dc 935 14

MTA
Doktori Ertekezés Tézisei

AZ EXPLANTATUM ES AZ EXOGEN CITOKININEK ALMA IN VITRO
HAJTASFEJODESRE KIFEJTETT HATASAINAK VIZSGALATA

Dobranszki Judit

Debreceni Egyetem
Agrartudomanyi Koézpont
Nyiregyhazi Kutatointézet

2014



dc 935 14

1. BEVEZETES

Az alma mar a bibliai id6ktdl végigkiséri az emberiség torténelmét. Jelenleg a vilagon a
szOl0t is megeldzve a legjelentdsebb mérsékelt ovi gyiimolcstermd novénylink, a tropusi,
szubtropusi gylimolcstermesztést is figyelembe véve csak a banan el6zi meg. A vilag
almatermesztése évi 76,4 millio tonna (http://faostat.fao.org); a legtobb almat jelenleg
Azsiaban (55%) és Eurdpaban (26%) allitjak elf.

Az alma fajtakat hagyomanyosan is vegetativ szaporitassal, klonozassal allitottak eld.
Termesztését mindig az adott kornak megfeleld, fejlett technoldgiai szint kisérte, ezért nem

meglepd, hogy az in vitro szaporitasanak torténete is az 1960-as évek végére és az 1970-€es
évek elejére, az in vitro mikroszaporitas hajnalara, nyulik vissza (Jones, 1967; Elliott, 1972;
Walkey, 1972). Az in vitro szaporitasi technikdk alkalmazasa mind a kutatasban és a
nemesitésben, mind a kereskedelmi céli szaporitéanyag eldallitdisiban 1j lehetOségeket
teremtett.

A kidolgozott kiilonb6z6 in vitro szaporitasi modszerek mara az almanal {izemi szaporitasi
technologidk részévé valtak vilagszerte, hiszen haszndlatukkal szamos, a hagyomdanyos
vegetativ szaporitas soran fellépé hatranyt athidalhatunk. In vitro szaporitassal lehetévé valt
(1) a virusoktol és egyéb korokozoktdl mentes szaporitéanyag eldallitdsa, (2) egyontetli
szaporitdanyag eldallitasa, (3) a szaporodasi rata — kordbban elképzelhetetlen mértékli —
novelése, (4) a szaporitdoanyag elballitasa évszaktol, helyt6l, klimatol fiiggetleniil; valamint
(5) a termdhelynek ¢€s termesztési célnak legmegfelelobb fajtik, és (6) a nemesités soran
eldallitott 1y fajtak, nemesitési vonalak és variansok gyors felszaporitasa.

Az alma hosszt juvenilis periddusa, nagyfoku Oninkompatibilitdsa ¢és nagyfoku
heterozigota jellege miatt nemesitése hagyomanyos keresztezéssel, szexualis hibridizacidval
nagyon hosszu és koltséges eljaras. A jarulékos novényregeneraldsi modszerek kidolgozésa és
alkalmazésa az almanemesitésben azonban 0j perspektivakat nyitott. Lehetdvé tette a leglijabb
biotechnologiai modszerek, pl. az in vitro mutagenezis, az embriomentés, a
géntranszformacio alkalmazasat, a szomaklonalis varidnsok gyors azonositasat, felszaporitasat
¢és felhasznalasat a nemesitésben.

Az alma in vitro szaporitasa, in vitro organogenezise a kezdetektdl az intenziven kutatott
teriiletek koz¢ tartozott, melynek eredményeképpen mara szamos alma alany és nemes fajta
modszert dolgoztak ki, és a mikroszaporitast befolyasold szamos biotikus és abiotikus, az in
vitro tenyésztés soran alkalmazott kémiai és fizikai tényezé hatasat tanulmanyoztak.
Napjainkban az almanal eldtérbe keriiltek azok a kutatdsok, melyek az in vitro szaporitasi
modszerek hatékonysaganak megdrzése, vagy javitasa mellett a mikroszaporitassal eléallitott
in vitro ndvények mindségének és fiziologiai allapotanak javitasat célozzak meg.

Jelen disszertacioban bemutatott vizsgalatok eredményei egyrészt 0 informaciokkal
bévitik az alma in vitro szaporitasaval kapcsolatos elméleti ismereteinket, masrészt a
gyakorlatban  felhasznalva  hozzajarulnak az in  vitro  szaporitasi modszerek
finomhangolasahoz, a j6 mindségii alma in vitro szaporitdanyag-eléallitds hatékonysaganak
noveléséhez.


http://faostat.fao.org/
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2. CELKITUZES

Az alma in vitro szaporitasaval kapcsolatos kutatasokat mintegy masfél évtizede kezdtiik
el a Debreceni Egyetem Nyiregyhdzi Kutatointézetének Biotechnologiai Laboratoriuméban.
Ezeknek az eredményeként szamos hazai €s kiilfoldi alma nemes és alany fajtara dolgoztunk
ki mikroszaporitdsi és jarulékos hajtasregeneralasi modszereket. Jelen értekezésben azokat a
legijabb kisérleti eredményeinket mutatom be, melyek az in vitro hajtasfejlédést mind
mennyiségileg, mind mindségileg befolydsoljak, de melyeknek eddig a nemzetkozi
irodalomban is kevés figyelmet szenteltek, vagy melyeket egyaltalan nem vizsgaltak.

Ezek a vizsgalatok két 6 kérdés koré szervezddtek. Az egyik kérdéskor az
explantatumnak, mint a jarulékos hajtasregeneracid biotikus faktoranak szerepét vizsgalta a
hajtasregeneracio hatékonysagaban ’Royal Gala’ és ’Freedom’ fajtaknal. Munkénk soran az
alabbi célokat tliztiik ki:

1) Megvizsgalni, hogy almanal lehetséges-e levél (tTCL  explantatumokon
hajtasregeneraciot indukalni.

2) Megvizsgalni, hogyan befolyasolja a hajtasregeneracios folyamatot a tTCL
explantatumokon a genotipus, az explantaitumot szolgaltatd levél eredeti pozicidja az
in vitro hajtason, a megvilagitas, a regeneracios periodus hossza, és a taptalaj citokinin
tartalma. A vizsgalt tényezdk optimalizdldsa a tTCL explantatumokra.

3) Ellenérizni a tTCL explantaitumokon regeneralodott hajtasok gyokeresedési
képességét.

4) Eloézetesen felmérni a tTCL explantatumokon regeneralodott hatasok genetikai
stabilitasat.

5) Az explantatum mérete és hajtasregeneracios képessége kozotti kapcesolat feltarasa és
modellezése, az Osszefliggések matematikai leirasa.

Munkank masik része az axillaris hajtaskultaraban fejlddé hajtdsok egyik mindségi
paraméterének, az hajtdsok fotoszintetikus apparatusanak vizsgalatara iranyult. A
kisérletekben a ’Royal Gala’ fajtat hasznaltuk modell fajtaként, és az aldbbi célkitiizéseink
voltak:

6) Megvizsgalni, hogy az alma hajtastenyészetekben alkalmazott kiilonb6z6 tipusa
aromas oldallancu citokininek befolyasoljak-e az in vitro hajtasok klorofill tartalmat,
illetve Osszetételét.

7) Megvizsgalni, hogy a kiilonboz6 tipusu aromas oldallanct citokininek befolyasoljak-e
az in vitro hajtasok fotoszintetikus apparatusanak mitkodéképességét.

8) Bizonyithato-e Osszefliggés az in vitro alma hajtasok klorofill tartalma, illetve a
fotoszintetikus rendszer miikodOképessége kozott.

Hosszll tdvon munkank célja, hogy feltarjuk azokat a biotikus és abiotikus faktorokat,
melyek segitségével az in vitro szaporitas, illetve a hajtasregeneralas hatékonysaga fokozhato,
s azok tizemi technologidkba vald beépitésével az in vitro ndvények mikroszaporitasa mind
mennyiségileg, mind mindségileg javithato.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. AKISERLETEKBEN FELHASZNALT NOVENYANYAG

Vizsgalatainkat alma (Malus x domestica Borkh.) nemes fajtakon végeztiik. A jarulékos
(adventiv) hajtasregeneracios kisérletekhez két modell fajtat hasznaltunk a *Royal Gala’ és a
’Freedom’ nemes fajtakat; az axillaris in vitro hajtasok fizioldgiai allapotanak vizsgalatat
’Royal Gala’ modell fajtan végeztiik. A kisérletekhez a Debreceni Egyetem Nyiregyhazi
Kutatointézet Biotechnoldgiai Laboratériumaban fenntartott in vitro alma hajtastenyészeteket
hasznaltuk.

A hajtastenyészetek in vitro fenntartasa €s a kisérletekhez valo felszaporitdsa soran MS
(Murashige és Skoog, 1962) taptalajt hasznaltunk. A taptalaj az MS makro-, mikroelemeken
¢és vitaminokon kiviil tartalmazott még 3% szachardzt, taptalajszilarditoként 0,7 % agar-agart
(plant cell culture tested, SIGMA®), valamint 1,0 mg/l BAR, 0,3 mg/l IBA és 0,2 mg/l GA3
novekedésszabalyoz6 anyagokat; a taptalaj pH-jat 5,7-re allitottuk be autoklavozas eldtt. A
tenyészetek fenntartasahoz, felszaporitasahoz 400 ml-es befdttes iivegeket (75 mm atmérd, 85
mm magassag) hasznaltunk, amibe 40 ml taptalajt ontottiink. A tenyésztés neveldhelyiségben
tortént 16 oras fotoperiodus, 105 pmol m?s? megvilagitas és 22 °C mellett. A tenyészeteket
4 hetente raktuk at friss taptalajra, az atrakast és a felszaporitast tobbnoduszos, kb. 2 cm-es
hajtasdarabok taptalajra fektetésével végeztik. A horizontdlisan a taptalajra helyezett
hajtasdarabokbdl az 1j in vitro hajtasok axillaris hajtasfejlodéssel fejlodtek.

3.2. NOVENYANYAG PREPARALASA AZ ALMA IN VITRO JARULEKOS (ADVENTIV) ES AXILLARIS
HAJTASFEJLODESENEK VIZSGALATAHOZ

3.2.1. In vitro axillaris hajtasok elékezelése a jarulékos (adventiv) hajtasregeneralasi
kisérletek elott

A felszaporitott in vitro hajtastenyészetekb6l szarmazo 3 hetes, 5-7 leveles, kb. 35-40 mm
hosszasagl in vitro hajtasokat vertikalis pozicioban elokezel$ taptalajra helyeztik. Az
elokezel taptalaj citokinin tartalmat a fajta szamara korabban optimalizaltuk (Dobranszki és
mts, 2005; Magyar-Téabori ¢és mts., 2010), a taptalajok pontos Osszetételét, ezen belill a
citokinin tartalmat a 3.3. fejezetben adom meg. Tenyészedényként 400 ml-es befbttes
tivegeket hasznaltunk, 5 hajtast helyeztiink egy-egy tenyészedénybe. Az eldkezeld taptalajra
helyezett hajtasokat 3 hétig neveltiikk nevelShelyiségben a hajtastenyészetek fenntartasa és
felszaporitasa soran is alkalmazott tenyésztési koriilmények kozott (1d.: 3.1. fejezet). Ezt
kovetden végeztik el a 3 hetes, el6kezelt in vitro hajtasok leveleibdl az explantatumok
preparalasat az adventiv hajtasregeneralasi kisérletekhez.

3.2.2. Explantatumok preparalasa és taptalajra helyezése a jarulékos (adventiv)
hajtasregeneralodas vizsgalatahoz

A kisérletekhez az elékezelt in vitro axillaris hajtasok felsé két cstcsi, teljesen kifejlett
levelét hasznaltuk, s az 1. és 2. csucsi leveleket elkiilonitetten kezeltiik, vizsgalva az

crer
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levéllemez csucsi és a levélnyél feldli alapi részeit eltavolitottuk. A megmaradt levéllemezbdl
kétféle explantatumot preparaltunk:

(1) konvencionalis explantatum (kisérletekben kontrolként szerepel): a megmaradt
levéllemezt transzverzalisan kettévagtuk, s igy kb. 5 mm szélességli levéllemez
csikokat kaptunk. Egy levéllemezbdl igy 2 db konvencionalis explantaitumot tudtunk
késziteni.

(2) tTCL (transverse thin cell layer) explantitum: a megmaradt levéllemezt
transzverzalisan kb. 0,1-0,3 mm széles csikokra, n, thin cell layer-ekre (TCL) vagtuk.
Egy levéllemezbdl igy 50 db tTCL explantatumot tudtunk késziteni.

A levélexplantatumokat ezt kovetden regeneracidos taptalajra helyeztiik adaxialis
oldalukkal a taptalaj felé. Konvencionalis explantatum esetén egy Petri csészébe 6 db
explantatumot helyeztiink, mig tTCL explantatumbol 12 db-ot. Az explantatumokat 7, illetve
9 hétig (= regeneracios periddus hossza) tenyésztettiik a regeneracios taptalajon.

3.2.3. Regeneralédott jarulékos hajtasok elongacioja és gyokeresitése

A regeneralodott jarulékos hajtasokat a regeneracios periddus végén (7. és 9. hét utan)
levagtuk a levélexplantaitumokrol, majd elongacios taptalajra helyeztiik vertikalis pozicidban,
s ezen a taptalajon neveltik 4 hétig. Ezt kovetden a 4 hetes hajtasokat gyokérindukcids
taptalajra helyeztiik vertikalis pozicidban, majd 5 nap utdn gyokérelongacids taptalajra,
amelyen 2 hétig neveltiik a hajtasokat. Ezt kovetéen a meggyokeresedett hajtasokat Bolar és
mts. (1998) modszere szerint akklimatizaltuk.

3.2.4. Explantatumok preparalasa és taptalajra helyezése az axillaris (hénaljriigyi)
hajtasfejlodés vizsgalatahoz

A kisérletekhez a felszaporitott in vitro hajtastenyészetekbdl szarmazo 4 hetes hajtasokat
hasznaltuk explantditumként, melyeket vertikdlisan helyeztiink a taptalajra. Egy
tenyészedénybe 5 hajtast allitottunk. A téptalaj Osszetétele megegyezett a felszaporitasra
hasznalt taptalaj Osszetételével, kivéve a citokinin forrast. A kisérletekben alkalmazott
citokinineket és mennyiségiiket a 3.3. fejezetben adom meg. A hajtdsokat 3 hétig neveltiik
nevelShelyiségben a 3.4. fejezetben leirtak szerint.

3.3. AKISERLETEKBEN ALKALMAZOTT TAPTALAJOK, PREPARALO OLDATOK

A kisérletekben — ha masként nem jeldltem — Murashige- Skoog (MS) taptalajt
alkalmaztunk, amely MS makro-, és mikroelemeket és vitaminokat tartalmazott (Murashige
és Skoog, 1962). A jarulékos (adventiv) hajtasregeneracid elott eldkezeld taptalajt, a
regeneraciohoz regeneracios taptalajokat, mig az axillaris hajtasfejodés vizsgalatahoz
kiilonbozd citokonin Osszetételli taptalajokat hasznaltunk. Az Gsszes alkalmazott taptalaj €s
preparalo oldat specidlis 0sszetevoit az alabbiakban adom meg.

Eldkezeld taptalaj: a jarulékos (adventiv) hajtasfejlodés elott az explantatumokat szolgaltato
hajtasok el6kezelésére alkalmaztuk. A taptalaj MS taptalaj volt, mely tartalmazott 3%
szacharozt, 0,7 % agar-agart (plant cell culture tested, SIGMA), valamint 0,3 mg/l IBA ¢s 0,2

4
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mg/l GA3; novekedésszabalyozo anyagokat. A taptalaj citokinin tartalmat az adott fajta
igényeihez igazitottuk: a ’Royal Gala’ hajtasokat 0,5 mg/l TOP tartalmu, mig a ’Freedom’
hajtasokat 0,5 mg/l BA + 0,5 mg/l TOP tartalmt taptalajon neveltiik (Dobranszki és mts.,
2005; Hudak és mts., 2005).

Regeneracids taptalaj: Az in vitro hajtasok leveleibdl preparalt levéllemez explantatumok

(tovabbiakban: levélexplantatumok) tenyésztésére, az explantatumokon a jarulékos (adventiv)
hajtasregeneralddas indukaldsara hasznalt taptalaj. A taptalaj MS makro-, és mikroelemeket,
valamint Bs vitamint, 3% szacharozt, 0,25% Gelrite-ot (SIGMA), 0,2 mg/l NAA-t és TDZ-t
tartalmazott. A taptalaj TDZ koncentracioja fliggott az almafajtatol és az explantatum
tipusatol. Konvencionalis levélexplantatumoknal €s Royal Gala’ fajta esetén a taptalajban 0,5
mg/l TDZ, *Freedom’ fajta esetén 5,0 mg/l TDZ volt. Amikor a regenerécios taptalaj citokinin
taptalajban 7-féle TDZ koncentraciot alkalmaztunk: 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; és 25,0 mg/1
TDZ.

Preparalé oldat: A levélexplantatumok készitésekor alkalmaztuk. A levélexplantatumok
vagasat ebben az oldatban végeztiik, hogy megakadalyozzuk az explantatumok barnulasat és
elhalasat. Az oldat 0,15 g/l citromsavat, 0,1 g/l aszkorbinsavat tartalmazott.

Elongacios taptalaj: A regeneralddott jarulékos hajtasokat neveltiik ezen a taptalajon 4 hétig a

gyoOkeresitést megeldzden, a kordbban a laboratoriumunkban végzett kisérletek eredményeire
alapozva (Magyar-Tabori és mts., 2011). Osszetétele megegyezik a felszaporitasra hasznalt
taptalaj 6sszetételével, azaz MS makro-, mikroelemeken €s vitaminokon kiviil 3% szacharozt,
0,7 % agar-agart, valamint 1,0 mg/l BAR-t, 0,3 mg/l IBA-t és 0,2 mg/l GAs-t tartalmazott.

Gyokindukcids taptalaj: A gydkeresedés indukaldsara hasznalt taptalaj. Feles toménységben
tartalmazta az MS makro-, és mikroelemeket, ezen kiviil tartalmazott 100 mg/l myo-inozitot,
0,5 mg/l B1 vitamint, 2 % szacharézt, 0,7% agar-agart és 2,0 mg/l IBA-t.

Gyokérelongacioés taptalaj: A gyokérindukciot kovetéen alkalmaztuk az in vitro gyokerek
hosszanti novekedésének serkentésére. Feles toménységben tartalmazta az MS makro-, és

mikroelemeket, ezen kiviil 50 mg/l myo-inozitot, 3 % szacharozt, 0,7% agar-agart és 2,0 ml/l
Wuxal®-t.

Felszaporit6 taptalaj: Az aromas oldallanct citokininek axillaris hajtasfejodésre kifejtett
hatasanak vizsgalatakor alkalmaztuk; a taptalaj dsszetétele megegyezett az elékezeld taptalaj

Osszetételével, kivéve a citokininek tipusat és mennyiségét. Az 1. tablazatban megadott
citokinin kezeléseket alkalmaztuk a kisérletek soran.

1. tablazat. Az aromas oldallanct citokininek in vitro axillaris hajtasfejodésre kifejtett
hatdsanak vizsgalatakor alkalmazott citokininek és koncentracioik

uM 05 | 20 | 60 | 25,0
mg/l
BA 0,1136 0,4545 1,3636 5,6818
TOP 0,1208 0,4831 1,4493 6,0386
2,2uM BA+TOP | 0,1208 0,4831 1,4493 6,0386
BAR 0,1786 07143 2,1429 8,9286
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Az elOkezelés soran, illetve az axillaris hajtasfejlodési kisérletekben, valamint a
regeneransok in vitro gyokereztetésekor tenyészedényként 400 ml-es beféttes iivegeket (75
mm atmérd, 85 mm magassag) hasznaltunk, amibe 40 ml taptalajt Ontottiink, az livegeket
milanyag tetdvel zartuk le. A jarulékos (adventiv) hajtasregeneracios kisérletekben a
regeneracios taptalajt Petri csészébe ontottiik (polisztirén, 92 mm atmérd); 25 ml taptalajt
Petri csészénként. A Petri csészéket oldalrol folpack foliaval zartuk le.

A taptalajok pH-jat autoklavozas el6tt 5,7-re allitottuk be. Az autoklavozas 121 °C-on, 0,1
MPa talnyomason 20 percig tortént. A novekedésszabalyoz6 anyagokat (citokininek, auxinok,
illetve a GA3) autoklavozas utan adtuk a taptalajhoz steril sziiréssel (Whatman 0,2 pum
porusatméroji celluldoz-acetat membransziirdvel).

3.4. A LABORATORIUMI NEVELES KORULMENYEI

A kisérletek soran a ndvényanyag nevelésére alapvetden kétféle koriilményt alkalmaztunk
attol fiiggden, hogy a kisérletek a jarulékos (adventiv), vagy az axillaris hajtasfejlodés
vizsgalatara iranyultak.

A jarulékos (adventiv) hajtasregeneralasi kisérletekben az in vitro axillaris hajtasok
elokezelésére alkalmazott nevelési koriilmények az aldbbiak voltak: 16 6ras fotoperiodus, 105
umol m?s* PPF (fotoszintetikus fotonfluxus) megvilagitas és 22 °C. A levélexplantatumokat
az alabbi korilmények kozott neveltiik: 3 hétig sotétben, 24,5 °C-on termosztatban, majd a
Petri csészéket athelyeztiik a nevelShelyiségbe, ahol a hdmérséklet 22 °C, a fotoperiodus 16
ords volt. A megvilagitas erdsségét 3 héten keresztiil hetente emeltiik: a fényre helyezést
kévetd 1. héten 35 umol m? s PPF, 2. héten 70 pmol m™? s PPF, majd a 3. héttsl 105 pmol
m?2 s PPF volt a regeneracio veégeig (7 vagy 9 hét) (D+L kezelés). A dolgozatban bemutatott
egyik kisérletsorozatban a tTCL explantatumok felénél nem alkalmaztunk sotétkezelést a
regeneracio kezdetén. Ezeket az explantatumokat a regeneracid kezdetétdl 35 pmol m? st
PPF megvilagitas mellett neveltiik az elsé 4 hétben (L kezelés), azt kovetden a megvilagitasi
viszonyok megegyeztek a fent leirtakkal (D+L kezelés).

A jarulékos hajtasok gyOkereztetése soran a tenyésztés koriilményei megegyeztek az
eldkezelés soran alkalmazott tenyésztési koriilményekkel az elongacié €és a gydkérelongacio
soran: 16 6ras fotoperiddus, 105 pmol m? st PPF megvilagitas és 22 °C. A gyokérindukcios
szakaszban a tenyészedényeket lesitétitettiik (az tivegeket foliaval korbetekertiik).

Az aromas oldallancu citokininek axillaris hajtasfejodésre kifejtett hatasanak vizsgalatakor
a hajtasokat 3 hétig neveltiik neveldhelyiségben 22 °C, 16 6ras fotoperiodus, 57 pmél m? s
PPF megvilagitas mellett.

3.5. MORFOLOGIAI PARAMETEREK MERESE
3.5.1. Explantatum morfolégiai paramétereinek mérése

Az explantditumok preparalast kovetden steril koriilmények kozott sztereomikroszkdp
segitségével megmértiik a preparalt levéllemez explantaitumok méretét a 1. abran bemutatott
modon, valamint a levéllemez vastagsadgat (h) is megmértilk. Explantaitum tipusonként
(konvencionalis, vagy tTCL explantatum), illetve az explantdtum eredete szerint (1., vagy 2.
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csucsi levél) minimum 60 explantatum méretadatait vettiik fel ismétlésenként, a méréseket
legalabb haromszor megismételtiik.

1. abra. Az explantaitumok méretének felvétele (A) konvenciondlis, és (B) tTCL
explantatumok esetében.
Konvencionalis explantatum méreteit egy képzeletben a levélexplantatumra illesztett trapéz
oldal (a, b, c, d), és magassag (w) méretei alapjan vettiik fel.
tTCL explantatum méreteit egy képzeletben a levélexplantatumra illesztett téglalap oldal (I,
w) méretei alapjan vettiik fel. w: mindig a preparalt explantatum szélessége, azaz
konvenciondlis explantatum esetén kb. 5 mm, tTCL explantatum esetében pedig 0,1-0,3 mm.
Ezeken a paramétereken kiviil mértiik a levéllemez vastagsagat is (h) (az dbran nem szerepel).

3.5.2. A hajtasfejlodés ideje alatt, illetve a tenyésztés végén felvett morfologiai
paraméterek

A jarulékos hajtasregeneralodas vizsgalata sordn a levélexplantatumokon a hajtasok

Megszamoltuk a regeneraciot mutatd explantaitumok szamat, mind a kalluszfejlodést,
mind a hajtasregeneracidot mutatd explantatumok szadmat, és azt szazalékosan adtuk meg a
preparalt és taptalajra helyezett explantatumokhoz viszonyitva, igy kaptuk a kalluszosodasi
szazalék (C%), illetve a hajtasregeneralodasi szazalék HR%) értékeket.

Megszamoltuk a hajtasregeneraciot mutatd explantdtumokon a regenerdlodd hajtasok
szamat, s igy kaptuk a regeneralddé explantdtumonkénti atlagos hajtasszamot, vagy roviden a
hajtasszamot (HSZ).

A HR% és HSZ adatok, valamint az egy levélbdl preparalt explantatumok szama alapjan
kiszamoltuk az egy levélre es6 atlagos hajtasszamot is, azaz a levél hajtdshozamat.

A C%, HR% ¢és HSZ adatokat minden esetben felvettiikk a kisérletek végén, a 7. és 9.
héten, illetve a regeneracios periodus hosszanak vizsgélata esetében ezen kiviil a regeneraciod
4., 5. és 6. hete utan is. A regeneracid ideje alatt a méréseket steril koriilmények kozott,
laminéaris boxban végeztiik el.

A kisérletekben kezelésenként konvencionalis explantaitumok esetében legaldbb 60, tTCL
explantatumok esetében legalabb 120 explantitum adatait értékeltiik (C%, HR%, HSZ), ¢és
harom fiiggetlen kisérletet végeztiink.

A regeneralodott hajtasok gyokeresitése sordn a gyokeresedett regeneransok szamat az
Osszes regenerans szamahoz viszonyitottuk, és ezt szazalékosan kifejezve kaptuk meg a
gyoOkeresedési szazalékot.
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3.6. KLOROFILL FLUORESZCENCIA MERESE

Kisérleteinkben vizsgaltuk az aromas oldallancu citokininek hatasat az in vitro axillaris
alma hajtasok leveleinek klorofill fluoreszcenciajara. Minden esetben a 2. csticsi Kifejlett levél
klorofill fluoreszcencidjat mértikk. Minden kezelésbdl harom fliggetlen hajtas klorofill
fluoreszcencidjat mértiik meg, s a méréseket harom fliggetlen kisérletbél megismételtiik. A
mérésekhez az OS5p Modulated (Opti-Sciences, USA) fluorimétert hasznaltuk. A fluoriméter
szoftverének két modszerét hasznaltuk: az F./Fn, protokolt, illetve a Yield (vagy Y(II))
protokolt.

Az F\/Fp, protokol egy un. sotét-adaptalt teszt, amihez a leveleket a mérés el6tt 30 percig
lesotétitettiik. Az F\/Fy teszttel a PSII maximalis potencialis kvantumhatékonysagat mérjiik,
amikor — a mérést megel6z6 lesotétitéssel elérjiik, hogy — a II. fotokémiai rendszer (PSII)
minden reakcidcentruma nyitott legyen (PSII elektronakceptorai oxidalt allapotba keriilnek).
Az F\/Fy, arannyal becsiiljiik, hogy az abszorbealt fénykvantumok milyen maximalis aranya
képes a PSII reakciécentrumaiban hasznosulni. A sotétadaptalt levelek minimalis (Fo) és
maximalis fluoreszcenciajat (Fn) 0,8 masodperces telitési fényfelvillandst (35W halogan
lampa, 690 nm-es szlirével) kovetéen mértiik. A PSII valtozo fluoreszcenciajat (F,=Fn-Fo) és
a maximalis kvantumhatékonysagat (F,/Fn,) a fluoriméter szoftver kiszamolta. Az adatokbol
kiszamitottuk a PSII fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysagat (F./Fo).

A Yield protokol, vagy Y(II) teszt egy gyors, fényadaptalt un. steady-state fotoszintetikus
teszt, amely méri, hogy a PSII klorofilljai altal abszorbealt fény mennyiségéhez viszonyitva
mennyi fényt hasznositott a PSII fotokémiai rendszer. Tulajdonképpen a PSII hatékonysagat
adja meg az aktudlis fotoszintetikus megvilagitasi viszonyok kozott. A fluoriméterrel a fény-
adaptalt levelekben az Un. steady-state fluoreszcenciat (Fs), és a maximalis fluoreszcenciat
(Fms) mértiik, amibdl a szoftver kiszamolta a PSII aktualis kvantumhatékonysagat
(Y(ID)=(Fms- Fs)/ Fis)) és a becsiilt relativ elektrontranszport ratat (ETR).

3.7. KLOROFILL TARTALOM SPEKTROFOTOMETERES MEGHATAROZASA

Kisérleteinkben vizsgaltuk az aromas oldallancu citokininek hatasat az in vitro axillaris
alma hajtasok leveleinek klorofill tartalmara. A Klorofill tartalom meghatarozasahoz
begytjtottik az in vitro fejlédott 3 hetes almahajtasok két, teljesen Kifejlett csucsi levelét,
melyek 3 hetes tenyésztés soran fejlodtek (Dobranszki és mts., 2002). A mintakat a klorofill
tartalom meghatarozasaig ultramélyhiitében taroltuk —70 °C-on.

A levélmintdk klorofill tartalmat Felfoldi (1987) spektrofotometrids modszere szerint
hataroztuk meg. Minden kezelésbdl harom kivonast végeztiink. A levélmintakat (500 mg)
porcelan mozsarban kevés MgO ¢és ilivegpor vagy alt. kvarchomok segitségével, par csepp
metanollal homogenizaltuk, majd felontottikk metanollal, els6 forrasig (74 °C) hevitettiik,
hogy inaktivajuk a klorofillaz enzimet. Ezutan a mintdkat szivopalackba sziirtiik és ujra
felontottik metanollal. Az igy elkészitett pigmentkivonatot 750, 666 ¢és 653 nm
hullamhosszokon fotometraljuk (abszorbanciak: Azsg, Asss, €S Agsz). A 750 nm-en mért érték
a zavarossag, melynek értékét levontuk a masik két hullamhosszon mért értékekbol, majd az
alabbi szamitas alapjan meghataroztuk a pigmentkivonat klorofill a, klorofill b és klorofill a +
klorofill b tartalmat:
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klorofill a=17.12 Agss - 8.68 Agss
klorofill b = 32.23 Ags3 — 14.55 Ages
klorofill a + klorofill b = 2.57 Aggs — 23.6 Ags3
Ezutan a pigment tartalmat atszamitottuk pg / 1 g levél nedves sulyra (FW).

3.8. STATISZTIKAI ERTEKELES

Az adatokat Microsoft Excel 14.0 program segitségével digitalizaltuk, az adatok
értékelését SPSS for Windows (13.0 és 21.0 verziok), valamint ROPstat (Varga, 2007)
programcsomagokkal végeztik el. A statisztikai értékelés elsO  1épéseként a
szorashomogenitas és normalis adateloszlas feltételének teljestilését vizsgaltuk meg, Ha a
feltételek teljesiiltek, az adatokat variancia-analizissel értékeltiik. Ezt kdvetden elvégeztiik a
paronkénti Gsszehasonlitast, a jarulékos hajtasregeneracios kisérletekben Tukey-teszttel (P <
0,05), a klorofill fluoreszcencia és klorofill tartalom mérések esetén pedig Duncan-teszttel (P
<0,05), mindkét esetben 95%-0s szignifikancia szint mellett.

Amennyiben az adatok analizise azt mutatta, hogy a normalitds, vagy a varianciak
homogenitasa kritérium sériilt, robosztus modszereket hasznaltunk az adatok értékelésére. A
variancidk értékelésére robosztus Welch-tesztet hasznaltuk, azt kovetden a paronkénti
Osszehasonlitast Games-Howell teszttel (P < 0,01) végeztiikk a jarulékos hajtasregeneracios
kisérletekben, 99%-o0s szignifikancia szint mellett.

A klorofill fluoreszcencia ¢és a klorofill tartalom kozotti Osszefiiggés-vizsgalathoz a
Pearson-féle korrelacios koefficiens értékét hatdroztuk meg, annak szignifikancidjat t-
probaval vizsgaltuk 95 és 91% szignifikancia szintek mellett.
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4. EREDMENYEK

41. A LEVELEXPLANTATUM SZEREPE AZ ALMA JARULEKOS (ADVENTIV)
HAJTASREGENERACIOJABAN

4.1.1. Konvencionalis és tTCL explantatumok regeneracios képessége

A kisérletekben megvizsgaltuk, hogy az in vitro almahajtasok leveleibdl készitett tTCL
explantatumokon lehetséges-e jarulékos hajtasképzddést indukalni. A hagyomanyosan jol
regeneralddd ("Royal Gala’), illetve a nehezen regeneralddd ("Freedom’) almafajtak eltérd
regeneracios kapacitast mutattak.

A ’Royal Gala’ fajtanal a regeneracios szazalék a kontrol kezelésekben 100% volt, a tTCL
explantatumokon az explantatum eredete szignifikansan befolyasolta az elért HR%-ot. Mig az
1. levélrdl szarmazé tTCL explantdtumok esetén HR% (92-97%) nem tért el szignifikédnsan a
kontrol explantatumok HR% értékétdl (100%), addig a 2. levélrdl szarmazd tTCL
explantatumok koziil mar szignifikdnsan kevesebb tTCL mutatott hajtasregeneraciot (71-
78%). ’Freedom’ fajta hajtasregeneracios kapacitasa jelentdsen kisebb volt, mint a ’Royal
Gala’ fajtaé. Ha az explantatumok a 2. levélrdl szdrmaztak, az mind a konvencionalis, mind a
tTCL explantditumok esetén szignifikdnsan csokkentette a regeneracios szazalékot; 39%-rol
25%-ra konvencionalis, és 34,5%-1r6l 11%-ra tTCL explantaitum esetén. Az 1. levélrol
szdrmazo explantditumok esetén a konvenciondlis és a tTCL explantitumok regeneracids
szazaléka nem tért el, viszont a 2. levélrél szarmazd explantditumok esetén HR%
szignifikansan kisebb volt a tTCL explantatumok esetében.

A hajtasregeneraciot mutatdé explantditumokon az atlagos hajtasszam (HSZ) szintén a
’Royal Gala’ fajta esetén volt nagyobb (2. a, b, e, f, I, j abra). HSZ nagyobb volt, ha a
konvencionalis explantatumon indukaltuk a hajtasfejlédést, de a 2. levélrdl szdrmazd, és
kezdetben (3 hétig) sotétben tenyésztett tTCL explantaitumokon regeneralodott hajtasok szama
(5,1 db/explantitum) elérte az 1. levélrdl szarmazd konvencionalis explantatumon
regeneralodd hajtasok szamat (5,6 db/explantatum). A 2. levélrdl szadrmazd tTCL
explantatumok esetén a kezdeti sotétben tenyésztés elmaradasa esetén a regeneralodo hajtasok
szdma gyakorlatilag a felére csokkent (2,7 HSZ az 5,1 HSZ-vel szemben). ’Freedom’ fajta
esetében a tTCL explantdtum alkalmazéasa tendencidlisan csokkentette a HSZ értékét (2,1
db/explantatum értékrol 1,5 illetve 1,4 db/explantatumra) (2. ¢, d, g, h abra), azonban ezt
statisztikailag nem lehetett igazolni, tehat a konvencionalis és a tTCL explantatumok kozott
HSZ tekintetében nem volt kiilonbség. Ennél a fajtanal az explantaitum eredete (1. vagy 2.
levélrdl szarmazik) sem befolyésolta a végsd HSZ értékét. A regeneracio kezdeti szakaszaban
a sotét kezelés elmaradasa azonban teljesen gatolta a (HSZ=0) (2. k, | abra).

10
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2. abra. Hajtasregeneracié ‘Royal Gala’ (a, b, e, f, 1, j) és ‘Freedom’ (c, d, g, h, k, 1) fajtak
levélexplantatumain 7 hetes tenyésztést kovetéen. Hajtasregeneracio az 1. (a, ¢) és 2. (b, d)
cstcesi levélrdl szarmazo kontrol (konvencionalis) levélexplantatumokon. Hajtasregeneracio a
tTCL explantatumokon (e, f, 1, j, g, h, k, 1 ). Regeneracio az 1. csucsi levélrdl szdrmazo
explantatumon, ha a tenyésztés elso 3 hetében sotétben végeztiik a tenyésztést (D+L kezelés)
(e, g), illetve, ha a kisérlet soran végig fényben tenyésztettiik az explantatumokat (i, K).
Regeneracio az 2. csucsi levélrdl szarmazo explantitumon, ha a tenyésztés elsé 3 hetében
sotétben tenyésztettiik az explantaitumokat (D+L kezelés) (f, h), illetve ha a kisérlet soran
végig fényben tenyésztettiik az explantatumokat (j, 1).

Jelen kisérletekkel nemzetkozileg els6ként bizonyitottuk be, hogy levél tTCL
explantditumokon jarulékos hajtasfejlodés indukalhatd alma ndvény esetén (Dobranszki és
Teixeira da Silva, 2011) mind a hagyomanyosan konnyen (Royal Gala’), mind a nehezen
(CFreedom’) regeneral6d6 almafajtabol. Tovabba bizonyitottuk, hogy a tenyésztés kezdetén
alkalmazott fény, illetve az explantdtumot szolgéltatd levél pozicidja befolyasolja a tTCL
explantatumok regeneracios hatékonysagat, azaz HR%, illetve HSZ értékeit.

11
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4.1.2. Az explantitum mérete, kora (levélpozicié), és kolcsonhatisa a regeneracio
idejével és a taptalaj citokinin tartalmaval

Részletesebben vizsgaltuk az alabbi tényezok szerepét, illetve kolcsonhatasat a jarulékos
hajtasregeneraciora:
- explantatum kora, azaz 1. vagy 2. csucsi levélrdl szdrmazo explantatum,
- explantatum mérete, azaz konvencionalis, vagy tTCL explantatum,
- a regeneracio ideje, azaz mennyi ideig neveljiik az explantatumokat a regenerdcios
taptalajon,
- tTCL explantatumok esetén a regeneracios taptalaj TDZ koncentracidjanak hatéasa.

4.1.2.1. A regeneracios peridodus hatiasa a hajtasregeneraciora konvencionalis
levélexplantatumok esetén

A hajtasregeneracios szazalék (HR%) tekintetében nyilvanvald a fajtak kozotti kiilonbség.
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A ’Royal Gala’ fajtanal gyakorlatilag mindegyik explantitum hajtasregeneraciot mutat
mar a 6. héten (HR%: 95-98%), mig Freedom fajtanal a 9. hét végén is csak az explantatumok
55, illetve 78%-an fejlodott hajtas (3. abra). A ’Freedom’ fajta esetében a mért kisérleti
adatokbol becsiilhetd, hogy a HR% a 100%-ot nem érné el a regeneréacios idszak tovabbi
novelése esetén sem, a varhato telitési értekek 60% (a 2. levélrél szérmazo
explantditumoknal), illetve 80% koril becsiilhetéek (az 1. levélrdl szdrmazd
explantatumoknal). Az explantdtumonként regeneralodott hajtasok szama (HSZ) a kisérletek
soran egyik esetben sem érte el az adatok alapjan elméletileg becsiilheté maximalis értékeket;
mivel a HSZ értékek szignifikdnsan novekedtek az id6 elérehaladtaval (3. dbra), azaz még a
novekedés logaritmikus fazisdban voltak; kivéve a ’Freedom’ esetében a 2. levélrdl szarmazé
explantatumokat, ahol a ndvekedés telitési fazisat mar elérte a HSZ.

4.1.2.2. A regeneraciés periodus és a taptalaj citokinin tartalmanak hatiasa a
hajtasregeneraciora tTCL levélexplantatumok esetén

A regeneracids taptalaj TDZ koncentracidja szignifikdnsan befolydsolta a tTCL
explantatumok regeneracios kapacitasat, kdlcsonhatasban a regeneracio iddtartamaval (7 vagy
9 hét), az explantatum koraval (1. és 2. cstcsi levélrdl szarmazé explantatumok; levélpozicio)
a genotipustol fliggden.

A jarulékos hajtasregeneraciora optimalis TDZ koncentracié mind a genotipustdl, mint az
explantatum tipusatol fiiggott. Figyelembe véve mind a HR%, mind a HSZ értékeket (2.
tablazat), a ’Royal Gala’ tTCL explantatumai szamara a nagyobb TDZ koncentracio volt
optimalis; 5 mg/l TDZ optimum a tTCL explantatumok regeneraciojakor, szemben a
konvencionalis explantaitumok 0,5 mg/l TDZ optimumdaval. A ’Freedom’ fajta esetében a
helyzet pont forditott volt, mig a konvencionalis explantatumok jarulékos hajtasfejlodése 5

crey

........

regeneracios periodus alatt. Ha a regenerdcid iddtartamat meghosszabbitottuk, a taptalaj
optimalis citokinin tartalma az explantatum koraval kolcsonhatdsban befolyasolta a
taptalaj TDZ koncentracioja 0,5-2,5 mg/l intervallumban segitette a legjobban, ha az
explantatumok az 1. cstcsi levélbdl szarmaztak. A 2. cstcsi levélbdl szarmazd tTCL
explantatumok esetén azonban a taptalaj optimalis TDZ tartalma 5,0 mg/l volt, hasonldan,
mint a 7 hetes tenyésztést kovetden. Ezzel szemben a ’Freedom’ fajta jarulékos
hajtasregeneraciojara  optimalis TDZ  koncentrdci6 a  regenerdcids  periddus
meghosszabbitdsaval nem valtozott.

13



2. tablazat. A genotipus, az explantatum tipus, a taptalaj TDZ koncentracidja és a regeneracio idejének hatasa a tTCL levélexplantatumok regeneracios
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(HR%) sz4zalékara és a regeneralddo hajtasok szamara (HSZ)."

Levél Explantatu | TDZ Regeneracios szazalék (HR%) Regeneralodott hajtasok szama / regeneral6do

pozicidé | m tipusa mg/l explantatum (HSZ)
(LM) 7 hetes tenyésztés utdn 9 hetes tenyésztés utdn 7 hetes tenyésztés utdn 9 hetes tenyésztés utdn

Royal Gala Freedom Royal Gala Freedom Royal Gala Freedom Royal Gala Freedom

1. konvencio- | 0,5 (2,27) 100 a - 100 a™ - 6,3a - 102a° -

csticsi | nalis 50 (22,7) - 7la - 78" - 2,24 - 32a°

levél tTCL 0,25(1,135) | 42hbc Oc 63b"™ 3¢”™ 25D O0c 3,9bhc™ 15b°
0,5 (2,27) 17 bc 15b 22¢"™ 17b"™ 20D 11b 55b° 1,1b ™
1,0 (4,54) 42 bc 3 bc 64b"™ 12 bc™ 3,5ab 1,5ab 6,3b° 14b ™
25 (11,35) | 60D 52 a 73" 54 a™ 4,2 ab 2,la 56b ™ 24a"™
50 (22,7) 58 b 35ab 70b™ 40ab "™ 44 a 15ab 51bc™ 23a"™
10,0 (45,4) 12 ¢ 17b 18¢c™ 21b™ 2,6 ab 15ab 31c ™ 23a"™
25,0 (1135 |0d 5 bc 0d™ 8 bc™ Oc 15ab 0d"™ 1,7ab ™

2. konvencio- | 0,5 (2,27) 100 a - 100 a™ - 76a - 121a° -

csticsi | nalis 50 (22,7) - 42 a* - 55 a™ - 23a - 26a"™

levél tTCL 0,25(1,135) |1l4c* 10b 67b° 12 bc™ 16¢ 18ab* 34c "™ 19ab ™
0,5 (2,27) 25 bc 19 ab 29¢"™ 25b "™ 3,2b 15ab 4,1bc™ 2,2 ab™*
1,0 (4,54) 37 bc 8b 43 bc"™ 8 bc"™ 3,2b 10b 4,9 bc™ 10b ™
25 (11,35) | 32bc 11b~* 50 bc™ 14 bc™ * 2,8b 2,3a 52 bc® 28a"™
50 (22,7) 88a* 12b 88 a™ 12 be™ * 440 1,4 ab 6,5b° 15b ™*
10,0 (45,4) 52b* 3 bc 62b™* 3bc™ 2,8b 10b 4,5 bc® 1,5b ™ *
25,0 (1135 |0d Oc 0d™ 0c™ 0d Oc™* 0d"™ Oc™~*

"1 Az atlagértékeket kovetd kis betiik a Games-Howell-teszt alapjan meghatarozott homogén csoportokat (P< 0,01) jeldlik, a genotipuson és a levélpozicion

beliil 6sszehasonlitva az adatokat. °: szignifikans kiilonbség a regeneracios id6k (7, vagy 9 hét) kozott; ™ nincs szignifikans kiilonbség. * szignifikans

kiilonbség az 1. és a 2. levélrdl szarmazo explantdtumok kozott.
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Eredményeink megerdsitik, hogy az alma levéllemezbdl torténd jarulékos hajtasfejlodés
szamara a taptalaj optimalis TDZ koncentracidja fajtatol fiiggéen 0,1 és 5,0 mg/l kozott
valtozik (Hanke és mts., 1991; Montecelli és mts., 2000; Magyar-Tabori és mts., 2010). A
kordbban mas szerzok altal kozolt eredményeken tal kisérleteink eredményei azt is mutattak,
hogy az optimalis TDZ koncentracio fiiggdtt a regeneraciora hasznalt explantatum tipusatol is
mindkét vizsgalt alma fajtanal. Megéallapitottuk tovabba, hogy az explantatumot szolgaltatd
levél eredeti pozicioja, azaz az explantaitum kora a tTCL explantatumok esetén befolyasolta a
regeneralodd explantatumok szazalékat (HR%), de nem befolydsolta a regenerdlodo
explantatumokon elérhetd atlagos hajtasszamot (HSZ), ha a taptalaj TDZ tartalma optimalis
volt (2,5 mg/l a ’Freedom’ fajtanal, és 5,0 mg/l a 'Royal Gala’ fajtanal).

4.1.2.3. A regeneralodott jarulékos hajtasok genetikai stabilitasa

A kiilonb6z6é TDZ tartalmu taptalajon, kiilonb6z6é kora explantditumokon regeneralddo
hajtasok genetikai stabilitdsat eldzetesen teszteltettiik molekuldris, SSR modszerrel. A
vizsgalatokat Prof. Dr. Kiss Erzsébet és munkatarsai végezték el a Szent Istvan Egyetem
Genetika és Biotechnoldgiai Intézetében.

A vizsgalatokban kétféle kontrolt alkalmaztunk, a mikroszaporitott (axillaris
hajtasfejlodéssel regeneralddott) hajtasokat, illetve a konvenciondlis explantitumon fejlddd
jarulékos hajtasokat (indirekt regeneracid). Az eredmények alapjan a kiilonb6zo
levélpozicidbol szarmazo, s igy kiilonb6zé koru tTCL explantdtumokon eltéré TDZ
koncentraci6 mellett indukalodott jarulékos hajtasok genetikailag stabilak voltak. Sem az
explantatum tipusa (konvenciondlis, vagy tTCL), sem az explantatumok kora (1. vagy 2.
csucsi levélbdl szarmazod), sem a ndvekvd citokinin (TDZ) koncentracidé nem okozott
genetikai valtozast. Az eredmények alapjan a regeneracié modja, a jarulékos hajtasfejléddés
sem okozott az alkalmazott molekularis moédszerrel kimutathatd genetikai valtozast az
axillaris hajtasfejodéssel szaporitott novényallomanyhoz képest.

4.1.2.4. A regeneralédott jarulékos hajtasok elongacidja és gyokeresitése

A regeneransok gyokeresitésére a korabban laboratoriumunkban kidolgozott moddszert
alkalmaztuk (Magyar-Tabori és mts., 2011). A ’Royal Gala’ fajtanal nem okozott problémat a
gyOkeresedésben, hogy a hajtdsok jarulékos regeneracioval fejlddtek. A ’Royal Gala’
jarulékos hajtasai 75-80%-0s gyokeresedét mutattak, amely megegyezik az axillaris ton
fejlodott hajtasok gyokeresedési kapacitasaval (80%). A ’Freedom’ fajta esetén azonban a
regeneransok egy része nem gyokeresedett; de a taptalaj optimalis TDZ koncentracidja (2,5
mg/l) mellett, alma levél tTCL explantatumok 9 hetes regeneracioja esetén fejlodé hajtasok
gyokeresedése az axillaris hajtasok gyokeresedési szdzalékaval megegyezd, ezért az ennél a
fajtanal is megfelelé volt. Ha a hajtasok 2,5-10,0 mg/l TDZ tartalmu téptalajon tenyésztett
tTCL explantatumokrol szarmaztak, a gyokeresedési kapacitasuk 33-40% kozotti volt, ami
megfelel a fajtanal az axillaris hajtasok gyokeresedési képességének (40-45%). A
gyokeresedett hajtasokat mindkét almafajta esetében sikeresen akklimatizaltuk (95-100%).
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4.1.3. A novényi Novekedési Korrekcios Faktor (GCF) és a Geometriai Faktor (GF)
fogalmanak bevezetése

4.1.3.1. A GCF és GF elméleti alapjai

Ha egy explantatum regeneracios képességét akarjuk mérni, vagy kiilonbozé méretil,
vagy tipusi explantatumok regeneracios képességét hasonlitjuk Ossze, akkor kétszintii
megkozelités lehetséges.

Az 1. eset (explantitum-alapu Osszehasonlitds), amikor az egyik tipusu/méreti
explantatum regeneracios képességét hasonlitjuk egy masik méretii és/vagy alaku explantatum
regeneracidos képességéhez, példaul, esetiinkben az alménal a fejlodé hajtasok szamat
explantatumonkeént dsszehasonlitjuk egy regenerdciot mutatdo hagyomanyos levél explantatum
és egy regeneraciot mutatd tTCL levélexplantatum esetében. A II. eset (kiindulési
szerv/szovet-alapu Osszehasonlitas), amikor a kiinduldsi szerv (vagy szovet) 0j szerv
(célszerv, pl. hajtas, gyokér, PLB vagy embrid) hozamat hasonlitjuk 6ssze. Kisérleteinkben az
alma levél hajtdshozamat hasonlitottuk Ossze hagyomdnyos ¢és tTCL explantatumok
hasznalata esetén; azaz, azt vizsgadltuk mennyi 0Uj hajtast lehet nyerni, ha a levélbol
hagyomanyos, és mennyit, ha tTCL explantaitumokat preparalunk. Az |. esetben, az
explantatum-alaptt 6sszehasonlitasnal, csak a regenerdciot mutatdé explantatumokat vessziik
figyelembe az 6sszehasonlitasnal, ez mas szoval az explantatum 10j szerv hozamat jelenti. Ha
a célunk az - és gyakorlatban altalaban errdl van sz6 -, hogy megtalaljuk azt a megfeleld
explantatum méretet (és alakot), amikor a legnagyobb hatékonysdggal tudunk 0j szerveket
(esetlinkben pl. hajtasokat) regeneralni, akkor azt is figyelembe kell venniink, hogy a preparalt
explantaitumok hany szazaléka képes regeneraciora (R%), azaz nem csak a regeneraciot
mutatd explantatumokat vessziik figyelembe, ez a II. eset, vagyis a kiindulési szerv/szovet-
alapu Osszehasonlitas, azaz a kiindulasi szerv/szévet Uj szerv hozama.

A fenti elméleti megfontolasok alapjan az el6z6 fejezetekben bemutatott kisérletek
ereményeire is alapozva a kisérleti eredmények értékeléséhez ¢és 0Osszehasonlitasahoz
bevezettiik a Novekedési Korrekcios Faktort (GCF) és a Geometriai Faktor (GF) fogalmakat.
A Novekedési Korrekcids Faktor (GCF) egy aranyszam, amely azt kifejezi ki, hogy hanyszor
tobb 1j (cél) szerv (hajtas, gyokér, szometikus embrid, PLB stb.) regeneralhato egy kiindulési
szervbol, vagy szovetbdl két kiilonb6z0 méretii €s/vagy alaka explantdtumot alkalmazo
modszer 0Osszehasonlitdsakor. Az explantdtum-alapt Osszehasonlitdsnal (I. eset) az
explantdtum regeneracios kapacitdsanak van egy komponense, amely csak az explantitum
alakjatol és méretétdl fligg, €s az explantatum feliilete és/vagy térfogata alapjan szdmithato.
Ez a tényezé a Geometriai Faktor (GF). A 3. tablazatban bemutatom, hogyan kozelitheté a
kiilonb6zd explantatum tipusok alakja egyszerli mértani (geometriai) testekkel, illetve ez
alapjan hogyan szamithat6 a feliiletiik és a térfogatuk. Az explantditumok feliiletének és a
térfogatanak szerepe van a GF szdmitasaban att6l fiiggéen, hogy a regeneracido csak az
epidermalis és szubepidermalis szovetekbdl torténik (epidermalis feliiletet és a térfogatot
vessziik figyelembe), vagy részt vesznek a folyamatban a mezofillum sejtjei is (a teljes
feliiletet és a térfogatot vessziik figyelembe).
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3. tablazat. A kiilonb6z6 alaku TCL és konvencionalis explantatumok becsiilt felszine és a
térfogata a geometriai alakjuk alapjan becsiilve.

Mértani test

Felszin (A)

Epidermisszel
boritott felszin

Térfogat (V)

Explantatum tipus

(Aepia)

Téglatest A=2h(l+w)+ 21w | 2w (ITCL V =lwh tTCL levélbol**;

(Téglalap alapu esetén) ITCL barmely szervbol

hasab) Iw (ITCL esetén)

Henger/korong | A =2 mr(h+r) 2 nrh V = r’nh Konvencionalis
szarexplantatumok;
tTCL gOémbdlyil, vagy
hengeres szervekbdl, pl.
szar, gyokér, levélnyél
sth.

Félhenger A = mr(h+r) nrh V = (r’nh)/2 | Konvencionalis
szarexplantatumok;
tTCL gOémbdlyil, vagy
hengeres szervekbdl, pl.
szar, gyokér, levélnyél
sth.

Trapéz  alapu | A= 2 w(a+c) V= Konvencionalis

hasab* h(a+b+c+d)+w(a+c) h(w(a+c)/2)) | levélexplantatum

Gomb A=3nr’ 2 vV =2/3 ur® Egész, vagy {fél-PLB,

(félgdmb) SAM

*. a, b, ¢, d: konvencionalis levélexplantatumok esetén a trapéz alap oldalai, ahol a és ¢ a szemben

1év6 oldalak (az explantatum vagasi feliiletei) Id.: 12. és 13. abra.

** Noha a levélexplantaitumokbdl készitett tTCL explantatumok szintén trapéz alaku hasabbal

kozelithetéek meg elméletileg, a gyakorlatban a nagyon kis méretiilk miatt a trapézalapi hasab

paraméterei nem mérhetdek. Ezért ebben az esetben téglatestet hasznalunk a feliilet és a térfogat

becslésére. (w: explantatum szélessége, vagy vastagsaga).

PLB = protokormszerii test (protocorm-like body); SAM = hajtascsucs merisztéma (shoot apical

meristem)
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A két faktor kozotti kapcesolatot a kiillonb6z6 méretli és/vagy alakli explantatumok R%-
ainak (regeneralddd explantaitumok szazaléka) hanyadosa adja, figyelembe véve az
explantatumok szamat is, amelyek az adott kiindulasi szervbdl, szovetbdl készithetdek;
konvencionalis é¢s TCL explantatumok 0sszehasonlitasa esetén az alabbi modon:

I:\)O/Oconv/ n ROA)TCL,

ahol n = a konvenciondlis (conv.) explantaitumbol elméletileg prepardlhato6 TCL
explantatumok szama.

A regeneraciot szamos egyéb tényz0 és koriilmény (faj, fajta, taptalaj Gsszetétele, egyéb in
vitro koriilmények a regeneracid soran) is befolyasolja, melyek hatasat 'k’ faktorként
Osszegezve, a GCF és GF kozott az sszefliggést az alabbiakban adhatjuk meg:

0,
ceF = R%aa y op

R%COHV
A’k értékét minden olyan in vitro kisérleti koriilmény befolyasolhatja, melyet az in vitro
kisérletek bedllitdsa soran modositunk, amennyiben azok hatdssal vannak a regeneracios
kapacitasra (pl. taptalaj OsszetevOk, vagy fizikai tényezdk, mint pl. a megvilagitds, vagy a
homérseklet).

4.1.3.2. A GCF és GF gyakorlati alkalmazasa alma modell névényen

A GCF és GF gyakorlati alkalmazasat a jelen dolgozatban bemutatott kisérleti adatok (4.
tablazat) felhasznaldsaval mutatom be a vizsgalt két almafajtanal (‘Royal Gala’, ‘Freedom”).

GF — definiciojabol adoddan — aranyos a két explantatum tipuson mérhetd hajtasszamok
(HSZ¢reL és HSZconv.) hanyadosaval az alabbi 6sszefliggés szerint:

HSZircL = GF K HSZ¢ony,

Mivel irodalmi adatokbdl ismert, hogy mind az epidermalis/szubepidermalis, mind a
GF szamitasakor az explantatum teljes feliiletét (Aconv €s Atrcr), Valamint térfogatat (Veony €s
Virer) vettiik figyelembe. A GF (=GFconv.ttcL) kiszamitasa a két explantatum (jelolés also
indexben: conv.: konvenciondlis explantatum; tTCL: tTCL explantatum) feliilet és térfogat
aranyanak hanyadoséval tortént (3. tdblazatot is figyelembe véve):

h conv (a+ b+c+ d) + Wconv (a+ C)
M W onv (a+ C)
vV h conv f
GF (=GP ) = 30 =
-~tTCL AtTCL 2 h fTeL (|+ WtTCL ) +2 IW tTcL
VtTCL IW tTCL h tTCL

Mivel GF fiiggetlen minden mas kisérleti koriilménytdl (faj, fajta, in vitro tenyésztés
fizikai és kémiai feltételei), csak az explantdtum alakja és mérete hatarozza meg, ezért a fenti
Osszefiiggés minden esetben igaz €s a fenti képlettel kiszamithatd GF értéke, ha

1.) trapéz alapi haséb alaku explantatumot hasonlitunk téglalap alapu hasab alakt
explantatumhoz, és

2.) a szervregeneracid — megtartva a kiindulasi feltételt — mind az
epidermisz/szubepidermisz, mind a mezofillum sejtekbdl kiindul.
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tott (GF, k, GCF) paraméterek alma regeneracios kisérletekbol

4
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Behelyettesitve az alma levélexplantatumokra vonatkoz6 GF-et, altalanosan:

HSZre _ gop T 0um GF,
HSZ N HRY% ¢
ACOHV
azay T8Zac _ gop P\ Ve
conv n HR% tTCL AtTCL
VtTCL

A Novekedési Korrekcios Faktor (GCF) és a Geometriai Faktor (GF) fogalménak
bevezetésével lehetdveé valik nemcsak a tTCL és konvencionalis explantatumok, de barmely
kiindulasi szervbdl vagy szovetbdl szdrmazo két kiillonbozd alakl vagy méretli explantatum
regeneracidos kapacitasdnak Osszehasonlitaisa mind azonos, mind kiilonb6z6 kisérleti
kortilmények kozott. Lehetdveé valik a kiillonb6z6 modszerek Osszehasonlitasa is azonos alaku
és méretli explantatum hasznalata esetében.

4.2. AROMAS OLDALLANCU CITOKININEK HATASA AXILLARIS IN VITRO HAJTASOK
FOTOSZINTETIKUS APPARATUSANAK MUKODESERE ALMA NOVENYBEN

4.2.1. Aromas oldallancu citokininek hatasa az in vitro alma levelek klorofill
fluoreszcenciajara

A taptalaj citokinin tartalma befolydsolta mind a s6tét-, mind a fényadaptalt levelek
klorofill fluoreszcencidjat a taptalajhoz adott citokinin tipusatél ¢és az alkalmazott
koncentraciotol fliggéen (4. abra).

Ha a téaptalaj citokinin forrasa BA volt, a II. fotokémiai rendszer (PSII) maximalis
kvantumhatékonysaga (F./Fy) és a fotokémiai folyamatok maximalis hatékonysaga (F./Fo) is
novelésével mind az F./Fn, mind a F/Fy értékei csokkentek. BAR tartalmu taptalajon
fejlodott hajtasoknal a legnagyobb F/Fy, értéket 2,0 uM BAR alkalmazasa esetében mértiik.
A TOP tartalmu taptalajon fejlédott novények F/Fn, és Fu/Fo értékei nem tértek el
szignifikdnsan a BA tartalmu taptalajon fejlodott novények esetén mért értékektdl, kivéve a
legalacsonyabb TOP koncentraciot, ahol F,/Fp, és F,/Fq szignifikansan alacsonyabb volt, mint
BA esetében.

A TOP alkalmazott koncentracidi jelentésen befolyasoltdk a klorofill fluoreszcenciat.
FuFm, és FJ/Fg 6,0 uM TOP esetében volt a legalacsonyabb, viszont a F,/Fy értéke
szignifikansan a legnagyobb volt 2,0 uM TOP esetén. A BA és TOP kombinalt alkalmazasa a
taptalajban szignifikans eltérést az F,/Fy, értékekben nem okozott.
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4. abra. A II. fotokémiai rendszer (PSIT) maximalis (F,/Fy) és aktualis(Y(I1))
kvantumhatékonysaga a ‘Royal Gala’ kiilonb6z6 citokinin tartalmu taptalajon fejlédott in
vitro hajtasainak fény-adaptalt leveleiben. Az oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan
meghatarozott statisztikailag homogén csoportokat (P < 0,05) jeldlik; a kiilonb6z6 kis betiik azonos citokinin
tipusok koncentracioi kozotti, mig a kiilonbdzo nagy betiik azonos citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok

kozotti szignifikans eltéréseket jelolik.

Az F/Fy, értékei 0,683-0,861 kozott valtoztak a kiilonbozo citokinin kezelésektdl fliggden.
Ezek a klorofill fluoreszcencia értékek nagysagrendileg megegyeznek mas novényfajoknal
szabadf6ldon mért optimalis fluoreszcencia értékekkel (0,79-0,84) (Bolhar-Nordenkampf és
mts., 1989; Triques és mts., 1997). Az eredmények jelzik, hogy a 3 hetes in vitro alma
hajtasok fotoszintetikus appardtusa mukodoképes, de a PSII maximalis potencialis
kvantumhatékonysaga (F./Fm) és fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysaga (F./Fo)
fiigg az in vitro tenyésztés soran a taptalajhoz adott citokininek tipusatol €s mennyiségétdl is.

Y(IT) és ETR citokinin koncentraciotol fliggd valtozasa hasonld volt, mint az F./Fn
esetében, amikor BA-t, vagy BAR-t tartalmazott a taptalaj. Y(II) és ETR a BA koncentracié
novekedésével csokkentek, illetve BAR alkalmazasa esetén a legmagasabb értékiiket 2,0 uM
citokinin koncentracional érték el. Ha a taptalaj citokinin forrdsa TOP volt, akkor az axillaris
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alma hajtaskultaraknal szokasosan alkalmazott koncentraciok (2,0 és 6,0 uM) esetében
szignifikansan volt a legalacsonyabb Y (II) és ETR.

4.2.2. Aromas oldallancu citokininek hatasa az in vitro alma levelek klorofill tartalmara

A kiilonboz6 tipust citokinineknek az &sszklorofill tartalomra kifejtett hatdsa fliggott az
alkalmazott citokinin koncentraciotol, minden vizsgalt koncentraciénal akkor volt a
legnagyobb, ha a hajtasok BA-t tartalmaz¢ taptalajon fejlodtek.
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5. abra. A ‘Royal Gala’ kiilonb6z6 citokinin tartalmu taptalajon fejlédott in vitro hajtasainak
els6 két, teljesen Kifejlett csucsi levelében mért klorofill a és klorofill b tartalom (ug / 1g FW).
Az oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan meghatarozott statisztikailag homogén csoportokat (P < 0,05)

jelolik; a kiilonb6z6 kis betitk azonos citokinin tipusok koncentracioi kozotti, mig a kiilonb6z6 nagy betitk

azonos citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok kozotti szignifikans eltéréseket jelolik.

Hasonldan, a klorofill a (1220-1282 ug/1g levél nedves stly (FW)) és klorofill b (623-898
ug/lg FW) (5. abra) tartalom is a BA alkalmazasat kovetéen volt a legnagyobb, mig a
klorofill a / klorofill b aranya a legkisebb (1,42-1,958). A taptalaj BA, illetve BAR
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crer

klorofill a / klorofill b aranyt 2,0 és 6,0 uM TOP alkalmazasa esetében értiik el (2,706 és
2,804). A klorofill b tartalomban a citokinin kezelések hatasara bekovetkezd valtozas mértéke
(65%) mintegy kétszerese volt a klorofill a tartalomban (34%) bekovetkezett valtozas
mértékéhez képest.

A klorofill tartalom és a klorofill fluoreszcencia paraméterek kozotti Osszefiiggés
statisztikai analizisének eredményeit az 5. tdblazatban foglaltam Gssze.

A Kkorrelacidanalizis eredményei bizonyitottak, hogy sem a klorofill a és a klorofill b
pigmentek mennyisége, sem az aranya nem befolyasolta a Il fotokémiai rendszer (PSII)
maximalis teljesitOképességét — sem a PSII maximalis kvantumhatékonysagat (F./Fn), sem a
PSII fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysagét (F./Fo).

A klorofillok mennyisége és a PSII aktualis fényviszonyok kozotti kvantumhatékonysaga
(Y(II)) kozott azonban kdzepesen pozitiv, de szignifikans (P < 0,05) 6sszefliggést mutattunk
ki. A korrelacios egyiitthatd klorofill a esetén r=0,545, klorofill b esetén r=0,535, az
Osszklorofill tartalomra vizsgélva pedig r=0,561. A rendszer aktualis kvantumhatékonysaga
(Y(II)) és a klorofill a / klorofill b aranya kozott szintén kozepes, de negativ Osszefliggést
lehetett igazolni (r=- 0,515; P < 0,05).

5. tablazat. A klorofill tartalom és a klorofill fluoreszcencia paraméterek kozotti Osszefliggés
vizsgalata (Pearson-féle korrelacios egyiitthatok)

klorofill b klorofill klorofilla/b  Fu/Fp, Fu/Fo Y(I)
a+b

klorofill a 0,8477 09507 -0,817° 0,374 0,360 0,545
klorofill b - 0,970" -0,989" 0,389 0,424 0,535
klorofill a+b - - -0,9517 0,398 0,412 0,561
klorofill a/b - - - -0,392 0,427  -0,515"
Fu/Fm - - - - 0,952  0,791"
F./Fo - - - - - 0,780
Az Gsszefiiggés szignifikans : P < 0,05, illetve ~: P < 0,01 szinten

A korrelacidanalizis eredményei Szerint az in vitro alma hajtasok klorofill tartalma alapjan
a fotoszintetikus rendszer altalanos allapotara, és maximalis teljesitoképességére jelen
eredményeink szerint nem kovetkeztethetiink.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Bebizonyitottuk, hogy jarulékos in vitro hajtasfejlédés indukalhaté alma ndvény esetében
tTCL explantatumokon, mind egy hagyomanyosan konnyen regeneral6do (’Royal Gala’),
mind a hagyomanyosan nehezen regeneralodo fajta ("Freedom’) esetében.

Bizonyitottuk, hogy a regeneracié kezdeti szakaszaban alkalmazott fény — genotipustol
esetében a regeneracios szakasz elején alkalmazott fénykezelés a hajtasfejlodést a tTCL
explantatumokon teljesen gatolta.

Igazoltuk, hogy az explantatumot szolgaltatd levél eredeti pozicidja — genotipustol fiiggd

crer

levelekbdl készitett tTCL explantaitumok hajtasregeneracios képessége nagyobb volt.

Megallapitottuk, hogy a regenerdcios periddus hossza mind a konvencionalis, mind a
tTCL explantaitumok regeneracios kapacitdsat — mind a hajtasregeneracids szazalékot,
mind az explantaitumonkénti atlagos hajtdsszamot — befolyasolja. Hatasa fligg a
genotipustol, az explantdtumot szolgaltatd levél eredeti pozicidjatdl, az explantatum
méretétdl és a taptalaj citokinin tartalmatdl. A regeneracidé optimalis iddtartaménak
meghatarozasahoz ezért mind a biotikus (genotipus, explantatum), mind az abiotikus (in
vitro tenyésztés fizikai és kémiai feltételei) tényezoket figyelembe kell venni.

crer

vizsgalt almafajta esetében. Az optimalis TDZ koncentracid fiiggdtt az explantatum
méretétdl (konvencionalis, vagy tTCL explantdtum), a regeneracios idé hosszatol és a
genotipustol. A taptalaj optimalis TDZ koncentracidja alma levél tTCL explantatumok 9
hetes regeneracidja esetén 2,5 mg/l a ’Freedom’ fajtanal, és 5,0 mg/l a ’Royal Gala’
fajtanal.

Elézetes vizsgalati eredményeink (SSR analizis) alapjan a fejlédott jarulékos hajtasok
genetikailag stabilak voltak. Sem az explantatum tipusa (konvencionalis, vagy tTCL), sem
az explantatumok kora (1. vagy 2. csucsi levélbdl szarmazd), sem a novekvd citokinin
(TDZ) koncentraci6 nem okozott genetikai valtozdst az axillaris hajtasfejodéssel
szaporitott novényallomanyhoz képest.

Bevezettiik, definialtuk és matematikailag leirtuk a ndvekedési korrekcios faktor (GCF) és
a geometriai faktor (GF) fogalmakat, és leirtuk a GCF és GF faktorok kozotti
Osszefliggést:

HSZ o _ oop R%eon  HSZ 1o
HSZ nR%,,. HSZ

conv

=k GF;

conv

0,
valamint GCF = nR/&k GF ,

0,
%o conv
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ahol n: a konvencionalis explantatumbodl elméletileg preparalhatd tTCL explantatumok
szama, R%: a konvenciondlis (conv.) és a tTCL explantatumok regeneracios szazaléka,
HSZ: a konvenciondlis és tTCL explantitumokon mért atlagos hajtdsszam (esetliinkben
hajtas, egyébként barmely célszerv), k: korrekcios faktor

8) Meghataroztuk, hogy a GF szdmitasahoz barmely novényi kiindulasi szervbol, szévetbdl
preparalt explantdtum esetén mely explantatum tipus mely egyszeri geometriai testtel
kozelithetd.

9) Meghataroztuk alma konvencionalis és tTCL levéllemez explantatumokra a GF
szamitasat, figyelembe véve az explantditumok teljes feliiletét és térfogatat az alabbi

Osszefiliggéssel:
N oo (@ D+C+d) + W, (a+C)
Ao h W, (@+C)
GF(_ or ) ~ Vconv ~ conv f
conv-reL ) =N 20 o (HW e ) +2IW
Viral W e et

Mivel GF fiiggetlen minden mas kisérleti koriilménytSl (faj, fajta, in vitro tenyésztés

fizikai és kémiai feltételei), csak az explantaitum alakja és mérete hatarozza meg, ezért a

fenti 6sszefliggés minden esetben igaz és a fenti képlettel kiszamithatdé GF értéke, ha

¢ trapéz alapu hasab alaku explantatumot hasonlitunk téglalap alapti hasab alaku
explantatumhoz, €s

¢ a szervregeneracid — megtartva a kiindulasi  feltételt — mind az
epidermisz/szubepidermisz, mind a mezofillum sejtekbdl kiindul.

10) A két 1) fogalom (GCF, GF) alkalmazasaval egy explantaitum regeneracids kapacitasat
Osszehasonlithatjuk egy masik kisérletb6l, mas novény fajbol/fajtabol, vagy
laboratoriumbdl szarmazo explantatum regeneracids kapacitasaval, feltéve, hogy ismerjiik
az explantitum alakjat és méreteit, illetve, hogy az explantatum mely szovettdjaibol
torténik az 0j szerv regeneracidja. Mivel GF csak az explantatum alakjatol és méretétol
fiigg, ha a regeneraci6 azonos szovettajbol indul ki, ezért a GCF és GF alkalmas arra is,
hogy kiilonb6zd novényfajok azonos alaku és méretli explantdtumainak regeneracios
kapacitasat 6sszehasonlitsuk.

11) Az almaval végzett kisérletek eredményeivel bemutattuk, hogy a megfelelé explantatum
megvalasztdsa (tTCL a konvenciondlis helyett), és a taptalaj citokinin tartalmanak
optimalizalasa egyiittesen azt eredményezte, hogy a konvencionalis explantitumhoz
viszonyitva fajtatol fliggden a regeneracios kapacitést 11,8-13-szorosra tudtuk novelni.

12) Bizonyitottuk, hogy a taptalajhoz adott aromas oldallancu citokininek — tipusuktdl és a
taptalajhoz adott koncentraciojuktol fiiggéen — befolyasoljak az in vitro alma hajtasok
PSII rendszerének maximalis kvantumhatékonysagat (Fu/Fn) és a fotokémiai
folyamatainak ~ maximalis  hatékonysagat  (F./Fg), valamint az  aktudlis
kvantumhatékonysagat (Y(II)) is, s igy befolyasoljak a fotoszintetikus rendszeriik
miikodoképességét.
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13) Bebizonyitottuk, hogy a taptalaj citokinin tartalma (a citokinin tipusa és koncentracidja)
befolyasolta az in vitro alma hajtasok leveleinek klorofill tartalmat, kiilonésen a klorofill b
pigment mennyiségét. Igazoltuk, hogy eltérd citokinin tartalmu taptalajon fejlédo in vitro
alma hajtasok leveleiben eltéré a klorofill a és a klorofill b aranya.

14) A korrelacidanalizis eredményei bizonyitottdk, hogy sem az in vitro almahajtasok
leveleiben 1évo klorofill pigmentek mennyisége, sem a klorofill a és klorofill b aranya
nem befolyasolta a II. fotokémiai rendszer maximalis teljesitéképességét (F\/Fm, Fu/Fo),
ezért az in vitro alma hajtasok klorofill tartalma alapjan a fotoszintetikus rendszer
altalanos dallapotara, ¢és maximalis teljesitoképességére nem kovetkeztethetiink. A
klorofillok mennyisége (r=0,561; P < 0,05) és aranya (r=- 0,515; P < 0,05) befolyasolta a
Il. fotokémiai rendszer aktudlis fényviszonyok kozotti kvantumhatékonyséagat.
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kutatdsokban, akivel kozos eredményeinket szintén elismert hazai ¢és nemzetkdzi
szaklapokban, illetve konyvfejezetekben kozoltiik.
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tamogatasat és azt, hogy az 1990-es években rairanyitotta figyelmemet az in vitro
almakutatasokra. K6zo6s munkankat tobb hazai és nemzetkdzi kozlemény és sikeres kdzos
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037251, M-041429) és a Phare (HU9705-0303-0003-V0077) elnyert palyazatai tamogattak.
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