hatast mutatott (24. abra).

4 I
‘M26"
4
= 35
=)
- 3
Q o0
E 25 73 2.3 Kkontr.atl. 1,4
= - 1,8
)
=) 1,4 1,4
g 15 1,2
s
5 1]
0,5
0
TOP BAR KIN BA+TOP BA+KIN
||:| 05 =21 ==m15 mmm20mg/l kontr.atl. | Elokezeld taptalajok citokinin-tartalma
- /

A ’Freedom’ fajtanal legnagyobb OI értéket (1,88) abban az esetben kaptunk, mikor az
elékezeld taptalaj a BA mellett 1,5 mg/l TOP-ot tartalmazott. A TOP és BA koncentraciok

novelésével csokkent az Ol. A KIN 0,5 mg/l-nél nagyobb koncentracioi szintén csokkentették az

24. abra. Az Ol értékei a kiilonb6z6 elékezelések utan, ’M26’ alanynal

Ol-t (25. 4bra).
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25. abra. Az OI értékei a kiilonb6z6 elékezelések utan, *Freedom’ fajtanal
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A ’Royal Gala’ fajtanal a legnagyobb OI-t (7,71) a TOP 0,5 mg/l elékezelés utan kaptunk. A
TOP és a BAR koncentracidé emelése csokkenti az OI-t. A TOP és a KIN minden koncentracidban

nagyobb Ol-t eredményezett, mint a kontroll (26. abra).
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26. abra. Az Ol értékei a kiilonboz6 el6kezelések utan, *Royal Gala’ fajtanal

A "Husvéti rozmaring’ fajtanal az alacsony TOP koncentracio novelte az Ol-t, a koncentracid
novelésével csokkent az érték. A BA és a BAR minden toménységben csokkentette az index
értekét. A BA mellett alkalmazott TOP szintén csokkentette az indexet, kivéve, amikor 1,5 mg/l
TOP-t hasznaltunk a BA-val egyiitt. A KIN jelenléte 1,0 és 1,5 mg/l koncentracidoban, valamint a
BA-val egyiitt 0,5 mg/l koncentracioban novelte az Ol-t (27. abra).
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27. abra. Az Ol értékei a kiilonb6z6 elékezelések utan, *Hasvéti rozmaring’ fajtanal
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4.2. A regeneracios taptalaj citokinintartalmanak hatasa a hajtasregeneraciora

4.2.1. A regenerdcios taptalaj citokinintartalmdanak hatdisa az explantitumonként regenerdlt

hajtasok szamara

Az 'M26’ alanyndl legtobb regeneralt hajtas (3,2 hajtas/explantitum) abban az esetben
fejlodott, amikor az explantatumokat 6,5 mg/l BAR-t, illetve 8,0 mg/l TOPR-t tartalmaz6 taptalajon
tenyésztettiik (28. abra). A kontroll kezeléshez (5,0 mg/l BA) hasonlitva a 3,5 mg/l-nél nagyobb
BAR koncentracid, valamint a 8,0 mg/l TOPR és a TDZ 0,5; 2,0 ¢és 5,0 mg/l toménységben jelentds

novekedést okozott a hajtasok szaméban.

a
a ag & a
Tl *.
C/30,5mg/l E32,0mg/l C—33,5mg/l C—35,0mg/l 16,5 mg/l E=8,0mg/l === kontr.atl

28. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneralt hajtasok szamara "M26’

alanynal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonb6zo
értékeket eltérod betlik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/l BA)
atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 1,327 db)

A ZEA-, a ZEAR-, valamint a KIN- és a KINR-tartalmu taptalajokon a regeneralt hajtasok
szama nem érte el a kontroll atlagat (explantdtumonként 2,0 hajtas). A TDZ-, ZEA-, ZEAR- ¢és
KINR- tartalmu regenerécios taptalajok esetében a koncentraciok kozott szignifikdns kiilonbségek
nem voltak. A BA és a TOP esetében a 3,5 mg/l; a KIN esetében az 5,0 mg/l toménység bizonyult
optimalisnak. A KINR csak 3,5 mg/l-nél nagyobb koncentracidoban indukalt hajtasfejlodést.
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A ’Freedom’ fajta az 5,0 mg/l TDZ-tartalmi regenerdcios téptalajon adta a legnagyobb

hajtasszamot (1,78 hajtas explantatumonként).

A ZEA, KIN, valamint ezek ribozidjai
nem indukaltak hajtasfejlédést ennél a
fajtanal. A TOPR is csak a legnagyobb
(8,0 mg/l) koncentracioban
eredményezett hajtasfejlodést (29. abra).

29. abra. *Freedom’ regeneralt
hajtas 8,0 mg/l TOPR-t
tartalmaz6 taptalajon (x 120)

A tobbi kezelés esetében a nagyon alacsony regeneracids rata nem tette lehetdvé a hajtasok
szdmanak statisztikai értékelését. A citokininek kiilonb6z0 toménységei nem okoztak jelentds

kiilonbségeket a hajtasok szdmaban (30. abra).

/10,5 C332 33,5 15 16,5 @3 8,0 mg/l = Kkontr.atl.

30. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneralt hajtasok szamara
’Freedom’ fajtanal. Az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiillonb6z6 értékeket eltérd betiik jelolik

az 0sszes kezelésen beliil (s =0,901)

65



A ’Royal Gala’ a legkisebb (0,5 mg/l) TDZ kezelésre valaszolt a legnagyobb (11,1
hajtas/explantdtum) hajtasszdmmal, ez jelentdsen meghaladta a kontroll atlagot (4,58) (31. dbra). Az
ennél nagyobb TDZ koncentraciok mar jelentdsen csokkentették a hajtdsok szamat, sét a 6,5 mg/l

TDZ toménység mar kontrollndl is szignifikdnsan kisebb hajtasszamot eredményezett.

b akab °
a.b* * *

fll

C305C312C1350C15C16,5 38,0 mg/l = kontr.atl

31. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneralt hajtasok szamara *Royal
Gala’ fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonboz6
értekeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/l BA)
atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 2,842 db)

Az 0sszes tobbi citokinin jelentdsen gatolta a hajtasképzodést a kontrollhoz képest. Legkevésbé
hatékony citokinin a fajta szamara a KIN ¢és ribozidja, valamint a ZEA és ribozidja. A TOP, ZEA
valamint a ribozidjaik esetében a toménység emelésével a hajtasszam novekedése Vvolt
megfigyelhetd, bar a ZEAR és KINR esetében nem voltak jelentdsek a kiilonbségek.

BA alkalmazasakor az 5,0 mg/l toménység (tulajdonképpen a kontroll kezelés) bizonyult
optimdlis doézisnak, a kisebb (0,5 és 2,0 mg/l) BA koncentracidk jelentds csokkenést okoztak a

hajtasszamban.
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A ’Husvéti rozmaring’ fajtanal legnagyobb hajtasszamot (3,1 hajtas/explantditum) a BAR 6,5
mg/l alkalmazasaval értiik el, de hasonl6 hajtasszamot (2,9/explantatum) kaptunk a BA 3,5 mg/I és
a BAR 5,0 mg/l esetében is (32. dbra). A TDZ hasznalataval maximum 2,5 hajtast nyertiink
explantatumonként, a kiilonb6z6 TDZ koncentracidk kézott nem voltak kiilonbségek, azonban a 0,5

mg/l TDZ-t tartalmaz6 taptalajon a kontroll atlaganal jelent6sen kevesebb hajtas fejlodott az

explantatumokon.

3052 [C135C5C6,5 38,0 mg/l = Kontr.atl.

32. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneralt hajtasok szamara *Husvéti
rozmaring’ fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikdnsan (p<0,05)
kiilonboz6 értékeket eltérd betlik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/1
BA) atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 1,285 db)

A BA kezelések koziil a 3,5 mg/l toménység adta a legjobb eredményt, a kontroll atlaghoz
képest azonban csak a 0,5 és a 6,5 mg/l tdoménység okozott jelentds csokkenést a hajtasok
szamaban. A BAR koncentracio novelése 6,5 mg/l-ig a hajtasok szamanak szignifikans novekedését
eredményezte, a tovabbi novelés 8,0 mg/l-re mar jelentés csokkenést okozott. A TOP szint
novekedésével kissé novekedett a hajtasszam, a 6,5 mg/l mar jelentés novekedést eredményezett a
3,5 mg/l koncentracidhoz hasonlitva. A kezelések tobbségében a kontroll atlaga alatti hajtasszamot
kaptunk, bar nem minden esetben volt szignifikans a kiilonbség. Legkevésbé hatékonyak a KIN és
ZEA valamint a ribozidjaik és a TOPR voltak.
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4.2.2. A regenerdcios taptalaj citokinintartalmanak hatdsa a regenerdcios szazalékra

Az ’M26’ alany a legnagyobb regeneracios aranyt (84,9%) a BAR 8,0 mg/l regeneracios
taptalajon mutatta (33. abra). Ennél a genotipusnal szamos vizsgalt citokinin kezelés a kontrollnal
1ényegesen jobbnak bizonyult: a TDZ 0,5 mg/l, a BA 2,0-3,5 mg/l, a BAR 5,0 mg/| felett, TOP 3,5-
5,0 mg/l, s6t még a ZEAR is 6,5 mg/l toménységben a regeneracios szazalék jelentds novekedését
eredményezte. A ZEAR tobbi koncentracidja, a ZEA 5,0 mg/l alatti toménységben, a 0,5 mg/l BAR,
a TOP 3,5 mg/l alatt, valamint a KIN minden toménységben a regeneracios rata jelentds mértéki

csokkenését okozta.
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33. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneracios ratara "M26’ alanynal.
Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiillonbozo értékeket eltérd
betiik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/l BA) atlagatol mutatnak
jelentds eltérést (s = 30,613%)

A BAR ¢és TOPR koncentracio csokkenésével csokkent a regeneracios szazalék, mig a TDZ
esetében a koncentracidé novekedésével csokkent a regeneracios rata. A kiilonbozé BA, TOP, ZEA
és ZEAR toménységek szintén jelentds kiillonbségeket eredményeztek a regeneracido mértékében:
optimalis szinteknek a BA 2,0 mg/l, a TOP 3,5 mg/l, ZEA 5,0 mg/l, valamint ZEAR 6,5 mg/I
bizonyultak. A KIN és KINR esetében alacsony regeneracios szazalékokat kaptunk, ez utdbbi az

alacsonyabb (0,5-3,5 mg/l) koncentraciokban nem indukalt hajtasregeneraciot.
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A ’Freedom’ fajtanal az 5,0 mg/l TDZ kezeléssel értiik el a legnagyobb regeneraciods szazalékot
(59,7%), mig a ZEA, KIN és ezek ribozidjai, valamint a TOPR 8,0 mg/I-nél kisebb koncentraciéban
nem indukaltak organogenezist (34. abra). Alacsony volt a regeneracids rata a BA- és BAR-

tartalmt regeneracios taptalajokon is.
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34. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneracios ratara ’Freedom’
fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6
értékeket eltéro betiik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/l BA)
atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 12,526%)

A ’Freedom’ fajtanal a TDZ 0,5; 3,5 és 6,5 mg/l koncentracio jelentdsen megndvelte a regeneracios
szézalékot a kontrollhoz (11,4%) képest, mig a BA 5,0 mg/] alatti koncentraciok, valamint a BAR,

TOP és TOPR kezelések jelentds csokkenést okoztak a regeneracios ratdban.

A ’Royal Gala’ fajta 100% regeneracids ratat ért el a 2,0 és 3,5 mg/l TDZ-t tartalmazé
regeneracios taptalajon, azonban ez az eredmény nem tért el jelentdsen a kontroll kezeléstol
(94,9%). A kezelések tobbsége kisebb hatékonysagh volt, mint a kontroll: a 0,5 mg/l BA, a BAR
3,5 mg/l alatt és 6,5 mg/1 felett, a TOP szinte minden toménységben, a TOPR 6,5 mg/l alatt, a ZEA,
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KIN ¢és KINR minden koncentracioban, valamint 8,0 mg/l alatti ZEAR kezelések a regeneracios

rata jelentOs csokkenését okoztak (35. abra).
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35. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a regeneracios ratara *Royal Gala’

fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6
értekeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/l BA)
atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 38,433%)

A kiilonbozé TDZ szinteket Osszehasonlitva csak a legnagyobb (6,5 mg/l) koncentracid
csOkkentette a regeneraciét mutatd explantitumok aradnyat jelentdsen. A BA, TOP, ZEA, KIN,
TOPR, ZEAR koncentraciok novekedésével névekedett a regeneracios szazalék. A BAR
alkalmazasa soran a 3,5-6,5 mg/l koncentraci6 tartomany eredményezte a legnagyobb regeneracios

szazalékot. A ZEA, KIN és KINR 0,5 mg/l toménységben nem indukalt organogenezist.

A ’Husvéti rozmaring’ fajta szamara leghatékonyabb regeneracios taptalajnak a kontroll kezelés
bizonyult: a BA 5,0 mg/l koncentracioval értiik el a legnagyobb regeneracios szazalékot (81,5%), a
tobbi citokinin ennél jelentésen kisebb regeneracids ratat adott. Alacsony regeneracids ratat
figyeltiink meg a TOP- és TOPR-tartalmu taptalajokon, a ZEA, ZEAR és KINR csak elvétve

indukaltak organogenezist (36. dbra). A KIN-tartalmu taptalajokon nem tdrtént organogenezis.
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36. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatdsa a regeneracios ratara *Husvéti
rozmaring’ fajtanal. Egy adott citokinin tipuson belill az egymastol szignifikansan (p<0,05)
kiilonbozd értékeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/1
BA) atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 27,664%)

A BA ¢és a BAR (37. abra) koncentracid
emelése 0,5 mg/l-rél 2,0 mg/l-re jelentdsen
novelte a regeneracios ratat. A TOP esetében a
6,5 mg/l toménység ndvelte jelentdésen a
regeneracios szazalékot a kisebb

koncentraciokhoz képest.

37. abra. "Husvéti rozmaring’ hajtasregeneracio

3,5 mg/l BAR-tartalmu taptalajon (x120)
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4.2.3. A regenerdcios taptalaj citokinintartalmanak hatdsa a hiperhidratalt tenyészetek aranydra

Az *M26’ alanyndl a hiperhidratalt tenyészetek aranya a 0,5 mg/l TDZ-tartalmu taptalajon volt
a legnagyobb (59,8%). A 3,5 mg/l-nél nagyobb TDZ koncentraciok alkalmazasanal jelentGsen
lecsokkent ez az ardny. Amennyiben a regeneracios taptalaj BAR-t tartalmazott a koncentracid
novekedésével nott a hiperhidratacio mértéke. A KIN-t tartalmazé taptalajon egyaltalan nem fordult
eld hiperhidratélt tenyészet, és nagyon alacsony volt ezek aranya a TOP, TOPR, ZEA és KINR-t

tartalmazo regeneracios taptalajokon (38. abra).
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38. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara
’M26’ alanynal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastdl szignifikansan (p<0,05) kiilonb6z6
értékeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/l BA)
atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 21,295%)

A TDZ 6sszes toménységben, a BA 2,0 mg/l, a ZEAR 6,5 mg/l koncentracioban, valamint a 3,5
mg/l feletti BAR dézisok jelentdsen novelték a hiperhidratacio mértékét. Nem volt kiilonbség a
koncentraciok kozott a hiperhidratalt tenyészetek aranyaban a TOP, a TOPR, a ZEA és a KINR-t

tartalmazo regeneracios taptalajokon.

A ’Freedom’ fajtanal a legtobb hiperhidratalt tenyészetet (23,1%) az 5,0 mg/l TDZ-t tartalmazo
taptalajon kaptuk, csekély mértékben (1,6%) el6fordult még hiperhidratacié a 6,5 mg/l TDZ- és a
2,0 mg/l BA-tartalmu taptalajon. Az Osszes tobbi kezelésben nem fordult el6 hiperhidratalt

tenyészet.
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A ’Royal Gala’ fajtanal a regeneracids taptalaj TDZ tartalma minden koncentracidban
jelentésen megnovelte a hiperhidratalt tenyészetek aranyat a kontrollhoz (13,1%) képest.
Legnagyobb volt a hiperhidratacié mértéke (88,2%) a 2,0 mg/l TDZ-t tartalmazé taptalajon (39.
abra). Joval kisebb volt a hiperhidratacié mértéke az egyéb citokinint tartalmazo regeneracios
taptalajokon. Az 5,0 mg/l alatti BA és TOPR toménységek esetén, valamint a KIN-t és KINR-t

tartalmazo regeneracios taptalajokon nem talaltunk hiperhidratalt tenyészetet (40. dbra).
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39. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara
’Royal Gala’ fajtanal. Egy adott citokinin tipuson belill az egymastol szignifikansan (p<0,05)
kiilonbozd értékeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontroll kezelés (5,0 mg/1
BA) atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 24,572%)

40. abra. ’Royal Gala’ regeneralt hajtasok. A: Hiperhidratalt hajtasok, melyek 0,5 mg/l TDZ-t
tartalmazd taptalajon fejlodtek. B: Normalis, 6,5 mg/l TOPR-t tartalmazé taptalajon
fejlédott hajtasok
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A ’Husvéti rozmaring’ fajtdnal a 6,5 mg/l BA-t tartalmazd regenerdcios taptalajon volt
legnagyobb a hiperhidratalt tenyészetek aranya (61,5%) ez jelentésen nagyobb volt, mint a kontroll
kezelésben tapasztalt arany (46,6%) (41. dbra). A TDZ-t tartalmazd téptalajokon a kontrollhoz
hasonlé hiperhidratacids aranyt talaltunk, a koncentraciok kozott nem volt jelentds kiilonbség. A
TOP-, TOPR- és ZEAR-tartalmu taptalajokon csekély mértéki hiperhidrataciot figyeltiink meg, mig
a ZEA, KIN és KINR téaptalajokon egyaltalan nem volt ilyen tenyészet.
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41. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara
"Husvéti rozmaring’ fajtanal. Egy adott citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan
(p<0,05) kiilonbozo értekeket eltérd betiik jelolik, mig a csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelés
(5,0 mg/l BA) atlagatol mutatnak jelent6s eltérést (s = 23,03%)

Megkozelitéleg a tenyészetek 1/3-a  volt
hiperhidratalt a BAR 3,5-6,5 mg/l koncentracid
tartomanyban, mig a BAR-t ennél kisebb ¢&s
nagyobb mennyiségben tartalmazd taptalajokon

nem jelentkezett hiperhidratacio (42. abra).

42. abra. *"Husvéti rozmaring’ hajtasregeneracio

2,0 mg/l BAR-t tartalmazo taptalajon (x120)
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4.2.4. Az organogén index alakuldsa a kiilonbozo citokinint tartalmazo regenerdcios taptalajokon

Az ’M26’ alanynal a legnagyobb indexértéket (1,74) a 8,0 mg/l TOPR-t tartalmazo
regeneracios taptalajon értiik el, ezenkiviil a kontroll atlag (0,9) feletti értékeket kaptunk még a 3,5
mg/l BA-t, 3,5 mg/l feletti BAR-t, valamint a 3,5 és 5,0 mg/l TOP-t tartalmazé regeneracios
taptalajokon. A KIN ¢és ZEA, valamint ezek ribozidjai alacsony OI-t eredményeztek (43. abra).
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43. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalméanak hatasa az organogén index (OI) értékeire

’M26’ alanynal

crer

meg, kiilonbozo taptalajokon. A feltiintetett napok szama azt az idGtartamot jelenti, amely a 3 hetes
sotét iddszakot kovetd fényre helyezéstdl eltelik. Az abran is lathato a kapott eredmények egy része:
a TDZ-t tartalmaz6 taptalajon, kissé hiperhidratalt hajtasok lathatok, mig a BAR- és KIN-tartalmu
taptalajon egészségesek a hajtasok. A BAR-t és TDZ-t tartalmaz6 taptalajon az explantadtumon
szamos hajtas fejlodott, mig a KIN-t tartalmazo regeneracios taptalajon csak egy hajtas lathat6 az
explantatumon, ez utobbi taptalaj esetében lathatod, hogy a regenerdcios folyamatok is lassabban

torténtek, mint a masik két regeneracios taptalajon.
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1. nap

3. nap

7. nap

9. nap

12. nap

15. nap

2,0mg/l TDZ

6,5 mg/l BAR

5,0 mg/l KIN

(x120, x 60)
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A ’Freedom’ fajtanal legnagyobb OI-t (0,65) az 5,0 mg/l TDZ kezeléssel értiik el, ennél a

fajtanal egyetlen esetben sem kaptunk 1,0 feletti értéket (45. abra). Alacsony OI értékeket kaptunk a
BA, BAR, TOP ¢és TOPR-t tartalmazo taptalajokon, mig a ZEA-, ZEAR-, KIN- és KINR-tartalmt

regeneracios taptalajokon egyaltalan nem tortént organogenezis (46. abra).

45. abra. ’Freedom’ hajtasregeneracio A: 5,0 mg/l BAR, B: 5,0 mg/l TDZ taptalajon (x 60)
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46. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa az organogén index (OI) értékeire

"Freedom’ fajtanal
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A ’Royal Gala’ fajta a legkisebb (0,5 mg/l) TDZ koncentraciot tartalmazd regeneracios
taptalajon kiugréan nagy (7,0) OI értéket mutatott, mig a TDZ-t nagyobb toménységben tartalmazé
taptalajokon joval alacsonyabb értékeket kaptunk. Az Osszes tobbi citokinin kezelés azonban a

kontroll atlag (3,75) alatti OI értéket ért el (47. 4bra).

47. abra. ’Royal Gala’ hajtasregeneracio A: 0,5 mg/l TDZ, B: 3,5 mg/l BA, C: 6,5 mg/l KIN, D:6,5

mg/l TOPR taptalajokon
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48. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa az organogén index (OI) értékeire

’Royal Gala’ fajtanal
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A BA és a BAR alkalmazasanal a 3,5-6,5 mg/l koncentracié tartomannyal lehetett a legjobb Ol
értékeket elérni, a TOP, TOPR, ZEA ¢és a ZEAR, valamint a KINR esetében a koncentracio

novekedésével nott az Ol értéke (48. abra).

A ’Husvéti rozmaring’ fajtaval alacsony Ol értékeket kaptunk, a legnagyobb (1,18) OI érték a
3,5 mg/l BA-t tartalmazo regeneracios taptalajra volt jellemzd. Az Gsszes tobbi kezelésnél a kontroll
atlaga (0,95) alatt volt az OI értéke, legtobb kezelésnél még a 0,5-t sem érte el. A ribozidok,
valamint a ZEA nagyon alacsony Ol-t eredményeztek (49. abra).
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49. abra. Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa az organogén index (OI) értékeire

"Husvéti Rozmaring’ fajtanal
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4.3. Elokezelések hatasa az in vitro alma levelek szovettani szerkezetére

Citokininmentes el6kezeld taptalajon fejlédott alma levél szerkezetére jellemzd volt, hogy az
epidermisz egyrétegi, sejtjei szorosan egymashoz zarddnak, szintesteket tartalmaznak. Fdleg a felso
epidermisz sejtjeiben figyelheték meg nagy vakuolumok és a sejtfalak mentén vékony plazmabélés.

A sejtfalak vastagsaga minden oldalon nagyjabol azonos, az abaxialis epidermiszen
nagyszamban talalhatok sztémdak, melyek az epidermisz szintjében allnak és nagyrészt zartak. A
mezofillum paliszad és szivacsos parenchimdra kiiloniil.

A paliszad parenchima egy sejtrétegli, sejtjei szorosan allnak, megnyult alaktiak és sok
szintestet tartalmaznak. A szivacsos parenchimat a nagy intercellularis jaratok uraljak, a mezofillum

két szovettdja érintkezésében jol fejlett szallitoszovet rendszer figyelheté meg (50. abra).

Adaxialis (szini)
epidermisz

Paliszad
(oszlopos)
parenchima

Edénynyalab

Szivacsos

(spongyi)
parenchima

Abaxialis
(fonaki)

I epidermisz
Sztéma
(légcsere nyilas)

50. abra. Citokinin-mentes taptalajon fejlodott levél keresztmetszeti képe (x400)

Amennyiben az elékezeld taptalaj metatopolint tartalmazott az abaxialis és adaxialis epidermisz
kozott alig volt kiilonbség, az abaxialis epidermiszen nagyon kevés és fejletlen, nagyrészt nyitott

sztoma talalhatdo. A mezofillum nagyon kompakt szerkezetli, a mezofillum sejtek egymashoz
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szorosan zarddnak, intercellularis jaratok nem figyelhetok meg. A parenchima sejtjeiben siirii
citoplazma lathato, a szallitonyalabok is kevésbé fejlettek. 0,5 mg/l TOP alkalmazasakor még két
soros paliszad parenchima fejlédik, a TOP koncentracio emelkedésével azonban a mezofillum egyre
homogénebbé valik, a paliszad és a szivacsos parenchima alig kiilonithetd el.

A legnagyobb vizsgalt TOP koncentracid (2,0 mg/l) esetében azonban a levél mar
differencidltabb struktGrat mutatott: a két sejtsoros paliszad és a szivacsos parenchima jol
elkiilonithetd, a szivacsos parenchimaban intercellularis jaratok lathatdak, és a szallitonyalabok is

fejlettebbek (51. abra).
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51. abra. A TOP hatasa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: kontroll
(citokininmentes), B: 0,5mgl? C:1,0mgI™?, D: 1,5 mg 1™, E: 2,0 mg I'* TOP-tartalm taptalajon
fejlodott levelek keresztmetszeti képe (x400)
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Benziladenint tartalmazé el6kezel6 taptalajon fejlodott levelek esetében az adaxialis és
abaxidlis epidermisz egy-egy sejtrétegli, egymastdl megkiilonboztethetd. Az abaxiélis epidermisz
sejtjei szintesteket tartalmaznak, sztémai foként nyitottak és a BA koncentracié emelkedésével
egyre nagyobb ardnyban emelkednek az epidermisz szintje f6lé. A paliszad parenchima két sejtsora
kisebb BA koncentracional (0,5 és 1,0 mg/l) jol lathatd, nagyobb BA koncentracioknal mar csak
egy sejtsor figyelhetd meg. A szivacsos parenchima intercellularis jaratai sokkal kisebbek, mint a
citokinin-mentes taptalaj esetén. A taptalaj BA-tartalmanak emelkedésével az epidermisz sejtek

vakuolizaltsaga nd, a parenchima sejtek egyre jobban legdmbdlyddnek (52. abra).

52. abra. A BA hatasa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: kontroll (citokininmentes),
B:0,5mgl?, C:1,0mgl? D: 1,5mgl? E: 2,0 mg ™ BA-tartalmu taptalajon fejlddott levelek
keresztmetszeti képe (x400)
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A benziladenint kiegészitve 0,5 mg/l metatopolinnal megfigyelhet6, hogy a levelek
vastagabbak, mint a TOP egyediili alkalmazasakor, az epidermisz ¢és a mezofillum sejtek
gombolydedek, a sejttérfogat nagyobb, a sejtek vakuolizaltsaga nagymértékii, csak vékony
plazmabélés lathato, a sztomak altalaban nyitottak. A szivacsos parenchimdban nagy intercelluléris
jératok vannak. 1,0 mg/l TOP alkalmazasakor a sejttérfogat csokken €s az intercellularis jaratok is
kisebbek. A legjuvenilisebb szerkezet 0,5 mg/l BA és 1,5 mg/l TOP egyiittes alkalmazasakor
figyelhetd meg: a sejtek térfogata még kisebb lesz, a vakuolizaltsdg mértéke is csokken, az

intercellularis jaratok kicsik vagy hianyoznak (53. 4bra).
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53. abra. BA és TOP egyiittes hatasa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: kontroll
(citokininmentes), a tbbi képen: 0,5 mg I BA mellett alkalmazott B: 0,5 mg I}, C: 1,0 mg I, D:
1,5mg I, E: 2,0 mg I'* TOP-tartalmi taptalajon fejlédott levelek keresztmetszeti képe (x400)

Sztoma alig lathatd az als6 epidermiszen, €s azok is zartak. A legnagyobb TOP koncentracional
mar kétsoros a paliszdd parenchima, a mezofillum sejtek gombolydedek, vakuolizaltabbak, az

intercellularis jaratok nagyobbak.
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Abban az esetben, ha az el6kezeld taptalaj kinetint tartalmazott, mind az epidermisz, mind a
mezofillum sejtek térfogata nagy, a sejtek vakuolizaltak, vékony citoplazmabéléssel. A legkisebb
alkalmazott KIN koncentracional (0,5 mg/l) a legkifejezettebb a mezofillum dezorganizaltsaga. A
mezofillum sejtjei gdbmbolydedek, az egy sejtsoros paliszad parenchima elkiilonithetd, de sejtjei
kozott nagy intercellularis rések figyelhetok meg, a szivacsos parenchima alig tartalmaz sejteket,
koztiik hatalmas intercellularis iiregek talalhatok. Az abaxialis epidermiszen strlin helyezkednek el

az epidermisz szintjébdl kiemelkedd sztomak (54. abra).

54. abra. KIN hatasa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: kontroll (citokininmentes),
B:0,5mgl™* C:1,0mgI™* D:1,5mg 1™ E: 2,0 mg I KIN-tartalmu taptalajon fejlédott levelek
keresztmetszeti képe (x400)

crer

de a nagymértékli vakuolizaltsag tovabbra is jellemz0 maradt. A sejtek kevésbé legombolyitettek,
csokkent az intercelluldris jaratok mérete és elkiilonithetdvé valt a paliszdd parenchima maésodik
sejtsora is, az abaxidlis epidermiszen 1évé sztomak az epidermisz szintjében allnak, kicsik és

gyakoriak a sztdbma anyasejtek.
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A benziladenin és kinetin egyiittes alkalmazasakor a levelek mezofilluma keskenyebb volt és a
sejtek mérete a KIN kezeléshez képest csokkent. Jellemz6 a sejtek vakuolizéltsaga €s a szivacsos
parenchima sejtjei gdmbolydedek sok sejtkozotti jarattal. A legkisebb KIN koncentracionél a
paliszdd parenchima egy, nagyobb KIN koncentracional két sejtsoros, sejtjei nem érintkeznek
szorosan, koztiik intercellularisok lathatéak. A szivacsos parenchima kevés, gdmbolyded sejtbdl all,
nagy intercellularisok jellemzéek. Az abaxialis epidermisz sztomai 0,5 és 1,0 mg/l KIN
koncentracional kicsi, és tulnyomorészt zart sztomakat figyelhetiink meg, hasonléan ahhoz, amikor

a taptalaj egyediili citokinin forrdsa a KIN volt (55. abra).

55. abra. BA és KIN egylittes hatasa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: kontroll
(citokininmentes), a tobbi képen a 0,5 mg I BA mellett alkalmazott B: 0,5 mg I*, C: 1,0 mg I, D:
1,5mg I}, E: 2,0 mg I KIN-tartalma taptalajon fejlédétt levelek keresztmetszeti képe (x400)

Abban az esetben, ha az eldkezel$ taptalaj benziladenin-ribozidot tartalmazott, akkor jol

differencialt in vitro levélszerkezetet figyeltink meg, kiilonésen a legkisebb (0,5 mg/l)

85



koncentracional. Jellemz6 volt a két sejtsoros paliszad parenchima, 3-4 sejtsoros szivacsos
sejtkozotti jaratokkal. Az abaxidlis epidermiszen sok, kialakuloban 1év0 sztéma taladlhato. A
parhuzamosan megfigyelhetd, hogy a szivacsos parenchima intercellularis teriiletei megndnek és az
abaxialis epidermiszen az epidermisz szintjébdl kiemelkedd — és a koncentracido ndvekedésével

egyre tobb- nyitott sztdma talalhato (56. abra).

56. abra. A BAR hatésa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: kontroll
(citokininmentes), B: 0,5mg 1™, C:1,0mg 1™, D: 1,5 mg 1™, E: 2,0 mg I"* BAR-tartalmu taptalajon
fejlodott levelek keresztmetszeti képe (x400)

4. 4. A regeneralt hajtasok gyokeresedése és akklimatizacioja
4.4.1. Gyokeresedési ardany

Az elsé kisérletben a hajtasok kozvetlen gyokeresitése soran nagyon Kicsi gyokeresedési aranyt

kaptunk: a TDZ-t és a TOPR-t tartalmaz6 regeneracios taptalajrol szarmazd hajtasok egyaltalan
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nem gyokeresedtek, mig a BA-t tartalmazd regeneracios taptalajon fejlédott hajtasok 10%
gyokeresedett. Legjobb eredményt (25%) azok a regeneransok mutattdk, melyek BAR-t tartalmazé
regeneracios taptalajon fejlodtek. Az alacsony gyokeresedési arany miatt a gyokeresedési
paraméterek nem voltak statisztikailag értékelhetok. A gyokeres hajtasok akklimatizaciéja nem
sikertilt, a hajtasok elpusztultak.

A masodik kisérletben a hajtasok hormonmentes taptalajon torténd tenyésztése (A’ kezelés)
nem eredményezett javuldst a hajtasok gyoOkeresedésében, s6t a BA-t és BAR-t tartalmazd
regeneracios taptalajon fejlodott hajtasok esetében a kozvetlen gyokereztetésnél is rosszabb
eredményeket kaptunk (57. abra). A hajtasok egy hétig torténd tenyésztése alacsony citokinin-
tartalmia (CB’ kezelés), illetve emelt GAs-tartalmu ('C’ kezelés) taptalajon jelentésen novelte a
gyokeresedési szazalékot abban az esetben, ha a hajtasok TDZ-t, BA-t, illetve TOPR-t tartalmazé
regeneracios taptalajrol szdrmaztak. A gyoOkeresedési ardny még mindig elég alacsony volt, a
legjobb eredményt (36%) akkor kaptuk, ha a TDZ-tartalmu taptalajon fejlédott regeneransokat a *C’
taptalajon tenyésztettiik, illetve ha a BA-tartalmu taptalajon fejlodott hajtasokat B’ taptalajon
tenyésztettiik. Az utantenyésztd taptalaj GAs-tartalmanak novelése (C’) jelentOsen ndvelte a
hajtasok gyokeresedési képességét az alacsony citokinin-tartalmu taptalajhoz (’B’) képest, kivéve a

BA-tartalmu regeneracids taptalajrol szarmazokét.
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A regeneracios taptalaj citokinin tartalma
O A: hormonmentes
O B: 0,5 mg/l BAR+0,3 mg/l IVS+ 0,2 mg/l GA3
B C: 0,5 mg/l BAR+0,3 mg/l IVS+ 0,5 mg/l GA3
O D: 1,0 mg/l BAR+0,3 mg/l IVS +0,2 mg/l GA3
G /

57. abra. A gyokeresedést mutat6 *Royal Gala’ hajtasok aranya (%) kiilonboz6 tenyésztések utan

A legjobb eredményeket a harmadik kisérletben kaptuk, amikor a regeneralt hajtasokat
szaporitd taptalajon tenyésztettik 4 hétig és az 0j hajtasokat gyokereztettik. A legnagyobb

gyokeresedési aranyt (76%) abban az esetben kaptuk, amikor a hajtadsok BAR-tartalmt regeneracios
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taptalajrol szarmaztak (57. abra). A legrosszabb gyokeresedési képességet azok a hajtasok mutattak,

melyek TOPR-t tartalmaz¢ taptalajon regeneralodtak.

4.4.2. Hajtasonkénti gyokérszam

A legtobb gyokér akkor fejlodott a hajtasokon, amikor a regeneralt hajtasokat szaporito
taptalajon tenyésztettiik 4 hétig (‘D’ kezelés) és azutdn gyokeresitettiik az 1) hajtdsokat. A TDZ-t
tartalmazo taptalajon regeneralodott hajtasok esetében a szaporitd taptalajon torténd tenyésztés utan
jelentésen tobb gyokér fejlodott, mint az egy hetes utdntenyésztés utan. Azokndl a hajtasoknal,
melyek BA-t tartalmazd taptalajon regeneralodtak a GAjz szint emelése eredményezett jelentds

novekedést a gyokerek szamaban (58. abra). A legkevesebb gydkér a 'B’ taptalajon torténd egy
hetes utantenyésztés utan fejlodott (59. abra).

58. abra. Kiilonboz6 regeneracios taptalajrol szarmazo gyokeres "Royal Gala’ hajtasok *C’

taptalajon torténd tenyésztés utan
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59. abra. A ’Royal Gala’ regeneralt hajtasokon fejlodott gyokerek mennyisége (db/hajtas)
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4.4.3. A hajtasokon fejloditt gyokerek hossza

Altaldban a leghosszabb (20 mm <) gyokerek a szaporito taptalajon torténd 4 hetes tenyésztés
utan gyokeresitett hajtasokon fejlddtek (60. dbra). Jelentdsen rovidebb gydkerek fejlddtek azokon a
hajtasokon, melyek BA-tartalmu taptalajon regeneralodtak és 'B’ taptalajon tortént a tenyésztésiik,

illetve a TDZ ¢és TOPR taptalajrol szarmazo hajtdsokon, amennyiben ’C’ taptalajon tortént a

tenyésztésiik.
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o J
60. abra. A ’Royal Gala’ regeneralt hajtasokon fejlodott gyokerek hossza

A kiilonbozo tenyésztések utan gyokeresitett hajtasok az akklimatizacidé soran 100% talélést

mutattak (61. abra).

61. abra. Akklimatizalt ’Royal Gala’ n6vények
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4. 5. Az eddig nem vizsgalt citokininekkel kapcsolatos tapasztalatok

Kisérleteink soran elsOként vizsgaltuk néhany, az alma levéllemezrdl torténd
hajtasregeneracioban eddig nem tesztelt citokinin (BAR, TOP és TOPR) hatasat és hasznalatukkal a

kovetkezd eredményeket értiik el:

4.5.1. Az elokezelésekkel kapott legjobb eredmények

> A citokininmentes (kontroll) kezeléshez képest névelheté az explantatumonként regeneralt

hajtasok szama a kovetkez6 elékezelésekkel (4. tablazat):

4. tablazat. Az elokezelésekkel elérhetd, az explantatumonkénti hajtasszdm szempontjabol

legjobb eredmények Gsszefoglalasa

Fajta (kontroll atlag) Elokezelés Explantatumonkénti
hajtasszam
’Royal Gala’ (5,4) 0,5 mg/l BAR 6,3
0,5; 1,5 és 2,0 mg/l TOP 8,9;7,5és 6,5
BA+2,0 mg/l TOP 6,9
’Husvéti rozmaring’ (2,3) 0,5 mg/l TOP 3,0
’Freedom’ (1,9) BA+1,5 mg/l TOP 2,5

Az ’M26’ alany esetében csak a 0,5 mg/l BAR eredményezett minimalis ndvekedést a

kontrollhoz képest.

» A citokininmentes (kontroll) kezeléshez képest névelhetd a regenerdacios szazalék

(hajtasregeneraciot mutato explantatumok aranya) a kovetkezo elokezelésekkel (5. tablazat):

5. tablazat. Az elokezelésekkel elérhetd, a regeneracios % szempontjabol legjobb eredmények

Osszefoglalasa
Fajta (kontroll atlag) Elokezelés Regeneracios rata
(%)
’Freedom’ (57,5%) BA 0,5 mg/l + 1,5 mg/l TOP 84,7 %
’Husvéti rozmaring’ (65,5%) 0,5 és 1,0 mg/l TOP 91,5%

Az *M26’° alany és a ’Royal Gala’ fajtaknal az eldékezelés nem novelte tovabb a regeneracios

aranyt.
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» A citokininmentes (kontroll) kezeléshez képest csokkentheté a hiperhidratdciot mutato

tenyészetek ardanya a kovetkezo elokezelésekkel (6. tablazat):

6. tablazat. Az elokezelésekkel elérhetd, a hiperhidratacios % szempontjabol legjobb

eredmények Osszefoglalasa

Fajta (kontroll atlag) Elokezelés Hiperhidrataciés %
’M26’ (52,3%) 0,5 és 1,0 mg/l TOP 21,4 ¢s 14,7%
0,5;1,0; 1,5; 2,0 mg/l BAR 14,9; 12,6; 19,7; 6,1%
BA+0,5; 1,5; 2,0 mg/l TOP 14,3; 25,7, 14,7%
’Royal Gala’ (32,9%) BA+1,5 és 2,0 mg/l TOP 1,7%

A ’Freedom’ fajta kevésbé hajlamos a hiperhidraticiora, a kiilonb6z6 citokininek nem
eredményeztek jelentds kiilonbségeket. A ’Husvéti rozmaring’ esetében szinte minden kezelés

novelte a hiperhidratacié mértékét.

4.5.2. A regenerdcios taptalajokkal kapott legjobb eredmények

» Az °M26’ alany esetében a kontroll kezeléshez (5,0 mg/l BA) képest novelheto az

explantatumonként regenerdlt hajtasok szama a regeneracios taptalajban alkalmazott

ribozidokkal (7. tablazat):

7. tablazat. Az explantatumonkénti hajtdsszam szempontjabdl legjobb eredmények

Osszefoglalasa
Fajta (kontroll atlag) Regeneracios taptalaj citokinin  Explantatumonkénti
tartalma hajtasszam
"M26° (2,0) 5,0; 6,5; 8,0 mg/l BAR 3,1;32;28
8,0 mg/l TOPR 3,2

» Az 'M26’ alany esetében a kontroll kezeléshez (5,0 mg/l BA) képest novelheté a
regenerdcios szazalék a regeneracids taptalajban alkalmazott BAR és TOP citokininek 8.

tablazatban feltiintetett koncentracidival:

8. tablazat. A regeneracios % szempontjabol legjobb eredmények 0sszefoglalasa

Fajta (kontroll atlag) Regeneracios taptalaj citokinin Regeneracios rata
tartalma (%)
"M26’ (46,4%) 6,5; 8,0 mg/l BAR 76,5 és 84,9%
3,5; 5,0 mg/l TOP 72,9 és 64,7%
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» A ’Husvéti rozmaring’ fajta esetében a kontroll kezeléshez (5,0 mg/l BA) képest
csokkenthetd a hiperhidratalt tenyészetek ardanya a regeneracios taptalajban alkalmazott

BAR ¢és TOP citokininek 9. tablazatban feltintetett koncentracidival:

9. tablazat. A hiperhidratacios % szempontjabol legjobb eredmények Osszefoglalasa

Fajta (kontroll atlag) Regeneracios taptalaj citokinin Hiperhidratacios rata
tartalma (%)
’Husvéti rozmaring’ (46,6%) 0,5; 2,0; 5,0; 6,5; 8,0 mg/l BAR 0-33%
0,5-6,5 mg/l TOP 0-1,6%

4.5.3. Hisztologiai eredmények

Az elékezeld taptalajban alkalmazott citokininek tipusa és koncentracidja jelentdsen
megvaltoztattak az Gijonnan fejlodott "Royal Gala’ levelek szoveti szerkezetét. A Kis Koncentracidban
alkalmazott metatopolin esetében a fiatal in vitro levélre jellemz6é szerkezetet figyeltik meg, az
ebbdl az eldkezelésbdl szarmazd levéllemezek regeneracids képessége kiemelkedden jo: nagy az
explantatumonként fejlodott hajtasok szama, a regeneracids rata, és alacsony a hiperhidratalt
tenyészetek aranya. A legnagyobb TOP koncentracional mar differencialtabb volt a levélszerkezet,
ez egy kicsit alacsonyabb regeneracios szazalékot és hajtasszamot, valamint kissé megndvekedett
hiperhidratacios ratat okoz a kisebb koncentraciokhoz képest. A feltételezést, miszerint kapcsolat
van a juvenilis szerkezet és a jO regenerdcids képesség kozott, megerdsiti a BA+TOP
elékezelésekkel kapott eredmény: a legjuvenilisebb szerkezetet a BA+2,0 mg/l TOP el6kezelésnél
talaltuk, €s ezek a levélexplantaitumok szintén az egyik legjobb regeneracios képességget mutattak.

A levél vastagsadga a kinetin alkalmazasakor volt a legnagyobb, erre az eldkezelésre a levél
mezofillum dezorganizaltsaga jellemzd, ami ugy tlinik, szintén kapcsolatban van a jo regeneracios
képességgel. Ezt a feltételezést erdsitheti az a tapasztalat, amit a BA eldkezelések esetén figyeltiink
meg: a legkisebb BA koncentracid eredményezi a legdifferencialtabb szerekezetet és ez az
elokezelés eredményezi a leggyengébb regeneracios képességet. Ezzel ellentétes a BAR eldkezelés
eredményei: ebben az esetben szintén a legkisebb koncentracié eredményezi a legdifferencialtabb
szerkezetet, azonban a BAR-tartalmu el6kezelésb6l szarmazo explantatumok koziil ezek mutattak a
legjobb regeneracios képességet. A 0,5 mg/l BAR eldkezelésbdl szarmazo levelek feliilete azonban

crer

ebben az esetben az explantatum mérete befolyasolhatta a regeneracios eredményeket.
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4.6. Uj és njszerii tudomanyos eredmények

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Elséként vizsgaltuk az alma levéllemezrdl torténd hajtasregeneracid folyamataban eddig
nem tesztelt citokininek (benziladenin ribozid, metatopolin és metatopolin ribozid) hatasat
az elokezeld taptalajban és bizonyitottuk ezek gyakorlati alkalmazhatosagat.

Elsoként vizsgaltuk az Osszefiiggést az elkezeld taptalajban 1évo citokininek tipusa és
koncentracidja altal az almanal indukalt szovettani valtozasok, valamint az explantaitum
regeneracios kapacitasa kozott.

Els6ként vizsgaltuk az alma levéllemezrdl torténd hajtasregeneracié folyamatdban eddig
nem tesztelt citokininek (benziladenin ribozid, metatopolin és metatopolin ribozid) hatasat a
regeneracios taptalajban és bizonyitottuk ezek gyakorlati alkalmazhatosagat.

Jelentds csokkenést értlink el a regeneralt hajtasok hiperhidrataltsdganak mértékében
benziladenin ribozid és metatopolin alkalmazasaval, ami a regeneracié hatékonysagat
lényegesen novelte.

A ’Royal Gala’ fajta esetében jelentds novekedést értiink el az explantdtumonként fejlodott
hajtasok szdmaban.

Az *M26’ alany esetében jelentds ndvekedést értiink el a regeneracids rataban.

A gyakorlatban is alkalmazhat6, hatékony regeneraciés moédszert dolgoztunk ki két olyan
almafajtara ("Freedom’ és "Husvéti rozmaring’), melyek regeneraciés modszerét még nem
fejlesztették ki.

Uj organogén indexet dolgoztunk ki, a Famiani et al. (1994) altal kozolt index
modositasaval, melynek alkalmazasaval a kiilonb6z0 regeneracids modszerek hatékonysaga
jobban 0sszevethetd.

Els6ként vizsgaltuk a regeneracids taptalajban 1év0 citokininek utohatasat a jarulékos
hajtasok gyokeresedésében és kimutattuk, hogy a BAR-tartalmt tiptalajon regeneralddott
hajtasok jobb gyoOkeresedési képességgel rendelkeznek, mint a TDZ, BA, illetve TOPR

taptalajon regeneralodott hajtasok.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A levéllemezrdl torténd organizacié soran a hajtasfejlodés sikerét szamos tényezo befolyasolja
(Korban et al., 1992), azonban a regeneraciot megel6z6 fazisban, valamint a regeneracio soran - az
eddig publikalt eredmények jelentds részében - a citokininek bizonyultak a legfontosabb
tényezonek; a két fazis kozotti kolesonhatast is gyakran megfigyelték (Fasolo és Predieri, 1990;
Dufour, 1990, Yepes ¢és Aldwinckle, 1994). A hajtasregeneracio feltételeit (hormonok ¢és
novekedési regulatorok tipusa €s koncentracidja, sotét kezelés idotartama és idozitése stb.) mindig
az adott genotipus igényeinek megfeleléen kell beallitani ahhoz, hogy hatékony hajtasregeneraciot
tudjunk elérni (Malavasi és Predieri, 1990).

Kisérletsorozatunkban négyféle genotipus (egy alma alany és harom nemes fajta)
hajtasregeneracios valaszait teszteltiik kiilonbozd citokininekre, melyeket elOkezelésben és a

regeneracios taptalajban alkalmaztunk.
5.1. A genotipus szerepe a regeneracios képességben

Eredményeink szerint a genotipusok kozott jelentds kiillonbség van a regeneracids kapacitasban.
A ’Royal Gala’ fajta regeneracios képessége kiemelkedden jo, gyakori a 100% regeneracios rata,
ami hasonl6 a szakirodalomban eddig k6zolt eredményekhez (Sriskandarajah et al., 1990a; Korban
et al, 1992; Yao et al., 1995). Kisérleteinkben a 0,5 mg/l TOP el6kezelés utan kapott
explantatumonkénti hajtasszam (8,9) joval nagyobb, mint az eddig publikalt legjobb eredmény
(explantatumonként 4-6 [Yao et al., 1995]).

Az ’M26’ alannyal szintén elérhetd, hogy szinte minden explantatumon legyen hajtasfejlodés
(96,6%), ez joval kedvez6bb eredmény az eddig publikalt eredményekhez hasonlitva: Famiani et al.
(1994 ¢és 1996) citokinin-mentes elokezelés utan kapott 60%, vagy azt kissé meghalado
regeneracios ratat. Szintén kis (<50%) regeneracios szazalékot kozolt az "M26° alannyal végzett
kisérleteir6l Caboni et al. (2000). Az explantatumonként fejlodott hajtasok szama kisebb volt
kisérleteinkben (maximum 3,8 /explantatum), mint a szakirodalomban ko6zolt esetek tobbségében,
azonban a regeneracido hatékonysdga nem Osszevethetd, mivel ezekben a kozleményekben a
regeneracios szazalékot nem publikaltak (Iasd melléklet M2/1 és M2/2 tablazatok).

Jo regeneracios képességgel rendelkezik a ’Husvéti rozmaring’ (94,9%), mig legkisebb
regeneracios szazalékokat a *Freedom’ fajtaval kaptunk (maximum 84,7%). Ez utobbi fajtakrol nem
talaltunk kozleményeket, melyekkel dsszehasonlithatnank eredményeinket.

Hanke et al. (1991) osztalyozasa szerint a 70% feletti regeneracios ratat elért genotipusok jo
regeneracios képességliek, a 30% alatti regeneracios szazalékot mutatd genotipusok a gyenge

regeneracios képességgel rendelkezd fajtdk. A fenti osztdlyozds szerint a kisérleteinkben kapott
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eredmények alapjan a ’Royal Gala’, M26’ és a ’Husvéti rozmaring’ fajtdk jo regeneracios

képességiliek, mig a "Freedom’ fajta kozepes regeneracios képességet mutat.

5.2. A citokininek szerepe az el6kezel6 taptalajban

Az elOkezelé taptalaj citokinin-tartalma befolyasolta az explantaitumok regeneracios
kapacitasat, ami lathatd mind a regeneracidés szdzalék, mind az explantitumonként fejlodott
hajtasok szamanak valtozasaban, bar a kiilonbségek gyakran nem voltak szignifikansak.

A citokinines elékezelések koziil a 0,5 mg/l BA mellett alkalmazott 0,5 és 1,5 mg/l TOP
jelent6sen nagyobb regeneracios szazalékokat eredményezett a *Freedom’ fajtanal (78 és 84,7%) a
kontroll (hormonmentes) eldkezeléshez képest (57,5%). A ’Husvéti rozmaring’ fajtanal a 0,5-1,0
mg/l TOP, a 1,5 mg/l BAR, az 1,0-1,5 mg/l KIN és a 0,5 mg/l BA+0,5 mg/l KIN kombinacio
szintén jelentdsen megndvelte a regeneracios ratat (83,1-91,6%) a kontrollhoz képest (65,5%).
Gercheva et al. (2009) a *Chadel’ fajtaval végzett regeneracios kisérleteiben szintén tapasztalta az
elokezeld taptalajban 1évd citokinin hatasat a regenerdciora: amennyiben az ’anyahajtasokat’
benziladenint tartalmazo taptalajon tenyésztették a regeneracié eldtt, lényegesen nagyobb
regeneracios szazalékot (80-90%) értek el, mint a hormonmentes taptalajon torténd tenyésztés utan
(35-39%).

A hiperhidratalt tenyészetek aranya is jelentdésen valtozik a kiilonbozd eldkezelésekkel, a
genotipusok erre valo hajlamaban alapvetd kiillonbségek vannak: A ’Freedom’ fajta esetében alig
talaltunk hiperhidratalt tenyészetet, mig az "M26’ alanynal gyakran el6fordult. Megfeleld citokinin
elokezeléssel azonban minden genotipusnal jelentds csokkenést lehetett elérni.

A megfigyelt paraméterekbdl szamitott OI index (amely magéaban foglalja a regeneracios
szazalékot, hajtasok szamat, hiperhidraticidé mértékét) alapjan a ’Freedom’ fajtanal a kettds
citokinin-tartalmu el6kezelést talaltuk legjobbnak, amely 0,5 mg/l BA+1,5 mg/l TOP kombinaciojat
jelenti, a mésodik kisérletsorozathoz ezt az eldkezelést valasztottuk. A ’Royal Gala’ fajta esetében
legnagyobb Ol- értéket a 0,5 mg/l TOP eldkezelés utan kaptunk, igy ezt az el6kezelést valasztottuk
a tovabbi kisérletekhez. A *Husvéti rozmaring’ fajtanal a 0,5 mg/l TOP, illetve 1,0-1,5 mg/l KIN
elokezelésekkel megkozelitéleg egyforma OI-t lehetett elérni, azonban a masodik kisérletsorozathoz
az 1,5 mg/l KIN-t tartalmazo elkezeld taptalajt valasztottuk, az elérhetd nagyobb regeneracios
szazalék és explantatumonkénti hajtdsszdm miatt. Az "M26° alany esetében az 1,0 mg/l TOP és az
0,5 mg/l BAR eldkezelések utan egyforma OI- értékeket kaptunk, azonban az 1,0 mg/l TOP
elékezelés utan joval nagyobb regeneracids ratat kaptunk, igy a tovabbi kisérletekhez ezt az

elokezelést alkalmaztuk.
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Osszefoglalva az elsé kisérletsorozat eredményeit leszdgezhetjiikk, hogy az el6kezelésben
alkalmazott metatopolin kedvezd hatasa az in vitro alma levelek morfogénikus aktivitasaban tobb

genotipus esetén kimutathat6 (10. tablazat).

10. tablazat. A legjobb eldkezelésekkel elérhetd eredmények

Fajta Citokinin | Regeneracios | Hajtasszam | Hiperhidratalt ol
(mg/l) rata /explantatum | tenyészetek
% aranya (%)
"M26’ TOP 96,6 2,8 14,7 2,3
(1,0)
’Freedom’ | BA+TOP 84,7 2,5 8,1 1,9
(0,5+1,5)
’Royal TOP 100 8,9 13,4 7,7
Gala’ (0,5)
"Husvéti KIN 94,9 3,3 33,1 2,0
rozmaring’ (1,5)

A TOP kedvezo hatasat eddig lagyszari novények esetében publikaltak, mind a
mikroszaporitasban, mind a hajtasregeneracioban, illetve az akklimatizalt novények talélésében
(Werbrouck et al., 1996; Kubalakova és Strnad, 1992; Baroja-Fernandez et al., 2002, Bogaert et
al., 2006; Bairu et al., 2007). A metatopolin és kiilonbozé szarmazékainak alkalmazasaval jo
eredményeket értek el fas novények mikroszaporitasaban is (Bairu et al., 2009; Mala et al., 2009;
(Niedz ¢és Evens, 2010) vizsgaltak, alma esetében még nem tesztelték.

Annak ellenére, hogy a legjobb eldkezelések kozott nem szerepelt a BAR, kedvezd hatédsa
kimutathatd volt az explantatumonként regeneralt hajtdsok szdmanak nodvelésében ’Royal Gala’
fajtanal (6,3 az explantatumonkénti hajtasszama a 0,5 mg/l BAR elékezelés utan, mig a kontroll
kezelés utan 5,4). Az eldkezeld tiptalajban 1évé BAR ndvelte tovabba a regeneracids ratat a
"Husvéti rozmaring’ fajtanal (a 1,5 mg/l BAR elékezelés utan 83%, a kontroll kezelés utan 65,5%),
illetve jelentésen (20% ald) csokkentette a hiperhidratalt tenyészetek aranyat az *M26’ alany
esetében a kontroll 33,7%-val szemben. Kalai et al., (2009) kisérleteiben a BAR (1,5 mg/1+0,1 mg/1

TDZ) szintén pozitiv hatastinak bizonyult Rubus fajok esetében regeneracio elétti elékezelésnek.

5.3. A citokininek szerepe az indukalt levelek szovettani valtozasaiban

A kiilonb6z6 elokezelésekbdl szarmazo levelek anatomiai szerkezetében jelentds kiilonbségeket

talaltunk. A citokinin-mentes elékezelésr6l szarmazod levelek anatomiaja hasonld az egyéb fas
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novényeknél publikalt in vivo levélszerkezethez (Kiss et al., 1999), azzal a kiilonbséggel, hogy a
sejtfalak vékonyabbak.

A BA-t tartalmazo el6kezésbdl szarmazod levelek szerkezete az eddig kozolt érett in vitro
levelek szerkezetéhez hasonlithato (Kiss et al., 1999; Jambor-Benczur et al., 2001). Ezzel szemben
a TOP-t tartalmazé el6kezelés éretlen in vitro levélre jellemzé levélszerkezetet indukalt, a TOP
koncentracidé novelésével azonban egyre differencialtabb a levélszerkezet. Jol differencialt in vitro
levélszerkezetet lehet megfigyelni a BAR alkalmazasakor, mig a KIN-t tartalmaz6 eldkezeld
taptalajon fejlodtek a legvastagabb levelek, a mezofillumra nagymértékii struktiralatlansag
jellemz6. Amenyiben az el6kezel6 taptalaj a BA mellett TOP-t, illetve KIN-t tartalmazott, ez utobbi
szerkezethez, melyet ugyanezen citokininek 6nmagukban eredményeztek.

Mivel a ’Royal Gala’ fajtanal a legjobb regeneracids paramétereket a metatopolint €s a kinetint
tartalmazo eldkezeld taptalajok alkalmazésa utan kaptuk, igy a korabbi feltételezések, miszerint a jo
regeneracios képesség osszefliggésben van a juvenilis (Fasolo et al., 1989; Yao et al., 1995; Zhu és
Welander, 2000), illetve a nagymértékben differencialatlan mezofillum szerkezettel (Welander €s
Maheswaran, 1992) megerdsitést nyertek. A fiatal levelek nagyobb regenerdcios képessége
valoszintileg annak is tulajdonithato, hogy a még fejlédésben 1évo levelek nagyobb mennyiségben
tartalmaznak kevésbé differencialodott és metabolikusan aktiv sejteket, melyek hormonalis ¢és
tapanyagellatasi allapota segitheti az organogenezist (Famiani et al., 1994).

Tovéabbi kisérletek sziikségesek a feltételezett Osszefligések hatterének tisztazasara, a
funkcionalis, hisztologiai és molekularis valtozasok kozott, melyeket az alma regeneracid eldtt

¢s/vagy alatta figyeltek meg.
5.4. A citokininek szerepe a regeneracios taptalajban

Kisérleteinkben a regeneracids téptalajban alkalmazott citokinin tipusa és koncentracidja
egyarant jelentds szerepet jatszott az explantatum regeneracios kapacitasanak kifejezddésében.

In vivo koriilmények kozott a citokininek stimulaljak a fotoszintézist, a tapanyagok felvételét és
szallitasat (Halmann, 1990). Toldi et al. (2005) in vitro koriilmények koriilmények kozott is
kimutattak, hogy a regenerdcios taptalajban optimalis dozisban alkalmazott citokinin ndveli a
dohdny levéllemezek fotoszintézis-aktivitasat, és feltételezik, hogy ennek szerepe lehet a
morfogenezis irdnyanak meghatarozadsdban, ugyanis a hajtdsok fejlédése joval intenzivebb
asszimildciot igényel, mint a kallusznovekedés.

Mivel a citokininek stimuldljak a sejtosztodast és a mitotikus sejtek érzékenyebbek az
Agrobacterium fert6zésre, a citokinin-tartalom feltételezhetéen nemcsak a hajtasregeneracioban

jatszik szerepet, hanem az Agrobacterium-kozvetitette transzformacio sikerében is (Bulley et al.,
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2007). A citokininek jelentés szerepét alatamasztjak De Bondt et al. (1994) megfigyelései is,
miszerint nagy citokinin-tartalmu taptalajon torténd egyiitt-tenyésztése a levél explantatumoknak
jobban eldsegitette a transzformacidt, mint a nagy auxin-tartalmu taptalajon torténd egylitt-
tenyésztés.

A genotipusok kozott a citokininekre adott valaszokban kiilonbségeket taldltunk, azonban
legtobb esetben igaz, hogy a KIN és ribozidja, valamint a ZEA és ribozidja kis hatékonysaguak a
jarulékos hajtasok indukcidjaban. Annak ellenére, hogy az endogén zeatin els6dleges szerepét a sejt
differencialodasban az alma és a korte in vitro organogezisben bizonyitottak (D’ Angeli et al., 2001,
Caboni et al., 2002), a kiils6leg alkalmazott ZEA 6nmagaban nem segitette a hajtasregeneraciot mas
kutatocsoportok kisérleteiben sem (Hanke et al., 1991; De Bondt et al., 1996, Ling et al., 2002). A
zeatin kis hatdsfoka talan magyarazhat6 azzal, hogy a természetesen el6forduld citokinineket, mint
pl. a zeatin és 2iP, a citokinin oxiddz gyorsan lebontja ¢és hatastalanitja az oldallanc lehasitasaval.
Az olyan citokininek, melyek oldallancai telitettek (dihidrozeatin), és/vagy terjedelmesek (aromas
citokininek, glilkozidok) nem szubsztratjai ennek az enzimnek (van Staden et al., 2008).

A TDZ-t gyakran hasznaljak a hajtasregeneracio indukciojara, de karos mellékhatasait sokszor
megfigyelték (hiperhidratacio, szalagosodas stb.). A hiperhidratalt hajtasok problémaja az, hogy
még az explantatumrdl torténd levagds és utdntenyésztés utdn sem lehet egészséges hajtasokat
nyerni (Kirilla et al., 2009). Kisérleteinkben a TDZ nagyon hatékonynak bizonyult a hajtasok
szamanak novelésében az "M26° alanynal (2,6-3,1 hajtas/explantatum, a kontroll hajtasszam 2,0),
valamint a ’Royal Gala’ fajtanal (11,1 hajtas/explantatum, mig a kontroll taptalajon 4,6). A
"Freedom’ fajtanal a legnagyobb hajtasszamot (1,8) szintén a TDZ-tartalmt téptalajon figyeltiik
meg, bar a kontrollhoz (1,3) képest ez nem bizonyult szignifikdns novekedésnek.

A regeneracios taptalaj TDZ tartalma novelte a regeneracios ratat is 76,2%-ra az "M26’ alany
esetében (a kontroll 46,4%), valamint 59,7%-ra a ’Freedom’ fajtanal (kontroll 11,4%). Bar a ’Royal
Gala’ fajtanal a kontrollhoz (95%) képest nem jelentds a regeneracios rata novekedése, a TDZ-
tartalmu taptalajon kaptuk a legnagyobb regeneracids szazalékot (100%).

Ugyanakkor a TDZ-t tartalmaz6 regeneracids taptalajon volt a legnagyobb a hiperhidratacio
mértéke IS az "M26’ (20-60%), 'Royal Gala’ (35-88%) és ’Freedom’ (23%) fajtaknal, a kontroll
(benziladenint tartalmaz6) taptalajon megfigyelt aranyok ugyanilyen sorrendben a kovetkezok: 1,6;
13,1 és 0%. Hohnle és Weber (2009) regeneracios kisérleteiben az *"M26’ és M9’ alanyok a TDZ-
tartalmazo regeneracios taptalajon 100% hiperhidrataciét mutattak, mig a hiperhidratacio
mértékének jelentds csokkenését érték el (6 és 4%), azéltal, hogy TDZ helyett BA-t hasznalt a
regeneracios taptalajban.

A regeneracios szazalék valamint a regeneralt hajtasok szamat figyelembe véve a TDZ mas

fajtak szamara is a leghatékonyabbnak bizonyult, azonban csaknem 100%-0s volt a hiperhidratalt
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hajtasok aranya a ’Jork 9’ és az ’M 9’ alanyok esetében (Pawlicki és Welander, 1994; Caboni et al.,
1996; Hohnle és Weber, 2010). A ’Marshall MclIntosh’ fajtanal azonban a TDZ-t tartalmazo
taptalajon is csak 0,1-0,7% hiperhidrataciot tapasztaltak, ezt az alacsony hiperhidratacids aranyt a
szerzOk annak tulajdonitottak, hogy N6 sokat hasznaltak MS helyett (Bolar et al., 1999).

A ’Royal Gala’ fajtanal mas szerzok is a TDZ-t talaltdk a leghatékonyabbnak, etiolalt szar
szegmentek esetében igen kis (0,22 mg/l) koncentracioban is elegendd volt a hatékony
hajtasregeneraciohoz, mig a levéllemezrdl torténd regeneracio soran Korban et al. (1992)
kisérleteiben egy nagyobb ¢és szélesebb (1,1-4,4 mg/l) koncentracid tartomany bizonyult
hatékonynak. Amennyiben csak a regeneralt hajtasok szdmat, valamint a regeneracios szazalékot
vesszilk figyelembe, akkor eredményeink hasonloak, ugyanis kisérleteinkben szintén nagy
regeneracios ratat és sok hajtast indukalt a TDZ minden tesztelt toménységben (0,5-6,5 mg/l),
azonban a 0,5 mg/l-nél nagyobb TDZ-szint esetén igen nagy a hiperhidratalt tenyészetek aranya.
Eredményeink szerint a ’Royal Gala’ fajtanal tehat a leghatékonyabb a 0,5 mg/l TDZ koncentracid,
ami a Sriskandarajah et al. (1990a) altal kozolt eredményt igazolja (0,66 mg/l TDZ).

Az °M26’ alany esetében a legtobb kisérletben a BA alkalmazéasaval értek el legjobb
eredményt, altalaban az 5,0 mg/l toménységgel (Welander, 1988; Yepes és Aldwinckle, 1994;
Famiani et al., 1994, Ferradini et al., 1996), de az 1,0 mg/l koncentraci6 is hatékonynak bizonyult
(Predieri és Fasolo, 1989). Az OI értékeket figyelembe véve kisérleteinkben a BA szintén
hatékonyabb volt, mint a TDZ, azonban legjobb eredményt akkor kaptunk, amikor a regeneracios
taptalaj TOPR-t tartalmazott.

A regeneraciés taptalajban alkalmazott BAR indukélta a legnagyobb regenerdcids ratat
(84,9%), emellett a hajtasok szama is elég nagy volt (3,2/explantditum), azonban a leghatékonyabb
regeneraciot abban az esetben értiik el, amikor a taptalaj 8,0 mg/l TOPR-t tartalmazott (nagy Ol
érték a nagy hajtadsszam és az igen alacsony hiperhidratacids arany miatt).

A "Husvéti rozmaring’ fajtanal a BA eredményezte a legnagyobb regeneracios aranyt (82%),
azonban a hiperhidratalt tenyészetek aranya is itt volt a legnagyobb (61,5%). A BAR-tartalmu
taptalajon tenyésztett explantdtumokon fejlodott a legtobb hajtas (3,2).

A regeneracios taptalajban alkalmazott TOP, TOPR, ZEA jelent6sen csokkentik a hiperhidratalt
tenyészetek aranyat a 'Royal Gala’ fajtanal, a "Huasvéti rozmaring’ fajtanal pedig az 6sszes TOP,
KIN, ZEA koncentraciok és ezek ribozidjai minden koncentracidban jelentdsen csokkentik a
hiperhidratalt tenyészetek aranyat.

Annak ellenére, hogy a TOP-ot sikeresen hasznaltak cukorrépa (Kubaldkova és Strnad, 1992) és
egy citrom alany (Niedz és Evens, 2010) esetében hajtasregenerdciora, az alméval végzett

kisérleteinkben a regeneracids téaptalajban alkalmazott TOP nem bizonyult hatékonynak a
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hajtasindukcidhoz. Az ’M26° alany esetében azonban a ribozidja (TOPR) eredményezte a

legnagyobb OI értéket.

Az eredmények ismeretében a vizsgalt fajtak esetében a kovetkezd citokinin alkalmazasokat

javasoljuk a regeneracios taptalajban (11. tablazat):

11. tablazat. A legjobb regeneracios taptalajokkal elérheté eredmények

Fajta Citokinin | Regeneracios | Hajtasszam | Hiperhidratalt Ol
(mg/l) rata /explantatum | tenyészetek
% aranya (%)
"M26’ TOPR 54,6 3,2 0 1,7
(8,0)
’Freedom’ TDZ 59,7 1,8 23,1 0,7
(5,0)
’Royal TDZ 98,3 11,1 34,7 7,0
Gala’ (0,5)
"Husvéti BA 77,9 2,9 36,4 1,2
rozmaring’ (3,5)

A két kisérletsorozat eredményeit 0sszevetve megfigyelhetjiik, hogy a masodik sorozatban a
vizsgalt fajtak gyengébb regeneracios képességet mutattak, azonos tenyésztési koriilmények kozott
iS. Mivel a kisérletek hossza éveken keresztiil folytak a regeneracios képesség csokkenésének oka
valosziniileg a tenyésztés idétartamanak jelentds novekedése lehet. A fas novények a
lagyszartiakhoz hasonlitva joval érzékenyebbek mind az utantenyésztés idGtartamara (ami a két
passzalas kozott eltelt id6t jelenti) mind a tenyésztés id6tartamara, ami azt jelenti, hogy az inditastol
szamitva hany évig tarthaté in vitro koriilmények kozott a tenyészet. Ez utobbi elméletig tetszoleges
hosszusagu, azonban ahogy novekszik a passzalasok szdma ugy valtozhat a ndovénykék
teljesitménye a hagyomanyos hajtaskultiraval torténd szaporitas soran, illetve valtozhat az in vitro
hajtasokrol szarmazo explantatumok regeneracios képessége is. Az érzékenység fajtol és ezen beliil
genotipustol is fiigg. Standardi és Houshmand (1992) az "M27° alany esetében csak a 10 honapig
tartd in vitro tenyésztés utan kapott hajtasregeneraciot, mig a 32 honapig tartd tenyésztés utan
egyaltalan nem fejlodtek jarulékos hajtasok a levél explantatumokon. A ’Starkspur Red’ fajta
esetében azonban az utantenyésztések szamanak ndvekedésével a regeneracios képesség

novekedését tapasztaltak.
5.5. A regeneralt hajtasok gyokeresedése és akklimatizacioja

Korabbi kisérleteinkben megfigyeltiikk, hogy a mikroszaporitott ’Royal Gala’ hajtasok

gyokeresedési képességét befolyasolta a szaporitd taptalaj citokinin tartalma (Magyar-Tabori et al.,
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2001b), ennek ellenére nagyon jo, akar 100% gyokeresedési aranyt is kaptunk megfeleld
gyokérindukcids kezeléssel. A "Royal Gala’ regeneralt hajtasok azonban kozvetleniil a regeneraciod
utdn nagyon gyenge regenerdcios képességet mutattak (0-25%) és a gyokeres hajtasok
akklimatizacioja sikertelen volt. Annak ellenére, hogy James et al. (1989) Malus pumila-val végzett
kisérleteiben a regeneralt hajtasok kozvetlen gyoOkeresitése sikeres volt (100% gyodkeresedett),
ugyanennél a Malus fajnal késobb mar megfigyelték, hogy a regeneralt hajtasok gyokeresedési
képessége joval kisebb lehet, mint az Un. ,sziil6-vonal” (kontroll) teljesitménye (James ¢&s
Dandekar, 1991). Transzformacids kisérletekben a ‘Royal Gala’ hajtasok szintén gyenge
gyOkeresedést mutattak (30-69%) mind a transzformalt, mind a nem-transzformalt hajtdsok
esetében (Yao et al., 1995; Maximova et al., 1998).

Kisérleteinkben a regeneransokat egy hétig kiilonb6z6 taptalajokon utantenyésztettiik azért,
hogy a gyokeresedést javitsuk. Kisérleteinkben a hormonmentes téptalaj kivételével az
utantenyésztés novelte a regeneralt hajtdsok gyokeresedési képességét, de még mindig elég kicsi
(maximum 36%) gyOkeresedési aranyt kaptunk. Annak ellenére, hogy Gamage és Nakanishi (2000)
az ’Orine’ fajta regeneralt hajtasainak hormonmentes taptalajon torténd tenyésztése utan sikeres
gyoOkeresitésrdl szamoltak be, kisérleteinkben a hormonmentes téptalaj utdn csak azok a
regeneransok mutattak gyokeresedést, melyek BA-tartalmi regeneracids tdptalajon fejlédtek.
Kiséreleteinkben a hajtasok gyokeresedési képessége — féleg a BA-tartalmu regeneracios taptalajrol
szarmazo hajtasoké - novekedett, amikor csokkent citokinin-tartalma taptalajon (B’ kezelés)
utantenyésztettiik a hajtdsokat. A regeneralt hajtasok gyokeresités eldtti megnyujtasahoz mas
kutatocsoportok is csokkentették a taptalaj citokinintartalmat (Barbieri és Morini, 1987; De Bondt
et al., 1996). Szankowski et al. (2003) pedig nem a regeneralt hajtasokat utantenyésztette, hanem a
TDZ-tartalmt taptalajon indukalt explantaitumot BA-tartalmu taptalajra helyezte at, hogy a fejlodott
hajtasok mindségét javitsa. Kisérleteinkben az utantenyésztd taptalaj GAs-tartalmanak novelése ("C’
kezelés) legkevesebb duplajara novelte a regeneralt hajtdsok gyokeresedési képességét, ha a
regeneransok elézéleg TDZ-, BAR- vagy TOPR-tartalmt taptalajon fejlodtek.

A legjobb eredményt (76%) akkor kaptuk, amikor a BAR-t tartalmaz6 regeneracios taptalajon
fejlédott hajtasokat négy hétig szaporitd taptalajon tenyésztettiik és az 01j hajtasokat gyokereztettiik.

Ugyanilyen modszerrel hasonld eredményeket értek el a ’Royal Gala’ fajtdval (69%)
Maximova et al. (1998), illetve mas fajtakkal is: 80-85% gyokeresedés kaptak a *Golden Delicious’,
¢és a ’Jork 9’ esetében (Belaizi et al., 1991; Pawlicki és Welander, 1994).

Kisérleteinkben a tobbi regeneracios taptalajrol szarmazd hajtds is ezzel a modszerrel
(szaporitasi fazis utani gyokeresités) adta a legjobb eredményt. Meglepd moddon, a legkisebb
gyokeresedési képességet azok a hajtdsok mutattdk, melyek a TOPR-tartalma taptalajon

regeneralodtak (maximum 32%). Korabbi, mikroszaporitasi kisérleteinkben a szaporit6 taptalajban
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alkalmazott TOP novelte a ’Red Fuji’ hajtasok gyokeresedési képességét Gsszehasonlitva a BA-t és
BAR-t tartalmaz6 szaporito taptalajokkal (Magyar-Tabori et al., 2001a). A metatopolin ribozidjaval
(TOPR) ilyen jellegt kisérleteket mi még nem végeztiink, a jelen kisérletben tapasztalt gatld hatas
talan az alkalmazott nagy koncentracionak (6,5 mg/l) tulajdonithato. Bairu et al. (2008)
kisérleteiben a metatopolin és ribozidja szintén gatld hatast mutatott a banan gyokeresedésére.
Eredményeinkbdl kitlinik, hogy a regeneracids taptalaj citokinin tartalma jelentOsen
befolyasolta a regeneralt hajtasok gyokeresedési képességét, még akkor is, ha a hajtasokat
gyokeresités elott utantenyésztjiik. A Royal Gala’ fajtanal a leszedett regeneransokat szaporito
taptalajra téve, 4 hét elteltével még mindig észrevehetd kiillonbségek voltak a kiillonbozo citokinin-

tartalmu regeneracios taptalajokrol szarmazo hajtasok kozott (62. dbra).

62. abra. ’Royal Gala’ regeneraciobol szarmazo hajtasok 4 hetes szaporito taptalajon torténd
tenyésztés utan: A: 0,5 mg/l TDZ, B: 5,0 mg/l BA, C: 5,0 mg/l BAR, D: 6,5 mg/l TOPR

regeneracios taptalajokrol

Fasolo et al. (1989) szintén leirta, hogy a TDZ-tartalmu taptalajon regeneralodott hajtasok
kompakt megjelenésiiek voltak, rovid internodiumokkal, és ezt a ndvekedési habitust szdmos
tenyésztési ciklus utan is megorizték, még akkor is, ha az benziladenint tartalmazé taptalajon
torteént.

A regeneransok gyokeresedési képessége jelentésen ndvelhetd a szaporitd fazis
kozbeiktatasaval, bar az egy hetes utantenyésztés csokkentett citokinin vagy emelt GAs-tartalma
taptalajon szintén javithatja a gyokeresités eredményességét. A kiilonb6zo utantenyésztések utan

gyokeresedett hajtasok tulélése 100%-0s volt.

5.6. Az eredmények hasznosithatosaga

A jarulékos hajtasok regeneracidja eldfeltétele a nem-szexudlis mdédon torténd nemesitési

modszerek alkalmazasanak. Az in vitro technikak alkalmazasanak lehet6ségei mind a mai napig
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nem aknazhatéak ki teljes mértékben, melynek oka a ndvényregeneracid nehézsége (James és
Dandekar, 1991; Aldwinckle és Malnoy, 2009; Bhatti ¢és Jha, 2010). Seong et al. (2005)
transzformacios és regeneracios kisérleteikben megfigyelték, hogy azok a kezelések, melyek
novelték a regeneracio hatékonysagat, ndvelték a transzformacié hatékonysagat is.

A hatékony regeneracidos modszerek kidolgozasaval tehat elssorban az almaval végzett
novénynemesitési munkat kivanjuk tdmogatni: az eredmények gyakorlati felhasznalasa jelentds
segitség lehet a szomaklondlis variansok, valamint a szomatikus szdveteken indukalt mutansok
cléallitasaban, de az Agrobacterium-kozvetitette transzformacios munkakban is kozvetleniil
hasznosithatok.

A hatékony hajtasregeneracios modszer alkalmazhatd a mikroszaporitasban is, a levéllemezrdl
torténd hajtasregeneracioval jelentésen megndvelhetd a szaporodasi rata, igy csokkenthetd az egy
novényre jutd elddllitds onkoltsége, valamint lerdvidithetd a felszaporitashoz sziikséges 1do.
McMeans et al. (1998) a ‘Royal Gala’ és a ‘Gala’ fajtakbol kiilonbozé szovettenyésztési
modszerekkel allitottak eld szaporitoanyagot (honaljriigyrdl torténd szaporitas, illetve levéllemezrol
torténd jarulékos hajtasregeneracid). Az utddok morfoldgiai tulajdonsagait tobb éven keresztiil
vizsgalva és azt a kontrollhoz hasnolitva nem talaltak olyan jelentés eltéréseket, melyek miatt a fent
emlitett két mdodszer ne lenne alkalmas a szaporitéanyag eldallitasra.

Az 0j eredmények varhatdé tudomanyos értéke is jelentds: a négy vizsgalt fajtabol kettd
("Husvéti rozmaring’ és ’Freedom’) még nem szerepelt az irodalmi kozlésekben, nincs kidolgozott
hajtasregeneraciés modszeriik. Hatékonysaguk bizonyitdsa utan az 0j, eddig a jarulékos hajtasok
regeneracios kisérletben nem tesztelt citokinineket (benziladenin ribozid, metatopolin, metatopolin
ribozid) varhatéan mas fajok regeneracids kisérleteiben is tesztelni fogjak. gy a tudomanyos

eredmények is széleskérben hasznosulnak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Magyarorszagon a gylimdlcstermelési agazaton beliill az alma meghatarozo jelentdségii, az
agazat mégis évek Ota értékesitési nehézségekkel kiizd, aminek tobbek kozott az egyik oka az
elavult fajtadsszetétel. Az alma nemesitésében elsddleges cél olyan 0j fajtak eldallitasa, melynek
mindségi, termoképességi és termeszthetdségi tulajdonsdgai megfeleloek, és alkalmasak az
integralt- és kornyezetbarat termesztéstechnoldgiaval vald termesztésre.

Az alma nemesitése hagyomanyos modszerekkel hosszu éveket vesz igénybe, a nem-szexualis
modszerekkel torténé nemesités (in vitro technikak alkalmazasa) azonban feltételezi a jarulékos
hajtasok regeneracios modszerének meglétét.

A novényi hormonok és novekedési regulatorok koziil a citokininek bizonyultak a jarulékos
szakaszban, mind a regeneracié soran, a két szakasz kozotti kolcsonhatasok is jelentdsnek
mutatkoztak.

A citokininek tipusa és koncentracidja irdnti igény nagyban fiigg a genotipustol, de az optimalis
citokinin megvalasztadsadban jelentds szerepe lehet mas tényezdnek is.

Hajtasregeneraciés kisérleteinket a DE AGTC KIT Nyiregyhdzi Kutatd Intézet
Novénybiotechnologiai Laboratoriumdban végeztiik. Munkank célja az volt, hogy hatékony
madszert dolgozzunk ki néhany alma genotipus ("M26’ alany, 'Royal Gala’, Freedom’ és "Husvéti

Az el6kezelések soran 5-7 leveles, in vitro alma hajtasokat allitottunk kiilonb6z6 citokinineket
(TOP, BAR, BA, KIN, BA+TOP és BA+KIN) kiilonb6z6 koncentraciokban (0-2,0 mg/l) tartalmazo
taptalajokra, 3 hétre. A kiilonbozo6 citokinin-tartalmu taptalajon elénevelt hajtdsok Gjonnan fejlédott
leveleit regeneracios taptalajra helyeztiik (5,0 mg/l BA) majd értékeltiik a legfontosabb regeneracios
tulajdonsagokat.

A genotipusoknak megfeleld legjobb elokezelések kivalasztasa utan vizsgaltuk a citokininek
szerepét a regeneracios taptalajban (TDZ, BA, BAR, TOP, TOPR, KIN, KINR, ZEA, ZEAR) 0,5-
6,5, illetve 8,0 mg/l (ribozidok) koncentracid tartomanyban. Mindkét kisérletsorozatban értékeltiik a
regeneraciot mutatd explantitumok ardnyat, az explantitumonként fejlodott hajtasok szadmat,
valamint a hiperhidratacié mértékét. A megfigyelt paraméterekbdl Un. organogén indexet
szamoltunk, Ol= (Regeneracios %- Hiperhidrataciés %) X Hajtasszam/100, melybdl a regeneracio
hatékonysagara lehet kovetkeztetni

A ’Royal Gala’ fajta esetében szOvettani vizsgalatokat is végeztiink. A hajtasokat 3 hétig
neveltik a ki{ilonb6z6 citokinineket tartalmaz6 eldkezeld taptalajokon, valamint kontroll

(citokininmentes) taptalajon. Ezen id6szak alatt az alma ndvénykék legaldbb egy, de altalaban két j
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levelet fejlesztettek kezeléstdl fliggden. A szdvettani vizsgalatokat ezutan végeztiik el a felso két,
ujonnan fejlodott levélbdl. A levél keresztmetszeteket fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

Eredményeink szerint a genotipusok kozott kiilonbség van a regeneracios kapacitasban. A
"Royal Gala’ fajta regeneracios képessége kiemelkedéen jo (100% regeneracids rata), azonban az
’M26’alannyal és a ’Husvéti rozmaring’ fajtaval szintén nagy (96,6% ¢és 94.9%) regeneracios
gyakorisag érhet6 el. Gyengébb regeneracios képességgel rendelkezik a *Freedom’ fajta (84.7%). A
masodik kisérletsorozatban alacsonyabb regeneracids szazalékokat kaptunk az *M26’°, *Husvéti
rozmaring’ és a "’Freedom’ fajtakkal (84.9%; 81.5% ¢és 59.7%).

Az elOkezeld taptalaj citokinin-tartalma befolydsolta az explantatumok regeneracios
kapacitasat, ami lathatd mind a regenerdcios szazalék, mind az explantatumonként fejlédott
hajtasok szamanak valtozasaban, valamint a hiperhidratalt tenyészetek aranyaban is, amit megfeleld
citokinin el6kezeléssel minden genotipussal jelentdsen csdokkenteni lehetett.

Az eredmények alapjan a ’Freedom’ fajtandl a kettds citokinin-tartalmt eldkezelést talaltuk
legjobbnak, amely 0,5 mg/l BA+1,5 mg/l TOP kombinaciojat jelenti, a "Husvéti rozmaring’ fajtanal
pedig a 1,5 mg/l KIN-t tartalmazé el6kezeld taptalajt. A *Royal Gala’ fajtanal a 0,5 mg/l, az *M26’
alany esetében az 1,0 mg/l TOP tdménységet ajanljuk.

Osszefoglalva az eldkezelésben alkalmazott citokininek hatdsardl szerzett tapasztalatainkat
megallapithatjuk, hogy a metatopolin kedvezd hatdsa az in vitro alma levelek morfogénikus
aktivitasaban tobb genotipus esetén kimutathato.

A regeneracids taptalajban alkalmazott citokinin tipusa és koncentracidja egyarant jelentOs
szerepet jatszott az explantatum regeneracios kapacitasanak kifejezddésében. A genotipusok kozott
a citokininekre adott valaszokban kiilonbségeket talaltunk, azonban legtobb esetben igaz, hogy a
KIN ¢és ribozidja, valamint a ZEA ¢és ribozidja alacsony hatékonysagi a jarulékos hajtasok
indukcigjaban. Kisérleteinkben a TDZ nagyon hatékonynak bizonyult a hajtasok szamanak
novelésében (M26°, ’Royal Gala’), valamint a regeneracios szézalék novelésében (CM26’,
’Freedom’), azonban az ’M26°, ’Royal Gala’ ¢s ’Freedom’ fajtdknal a TDZ-t tartalmazo
regeneracios taptalajon volt legnagyobb a hiperhidratacidé mértéke.

Az eredmények ismeretében a kovetkezd citokinin alkalmazédsokat javasoljuk a regenerdcios
taptalajban: "M26’alany: 8,0 mg/l TOPR vagy 5,0-8,0 mg/l BAR; a ’Freedom’ fajtanal 5,0 mg/l
TDZ; a ’Royal Gala’ esetében 0,5 mg/l TDZ; mig a "Husvéti rozmaring’ fajtanal 3,5 mg/l BA-t.

A ’Royal Gala’ fajtanal elvégzett hisztologiai vizsgalatok (kiilonb6zd eldkezelésekbdl szarmazo
levelek anatomiai szerkezete) eredményét vizsgalva jelentds kiillonbségeket talaltunk, melyeket az
explantatumok regeneracios képességével Osszevetve a korabi feltételezések megerdsitést nyernek,
miszerint a jo regeneracios képesség Osszefiiggésben van a juvenilis, illetve nagymértékben

differencialatlan levélszerkezettel. Tovabbi kisérletek sziikségesek azonban a feltételezett
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Osszefligések hatterének tisztdzasara, a funkcionalis, hisztoldgiai €s molekularis valtozasok kozott,
melyeket az alma regeneracio eldtt és/vagy alatta figyeltek meg.

A ’Royal Gala’ fajta regenerdlt hajtasaival gyokeresitési kisérleteket is végeztiink.
Eredményeink szerint a regeneransok gyokeresedési képességét befolydsolta a regeneracios taptalaj
citokinin-tartalma, valamint az utantenyészt6 taptalaj Osszetétele. Négyhetes szaporito-taptalajon
torténd tenyésztés utan 76% gyokeresedést kaptunk, a gyokeres hajtasok 100%-ban talélték az
akklimatizaciot.

A hatékony regeneracios moédszerek kidolgozasaval, az alméval végzett ndovénynemesitési
munkat (Agrobacterium-kozvetitette transzformaciés munkak, szomaklonok és indukalt mutansok
eléallitasa, stb.) kivanjuk tdmogatni, illetve az eredmények kozvetleniil felhasznalhatok az alma

mikroszaporitasi technoldgiaban is.
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7. SUMMARY
Apple is one of the major fruit crops in Hungary however the apple grower section has been

facing difficulties for years due to - among others - the out-of-date cultivar composition of
plantations.

The primary aim of apple breeding is to develop new varieties with proper quality and good
yield. Moreover, the new varieties should be suited for integrated and environmentally sound
cultural technology.

Breeding apple by traditional methods takes a long time, however the use of biotechnological
methods offers a way to eliminate the disadvantages of sexual hybridization. Therefore in vitro
regeneration of adventitious shoots is necessary for breeding plants via nonsexual methods.

Among phytohormones (or plant growth regulators, PGRSs), cytokinins have proven to be the
most important factors affecting shoot regeneration both before and during regeneration process,
and interactions between these two stages often observed.

The type and concentration of cytokinin required for efficient regeneration depends on
genotype but other factors can also play a role.

Shoot regeneration experiments presented in this study were performed in the Plant
Biotechnology Laboratory of Research Institute of Nyiregyhdza (belongs to the Debrecen
University CAAES RISF). The aim of the present study was to develop efficient adventitious shoot
regeneration methods from leaf segments for some apple cultivars ("M26’ rootstock, ’Royal Gala’,
Freedom’ and *Husvéti rozmaring’ scions).

During first experiments in vitro apple shoots with 5-7 leaves were placed vertically onto pre-
treating media differed in their cytokinin content (TOP, BAR, BA, KIN, BA+TOP and BA+KIN)
and their concentration (0-2.0 mg I™*) for three weeks. After pre-treatment the newly developed
leaves of shoots were used for shoot regeneration (on medium contained 5.0 BA mg I™) then the
most important regeneration parameters were evaluated. The best pre-treatments for each genotype
were then chosen for further experiments.

In the second experiments cytokinins (TDZ, BA, BAR, TOP, TOPR, KIN, KINR, ZEA, ZEAR)
were tested in the regeneration media in different concentrations (from 0.5 to 6.5, or to 8.0 mg I in
the cases of ribosids).

The regeneration percent (the rate of explants showing shoot regeneration), the number of
regenerated shoots per explant, and the rate of hyperhydricity were evaluated in both experiments.
From the observed data an organogenesis index was calculated as follows: (regeneration rate -
hyperhydicity rate) x shoot number/100.

Histological studies were also performed in the case of ‘Royal Gala’. Shoot were pre-treated

for 3 weeks on media differed in their cytokinin-content, while control medium was cytokinin-free.
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During this period at least one but in general two new leaves developed on shoots depending on
treatments. Histological studies were then performed in the two bottom newly developed leaves.
The cross sections of leaves were examined by light- microscope.

Genotypes tested showed differences in their regeneration ability: ‘Royal Gala’, ‘M26’ and
‘Husvéti rozmaring’ showed a very high regeneration capacity (up to 100%; 96.6% and 94.9%,
respectively), while regeneration ability of ‘Freedom’ was lower (84.7%). In the second experiment
the maximum regeneration percents were lower in ‘M26°, ‘Husvéti rozmaring’ and ‘Freedom’
(84.9%; 81.5% and 59.7%, respectively).

Regeneration capacity of leaf explants was affected by the cytokinin-content of the pre-treating
media and their effects were expressed in the changes of regeneration rates, shoot number and
especially in the rate of hyperhydricity. It became evident, that using proper pre-treating medium
the hyperhydricity of the regenerated shoots can be decreased.

Based on these results we recommend following pre-treating media: 0.5 mg I BA+1.5 mg I
TOP for *Freedom’; 1.5 mg I KIN for *Husvéti rozmaring’; 0.5 mg 1"l TOP for *Royal Gala’ and
1.0 mg I TOP for "M26’.

It can be concluded that a stimulatory effect of TOP applied in the pre-treating media could be
detected on morphogenic ability of leaves in the majority of genotypes.

Type and concentrations of cytokinins used in the regeneration media also played important
role in the expression of the regeneration capacity of leaf explants.

Although responses of genotypes for cytokinins were different; we observed that KIN, ZEA and
their ribosids showed a very low efficiency in the induction of adventitious shoots.

TDZ has proven to be very efficient to increase the number of regenerated shoots ("M26’,
’Royal Gala’) and the regeneration rate ("M26°, ’Royal Gala’) but the rate of hyperhydricity was
also the highest on media supplemented with TDZ ("M26°, 'Royal Gala’, ’Freedom”).

Based on the results we suggest to apply the following regeneration media: 8.0 mg I*TOPR
vagy 5.0-8.0 mg I"BAR for *M26’; 5.0 mg I TDZ for Freedom’, 0.5 mg I TDZ for’Royal Gala’
and 3.5 mg I BA for *Husvéti rozmaring’.

Results of histological studies showed also differences in the anatomical structure of leaves
originated from different pre-treatments, and relationship revealed between leaf structure and their
regeneration ability confirming the presumption that regeneration ability of leaves is related to their
juvenile or highly desorganised structure.

Rooting experiments were also conducted with regenerated shoots of ‘Royal Gala’. The rooting
ability of regenerants was affected both by cytokinin-content of regeneration media and compounds

of sub-culture media. After sub-culture of adventitious shoots on proliferation medium, the rooting
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rate of newly developed shoots was 76% and all rooted shoots were acclimatised and survived with
maximum efficiency.

The newly developed regeneration methods presented here can support the breeding work with
apple (Agrobacterium-mediated transformation, production of induced mutants and somaclones).

Moreover, results could be utilised directly in the micropropagation technology of apple.
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M2. AZ IRODALOMBAN KOZOLT EREDMENYEK OSSZEFOGLALO TABLAZATAI

M2/1. tablazat: Almafajtak valasza a kiillonb6z6 citokinin elékezelésekre

Fajta Tesztelt Egyéb tényez6k Legjobb Hajtas Hivatkozas
citokininek elokezelés db/
explanta
tum
és/vagy
regener
acios %
Gala Citokinin-mentes, Az el6kezelés 0.05 uM 7.6; Swartz et al.
0.05 vagy 0.5 uyM  id6tartama 3 hét  TDZ (75%) 1990
TDZ, 5.0 uM 6.0;
5.0 uM BA, BA (75%)
5.0 vagy 50.0 uyM
ZEA
M26" Citokinin-mentes,  Level izolalas Citokinin-  60%< Famiani et al.
2.22 vagy 4.44 idopontja: 15. mentes, 1994
uM BA vagy 30. nap 30. nap
M26" Citokinin-mentes  Level izolalas Citokinin-  8.5<; Ferradini et al.
0.89 uM BA idépontja a 30. mentes (60%) 1996
napon
Pink Lady Nem kozolt folyékony MS, 15.0 uM 17.2 Sriskandarajah
Staba TDZ és Goodwin
vitaminok?, 2.5 1998
uM NAA, 4
napig
Royal Citokinin-mentes Az el6kezelés 05mgl*t 151 Dobranszki et
Gala 0.5mg I"! BA, id6tartama 3 hét ~ TOP (97%<)  al. 2002
0.5; 1.0; 1.5 vagy
2.0mg " TOP

'a citokinineket az utolsd proliferacios taptalajban tesztelték

% Staba (1969)
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M2/2. tablazat. Kiilonb6z6 almafajtak citokinin valaszai sszefoglalva

Alma fajtak Explantatum A legjobb Hajtas Hivatkozas
tipusa citokinin darab/explantatum
kezelés és/vagy regeneracios
%
Tuscan Levél lemez 20mgl*BA 3.69+0.68 James et al. 1988
M9 20mgI*BA 1.0
M25 20mgl*BA 1.7+0.32
Malling Levél lemez 2mgl*BA 1.8 (54 %) Ognjanov 1988
Greensleaves
Akerd Levél 22.0uMBA  64+29 Welander 1988
szegment
MclIntosh 220uMBA 82+46
MclIntosh 22.0uMBA 11.4+5.1
Wijcik
Gravenstein 220uMBA  7.3+31
M26 22.0 uM BA 16.3+7.2
Mclintosh Levél 10 uM TDZ 9.3 Fasolo et al. 1989
Triple Red 10 uM TDZ 6.1
Delicious
Paladino Spur 10 uM TDZ 6.3
Mclntosh
M26 Levél 4.4 uM BA >14.0 Predieri és Fasolo
1989
Gala Levél 222uMBA 142 Dufour 1990
Levél kallusz 22.2 uM BA 9.8
Gala Levél 3 uM TDZ 90.6% Sriskandarajah et
Royal Gala 3 uM TDZ 92.8% al. 1990a
Jonagold 3 uM TDZ 73.3%
M9 Levél 02mgl? 7.0+4.2 Theiler-Hedtrich
TDZ és Theiler-
M26 02mgl* 6.1 Hedtrich 1990
TDZ
M27 50mgI*BA  4.0+3.0
Golden 50mg ' BA 3.0+ 1.6 (33%)
Delicious
Golden 02mgl* 2.6 + 2.5 (73 %)
Delicious TDZ
Priscilla 5mgl*BA  1.7+1.0
Florina 02mgl* 17.7+4.9
TDZ
Golden internodalis 4.4 uM BA 25+1.2(22.9 %) Belaizi et al. 1991
Delicious * szegment
Mclintosh Levél 40uMTDZ  3.5(67 %) Korban et al.
Royal Gala 5.0-20 uM 100 % 1992
TDZ
Gala 15.0 yM TDZ 50 %
Dayton 150 yM TDZ 555%
Golden 40uMTDZ 28%
Delicious
M7 200 M TDZ 19.8%
Macspur 15.0 M TDZ 24 %
M26 Level 222uMBA 65 Famiani et al.
1994
Gloster Erett embrid 80mgl*2iP 6.6 Keulemans és de
Witte 1994
Jork 9 Levél 220 uM BA  1.95+0.493 Pawlicki and
szegment Welander 1994
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A~ W NP

M2/2. tablazat. Kiilonb6z6 almafajtak citokinin valaszai 6sszefoglalva (folytatas)

Empire Levél 31.1uMBA  65+0.6 Yepes és
szegment Aldwinckle 1994
Golden 31.1 uM BA 7.3+1.0
Delicious
Liberty 222uMBA  59+0.9
MclIntosh 222uMBA  76+1.2
M26 22.2 uM BA 156+25
Jork 9 Levél 17.8 WM BA 3.4 Caboni et al. 1996
szegment
M26 Levél 222uMBA 8.6 Ferradini et al.
1996
Nezalezhnist Levél 5mgl'BA 67 % Bartish és
Idared 5mgl'BA  72% Korkhovoi 1997
Florina 5-10 mg I"* 80 %
BA
Mclntosh Levél 3 uM TDZ 5.9 Sarwar and
szegment Skirvin 1997
Macspur 2 2 uM TDZ 6.0
Wijcik 3 uM TDZ 10.0
Royal Gala Szar 1.OuyMTDZ 68.8 Liu et al. 1998
internodalis
szegment,
etiolalt
hajtasokrol
Jork 9 Levél 178 M BA  45+0.2 Caboni és Tonelli
szegment 1999
Mclintosh 220uMBA  76%
Gala 22 uM BA 54 %
1.0 M TDZ 58 %
Jork 93 Hajtascsucs 178 Y]MBA  50.0+2.3 Caboni et al. 2000
M26 * 178 Y]MBA  48.3+3.2
Gala? 178 YWMBA ~ 46.1+4.2
Mclntosh ? 178 WM BA  442+46
Granny Smith Levél 7.5uMTDZ 87 % Gercheva et al.
szegment 2000
Morspur 7.5uM TDZ 53 %
Golden
Starkrimson 7.5uM TDZ 100 %
Gala Cstcsi levelek 222 uMBA  4.1+0.2 (95.3 %) Montecelli et al.
2000
Jork 9* hajtascstics 17.8 utM BA 28 (100 %) D’ Angeli et al.
2001
Royal Gala Levél 02mgl* 15.1 (100 %) Dobréanszki et al.
szegment TDZ 2002
Fuji 2001 levél 1.0-20mg It 100% Qin et al. 2002
TDZ
Bramley Levéllemez  50mgl"BA 1.0 McAdam-
OConnell et al.
2004
MM 106 Level 8.8 uM BA 10.8 Modgil et al.
2005
Hanfu Level 1.0mgI? 19.47 Ou et al. 2008
TDZ

: Haromszor ismételt tenyésztési és regeneralasi ciklus utan
: Kiilonb6z6 szegmenseken a teljes mennyiség

: 10 honapon keresztiil az sszes leszedett hajtas

: Auxin-mentes taptalajra torténé atrakas utan
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M3. A STATISZTIKAI ERTEKELESEK EREDMENYTABLAZATAI

M3/1. Elokezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara, ’M26’ alany esetén

M3/1/1. ANOVA tablazat

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 465,831 24 19,410 6,550 ,000
Within Groups 3751,759 1266 2,963
Total 4217,589 1290
M3/1/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BAR N 1 2 BA N 1 2
24 27 1,89 33 32 1,56
22 29 2,72 2,72 34 38 1,66
23 46 3,39 3,39 32 36 1,83 1,83
21 48 3,83 31 49 2,35
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
KIN N 1 2 BA+KIN N 1 2
54 46 2,15 64 35 1,40
52 54 2,98 63 50 2,42
51 54 3,30 62 54 2,54
53 58 3,36 61 52 2,92

M3/1/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(htre () tre (-) Lower Upper
Bound Bound
0 11 797(%) ,258 ,002 ,29 1,30
12 ,592(*) ,254 ,020 ,09 1,09
13 ,720(%) ,261 ,006 21 1,23
14 ,721(% ,268 ,007 ,20 1,25
21 -,465 274 ,090 -1,00 ,07
22 ,644 ,340 ,058 -,02 1,31
23 -,023 ,279 ,934 -,57 ,52
24 1,479(*) ,351 ,000 79 2,17
31 1,021(*) 272 ,000 ,49 1,55
32 1,535(*) ,309 ,000 ,93 2,14
33 1,806(*) ,326 ,000 1,17 2,44
34 1,710(%) ,302 ,000 1,12 2,30
41 1,577(*) ,370 ,000 ,85 2,30
42 ,629(%) ,279 ,024 ,08 1,18
43 ,828(*%) ,306 ,007 ,23 1,43
44 J74(%) ,306 ,012 ,17 1,37
51 ,072 ,261 ,783 -,44 ,58
52 ,387 ,261 ,139 -,13 ,90
53 ,006 ,254 ,981 -,49 ,50
54 1,216(*) ,279 ,000 ,67 1,76
61 ,445 ,265 ,094 -,08 ,97
62 ,831(%) ,261 ,002 ,32 1,34
63 ,948(*) ,270 ,000 42 1,48
64 1,968(*) ,313 ,000 1,35 2,58
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M3/2. El6kezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara, ’Freedom’ fajta esetén

M3/2/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 79,919 24 3,330 4,517 ,000
Within Groups 583,824 792 737
Total 663,743 816

M3/2/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

M3/2/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BAR N 1 2 BA+TOP N 1 2
22 15 1,27 44 7 1,29
24 29 1,38 1,38 42 30 1,67 1,67
21 38 1,66 1,66 41 47 1,96 1,96
23 35 1,89 43 51 2,45
Subset for alpha = .05

KIN N 1 2

54 35 1,49

53 39 1,67 1,67

52 27 1,74 1,74

51 39 2,10

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre @) tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 11 ,395(*) ,149 ,008 ,10 ,69
12 ,552(*) ,160 ,001 ,24 ,87
13 ,287 ,169 ,090 -,04 ,62
14 ,465(*) ,184 ,012 ,10 ,83
21 ,192 ,158 ,225 512 ,50
22 ,583(*%) ,234 ,013 ,12 1,04
23 -,036 ,163 ,825 -,36 ,28
24 LA470(%) ,176 ,008 ,12 ,82
31 ,744(%) 211 ,000 ,33 1,16
32 ,429(%) 211 ,042 ,02 ,84
33 ,350 ,259 177 -,16 ,86
34 ,388 ,249 ,120 -,10 ,88
41 -,108 ,146 ,459 -39 ,18
42 ,183 174 ,292 -,16 ,52
43 -,601(*) ,141 ,000 -,88 -,32
44 ,564 ,333 ,091 -,09 1,22
51 -,252 ,156 ,106 -,56 ,05
52 ,109 ,181 ,548 -,25 46
53 ,183 ,156 ,242 -,12 ,49
54 ,364(*) ,163 ,026 ,04 ,68
61 ,239 216 ,269 -,18 ,66
62 ,398(*) 171 ,020 ,06 73
63 ,534(*%) 211 ,011 ,12 ,95
64 ,531(*%) ,198 ,007 ,14 ,92
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M3/3. El6kezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara, ’Royal Gala’ fajta esetén

M3/3/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2696,102 24 112,338 13,509 ,000
Within Groups 12373,572 1488 8,316
Total 15069,675 1512

M3/3/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

BAR Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
1 2 3 BA+TOP N 1 2
23 59 3,24 43 51 4,33
22 57 4,28 42 58 4,79
24 57 4,40 41 53 5,70 5,70
21 60 6,27 44 57 6,88
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
KIN N 1 2 BA+KIN N 1 2
o1 60 6,27 64 53 3,55
54 60 6,33 63 58 3,81
52 56 7,07 62 59 4,19 4,19
53 60 8,60 61 60 4,82
M3/3/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata
Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
Otre  Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 11 -3,475(*) ,568 ,000 -4,59 -2,36
12 -,995 ,516 ,054 -2,01 ,02
13 -2,051(*%) ,516 ,000 -3,06 -1,04
14 -1,064(*) ,522 ,042 -2,09 -,04
21 -,845(%) 417 ,043 -1,66 -,03
22 1,141(») 426 ,007 31 1,98
23 2,184(%) ,420 ,000 1,36 3,01
24 1,018(*) 426 ,017 ,18 1,85
31 1,186(*) ,445 ,008 31 2,06
32 1,046(*) 429 ,015 21 1,89
33 ,455 417 276 -,36 1,27
34 ,386 426 ,365 -,45 1,22
41 -,277 ,439 ,528 -1,14 ,58
42 ,628 423 ,138 -,20 1,46
43 1,088(%) ,445 ,015 21 1,96
44 -1,456(*) 426 ,001 -2,29 -,62
51 -,845(*) 417 ,043 -1,66 -,03
52 -1,650(*) 429 ,000 -2,49 -81
53 -3,179(*%) A17 ,000 -4,00 -2,36
54 -,912(*) 417 ,029 -1,73 -,09
61 ,605 417 ,147 -,21 1,42
62 1,235(*%) ,420 ,003 41 2,06
63 1,611(%) 423 ,000 78 2,44
64 1,874(*) ,439 ,000 1,01 2,73
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M3/4. El6kezelések hatasa a regeneralt hajtasok szamara, *Husvéti rozmaring’ fajta esetén

M3/4/1. ANOVA tablazat

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 202,073 24 8,420 5,958 ,000
Within Groups 1616,699 1144 1,413
Total 1818,772 1168
M3/4/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai
ToP N Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
1 2 3 BAR N 1 2
13 39 1,72 21 44 1,75
14 41 2,12 2,12 22 40 1,93 1,93
12 55 2,56 2,56 24 39 2,33
11 55 2,95 23 50 2,50
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BA N 1 2 BA+TOP N 1 2
34 40 1,95 44 34 1,41
31 44 2,14 2,14 43 46 2,15
32 40 2,20 2,20 41 40 2,35
33 21 2,86 42 38 2,58
KIN N Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
1 2 3 BA+KIN N 1 2
54 49 2,08 63 23 1,48
51 47 2,51 2,51 64 36 1,94 1,94
52 50 2,80 2,80 61 54 1,98 1,98
53 57 3,26 62 44 2,41

M3/4/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence

() tre J) tre ((EN)) Lower Bound | Upper Bound
reghajtdb 0 11 -,617(*%) ,189 ,001 -,99 -,25
12 -,235 ,189 ,213 -,61 14

13 ,611(%) ,215 ,005 ,19 1,03

14 ,207 211 ,327 -,21 ,62

21 ,579(%) ,205 ,005 ,18 ,98

22 ,404 ,213 ,058 -,01 ,82

23 -,171 ,195 ,381 -,55 21

24 -,005 ,215 ,983 -,43 42

31 ,192 ,205 ,348 -,21 ,59

32 ,129 ,213 ,545 -,29 ,55

33 -,528 ,278 ,057 -1,07 ,02

34 ,379 ,213 ,075 -,04 ,80

41 -,021 ,213 ,920 -,44 ,40

42 -,250 ,217 ,249 -,68 ,18

43 ,176 ,202 ,381 -,22 57

44 917(*) 227 ,000 A7 1,36

51 -,182 ,200 ,363 -,57 21

52 -A71(%) ,195 016 -,85 -,09

53 -,934(%) ,186 ,000 -1,30 -,57

54 247 ,197 ,210 -,14 ,63

61 ,347 ,190 ,068 -,03 72

62 -,080 ,205 ,695 -,48 ,32

63 ,850(*) ,267 ,001 ,33 1,37

64 ,384 ,222 ,083 -,05 ,82
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M3/5/1. ANOVA tablazat

M3/5. Elokezelések hatasa a regeneracios ratara (%) M26’ alany esetén

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 55486,564 24 2311,940 5,922 ,000
Within Groups 97211,961 249 390,409
Total 152698,52 273

M3/5/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05
KIN N 1 2
54 10 76,40
52 10 89,80 89,80
51 10 91,50
53 10 94,90

M3/5/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Subset for alpha = .05
BA+KIN N 1 2
64 10 58,00
63 10 84,80
61 10 88,10
62 10 89,80

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
Otre @) tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
regen% 0 11 -1,275 6,986 ,855 -15,03 12,48
12 -4,675 6,986 ,504 -18,43 9,08
13 2,125 6,986 ,761 -11,63 15,88
14 7,125 6,986 ,309 -6,63 20,88
21 17,025(%) 6,986 ,016 3,27 30,78
22 31,147(% 7,290 ,000 16,79 45,50
23 13,825(*) 6,986 ,049 ,07 27,58
24 36,050(*%) 7,653 ,000 20,98 51,12
31 10,525 6,986 ,133 -3,23 24,28
32 32,225(%) 6,986 ,000 18,47 45,98
33 35,525(%) 6,986 ,000 21,77 49,28
34 28,825(*) 6,986 ,000 15,07 42,58
41 42,175(*) 7,653 ,000 27,10 57,25
42 18,825(*) 6,986 ,008 5,07 32,58
43 23,703(*%) 7,290 ,001 9,35 38,06
44 30,425(*) 6,986 ,000 16,67 44,18
51 ,425 6,986 ,952 -13,33 14,18
52 2,125 6,986 ,761 -11,63 15,88
53 -2,975 6,986 ,671 -16,73 10,78
54 15,525(*) 6,986 ,027 1,77 29,28
61 3,825 6,986 ,584 -9,93 17,58
62 2,125 6,986 ,761 -11,63 15,88
63 7,125 6,986 ,309 -6,63 20,88
64 33,925(%) 6,986 ,000 20,17 47,68
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M3/6/1. ANOVA tablazat

M3/6. Elokezelések hatasa a regeneracios ratara (%) *Freedom’ fajta esetén

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 91112,381 24 3796,349 5,024 ,000
Within Groups 189673,572 251 755,672
Total 280785,953 275

M3/6/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

M3/6/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05

TOP N 1 2 BAR N 1 2
14 10 43,00 22 10 24,70
13 10 53,00 53,00 24 10 48,10 48,10
12 10 61,40 61,40 23 10 57,90
11 10 73,20 21 10 62,90

BA+TO Subset for alpha = .05

P N 1 2 3

44 10 11,50

42 10 49,80

41 10 78,00

43 10 84,70

Dependent Variable Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence

) tre (1-9) Lower Bound | Upper Bound
reg% 11 -15,672 9,826 112 -35,02 3,68
12 -3,872 9,826 ,694 -23,22 15,48

13 4,528 9,826 ,645 -14,82 23,88

14 14,528 9,826 141 -4,82 33,88

21 -5,372 9,826 ,585 -24,72 13,98

22 32,828(%) 9,826 ,001 13,48 52,18

23 -,372 9,826 ,970 -19,72 18,98

24 9,428 9,826 ,338 -9,92 28,78

31 26,328(%) 9,826 ,008 6,98 45,68

32 26,028(*) 9,826 ,009 6,68 45,38

33 37,728(%) 9,826 ,000 18,38 57,08

34 36,128(%) 9,826 ,000 16,78 55,48

41 -20,472(*) 9,826 ,038 -39,82 -1,12

42 7,728 9,826 432 -11,62 27,08

43 -27,172(%) 9,826 ,006 -46,52 -7,82

44 46,028(*) 9,826 ,000 26,68 65,38

51 -7,172 9,826 ,466 -26,52 12,18

52 12,728 9,826 ,196 -6,62 32,08

53 -7,272 9,826 ,460 -26,62 12,08

54 -,372 9,826 ,970 -19,72 18,98

61 27,828(%) 9,826 ,005 8,48 47,18

62 6,128 9,826 ,533 -13,22 25,48

63 26,128(*) 9,826 ,008 6,78 45,48

64 21,128(%) 9,826 ,033 1,78 40,48
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M3/7. Elokezelések hatasa a regeneracios ratara (%) Royal Gala’ fajta esetén

M3/7/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3852,923 24 160,538 1,242 0,207
Within Groups 30774,833 238 129,306
Total 34627,757 262

M3/7/2: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
Otre @) tre (1-3) Lower Upper
Bound Bound
regsz 0 11 -4,650 5,394 ,390 -15,28 5,98
12 -4,650 4,978 ,351 -14,46 5,16
13 -4,650 4,978 ,351 -14,46 5,16
14 -1,817 4,978 ,715 -11,62 7,99
21 -4,650 4,020 ,249 -12,57 3,27
22 ,450 4,020 911 -7,47 8,37
23 -2,950 4,020 ,464 -10,87 4,97
24 -1,250 4,020 ,756 -9,17 6,67
31 10,350(*) 4,020 ,011 2,43 18,27
32 ,350 4,020 ,931 -7,57 8,27
33 -4,650 4,020 ,249 -12,57 3,27
34 -1,250 4,020 ,756 -9,17 6,67
41 7,050 4,020 ,081 -,87 14,97
42 -1,250 4,020 ,756 -9,17 6,67
43 5,350 4,020 ,185 -2,57 13,27
44 ,350 4,020 ,931 -7,57 8,27
51 -4,650 4,020 ,249 -12,57 3,27
52 2,150 4,020 ,593 -5,77 10,97
53 -4,650 4,020 ,249 -12,57 3,27
54 -4,650 4,020 ,249 -12,57 3,27
61 -4,650 4,020 ,249 -12,57 3,27
62 -2,950 4,020 ,464 -10,87 4,97
63 -1,250 4,020 ,756 -9,17 6,67
64 3,850 4,020 ,339 -4,07 11,77
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M3/8. Elokezelések hatasa a regeneracios ratara (%) *Husvéti rozmaring’ fajta esetén

M3/8/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 54257,139 24 2260,714 3,977 ,000
Within Groups 142697,672 251 568,517
Total 196954,812 271

M3/8/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05

OP N 1 2 BA N 1 2
13 10 64,70 33 10 34,70
14 10 68,00 32 10 66,30 66,30
11 10 91,50 34 10 66,50 66,50
12 10 91,50 31 10 73,10

BA+KI Subset for alpha = .05

N N 1 2 3

63 10 38,00

64 10 59,80 59,80

62 10 69,60 69,60

61 10 91,60

M3/8/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(htre () tre (-) Lower Upper
Bound Bound
reg% 0 11 -26,028(*) 8,523 ,003 -42,81 -9,24
12 -26,028(*) 8,523 ,003 -42,81 -9,24
13 J72 8,523 ,928 -16,01 17,56
14 -2,528 8,523 , 7167 -19,31 14,26
21 -7,728 8,523 ,365 -24,51 9,06
22 -,928 8,523 ,913 -17,71 15,86
23 -17,528(*) 8,523 ,041 -34,31 -, 74
24 ,672 8,523 ,937 -16,11 17,46
31 -7,628 8,523 ,372 -24,41 9,16
32 -,828 8,523 ,923 -17,61 15,96
33 30,772(*%) 8,523 ,000 13,99 47,56
34 -1,028 8,523 ,904 -17,81 15,76
41 -1,028 8,523 ,904 -17,81 15,76
42 2,472 8,523 J72 -14,31 19,26
43 -12,528 8,523 ,143 -29,31 4,26
44 9,072 8,523 ,288 -7,71 25,86
51 -12,628 8,523 ,140 -29,41 4,16
52 -17,628(*) 8,523 ,040 -34,41 -,84
53 -29,428(*) 8,523 ,001 -46,21 -12,64
54 -16,128 8,523 ,060 -32,91 0,66
61 -26,128(*) 8,523 ,002 -42,91 -9,34
62 -4,128 8,523 ,629 -20,91 12,66
63 27,472(%) 8,523 ,001 10,69 44,26
64 5,672 8,523 ,506 -11,11 22,46
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M3/9. El6kezelések hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara (%) ’M26° alany esetén

M3/9/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 55486,564 24 2311,940 5,922 ,000
Within Groups 97211,961 249 390,409
Total 152698,526 273

M3/9/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
KIN N 1 2 BA+KIN N 1 2
54 10 9,70 64 10 21,30
52 10 63,10 63 10 59,80
51 10 73,00 62 10 68,10
53 10 84,90 61 10 79,60

M3/9/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(Otre  Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
vitri% 0 11 30,900(%) 9,981 ,002 11,24 50,56
12 37,600(*) 9,981 ,000 17,94 57,26
13 14,200 9,981 ,156 -5,46 33,86
14 10,800 9,981 ,280 -8,86 30,46
21 37,400(%) 9,981 ,000 17,74 57,06
22 39,744(%) 10,416 ,000 19,23 60,26
23 32,600(*) 9,981 ,001 12,94 52,26
24 46,175(%) 10,934 ,000 24,64 67,71
31 7,600 9,981 447 -12,06 27,26
32 29,300(*) 9,981 ,004 9,64 48,96
33 27,700(*%) 9,981 ,006 8,04 47,36
34 36,000(*) 9,981 ,000 16,34 55,66
41 38,050(%) 10,934 ,001 16,51 59,59
42 4,200 9,981 ,674 -15,46 23,86
43 26,633(*) 10,416 ,011 6,12 47,15
44 37,600(%) 9,981 ,000 17,94 57,26
51 -20,700(*) 9,981 ,039 -40,36 -1,04
52 -10,800 9,981 ,280 -30,46 8,86
53 -32,600(*) 9,981 ,001 -52,26 -12,94
54 42,600(%) 9,981 ,000 22,94 62,26
61 -27,300(*) 9,981 ,007 -46,96 -7,64
62 -15,800 9,981 ,115 -35,46 3,86
63 -7,500 9,981 ,453 -27,16 12,16
64 31,000(*%) 9,981 ,002 11,34 50,66
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M3/10. Elékezelések hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara (%) *Freedom’ fajta esetén

M3/10/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2945,147 24 122,714 1,907 ,008
Within Groups 16147,589 251 64,333
Total 19092,736 275

M3/10/2: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
Otre @) tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
Vit% 0 11 ,444 2,867 ,877 -5,20 6,09
12 444 2,867 877 -5,20 6,09
13 ,444 2,867 877 -5,20 6,09
14 ,444 2,867 ,877 -5,20 6,09
21 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
22 ,444 2,867 ,877 -5,20 6,09
23 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
24 444 2,867 877 -5,20 6,09
31 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
32 -7,756(*) 2,867 ,007 -13,40 -2,11
33 -2,756 2,867 ,337 -8,40 2,89
34 -11,056(*) 2,867 ,000 -16,70 -5,41
41 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
42 -9,556(*) 2,867 ,001 -15,20 -3,91
43 -7,656(*) 2,867 ,008 -13,30 -2,01
44 444 2,867 877 -5,20 6,09
51 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
52 -2,756 2,867 ,337 -8,40 2,89
53 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
54 -2,756 2,867 ,337 -8,40 2,89
61 -1,156 2,867 ,687 -6,80 4,49
62 -6,056(*) 2,867 ,036 -11,70 -,41
63 -4,356 2,867 ,130 -10,00 1,29
64 444 2,867 ,877 -5,20 6,09
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M3/11. Elékezelések hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara (%) *Royal Gala’ fajta
esetén

M3/11/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6886,800 3 2295,600 5,739 ,003
Within Groups 14398,800 36 399,965
Total 21285,600 39
Between Groups 5127,700 3 1709,233 3,053 ,041
Within Groups 20152,200 36 559,783
Total 25279,900 39

M3/11/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BA+TOP N 1 2 BA+KIN N 1 2
43 10 1,70 62 10 11,40
44 10 1,70 64 10 16,30 16,30
42 10 16,70 16,70 63 10 21,30 21,30
41 10 33,50 61 10 41,20

M3/11/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(htre () tre (I-3) Lower Upper
Bound Bound
vitrsz 0 11 19,450 12,673 ,126 -5,52 44,42
12 2,350 11,697 ,841 -20,69 25,39
13 5,183 11,697 ,658 -17,86 28,23
14 -,650 11,697 ,956 -23,69 22,39
21 9,450 9,446 ,318 -9,16 28,06
22 12,750 9,446 ,178 -5,86 31,36
23 -2,150 9,446 ,820 -20,76 16,46
24 12,650 9,446 ,182 -5,96 31,26
31 12,850 9,446 ,175 -5,76 31,46
32 16,250 9,446 ,087 -2,36 34,86
33 -,550 9,446 ,954 -19,16 18,06
34 12,750 9,446 ,178 -5,86 31,36
41 -,650 9,446 ,945 -19,26 17,96
42 16,150 9,446 ,089 -2,46 34,76
43 31,150(%) 9,446 ,001 12,54 49,76
44 31,150(*) 9,446 ,001 12,54 49,76
51 6,550 9,446 ,489 -12,06 25,16
52 13,150 9,446 ,165 -5,46 31,76
53 -1,750 9,446 ,853 -20,36 16,86
54 13,250 9,446 ,162 -5,36 31,86
61 -8,350 9,446 ,378 -26,96 10,26
62 21,450(*%) 9,446 ,024 2,84 40,06
63 11,550 9,446 ,223 -7,06 30,16
64 16,550 9,446 ,081 -2,06 35,16
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M3/12. Elékezelések hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara (%) *Husvéti rozmaring’
fajta esetén

M3/12/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 92609,606 24 3858,734 5,444 ,000
Within Groups 177913,872 251 708,820
Total 270523,478 275

M3/12/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05

treorig N 1 2 3

21 10 8,10

22 10 34,80 34,80

24 10 61,50 61,50

23 10 78,00

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05

treorig N 1 2 treorig N 1 2
52 10 9,80 63 10 ,00
51 10 33,10 33,10 61 10 13,10 13,10
53 10 33,10 33,10 62 10 28,20 28,20
54 10 54,70 64 10 41,40

M3/12/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence

() tre J) tre ((EN)) Lower Bound | Upper Bound
Vitrd% 0 11 -6,472 9,517 ,497 -25,22 12,27
12 -14,772 9,517 ,122 -33,52 3,97

13 3,628 9,517 ,703 -15,12 22,37

14 -16,272 9,517 ,089 -35,02 2,47

21 1,928 9,517 ,840 -16,82 20,67

22 -24,772(%) 9,517 ,010 -43,52 -6,03

23 -67,972(%) 9,517 ,000 -86,72 -49,23

24 -51,472(%) 9,517 ,000 -70,22 -32,73

31 -36,272(*%) 9,517 ,000 -55,02 -17,53

32 -21,372(%) 9,517 ,026 -40,12 -2,63

33 -8,072 9,517 ,397 -26,82 10,67

34 -6,372 9,517 ,504 -25,12 12,37

41 -28,072(*%) 9,617 ,003 -46,82 -9,33

42 -26,372(*) 9,517 ,006 -45,12 -7,63

43 -8,072 9,517 ,397 -26,82 10,67

44 1,928 9,517 ,840 -16,82 20,67

51 -23,072(*) 9,517 ,016 -41,82 -4,33

52 ,228 9,617 ,981 -18,52 18,97

53 -23,072(%) 9,517 ,016 -41,82 -4,33

54 -44,672(*) 9,617 ,000 -63,42 -25,93

61 -3,072 9,517 147 -21,82 15,67

62 -18,172 9,517 ,057 -36,92 ,57

63 10,028 9,517 ,293 -8,72 28,77

64 -31,372(%) 9,517 ,001 -50,12 -12,63
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M3/13. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneralt hajtasok
szamara, ’M26’ alany esetén

M3/13/1. ANOVA tablazat

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 421,249 39 10,801 7,699 ,000
Within Groups 1381,867 985 1,403
Total 1803,116 1024
M3/13/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BA N 1 2 BAR N 1 2 3
24 19 1,32 32 29 1,79
20 22 1,36 31 29 1,83
21 44 1,73 1,73 30 7 2,00 2,00
23 28 2,00 2,00 35 51 2,78 2,78 2,78
22 42 2,45 33 36 3,11 3,11
34 46 3,22
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TOP N 1 2 KIN N 1 2
41 15 1,20 82 11 1,09
44 30 1,63 1,63 84 9 1,33
43 37 2,11 83 9 1,89
42 46 2,26
Subset for alpha = .05
TOPR N 1 2
53 25 1,44
54 28 1,64
51 18 1,67
52 27 1,93
55 34 3,18
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M3/13/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre  (Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -,739(%) ,284 ,009 -1,30 -,18
11 -1,121(*) ,304 ,000 -1,72 -52
12 -,222 ,319 ,A87 -,85 ,40
13 -,606(*) ,304 ,047 -1,20 -,01
14 -,583 ,329 ,077 -1,23 ,06
20 ,636 ,337 ,060 -,03 1,30
21 273 ,286 ,341 -,29 .83
22 -,452 ,289 ,118 -1,02 11
24 ,684 ,352 ,052 -,01 1,38
30 ,000 ,501 1,000 -,98 ,98
31 172 314 ,583 -,44 , 79
32 ,207 ,314 ,510 -41 .82
33 -1,111(%) ,298 ,000 -1,70 -,53
34 -1,217(%) ,284 ,000 -1,77 -,66
35 -,784(%) 279 ,005 -1,33 -,24
41 ,800(%) ,379 ,035 ,06 1,54
42 -,261 ,284 ,358 -,82 ,30
43 -,108 ,297 , 716 -,69 AT
44 ,367 311 ,239 -,24 ,98
51 ,333 ,358 ,352 -,37 1,04
52 ,074 ,319 ,817 -,55 ,70
53 ,560 ,326 ,086 -,08 1,20
54 ,357 ,317 ,260 -,26 ,98
55 -1,176(%) ,302 ,000 -1,77 -,58
61 ,545 421 , 196 -,28 1,37
62 ,875 AT5 ,066 -,06 1,81
63 ,750(%) ,317 ,018 13 1,37
64 ,500 ,358 ,163 -,20 1,20
71 ,818 421 ,053 -,01 1,65
72 ,813(%) ,371 ,029 ,08 1,54
73 , 143 ,388 , 713 -,62 ,90
74 ,220 ,290 ,450 -,.35 79
75 ,647 ,364 ,076 -,07 1,36
82 ,909(%) 421 ,031 ,08 1,74
83 111 454 ,807 -,78 1,00
84 ,667 ,454 , 142 -,22 1,56
93 ,389 ,358 277 -,31 1,09
94 ,450 347 ,195 -,23 1,13
95 ,722(%) ,358 ,044 ,02 1,42
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M3/14. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneralt hajtasok
szamara, *Freedom’ fajta esetén

M3/14/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6,582 6 1,097 1,385 ,230
Within Groups 68,907 87 , 792
Total 75,489 93

M3/14/2: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(Ohtre () tre (I-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -,126 ,400 ,753 -,92 ,67
13 -,492 ,368 ,184 -1,22 24
14 -,214 412 ,604 -1,03 ,60
24 ,175 ,449 ,698 -, 72 1,07
33 ,036 ,558 ,949 -1,07 1,14
55 ,286 476 ,550 -,66 1,23
10 0 ,126 ,400 ,753 -,67 ,92
13 -,366 ,262 ,166 -,89 ,15
14 -,088 ,321 ,784 -,73 ,55
24 ,301 ,367 ,415 -,43 1,03
33 ,162 ,495 744 -,82 1,14
55 412 ,400 ,306 -,38 1,21
13 0 ,492 ,368 ,184 -,24 1,22
10 ,366 ,262 ,166 -,15 ,89
14 278 ,280 324 -,28 ,83
24 ,667(%) ,332 ,048 ,01 1,33
33 ,528 ,469 ,264 -,40 1,46
55 778(%) ,368 ,037 ,05 1,51
14 0 ,214 412 ,604 -,60 1,03
10 ,088 321 , 784 -,55 73
13 -,278 ,280 ,324 -,83 ,28
24 ,389 ,380 ,309 -,37 1,14
33 ,250 ,505 ,622 -, 75 1,25
55 ,500 412 ,228 -,32 1,32
24 0 -, 175 ,449 ,698 -1,07 72
10 -,301 ,367 ,415 -1,03 ,43
13 -,667(*) ,332 ,048 -1,33 -,01
14 -,389 ,380 ,309 -1,14 37
33 -,139 ,535 , 796 -1,20 ,92
55 111 ,449 ,805 -, 78 1,00
33 0 -,036 ,558 ,949 -1,14 1,07
10 -,162 ,495 744 -1,14 ,82
13 -,528 ,469 ,264 -1,46 ,40
14 -,250 ,505 ,622 -1,25 75
24 ,139 ,535 ,796 -,92 1,20
55 ,250 ,558 ,655 -,86 1,36
55 0 -,286 476 ,550 -1,23 ,66
10 -,412 ,400 ,306 -1,21 ,38
13 -, 778(%) ,368 ,037 -1,51 -,05
14 -,500 412 ,228 -1,32 32
24 5,111 ,449 ,805 -1,00 ,78
33 -,250 ,558 ,655 -1,36 ,86

150



M3/15. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneralt hajtasok
szamara, ’Royal Gala’ fajta esetén

M3/15/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6276,333 45 139,474 35,308 ,000
Within Groups 5660,730 1433 3,950
Total 11937,063 1478

M3/15/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TDZ N 1 2 3 BAR N 1 2
14 51 3,12 30 8 1,38
13 55 5,20 31 39 2,33 2,33
11 60 5,93 35 32 3,22
12 60 6,12 33 54 3,22
10 59 11,08 34 49 3,47
32 53 3,51
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BA N 1 2 3 TOP N 1 2
20 18 1,22 40 4 1,00
21 51 3,22 41 21 1,52 1,52
24 57 3,82 3,82 42 35 2,17 2,17
22 57 3,84 3,84 43 47 2,28 2,28
23 57 4,58 44 46 2,70

Subset for alpha = .05

TOPR N 1 2

50 2 1,00

51 20 1,55 1,55
52 24 1,88 1,88
53 34 2,15 2,15
55 56 2,89 2,89
54 48 3,48
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M3/15/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(Ohtre  (I)tre (I-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -6,506(*) ,369 ,000 -7,23 -5,78
11 -1,354(%) ,368 ,000 -2,08 -,63
12 -1,538(*) ,368 ,000 -2,26 -,82
13 -,621 ,376 ,099 -1,36 ,12
14 1,461(*) ,383 ,000 71 2,21
20 3,357(%) ,537 ,000 2,30 4,41
21 1,363(*%) ,383 ,000 ,61 2,11
22 737(%) ,372 ,048 ,01 1,47
24 ,754(*%) ,372 ,043 ,02 1,48
30 3,204(*) ,750 ,000 1,73 4,68
31 2,246(*) ,413 ,000 1,44 3,06
32 1,070(*%) ,379 ,005 ,33 1,81
33 1,357(*) 377 ,000 ,62 2,10
34 1,110(*) ,387 ,004 ,35 1,87
35 1,360(*) ,439 ,002 ,50 2,22
40 3,579(%) 1,028 ,001 1,56 5,60
41 3,055(*) ,507 ,000 2,06 4,05
42 2,408(*) 427 ,000 1,57 3,24
43 2,302(*) ,392 ,000 1,53 3,07
44 1,883(*) ,394 ,000 1,11 2,66
50 3,579(%) 1,430 ,012 77 6,38
51 3,029(*%) ,517 ,000 2,02 4,04
52 2,704(%) ,484 ,000 1,76 3,65
53 2,432(*%) ,431 ,000 1,59 3,28
54 1,100(*) ,389 ,005 ,34 1,86
55 1,686(*) 374 ,000 ,95 2,42
61 3,246(*) ,853 ,000 1,57 4,92
62 3,318(*%) ,491 ,000 2,35 4,28
63 2,676(*) ,444 ,000 1,81 3,65
64 2,316(*%) ,416 ,000 1,50 3,13
70 3,579(%) 1,430 ,012 J7 6,38
71 3,246(*) ,537 ,000 2,19 4,30
72 3,108(*) ,431 ,000 2,26 3,95
73 2,650(*%) ,459 ,000 1,75 3,65
74 2,143(*%) ,413 ,000 1,33 2,95
75 2,008(*) ,387 ,000 1,25 2,77
81 3,579(%) 1,028 ,001 1,56 5,60
82 3,150(*) ,796 ,000 1,59 4,71
83 3,079(*) ,681 ,000 1,74 4,42
84 3,431(*%) ,464 ,000 2,52 4,34
91 3,579(%) 1,430 ,012 J7 6,38
92 3,329(*%) ,517 ,000 2,32 4,34
93 3,329(*%) ,750 ,000 1,86 4,80
94 3,124(*) ,655 ,000 1,84 4,41
95 2,979(%) AT77 ,000 2,04 3,91
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M3/16. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneralt hajtasok
szamara, *Husvéti rozmaring’ fajta esetén

M3/16/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 155,011 24 6,459 4,531 ,000
Within Groups 726,907 510 1,425
Total 881,918 534

M3/16/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BA N 1 2 BAR N 1 2 3
20 5 1,40 31 22 1,59
24 45 2,20 2,20 32 25 1,76 1,76
21 46 2,43 35 10 1,80 1,80
23 49 2,73 33 23 2,87 2,87
22 47 2,85 34 23 3,09
Subset for alpha = .05

TOP N 1 2

40 8 1,00

42 13 1,08

41 6 1,17

43 7 1,43 1,43

44 21 2,14

M3/16/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(Ohtre  ()tre (I-) Lower Upper
Bound Bound
0 10 ,535(*) ,264 ,044 ,02 1,05
11 ,196 ,256 ,444 -,31 ,70
12 ,387 ,302 ,200 -,21 ,98
13 ,321 ,280 ,252 -,23 ,87
14 ,438 ,286 ,126 -,12 1,00
20 1,335(*) ,560 ,018 ,23 2,44
21 ,300 ,245 ,222 -,18 ,78
22 -,116 ,244 ,633 -,60 ,36
24 ,535(*) ,246 ,031 ,05 1,02
31 1,144(*) ,306 ,000 ,54 1,75
32 ,975(%) ,293 ,001 ,40 1,55
33 -,135 ,302 ,655 -,73 ,46
34 -,352 ,302 ,244 -,95 24
35 ,935(*) 414 ,024 12 1,75
40 1,735(*%) ,455 ,000 ,84 2,63
41 1,568(*) ,516 ,003 ,55 2,58
42 1,658(*) ,372 ,000 ,93 2,39
43 1,306(*) ,482 ,007 ,36 2,25
44 ,592 ,311 ,058 -,02 1,20
52 1,020(*) ,482 ,035 ,07 1,97
55 1,735(*%) ,621 ,005 ,52 2,95
73 1,568(*) ,516 ,003 ,55 2,58
75 1,610(*) ,455 ,000 72 2,50
94 1,449(*) ,482 ,003 ,50 2,40
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M3/17. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneracios ratara (%)
’M26° alany esetén

M3/17/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 288141,725 48 6002,953 15,222 ,000
Within Groups 176678,500 448 394,372
Total 464820,225 496

M3/17/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TDZ N 1 2 BA N 1 2 3
14 10 39,80 24 10 31,20
12 10 44,70 20 10 36,40
13 10 54,60 54,60 23 10 46,40 46,40
11 10 54,80 54,80 22 10 69,50 69,50
10 10 76,20 21 10 73,00
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BAR N 1 2 3 TOPR N 1 2
30 10 11,30 50 10 4,80
32 10 48,00 51 10 29,70 29,70
31 10 49,70 53 10 41,30
33 10 59,70 59,70 52 10 44,60
34 10 76,50 76,50 54 10 46,40
35 10 84,90 55 10 54,60
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TOP | N 1 2 3 4 ZEA N 1 2 3
40 10| 1,60 60 10 3,20
41 10 24,80 62 10 13,20 13,20
44 10 49,80 61 10 18,00 18,00
43 10 64,70 | 64,70 64 10 28,00 28,00
42 10 72,90 63 10 46,40
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
ZEAR N 1 2 3 KIN N 1 2
70 10 5,00 80 10 1,70
71 10 17,90 17,90 81 10 1,70
73 10 22,90 22,90 83 10 15,20 15,20
72 10 26,30 26,30 84 10 16,70 16,70
75 10 27,90 82 10 18,50
74 10 68,20
Subset for alpha = .05
KINR N 1 2
90 11 ,00
91 13 ,00
92 13 ,00
95 10 28,30
93 10 30,10
94 10 33,20
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M3/17/3: Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre  (Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -29,800(*) 8,881 ,001 -47,25 -12,35
11 -8,400 8,881 ,345 -25,85 9,05
12 1,700 8,881 ,848 -15,75 19,15
13 -8,200 8,881 ,356 -25,65 9,25
14 6,600 8,881 ,458 -10,85 24,05
20 10,000 8,881 ,261 -7,45 27,45
21 -26,600(*) 8,881 ,003 -44.,05 -9,15
22 -23,100(*) 8,881 ,010 -40,55 -5,65
24 15,200 8,881 ,088 -2,25 32,65
30 35,100(*) 8,881 ,000 17,65 52,55
31 -3,300 8,881 ,710 -20,75 14,15
32 -1,600 8,881 ,857 -19,05 15,85
33 -13,300 8,881 ,135 -30,75 4,15
34 -30,100(*) 8,881 ,001 -47,55 -12,65
35 -38,500(*) 8,881 ,000 -55,95 -21,05
40 44,800(*) 8,881 ,000 27,35 62,25
41 21,600(*) 8,881 ,015 4,15 39,05
42 -26,500(*) 8,881 ,003 -43,95 -9,05
43 -18,300(*) 8,881 ,040 -35,75 -,85
44 -3,400 8,881 ,702 -20,85 14,05
50 41,600(%) 8,881 ,000 24,15 59,05
51 16,700 8,881 ,061 -, 75 34,15
52 1,800 8,881 ,839 -15,65 19,25
53 5,100 8,881 ,566 -12,35 22,55
54 ,000 8,881 1,000 -17,45 17,45
55 -8,200 8,881 ,356 -25,65 9,25
60 43,200(%) 8,881 ,000 25,75 60,65
61 28,400(%) 8,881 ,001 10,95 45,85
62 33,200(%) 8,881 ,000 15,75 50,65
63 ,000 8,881 1,000 -17,45 17,45
64 18,400(*) 8,881 ,039 ,95 35,85
70 41,400(*) 8,881 ,000 23,95 58,85
71 28,500(*) 8,881 ,001 11,05 45,95
72 20,100(*) 8,881 ,024 2,65 37,55
73 23,500(*) 8,881 ,008 6,05 40,95
74 -21,800(*) 8,881 ,014 -39,25 -4,35
75 18,500(*) 8,881 ,038 1,05 35,95
80 44,700(%) 8,881 ,000 27,25 62,15
81 44,700(%) 8,881 ,000 27,25 62,15
82 27,900(*) 8,881 ,002 10,45 45,35
83 31,200(*) 8,881 ,000 13,75 48,65
84 29,700(*) 8,881 ,001 12,25 47,15
90 46,400(*) 8,677 ,000 29,35 63,45
91 46,400(%) 8,353 ,000 29,98 62,82
92 46,400(*) 8,353 ,000 29,98 62,82
93 16,300 8,881 ,067 -1,15 33,75
94 13,200 8,881 ,138 -4,25 30,65
95 18,100(*) 8,881 ,042 ,65 35,55
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M3/18. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneracios ratara (%)
’Freedom’ fajta esetén

M3/18/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 48355,748 47 1028,846 16,584 ,000
Within Groups 26800,500 432 62,038
Total 75156,248 479

M3/18/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatali

Subset for alpha = .05
TDZ N 1 2 3
11 10 ,00
12 10 ,00
14 10 23,10
10 10 28,10
13 10 59,70

Subset for alpha = .05
TOPR N 1 2
50 10 ,00
51 10 ,00
52 10 ,00
53 10 ,00
54 10 ,00
55 10 11,30
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M3/18/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(htre () tre (=) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -16,700(*) 3,522 ,000 -23,62 -9,78
11 11,400(*) 3,622 ,001 4,48 18,32
12 11,400(*) 3,622 ,001 4,48 18,32
13 -48,300(*) 3,522 ,000 -55,22 -41,38
14 -11,700(*) 3,522 ,001 -18,62 -4,78
20 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
21 8,100(*) 3,622 ,022 1,18 15,02
22 9,800(*) 3,622 ,006 2,88 16,72
24 -3,400 3,522 ,335 -10,32 3,52
30 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
31 6,600 3,522 ,062 -,32 13,52
32 8,200(*) 3,622 ,020 1,28 15,12
33 5,000 3,622 ,156 -1,92 11,92
34 9,800(*) 3,622 ,006 2,88 16,72
35 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
40 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
41 11,400(%) 3,622 ,001 4,48 18,32
42 11,400(%) 3,622 ,001 4,48 18,32
43 9,800(*) 3,622 ,006 2,88 16,72
44 8,200(*) 3,522 ,020 1,28 15,12
50 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
51 11,400(%) 3,622 ,001 4,48 18,32
52 11,400(*) 3,622 ,001 4,48 18,32
53 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
54 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
55 ,100 3,622 977 -6,82 7,02
60 11,400(*) 3,622 ,001 4,48 18,32
61 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
62 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
63 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
64 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
70 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
71 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
72 11,400(*) 3,622 ,001 4,48 18,32
73 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
74 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
80 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
81 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
82 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
83 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
84 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
90 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
91 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
92 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
93 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
94 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
95 11,400(*) 3,522 ,001 4,48 18,32
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M3/19. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneracios ratara (%)
’Royal Gala’ fajta esetén

M3/19/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 556148,706 48 11586,431 30,756 ,000
Within Groups 166134,700 441 376,723
Total 722283,406 489

M3/19/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset fggalpha =
I‘? - - 10 184 90 : 29 . . 2
: 10 29,70
13 10 93,20 93,20 21 10 84.90
10 10 98,30 98,30 22 10 94,90
" 10 wooo| |2 10
: 24 10 96,60
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BAR N 1 2 3 TOP N 1 2 3
30 10 13,00 40 10 6,60
35 10 52,90 41 10 34,70
31 10 64,80 64,80 42 10 58,10
34 10 81,60 44 10 74,70
32 10 88,20 43 10 78,00
33 10 89,80
TOPR N Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
1 2 3 4 ZEA N 1 2
S0 10 3,20 60 10 ,00
51 10 32,90 61 10| 980
52 10 39,80 62 10 37,90
53 10 56,30 | 56,30 63 10 51,30
54 10 79,70 | 79,70 64 10 63,10
55 10 93,30
Subset for alpha = .05
ZEAR N 1 2 3 4
70 10 3,20
71 10 29,70
73 10 46,30 46,30
72 10 56,30
74 10 64,70 64,70
75 10 81,30
Subset for alpha = .05 KINR N Subset for alpha = .05
KIN N 1 2 1 2 3
80 10 ,00 90 10 ,00
81 10 6,50 91 10 3,20
82 10 11,40 93 10 13,10 13,10
83 10 16,40 94 10 18,10 18,10
84 10 44,70 92 10 32,90 32,90
95 10 41,20
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M3/19/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre  (Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -3,400 8,680 ,695 -20,46 13,66
11 -5,100 8,680 ,557 -22,16 11,96
12 -5,100 8,680 ,557 -22,16 11,96
13 1,700 8,680 ,845 -15,36 18,76
14 10,000 8,680 ,250 -7,06 27,06
20 65,200(*) 8,680 ,000 48,14 82,26
21 10,000 8,680 ,250 -7,06 27,06
22 ,000 8,680 1,000 -17,06 17,06
24 -1,700 8,680 ,845 -18,76 15,36
30 81,900(*) 8,680 ,000 64,84 98,96
31 30,100(*) 8,680 ,001 13,04 47,16
32 6,700 8,680 441 -10,36 23,76
33 5,100 8,680 ,557 -11,96 22,16
34 13,300 8,680 ,126 -3,76 30,36
35 42,000(%) 8,680 ,000 24,94 59,06
40 88,300(*) 8,680 ,000 71,24 105,36
41 60,200(*) 8,680 ,000 43,14 77,26
42 36,800(%) 8,680 ,000 19,74 53,86
43 16,900 8,680 ,052 -,16 33,96
44 20,200(*) 8,680 ,020 3,14 37,26
50 91,700(%) 8,680 ,000 74,64 108,76
51 62,000(*) 8,680 ,000 44,94 79,06
52 55,100(*) 8,680 ,000 38,04 72,16
53 38,600(%) 8,680 ,000 21,54 55,66
54 15,200 8,680 ,081 -1,86 32,26
55 1,600 8,680 ,854 -15,46 18,66
60 94,900(*) 8,680 ,000 77,84 111,96
61 85,100(%) 8,680 ,000 68,04 102,16
62 57,000(%) 8,680 ,000 39,94 74,06
63 43,600(%) 8,680 ,000 26,54 60,66
64 31,800(*) 8,680 ,000 14,74 48,86
70 91,700(*) 8,680 ,000 74,64 108,76
71 65,200(*) 8,680 ,000 48,14 82,26
72 38,600(%) 8,680 ,000 21,54 55,66
73 48,600(%) 8,680 ,000 31,54 65,66
74 30,200(*) 8,680 ,001 13,14 47,26
75 13,600 8,680 , 118 -3,46 30,66
80 94,900(*) 8,680 ,000 77,84 111,96
81 88,400(%) 8,680 ,000 71,34 105,46
82 83,500(%) 8,680 ,000 66,44 100,56
83 78,500(*) 8,680 ,000 61,44 95,56
84 50,200(*) 8,680 ,000 33,14 67,26
90 94,900(*) 8,680 ,000 77,84 111,96
91 91,700(%) 8,680 ,000 74,64 108,76
92 62,000(*) 8,680 ,000 44,94 79,06
93 81,800(*) 8,680 ,000 64,74 98,86
94 76,800(*) 8,680 ,000 59,74 93,86
95 53,700(%) 8,680 ,000 36,64 70,76
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M3/20. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a regeneracios ratara (%)
’Husvéti rozmaring’ fajta esetén

M3/20/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 297940,339 48 6207,090 35,884 ,000
Within Groups 76282,700 441 172,977
Total 374223,039 489

M3/20/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatali

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TDZ N 1 2 BA N 1 2
12 10 38,10 20 10 8,10
14 10 44,70 44,70 24 10 74,60
13 10 48,00 48,00 21 10 76,30
10 10 58,00 58,00 22 10 77,90
11 10 64,50 23 10 81,50
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
BAR N 1 2 TOP N 1 2
30 10 1,60 41 10 9,80
35 10 16,40 16,40 43 10 11,30
33 10 36,20 40 10 13,00
31 10 36,40 42 10 21,30 21,30
34 10 38,00 44 10 34,70
32 10 41,30
Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
ZEAR N 1 2 KINR N 1 2
70 10 ,00 90 10 ,00
71 10 ,00 92 10 ,00
72 10 ,00 93 10 ,00
74 10 ,00 95 10 ,00
73 10 9,70 9,70 91 10 1,60
75 10 13,10 94 10 11,30
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M3/20/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre  (Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 23,500(*) 5,882 ,000 11,94 35,06
11 17,000(*) 5,882 ,004 5,44 28,56
12 43,400(%) 5,882 ,000 31,84 54,96
13 33,500(*%) 5,882 ,000 21,94 45,06
14 36,800(*) 5,882 ,000 25,24 48,36
20 73,400(*) 5,882 ,000 61,84 84,96
21 5,200 5,882 377 -6,36 16,76
22 3,600 5,882 ,541 -7,96 15,16
24 6,900 5,882 ,241 -4,66 18,46
30 79,900(*) 5,882 ,000 68,34 91,46
31 45,100(*) 5,882 ,000 33,54 56,66
32 40,200(%) 5,882 ,000 28,64 51,76
33 45,300(%) 5,882 ,000 33,74 56,86
34 43,500(%) 5,882 ,000 31,94 55,06
35 65,100(*) 5,882 ,000 53,54 76,66
40 68,500(*) 5,882 ,000 56,94 80,06
41 71,700(*) 5,882 ,000 60,14 83,26
42 60,200(*) 5,882 ,000 48,64 71,76
43 70,200(*) 5,882 ,000 58,64 81,76
44 46,800(%) 5,882 ,000 35,24 58,36
50 79,900(*) 5,882 ,000 68,34 91,46
51 79,900(*) 5,882 ,000 68,34 91,46
52 70,000(%) 5,882 ,000 58,44 81,56
53 78,300(*) 5,882 ,000 66,74 89,86
54 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
55 75,100(*) 5,882 ,000 63,54 86,66
60 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
61 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
62 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
63 79,900(*) 5,882 ,000 68,34 91,46
64 79,900(*%) 5,882 ,000 68,34 91,46
70 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
71 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
72 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
73 71,800(*) 5,882 ,000 60,24 83,36
74 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
75 68,400(*) 5,882 ,000 56,84 79,96
80 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
81 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
82 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
83 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
84 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
90 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
91 79,900(*) 5,882 ,000 68,34 91,46
92 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
93 81,500(*) 5,882 ,000 69,94 93,06
94 70,200(*) 5,882 ,000 58,64 81,76
95 81,500(%) 5,882 ,000 69,94 93,06
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M3/21. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a hiperhidratalt tenyészetek
aranyara (%) ’M26’ alany esetén

M3/21/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 93047,190 48 1938,483 6,585 ,000
Within Groups 131879,200 448 294,373
Total 224926,390 496

M3/21/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatali

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TDZ N 1 2 BA N 1 2
14 10 19,80 20 10 ,00
13 10 23,00 24 10 ,00
11 10 34,70 34,70 23 10 1,60
12 10 36,50 36,50 22 10 14,70 14,70
10 10 59,80 21 10 36,50
BAR N Subset for alpha = .05 Subse_t fggalpha
1 2 3 '
0 ZEAR N 1 2
10 1,60
3 70 10 ,00
10 6,40
31 1 10 1,60
10 13,20
33 75 10 6,40
10 18,10
34 73 10 6,50
10 36,50
35 72 10 9,90
10 39,90
74 10 29,70
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M3/21/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre  (Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -58,200(*) 7,673 ,000 -73,28 -43,12
11 -33,100(*) 7,673 ,000 -48,18 -18,02
12 -34,900(*) 7,673 ,000 -49,98 -19,82
13 -21,400(*) 7,673 ,006 -36,48 -6,32
14 -18,200(*) 7,673 ,018 -33,28 -3,12
20 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
21 -34,900(*) 7,673 ,000 -49,98 -19,82
22 -13,100 7,673 ,088 -28,18 1,98
24 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
30 ,000 7,673 1,000 -15,08 15,08
31 -11,600 7,673 , 131 -26,68 3,48
32 -4,800 7,673 ,532 -19,88 10,28
33 -16,500(*) 7,673 ,032 -31,58 -1,42
34 -34,900(*) 7,673 ,000 -49,98 -19,82
35 -38,300(*) 7,673 ,000 -53,38 -23,22
40 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
41 -3,300 7,673 ,667 -18,38 11,78
42 -4,800 7,673 ,532 -19,88 10,28
43 -1,600 7,673 ,835 -16,68 13,48
44 ,000 7,673 1,000 -15,08 15,08
50 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
51 ,000 7,673 1,000 -15,08 15,08
52 -6,500 7,673 ,397 -21,58 8,58
53 -3,200 7,673 ,677 -18,28 11,88
54 ,000 7,673 1,000 -15,08 15,08
55 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
60 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
61 -1,600 7,673 ,835 -16,68 13,48
62 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
63 -14,900 7,673 ,053 -29,98 ,18
64 -14,900 7,673 ,053 -29,98 ,18
70 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
71 ,000 7,673 1,000 -15,08 15,08
72 -8,300 7,673 ,280 -23,38 6,78
73 -4,900 7,673 ,523 -19,98 10,18
74 -28,100(*) 7,673 ,000 -43,18 -13,02
75 -4,800 7,673 ,532 -19,88 10,28
80 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
81 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
82 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
83 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
84 1,600 7,673 ,835 -13,48 16,68
90 1,600 7,497 ,831 -13,13 16,33
91 1,600 7,217 ,825 -12,58 15,78
92 1,600 7,217 ,825 -12,58 15,78
93 -3,500 7,673 ,649 -18,58 11,58
94 -3,500 7,673 ,649 -18,58 11,58
95 -1,800 7,673 ,815 -16,88 13,28
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M3/22. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a hiperhidratalt tenyészetek
aranyara (%) *Freedom’ fajta esetén

M3/22/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5243,198 47 111,557 5,474 ,000
Within Groups 8803,700 432 20,379
Total 14046,898 479

M3/22/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

‘ Subset for alpha = .05
treorig N 1 2
10 10 ,00
11 10 ,00
12 10 ,00
14 10 1,60
13 10 23,10
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M3/22/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
(Ohtre  (I)tre (I-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
11 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
12 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
13 -23,100(*) 2,019 ,000 -27,07 -19,13
14 -1,600 2,019 ,428 -5,57 2,37
20 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
21 -1,600 2,019 ,428 -5,57 2,37
22 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
24 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
30 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
31 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
32 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
33 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
34 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
35 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
40 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
41 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
42 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
43 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
44 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
50 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
51 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
52 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
53 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
54 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
55 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
60 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
61 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
62 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
63 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
64 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
70 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
71 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
72 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
73 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
74 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
80 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
81 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
82 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
83 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
84 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
90 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
91 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
92 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
93 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
94 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
95 ,000 2,019 1,000 -3,97 3,97
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M3/23. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a hiperhidratalt tenyészetek
aranyara (%) ’Royal Gala’ fajta esetén

M3/23/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 226978,984 48 4728,729 30,549 ,000
Within Groups 68262,600 441 154,790
Total 295241,584 489

M3/23/2. Post-Hoc tesztek, (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05
TDZ N 1 2 BA N 1 2
10 10 34,70 20 10 ,00
13 10 58,20 58,20 21 10 ,00
14 10 78,20 22 10 ,00
12 10 86,60 23 10 13,10
1 10 88,20 24 10 14,60

Subset for alpha = .05
TOP N 1 2
40 10 ,00
41 10 ,00
42 10 ,00
44 10 ,00
43 10 4,80

166



M3/23/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
tre  (Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -21,600(*) 5,564 ,000 -32,54 -10,66
11 -75,100(*) 5,564 ,000 -86,04 -64,16
12 -73,500(*) 5,564 ,000 -84,44 -62,56
13 -45,100(*) 5,564 ,000 -56,04 -34,16
14 -65,100(*) 5,564 ,000 -76,04 -54,16
20 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
21 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
22 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
24 -1,500 5,564 , 788 -12,44 9,44
30 11,500(*) 5,564 ,039 ,56 22,44
31 8,300 5,564 , 136 -2,64 19,24
32 ,000 5,564 1,000 -10,94 10,94
33 6,600 5,564 ,236 -4,34 17,54
34 8,300 5,564 ,136 -2,64 19,24
35 9,900 5,564 ,076 -1,04 20,84
40 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
41 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
42 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
43 8,300 5,564 ,136 -2,64 19,24
44 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
50 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
51 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
52 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
53 9,900 5,564 ,076 -1,04 20,84
54 9,900 5,564 ,076 -1,04 20,84
55 9,900 5,564 ,076 -1,04 20,84
60 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
61 13,100(%) 5,564 ,019 2,16 24,04
62 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
63 9,900 5,564 ,076 -1,04 20,84
64 11,500(*) 5,564 ,039 ,56 22,44
70 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
71 9,900 5,564 ,076 -1,04 20,84
72 3,300 5,564 ,553 -7,64 14,24
73 3,300 5,564 ,553 -7,64 14,24
74 -3,200 5,564 ,565 -14,14 7,74
75 -3,200 5,564 ,565 -14,14 7,74
80 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
81 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
82 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
83 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
84 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
90 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
91 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
92 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
93 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
94 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
95 13,100(*) 5,564 ,019 2,16 24,04
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M3/24. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a hiperhidratalt tenyészetek
aranyara (%) *Husvéti rozmaring’ fajta esetén

M3/24/1. ANOVA tablazat

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 173855,441 48 3621,988 18,681 ,000
Within Groups 85504,700 441 193,888
Total 259360,141 489

M3/24/2. Post-Hoc tesztek (Tukey B) eredmény-tablazatai

Subset for alpha = .05 Subset for alpha = .05

BA N 1 2 BAR N 1 2

20 10 1,60 30 10 ,00

22 10 36,40 36,40 31 10 ,00

23 10 46,60 35 10 ,00

21 10 51,30 33 10 29,60

24 10 61,50 34 10 33,10
32 10 37,90
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M3/23/3. Paronkénti 6sszehasonlitas (LSD) eredménytablazata

Dependent Variable Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Diffrence
Otre  Q)tre (-3) Lower Upper
Bound Bound
0 10 -8,000 6,227 ,200 -20,24 4,24
11 5,400 6,227 ,386 -6,84 17,64
12 8,500 6,227 173 -3,74 20,74
13 ,300 6,227 ,962 -11,94 12,54
14 10,300 6,227 ,099 -1,94 22,54
20 45,000(%) 6,227 ,000 32,76 57,24
21 -4,700 6,227 ,451 -16,94 7,54
22 10,200 6,227 ,102 -2,04 22,44
24 -14,900(*) 6,227 ,017 -27,14 -2,66
30 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
31 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
32 8,700 6,227 ,163 -3,54 20,94
33 17,000(*) 6,227 ,007 4,76 29,24
34 13,500(%) 6,227 ,031 1,26 25,74
35 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
40 45,000(%) 6,227 ,000 32,76 57,24
41 45,000(%) 6,227 ,000 32,76 57,24
42 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
43 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
44 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
50 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
51 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
52 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
53 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
54 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
55 45,000(%) 6,227 ,000 32,76 57,24
60 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
61 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
62 46,600(%) 6,227 ,000 34,36 58,84
63 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
64 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
70 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
71 46,600(%) 6,227 ,000 34,36 58,84
72 46,600(%) 6,227 ,000 34,36 58,84
73 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
74 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
75 45,000(*) 6,227 ,000 32,76 57,24
80 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
81 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
82 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
83 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
84 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
90 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
91 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
92 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
93 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
94 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
95 46,600(*) 6,227 ,000 34,36 58,84
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M3/25. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokinin hatasa a jarulékos hajtasok

gyokeresedésére ’Royal Gala’ fajtanal

M3/25/1. GYOKERESEDESI ARANY, ANOVA tablazat

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 26383,750 3 8794,583 20,160 ,000
Within Groups 33155,000 76 436,250
Total 59538,750 79
M3/25/2. Post-Hoc tesztek (Tukey B) eredmény-tablazatai
TDZ N Subset for alpha = .05 BA N Subset for alpha = .05
1 2 3 1 2 3
A 20 ,00 A 20 4,00
B 20 8,00 c 20 20,00
c 20 36,00 B 20 36,00 | 36,00
D 20 52,00 D 20 44,00
BAR N Subset for alpha = .05 BAR N Subset for alpha = .05
1 2 3 1 2
A 20 ,00 A 20 ,00
B 20 12,00 12,00 B 20 12,00 12,00
c 20 24,00 C 20 30,00
D 20 76,00 D 20 32,00
M3/25/2. Hajtasonkénti gyokerek szama (db) ANOVA tablazat
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 115,120 3 38,373 70,118 ,000
Within Groups 45,971 84 547
Total 161,091 87
TDZ N Subset for alpha = .05 BA N Subset for alpha = .05
1 2 1 2
B 18 1,44 A 4 1,00
c 4 1,50 B 10 1,00
D 26 3,38 c 18 3,33
D 22 3,73
TOPR N Subset for alpha = .05
BAR N Subset for alpha = .05 1 5
1 2 B 1,33
B 12 1,67 C 2,67 2,67
c 6 3,67 3,67 D 16 450
D 38 3,95
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M3/25/3. Gydkerek hossza (mm) ANOVA téblazat

Sum of
Squares df Mean Square Sig.
Between Groups 490,121 3 163,374 2,94 ,049
Within Groups 1607,758 29 55,440
Total 2097,879 32
TDZ N Subset for alpha = .05 BA N Subset for alpha = .05
1 2 1 2
c 6 9,33 B 10 10,80
B 26 11,46 11,46 A 10 16,00 16,00
D a4 21,93 c 38 19,95
D 80 21,23
TOPR N Subset for alpha = .05
1 2
16 14,88
B 8 22,57
72 23,44
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