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ROVIDITESEK JEGYZEKE
BA- benziladenin
BAR - benziladenin-ribozid
IES — indol-3-ecetsav
IVS - B-indol-vajsav
KIN — kinetin
KINR — kinetin-ribozid
MS - Murashige és Skoog taptalaj (1962)
NES — a-naftil-ecetsav
TDZ- thidiazuron
TOP — metatopolin
TOPR — metatopolin-ribozid
ZEA — zeatin
ZEAR — zeatin-ribozid






1. A MUNKA ELOZMENYEI, A KITUZOTT CELOK

1.1 Bevezetés

Az alma (Malus x domestica Borkh.) a sz6l6 mellett a legjelentdsebb mérsékeltovi
gyliimdlcsiink, tobb évezred oOta szerepel a termesztésben. Az alma nemesitésében elsddleges cél
olyan uj fajtak eldallitasa, melynek mindségi, termdéképességi és termeszthetdségi tulajdonsagai
megfeleléek ¢és alkalmasak az integralt- ¢és kornyezetbarat termesztéstechnologiaval valo
termesztésre. Az alma nemesitése hagyomanyos modszerekkel hossz(i éveket vesz igénybe (az
oninkompatabilitas, a heterozigéta jelleg és a hosszu juvenilis periddus miatt). A biotechnologiai
modszerek alkalmazasa lehetdséget nyujt a fenti problémak kikiiszobolésére. A nem-szexualis
modszerekkel torténé nemesités (szomaklonalis variansok el6allitasa, Agrobacterium-kozvetitette
transzformacié, in vitro mutagenezis) azonban feltételezi a jarulékos hajtasok regeneracios
modszerének meglétét. Szamos tényezd befolyasolja a hajtasfejlodés sikerét (genotipus,
explantatum tipus, kornyezeti tényezok). A novényi hormonok és novekedési regulatorok koziil a
citokininek bizonyultak a legfontosabb tényezének mind a hajtasregeneraciot megel6z6 szakaszban,

mind a regeneracid soran.

1.2 A problémak felvetése és a kisérletek célja

A jérulékos hajtasok regeneracidja szamos faj és fajta esetében nehézségekbe {itkozik. A
kiilonb6zé genotipusok igénye a regeneracios koriilményekre nagyon eltérd lehet, igy a
modszereket minden egyes genotipusra optimalizalni kell. Alma esetében az eddig kozolt legjobb
regeneracios modszerek hatékonysaga (melyek tobb fajtandl nem haladjak meg az 50%
regeneracios ratat) tovabb javithatok a modszerek tovabbfejlesztésével. Tovabbi probléma, hogy
vannak olyan genotipusok, fajtdk, melyek modszerérdl, illetve regeneracidos képességérdl nem
talalhatok kozlemények.

Kisérleteinket a DE AGTC KIT Nyiregyhazi Kutatdé Intézet NOvénybiotechnoldgiai
Laboratoériumaban végeztiik. Kisérleteinkben szdmos citokinin hatasat teszteltiik a regeneraciot
megel6z6 eldkezelésben, illetve a regeneracios taptalajban, beleértve olyan citokinineket is, melyek
alma regeneracios kisérletekben még nem szerepeltek, és kémiai szerkezetiiknél fogva (hidroxilalt,
illetve konjugalt benziladenin anal6gok) vérhatéan kevésbé mutatnak kedvezdtlen utohatést
(hiperhidratacio, torpésedés), mint a regeneracid soran leggyakrabban hasznalt citokininek
(benziladenin, TDZ).

A citokininek jelentds szerepe a hajtasregeneracioban valdsziniileg az indukalt szovetekben
torténd szovettani valtozasokkal is Osszefiliggést mutat, azonban az eldkezelésben alkalmazott
citokininek altal indukalt szovettani valtozadsokrol nagyon kevés informécié van és csak a

leggyakrabban hasznalt citokininekre vonatkozik. A citokininek széleskorii tesztelésével
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Osszefiiggések mutathatok ki az alkalmazott kezelések és az indukalt szovetekben torténd

valtozasok és az explantatum regeneracios kapacitasa kozott.

Célkitiizéseink osszefoglalva a kévetkezok voltak:

1. Kiilonb6z6 citokinin tipusok ¢és koncentracidk tesztelésével a leghatékonyabb eldkezeld
taptalaj kivalasztdsa az ’M26’alany, a ’Royal Gala’, ’Freedom’ és "Husvéti rozmaring’ nemes
almafajtdk szamara.

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

3. Szovettani vizsgalatok elvégzése a kiilonbozd eldkezeld taptalajrol szarmazo ’Royal Gala’
hajtasok levelein, valamint a kiilonb6zd citokininek &ltal indukalt szdvettani valtozdsok és a
regeneracios képesség kozotti kapcesolatok tisztazasa.

4. Intakt novények felnevelése a regeneralt "Royal Gala’ hajtasokbol.
2. ANYAG ES MODSZER

A kisérletsorozatok kiindulasi anyagaként a ’Royal Gala’, ’Freedom’, *Husvéti rozmaring’
nemes fajtak és az M26’ alany in vitro hajtastenyészeteit hasznaltuk fel. Két kisérletsorozatot
allitottunk be, amelyekben vizsgéltuk az eldkezeld és a regenerdcios téptalajok citokinin-

tartalmanak hatasat a levéllemezrdl torténd hajtasregeneraciora.

2.1. Elokezelések hatasa az explantatum hajtasregeneracios képességére

Az eldkezelések hatasait TOP-, BAR-, BA- ¢és KIN-tartalmt taptalajokon vizsgaltuk, a
citokinineket 0,5; 1,0; 1,5 és 2,0 mg/l koncentracioban adtuk az alaptaptalajhoz (MS, 3% szacharo6z,
0,7% agar-agar, 0,2 mg/l GAs, 0,3 mg/l IVS). Teszteltiik a kettds citokininek hatasat is, a 0,5 mg/I
BA mellett KIN-t és TOP-ot hasznaltunk a fent emlitett koncentraciokban. Kontrollként citokinin-
mentes el6kezeld taptalajt hasznaltunk. Az eldkezelés 3 hétig tortént, ezutan a felsd két, teljesen
szétteriilt levelet hasznéltuk regeneracidra, Az explantatumokat Ugy helyeztikk a regeneracios
taptalajra, hogy az adaxialis oldaluk érintkezzen a taptalajjal, petri csészénként 6-6 db-ot. A
regeneracios taptalaj MS sokat, B5 vitaminokat, 100 mg/l myo-inozitot, 0,2 mg/l NES-t, 0,25%
gelritet, 3% szacharozt és 5,0 mg/l BA-t tartalmazott.

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

néveltiik: 35, 70 és 105 pmols™ m.



2.2. Szovettani vizsgalatok

A szdvettani vizsgalatokat a ’Royal Gala’ fajtaval végeztiik a 2.1 fejezetben bemutatott
elokezelések utan, a felsd két, ujonnan fejlodott levélbol. A levélmintdkat 5% glutaraldehidben
fixaltuk 2 oran keresztiil, majd 1,5 oraig kezeltiikk ozmium-tetroxiddal, majd aceton gradiensben
dehidrataltuk, ezutdn Spurr gyantaba 4agyaztuk és toulidin  kékkel festettik meg. A
keresztmetszeteket a BCE Budai Campusanak Kozponti Laboratorium munkatarsai ultramicrotome

(Reichert) eszkodzzel készitették a fénymikroszkopos vizsgalathoz.

2.3. Regeneracios taptalaj citokinin-tartalmanak hatidsa a regeneraciora

A genotipusok szamara legjobb clékezelések alkalmazasaval a 2.1. fejezetben leirt modszer
szerint teszteltiik az explantitumok regeneracios képességét TDZ-, BA-, BAR-, TOP-, TOPR-,
KIN-, KINR-, ZEA-, ZEAR-tartalmu taptalajokon. A citokinineket 0,5; 2,0; 3,5; 5,0; 6,5 mg/l
koncentracioban adtuk az alaptaptalajhoz. A ribozidok esetében egy nagyobb (8,0 mg/l)
koncentraciot is haszndltunk. Kontrollként az 5,0 mg/l BA-t tartalmazd regeneracids taptalajt

alkalmaztuk.

2.4. Regeneralt hajtasok gyokeresitése

A gyokeresitési kisérleteket a ‘Royal Gala’ fajtaval végeztiik el. A regeneracios taptalajokban a
kovetkezo citokinin kezeléseket hasznaltuk: 0,5 mg/l TDZ; 5,0 mg/l BAR; 5,0 mg/l BA, illetve 6,5
mg/l TOPR. A regeneransok kozvetlen gyokeresitése soran az explantatumrol leszedett hajtasokat
gyokérindukcids taptalajra tettiik (1/2 MS sok, kiegészitve 100 mg/l myo-inozittal, 0,5 mg/l B;
vitamin, 2% cukorral, 0,7% agar-agarral, 2,0 mg/l IVS-el). A hajtasokat 5 nap mulva
gyokérelongacios taptalajra helyeztiik, amely MS sokat tartalmazott feles toménységben, valamint
50 mg/l myo-inozitot, 3% cukrot, 2,0 ml/l Wuxal®-t és 0,7% agar-agart. Két hét mulva a gyokeres
hajtasok kiiiltetése és akklimatizacidja Bolar et al. (1998) modszere szerint tortént.

Tovabbi kisérleteinkben az explantatumrol leszedett hajtasokat kiilonb6z6d téptalajokon
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 GA;, majd a fent leirt modszer szerint gyokereztettiik. A
regeneralt hajtasok egy részét szaporito taptalajon (1,0 mg/l BAR+0,3 mg/l IVS+ 0,2 mg/l GA3)
tenyésztettiik 4 hétig, és az Gjonnan fejlodott hajtasokat gyokereztettiik.

2.5. Megfigyelések és az értékelés modszerei
A regeneracios kisérletekben a regeneralt hajtdsokat mutatd explantitumok aranya
(regeneraciés %), az explantdtumonkénti hajtdsszam és a hiperhidratalt tenyészetek ardnya

(hiperhidratacios %) keriilt felvételezésre.



Ezutan a paraméterekbdl a regeneracid hatékonysagara utaldé organogén indexet (OI)
szamoltunk az alabbi képlettel:

OI= (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 talaltunk szignifikans kiilonbséget,
azonban a hiperhidrataciés %-ot beépitettik az indexbe, mivel ennek a mindségi hajtasok

A gyOkeresedési kisérletekben megfigyeltiik a hajtasonkénti gyokerek szamat és hosszat (mm),
a gyokeresedési szazalékot, az akklimatizacid soran pedig a tulélési aranyt.

A regeneracios adatokat egytényezds varianciaanalizissel értékeltiik SPSS 9.0 for Windows
programcsomag segitségével. A koncentracidk hatdsanak kimutatisara a homogén csoportok
képzése Tukey-teszttel tortént, mig a kezeléskombinaciokat a legkisebb szignifikans kiilonbség
(LSD) alapjan hasonlitottuk a kontrollhoz.

3. EREDMENYEK

3.1. Elékezelésben alkalmazott citokininek szerepe a hajtasregeneracioban

A citokinin-mentes kontrollhoz hasonlitva a ’Freedom’, a ’Royal Gala’ és a ’Husvéti
rozmaring’ fajtdk esetében az explantaitumonként fejlodott hajtasok szama jelentésen megndvelhetd

a citokinin-tartalmu elékezeld taptalajjal (1. tablazat).

1. tablazat Az eldkezel6 taptalajok alkalmazéisaval elért legjobb eredmények az explantatumonként

fejlodott jarulékos hajtasok szamat figyelembe véve

Fajta Regeneralt Elokezelés Kontroll atlag

hajtas/explantatum (mg/l) (db)
(db)
"M26° 3,8 BAR (0,5) 3.4
’Freedom’ 2,5* BA+TOP 19
(0,5+1,5)

"Royal Gala’ 8,9* TOP (0,5) 54
"Husvéti rozmaring’ 3,3* KIN (1,5) 2,3

*jelolt értékek statisztikailag jelentdsen eltérnek a kontroll atlagatol

A regeneracios ratat figyelembe véve a legjobb eredményeket szintén a citokinin-tartalmu
elokezelésekkel kaptuk, bar a kontrollhoz viszonyitva az eltérések csak két fajta (’Freedom’ és

"Husvéti rozmaring”) esetében bizonyultak szignifikansnak (2. tablazat).



2. tablazat Az eldkezeld taptalajok alkalmazasaval elért legjobb eredmények a hajtasregeneraciot

mutatd explantatumok aranyat figyelembe véve

Fajta Regeneracios rata Elokezelés Kontroll atlag
(%) (mg/l) (%)
"M26° 96,6 TOP (1,0) 91,9
’Freedom’ 84,7* BA+TOP (0,5+1,0) 57,5
’Royal Gala’ 100 TOP (0,5-1,5) 95,4
BA (1,5)
BAR (0,5)
KIN (0,5; 1,5-2,0)
"Husvéti rozmaring’ 94,9* KIN (1,5) 65,5

*jelolt értékek statisztikailag jelentOsen eltérnek a kontroll 4tlagatol

A hiperhidratalt tenyészetek aranyaban a fajtak kozott jelentds kiilonbségek voltak. Az "M26°
alany esetében a hiperhidratacid6 mértékét jelentdsen befolyédsolta az eldkezeld taptalaj: a TOP, a
BA, a BAR ¢és a BA+TOP szamos koncentracidoban jelentdsen csdkkentette a hiperhidratalt

tenyészetek aranyat (1. abra).
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1. abra Hiperhidratalt tenyészetek aranya a kiilonbozo elokezelések utdn, "M26’ alanynal. Citokinin
csoporton beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonbozo6 értékeket eltérd betiik jelolik, mig a
csillaggal jelolt értékek a kontroll kezelések atlagatol mutatnak jelentds eltérést (s = 33,75%)

A ’Freedom’ fajtanal alig talaltunk hiperhidratalt tenyészetet, a kontrollkezelésben 1% alatti az
arany. A ’Royal Gala’ fajtandl a citokinines elokezelések tobbsége kiss¢é csokkentette a
hiperhidratalt tenyészetek aranyat, jelentésen kisebb volt (2%) a 0,5 mg/l BA+1,5-2,0 mg/l TOP
elokezelések utan (a kontroll 32,9%). A 'Husvéti rozmaring’ fajtanal a citokinines elokezelések

tobbsége statisztikailag jelentésen novelte a hiperhidratalt tenyészetek aranyat.

A regeneracids paraméterekbdl szamitott organogén index segitségével kivalasztottuk a fajtak

szamara legjobb eldkezeld taptalajokat (3. tablazat).
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3. tablazat Az el6kezelések utan elérhet6 legjobb organogén indexek értékei

Fajta Organogén Elokezelés Kontroll atlag
index (mg/l) (on
(e])]
'M26° 2,3 TOP (1,0)* 1.4
BAR (0,5)
’Freedom’ 1,9 BA+TOP (0,5+1,5) 1,0
’Royal Gala’ 17,7 TOP (1,0) 3,4
*Husvéti 2,0 KIN (1,5)* 1,3
rozmaring’ 2,1 KIN (1,0)
2,2 TOP (0,5)

*jelolt kezelések kertiltek kivalasztasra a tovabbi kisérletekhez

Amennyiben egy fajtanal a legnagyobb OI érték tobb eldkezelésre is jellemzd volt, akkor
azokat az elokezeléseket valasztottuk ahol nagyobb volt a regeneracios rata ("M26°), illetve a
"Husvéti rozmaring’ fajtanal a nagyobb regeneracios rata mellett nagyobb hajtdsszam is jellemzé

volt a kivalasztott el6kezelésre.
3.2. Az elokezelésben alkalmazott citokininek altal indukalt szovettani valtozasok

Az elokezeld taptalajban alkalmazott citokininek tipusa ¢és koncentracidja jelentdsen
megvaltoztattak az (jonnan fejlodott *Royal Gala’ levelek szoveti szerkezetét. A citokinin-mentes
elokezelésrol szarmazod levelek anatomiaja hasonld volt az in vivo levélszerkezethez, a mezofillum
egy sejtrétegl paliszad és nagy intercellularis jaratokkal tarkitott szivacsos parenchimara kiiloniil, a

két szovettdj érintkezésében jol fejlett szallitoszovet rendszer volt megfigyelhetd (2. abra).

2. abra Citokinin-mentes taptalajon fejlédott levél keresztmetszeti képe (x400)

A tovéabbiakban a metatopolint és kinetint tartalmaz6 elékezeld taptalajokon fejlodott levelekre
jellemzd szovettani valtozasokat mutatom be, ugyanis ezek az elOkezelések noveltek a levél
explantatumok regeneracios kapacitasat.

Amennyiben az elékezel$ taptalaj metatopolint tartalmazott a mezofillumban a sejtek szorosan
zarodnak egymashoz, intercelluldris jaratok nem figyelhetok meg. A szallitonyalabok kevésbé
fejlettek. 0,5 mg/l TOP alkalmazasakor még két soros paliszadd parenchima fejlédik, a koncentracid
emelkedésével a mezofillum homogénebbé valik, a paliszdd és a szivacsos parenchima alig
kiilonithet6 el. A legnagyobb TOP koncentracional a levél mar differencialtabb szerkezetii: a két

soros paliszad és a szivacsos parenchima jol elkiilonithetd, a szallitonyalabok fejlettebbek (3. abra).
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3. 4bra A TOP hatésa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: 0,5 mg I*, B: 1,0 mg It C:15 mg I
! D: 2,0 mg I'* TOP tartalmu taptalajon fejlédott levelek keresztmetszeti képe (x400)

Abban az esetben, ha az eldkezeld taptalaj kinetint tartalmazott, mind az epidermisz, mind a
mezofillum sejtek térfogata nagy, a sejtek vakuolizaltak. A legkisebb KIN koncentraciondl a
legkifejezettebb a mezofillum dezorganizaltsaga. Az egy sejtsoros paliszad parenchima
elkiilonithetd, sejtjei kozott nagy intercellularis rések figyelhet6k meg, a szivacsos parenchima alig

tartalmaz sejteket, koztiik hatalmas intercellularis tiregek talalhatok (4. abra).
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4. abra KIN hatasa az in vitro alma levelek szoveti szerkezetére. A: 0,5 mg I*, B: 1,0 mg 1", C: 1,5mg I,
D: 2,0 mg I KIN tartalmi taptalajon fejlodott levelek keresztmetszeti képe (x400)
3.3. Regeneracios taptalajban alkalmazott citokininek hatisa a hajtasregeneraciora

A kontrollkezeléshez (5,0 mg/l BA) hasonlitva jelentésen nagyobb hajtasszamot értiink el
az’M26’¢s a ’'Royal Gala’ esetében (4. tdblazat).

4. tablazat A regeneracios taptalajban alkalmazott citokininekkel elért legjobb eredmények az

explantatumonként fejlodott jarulékos hajtasok szamat figyelembe véve

Fajta Regeneralt Kezelés Kontroll atlag
hajtas/explantatum (mall) hajtas/explantatum
(db) (db)
"M26’ 3,2* BAR (6,5) 2,0
TOPR (8,0)

’Freedom’ 1,8 TDZ (5,0) 1,3
’Royal Gala’ 11,1* TDZ (0,5) 4,6
"Husvéti rozmaring’ 3,1 BAR (6,5) 2,7

*jelolt értékek statisztikailag jelentdsen eltérnek a kontroll atlagatol
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A regeneracios arany tekintetében a kontrollkezeléshez (5,0 mg/l BA) hasonlitva a *Husvéti
rozmaring’ kivételével minden fajtanal jobb eredményt értiink el, a kiilonbségek azonban csak az
"M26’° és a ’Freedom’ fajtanal voltak szignifikdnsak. Az "M26° alanynal szamos citokinin kezelés a
kontrollnal Iényegesen jobbnak bizonyult: a TDZ 0,5 mg/l, a BA 2,0-3,5 mg/l, a BAR 5,0 mg/I
felett, TOP 3,5-5,0 mg/l, s6t még a ZEAR is 6,5 mg/l toménységben jelentés novekedést
eredményezett a regeneracios szazalékban. A ’Royal Gala’ fajtanal a nem TDZ-t tartalmazo
regeneracios taptalajok tobbsége kisebb hatékonysagu volt, mint a kontroll. A *Husvéti rozmaring’

fajta szamara leghatékonyabb regeneracios taptalajnak a kontrollkezelés bizonyult (5. tablazat).

5. tablazat A regeneracios taptalajban alkalmazott citokininekkel elért legjobb eredmények a
hajtasregeneraciot mutatod explantdtumok aranyat figyelembe véve

Fajta Regeneracios rata Kezelés Kontroll atlag
(%) (mg/l) (%)
"M26° 84,9* BAR (8,0) 46,4
’Freedom’ 59,7* TDZ (5,0) 11,4
"Royal Gala’ 100 TDZ (2,0; 3,5) 94,9
"Husvéti rozmaring’ 81,5 BA (5,0) 81,5

*jelolt értékek statisztikailag jelentOsen eltérnek a kontroll atlagatol

Az M26’° alanynal a KIN-t tartalmazo taptalajon nem fordult elé hiperhidratalt tenyészet, és
alacsony volt ezek aranya a TOP-t, TOPR-t, ZEA-t és KINR-t tartalmazé taptalajokon. A
"Freedom’ fajtanal az 5,0 mg/l TDZ-t tartalmazo taptalajon volt jelentds a hiperhidratacio (23,1%).
A ’Royal Gala’ fajtanal legnagyobb volt a hiperhidratacié mértéke (88,2%) a 2,0 mg/l TDZ-t

tartalmazo taptalajon, joval Kisebb volt az egyéb citokinint tartalmazo taptalajokon (5. abra).

4 'Husvéti rozmaring' A
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5. abra Regeneracios taptalaj citokinin tartalmanak hatasa a hiperhidratalt tenyészetek aranyara *Hlsvéti
rozmaring’ fajtanal. Citokinin tipuson beliil az egymastol szignifikansan (p<0,05) kiilonb6zo értékeket eltérd
betiik jelolik, mig a csillaggal jeldlt értékek a kontrollkezelés (5,0 mg/l BA) atlagatol mutatnak jelentds
eltérést (s = 23,03%)
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A ’Husvéti rozmaring’ fajtanal a TOP, ZEA, KIN és ribozidjaik jelentdsen csOkkentették a
hiperhidrataciot (5. dbra).

Az ’M26’ alanynal a legnagyobb Ol-értéket (1,74) a 8,0 mg/l TOPR-t tartalmazo regeneracios
taptalajon értiik el, ezenkiviil a kontroll atlaga (0,9) feletti értékeket kaptunk még a BAR-t, valamint
a TOP-t tartalmazé regeneracios taptalajokon. A "Freedom’ fajtanal legnagyobb OI-t (0,65) az 5,0
mg/l TDZ kezeléssel értiik el, ennél a fajtandl egyetlen esetben sem kaptunk 1,0 feletti értéket. A
"Royal Gala’ fajtanal a TDZ kivételével az dsszes citokinin kezelés azonban a kontroll atlaga (3,75)
alatti OI értéket ért el. A "Husvéti rozmaring’ fajtanal minden kezelésnél a kontroll atlaga (0,95)
alatt volt az OI értéke.

A regeneracios paraméterekbdl szamitott organogén index értékei alapjan kivalasztott legjobb

regeneracios taptalajokat a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat A regeneracios taptalajokban alkalmazott citokininekkel elért legjobb organogén

indexek értékek

Fajta Organogén Kezelés Kontroll atlag
index (OI) (mg/l) (Oh
"M26° 1,7 TOPR (8,0) 0,9
"Freedom’ 0,7 TDZ (5,0) 0,2
"Royal Gala’ 7,0 TDZ (0,5) 3,8
"Husvéti rozmaring’ 1,2 BA (3,5) 1,0

3.4. Regeneralt hajtasok gyokeresitése és akklimatizacioja

A hajtasok kozvetlen gyokeresitése soran csak a BA-t és BAR-t tartalmazo taptalajon regeneralt
hajtasok gyokeresedtek meg (10 és 25%), és a gyokeres hajtasok akklimatizacidja sikertelen volt.

A hajtasok hormonmentes taptalajon torténd utantenyésztése csokkentette a gyokeresedési
aranyt (maximum 4%), az alacsony citokinin-tartalmu, illetve emelt GAs-tartalmu taptalajon szintén
alacsony gyokeresedési szazalékot kaptunk (maximum 36%).

A regeneralt hajtasok szaporitd taptalajon torténd tenyésztése és az 0j hajtasok gyokereztetése
jelentdsen javitotta a gyOkeresedést. A legnagyobb gyokeresedési aranyt (76%) a BAR-tartalmu
regeneracios taptalajrol szarmazo hajtasok mutattak.

A TOPR-t tartalmazo6 taptalajon regeneralddott hajtdsoknak volt legrosszabb gydkeresedési
képessége (max. 32%). Az utantenyésztések utan gyokeresitett hajtasok az akklimatizacié soran

100% tulélést mutattak.
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3.5. Uj és ujszerii tudomanyos eredmények

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Elséként vizsgaltuk az alma levéllemezrdl torténd hajtasregeneracio folyamataban eddig
nem tesztelt citokininek (benziladenin ribozid, metatopolin és metatopolin ribozid) hatasat
az el6kezeld taptalajban és bizonyitottuk ezek gyakorlati alkalmazhatosagat.

Els6ként vizsgaltuk az Osszefiiggést az elOkezeld taptalajban 1évd 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 hiperhidrataltsaganak mértékében
benziladenin ribozid és metatopolin alkalmazasaval, ami a regeneraci6 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 regeneraciods 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 kiilonb6zo regeneracids modszerek hatékonysaga
jobban 0sszevethetd.

Elsoként vizsgaltuk a regeneracios taptalajban 1évo citokininek utohatasat a jarulékos alma
hajtasok gyokeresedésében és kimutattuk, hogy a BAR-tartalmt tiptalajon regeneralddott
hajtasok jobb gyokeresedési képességgel rendelkeznek, mint a TDZ, BA, illetve TOPR

taptalajon regeneralodott hajtasok.

4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Kisérletsorozatunkban négyféle genotipus ("M26° alma alany és harom nemes fajta: Freedom’,

’Royal Gala’, "Husvéti rozmaring’) hajtasregeneracids valaszait teszteltiik kiilonbozé citokininekre,

melyeket elokezelésben €s a regeneracios taptalajban alkalmaztunk.

Eredményeink szerint a genotipusok kozott jelentds kiilonbség van a regeneracios kapacitasban.

A ’Royal Gala’ fajta regeneracios képessége kiemelkedden jo, gyakori a 100% regeneracios rata,

ami hasonlo a szakirodalomban eddig kozolt eredményekhez (Sriskandarajah, 1990; Korban et al.
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1992), azonban joval nagyobb hajtasszamot értiink el (8,9), mint az eddig publikalt legjobb
eredmény (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) citokinin-mentes el6kezelés utan kapott 60%, vagy azt kissé meghaladd regeneracios ratat.
Szintén kis (<50%) regeneracids szazalékot kozolt az "M26° alannyal végzett kisérleteirdl Caboni et
al. (2000).

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.

Az elokezeld taptalaj citokinin-tartalma befolyasolta az explantaitumok regeneracios
kapacitdsat, ami lathat6 mind a regeneracids szazalék, mind az explantitumonként fejlodott
hajtasok szdmanak valtozasaban, bar a kiilonbségek gyakran nem szignifikénsak.

A citokinin-mentes kontrollhoz hasonlitva az el6kezelésben alkalmazott TOP, BAR, KIN, BA+
KIN jelentésen novelte a regeneracios ratat (’Freedom’, Husvéti rozmaring’). Az elékezelésben
alkalmazott TOP, BAR, KIN, BA+TOP ndvelte tovabba a regeneralt hajtasok szamat a ’Royal
Gala’ fajtanal. Gercheva et al. (2009) a *Chadel’ fajtaval végzett regeneracios kisérleteiben szintén
lényegesen nagyobb regeneracios szazalékot értek el BA-tartalmu, mint a hormonmentes taptalajon
torténd tenyésztés utan.

A hiperhidratalt tenyészetek aranya is jelentdésen valtozik a kiilonbozd eldkezelésekkel, a
genotipusok erre vald hajlamaban alapvetd kiilonbségek vannak: A ’Freedom’ fajta esetében alig
talaltunk hiperhidratalt tenyészetet, mig az "M26’ alanynal gyakran el6fordult, de az el6kezelésben
hasznalt BAR, BA, TOP, illetve BA+TOP jelentésen (22% ald) csokkentette a hiperhidratalt
tenyészetek aranyat a kontroll 33,7%-val szemben. A *Royal Gala’ fajtanal az elékezel taptalajban
1évd BA+TOP kombinacid csokkentette jelentdsen a hiperhidratacio mértékét (2% a kontroll
32,9%-val szemben).

A TOP ¢és szarmazékainak kedvezo hatasat a lagy- és fasszari névények mikroszaporitdsaban
egyarant publikaltak (Bogaert et al., 2006; Bairu et al., 2007, Bairu et al., 2009; Mala et al., 2009;
(Niedz és Evens, 2010) vizsgaltak, alma esetében még nem tesztelték.

Osszefoglalva az elsd kisérletsorozat eredményeit leszdgezhetjiik, hogy az el8kezelésben
alkalmazott metatopolin kedvezd hatasa az in vitro alma levelek morfogénikus aktivitasaban tobb
genotipus esetén kimutathatd. Javasoljuk az "M26° alanynal az 1,0 mg/l TOP, ’Freedom’ fajtanal a
0,5 mg/l BA+1,5 mg/l TOP, ’Royal Gala’ fajtanal az 1,0 mg/l TOP, valamint a "Husvéti rozmaring’

fajtanal az 1,5 mg/l KIN-tartalmu elokezel6 taptalajok alkalmazasat.
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A kiilonboz6 eldkezelésekbdl szarmazo levelek anatomiai szerkezetében jelentds kiilonbségeket
talaltunk. A citokinin-mentes elékezelésrol szarmazod levelek anatomiaja hasonld az egyéb fas
novényeknél publikalt in vivo levélszerkezethez (Kiss et al., 1999), azzal a kiilonbséggel, hogy a
sejtfalak vékonyabbak. Ezzel szemben a TOP-t tartalmazo el6kezelés juvenilis in vitro levélre
jellemz6 levélszerkezetet indukalt. A KIN-t tartalmazd el6kezeld taptalajon fejlodtek a
legvastagabb levelek, a mezofillumra nagymértékii struktaralatlansag jellemzo.

Mivel a ’Royal Gala’ fajtanal a legjobb regeneraciés paramétereket a metatopolint és a kinetint
tartalmazo eldkezeld taptalajok alkalmazasa utan kaptuk, igy a korabbi feltételezések, miszerint a jo
regeneracios képesség Osszefliggésben van a juvenilis (Zhu ¢és Welander, 2000), illetve a
nagymértékben differencidlatlan mezofillum szerkezettel (Welander ¢és Maheswaran, 1992)
megerdsitést nyertek. Tovabbi kisérletek sziikségesek a feltételezett Osszefliggések hatterének
tisztazsara, a funkcionalis, hisztologiai és molekularis valtozasok kozott, melyeket az alma
regeneracio eldtt és/vagy alatta figyeltek meg.

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

A genotipusok kozott a citokininekre adott valaszokban kiilonbségeket taldltunk, azonban
legtobb esetben igaz, hogy a KIN, a ZEA és ribozidjaik kis hatékonysaguak a jarulékos hajtasok
indukciojaban. Az endogén zeatin elsddleges szerepét a sejt differencidlodasban az alma és a korte
in vitro organogezisben bizonyitottak (D’Angeli et al., 2001, Caboni et al., 2002), azonban a
kiilséleg alkalmazott ZEA oOnmagaban nem segitette a hajtasregeneraciot mas kutatécsoportok
kisérleteiben sem (De Bondt et al., 1996, Ling et al., 2002).

A TDZ-t gyakran hasznaljdk a hajtasregeneracio indukcidjara, de karos mellékhatédsait sokszor
megfigyelték (hiperhidratacid, szalagosodas stb.). Kisérleteinkben a TDZ hatékonynak bizonyult a
hajtasok szamdnak ndvelésében az ’M26’ alanynal és a ’Royal Gala’ fajtanal. A regeneracios
taptalaj TDZ tartalma novelte a regeneracids ratat is az "M26’ alany esetében, valamint a ’Freedom’
fajtanal. Ugyanakkor a TDZ-t tartalmazd regenerdcios téaptalajon volt a legnagyobb a
hiperhidrataci6 mértéke is az ’M26° (20-60%), ’Royal Gala’ (35-88%) és ’Freedom’ (23%)
fajtaknal, a kontroll taptalajon megfigyelt aranyok ugyanilyen sorrendben a kovetkezok: 1,6; 13,1
és 0%. A TDZ-tartalmu regeneracios taptalajon 100% volt a hiperhidratacié mértéke masok
kisérleteiben is (Caboni et al., 1996; Hohnle és Weber, 2010)

A ’Royal Gala’ fajtanal Korban et al. (1992) az 1,1-4,4 mg/l TDZ koncentracié tartomanyt
talalta optimalisnak. Kisérleteinkben a TDZ minden tesztelt toménységben szintén nagy
regeneracios ratat és sok hajtast indukalt, azonban a 0,5 mg/l-nél nagyobb TDZ-szint esetén nagy
volt a hiperhidratalt tenyészetek aranya, ennél a fajtanal tehat a leghatékonyabb a 0,5 mg/l TDZ
koncentracid, ami a Sriskandarajah et al. (1990) altal k6z6lt eredményt igazolja (0,66 mg/l TDZ).
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Az °M26’ alany esetében a legtobb kisérletben a BA alkalmazéasaval értek el legjobb
eredményt, altalaban az 5,0 mg/l toménységgel (Famiani et al., 1994, Ferradini et al., 1996), de az
1,0 mg/l koncentracié is hatékonynak bizonyult (Predieri és Fasolo, 1989). Az OI értékeket
figyelembe véve kisérleteinkben a BA szintén hatékonyabb volt, mint a TDZ, azonban legjobb
eredményeket azokkal a citokininekkel kaptunk, melyeket még alma regeneracioban nem teszteltek.
A regeneracios taptalajban alkalmazott BAR indukalta a legnagyobb regeneracios ratat (84,9%),
emellett a hajtasok szama is elég nagy volt (3,2/explantatum), azonban a leghatékonyabb
regeneraciot a 8,0 mg/l TOPR kezeléssel értiik el (a regeneracios rata 55%, 3,3 hajtas/explantatum,
de nagy OI érték a 0% hiperhidrataci6 miatt).

A ’Husvéti rozmaring’ fajtdnal 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 explantatumokon fejlédott a legtobb hajtas (3,2).

A regeneracios taptalajban alkalmazott TOP, TOPR, ZEA jelentdsen csokkentették a
hiperhidratalt tenyészetek aranyat a ’Royal Gala’ fajtanal, a *Husvéti rozmaring’ fajtanal pedig a
TOP, KIN, ZEA ¢s ezek ribozidjai minden koncentracioban jelentdsen csokkentik a hiperhidratalt
tenyészetek aranyat.

Az eredmények ismeretében a kovetkezd citokinin alkalmazdsokat javasoljuk a regenerdcios
taptalajban: 8,0 mg/l TOPR az "M26’ alanynal, 5,0 mg/l TDZ a ’Freedom’ fajtanal, 0,5 mg/l TDZ a
"Royal Gala’ fajtanal, 3,5 mg/l BA a "Husvéti rozmaring’ fajtanal.

Korabbi kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a mikroszaporitott ’Royal Gala’ hajtasok nagyon
jo gyokeresedési képességgel rendelkeznek (100% is elérhetd), a regenerélt hajtdsok azonban
kozvetleniil a regeneracid utdn nagyon gyenge gyokeresedési képességet mutattak és a gyokeres
hajtasok akklimatizacidja sikertelen volt. A regeneralt hajtasok gyokeresedési képessége mas
kisérletekben is kisebb volt, mint az Un. ,,sziil6-vonal” teljesitménye (James és Dandekar, 1991). A
legjobb eredményt (76%) akkor kaptuk, amikor a BAR-t tartalmazd regeneracids taptalajon
fejlodott hajtasokat négy hétig szaporitd taptalajon tenyésztettiik és az 0j hajtasokat gyokereztettiik,
ez hasonl6 a ’Royal Gala’-rol eddig k6zolt eredményhez (69%) (Maximova et al. 1998), illetve mas
fajtakkal is hasonlo eredményeket kaptak (Belaizi et al., 1991; Pawlicki és Welander, 1994).

Az eredmények hasznosithatosaga

Az in vitro technikak gyakorlati alkalmazasanak lehetdségei mind a mai napig nem
aknézhatoak ki teljes mértékben, melynek oka a ndvényregeneracid nehézsége (Aldwinckle és
Malnoy, 2009; Bhatti és Jha, 2010). A hatékony regeneraciés modszerek kidolgozasaval tehat
els6sorban az almaval végzett novénynemesitési munkat kivanjuk tdmogatni: az eredmények

gyakorlati felhasznalasa jelentds segitség lehet a szomaklonalis variansok, valamint a szomatikus
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szoveteken indukalt mutansok eléallitasaban, 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 juto eldallitds onkdltsége, valamint lerdvidithetd a felszaporitashoz sziikséges 1do.

Az 0j eredmények vérhaté 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 a jarulékos hajtasok regeneracios
kisérleteiben eddig nem tesztelt citokinineket (benziladenin ribozid, metatopolin, metatopolin
ribozid) varhatéban mas fajok regeneracids kisérleteiben is vizsgalni fogjak, az 0j eredmények

szélesebb korben hasznosulnak.
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