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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

BA- benziladenin  

BAR - benziladenin-ribozid  

IES – indol-3-ecetsav 

IVS - Β-indol-vajsav 

KIN – kinetin  

KINR – kinetin-ribozid  

MS - Murashige és Skoog táptalaj (1962) 

NES – α-naftil-ecetsav 

TDZ- thidiazuron  

TOP – metatopolin  

TOPR – metatopolin-ribozid  

ZEA – zeatin  

ZEAR – zeatin-ribozid  
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1. A MUNKA ELŐZMÉNYEI, A KITŰZÖTT CÉLOK 

 

1.1 Bevezetés 

Az alma (Malus x domestica Borkh.) a szőlő mellett a legjelentősebb mérsékeltövi 

gyümölcsünk, több évezred óta szerepel a termesztésben. Az alma nemesítésében elsődleges cél 

olyan új fajták előállítása, melynek minőségi, termőképességi és termeszthetőségi tulajdonságai 

megfelelőek és alkalmasak az integrált- és környezetbarát termesztéstechnológiával való 

termesztésre. Az alma nemesítése hagyományos módszerekkel hosszú éveket vesz igénybe (az 

öninkompatabilitás, a heterozigóta jelleg és a hosszú juvenilis periódus miatt). A biotechnológiai 

módszerek alkalmazása lehetőséget nyújt a fenti problémák kiküszöbölésére. A nem-szexuális 

módszerekkel történő nemesítés (szomaklonális variánsok előállítása, Agrobacterium-közvetítette 

transzformáció, in vitro mutagenezis) azonban feltételezi a járulékos hajtások regenerációs 

módszerének meglétét. Számos tényező befolyásolja a hajtásfejlődés sikerét (genotípus, 

explantátum típus, környezeti tényezők). A növényi hormonok és növekedési regulátorok közül a 

citokininek bizonyultak a legfontosabb tényezőnek mind a hajtásregenerációt megelőző szakaszban, 

mind a regeneráció során.  

 

1.2 A problémák felvetése és a kísérletek célja 

A járulékos hajtások regenerációja számos faj és fajta esetében nehézségekbe ütközik. A 

különböző genotípusok igénye a regenerációs körülményekre nagyon eltérő lehet, így a 

módszereket minden egyes genotípusra optimalizálni kell. Alma esetében az eddig közölt legjobb 

regenerációs módszerek hatékonysága (melyek több fajtánál nem haladják meg az 50% 

regenerációs rátát) tovább javíthatók a módszerek továbbfejlesztésével. További probléma, hogy 

vannak olyan genotípusok, fajták, melyek módszeréről, illetve regenerációs képességéről nem 

találhatók közlemények.  

Kísérleteinket a DE AGTC KIT Nyíregyházi Kutató Intézet Növénybiotechnológiai 

Laboratóriumában végeztük. Kísérleteinkben számos citokinin hatását teszteltük a regenerációt 

megelőző előkezelésben, illetve a regenerációs táptalajban, beleértve olyan citokinineket is, melyek 

alma regenerációs kísérletekben még nem szerepeltek, és kémiai szerkezetüknél fogva (hidroxilált, 

illetve konjugált benziladenin analógok) várhatóan kevésbé mutatnak kedvezőtlen utóhatást 

(hiperhidratáció, törpésedés), mint a regeneráció során leggyakrabban használt citokininek 

(benziladenin, TDZ).  

A citokininek jelentős szerepe a hajtásregenerációban valószínűleg az indukált szövetekben 

történő szövettani változásokkal is összefüggést mutat, azonban az előkezelésben alkalmazott 

citokininek által indukált szövettani változásokról nagyon kevés információ van és csak a 

leggyakrabban használt citokininekre vonatkozik. A citokininek széleskörű tesztelésével 
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összefüggések mutathatók ki az alkalmazott kezelések és az indukált szövetekben történő 

változások és az explantátum regenerációs kapacitása között.  

 

Célkitűzéseink összefoglalva a következők voltak: 
 

1. Különböző citokinin típusok és koncentrációk tesztelésével a leghatékonyabb előkezelő 

táptalaj kiválasztása az ‟M26‟alany, a ‟Royal Gala‟, ‟Freedom‟ és ‟Húsvéti rozmaring‟ nemes 

almafajták számára.  

2. Különböző citokinin típusok és koncentrációk tesztelésével a leghatékonyabb regenerációs 

táptalaj kiválasztása a fent megnevezett genotípusok számára. 

3. Szövettani vizsgálatok elvégzése a különböző előkezelő táptalajról származó ‟Royal Gala‟ 

hajtások levelein, valamint a különböző citokininek által indukált szövettani változások és a 

regenerációs képesség közötti kapcsolatok tisztázása.  

4. Intakt növények felnevelése a regenerált ‟Royal Gala‟ hajtásokból. 

 

2. ANYAG ÉS MÓDSZER 

 

A kísérletsorozatok kiindulási anyagaként a ‟Royal Gala‟, ‟Freedom‟, ‟Húsvéti rozmaring‟ 

nemes fajták és az ‟M26‟ alany in vitro hajtástenyészeteit használtuk fel. Két kísérletsorozatot 

állítottunk be, amelyekben vizsgáltuk az előkezelő és a regenerációs táptalajok citokinin-

tartalmának hatását a levéllemezről történő hajtásregenerációra.  

 

2.1. Előkezelések hatása az explantátum hajtásregenerációs képességére 
 

Az előkezelések hatását TOP-, BAR-, BA- és KIN-tartalmú táptalajokon vizsgáltuk, a 

citokinineket 0,5; 1,0; 1,5 és 2,0 mg/l koncentrációban adtuk az alaptáptalajhoz (MS, 3% szacharóz, 

0,7% agar-agar, 0,2 mg/l GA3, 0,3 mg/l IVS). Teszteltük a kettős citokininek hatását is, a 0,5 mg/l 

BA mellett KIN-t és TOP-ot használtunk a fent említett koncentrációkban. Kontrollként citokinin-

mentes előkezelő táptalajt használtunk. Az előkezelés 3 hétig történt, ezután a felső két, teljesen 

szétterült levelet használtuk regenerációra, Az explantátumokat úgy helyeztük a regenerációs 

táptalajra, hogy az adaxiális oldaluk érintkezzen a táptalajjal, petri csészénként 6-6 db-ot. A 

regenerációs táptalaj MS sókat, B5 vitaminokat, 100 mg/l myo-inozitot, 0,2 mg/l NES-t, 0,25% 

gelritet, 3% szacharózt és 5,0 mg/l BA-t tartalmazott.  

Az explantátumokat sötétben 24,5 ºC-on inkubáltuk 3 hétig, majd fényre helyezve (16 h 

megvilágításon, 22+2 ºC-on) neveltük a tenyészeteket további 4 hétig. A fényintenzitást hetente 

növeltük: 35, 70 és 105 µmols
-1

 m
-2

.
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2.2. Szövettani vizsgálatok 
 

A szövettani vizsgálatokat a ‟Royal Gala‟ fajtával végeztük a 2.1 fejezetben bemutatott 

előkezelések után, a felső két, újonnan fejlődött levélből. A levélmintákat 5% glutaraldehidben 

fixáltuk 2 órán keresztül, majd 1,5 óráig kezeltük ozmium-tetroxiddal, majd aceton grádiensben 

dehidratáltuk, ezután Spurr gyantába ágyaztuk és toulidin kékkel festettük meg. A 

keresztmetszeteket a BCE Budai Campusának Központi Laboratórium munkatársai ultramicrotome 

(Reichert) eszközzel készítették a fénymikroszkópos vizsgálathoz.  

 

2.3. Regenerációs táptalaj citokinin-tartalmának hatása a regenerációra 
 

A genotípusok számára legjobb előkezelések alkalmazásával a 2.1. fejezetben leírt módszer 

szerint teszteltük az explantátumok regenerációs képességét TDZ-, BA-, BAR-, TOP-, TOPR-, 

KIN-, KINR-, ZEA-, ZEAR-tartalmú táptalajokon. A citokinineket 0,5; 2,0; 3,5; 5,0; 6,5 mg/l 

koncentrációban adtuk az alaptáptalajhoz. A ribozidok esetében egy nagyobb (8,0 mg/l) 

koncentrációt is használtunk. Kontrollként az 5,0 mg/l BA-t tartalmazó regenerációs táptalajt 

alkalmaztuk. 

 

2.4. Regenerált hajtások gyökeresítése 
 

A gyökeresítési kísérleteket a „Royal Gala‟ fajtával végeztük el. A regenerációs táptalajokban a 

következő citokinin kezeléseket használtuk: 0,5 mg/l
 
TDZ; 5,0 mg/l

 
BAR; 5,0 mg/l

 
BA, illetve 6,5 

mg/l
 
TOPR. A regeneránsok közvetlen gyökeresítése során az explantátumról leszedett hajtásokat 

gyökérindukciós táptalajra tettük (1/2 MS sók, kiegészítve 100 mg/l
 
myo-inozittal, 0,5 mg/l B1 

vitamin, 2% cukorral, 0,7% agar-agarral, 2,0 mg/l
 

IVS-el). A hajtásokat 5 nap múlva 

gyökérelongációs táptalajra helyeztük, amely MS sókat tartalmazott feles töménységben, valamint 

50 mg/l myo-inozitot, 3% cukrot, 2,0 ml/l Wuxal
®
-t

 
és 0,7% agar-agart. Két hét múlva a gyökeres 

hajtások kiültetése és akklimatizációja Bolar et al. (1998) módszere szerint történt.  

További kísérleteinkben az explantátumról leszedett hajtásokat különböző táptalajokon 

tenyésztettük 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, majd a fent leírt módszer szerint gyökereztettük. A 

regenerált hajtások egy részét szaporító táptalajon (1,0 mg/l
 
BAR+0,3 mg/l

 
IVS+ 0,2 mg/l

 
GA3) 

tenyésztettük 4 hétig, és az újonnan fejlődött hajtásokat gyökereztettük.  

 

2.5. Megfigyelések és az értékelés módszerei 
 

A regenerációs kísérletekben a regenerált hajtásokat mutató explantátumok aránya 

(regenerációs %), az explantátumonkénti hajtásszám és a hiperhidratált tenyészetek aránya 

(hiperhidratációs %) került felvételezésre.  
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Ezután a paraméterekből a regeneráció hatékonyságára utaló organogén indexet (OI) 

számoltunk az alábbi képlettel:  

OI= (Regenerációs %- hiperhidratációs %) x hajtásszám/100 

Ez a számítás Famiani et al. (1994) által kidolgozott organogén indexen alapul, azzal a 

különbséggel, hogy a hajtáshosszt mi kizártuk, mert abban nem találtunk szignifikáns különbséget, 

azonban a hiperhidratációs %-ot beépítettük az indexbe, mivel ennek a minőségi hajtások 

regenerációjában szerepe van. 

A gyökeresedési kísérletekben megfigyeltük a hajtásonkénti gyökerek számát és hosszát (mm), 

a gyökeresedési százalékot, az akklimatizáció során pedig a túlélési arányt.  

A regenerációs adatokat egytényezős varianciaanalízissel értékeltük SPSS 9.0 for Windows 

programcsomag segítségével. A koncentrációk hatásának kimutatására a homogén csoportok 

képzése Tukey-teszttel történt, míg a kezeléskombinációkat a legkisebb szignifikáns különbség 

(LSD) alapján hasonlítottuk a kontrollhoz.  

 

3. EREDMÉNYEK 

 

3.1. Előkezelésben alkalmazott citokininek szerepe a hajtásregenerációban 

 

A citokinin-mentes kontrollhoz hasonlítva a ‟Freedom‟, a ‟Royal Gala‟ és a ‟Húsvéti 

rozmaring‟ fajták esetében az explantátumonként fejlődött hajtások száma jelentősen megnövelhető 

a citokinin-tartalmú előkezelő táptalajjal (1. táblázat).  

 
 

1. táblázat Az előkezelő táptalajok alkalmazásával elért legjobb eredmények az explantátumonként 

fejlődött járulékos hajtások számát figyelembe véve 

 

Fajta Regenerált 

hajtás/explantátum  

(db) 

Előkezelés 

(mg/l) 

Kontroll átlag 

(db) 

‟M26‟ 3,8 BAR (0,5) 3,4 

‟Freedom‟ 2,5* BA+TOP 

(0,5+1,5) 

1,9 

‟Royal Gala‟ 8,9* TOP (0,5) 5,4 

‟Húsvéti rozmaring‟ 3,3* KIN (1,5) 2,3 
*jelölt értékek statisztikailag jelentősen eltérnek a kontroll átlagától  

 

 

A regenerációs rátát figyelembe véve a legjobb eredményeket szintén a citokinin-tartalmú 

előkezelésekkel kaptuk, bár a kontrollhoz viszonyítva az eltérések csak két fajta (‟Freedom‟ és 

‟Húsvéti rozmaring‟) esetében bizonyultak szignifikánsnak (2. táblázat).  
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2. táblázat Az előkezelő táptalajok alkalmazásával elért legjobb eredmények a hajtásregenerációt 

mutató explantátumok arányát figyelembe véve 

 

Fajta Regenerációs ráta 

(%) 

Előkezelés 

(mg/l) 

Kontroll átlag 

(%) 

‟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) 

BA (1,5) 

BAR (0,5) 

KIN (0,5; 1,5-2,0) 

95,4 

‟Húsvéti rozmaring‟ 94,9* KIN (1,5) 65,5 

*jelölt értékek statisztikailag jelentősen eltérnek a kontroll átlagától  

 

A hiperhidratált tenyészetek arányában a fajták között jelentős különbségek voltak. Az ‟M26‟ 

alany esetében a hiperhidratáció mértékét jelentősen befolyásolta az előkezelő táptalaj: a TOP, a 

BA, a BAR és a BA+TOP számos koncentrációban jelentősen csökkentette a hiperhidratált 

tenyészetek arányát (1. ábra).  

 

'M26'
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1. ábra Hiperhidratált tenyészetek aránya a különböző előkezelések után, ‟M26‟ alanynál. Citokinin 

csoporton belül az egymástól szignifikánsan (p<0,05) különböző értékeket eltérő betűk jelölik, míg a 

csillaggal jelölt értékek a kontroll kezelések átlagától mutatnak jelentős eltérést (s = 33,75%) 

 

A ‟Freedom‟ fajtánál alig találtunk hiperhidratált tenyészetet, a kontrollkezelésben 1% alatti az 

arány. A ‟Royal Gala‟ fajtánál a citokinines előkezelések többsége kissé csökkentette a 

hiperhidratált tenyészetek arányát, jelentősen kisebb volt (2%) a 0,5 mg/l BA+1,5-2,0 mg/l TOP 

előkezelések után (a kontroll 32,9%). A ‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál a citokinines előkezelések 

többsége statisztikailag jelentősen növelte a hiperhidratált tenyészetek arányát.  

 

A regenerációs paraméterekből számított organogén index segítségével kiválasztottuk a fajták 

számára legjobb előkezelő táptalajokat (3. táblázat).  
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3. táblázat Az előkezelések után elérhető legjobb organogén indexek értékei 

Fajta Organogén 

index 

(OI) 

Előkezelés 

(mg/l) 

Kontroll átlag 

(OI) 

‟M26‟ 2,3 TOP (1,0)*  

BAR (0,5) 

1,4 

‟Freedom‟ 1,9 BA+TOP (0,5+1,5) 1,0 

‟Royal Gala‟ 7,7 TOP (1,0) 3,4 

‟Húsvéti 

rozmaring‟ 

2,0 

2,1 

2,2 

KIN (1,5)*  

KIN (1,0) 

TOP (0,5) 

1,3 

*jelölt kezelések kerültek kiválasztásra a további kísérletekhez  

 

Amennyiben egy fajtánál a legnagyobb OI érték több előkezelésre is jellemző volt, akkor 

azokat az előkezeléseket választottuk ahol nagyobb volt a regenerációs ráta (‟M26‟), illetve a 

‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál a nagyobb regenerációs ráta mellett nagyobb hajtásszám is jellemző 

volt a kiválasztott előkezelésre. 

 

3.2. Az előkezelésben alkalmazott citokininek által indukált szövettani változások  

 

Az előkezelő táptalajban alkalmazott citokininek típusa és koncentrációja jelentősen 

megváltoztatták az újonnan fejlődött ‟Royal Gala‟ levelek szöveti szerkezetét. A citokinin-mentes 

előkezelésről származó levelek anatómiája hasonló volt az in vivo levélszerkezethez, a mezofillum 

egy sejtrétegű paliszád és nagy intercelluláris járatokkal tarkított szivacsos parenchimára különül, a 

két szövettáj érintkezésében jól fejlett szállítószövet rendszer volt megfigyelhető (2. ábra). 

   

2. ábra Citokinin-mentes táptalajon fejlődött levél keresztmetszeti képe (x400) 

 

A továbbiakban a metatopolint és kinetint tartalmazó előkezelő táptalajokon fejlődött levelekre 

jellemző szövettani változásokat mutatom be, ugyanis ezek az előkezelések növelték a levél 

explantátumok regenerációs kapacitását.  

Amennyiben az előkezelő táptalaj metatopolint tartalmazott a mezofillumban a sejtek szorosan 

záródnak egymáshoz, intercelluláris járatok nem figyelhetők meg. A szállítónyalábok kevésbé 

fejlettek. 0,5 mg/l TOP alkalmazásakor még két soros paliszád parenchima fejlődik, a koncentráció 

emelkedésével a mezofillum homogénebbé válik, a paliszád és a szivacsos parenchima alig 

különíthető el. A legnagyobb TOP koncentrációnál a levél már differenciáltabb szerkezetű: a két 

soros paliszád és a szivacsos parenchima jól elkülöníthető, a szállítónyalábok fejlettebbek (3. ábra). 
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3. ábra A TOP  hatása az in vitro alma levelek szöveti szerkezetére. A: 0,5 mg l
-1

, B: 1,0 mg l
-1

, C: 1,5 mg l
-

1
, D: 2,0 mg l

-1
 TOP tartalmú táptalajon fejlődött levelek keresztmetszeti képe (x400) 

 

Abban az esetben, ha az előkezelő táptalaj kinetint tartalmazott, mind az epidermisz, mind a 

mezofillum sejtek térfogata nagy, a sejtek vakuolizáltak. A legkisebb KIN koncentrációnál a 

legkifejezettebb a mezofillum dezorganizáltsága. Az egy sejtsoros paliszád parenchima 

elkülöníthető, sejtjei között nagy intercelluláris rések figyelhetők meg, a szivacsos parenchima alig 

tartalmaz sejteket, köztük hatalmas intercelluláris üregek találhatók (4. ábra). 

  

 

4. ábra KIN hatása az in vitro alma levelek szöveti szerkezetére. A: 0,5 mg l
-1

, B: 1,0 mg l
-1

, C: 1,5 mg l
-1

, 

D:  2,0 mg l
-1

 KIN tartalmú táptalajon fejlődött levelek keresztmetszeti képe (x400) 

 

3.3. Regenerációs táptalajban alkalmazott citokininek hatása a hajtásregenerációra 

 

A kontrollkezeléshez (5,0 mg/l BA) hasonlítva jelentősen nagyobb hajtásszámot értünk el 

az‟M26‟és a ‟Royal Gala‟ esetében (4. táblázat).  

 

4. táblázat A regenerációs táptalajban alkalmazott citokininekkel elért legjobb eredmények az 

explantátumonként fejlődött járulékos hajtások számát figyelembe véve 

Fajta Regenerált 

hajtás/explantátum  

(db) 

Kezelés 

(mg/l) 

Kontroll átlag 

hajtás/explantátum 

(db) 

‟M26‟ 3,2* BAR (6,5) 

TOPR (8,0) 

2,0 

‟Freedom‟ 1,8 TDZ (5,0) 1,3 

‟Royal Gala‟ 11,1* TDZ (0,5) 4,6 

‟Húsvéti rozmaring‟ 3,1 BAR (6,5) 2,7 

*jelölt értékek statisztikailag jelentősen eltérnek a kontroll átlagától  

 

A B C D 

A B C D 
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A regenerációs arány tekintetében a kontrollkezeléshez (5,0 mg/l BA) hasonlítva a ‟Húsvéti 

rozmaring‟ kivételével minden fajtánál jobb eredményt értünk el, a különbségek azonban csak az 

‟M26‟ és a ‟Freedom‟ fajtánál voltak szignifikánsak. Az ‟M26‟ alanynál számos citokinin kezelés a 

kontrollnál lényegesen jobbnak bizonyult: a TDZ 0,5 mg/l, a BA 2,0-3,5 mg/l, a BAR 5,0 mg/l 

felett, TOP 3,5-5,0 mg/l, sőt még a ZEAR is 6,5 mg/l töménységben jelentős növekedést 

eredményezett a regenerációs százalékban. A ‟Royal Gala‟ fajtánál a nem TDZ-t tartalmazó 

regenerációs táptalajok többsége kisebb hatékonyságú volt, mint a kontroll. A ‟Húsvéti rozmaring‟ 

fajta számára leghatékonyabb regenerációs táptalajnak a kontrollkezelés bizonyult (5. táblázat). 

 

5. táblázat A regenerációs táptalajban alkalmazott citokininekkel elért legjobb eredmények a 

hajtásregenerációt mutató explantátumok arányát figyelembe véve 
Fajta Regenerációs ráta 

(%) 

Kezelés 

(mg/l) 

Kontroll átlag 

(%) 

‟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 

‟Húsvéti rozmaring‟ 81,5 BA (5,0) 81,5 

*jelölt értékek statisztikailag jelentősen eltérnek a kontroll átlagától  

 

Az ‟M26‟ alanynál a KIN-t tartalmazó táptalajon nem fordult elő hiperhidratált tenyészet, és 

alacsony volt ezek aránya a TOP-t, TOPR-t, ZEA-t és KINR-t tartalmazó táptalajokon. A 

‟Freedom‟ fajtánál az 5,0 mg/l TDZ-t tartalmazó táptalajon volt jelentős a hiperhidratáció (23,1%). 

A ‟Royal Gala‟ fajtánál legnagyobb volt a hiperhidratáció mértéke (88,2%) a 2,0 mg/l TDZ-t 

tartalmazó táptalajon, jóval kisebb volt az egyéb citokinint tartalmazó táptalajokon (5. ábra).  

'Húsvéti rozmaring'
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5. ábra Regenerációs táptalaj citokinin tartalmának hatása a hiperhidratált tenyészetek arányára ‟Húsvéti 

rozmaring‟ fajtánál. Citokinin típuson belül az egymástól szignifikánsan (p<0,05) különböző értékeket eltérő 

betűk jelölik, míg a csillaggal jelölt értékek a kontrollkezelés (5,0 mg/l BA) átlagától mutatnak jelentős 

eltérést (s = 23,03%) 
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A ‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál a TOP, ZEA, KIN és ribozidjaik jelentősen csökkentették a 

hiperhidratációt (5. ábra).  

Az ‟M26‟ alanynál a legnagyobb OI-értéket (1,74) a 8,0 mg/l TOPR-t tartalmazó regenerációs 

táptalajon értük el, ezenkívül a kontroll átlaga (0,9) feletti értékeket kaptunk még a BAR-t, valamint 

a TOP-t tartalmazó regenerációs táptalajokon. A ‟Freedom‟ fajtánál legnagyobb OI-t (0,65) az 5,0 

mg/l TDZ kezeléssel értük el, ennél a fajtánál egyetlen esetben sem kaptunk 1,0 feletti értéket. A 

‟Royal Gala‟ fajtánál a TDZ kivételével az összes citokinin kezelés azonban a kontroll átlaga (3,75) 

alatti OI értéket ért el. A ‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál minden kezelésnél a kontroll átlaga (0,95) 

alatt volt az OI értéke. 

A regenerációs paraméterekből számított organogén index értékei alapján kiválasztott legjobb 

regenerációs táptalajokat a 6. táblázat tartalmazza. 

 

6. táblázat A regenerációs táptalajokban alkalmazott citokininekkel elért legjobb organogén 

indexek értékek 

Fajta Organogén 

index (OI) 

Kezelés 

(mg/l) 

Kontroll átlag 

(OI) 

‟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 

‟Húsvéti rozmaring‟ 1,2 BA (3,5) 1,0 

 

 

3.4. Regenerált hajtások gyökeresítése és akklimatizációja  
 

A hajtások közvetlen gyökeresítése során csak a BA-t és BAR-t tartalmazó táptalajon regenerált 

hajtások gyökeresedtek meg (10 és 25%), és a gyökeres hajtások akklimatizációja sikertelen volt.  

A hajtások hormonmentes táptalajon történő utántenyésztése csökkentette a gyökeresedési 

arányt (maximum 4%), az alacsony citokinin-tartalmú, illetve emelt GA3-tartalmú táptalajon szintén 

alacsony gyökeresedési százalékot kaptunk (maximum 36%).  

A regenerált hajtások szaporító táptalajon történő tenyésztése és az új hajtások gyökereztetése 

jelentősen javította a gyökeresedést. A legnagyobb gyökeresedési arányt (76%) a BAR-tartalmú 

regenerációs táptalajról származó hajtások mutattak.  

A TOPR-t tartalmazó táptalajon regenerálódott hajtásoknak volt legrosszabb gyökeresedési 

képessége (max. 32%). Az utántenyésztések után gyökeresített hajtások az akklimatizáció során 

100% túlélést mutattak. 
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3.5. Új és újszerű tudományos eredmények 

 

1) Elsőként vizsgáltuk az alma levéllemezről történő hajtásregeneráció folyamatában eddig 

nem tesztelt citokininek (benziladenin ribozid, metatopolin és metatopolin ribozid) hatását 

az előkezelő táptalajban és bizonyítottuk ezek gyakorlati alkalmazhatóságát. 

2) Elsőként vizsgáltuk az összefüggést az előkezelő táptalajban lévő citokininek típusa és 

koncentrációja által az almánál indukált szövettani változások, valamint az explantátum 

regenerációs kapacitása között.  

3) Elsőként vizsgáltuk az alma levéllemezről történő hajtásregeneráció folyamatában eddig 

nem tesztelt citokininek (benziladenin ribozid, metatopolin és metatopolin ribozid) hatását a 

regenerációs táptalajban és bizonyítottuk ezek gyakorlati alkalmazhatóságát. 

4) Jelentős csökkenést értünk el a regenerált hajtások hiperhidratáltságának mértékében 

benziladenin ribozid és metatopolin alkalmazásával, ami a regeneráció hatékonyságát 

lényegesen növelte. 

5) A ‟Royal Gala‟ fajta esetében jelentős növekedést értünk el az explantátumonként fejlődött 

hajtások számában. 

6) Az ‟M26‟ alany esetében jelentős növekedést értünk el a regenerációs rátában. 

7) A gyakorlatban is alkalmazható, hatékony regenerációs módszert dolgoztunk ki két olyan 

almafajtára (‟Freedom‟ és ‟Húsvéti rozmaring‟), melyek regenerációs módszerét még nem 

fejlesztették ki. 

8) Új organogén indexet dolgoztunk ki, a Famiani et al. (1994) által közölt index 

módosításával, melynek alkalmazásával a különböző regenerációs módszerek hatékonysága 

jobban összevethető. 

9) Elsőként vizsgáltuk a regenerációs táptalajban lévő citokininek utóhatását a járulékos alma 

hajtások gyökeresedésében és kimutattuk, hogy a BAR-tartalmú táptalajon regenerálódott 

hajtások jobb gyökeresedési képességgel rendelkeznek, mint a TDZ, BA, illetve TOPR 

táptalajon regenerálódott hajtások. 

 

4. KÖVETKEZTETÉSEK ÉS JAVASLATOK 

 

Kísérletsorozatunkban négyféle genotípus (‟M26‟ alma alany és három nemes fajta: ‟Freedom‟, 

‟Royal Gala‟, ‟Húsvéti rozmaring‟) hajtásregenerációs válaszait teszteltük különböző citokininekre, 

melyeket előkezelésben és a regenerációs táptalajban alkalmaztunk.  

Eredményeink szerint a genotípusok között jelentős különbség van a regenerációs kapacitásban. 

A ‟Royal Gala‟ fajta regenerációs képessége kiemelkedően jó, gyakori a 100% regenerációs ráta, 

ami hasonló a szakirodalomban eddig közölt eredményekhez (Sriskandarajah, 1990; Korban et al. 
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1992), azonban jóval nagyobb hajtásszámot értünk el (8,9), mint az eddig publikált legjobb 

eredmény (4-6) (Yao et al., 1995). 

Az ‟M26‟ alannyal szintén elérhető, hogy szinte minden explantátumon legyen hajtásfejlődés 

(96,6%), ez jóval kedvezőbb eredmény az eddig publikált eredményekhez hasonlítva: Famiani et al. 

(1994) citokinin-mentes előkezelés után kapott 60%, vagy azt kissé meghaladó regenerációs rátát. 

Szintén kis (<50%) regenerációs százalékot közölt az ‟M26‟ alannyal végzett kísérleteiről Caboni et 

al. (2000).  

Jó regenerációs képességgel rendelkezik a ‟Húsvéti rozmaring‟ (94,9%), míg legkisebb 

regenerációs százalékokat a ‟Freedom‟ fajtával kaptunk (maximum 84,7%). Ez utóbbi fajtákról nem 

találtunk közleményeket, melyekkel összehasonlíthatnánk eredményeinket.  

Az előkezelő táptalaj citokinin-tartalma befolyásolta az explantátumok regenerációs 

kapacitását, ami látható mind a regenerációs százalék, mind az explantátumonként fejlődött 

hajtások számának változásában, bár a különbségek gyakran nem szignifikánsak.  

A citokinin-mentes kontrollhoz hasonlítva az előkezelésben alkalmazott TOP, BAR, KIN, BA+ 

KIN jelentősen növelte a regenerációs rátát (‟Freedom‟, ‟Húsvéti rozmaring‟). Az előkezelésben 

alkalmazott TOP, BAR, KIN, BA+TOP növelte továbbá a regenerált hajtások számát a ‟Royal 

Gala‟ fajtánál. Gercheva et al. (2009) a ‟Chadel‟ fajtával végzett regenerációs kísérleteiben szintén 

lényegesen nagyobb regenerációs százalékot értek el BA-tartalmú, mint a hormonmentes táptalajon 

történő tenyésztés után. 

A hiperhidratált tenyészetek aránya is jelentősen változik a különböző előkezelésekkel, a 

genotípusok erre való hajlamában alapvető különbségek vannak: A ‟Freedom‟ fajta esetében alig 

találtunk hiperhidratált tenyészetet, míg az ‟M26‟ alanynál gyakran előfordult, de az előkezelésben 

használt BAR, BA, TOP, illetve BA+TOP jelentősen (22% alá) csökkentette a hiperhidratált 

tenyészetek arányát a kontroll 33,7%-val szemben. A ‟Royal Gala‟ fajtánál az előkezelő táptalajban 

lévő BA+TOP kombináció csökkentette jelentősen a hiperhidratáció mértékét (2% a kontroll 

32,9%-val szemben). 

A TOP és származékainak kedvező hatását a lágy- és fásszárú növények mikroszaporításában 

egyaránt publikálták (Bogaert et al., 2006; Bairu et al., 2007, Bairu et al., 2009; Malá et al., 2009; 

Amoo et al., 2010). Fás növények járulékos hajtásregenerációjában azonban eddig csak a citromnál 

(Niedz és Evens, 2010) vizsgálták, alma esetében még nem tesztelték.  

Összefoglalva az első kísérletsorozat eredményeit leszögezhetjük, hogy az előkezelésben 

alkalmazott metatopolin kedvező hatása az in vitro alma levelek morfogénikus aktivitásában több 

genotípus esetén kimutatható. Javasoljuk az ‟M26‟ alanynál az 1,0 mg/l TOP, ‟Freedom‟ fajtánál a 

0,5 mg/l BA+1,5 mg/l TOP, ‟Royal Gala‟ fajtánál az 1,0 mg/l TOP, valamint a ‟Húsvéti rozmaring‟ 

fajtánál az 1,5 mg/l KIN-tartalmú előkezelő táptalajok alkalmazását. 
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A különböző előkezelésekből származó levelek anatómiai szerkezetében jelentős különbségeket 

találtunk. A citokinin-mentes előkezelésről származó levelek anatómiája hasonló az egyéb fás 

növényeknél publikált in vivo levélszerkezethez (Kiss et al., 1999), azzal a különbséggel, hogy a 

sejtfalak vékonyabbak. Ezzel szemben a TOP-t tartalmazó előkezelés juvenilis in vitro levélre 

jellemző levélszerkezetet indukált. A KIN-t tartalmazó előkezelő táptalajon fejlődtek a 

legvastagabb levelek, a mezofillumra nagymértékű struktúrálatlanság jellemző.  

Mivel a ‟Royal Gala‟ fajtánál a legjobb regenerációs paramétereket a metatopolint és a kinetint 

tartalmazó előkezelő táptalajok alkalmazása után kaptuk, így a korábbi feltételezések, miszerint a jó 

regenerációs képesség összefüggésben van a juvenilis (Zhu és Welander, 2000), illetve a 

nagymértékben differenciálatlan mezofillum szerkezettel (Welander és Maheswaran, 1992) 

megerősítést nyertek. További kísérletek szükségesek a feltételezett összefüggések hátterének 

tisztázására, a funkcionális, hisztológiai és molekuláris változások között, melyeket az alma 

regeneráció előtt és/vagy alatta figyeltek meg.  

Kísérleteinkben a regenerációs táptalajban alkalmazott citokinin típusa és koncentrációja 

egyaránt jelentős szerepet játszott az explantátum regenerációs kapacitásának kifejeződésében.  

A genotípusok között a citokininekre adott válaszokban különbségeket találtunk, azonban 

legtöbb esetben igaz, hogy a KIN, a ZEA és ribozidjaik kis hatékonyságúak a járulékos hajtások 

indukciójában. Az endogén zeatin elsődleges szerepét a sejt differenciálódásban az alma és a körte 

in vitro organogezisben bizonyították (D‟Angeli et al., 2001, Caboni et al., 2002), azonban a 

külsőleg alkalmazott ZEA önmagában nem segítette a hajtásregenerációt más kutatócsoportok 

kísérleteiben sem (De Bondt et al., 1996, Ling et al., 2002).  

A TDZ-t gyakran használják a hajtásregeneráció indukciójára, de káros mellékhatásait sokszor 

megfigyelték (hiperhidratáció, szalagosodás stb.). Kísérleteinkben a TDZ hatékonynak bizonyult a 

hajtások számának növelésében az ‟M26‟ alanynál és a ‟Royal Gala‟ fajtánál. A regenerációs 

táptalaj TDZ tartalma növelte a regenerációs rátát is az ‟M26‟ alany esetében, valamint a ‟Freedom‟ 

fajtánál. Ugyanakkor a TDZ-t tartalmazó regenerációs táptalajon volt a legnagyobb a 

hiperhidratáció mértéke is az ‟M26‟ (20-60%), ‟Royal Gala‟ (35-88%) és ‟Freedom‟ (23%) 

fajtáknál, a kontroll táptalajon megfigyelt arányok ugyanilyen sorrendben a következők: 1,6; 13,1 

és 0%. A TDZ-tartalmú regenerációs táptalajon 100% volt a hiperhidratáció mértéke mások 

kísérleteiben is (Caboni et al., 1996; Höhnle és Weber, 2010) 

A ‟Royal Gala‟ fajtánál Korban et al. (1992) az 1,1-4,4 mg/l TDZ koncentráció tartományt 

találta optimálisnak. Kísérleteinkben a TDZ minden tesztelt töménységben szintén nagy 

regenerációs rátát és sok hajtást indukált, azonban a 0,5 mg/l-nél nagyobb TDZ-szint esetén nagy 

volt a hiperhidratált tenyészetek aránya, ennél a fajtánál tehát a leghatékonyabb a 0,5 mg/l TDZ 

koncentráció, ami a Sriskandarajah et al. (1990) által közölt eredményt igazolja (0,66 mg/l TDZ).  
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Az ‟M26‟ alany esetében a legtöbb kísérletben a BA alkalmazásával értek el legjobb 

eredményt, általában az 5,0 mg/l töménységgel (Famiani et al., 1994, Ferradini et al., 1996), de az 

1,0 mg/l koncentráció is hatékonynak bizonyult (Predieri és Fasolo, 1989). Az OI értékeket 

figyelembe véve kísérleteinkben a BA szintén hatékonyabb volt, mint a TDZ, azonban legjobb 

eredményeket azokkal a citokininekkel kaptunk, melyeket még alma regenerációban nem teszteltek. 

A regenerációs táptalajban alkalmazott BAR indukálta a legnagyobb regenerációs rátát (84,9%), 

emellett a hajtások száma is elég nagy volt (3,2/explantátum), azonban a leghatékonyabb 

regenerációt a 8,0 mg/l TOPR kezeléssel értük el (a regenerációs ráta 55%, 3,3 hajtás/explantátum, 

de nagy OI érték a 0% hiperhidratáció miatt).  

A ‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál a BA eredményezte a legnagyobb regenerációs arányt (82%), 

azonban a hiperhidratált tenyészetek aránya is itt volt a legnagyobb (61,5%). A BAR tartalmú 

táptalajon tenyésztett explantátumokon fejlődött a legtöbb hajtás (3,2).  

A regenerációs táptalajban alkalmazott TOP, TOPR, ZEA jelentősen csökkentették a 

hiperhidratált tenyészetek arányát a ‟Royal Gala‟ fajtánál, a ‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál pedig a 

TOP, KIN, ZEA és ezek ribozidjai minden koncentrációban jelentősen csökkentik a hiperhidratált 

tenyészetek arányát.  

Az eredmények ismeretében a következő citokinin alkalmazásokat javasoljuk a regenerációs 

táptalajban: 8,0 mg/l TOPR az ‟M26‟ alanynál, 5,0 mg/l TDZ a ‟Freedom‟ fajtánál, 0,5 mg/l TDZ a 

‟Royal Gala‟ fajtánál, 3,5 mg/l BA a ‟Húsvéti rozmaring‟ fajtánál.  

Korábbi kísérleteinkben megfigyeltük, hogy a mikroszaporított ‟Royal Gala‟ hajtások nagyon 

jó gyökeresedési képességgel rendelkeznek (100% is elérhető), a regenerált hajtások azonban 

közvetlenül a regeneráció után nagyon gyenge gyökeresedési képességet mutattak és a gyökeres 

hajtások akklimatizációja sikertelen volt. A regenerált hajtások gyökeresedési képessége más 

kísérletekben is kisebb volt, mint az ún. „szülő-vonal” teljesítménye (James és Dandekar, 1991). A 

legjobb eredményt (76%) akkor kaptuk, amikor a BAR-t tartalmazó regenerációs táptalajon 

fejlődött hajtásokat négy hétig szaporító táptalajon tenyésztettük és az új hajtásokat gyökereztettük, 

ez hasonló a ‟Royal Gala‟-ról eddig közölt eredményhez (69%) (Maximova et al. 1998), illetve más 

fajtákkal is hasonló eredményeket kaptak (Belaizi et al., 1991; Pawlicki és Welander, 1994).   

 

Az eredmények hasznosíthatósága 
 

Az in vitro technikák gyakorlati alkalmazásának lehetőségei mind a mai napig nem 

aknázhatóak ki teljes mértékben, melynek oka a növényregeneráció nehézsége (Aldwinckle és 

Malnoy, 2009; Bhatti és Jha, 2010). A hatékony regenerációs módszerek kidolgozásával tehát 

elsősorban az almával végzett növénynemesítési munkát kívánjuk támogatni: az eredmények 

gyakorlati felhasználása jelentős segítség lehet a szomaklonális variánsok, valamint a szomatikus 
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szöveteken indukált mutánsok előállításában, de az Agrobacterium-közvetítette transzformációs 

munkákban is közvetlenül hasznosíthatók.  

A hatékony hajtásregenerációs módszer alkalmazható a mikroszaporításban is, a levéllemezről 

történő hajtásregenerációval jelentősen megnövelhető a szaporodási ráta, így csökkenthető az egy 

növényre jutó előállítás önköltsége, valamint lerövidíthető a felszaporításhoz szükséges idő.  

Az új eredmények várható tudományos értéke is jelentős: a négy vizsgált fajtából kettő 

(‟Húsvéti rozmaring‟ és ‟Freedom‟) még nem szerepelt az irodalmi közlésekben, nincs kidolgozott 

hajtásregenerációs módszerük. Hatékonyságuk bizonyítása után a járulékos hajtások regenerációs 

kísérleteiben eddig nem tesztelt citokinineket (benziladenin ribozid, metatopolin, metatopolin 

ribozid) várhatóan más fajok regenerációs kísérleteiben is vizsgálni fogják, az új eredmények 

szélesebb körben hasznosulnak.  
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