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Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke

2iP: N6-(A%-isopentenil) adenin

20HBAR: 6-(2-hidroxi-benzilamino) purin ribozid

A: felszin, az explantatum becsiilt felszine

Aepid : az explantatum epidermisszel boritott felszine

BA: benzil-adenin

BA30G: 3-O-gliikozid-N°-benzil-adenin

BAR: benzil-adenin-ribozid

C%: explantatumok kalluszosodasi szazaléka

ETR: elektrontranszport rata

Fu/Fo: PSII fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysagat
Fu/Fm: a PSII maximalis potencialis kvantumhatékonysaga

GAg;: gibberellinsav

GCF: Novekedési Korrekcios Faktor

GF: Geometriai Faktor

HR%: regeneralodo explantitumok szazaléka

HSZ: atlagos hajtasszam / regeneralodo explantatum

IBA: indol-3-vajsav

ISSR: inter-simple sequence repeat, molekularis diagnosztikus teszt
KIN: kinetin, 6-furfuril-aminopurin

KINR: Kkinetin-ribozid

ITCL: néhany sejtrétegbdl allo, 0,2-0,5 mm-t6l 1-2 mm vastagsagura metszett explantatum
(longitudinal thin cell layer), ha a preparalas hossziranyban tortént
meta-TOP (3OHBA, TOP): meta-topolin (6-(3-hidroxibenzilamino) purin
NAA: 1-naftil-ecetsav

orto-TOP (20HBA): orto-topolin (6-(2-hidroxibenzilamino) purin
PLB: protokormszeri test (protocorm-like body);

PPF: fotoszintetikus fotonfluxus

PSII: fotoszintézis II. fotokémiai rendszere

RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA, molekularis diagnosztikus teszt
RUBISCO: ribuloz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz

SAM: hajtascsucs merisztéma (shoot apical meristem)

SSR: Simple Sequence Repeat, molekularis diagnosztikus teszt
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TCL: néhany sejtrétegbdl 4llo, 0,2-0,5 mm-tél 1-2 mm vastagsagura metszett explantatum
(thin cell layer)

TDZ: thidiazuron

TOP (meta-TOP): meta-topolin (6-(3-hidroxibenzilamino) purin

TOPR: meta-topolin-ribozid

tTCL: néhany sejtrétegbdl allo, 0,2-0,5 mm-t6l 1-2 mm vastagsadgura metszett explantatum,
ha keresztiranyban tortént a preparalas (transverse thin cell layer)

V: térfogat, az explantatum becsiilt térfogata

Y (I1): a PSII klorofilljai altal abszorbealt fény mennyiségéhez viszonyitva mennyi fényt
hasznositott a PSII fotokémiai rendszer adott fényviszonyok kozott.

ZEA: zeatin, N®-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil) adenin

ZEAR: zeatin-ribozid
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1. BEVEZETES

Az alma mar a bibliai idokt6l végigkiséri az emberiség torténelmét. Jelenleg a vilagon
a sz0616t is megeldzve a legjelentésebb mérsékelt 6vi gylimolestermd névénylink, a tropusi,
szubtropusi gyiimolcstermesztést is figyelembe véve csak a bandn elézi meg. A viladg
almatermesztése évi 76,4 millid tonna (http://faostat.fao.org); a legtobb almat jelenleg
Azsiaban (55%) és Eurépaban (26%) allitjak eld.

Az alma fajtakat hagyomanyosan is vegetativ szaporitassal, klonozassal allitottak el6.
Termesztését mindig az adott kornak megfeleld, fejlett technologiai 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 alkalmazdsa mind a kutatisban és a
nemesitésben, mind a kereskedelmi céli szaporitdanyag eldallitasaban 10j lehetdségeket
teremtett.

A kidolgozott kiilonb6z6 in vitro szaporitasi modszerek mara az almanal tizemi
szaporitasi technologiak részévé valtak vilagszerte, hiszen hasznalatukkal szamos, a
hagyomanyos vegetativ szaporitas soran fellépd hatranyt athidalhatunk. In vitro szaporitassal
lehetévé valt (1) a virusoktdl és egyéb korokozoktol mentes szaporitdbanyag eldallitasa, (2)
egyontetli szaporitdbanyag eldallitasa, (3) a szaporodasi rata — korabban elképzelhetetlen
mértékii — novelése, (4) a szaporitdoanyag eloallitasa évszaktol, helytdl, klimatol fliggetleniil;
valamint (5) a term6helynek és termesztési célnak legmegfelelébb fajtak, és (6) a nemesités
soran eldallitott 1j fajtak, nemesitési vonalak és variansok gyors felszaporitasa.

Az alma hosszii juvenilis periddusa, nagyfoku oninkompatibilitisa és nagyfoku
heterozigdta jellege miatt nemesitése hagyomanyos keresztezéssel, szexualis hibridizacidval
nagyon hosszu és koltséges eljaras. A jarulékos novényregeneralasi modszerek kidolgozasa és
alkalmazasa az almanemesitésben azonban 0j perspektivakat nyitott. Lehet6vé tette a legijabb
biotechnologiai modszerek, pl. az in vitro mutagenezis, az embriomentés, a
géntranszformacio alkalmazésat, a szomaklonalis variansok gyors azonositasat, felszaporitasat
¢és felhasznalasat a nemesitésben.

Az alma in vitro szaporitasa, in vitro organogenezise a kezdetektél az intenziven
kutatott teriiletek kozé tartozott, melynek eredményeképpen maéra szdmos alma alany és
szaporitdsi modszert dolgoztak ki, és a mikroszaporitast befolyasolé szamos biotikus €és

abiotikus, az in vitro tenyésztés soran alkalmazott kémiai és fizikai tényezO hatasat


http://faostat.fao.org/
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tanulmanyoztak. Napjainkban az almanal el6térbe keriiltek azok a kutatasok, melyek az in
vitro szaporitasi modszerek hatékonysaganak megdrzése, vagy javitasa mellett a
mikroszaporitassal eldallitott in vitro novények mindségének és fizioldgiai allapotanak
javitasat célozzak meg.

Jelen disszertacidban bemutatott vizsgéalatok eredményei egyrészt uj informaciokkal
bovitik az alma in vitro szaporitasaval kapcsolatos elméleti ismereteinket, masrészt a
gyakorlatban  felhasznalva  hozzajarulnak az in  vitro  szaporitasi modszerek
finomhangolasahoz, a j6 mindségli alma in vitro szaporitdanyag-eldallitas hatékonysaganak

noveléséhez.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. AZ IN VITRO MIKROSZAPORITAS ES JELENTOSEGE ALMANAL

A ndvények in vitro szaporitasa, mikroszaporitasa soran a névényi szomatikus sejtek,
szovetek, illetve szervek tenyésztését végezziik azzal a céllal, hogy — a konvencionalis
szaporitashoz képest — a lehetd legrovidebb id6 alatt a kiindulasi ndvényekkel azonos
genetikai allomanyt utédndvényeket allitsunk elé nagy mennyiségben. Ez tulajdonképpen
nem mas, mint in vitro, mesterségesen kontrollalt, steril koriilmények kozott végzett klonozas.
Az alma mikroszaporitasanak szamos elénye van a hagyomanyos (klonalis, vagy magoncokra
alapozott) szaporitdshoz képest. A hagyomanyos szaporitashoz képest sokkal tobb
utddndvény allithatd eld adott idén belill; egész évben, folyamatosan allithatunk eld
novényeket; lehetdvé valik egészséges, korokozoktdl mentes szaporitdéanyag eldallitdsa; uj
genotipusok gyors felszaporitasa; steril klonok, fajtak szaporitdanyag eldallitasa.

Az in vitro szaporitas lehetdségét a névényi sejtek toti-, illetve multipotenciaja adja;
azaz, hogy a novényi sejtek, szovetek, szervek, illetve a beldliik preparalt explantatumok
megfeleld in vitro koriilmények kozott képesek a teljes novény (totipotencia), vagy barmely
és Vasil, 1972; Verdeil és mts. 2007; George, 2008). A mikroszaporitasnak 4 f6 szakaszat
kiilonitjik el, melyeket roviden Jamborné Benczur (2005) George és Debergh (2008) és

Dobranszki és Teixeira da Silva (2010) munkai nyoman mutatok be:

1. szakasz: In vitro tenyészet létrehozdsa. Ebben a szakaszban a novények megfeleld
részeit (sejt, szovet, szerv) az ex Vitro kornyezetbdl in vitro kornyezetbe vissziik. Ebben
a szakaszban két célt kell egyidejiileg megvalodsitani. Egyrészt a ndvényanyag feliileti
sterilizalaséaval el kell érni, hogy steril tenyészetek jojjenek létre; méasrészt a tenyészetbe
vitt novényi részeknek a mesterséges koriilmények kozott képeseknek kell lenniiik a
novekedésre. Ehhez sok esetben, igy almanal is, sziikséges az 1. szakasz el6tt egy tn. 0.,
vagy el6készitd szakasz beiktatdsa, mikor az anyandvények fizikai és/vagy kémiai
elékezelésével elérjiik, hogy az anyandvényrdl izolalt novényi részbdl sikeresen

1étrehozzuk a steril, novekedésre képes in vitro tenyészetet.

2. szakasz: Hajtassokszorozas szakasza. (Szinonim kifejezések: szaporitds, vagy
felszaporitas szakasza). Ebben a szakaszban az a cél, hogy minél rovidebb id6 alatt Gj

hajtasok fejlodését indukaljuk, azaz megsokszorozzuk a hajtdsokat. Ennek a sikere
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szamos tényezO6tol fligg, mint pl. a fajtol, fajtatol, a taptalaj organikus és anorganikus
alkotoitol és a tenyésztés fizikai koriilményeitdl, valamint a hajtasindukcié alkalmazott

mod;jatol (1d. késobb).

3. szakasz: Gyokeresitési szakasz. Az el6z6 szakaszban eldallitott in vitro hajtasok
gyoOkeresitése a szakasz célja. A gyokeresités eldtt sziikséges lehet egy Un. elongacids
szakasz beiktatasa, ha az el6z6 szakaszban eldallitott hajtasok mérete nem megfeleld a
gyokeresitéshez. Az in vitro hajtasok gyokeresitése torténhet in vitro és in vivo
koriilmények kozott is. A gyokeresités sikere szintén hasonlo tényezoktol fiigg, mint a
hajtassokszorozasé, pl. a faj, fajta, a taptalaj organikus és inorganikus alkotdi és a
tenyésztés fizikai koriilményei, valamint a hajtassokszorozasi szakaszban alkalmazott

koriilmények, pl. taptalajkomponensek, utdhatésa.

4. szakasz: Akklimatizdcios szakasz. Ebben a szakaszban a meggyokeresitett in vitro
hajtasokat (in vitro névények) az in vitro kdrnyezetbdl ,,visszaszoktatjuk™ a természetes
koriilmények kozé. A kereskedelmi céli mikroszaporitdsnak ez egyik kulcsfontossagu
Iépése, mert esetleges kudarca, vagy alacsony hatékonysaga esetén minden addigi
munkank karba vész. A mikroszaporitassal eldallitott novények mixotroéfok, azaz in
vitro koriilmények kozott nem teljesen autotrof életmodot folytatnak, részben a
taptalajba adott szénhidratok, részben a tenyészedényekben levd alacsony CO;
koncentrécio, és a tenyésztés soran alkalmazott alacsony fényintenzitds miatt. Tovabba
a mesterséges kortiilmények egyik nem kivant mellékhatasa, hogy az in vitro névények
kiilonb6z6é morfologiai és fiziologiai modosulasokat szenvednek, melyek miatt nem
képesek az in vitro kornyezetbdl kikeriilve azonnal a vizhaztartasuk szabalyozasara. Az
akklimatizacié soran tehat a legfontosabb célunk, hogy addig, amig a novények mar
teljesen autotrof, fotoszintézisre alapozott életmodra és a vizhdztartdsuk szabalyozasara
képessé valnak, elérjiik, hogy minél kisebb veszteséggel taléljék a névények az in vitro

kornyezetbdl az ex vitro kdrnyezetbe valo atmenetet.

2.2. AZ IN VITRO HAJTASFEJLODES LEHETSEGES UTJAI ALMANAL

Az in vitro almahajtasok indukcidja és fejlédése a mikroszaporitas 1. és 2.
szakaszaban torténik, modszerét tekintve alapvetden kétfajta lehet (George és Debergh, 2008;
Dobranszki ¢és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tabori és mts., 2010) attol fiiggden, hogy az

Uj hajtasok novekedése €s fejlddése milyen ndvényi részbdl (szovetek, szerv) indul ki.

10
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(1) Az uj hajtasok fejlédése axillaris (honaljriigyl), vagy csucsi riigyekre alapozott.
Az 10j hajtasok a kiindulasi hajtasban mar meglévd (Gn. pre-existing) merisztémakbol
indulnak ki. Lehetséges valtozatai: a merisztématenyészet; a hajtas-, vagy
hajtascsticstenyészet; ¢és a nodalis tenyészetek, amikor egy-, vagy tobbndduszos
hajtasdarabokkal  végezziik a hajtdsok  szaporitdsdt. A  merisztéma és
hajtascsucstenyészeteket altaldban a tenyészetek inditdsanal alkalmazzuk alma
esetében (1. szakasz); mig a hajtastenyészet és a tobbnoduszos tenyészetek az alma
hajtassokszorozasi szakaszanak (2. szakasz) jellemz6 tenyészetei. Szamos axillaris
hajtasfejlodést alkalmazo mikroszaporitasi modszert dolgoztak ki alma nemes és alany
fajtakra (Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010).

(2) Az Wj hajtasok fejlédése jarulékos hajtasokkal torténik (organogenezis, jarulékos
hajtasregeneradlodas).
A jarulékos hajtasok mar differencidlodott szomatikus szovetekbol, szervekbol
preparalt novényi részeken, explantditumokon fejlddnek; vagy (i) kozvetleniil az
explantatumok feliiletén eldzetes kalluszfejlodés nélkiil (direkt organogenezis), vagy
kozvetetten, amikor a hajtdsok fejlddését kalluszfejlodés eldzi meg, s a hajtasok a
kalluszsejtekb6l fejlddnek (indirekt organogenezis). Alma esetén az organogenezis
mindkét formajat (direkt és indirekt) leirtak, s eléfordulasuk genotipus-fiiggd volt
(Dufour, 1990; Korban és msai, 1992; Pawlicki és Welander, 1994; Gercheva ¢s mts.,
2000; Magyar-Tabori és mts., 2010).

Az organogenezis szamos belsé és kiils6 faktortol fliggd fejlodési folyamat. Sugiyama
(1999) az organogenezis 3 fazisat kiilonitette el a folyamatnak a specidlis
novekedésszabalyozo anyagra valo igénye alapjan:

(1) Kompetencia, vagy alkalmassag (dedifferencialodas): amikor a sejtek képesek a
szervindukcié hormonalis jeleire reagdlni. Ha egy sejt megszerezte az organogenikus
kompetenciat, akkor dedifferencialédasrél beszéliink (Sugiyama, 1999; Howell és
mts., 2003).

(2) Determindcio, vagy elkételezédés: amikor az explantatum kompetens sejtjei egy adott
szerv fejlddése iranyaba elkotelezddnek. Ezt a folyamatot kiils6leg adagolt (exogén)
specifikus novényi novekedésszabalyozo anyagokkal jol iranyithatjuk.

(3) Morfogenezis: az adott szerv fejlodése és novekedése. Ez a folyamat mar exogén

novekedésszabalyozd anyagoktol fliggetleniil is lejatszodik.

11
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A jarulékos hajtasokkal valo szaporitas esetén, foleg ha a hajtasfejlodést kalluszosodas
el6zi meg (indirekt organogenezis), a genetikai valtozas valdsziniisége megnd a merisztémara
alapozott hajtasfejlodéshez képest, mivel megnd a szomaklonalis variabilitas valosziniisége
(Son és mts., 1993; Karp, 1995; Abeyaratne ¢s mts., 2004; Bordallo és mts., 2004; George és
Debergh, 2008). Ha hosszt ideje fenntartott kallusztenyészetekbdl indukaljuk a hajtasok
fejlodését, vagy ha a hajtdsok alapi részén fejlodé kalluszokat felhasznaljuk a
hajtasindukcidra, a szomaklondlis variacidé lehetdségét tovabb noveljik (George, 1996;
Pontaroli és Camadro, 2005; George és Debergh, 2008). Ennek oka, hogy feltehetéen a
merisztéma sejtjeinek a genetikai kontrollja szigoribb, mint a tobbi szovet sejtjeié (De Klerk,
1990; Caboni és mts., 2000a). Noha tobben beszamoltak arr6l, hogy hajtascstcs- ¢és
hajtastenyészetekkel végzett mikroszaporitas esetén a fajtaazonossag nem sériilt (Pierik, 1991;
Wang és Charles, 1991; McMeans és mts., 1998), a szomaklonalis variabilitas eléfordulasa
azonban az axillaris hajtasfejlodés esetében sem zarhato ki elvben (Jain, 2001). Mivel a
fajtaazonossag a kereskedelmi céli szaporitasnak egyik fontos minéségi kritériuma, ezért az
utddnoveények genetikai stabilitdsat ellendrizni kell. Az utodndvények genetikai vizsgalatara
alma esetében tobbféle molekularis mddszert is alkalmaztak, pl. RAPD (Modgil és mts.,
2005a) vagy ISSR markereket (Pathak és Dhawan, 2010).

2.3. EXPLANTATUM — A JARULEKOS HAJTASREGENERALODAS BIOTIKUS TENYEZOJE

Az explantatum, vagyis az a novényi rész, amelybdl az Gj hajtasok fejlédését in vitro
koriilmények kozott indukéalni akarjuk, a szovettenyésztés biotikus tényezdje és egyben
sikerének egyik kulcsfaktora is. A hajtasindukcio sikerét az alma axillaris hajtastenyészetek
esetén is nagyban befolyasolja az explantatum helyes megvalasztasa (Modgil és mts., 1999;
Dobranszki és mts., 2000a, Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010), jarulékos
hajtasregeneracioé esetében pedig az explantditum megvélasztidsanak még meghatarozobb
szerepe van. Ennek ellenére az in vitro kémiai és fizikai faktorok hatasat a jarulékos
hajtasregeneracidé folyamatdra sokkal kiterjedtebben tanulméanyoztak, mint az explantatum
hatasat. Amikor az explantatum hatasarél beszélink egy in vitro rendszerben, akkor
tulajdonképpen tobb tényezd kumulativ hatdsat vessziik figyelembe. Hiszen az explantatum
jelenti a fajt, fajtat, amelybdl szarmazik. Ugyanigy azt a ndvényi szdvetet, szervet, amelybdl
preparaltuk, s6t hatasat az is befolyasolja, hogy az anyandvény adott szerve milyen kort, vagy

pl. levél-, vagy szarexplantaitum esetén a hajtds mely poziciojardél szarmazo levélbol
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prepardltuk az explantitumot. Tovabba szerepe van az explantitum organogenikus
képességében annak is, hogy milyen méretii explantatumot preparaltunk, illetve milyen volt a

preparalas modja.

2.3.1. Az explantatum eredete

2.3.1.1. Genotipus

Az alma hajtasfejlédése in vitro koriillmények kozott nagyfoku genotipus-fiiggdséget
mutat mind az axillaris hajtasfejlodés (Lane és Looney 1982; Lane és McDougald, 1982;
Fasolo és Predieri, 1990; Yepes és Aldwinckle, 1994a; Karhu, 1995; Dobranszki és mits.,
2000b,c; Kovalchuk és mts., 2009; Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010), mind a jarulékos
hajtasregeneralddas soran (Welander, 1988; Fasolo és mts., 1989; Korban és mts., 1992;
Standardi és Houshmand 1992; Sarwar és Skirvin 1997; Yepes és Aldwinckle 1994b; Kamboj
és mts., 1999; Dobranszki és mts., 2002; Magyar-Tabori ¢s mts., 2010) (1. tablazat). A
rendelkezésiinkre 4116 irodalmi adatok alapjan ezért egyes fajtakat konnyen, mig mas fajtakat

nehezen regeneralodo fajtaknak tekintiink (Magyar-Tabori és mts., 2010).
2.3.1.2. Az explantatumot szolgaltato szerv

Az 1. tablazatban Osszefoglaltam az alma jarulékos hajtasregeneracios kisérletekben
hasznalt explantatumokat, eredetiik szerint. Noha az irodalmi adatokat Osszevetve
megallapithatd, hogy a legtobb fajtanal a levélexplantaitumokbol lehetett a legnagyobb
hatékonysaggal jarulékos hajtasregeneraciot indukdlni., tobb kisérlet is tortént mas
explantatum tipusok alkalmazasara. Néhany szerzé (Belaizi €s mts., 1991; Liu és mts., 1998;
Bommineni és mts., 2001; 1. tablazat) sikeresen indukalta a jarulékos hajtasregeneraciot
internodialis szardarabokon. A szarexplantatumok regeneracids kapacitasa azonban sokkal
kisebb volt, mint a levélexplantitumok hasznalataval elérhetd regeneracios kapacitas.
Welander (1988) Osszehasonlitva a szar-, és levélexplantaitumok regenerdcios képességét,
megallapitotta, hogy mig a levélexplantatumokon fajtatol fiiggéen 6,4-16,3 db hajtast lehetett
regeneralni, a szarexplantatumokon a hajtasregeneracio 5% volt "Mclntosh Wijcik’ fajtanal,
’Akerd’, *Mclntosh’,”Gravenstein’ és’M.26° esetén pedig organogenezist egyaltalin nem
lehetett indukalni.

Mikroszaporitott ndovények (Malus prunifolia Borkh. wvar. ringo Asami)
gyokérexplantatumairdl Masuda ¢és mts. (1988) sikeresen indukaltdk jarulékos hajtasok

regeneralodasat.
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1.tablazat. Az alma jarulékos hajtasregeneracioja soran hasznalt explantatumok

Alma fajta/genotipus

Az explantatum és

eredete

Hajtasregeneracios valasz
(HSZ:hajtasszam/explantatum; HR%: regeneralodo
explantatumok szazaléka)

Irodalom

Greenleeves, Tuscan, M.9,

M.25

in vitro hajtasok levelei;

levélkorongok

Greenleeves: HR%: 90%; HSZ: 4-7;
HR%: 60% a Tuscanmal, 8% M.9-nél és 21% M.25-nél, HSZ:1-2

James és mts., 1988

Malling Greensleeves

levélkorongok

HR%: 54%; HSZ: 1,8

Ongjanov, 1988

Spartan, M.9, MM.106

levelekbdl izolalt
protoplasztok

M.9: kalluszok 40%-a regeneralodott, HSZ 1-2;
MM.106: kalluszok 60%-a regeneralodott, HSZ: 8;
Spartan kalluszok 10%-a regeneralddott.

Patat-Ochatt és mts.,
1988

Akerd, MclIntosh, levéldarabok HSZ: 6,4 (Akerd), 8,2 (Mclntosh), 11,4 (McIntosh Wijcik), 7,3 Welander, 1988
Mclntosh Wijcik, (Gravenstein), 16,3 (M.26)

Gravenstein, M.26

Mclintosh, Triple Red levél HSZ: 9,3 (Mclntosh), 6,1 (Triple Red Delicious), 6,3 (Paladino Fasolo és mts., 1989
Delicious, Paladino Spur Spur Mclntosh)

Mclintosh

M.26 levél Tobb, mint 14 hajtas explantatumonlént Predieri és Fasolo,1989
Gala levél, levelekbol HSZ: 14,2 a levélexplantatumon,; 9,8 a kalluszon Dufour, 1990

szarmazo kallusz

Gala, Royal Gala, Jonagold levél HR%: 90,6% (Gala), 92,8% (Royal Gala), 73,3% (Jonagold) Sriskandarajah és mts.,
1990
M.9, M.26, M.27, Golden  levél HSz: 7,0 (M.9), 6,1 (M.26), 4,0 (M.27), 1,7 (Priscilla), 17,7 Theiler-Hedtrich és

Delicious, Priscilla, Florina

(Florina). A Golden Deliciousnél a taptalaj citokinin tartalmatol
fliggben, 5 mg/l BA estében HR%: 33% és HSZ: 3,0; mig 0,2
mg/l TDZ-nél 75% HR% és 2,6 HSZ

Theiler-Hedtrich, 1990
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Golden Delicious noduszok kozotti HSZ: 2,5; HR%: 22,9% Belaizi és mts., 1991
szardarabok

Mclintosh, Royal Gala, levél HR%: 67% és HSZ: 3,5 (McIntosh), 100% (Royal Gala), 50% Korban és mts., 1992

Gala, Dayton, Golden (Gala), 55,5% (Dayton), 28% (Golden Delicious, 19,8% (M.7),

Delicious, M.7, Macspur 24% (Macspur)

M.26 levél HSZ: 6,5 Famiani és mts., 1994

Gloster sziklevél és embrid HSZ: 6,6 Keulemans és de Witte,
tengely az érett embriobol 1994

Jork 9 levéldarabok HSZ: 1,95 Pawlicki és Welander,

1994

Golden Delicious, Liberty, levéldarabok HSZ: 7,3 (Golden Delicious), 5,9 ( Liberty), 7,6 (Mclintosh), 15,6  Yepes és Aldwinckle,

Mclntosh, M.26 (M.26) 1994b

Jork 9 levéldarabok HSZ: 3,4 Caboni és mts., 1996

M.26 levél HSZ: 8,6 Ferradini és mts., 1996

Nezalezhnist, Idared, levél HR%: 67% (Nezalezhnist), 72% (Idared), 80% (Florina) Bartish és Korkhovoi,

Florina 1997

Mclntosh, Macspur, Wijcik  levéldarabok HSZ: 5,9 (Mclintosh), 6,0 ( Macspur), 10,0 ( Wijcik) Sarwar és Skirvin, 1997

Royal Gala

szar internodusz darabok
(etiolalt hajtasbol)

Az 1. (fiatalabb) szar internoédusz 2-, 8-, és 73-szor tobb hajtast
regeneralt, mint a 2., 3. és 4. internodusz; a HR% 93%, 87%, 37%
és 17% voltaz 1., 2., 3., és 4. internéduszon.

Az etiolacio pedig 7-szeresére novelte hajtasszamot az 1.

internodusz hasznalata esetén, HSZ: 68,8

Liu és mts., 1998

Jork 9, Mclntosh, Gala

levéldarabok

HSZ: 4,5 (Jork 9), HR%: 76% (MclIntosh). Gala fajtanal a taptalaj
citokinin tartalmatol fiiggéen, HR% 54% 22 uM BA, és 58% 1,0
UM TDZ esetében

Caboni és Tonelli, 1999

Jork 9, M.26, Gala,
Mclntosh

hajtascsucs

HSZ: 50,0 (Jork 9), 48,3 (M.26), 46,1 (Gala), 44,2 (MclIntosh)

Caboni és mts., 2000b
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Granny Smith, Morspur
Golden, Starkrimson

levéldarabok

HR%: 87% (Granny Smith), 53% (Morspur Golden),100%
(Starkrimson)

Gercheva és mts., 2000

Gala csucsi levél HSZ: 4,1; HR%: 95,3% Montecelli és mts., 2000
Gale Gala szar szeletek in vitro HR%: 36,8%; HSZ: 19,5/szar Bommineni és mts., 2001
hajtasokbol
Jork 9 hajtascsucsok HSZ: 28; HR%: 100% D’ Angeli és mts., 2001
Royal Gala levéldarabok HSZ: 15,1; HR%: 100% Dobréanszki és mts., 2002
Fuji 2001 levél HR%: 100% Qin és mts., 2002
Topred levél HSZ: 10,0; HR%: 98% Yancheva és mts., 2003
M.26 levéldarabok A taptalaj citokinin tartalmatol fiiggden, 18,2 uM BAR-nal HSZ:  Dobranszki és mts., 2004
3,22; HR%: 76,5%, 21,44 uM TOPR-nal HSZ: 3,18; HR%: 54,6%
Bramley levélkorongok HSZ: 1,0 McAdam-O’Connell és
mts., 2004
MM.106 levél HSZ: 10,8 Modgil és mts., 2005b
Gami Almasi in vitro hajtasok levelei HR%: 94% Rustaee és mts., 2007
Hanfu levél HSZ: 19,47 Ou és mts., 2008
P.16, P.22, P.59, M.26 levél HR%: 15.6% (P.16), 22.8% (P.22), 16.4% (P.59), 37,2% (M.26) Orlikowska és mts., 2010

Roviditések: BA: benzil-adenin, BAR: benzil-adenin-ribozid; TOPR: meta-topolin-ribozid, TDZ: thidiazuron
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Caboni és mts. (2000b) Jork 9°, ’M.26°, *Gala és ’Mclntosh’ fajtak hajtascsucsaibol
sikeresen regeneraltak hajtasokat. D’Angeli és mts. (2001) megallapitottak, hogy ’Jork 9’
almafajta vegetativ hajtadscsucsai nagy organogén kapacitast mutattak, tobb hajtast
regeneraltak, mint a szarexplantaitumok. A vegetativ hajtascsiicsok organogén potencialjukat
tobb honapon at megodrizték, mig a levélexplantatumok 90 napon at voltak képesek uj

hajtasok regeneralasara.

2.3.1.3. Az explantatum pozicidja és kora

A levél szaron elfoglalt eredeti pozicidja befolyasolta a levélexplantditumokon a
jarulékos hajtasregeneraciot. A levelek regeneracios kapacitasa a szar csliicsatol a szar alap
fel¢ fokozatosan csokkent, a csucsi 3-4 levélbdl preparalt explantatumokon regeneralodott a
legtobb jarulékos hajtas (Fasolo és mts., 1989).

A levél kora is befolyasolta a jarulékos hajtasregeneraciot. Altalaban elmondhato
(Welander, 1988; Fasolo és mts., 1989; Famiani és mts., 1994), hogy a fiatal, kifejlett levelek
mutattdk a legnagyobb organogén kapacitdst. Az organogenezis szempontjabol az a
legkedvez6bb, amikor a levelekben még nem differencialédott az oszlopos €s szivacsos
parenchima; késébb a levelek organogén potencialja csokken (Dufour, 1990; Welander. 1988;
Welander és Maheshawaran, 1992). Az altalunk végzett szdvettani vizsgalatok késobb
igazoltak, hogy a levelek szoveti differencidlodasat a taptalajhoz adott exogén citokininek is
befolyasoljak (Dobranszki és mts., 2005; Magyar.Téabori és mts., 2010), melyeknek utéhatasa
volt a levelek regeneracios kapacitasara. A juvenilis, illetve kevéssé differencialt szoveti
szerkezetlli levelekrdl prepardlt explantditumokon a regenerdlodott hajtasok szama
szignifikansan nagyobb volt, és csokkent a regeneralddott hajtasok hiperhidratacioja.

James és mts. (1988), valamint James és Dandekar (1991) kisérleteiben a gyokeres in
vitro hajtasokrol szarmazé gyjtott levelek nagyobb hatékonysaggal regeneraldodtak, mint a
nem gyokeres hajtasokrdl szarmazo levelek. Bulley és James (2004) megallapitottak, hogy a
gyokeres hajtasokrol szadrmazd levelek szovetei egységesebbek voltak, és a kisérletek
ismételhetdsége is jobb volt.

A levélexplantaitumok regeneracios képességét az is befolyasolta, hogy ab-, vagy
adaxialis pozicioban helyezték a taptalajra; tobb hajtas regeneralodik, ha az explantatumokat
az abaxidlis felszinnel felfelé helyezziik a taptalajra (Welander,1988; Gamage és Nakanishi,

2000; Dobranszki és mts., 2002, 2005, 2006).
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2.3.2. Az explantatum mérete és a preparalas médja

Az explantatumot szolgaltatd levelek eredeti mérete hatassal volt a beldliik preparalt
explantatumok regeneracios képességére. Az optimalis levélméret azonban genotipus-fiiggd
volt. Swartz és mts. (1990) kisérleteiben ’Gala’ fajtandl a 0,7-1,0 cm, Welander ¢s
Maheshawaran (1992) kisérleteiben "M.9’ alanynal a 3 cm, ’Ottawa’ fajtanal a 0,5-0,7 cm,
mig Yepes és Aldwinckle (1994b) kisérleteiben M.26° alanynal és *MclIntosh’ fajtanal az
1,0-1,5 cm volt az optimalis levélméret. Sarwar és Skirvin (1997) vizsgalataiban a *Wijcik’
fajta jobban regeneralodott, ha az explantatumok nagyobb (15-18 mm szélességii) levélbol
szarmaztak, mig a ’Mclntosh’ és Macsur’ fajtaknal a kisebb levélméret (5-8 mm) volt a
kedvezdbb.

A levelek regeneracidos kapacitdsa — a levél fejlettségének megfeleléen — a
levélcsucstol a levél alapi része felé n6, és tobb hajtas regeneralodik a levéllemez alapi és a
kozEépso részén, mint a levélesucsi részen (Welander, 1988; Dufour, 1990; Sriskandarajah és
mts., 1990; Yepes és Aldwinckle 1994b; Caboni és mts., 1996). Sarwar és Skirvin (1997)
kisérleteiben a levéllemez kozépsé részébdl prepardlt explantditumok regenerdlodtak a
legnagyobb mértékben, ¢és a regeneralodott jarulékos hajtasok szdma is ezeken az
explantatumokon volt a legnagyobb. Tobb hajtas regeneralddott a vagasi élek mentén, mint a
levél feliiletén "MclIntosh’ fajta 3 valtozatanak tanulméanyozéasa soran. A szerzok feltételezték,
hogy ez Osszefiiggésben lehet azzal, hogy a levéllemez kozépsd részEébdl preparalt
explantatumoknak két vagasi feliiletiik volt (a csucsi és alapi rész esetén csak egy-egy), s ez
eldsegitette a regeneracids taptalajbol a tdpanyagok €s ndvényi novekedésszabalyoz6 anyagok
felvételét.

A regenerdlod6 hajtasok eredete nemcsak a fajtol, de attdl is fiigg, hogy mely
szervbol, szovetbdl preparaltuk az explantatumot. Dufour (1990) vizsgalataiban a ’Gala’
almafajta levélexplantatumaiban a regeneracid 5. napjatol a dedifferencialodott parenchima
sejtekbdl kiinduld regeneraciot figyelt meg. Pawlicki és Welander (1994) ’Jork 9’ fajtat
tanulmanyozva mind a mezofillum, mind az epidermalis sejtekbdl kiindul6 regeneraciot irt le.
Yancheva ¢és mts. (2003) a regeneransok két tipusat kiilonitette el. A koran (az elsé 14 nap
folyaméan) regeneralddd hajtdsok az explantatum feliiletérdl, az epidermalis és
szubepidermalis sejtréteg sejtjeibdl, a késébb regeneralddd hajtasok azonban a belsd

sejtrétegbdl szarmaztak.
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2.3.2.1. Konvencionalis explantatumok

Az explantditum preparalasanak modja hatadssal van az explantaitumbol kiinduld
hajtasregeneracié hatékonysagara. Konvenciondlisan a levelekbdl vagy levélkorongokat
(James és mts., 1988; Ongjanov, 1988; McAdam-O’Connell ¢és mts., 2004) vagtak ki, vagy
kiilonboz6 levéldarabokat. A levéldarabokat, vagy levélcsikokat a levéllemezek longitudinalis
(hossziranyti, a levéltengellyel parhozamos), vagy transzverzalis (keresztiranyu, a
levéltengelyre merdleges) feldarabolasaval (James és mts., 1988; Welander, 1988; Dufour,
1990; Sriskandarajah és mts., 1990; Yepes és Aldwinckle 1994b; Caboni és mts., 1996;
Sarwar és Skirvin, 1997) nyerték.

James ¢és mts. (1998) Osszehasonlitottdk a 7 mm atmérdjii levélkorongok és a
longitudinalis, illetve transzverzalis véagassal 1étrehozott kiillonbozd szélességli levélcsikok
regeneracidos kapacitasat. A levélcsikok szélességét pontosan nem adtdk meg
kozleményilikben. A kiilonbozo szélességi levélesikokat a levéllemez longitudinalis, illetve
transzverzalis vagéasaval alakitottdk ki; longitudindlis vagassal 3 levélcsikot, transzverzalis
vagassal 3, és 5 levélcsikot egy-egy levéllemezbdl. A levélcsikok regenerdcios kapacitdsa
nagyobb volt, mint a levélkorongoké; a regeneracids szazalékot a csikokra vagassal 52,1%-r6l
89,2%-ra tudtak novelni, a regeneralddo hajtasok szamat pedig megduplaztdk (a hajtasszam
2,68-r0l 5,36-ra nott).

Sok esetben jellemzd volt, hogy felhasznaltdk a transzverzalisan elvagott levelek
cstcsi, kozéps6 és alapi részét is (Welander, 1988; Dufour, 1990; Sriskandarajah és mts.,
1990; Yepes és Aldwinckle 1994b; Caboni és mts., 1996; Sarwar és Skirvin, 1997).

Korabbi regeneracios kisérleteinkben az tapasztaltuk — Skirvin és Srawar (1997)
megfigyeléseivel 0Osszhangban —, hogy a levéllemez kozépsd részébdl preparalt
explantatumok regeneralodtak a legnagyobb mértékben. Ezért a regeneracios kisérleteinkben
(Dobranszki és mts., 2002, 2005, Magyar-Téabori és mts., 2010) a levelek cstcsi és alapi
részét levagtuk, ezt regenerdciora nem hasznéltuk fel. A levéllemez kozépsd részébodl
transzverzalis iranyl vagast kdvetden két levélexplantdtumot nyertiink.

A konvencionalis levélexplantatumok mérete altalaban 1-8 mm kozotti, bar az esetek
tobbségében csak becslésekkel élhetiink, mivel a kozlemények dontd tobbségében az
explantaitumok pontos méretét nem adjak meg. Mivel mind az eredeti levél, mind a beldle
késziilt explantatum mérete hatdssal van a regeneraciora, ezért a pontos explantdtum méretek

ismerete nélkiil a regenerdcios eredmények korrekt 6sszehasonlitasa sem lehetséges.
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2.3.2.2. TCL explantatumok

A TCL rovidités az angol ,.thin cell layer” kifejezésbol ered, s olyan ,,vékony”
explantatumot jeldl, melyet valamely differencidloédott szovetbol, vagy szervbol izolaltak és
egy, vagy csak néhany sejtrétegbdl all (Tran Thanh Van, 1973). Két tipusat kiilonitjiik el attol
fiiggden, hogyan preparaltuk a TCL explantdtumot az eredeti szovetbdl, vagy szervbdl. Ha a
preparalas hossziranyban tortént, longitudinalis TCL-r6l (roviditve: ITCL), ha keresztiranyban
tortént a preparalas, akkor transzverzalis TCL-r6l (roviditve: tTCL) beszélink. Az ITCL
explantditum tartalmazhat egyféle sejttipust, pl. epidermiszsejtek egy rétegébdl all
(monolayer), vagy lehet 3-6 rétegli, pl. kortikalis sejtek 3-6 rétegét tartalmazd. A tTCL
explantditum mindig tobbféle sejttipust tartalmaz. A TCL explantitum szélessége (vagy
vastagsaga) ennek megfeleléen 0,2-0,5 mm-t6l 1-2 mm-ig terjedhet.

Az Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., az oroszlanszaj (Anthirrhinum majus L.), a
krizantém (Dendranthema grandiflora), a Lilium longiflorum Thunb. és a dohany (Nicotiana
tabacum L.) klasszikus modell névények voltak a TCL explantatumokkal végzett
kutatasokban.

Az utdbbi évtizedekben a TCL explantdtumokat szamos ndvényfaj esetén alkalmaztak
sikeresen in vitro mikroszaporitasra (Malabadi és Teixeira da Silva, 2011; Teixeira da Silva és
Dobranszki, 2013a), és géntranszformaciora (Teixeira da Silva és Tanaka, 2010, 2011,
Teixeira da Silva és mts., 2011; Teixeira da Silva 2013; Teixeira da Silva és Dobranszki,
2013a), mesterséges mag eldallitasara (Sharma és mts., 2013), krioprezervaciora, in vitro
szelekciora (Kozgar és Kahn, 2012).

A 2. tdblazat — Teixeira da Silva és Dobranszki (2013a) 6sszefoglalé munkédja alapjan
— rovid attekintést ad azokrdl a novényfajokrol, melyek diszndvényként, vagy mezdgazdasagi
haszonndvénykeént jelentdsek, s amelyeknél az utobbi 20 évben sikeresen alkalmaztdk a TCL
explantatumokat, a mikroszaporitasi és regeneralasi munkékban. A TCL explantatumokat

korabban alma regeneracios kisérletekben nem alkalmaztak.
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2. tablazat. Disz- ¢és haszonnovények, melyeknél sikeresen alkalmaztak TCL
explantatumokat in vitro organogenzis és/vagy embriogenezis indukalasara (Teixeira da Silva

¢s Dobranszki, 2013a alapjan)

Novénycsoport Fajok/hibridek

Orchideak Aranda Deborah
Spathoglottis plicata
Rhynchostylis gigantea
Cymbidium aloifolium (L.) Sw.
Dendrobium nobile Lindl.
Hibrid Doritaenopsis (Doritis x Phalaenopsis) New candy x
D. (Mary Anes x Ever spring)
Hibrid Cymbidium cv. Twilight Mon ‘Daylight’
Dendrobium candidum Wall ex Lindl.
Cymbidium bicolor
Eria dalzelli
Aerides maculosum
Liparis elliptica
Dendrobium draconis
Dendrobium gratiosissimum
Hibrid Cymbidium cv. Sleeping Nymph
Coelogyne cristata Lindl.
Paphiopedilum Deperle és P. Armeni White
Xenikophyton smeeanum
Renanthera Tom Thumb Qilin’

Egyéb disznovények afrikai ibolya (Saintpaulia ionantha H.Wendl.)
amarantusz (Amaranthus edulis Speg.)
begonia (Begonia rex Putz.)
tarnicsfélék (Gentiana spp.)
muskatli hibridek (Pelargonium x hortorum)
kardviragfélék (Gladiolus spp.)
papagaj virag (Heliconia psittacorum L.f.)
édes nészirom (Iris pallida)
petania (Petunia hybrida)
rozsa (Rosa hybrida)
disznapraforgé (Helianthus annuus L.)
Torenia fournieri Lind.
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tea (Camellia sinensis (L.) Kuntze)
golgotagyiimolcs (Passiflora edulis Sims.)
Citrus sp.

Gloxinia (Sinningia speciosa Baill.)
gerbera (Gerbera jamesonii Hooker f.)

Szant6foldi ndvények és

z06ldségek

kozonséges bab (Phaseolus vulgaris L.)

tehénborso [Vigna unguiculata (L.) Walp]

fehérviragu csillagfiirt (Lupinus albus L.)

gyongycsillagfiirt (Lupinus mutabilis Sweet.)

Lycopersicon fajok: L. cheesmanii, L. chilense, L.
chmielewskii, L. hirsutum, L. parviflorum, L. peruvianum, L.
pimpinellifolium

paradicsom (Lycopersicon esculentum L.)

repce (Brassica napus L.)

rizs (Oryza sativa L.)

szezam (Sesamum indicum L.)

cirok [Sorghum bicolour (L.) Moench]

spendt (Spinacia oleracea L.)

cukornad (Saccharum spp. interspecifikus hibridek)

Gybgynovények

Ceropegia fajok

Ceyloni spendét [Talinum triangulare (Jacq.) Willd. ]
hamis szazszorszép (Eclipta alba L.)

ginzeng (Panax sp.)

Acmella oleracea L.

kozonséges orbancfii (Hypericum perforatum L.)

Fasszaru novények

citrom [Citrus limon (L.) Burm. ]

¢des narancs [Citrus sinensis (L.) Osb.]

Pinus fajok: P. kesiya, P. roxburghii, P. wallichiana, P.
sylvestris, P. pinea, P. patula and P. pinaster

afrikai olajpalma (Elaeis guineensis Jacq.)

barackpalma (Bactris gasipaes Kunth)

Ponicirus trifoliata L. Raf.
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A TCL explantaitumok elénye a konvencionalis, ,,vastagabb” explantditumokkal

szemben az organogenezis (és embriogenezis) szempontjabol altalanosan az alabbiakban

foglalhato 6ssze (Tran Thanh Van, 2003 nyoman):

a) Az organogenezist befolyasoldo endogén anyagok mennyisége, s igy hatasuk is

lecsokken TCL explantatumok hasznédlata esetén a hagyoményos ,,vastagabb”

explantatumokhoz viszonyitva.

b) A taptalaj komponensek, azaz a tapanyagok és novekedésszabalyozo anyagok

transzportja egyszerlibb, a célsejtek/organogén valaszra képes sejtek nagyobb
hanyadat éri el, mint ,vastagabb” explantitumok esetén, ahol csak a vagasi

feliilettdl szdmitott néhany sejtrétegig hatolnak be a taptalajkomponensek.

c) A TCL explantatumokban a célsejtek és a preparalas soran sebzett sejtek szoros

d A

kapcsolatban éllnak egymassal. A sebzés az explantatum preparaldsa soran
hozzéjarul a kalluszosodashoz és a differencialédas megindulasdhoz. A sebzés egy
stressz-valaszt indukal, és a sebzés soran felszabaduld sejtfalkomponenseknek,

oligoszacharidoknak szerepe van a differencialodasban.

morfogenezis szdmos novényfaj esetén hamarabb bekovetkezik, mint
konvencionalis explantatumok hasznalata esetében, és a morfogenezis
(organogenezis, vagy embriogenezis) gyakorisaga is joval nagyobb. Az organogén
valaszt ado sejtek ardnya az explantatum 0ssz-sejtszamahoz viszonyitva nagyobb,

mint konvencionalis explantatumokban.

e) A TCL explantatumok ,,vékonysaga” miatt a morfogenezis, az organogenezis

célsejtjeinek és differencialodasuknak a megfigyelése sokkal kdnnyebb, és a
ndvényanyag megsemmisitése nélkiil véghezvihetd, markerekkel valé megjeldlése

lehetséges.
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2.4. A HAJTASFEJLODEST SZABALYOZO ABIOTIKUS FAKTOROK

Az axillaris hajtasok sokszorozodasat és novekedését, valamint a jarulékos hajtasok
modositasaval szabalyozhatjuk.

A taptalajkomponenseket tekintve meghatarozd szerepe van a taptalaj s6-, vitamin-,
szénhidrat és novekedésszabalyozd anyag Osszetételének. A leggyakrabban hasznalt taptalaj
Murashige-Skoog (MS) (Murashige és Skoog, 1962) sokat — makro-, és mikroelemeket —
tartalmazott, de mas taptalajok sikeres alkalmazasardl is beszamoltak. Van Nieuwkerk és mts.
(1986) sikeresen alkalmaztak a Linsmayer-Skoog (Linsmayer és Skoog, 1965) taptalajt,
Muleo és Morini (2006, 2008) a DKW (Driver és Kuniyuki, 1984) taptalajt. Ciccoti és mts.
(2008, 2009) kisérleteiben a QL (Quorin és Lepoivre, 1977) taptalaj két genotipus (’D2212°,
"H0801°), a DKW téptalaj egy genotipus (’4608”) hajtassokszorozodasat ndvelte az MS
taptalajhoz viszonyitva. A jarulékos hajtasregeneracios taptalajban tobb szerz6 alkalmazta az
N6 (Chu ¢és mts., 1975) s6osszetételt (Fasolo és mts., 1989; Swartz és mts., 1990; Yepes ¢€s
Aldwinckle, 1994b), vagy az N6 makroelemek soit kombinalva LS mikroelemek soéival (Liu
¢és mts., 1998).

A taptalaj vitamin komponensei tobbfélék voltak. Az MS vitaminok mellett szdmos
mas vitamin-osszetételt alkalmaztak sikerrel; a leggyakrabban Staba (1969) (Sriskandarajah
¢s mts. 1990), LS (Dufour, 1990; Baraldi és mts., 1991) és — fOleg a jarulékos
hajtasregeneracidé soran — B5 (Gamborg €s mts., 1968) (Bommineni és mts., 2001; Liu és
mts., 2009; Nabeela és mts., 2009), vagy WPM (Lloyd és McCown, 1981) vitaminokat
(Orlikowska és mts., 2010).

A szénhidratok a taptalajban energiaforrasok, ozmotikus regulatorok és szénforrasok
1s. A génexpresszid szabalyozasaval a novekedési és fejlodési folyamatokat befolyasoljak
(Borges de Paiva Neto és Campos Otoni, 2003; Gibson, 2004; Zhou és mts., 2006; Thorpe és
mts., 2008). A leggyakrabban a szacharézt hasznaltak 3% koncentracioban alma axillarils,
vagy jarulékos hajtastenyészeteiben. Alma esetén azonban ismert, hogy a specialis szénhidrat
metabolizmusa miatt a fotoszintézis f6 produktumai a szachar6z ¢és a szorbitol, s a
szénhidratok noévényen beliili szallitaisa 60%-ban szorbitol utjan torténik (Loescher és
Everard, 1996; Noiraud és mts., 2001). Igy nem meglepd, hogy tobb kutato is sikeresen
novelte a hajtassokszorozodast szorbitol taptalajban vald hasznalataval (Pua és Chong, 1984,
1985; Welander, 1989; Karhu, 1995, 1997; Sotiropoulos és mts., 2006; Bahmani és mits.,
2009).
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A hajtasok indukcioja, fejlodése és ndvekedése szabalyozasa szempontjabol a taptalaj
legfontosabb komponensei a novekedésszabalyoz6 anyagok. A hajtasfejlodéshez a taptalaj
citokinin talstlya sziikséges, de fontos komponensei a téptalajnak az auxinok és a
gibberellinsav. A hajtasfejlodés €s regeneracid szempontjabol a citokinek €és auxinok aranya
dont6 fontossagu (Yepes és Aldwinckle, 1994a,b; Ward és Leyser, 2004; Van Staden és mits.,
2008; Dobranszki ¢és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tébori ¢és mts., 2010). A
novekedésszabalyoz6 anyagok, elsdsorban a citokinin szerepét kiilon alfejezetben (2.4.1.
alfejezet) targyalom részletesen.

A fejlodési és novekedési folyamatokat a taptalajhoz adott egyéb organikus ¢€s
anorganikus anyagok is modosithatjak. Alma hajtastenyészetekben sikeresen alkalmaztak a
kalium humatot (Baraldi és mts., 1991), a morfolino-etan-szulfonsavat (Nabeela ¢és mits.,
2009), a natrium nitroprusszidot (Han és mts., 2009), €s a triakontanolt (Tantos és mts., 2001)
a hajtasok szaménak ndvelésére és a hajtasok hosszanti ndvekedésének serkentésére.

Szilardit6 anyagként a leggyakrabban agar-agart, a hajtasregeneracios taptalajban
pedig phytagelt alkalmaznak (Dobranszki ¢és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tabori és mts.,
2010). Kiilonb6z6 galaktomannanok, xilogliikanok, guar gumi, vagy phytagel egyediili, vagy
kombindlt hasznalataval egyes esetekben a hajtdsok szaporodasat fokozni, és mindségét
javitani lehetett (Bommineni és mts., 2001; Lima-Nishimura és mts., 2002; Babbar és mts.,
2005; Lucyszyn és mts., 2005; Dobranszki és mts., 2011).

A tenyésztés fizikai faktorainak szintén fontos szerepe van a fejlédési folyamatok
szabalyozasaban. A fény, azaz a megvilagitads periddusa, intenzitasa és hulldmhossza, vagy
éppen a hianya (Id. sotét kezelések) befolyasolja a morfogenezist (Noiton és mts., 1992;
Marin et al., 1993; Schaefer és mts., 2002; Zanandrea és mts., 2006; Muleo és Morini, 2006,
2008;). Altaldban a hajtassokszorozas soran folyamatos, vagy 16 oras fotoperiodust
alkalmaztak, a megvilagitas eréssége 38-105 pmol m? s™ PPF (fotoszintetikus fotonfluxus) és
az alkalmazott fény hullamhossza 400-700 nm tartomanyban volt (Dobranszki és Teixeira da
Silva, 2010). A jarulékos hajtasregeneracié kezdeti szakaszdban a regeneralddd hajtadsok
szamat és a regeneracids szdzalékot novelte, ha kezdetben 2-3 hetes sotét kezelést
alkalmaztak, majd a fényintenzitast fokozatosan emelték (Fasolo és mts., 1989; Predieri és
Fasolo, 1989; Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990; Famiani és mts., 1994).

A tenyésztés soran alkalmazott homérseklet hatasat kevésbé tanulmanyoztak. A
legtobb esetben 22-26 °C kozott végezték a tenyésztést (Jones és mts., 1977; Snir és Erez,
1980; Werner és Boe, 1980; Zimmerman ¢és Fordham, 1985; Van Nieuwkerk és mts., 1986;
Webster és Jones, 1989; Noiton és mts., 1992; Marin és mts., 1993; Yepes és Aldwinckle,
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1994a,b; Wang és mts., 1994; Karhu, 1995, 1997; De Klerk és mts., 1997; Grant és Hammatt,
1999; Modgil és mts., 1999; Dobranszki és mts., 2000 a, b, ¢; Litwinczuk, 2000; Bommineni
¢és mts., 2001; Magyar-Tabori és mts., 2001 a, 2002; Mouhtaridou és mts., 2004; Lucyszyn és
mts., 2005; Liu és mts., 2009), vagy a fotoperiodushoz igazitva ciklikus 28/22, vagy 24/22 °C
hémérsékleti koriilményeket biztositottak a tenyésztés soran (Lane és Looney, 1982; Lane és
McDougald, 1982; Welander, 1985).

Egyéb fizikai tényezOk, mint a relativ nedvességtartalom a tenyészedényekben, illetve
a petri csészékben, az edények gazfazisdban az etilén és a CO; koncentracidja, szintén
befolyasolja a hajtdsok novekedését és fejlodését. Predieri és mts. (1991) a CO, koncentracid
(200 ml CO; / nap injektalasa a tenyészetekhez) emelésének stimulalé hatasat mutattak Ki
’Gala’ fajta hajtassokszorozddasaban a taptalaj csokkentett szachar6z tartalma (1%) és 30 uM
s m? értékrdl 70 pM s m?-ra megndvelt megvilagitasa mellett. Li és mts. (2001) kimutattak,
hogy a CO, koncentracié ndvelése (1000 pmol mol™-ra) a hajtasok tomegét, és a hajtasokon

fejlodo levelek szaméanak novekedését valtotta ki.

2.4.1. Citokininek — a hajtasfejlodés kulcshormonjai

A citokininek novényi hormonok, illetve novekedésszabalyoz6 anyagok (Werner ¢€s
mts., 2001; Howell és mts., 2003; Schmiilling, 2004; Ferreira és Kieber, 2005; Sakakibara,
2006; Rijavec és Dermastia, 2010), s mint ilyenek a novényekben kémiai messengerként
miikodve a novekedési és fejlodési folyamatok szabalyozasaban vesznek részt. A citokinint,
mint jelet a membranok hisztidin kinazai (hibrid tipusti szenzor kinaz) érzékelik, s a jel
atvitele a novényekben egy tobblépéses foszforatviteli mechanizmussal torténik (1. szamu
melléklet) (Schmiilling, 2004; Ferreira és Kieber, 2005; Hwang és Sakikabara, 2006; Rijavec
¢és Dermastia, 2010). Az elséként felfedezett citokinin a kinetin volt (Miller és mts., 1955a,
1955D).

A citokininek az in vitro hajtasfejlodés kulcshormonjai, a taptalajhoz adott
citokininekkel in vitro korilmények kozott a sejtosztodas, a hajtasindukcid, a hajtasok
differencidloddsa és  nOvekedése  szabalyozhatdo.  Pontosabban  fogalmazva a
szOvettenyészetben kivaltott fejlodési és novekedési valaszok a citokininek egyéb hormonok
¢s novekedésszabalyozd anyagok, féleg auxinok, egyensulyatdl fiiggenek. Az egyensulyt
nemcsak a taptalajhoz adott novekedésszabalyozé anyagok mennyisége befolyasolja, hanem a
tenyésztett ndvényi rész endogén hormon tartalma is. A citokininek altal kivaltott fobb

hatasok szovettenyészetben a kovetkezdek (Van Staden €s mts., 2008 alapjan):
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e sejtosztodds serkentése (a citokininek sziikségesek a mitozisban részvevo
proteinkomponensek szintéziséhez

e jarulékos hajtasriigyek és hajtasok indukcidja és névekedése

e in vitro hajtasok morfologiaja és fizioldgiai allapota (hajtasok mindsége)

e serkenti az axillaris hajtasok novekedését, és szaporodasat (apikalis dominancia
csokkentd hatasa révén)

e gyokeresedés gatlasa; nagy citokinin szint gatolja, vagy késlelteti mind a gyokerek
indukciojat, mind a novekedését

e szomatikus embriogenezis; nagy citokinin szint gatolja az embriogenezis folyamatat

Az eltérd szerkezetli citokininek metabolizmusa, szovettenyészetben a taptalajbol valo
felvétele, a novényben vald szallitdsa, receptorai, percepcidja és szignal transzdukcids
folyamatai, s ezaltal a szovettenyészetekben a novény, illetve novényi rész novekedésére és
fejlodésére kifejtett hatasai is eltéréek (Mok és mts., 1978; Mok és Mok, 2001; Werbrouck és
mts., 1996; Strnad és mts., 1997; Podwyszynska és mts., 2000; Wojtania and Gabryszewska,
2001; Dobranszki és mts., 2002, 2004, 2005; Schmiilling, 2004; Hwang és Sakakibara, 2006;
Sakikabara, 2006; Aremu ¢s mts., 2012a). Hatasuk fiigg a ndvény fajatdl, genotipusatol, a
szovettenyészetben a tenyésztett szovet, vagy szerv tipusatol és attol is, hogy a ndvény, vagy

novényi rész mely fejlddési allapotaban alkalmazzuk.

2.4.1.1. A citokininek kémiai szerkezete

Kémiai szerkezetét tekintve a citokininek N°-os pozicidban oldallancot hordozé
adenin szarmazékok. Az oldallancuk szerkezete alapjan két nagy csoportra lehet osztani a
természetesen is eléforduld citokinineket: izoprenoid, vagy izoprén oldalldncu és aromads

oldallancu citokininekre (Kakimoto, 2003; Schmiilling, 2004; Sakakibara, 2006) (1. abra).
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Izoprenoid oldallanc

1. abra. A citokininek alapszerkezete és két & csoportja az N° pozicioban 1évé oldallanc

szerkezeti tipusa alapjan (R;) (Dobranszki, 2014)

Az izoprenoid tipust citokinineket tovabb csoportosithatjuk az oldallanc szerkezete
alapjan. Egyik csoportjuk izopentenil tipust, mint az N6-(A-isopentenil) adenin (2iP). Masik
csoportjuk hidroxilalt izopentenil, vagy mas néven zeatin tipusa, és a lancban 1évé kettds
kotés miatt kétféle, cisz vagy transz konfiguracioban fordulhat el§. Ilyen tipust a zeatin,
kémiai nevén N°-(4-hidroxi-3-metilbut-2-enil) adenin (2. abra).

Az aromas oldallanct citokinineknek szintén tobb tipusat kiillonboztetjiik meg az N°®
pozicidban 1évé oldallanc szerkezete alapjan. A természetben el6forduld formai a benzil-
adenin (BA), annak a hidroxilalt analogjai, a topolinok, mint az orto-topolin (6-(2-
hidroxibenzilamino)  purin; orto-TOP, 20HBA) vagy a meta-topolin (6-(3-
hidroxibenzilamino) purin; meta-TOP, 30HBA), illetve ezek metoxi-szarmazékai ( orto-

metoxitopolin és meta-metoxitopolin) (2. abra.).
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2. abra. Az izoprenoid és aromas oldallancu citokininek tipusai az N® pozicioban 1évo

oldallanc kémiai szerkezete alapjan (Dobranszki, 2014)

A kinetin (6-furfuril-aminopurin) szintén az aromas oldallancu citokininek csoportjaba
sorolhatd, novényi szovettenyészetekben hasznalt aktiv citokinin, de nincs bizonyiték

novényekben valod természetes eléforduldsara (Kaminek és mts., 2000; Schmiilling, 2004;

Sakakibara, 2006) (2. abra).
A novényi sejt- €s szovettenyészetekben gyakran hasznalunk fenilurea tipusu

citokinineket is, pl. a thidiazuront (TDZ), vagy a difenil-ureat. Ezek n&vényi

szovettenyészetben nagyon aktivak novekedésszabalyozo anyagok, a morfogenezist

szabalyozzak, de a természetben nem fordulnak el6 (3. abra).
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3. abra. Szintetikus, fenil-urea tipusu citokininek (Dobranszki, 2014)

Alma axillaris és jarulékos hajtasindukciojara a szintetikus TDZ mellett aromas
oldallancu citokinineket hasznalunk, mivel az izoprenoid tipusu citokininek alma esetén
alacsony hatékonysagtiak (Dobranszki és mts., 2006). Ezért a kovetkezd alfejezetekben az

aromas oldallancu citokininek fobb hatasait mutatom be.

2.4.1.2. A citkonininek szerkezete és hatismechanizmusa kozotti osszefiiggések aromas

odallancu citokininek esetében

A citokininek szintjét az intakt ndvényben a bioszintetikus és degradaciés folyamatok
szabalyozzak. A citokininek bioszintézise foként a gyoOkércsticsokban torténik, de a
szallitoszovetekben, a hajtascsicsokban, az éré embridban és egyéb szervekben is kimutattak
a bioszintézisiiket (Kakimoto, 2003; Schmiilling, 2004). Az izoprenoid tipusu citokininek
bioszintetikus €és degradacios folyamatai jol ismertek (Schmiilling, 2004; Sakakibara, 2006;
Hwang ¢és Sakakibara, 2006). Az aromas oldallanct citokininek szerepe a ndvényekben
legalabb olyan jelentds, mint az izoprenoid citokinineké (Strnad, 1996; Strnad és mts., 1997;
Saenz és mts., 2003), azonban a bioszintézisiikkel €s lebontasukkal kapcsolatos informacidink
jelenleg még meglehetésen hianyosak (Van Staden és mts., 2008). Receptoraik, biokémiajuk,
bioldgiai aktivitasuk az izoprenoid citokininekétdl eltérd. A novényben metabolizmusuk soran
interkonverzios ¢és konjugacids folyamatok révén kialakul6 kiilonb6z6 formaiknak is eltérd a
biologiai aktivitasa (Strnad és mits., 1997; Werbrouck és mts., 1996; Schmiilling, 2004;
Hwang és Sakakibara, 2006; Sakikabara, 2006; Aremu és mts., 2012a)

In vitro tenyészetekben a hajtasok indukcidjat, differencialodasat és novekedését a
taptalajhoz adott (exogén) citokininekkel valthatjuk ki (George €s Debergh, 2008; Van Staden
és mts., 2008). Az aromas oldallancu citokininek aktivitasa a kémiai szerkezetiikkel szoros
kapcsolatban all. A szabad bazisok (nukleobdzisok) a biologiailag legaktivabb formaik, s ezek
szintjét a ndvényben a bioszintézis, €s/vagy — szovettenyészetben — a taptalajbol valo felvétel

mellett az aktiv formdnak (nukleobézis) a konjugélt formdakbol vald felszabadulasanak, az
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inaktiv formak képzddésének ¢és a lebontdsi folyamatoknak a mértéke szabalyozza
(Schmiilling, 2004; Hwang és Sakakibara, 2006; Sakikabara, 2006; Aremu és mts., 2012a).

A konjugécio két f6 formajat kiilonithetjiik el. A konjugaci6 érintheti az adenin gyfirt,
¢s az oldallancot. Az adenin gylri részhez altaldban kiilonb6z6 cukrok, cukor-foszfatok, vagy
amindsavak (foként az alanin) kapcsolodhatnak. A konjugacié a gylrii tobb helyén is
bekovetkezhet, a konjugéacio potencidlis helyeit az 1. abran Ry-Rs helyek mutatjak.

Az adenin gyiiri N* pozicidja a citokininek aktiv helye, ezért ennek a helynek a
modositasa az aktivitasuk elvesztésével, vagy csokkenésével jar (Matsubara, 1980) att6l
fliggden, hogy mely szubsztituens kotodik ide (Rz pozicid); a leggyakoribb szubsztituens a
metil-tiol csoport (-SCHy).

Az N® pozicioban (1. 4bra: Rs pozicio) konjugilt citokininek inaktiv formédk, de
konnyen hidrolizalhatok, ezért azokat a citokininek atmeneti tarold formadinak tekinthetjiik
(Schmiilling, 2004). J6 példa erre a triakantin, mely egy N? pozicioban szubsztitualt adenin
szarmaz¢ék, amib6l az autoklavozds hatdsidra felszabadulé aktiv forma ndvényi
szOvettenyészetben nagy aktivitast mutat (Leonard és Henderson, 1975).
fosztat kapcsolodik, akkor a nukleobazisnal kisebb aktivitast ribozidok, vagy ribotidok
alakulnak ki (4. abra). A citokininek a ndvényekben ribozidok form4jaban szallitodnak vagy a
szelektiv transzport rendszerek segitségével, vagy diffuzidval (Sakakibara, 2006). A ribozidok
¢s nukleobazisok kozotti atalakulds reverzibilis folyamat, a ribozidokbdl az aktiv
nukleobazisok konnyen felszabadulnak, tehat a szallitds utan konnyen aktiv forma alakul ki

beléliik. Mivel a ribozidok és a ribotidok N° poziciéban konjugalt szarmazékok, ezért egyéb,

e
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vagy B-D-rib6z-5’-fosztat kapcsolodéasaval kialakulo ribozidok (nukleozidok) €s ribotidok
(nukleotidok) (Dobranszki, 2014)

Ha az adenin gyiiriihéz az N, N”, N° pozicioban (1. abra: R3 R4 Rs poziciok) p-D-
gliikoz (N-glikolizacio), vagy N°® poziciéban alanin kapcsolodik, irreverzibilis vagy
atmenetileg inaktiv formak alakulnak ki (Werbrouck és mts., 1996; Schmiilling, 2004;
Sakakibara, 2006); a folyamatokat a gliikozil-transzferaz és gliikozidaz enzimek katalizaljak
(Sakakibara és mts., 2005). Ha a B-D-gliikoz, vagy az alanin a citokininek N’, vagy N°
irreverzibilis, ezért ezek a vegyiiletek bioldgiailag inaktivak (Schmiilling, 2004). Werbrouck
és mts. (1996) vizsgalataibol azonban kideriilt, hogy a folyamat nem teljesen irreverzibilis, az
aktiv nukleobazis ezekbdl a vegyiiletekbdl lassan felszabadulhat, s ez tehetd feleldssé szamos,
szOvettenyészetben tapasztalt karos mellékhatasért/utohatasért is (1d. késébb, 2.4.1.3. fejezet).

A citokinineknek azonban nemcsak az adenin gylriijében, hanem az oldallancan —
természetes koriilmények kozott eléfordulod, vagy szintetikusan eldallitott — modosult formai

is ismertek, €s szintén eltérd bioldgiai aktivitassal rendelkeznek.
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Az oldallanc O-gliikolizacidja, mely soran B-D-gliikoz kapcsolodik az N°® oldallanc
hidroxil csoportjahoz, 3-O-glitkozid-N°-benzil-adenin (BA30G) kialakulasat eredményezi. p-
D-gliikdz helyett B-D-xiloz is kapcsolodhat ebbe a pozicidba az oldallanchoz, O-xilozidokat
kialakitva. A B- glikkozidazok segitségével az O-gliikozidokbol az aktiv forma konnyen
felszabadul, ezért az O-gliikkozidokat szintén a citokininek tarold formainak tekintjiik
(Schmiillig, 2004; Sakakibara, 2006).

Az oldallanc hidroxilalasaval kialakulé hidroxilalt benzil-adenin szarmazékok, a
topolinok. A topolinok a novényekben természetesen is el6forduld citokininek (Strnad és
mts., 1997, Werbrouck és mts.,, 1996; Schmiilling, 2004; Sakakibara, 2006), melyek
szOvettenyésztésben is nagy biologiai aktivitast mutatnak (Werbrouck és mts., 1996,
Podwyszynska ¢és mts., 2000; Wojtania and Gabryszewska, 2001; Dobranszki és mts., 2002,
2004, 2005; Aremu ¢és mts., 2012a). Elséként az orto helyzetben hidroxilalt benzil-adenin
szarmazékot, a 6-(2-hidroxi-benzilamino) purin N° ribozidjat (20HBAR) izolaltdk nyérfa
levelébol. A hidroxil csoport eléfordulhat orto, meta és para helyzetben is, s ez a vegyiilet
biologiai aktivitasara is hatassal van. Legaktivabb a meta pozicidban hidroxilalt benzil-
adenin, a meta-topolin (meta-TOP, kés6bbiekben a disszertacioban TOP), a legkisebb

aktivitast a para pozicidban hidroxilalt szairmazék (Aremu és mts., 2012a).

2.4.1.3. Citkonininek szerepe az alma axillaris és a jarulékos hajtasfejlédésében

stimuldldsa, mind pedig a jarulékos hajtasregeneracid sikere a taptalajhoz adott
novekedésszabalyozo anyagok (elsdsorban a citokininek és az auxinok) egyensulyatol fiigg, a
fejlodési folyamatok f6 iranyitoja a citokinin (Yepes és Aldwinckle, 1994a,b; Ward és Leyser,
2004; Van Staden és mts., 2008; Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tabori ¢és
mts., 2010). A citokininek ezért mind az axillaris, mind a jarulékos hajtastenyészetek
taptalajanak nélkiilozhetetlen komponensei.

Alma hajtastenyészetek taptalajaban a leggyakrabban benzil-adenint (BA), kinetint
(KIN), vagy foleg a jarulékos hajtasregeneracid indukaldséara thidiazuront (TDZ) hasznaltak,
mivel ezeknek a citokinineknek nagy a stabilitasa és hatékonyan képesek a hajtdsok
1990; Huetteman és Preece, 1993; Barciszewski és mts., 1999; Durkovié és Misalova, 2008;

Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tabori és mts., 2010) (3. és 4. tablazat).
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3. tablazat. A taptalajban alkalmazott citokininek hatasa az axillaris alma hajtdsok sokszorozodasara és novekedésére

Fajta/kléon Citokinin Egyéb novekedésszabalyozo Hajtasok sokszorozédasa Irodalom
anyagok (multiplikacios rata) és hossza *

A taptalaj egyféle citokinint tartalmazott és mds novekedésszabdlyozo anyagot nem tartalmazott

M.27, M.9 10 uM BA - M.27: 7,54, M.9: 3,91 Lane és McDougald,

M.26, Macspur 5 uM BA - M.26: 3,41, Macspur: 4,56 1982

Akerd 4,4 uM BA - 4,9;1,6 cm Welander, 1985

Golden Delicious 1 mg/l BA - 4.8 Baraldi és mts., 1991

A taptalaj kétféle citokinint tartalmazott és mas novekedésszabalyozo anyagot nem tartalmazott

Tydeman’s Early Worchester 2uMBA+75uM - 5-10 Modgil és mts., 1999
KIN

A taptalaj egyféle citokinint tartalmazott és tartalmazott mas novekedésszabdlyozo anyagot is

Gala 0,1 uM TDZ 0,5 uM IBA, 10,6; 2,3 cm Van Nieuwkerk és
1,0 uM TDZ 1,4 uM GA; 10,0; 2,4 mts., 1986
10,0 uM TDZ 8,5;2,8cm
4,4 uM BA 8,0;5,1cm

Granny Smith 0,7 mg/l BA 0,1 mg/l IBA 7,5;2,7¢cm Abdul-Kader és mts.,

Mutsu 1,0 mg/l BA 10,4; 3,6 cm 1992

Spur Golden Delicious 0,5 mg/l BA 7,7;4,9cm

Julyred 0,7 mg/l BA 0,1 mg/l IBA 9-11 Laszloffy és mts.,

1992

Greenleeves 44, vagy 8,8 uM 0,5mg/l IBA 6,8, vagy 6,9; 1,8, vagy 0,98 cm Marin és mts., 1993
BA

Tuscan 8,8 uM BA 9,8; 1,58 cm
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Empire 0,1 mg/l IBA + 6,7;2,0cm Yepes és Aldwinckle,
Freedom 0,5 mg/l GA; 6,6; 2,0cm 1994a
Golden Delicious 9,0; 2,0cm
Jonathan 2,5;2,8cm
Liberty 7,0; 2,3¢cm
Malling 7A 11,6;1,5¢cm
Malling 26 53;1,3cm
Mutsu 8,2;2,1cm
Rome Beauty 1 mg/l BA 6,3; 1,2 cm
Mclntosh 0,1 mg/l IBA 6,6;2,1cm
Summerland Mclntosh 7,8;1,5¢cm
Idared 1,0 mg/l IBA + 5,0; 2,3cm
0,1 mg/l GA;
Malus prunifolia xanthocarpa 6,6; 2,1 cm
Mclntosh 13,3 uM BA 0,5 uM IBA 4,1 Karhu, 1997
MM.26 0,5 mg/l BA 0,1 mg/l IBA + 7,7: 3,19 cm Dobranszki és mts.,
MM.106 0,2 mg/l GA; 6,9; 3,99 cm 2000b
JTE-H 1,0 mg/l BAR 9,5;2,21cm
0,3 mg/l IBA + 9,9: 1,96 cm
0,2 mg/l GA;
Jonagold 1,0 mg/l BAR 0,3mg/l IBA + 6,5 Dobréanszki és mts.,
0,2 mg/l GA; 2000c
MM.106 0,5 mg/l BA 0,1 mg/l IBA 6,76; 2,73 cm Sharma és mts., 2000
+ 1,0 mg/l GA;
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MM.106 0,1, vagy 0,3 mg/l IBA +0,2 7,0 Zaid és mts., 2000

EM7 0,5, vagy 1,0 mg/l mg/l GA; 50

M.26 BA 10,0

JTE-H 3,5 mg/l TOP 0,3 mg/l IBA + 13,3; 1,26 cm Magyar-Tabori és
0,2 mg/l GA; mts., 2001a

Jonagold 5,0 mg/l TOP 0,1 mg/l IBA + 6,9; 2,09 cm Magyar-Tabori és

2,0 mg/l BAR 0,2 mg/l GA; 5,9; 2,19 cm mts., 2002
MM.111 1,0 mg/l BA 0,5 mg/l GA; 50; 1-4 cm Kaushal és mts.,
2005

M.27 4,44 uM BA 1,47 uM IBA + 5,0 Al-Rihani és mts.,
0,58 uM GA; 2005

Malus sieboldii 3,3;2,8cm Ciccoti és mts., 2008,

4551 (Laxton’s Superb x M, 3,7;3,3¢cm 2009

sieboldii) 4,44 uM BA 0,25 uM IBA +

4556 (Laxton’s Superb x M. 0,28 uM GA; 4,6:2,4cm

sieboldii)

D2118 (szabad beporzasu) 3,5;2,2cm

D2212 (Laxton’s Superb x M. 3,3;2,3¢cm

sieboldii szabad beporzasu)

H0801 (4556 x M9) 3,9;2,6cm

H0901 (4556 x M9) 4,9;2,2cm

H0909 (4556 x M9) 4,4;2,7cm

4608 (M. purpurea cv. Eleyi x M. 4,3;2,3cm

sieboldii)
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Gi 477/4 (4608 szabad beporzast) 3,4;1,3¢cm

C14907 (4608 szabad beporzasi) 57:2,0cm

Golden Delicious 48;2,4cm

Sukari 4,44 uM BA 1,47 uM NAA + 6,0 Ali Bacha és mts.,
0,58 uM GA, 2009

Golden Delicious 4,44 uM BA 1,47 uM NAA + 3,5;2,0cm Al-Tiawni és mts.,
0,58 uM GA; 2009

Golden Delicious 2,0 mg/l TDZ 0,2 mg/l NAA 4,0 Nabeela és mts.,

MM.111 4,1 2009

A taptalaj kétféle citokinint tartalmazott és tartalmazott mds novekedésszabdlyozo anyagot is

Jonagold 0,5 mg/l BA + 15 0,3mg/l IBA + 6,3 Dobréanszki és mts.,

Galaxy mg/l KIN 0,2 mg/l GA; 10,9 2000c

Prima 1,0 mg/l BA + 1,0 8,1

Galaxy mg/l KIN 10,4

Husvéti rozmaring 6,2; 4,48 cm Dobranszki és mts.,

2000a

*. amelyik adat az eredeti kozleményben fellelhetd volt.

BA: benzil-adenin, BAR: benzil-adenin-ribozid, GAs: gibberellinsav, IBA: indol-3- vajsav, NAA: naftil-ecetsav; KIN: kinetin, TDZ: thidiazuron, TOP: meta-

topolin
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Mind a BA, mind a TDZ esetében — foként, ha nagy koncentracioban alkalmaztdk a
hajtasok indukcidjara, és a hajtassokszorozodas hatékonysaganak novelésére — karos
mellékhatasukat, és utdhatasukat is kimutatta tobb kutatd is. A leggyakrabban eléforduld
karos mellék-, vagy utohatasok a kovetkezoek voltak:

e morfoldgiai abnormalitdsok a hajtasok fejlodése, és ndvekedése soran, pl. a hajtasok
hiperhidratacioja, rozetta-tipusu hajtasndvekedés, a hajtascsucsok elhalasa, a hajtasok
korai eloregedése (Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990; 6sszefoglalé attekintés:
Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tébori és mts., 2010; Aremu és mts.,
2012a,b),

e karos utohatdsok megjelenése a kovetkezo szaporitasi ciklusban, illetve a jarulékos
hajtasregeneracio soran (Werner és Boe, 1980; Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich,
1990; 6sszefoglalo attekintés: Durkovi¢ és Misalova, 2008; Dobranszki és Teixeira da
Silva, 2010; Magyar-Tabori és mts., 2010),

e karos utohatds a gyokeresedési és akklimatizalasi szakaszokban, a gyoOkeresedés
gatlasa és a tulélési arany csokkenése (Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990;
Webster és Jones, 1991; Schmidt és Waldemaier, 1992; Kiss és mts., 1994, 1997;
Jambor-Benczar és mts., 2001; Magyar-Tabori és mts., 2001b; Zobayed és mts., 2001;
Osszefoglalo attekintés: Durkovi¢ és Misalova, 2008; Dobranszki és Teixeira da Silva,
2010; Magyar-Tabori és mts., 2010; Magyar-Tabori és mts., 2011; Aremu és mts.,
2012a).

A 3. tablazat 0sszefoglald attekintést ad a taptalajban alkalmazott citokinineknek az
axillaris hajtassokszorozodasra ¢és novekedésre kifejtett hatasairol. A 3. tablazatban
feltiintetett adatok alapjan vildgosan lathatd, hogy a kiilonboz6é alma fajtak
hajtassokszorozodasi és novekedési valasza a citokininekre erésen fajtafiiggd, ezért az
optimdlis citokinin tipus ¢€s koncentracid kivalasztasakor az adott fajta igényeit kell
figyelembe venni (Welander, 1985; Yepes és Aldwinckle, 1994a; Karhu, 1995; Dobranszki és
mts., 2000b,c; Magyar-Tabori és mts., 2001a; Magyar-Tabori és mts., 2002; Kovalchuk és
mts., 2009).

A legtobb esetben a BA-t alkalmaztak citokininforrasként, altalaban 0,5-2,0 mg/I
koncentracio tartomanyban (Baraldi és mts., 1991; Marin €s mts., 1993; Yepes €s Aldwinckle,
1994a; Dobranszki és mts., 2000b; Sharma ¢és mts., 2000; Kaushal és mts., 2005). A

hajtasszam ¢és a hajtashossz kozott erds negativ korrelaciot figyelt meg Welander (1985) és
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Marin és mts. (1993), valamint nagy (8,8 és 17,6 uM) BA koncentraciok esetében a hajtasok
nemcsak rovidek voltak, hanem meg is vastagodtak, €s megcsavarodtak.

Yepes és Aldwinckle (1994a) kisérleteikben konstans BA koncentraciot alkalmazva
megallapitottak, hogy a taptalajban 1évo gibbrellinsav (GA3) és indol-3-vajsav (IBA) aranya
szabalyozta a hajtasok hosszat, az IBA koncentracié novelése eldsegitette a hajtasok
megnyuldsat, de csak GAj jelenlétében.

A TDZ 0,1-10 uM koncentracioban stimulalta a hajtassokszorozodast, de ez a hatasa
nem volt jelentésen jobb, mint a 4,4 uM BA hatésa (Van Nieuwkerk és mts., 1986), viszont a
levelek kisebbek voltak, mint BA tartalmu taptalajokon fejlodd hajtasok levelei. A TDZ
tartalmu taptalajon nagy hajtascsokrok fejlédése volt megfigyelhetd, melyekben a hajtasok
egy jelentds része jarulékos hajtas volt.

Tobb esetben probalkoztak BA szarmazékok alkalmazasaval. Benzil-adenin-ribozid
(BAR) ¢és meta-topolin (TOP) alkalmazasaval szamos almafajta ("MM.106°, ’JTE-H’,
’Jonagold’) esetén lehetett javitani a szaporodasi ratat, valamint csokkenteni lehetett a
hajtassokszorozddas és a hajtashossz kozotti negativ korrelacidé mértékét; a BA esetén
tapasztalt 41-52%-r6l 33,5-35,2%-ra (Dobranszki és mts., 2000b; Magyar-Tabori és mts.,
20014, 2002).

BA ¢és KN egyiittes alkalmazdsa a taptalajban tobb fajta ("Tydeman Early
Worchester’, ’Galaxy’, ’Prima’, ’Husvéti rozmaring’) esetén 1s javitotta a
hajtassokszorozodas mértékét, mig mas fajtdknal nem (’Jonagold’), valamint a fejlédd
hajtasok hosszabbak voltak, mint BA egyediili alkalmazasa esetén (Modgil és mts., 1999;
Dobranszki és mts., 2000a,C).

Az alma jarulékos hajtasregeneracios kisérletekben a taptalajban alkalmazott citokinin
kezelésekrdl a 4. tablazat ad attekintést. Az optimalis citokinin kezelés erdsen fajtafiiggd volt
(Fasolo és mts., 1989; Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990; Korban és mts., 1992;
Yepes és Aldwinckle, 1994b; Sarwar és Skirvin, 1997; Caboni és Tonelli, 1999).

A genotipusok nagy részében a BA 22,0 uM koncentracional indukalta
leghatékonyabban a jarulékos hajtasregenraciot. Egyes fajtaknal azonban (‘Toscan’, ‘M9’,
‘M25°, ‘Malling Greensleeves’, ‘Marubakaido’, ‘Hanfu’) az alacsonyabb (10 uM koriili
érték), mig masoknal (‘Florina’, ‘Golden Delicious’, ‘Empire’) a magasabb (30 uM koriili
érték) BA koncentracié bizonyult hatékonynak. Ha a taptalaj TDZ-t tartalmazott, a legtobb
genotipus szamdra az alacsony 5 uM alatti TDZ koncentracio volt a megfeleld, bar egyes
fajtaknal (‘M7’°, ‘Paladino Spur Mclntosh’, ‘Macspur’, ‘Gala’, ‘Strakrimson’) 10 uM feletti

TDZ volt sziikséges a jarulékos hajtasregeneraciora. A ‘Royal Gala’, ‘Dayton’, ‘Granny
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Smith’ and ‘Galaxy’ fajtak jol regeneralddtak széles TDZ tartomanyban, mig a ‘Jork 9’ fajta
sz¢éles BA tartomanyban.

Hanke és mts. (1991) kisérleteiben ‘Alkmene’, ‘Greensleaves’, ‘Idared’ és ‘M9’ fajtak
alkalmas hajtasregeneracid indukaldsara, mivel az explantitumokon csak kalluszosodas
tortént, hajtasfejlodés nem.

A BA ¢és TDZ mellett kiilonbdz6 BA szarmazékokat is hatékonyan lehetett alkalmazni
a jarulékos hajtasok regeneralasara. Dobranszki és mts. (2004) kiilonb6zé BA szarmazékokat
(BAR, TOP, TOPR, KIN, KINR) és izoprenoid [zeatin (ZEA) és N° ribozidja (ZEAR)]
citokininektet tesztelt a ‘Royal Gala’ ¢és az ‘M.26° fajtdk hajtasregeneraciojaban.
Megallapitottak, hogy a KIN, és az izoprenoid citokininek aktivitasa nagyon alacsony volt,
hajtasregeneraci6 indukalasara nem alkalmasak almanal. Az aromés citokininek N° ribozidjai,
a BAR kivételével, 17-23 uM koncentracidoban alkalmazva a hajtasregeneracioban hasonlo,
vagy jobb hatékonysagot mutattak, mint a nem ribozid formak 22-30 uM koncentracid
tartomanyban alkalmazva. Mig a ‘Royal Gala’ fajtanal a 2,27 uM TDZ bizonyult a
leghatékonyabbnak, addig az ‘M.26’ fajtanal a 18,2 uM BAR, vagy a 21,44 uM TOPR.

A jarulékos hajtasregeneraciot szignifikansan befolyasolja annak a téptalajnak a
citokinin tartalma — mind a tipusa, mind az alkalmazott koncentracioja —, melyen a jarulékos
hajtasregeneracid explantatumait szolgaltatd hajtas fejlodott (Swartz €s mts., 1990; Famiani és
mts., 1994; Ferradini és mts., 1996; Sriskandrajah és Goodwin, 1998; Dobranszki és mts.,
2002; Hudak és mts., 2005; Magyar-Tabori és mts., 2010). Ezért tobb kutatd sikeresen
javitotta a hajtasregeneracio hatékonysagat, ha a jarulékos hajtasregeneracio eldtt egy
eldkezelést iktatott be (5. tablazat).

Az elOkezeld taptalaj citokinin tartalma — BA, TOP, KIN 2-9 pM tartoméanyban
vizsgalva — befolydsolta a fejlodé 0 levelek szoveti szerkezetét ¢€s ultrastruktirajat
(Dobréanszki és mts., 2005; Magyar-Téabori és mts., 2010). A levél szoveti szerkezete €s a
levélexplantatumok hajtasregenracios valasza Osszefiiggott. Fajtatol fliggéen a TOP, KIN,
vagy a BA + TOP kombinalt kezelések eredményeként kialakulo fiatal, kevéssé differencialt
szerkezetli levelekrdl nyert explantdtumokon a regeneralddd hajtasok széma szignifikdnsan
nagyobb volt, mint a BA tartalmu taptalajon fejlodott leveleké, ¢és sok esetben a

hiperhidrataciojuk mértéke is csokkent.
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4. tablazat. Attekintés az alma jarulékos hajtasregeneracioja soran alkalmazott citokinin kezelésekrdl

Alma fajta/genotipus Optimalis citokinin Hajtasregeneracios valasz Irodalom

kezelés (citokinin tipusa (HSZ:hajtasszam/explantatum; HR%: regeneralodo

és koncentraciéja) explantatumok szazaléka)

Tuscan, M.9, M.25 2,0 mg/l BA HR%: 60% a Tuscanmal, 8% M.9-nél és 21% M.25-nél, HSZ:1-2  James és mts., 1988

Malling Greensleeves 2,0 mg/l BA HR%: 54%; HSZ: 1,8 Ongjanov, 1988

Akerd, Mclntosh, 22 uM BA HSZ: 6,4 (Akerd), 8,2 (McIntosh), 11,4 (McIntosh Wijcik), 7,3 Welander, 1988

Mclntosh Wijcik, (Gravenstein), 16,3 (M.26)

Gravenstein, M.26

Mclintosh, Triple Red 10 uM BA HSZ: 9,3 (Mclntosh), 6,1 (Triple Red Delicious), 6,3 (Paladino Fasolo és mts., 1989

Delicious, Paladino Spur Spur Mclntosh)

Mclintosh

M.26 4,4 uM BA Toébb, mint 14 hajtas explantatumonlént Predieri és Fasolo,1989

Gala 22 uM BA HSZ: 14,2 a levélexplantatumon,; 9,8 a kalluszon Dufour, 1990

Gala, Royal Gala, Jonagold 3 uM BA HR%: 90,6% (Gala), 92,8% (Royal Gala), 73,3% (Jonagold) Sriskandarajah és mts.,
1990

M.9, M.26, Golden 0,2 uM TDZ HSZ: 7,0 (M.9), 6,1 (M.26), 17,7 (Florina). 75% HR% és 2,6 HSZ  Theiler-Hedtrich és

Delicious, Florina (Golden Delicious) Theiler-Hedtrich, 1990

M.27, Golden Delicious, 0,2 uM TDZ HSZ: 4,0 (M.27), 1,7 (Priscilla). HR%: 33% és HSZ: 3,0 (Golden

Priscilla Delicious)

Golden Delicious 4,4 uM BA HSZ: 2,5; HR%: 22,9% Belaizi és mts., 1991

Mclntosh, Golden 4,0 uM TDZ HR%: 67% és HSZ: 3,5 (MclIntosh), HR%: 28% (Golden Korban és mts., 1992

Delicious Delicious

Royal Gala 5,0-20,0 uM TDZ HR%: 100%

Gala, Dayton, Macspur 15,0 uM TDZ HR%: 50% (Gala), 55,5% (Dayton), 24% (Macspur)

M.7 20 uM TDZ HR%: 19,8%

M.26 22,2 uM BA HSZ: 6,5 Famiani és mts., 1994
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Gloster 8,0 mg/l 2iP HSZ: 6,6 Keulemans és de Witte,
1994

Jork 9 22,0 uM BA HSZ: 1,95 Pawlicki és Welander,
1994

Empire, Golden Delicious 31,1 uM BA HSZ: 6,5 (Empire), 7,3 (Golden Delicious) Yepes és Aldwinckle,

Liberty, Mclntosh, M.26 22,0 uM BA HSZ: 5,9 ( Liberty), 7,6 (Mclntosh), 15,6 (M.26) 1994b

Jork 9 17,6 uM BA HSZ: 3,4 Caboni és mts., 1996

M.26 22,0 uM BA HSZ: 8,6 Ferradini és mts., 1996

Nezalezhnist, Idared,
Florina

5,0 mg/l BA (Florina
esetén 5-10 mg/l)

HR%: 67% (Nezalezhnist), 72% (ldared), 80% (Florina)

Bartish és Korkhovoi,
1997

Mclintosh, Wijcik 3,0 uM TDZ HSZ: 5,9 (Mclntosh), 10,0 ( Wijcik) Sarwar és Skirvin, 1997
Macspur 2,0 uM TDZ HSZ: 6,0
Royal Gala 1,0 uyM TDZ Az 1. (fiatalabb) szar internédusz 2-, 8-, és 73-szor tobb hajtast Liu és mts., 1998

regeneralt, mint a 2., 3. és 4. internodusz; a HR% 93%, 87%, 37%

és 17% voltaz 1., 2., 3., és 4. internéduszon.

Az etiolacio pedig 7-szeresére novelte hajtdsszamot az 1.

internddusz hasznalata esetén, HSZ: 68,8
Jork 9 17,8 uM BA HSZ: 4,5 Caboni és Tonelli, 1999
Mclintosh 22,0 uM BA HR%: 76%
Gala 17,6 uM BA, vagy HR% 54% 22 uM BA, ¢és 58% 1,0 uM TDZ esetében

1,0 uM TDZ

Jork 9, M.26, Gala, 17,8 uM BA HSZ: 50,0 (Jork 9), 48,3 (M.26), 46,1 (Gala), 44,2 (MclIntosh) Caboni és mts., 2000
Mclintosh
Granny Smith, Morspur 7,5 uM TDZ HR%: 87% (Granny Smith), 53% (Morspur Golden),100% Gercheva és mts., 2000
Golden, Starkrimson (Starkrimson)
Gala 22,0 uM BA HSZ: 4,1; HR%: 95,3% Montecelli és mts., 2000
Gale Gala 9,08 uM TDZ HR%: 36,8%; HSZ: 19,5/szar Bommineni és mts., 2001
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Jork 9 17,8 uM BA HSZ: 28; HR%: 100% D’ Angeli és mts., 2001

Royal Gala 0,2 mg/l TDZ HSZ: 15,1; HR%: 100% Dobréanszki és mts., 2002

Fuji 2001 1-2 mg/l TDZ HR%: 100% Qin és mts., 2002

Topred 5,0 mg/l TDZ HSZ: 10,0; HR%: 98% Yancheva és mts., 2003

M.26 18,2 uM BAR, vagy A taptalaj citokinin tartalmatol fiiggden, 18,2 uM BAR-nal HSZ:  Dobranszki és mts., 2004
21,44 uyM TOPR 3,22, HR%: 76,5%, 21,44 uM TOPR-nal HSZ: 3,18; HR%: 54,6%

Bramley 5,0 mg/l BA HSZ: 1,0 McAdam-O’Connell és

mts., 2004

MM.106 8,8 uM BA HSZ: 10,8 Modgil és mts., 2005b

Gami Almasi 7,5 mg/l BA HR%: 94% Rustaee és mts., 2007

Hanfu 1,0 mg/l TDZ HSZ: 19,47 Ou és mts., 2008

P.16, P.22, P.59, M.26

0,5mg/l TDZ az

indukcios taptalajban (2

hét), és 2 mg/l BA a

regeneracios taptalajban

HR%: 15.6% (P.16), 22.8% (P.22), 16.4% (P.59), 37,2% (M.26)

Orlikowska és mts., 2010

Roviditések: BA: benzil-adenin, BAR: benzil-adenin-ribozid; TOPR: meta-topolin-ribozid, TDZ: thidiazuron, 2iP: N°-( A-izopentenil) adenin
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5. tablazat. A jarulékos hajtasregeneracio eldtt alkalmazott elokezeld taptalajok citokinin tartalma

Fajta/genotipus Elékezel6 taptalaj citokinin El6kezelés Hajtasregeneracios valasz Irodalom
tartalma idétartama
Gala 0,05 uM TDZ 3 hét HR%: 75%, HSZ: 7,6 Swartz és mts., 1990
5,0 uM BA HR%: 75%, HSZ: 6,0
M.26 citokininmentes 30 nap HR%: 60% Famiani és mts., 1994
M.26 citokininmentes 30 nap HR%: 60%; HSZ: <8,5 Ferradini és mts., 1996
Royal Gala 0,5 mg/l TOP 3 hét A regeneraciés  taptalaj Dobranszki és mts., 2002
citokinin tartalmatdl fliggden:
8,9 (5,0 mg/l BA),
15,1 (0,2 mg/l TDZ)
Mclintosh 0,5 mg/l BA + 0,5 mg/l TOP 3 hét HSZ: 5,12 Hudak és mts., 2005
Freedom 0,5 mg/l BA + 1,5 mg/l TOP HSZ: 2,45

Husvéti rozmaring 1,5 mg/l KIN, vagy 0,5 mg/l TOP

HSZ: 3,26, ill. 2,95

HSZ.: hajtasszam/explantatum; HR%: regeneralodo explantatumok szazaléka

BA: benzil-adenin, TOP: meta-topolin, TDZ: thidiazuron
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Megallapithato, hogy aromas oldallancti citokininek hasznéalata mind az axillaris
hajtasfejlodés soran a hajtdssokszorozé taptalajban, mind a jarulékos hajtasfejlodés soran a
regeneracios, és/vagy az elékezeld taptalajban elényos lehet. Az irodalmi adatok elsGsorban a
BAR ¢s a TOP elonyeit tamasztjak ala (Werbrouck és mts., 1996; Jambor-Benczur és mts.,
2001; osszefoglalo értékelés: Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010; Magyar-Tabori és mts.,
2010). Ennek oka, hogy a BAR, mely a BA-nak N° pozicioban konjugélt szarmazéka, védve
van az N° gliikolizaciotol, ami a BA kéaros mellék-, illetve utohatasainak egyik 6 okozoja
lehet (Werbrouck és mts., 1996). A hidroxilalt BA szarmazékok, mint pl. a TOP, mas
¢és novelik a szaporodasi ratat (Wojtania és Gabriszewska, 2001; Dobranszki és mts., 2002;
Palavan-Unsal és mts., 2004; Salvi és mts., 2002; Bairu és mts., 2007, 2009a,b; Niedz és
Evens, 2010; Wojtania, 2010; Moyo és mts., 2011; Aremu és mts., 2012a), elésegitik a
hajtasok in vitro gyokeresedését és novelik az akklimatizacid hatékonysagat (Kubalakova és
Strnad, 1992; Werbrouck és mts., 1996; Gomez-Leyva és mts., 2008; Wojtania, 2010;
Magyar-Tabori és mts., 2001b, 2011; Aremu és mts., 2012a,b).

2.5. AZ IN VITRO KORNYEZET HATASA A HAJTASOK FOTOSZINTETIKUS RENDSZERERE

Az in vitro kornyezetben regeneralt és nevelt hajtasokban a specialis tenyésztési
koriilmények — mint egyes taptalajkomponensek, alacsony fényintenzitas, a CO, csokkent
parcidlis nyomdasa a tenyészedényekben, szerves szénforrds jelenléte a taptalajban, magas
paratartalom ¢és etilén szint a tenyészedényekben —, kiilonb6z6 morfologiai és funkcionalis
valtozasokat idéznek el6 (Jambor-Benczur és mts., 2001; Dobranszki és mts., 2005; Hazarika,
2006; Ziv és Chen., 2008; Chandra és mts., 2010).

Ezek a valtozasok a fotoszintetikus rendszert is érintik; in vitro koriillmények kozott az
alacsony fényintenzitas és a CO, csokkent parcidlis nyomasa a tenyészésre hasznalt
edényekben csokkenti, vagy blokkolja a fotoszintetikus rendszer mikodését. A taptalajhoz
adott szénhidratok szerepe vitatott. Egyes esetekben arrdl szamoltak be, hogy a szacharéz
csokkentette a fotoszintézis mértékét kevesebb klorofill képzddott, €s csokkent a ribuloz-1,5-
bifoszfat-karboxilaz (RUBISCO) mennyisége (Pamplin és Chapman, 1975; Hdider és
Desjardins, 1995; Premkumar ¢és mts., 2001), mas esetekben a taptalajban 1év6 szachar6z
novelte a klorofill tartalmat és a fotoszintetikus kapacitast (Hazarika, 2006). Ha tehat a
taptalaj valamilyen szénhidratot, tobbnyire szacharozt, tartalmaz, akkor az in vitro hajtasok

heterotrof, vagy fotomixotrof életmodot folytatnak (Desjardins, 1995).
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A fotoszintetikus rendszer fejlettsége az eléallitott in vitro hajtasok és novények egyik
fontos mindségi kritériuma, hiszen befolyassal van az in vitro szaporitas soran eldallitott
hajtasok és novények gyokeresedésére és akklimatizaciojara (Hazarika, 2006; Ziv és Chen,
2008).

Tobb vizsgalat igazolta, hogy az in vitro névények 6sszklorofill tartalma Gsszevethetd
az ex vitro nevelt novényekben mért klorofill pigment mennyiségével (Desjardin, 1995). A
klorofillok mennyisége az in vitro nevelt novények fejlettségi allapottol is fiiggott; in vitro
kokusz (Cocos nucifera L.) novények klorofill tartalma a 6 hetes tenyésztés soran
folyamatosan névekedett (0.134 mg/g FW-r6l), és a 6. hét végére elérte (0,921 mg/g FW) az
autotrof koriilmények kozott nevelt novényben mért klorofill mennyiséget (1,451 mg/g FW).
A 6 hetes novényekben a klorofill a és klorofill b aranya (3,661) sem tért el az autotrof
koriilmények kozott nevelt novényben megfigyelt aranytol (3,144) (Triques és mts., 1997).

A taptalaj szacharoz tartalma (0, 1,5 és 3,0%) nem befolyasolta Rehmannia glutinosa
in vitro novényeinek klorofill tartalmat, a nettd fotoszintetikus ratat azonban csokkentette
(Cui és mts., 2000); a tenyészedények nagyobb mértékii 1égcseréje azonban novelte a klorofill
tartalmat. Buza (Triticum aestivum L.) zaszlos levél in vitro tenyésztése soran Xie és mits.
(2004) megallapitottak, hogy abszcizinsav tartalmu taptalajon csokkent, mig zeatin tartalmt
taptalajon nétt a zasz16s levelek klorofill tartalma.

Szegfti (Dianthus caryophyllus L.) in vitro tenyészetében a fenil-urea tipusu
citokininek (4-PU-30 és TDZ) novelték a klorofill tartalmat, 10-, illetve 100-szor alacsonyabb
koncentracioban (0,04 uM a TDZ-nél és 0,004 uM a 4-PU-30-nal), mint a BA (0,4 uM). A 4-
PU-30 4,0 uM, a TDZ 0,4 uM koncentracioban alkalmazva a klorofill a és klorofill b aranyat
is novelték, azaltal, hogy a klorofill b mennyiségét csékkentették. 4,0 uM 4-PU-30 novelte,
0,4 uM TDZ azonban csokkentette fotoszintetikus membranok stabilitdsat (Genkov és mts.,
1997).

Premkumar ¢és mts. (2001) vizsgalatai azt mutattak, hogy az avokadd (Persea
americana Mill.), tolgy (Quercus ruber), olajfa (Olea europaea L.) és a szamoca (Fragaria x
ananassa Duch.) in vitro novényeinek leveleiben az dsszklorofill tartalom, a klorofill a és
klorofill b aranya is nagyobb volt, mint az iiveghazban nevelt novények leveleiben. A
RUBISCO nagy alegységének mennyisége az avokado, a tolgy és a szamoca leveleiben
kisebb volt in vitro koriilmények kozott, a RUBISCO kis alegység mennyisége azonban csak
a tolgy és a szamoca esetén volt kisebb in vitro koriilmények kozott, mint az iiveghazi

novényekben.
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Aremu és mts. (2012b) kiilonb6z6 citokinin tartalmua taptalajokon mikroszaporitott
banan klorofill tartalmat vizsgaltadk. A taptalajban BA-t és kiilonbozd topolin szarmazékokat
(meta-topolin, meta-topoli-ribozid, meta-metoxi-topolin, meta-metoxi-topolin-ribozid, 6-
meta-metoxi-9-tetrahidropiranil-topolin) hasznaltak 10, 20, 30 uM Kkoncentracidkban. A
novényeket 16 6ras fotoperiddus €s 45 umol m? s? PPF mellett nevelték 70 napig, a
méréseket 10 naponta végezték. A pigment tartalom a tenyésztés 40. és 50. napjan volt a
legnagyobb. A nagy citokinin koncentraciok csokkentették a klorofill tartalmat, valamint
befolyasolta a klorofill tartalmat az alkalmazott citokinin tipusa is. A klorofill a tartalom 1000
ug/g FW alatt volt, legalacsonyabb értékét 30 uM 6-meta-metoxi-9-tetrahidropiranil-topolin
alkalmazasa esetén lehetett megfigyelni. A klorofill b tartalom 22-550 ug/g FW értékek
kozott valtozott.

A fotoszintézis in vitro mérése soran Xie és mts. (2004) azt tapasztaltak, hogy az
abszcisinsavat vagy zeatint tartalmaz6 taptalajon nevelt buza (Triticum aestivum L.) zaszlos
levelek nettd fotoszintézise kozott az 5. napon nem volt kiillonbség, a tenyésztés 12. napjan
azonban a citokinint tartalmazo taptalajon tenyésztett levelek nettd fotoszintézise nagyobb
volt. Yue és mts. (1992) megallapitottak, hogy a fényintenzitas novelésével in vitro
koriilmények kozott a sparga (Asparagus officinalis L.) névények nettd fotoszintézise is nott,
s meghaladta az akklimatizalt novényekben mért értéket.

A fotoszintetikus rendszer mitkodOképességének vizsgalara alkalmas nem invaziv
modszer a II. fotokémiai rendszer (PSII) klorofill fluoreszcenciajanak mérése. A PSII klorofill
fluoreszcencidja Osszefliggésben van a CO, asszimildcidban bekdvetkezd valtozasokkal
(Baker, 2008). A maximalis, potencidlis és az aktualis, adott fényviszonyok kozott elért
kvantumhatékonysag a PSII nyitott és zart reakcidcentrumaindl a fotoszintetikus apparatus
mikodésének gyors jellemzésére alkalmas (Rohéacek, 2002; Baker, 2008).

A klorofill fluoreszcencia vizsgalatokkal ki lehetett mutatni kiilonbozd
stresszhatasokat tobb novényfaj esetén is (Jeon és mts., 2006; Siler és mts., 2007). Az in vitro
novényekben mért F,/Fy értékek az akklimatizacio kezdeti szakaszaban, az in vitro
koriilményekbdl az ex vitro koriilményekbe valo atmenet okozta stressz miatt, atmenetileg
szignifikansan csokkentek Calathea orbiflora (Yang és Yeh, 2008) és Spathiphyllum (Van
Huylenbroeck és mts., 1998) novényeknél.

In vitro kokusz (Cocos nucifera L.) novények maximalis klorofill fluoreszcenciaja
(FW/Fm) a tenyésztés idejének novelésével nétt, mar 2 hetesen (F./Fy: 0,71-0,72) elérte az
autotrof novényekben mérhetd F./F, értéket (F./Fn: 0,76). A nettd fotoszintézis szintén

novekedett a tenyésztési id6 novelésével, de az in vitro névények nettd fotoszintézise nem
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érte el az autotr6f korilmények kozott nevelt ndvényekét. A kisebb mértékii netto
fotoszintézis oka valosziniileg az volt, hogy az in vitro novényekben kisebb volt a RUBISCO
szintje ¢és kapacitdsa (Triques és mts., 1997).

‘M.9’ alma in vitro hajtasok klorofill fluoreszcencidjanak vizsgalata (Zanandra és
mts., 2006) azt mutatta, hogy a maximalis kvantumhatékonysag (F,/Fn) az in vitro tenyésztés
idejének novelésével nétt; F /Fr, 0,717 volt 55 napos tenyésztést kovetden, és 0,806 90 napos
tenyésztést kovetéen 15 pmol m™ s megvilagitasnal. A szerz6k megallapitottak, hogy az in
vitro alma hajtasok fotoszintetikus rendszere miikod6képes, a besugarzott energia hasznositas
azonban, az alacsony fényintenzitas miatt, alacsony szinten volt.

A hajtastenyészetek taptalajanak egyik nélkiilozhetetlen komponense a citokinin. A
citokininek befolydsoljak a kloroplasztiszok fejlodését, részt vesznek a kloroplasztiszok
fejlodésében résztvevd gének indukdldsdban, a kloroplasztisz proteinek szintézisében,
elosegitik a fotoszintetikus pigmentek szintézisét és a kloroplasztiszok szerkezeti
differencidlodéasat (Schmiilling és mts., 1997; Synkova és mts., 1999; Kubo és Kakimoto,
2000; Cortleven és mts., 2011; Aremu és mts., 2012b). Kubo és Kakimoto (2000) arpa
mutansok vizsgalata soran bizonyitottdk, hogy miikdddképes kloroplasztiszok sziikségesek
ahhoz, hogy a levélsejtek a citokininekre normal valaszt tudjanak adni.

In vitro koriilmények kozott tobb kutatd (Genkov és mts., 1997; Xie és mts, 2004,
Aremu ¢és mts., 2012b) is bizonyitotta, hogy a taptalajhoz adott citokininek tipusa ¢és
alkalmazott koncentracioja az in vitro novényekben a klorofill tartalmat befolyasolta. Nem
vizsgaltak azonban a citokinineknek az in vitro hajtasok fotoszintézisére, illetve a

fotoszintetikus apparatus mitkodoképességére kifejtett hatasat.
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3. CELKITUZES

Az alma in vitro szaporitasaval kapcsolatos kutatasokat mintegy masfél évtizede
kezdtiik el a Debreceni Egyetem Nyiregyhazi Kutatointézetének Biotechnoldgiai
Laboratériumaban. Ezeknek az eredményeként szamos hazai és kiilfoldi alma nemes és alany
fajtara dolgoztunk ki mikroszaporitasi és jarulékos hajtasregenerdlasi modszereket. Jelen
értekezésben azokat a legujabb kisérleti eredményeinket mutatom be, melyek az in vitro
hajtastejlédést mind mennyiségileg, mind mindségileg befolyasoljak, de melyeknek eddig a
nemzetkozi irodalomban is kevés figyelmet szenteltek, vagy melyeket egyaltalan nem
vizsgaltak.

Ezek a vizsgilatok két f6 kérdés koré szervezddtek. Az egyik kérdéskor az
explantatumnak, mint a jarulékos hajtasregeneracié biotikus faktordnak szerepét vizsgalta a
hajtasregeneracio hatékonysagaban ’Royal Gala’ és 'Freedom’ fajtadknal. Munkank soran az

alabbi célokat tiztik ki:

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

2) Megvizsgalni, hogyan befolyasolja a hajtasregeneracios folyamatot a tTCL
explantaitumokon a genotipus, az explantatumot szolgéltatd levél eredeti pozicidja az
in vitro hajtason, a megvilagitas, a regeneracios periodus hossza, és a taptalaj citokinin
tartalma. A vizsgalt tényezok optimalizalasa a tTCL explantatumokra.

3) Ellendrizni a tTCL explantatumokon regeneralodott hajtasok gyokeresedési
képességét.

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

5) Az explantatum mérete és hajtasregeneracios képessége kozotti kapcsolat feltarasa és

modellezése, az Osszefiiggések matematikai leirasa.

Munkénk masik része az axillaris hajtaskultirdban fejlddé hajtasok egyik mindségi
paraméterének, az hajtdsok fotoszintetikus apparatusanak vizsgalatara iranyult. A
kisérletekben a ’Royal Gala’ fajtat hasznaltuk modell fajtaként, és az alabbi célkitlizéseink

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

7) Megvizsgalni, hogy a kiilonb6z6 tipust aromas oldallancu citokininek befolyasoljak-e
az in vitro hajtasok fotoszintetikus apparatusanak mitkdoképességét.

8) Bizonyithat6-e Osszefliggés az in vitro alma hajtasok klorofill tartalma, illetve a

fotoszintetikus rendszer miikod6képessége kozott.

Hossza tdvon munkank célja, hogy feltarjuk azokat a biotikus €s abiotikus faktorokat,
melyek segitségével az in vitro szaporitas, illetve a hajtasregeneralas hatékonysaga fokozhato,
s azok lizemi technologiakba vald beépitésével az in vitro ndvények mikroszaporitasa mind

mennyiségileg, mind mindségileg javithato.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A KiISERLETEKBEN FELHASZNALT NOVENYANYAG

Vizsgalatainkat alma (Malus x domestica Borkh.) nemes fajtdkon végeztik. A
jarulékos (adventiv) hajtasregeneracios kisérletekhez két modell fajtat hasznaltunk a ’Royal
Gala’ és a ’Freedom’ nemes fajtakat; az axillaris in vitro hajtasok fiziologiai allapotanak
vizsgalatat 'Royal Gala’ modell fajtan végeztiik. A kisérletekhez a Debreceni Egyetem
Nyiregyhazi Kutatointézet Biotechnologiai Laboratoriumaban fenntartott in vitro alma

hajtastenyészeteket hasznaltuk (5. abra).

5. abra. 'Royal Gala’ (a, b) és *Freedom’ (c, d) alma fajtak 4 hetes in vitro hajtastenyészete

fenntarté taptalajon.

A hajtastenyészetek in vitro fenntartasa és a kisérletekhez valo felszaporitasa soran
MS (Murashige ¢és Skoog, 1962) taptalajt haszndltunk. A taptalaj az MS makro-,

mikroelemeken és vitaminokon kiviil tartalmazott még 3% szacharozt, taptalajszilarditoként
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0,7 % agar-agart (plant cell culture tested, SIGMA®), valamint 1,0 mg/l BAR, 0,3 mg/l IBA
¢s 0,2 mg/l GA3 ndvekedésszabalyoz6 anyagokat; a taptalaj pH-jat 5,7-re allitottuk be
autokldvozas elott. A tenyészetek fenntartdsdhoz, felszaporitdsdhoz 400 ml-es beféttes
iivegeket (75 mm atmérd, 85 mm magassag) hasznaltunk, amibe 40 ml taptalajt ontottiink. A
tenyésztés nevelOhelyiségben tortént 16 o6ras 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 hajtdsdarabok taptalajra fektetésével végeztik. A
horizontalisan a taptalajra helyezett hajtasdarabokbdl az uj in vitro hajtasok axillaris

hajtastejlodéssel fejlodtek.

4.2. NOVENYANYAG PREPARALASA AZ ALMA IN VITRO JARULEKOS (ADVENTIV) ES AXILLARIS

HAJTASFEJLODESENEK VIZSGALATAHOZ

4.2.1. In vitro axillaris hajtasok elokezelése a jarulékos (adventiv) hajtasregeneralasi

Kisérletek elott

A felszaporitott in vitro hajtastenyészetekbol szarmazo 3 hetes, 5-7 leveles, kb. 35-40
mm hosszsagu in vitro hajtasokat vertikalis pozicioban el6kezeld taptalajra helyeztiik. Az
eldkezeld taptalaj citokinin tartalmat a fajta szdmara korabban optimalizaltuk (Dobranszki és
mts, 2005; Magyar-Téabori és mts., 2010), a taptalajok pontos Osszetételét, ezen beliil a
citokinin tartalmat a 4.3. fejezetben adom meg. Tenyészedényként 400 ml-es befbttes
iivegeket 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.: 4.1. fejezet). Ezt
kovetden végeztik el a 3 hetes, el6kezelt in vitro hajtasok leveleib6l az explantatumok

preparalasat az adventiv hajtasregeneralasi kisérletekhez.

4.2.2. Explantatumok preparaliasa és taptalajra helyezése a jarulékos (adventiv)

hajtasregeneralodas vizsgalatahoz

A kisérletekhez az eldkezelt in vitro axillaris hajtasok fels6 két csucsi, teljesen kifejlett
levelét hasznaltuk, s az 1. és 2. cstcsi leveleket elkiilonitetten kezeltiik, vizsgalva az
levéllemez csucsi és a levélnyél feldli alapi részeit eltavolitottuk. A megmaradt levéllemezbdl

kétféle explantatumot preparaltunk:
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(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 explantatumot tudtunk
késziteni.

(2) tTCL (transverse thin cell layer) explantitum: a megmaradt levéllemezt
transzverzalisan kb. 0,1-0,3 mm széles csikokra, tn, thin cell layer-ekre (TCL) vagtuk.

Egy levéllemezbdl igy 50 db tTCL explantatumot tudtunk késziteni.

A levélexplantaitumokat ezt kovetden regeneracios taptalajra helyeztiikk adaxialis
oldalukkal a taptalaj felé. Konvencionalis explantitum 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 regenerécios taptalajon.

4.2.3. Regeneralodott jarulékos hajtasok elongacioja és gyokeresitése

A regeneralddott jarulékos hajtasokat a regeneraciods periddus végén (7. és 9. hét utan)
levagtuk a levélexplantaitumokrol, majd elongécios taptalajra helyeztiik vertikalis pozicidban,
s ezen a taptalajon neveltiik 4 hétig. Ezt kovetéen a 4 hetes hajtasokat gyokérindukcios
taptalajra helyeztiik vertikalis pozicioban, majd 5 nap utdn gyokérelongacios taptalajra,
amelyen 2 hétig neveltiik a hajtasokat. Ezt kovetden a meggyokeresedett hajtasokat Bolar és

mts. (1998) modszere szerint akklimatizaltuk.

4.2.4. Explantitumok preparilasa és taptalajra helyezése az axillaris (honaljriigyi)

hajtasfejlodés vizsgalatahoz

A kisérletekhez a felszaporitott in vitro hajtastenyészetekb6l szarmazoé 4 hetes
hajtasokat hasznaltuk explantatumként, melyeket vertikalisan helyeztiink a taptalajra. Egy
tenyészedénybe 5 hajtast allitottunk. A taptalaj Osszetétele megegyezett a felszaporitasra
hasznalt taptalaj Osszetételével, kivéve a citokinin forrast. A kisérletekben alkalmazott
citokinineket és mennyiségiiket a 4.3. fejezetben adom meg. A hajtasokat 3 hétig neveltiik

nevelOhelyiségben a 4.4. fejezetben leirtak szerint.
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4.3. A KISERLETEKBEN ALKALMAZOTT TAPTALAJOK, PREPARALO OLDATOK

A Kkisérletekben — ha masként nem jeloltem — Murashige-Skoog (MS) taptalajt
alkalmaztunk, amely MS makro-, és mikroelemeket és vitaminokat tartalmazott (Murashige
és Skoog, 1962). A jarulékos (adventiv) hajtasregeneracio elétt eldkezeld taptalajt, a
regeneraciohoz regeneracids taptalajokat, mig az axillaris hajtasfejodés vizsgalatahoz
kiilonbozé citokonin Osszetételli taptalajokat hasznaltunk. Az Gsszes alkalmazott taptalaj €s

preparalé oldat specialis Osszetevéit az alabbiakban adom meg.

Eldkezeld taptalaj: a jarulékos (adventiv) hajtasfejlodés eldtt az explantatumokat szolgaltatd

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 és 0,2
mg/l GA3; novekedésszabalyozd 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 tartalmu tiptalajon neveltiik (Dobranszki és mts.,
2005; Hudak és mts., 2005)

Regeneracios taptalaj: Az in vitro hajtasok leveleibdl preparalt levéllemez explantatumok

(tovabbiakban: levélexplantatumok) tenyésztésére, az explantatumokon a jarulékos (adventiv)
hajtasregeneralodas indukalasara 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 taptalayj TDZ koncentracidja fiiggott az almafajtatol és az explantatum
tipusatol. Konvencionadlis levélexplantatumoknal és *Royal Gala’ fajta esetén a taptalajban 0,5
mg/l TDZ, *’Freedom’ fajta esetén 5,0 mg/l TDZ volt. Amikor a regeneracios taptalaj citokinin
taptalajban 7-féle TDZ koncentraciot alkalmaztunk: 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; és 25,0 mg/l
TDZ.

Preparalé oldat: A levélexplantaitumok készitésekor alkalmaztuk. A levélexplantatumok

vagasat ebben az oldatban végeztiik, hogy megakadalyozzuk az explantatumok barnuladsat és

elhalasat. Az oldat 0,15 g/l citromsavat, 0,1 g/l aszkorbinsavat tartalmazott.

Elongdacios taptalaj: A regeneralodott jarulékos hajtasokat neveltiik ezen a taptalajon 4 hétig a

gyokeresitést megeldzden, a korabban a laboratoriumunkban végzett kisérletek eredményeire
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alapozva (Magyar-Tabori és mts., 2011). Osszetétele megegyezik a felszaporitasra hasznalt
taptalaj Osszetételével, azaz MS makro-, mikroelemeken és 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.

Gyokindukcios taptalaj: A gyokeresedés indukalasara 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 % szacharozt, 0,7% agar-agart és 2,0 mg/l IBA-t.

Gyokérelongacids taptalaj: A gyokérindukciot kovetden alkalmaztuk az in vitro gyokerek

hosszanti novekedésének serkentésére. Feles toménységben tartalmazta az MS makro-, €s
mikroelemeket, ezen kiviil 50 mg/l myo-inozitot, 3 % szachardzt, 0,7% agar-agart és 2,0 ml/I

Wuxal®-t.

Felszaporit6 taptalaj: Az aromas oldallanct citokininek axillaris hajtasfejodésre kifejtett

hatasanak vizsgalatakor alkalmaztuk; a taptalaj 0sszetétele megegyezett az elokezeld taptalaj
Osszetételével, kivéve a citokininek tipusat és mennyiségét. A 6. tablazatban megadott

citokinin kezeléseket alkalmaztuk a kisérletek soran.

6. tablazat. Az aromas oldallanct citokininek in vitro axillaris hajtasfejodésre kifejtett

hatasanak vizsgalatakor alkalmazott citokininek és koncentracioik.

M 0,5 2,0 6,0 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

Az el6kezelés soran, illetve az axillaris hajtasfejlodési kisérletekben, valamint a
regeneransok in vitro gyokereztetésekor tenyészedényként 400 ml-es befottes iivegeket (75
mm atmérd, 85 mm magassag) hasznaltunk, amibe 40 ml taptalajt ontottiink, az iivegeket

mianyag tetével zartuk le. A jarulékos (adventiv) hajtasregeneracios kisérletekben a
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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 tulnyomason 20 percig tortént. A novekedésszabalyozd anyagokat (citokininek,
auxinok, illetve a GA3) autoklavozas utan adtuk a taptalajhoz steril sziiréssel (Whatman 0,2

pum porusatmérdji celluldéz-acetdt membransziirfvel).

4.4, A LABORATORIUMI NEVELES KORULMENYEI

A kisérletek soran a ndvényanyag nevelésére alapvetden kétféle koriilményt
alkalmaztunk attol fliggden, 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 koriilmények kozott neveltiik: 3 hétig sotétben, 24,5 °C-on termosztatban, majd a
Petri csészéket athelyeztiik a nevel6helyiségbe, ahol a hdmérséklet 22 °C, a fotoperidodus 16
oras volt. A megvilagitds erdsségét 3 héten keresztiil hetente emeltiik: a fényre helyezést
kovetd 1. héten 35 pmol m? st PPF, 2. héten 70 umol m? s PPF, majd a 3. héttdél 105 pmol
m?s™ PPF volt a regeneracio végeéig (7 vagy 9 hét) (D+L kezelés). A dolgozatban bemutatott
egyik kisérletsorozatban (5.1.1. fejezet) a tTCL explantatumok felénél nem alkalmaztunk
sotétkezelést a regeneracio kezdetén. Ezeket az explantdtumokat a regeneracid kezdetétol 35
pumol m? s PPF megvilagitds mellett neveltiik az elsé 4 hétben (L kezelés), azt kdvetden a
megyvilagitasi 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 lesotétitettiik (az tivegeket foliaval korbetekertiik).

Az aromds oldallancu citokininek axillaris hajtasfejodésre kifejtett hatdsanak
vizsgalatakor a hajtasokat 3 hétig neveltiik nevel6helyiségben 22 °C, 16 o6ras fotoperiodus, 57

umol m? st PPF megvilagitas mellett.
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4.5. MORFOLOGIAI PARAMETEREK MERESE
4.5.1. Explantatum morfoldégiai paramétereinek mérése

Az explantatumok preparalast kdvetden steril koriilmények kozott sztereomikroszkdp
segitségével megmértiik a preparalt levéllemez explantitumok méretét a 6. abran bemutatott
modon, valamint a levéllemez vastagsagat is megmértiik. Explantatum tipusonként
(konvenciondlis, vagy tTCL explantatum), illetve az explantatum eredete szerint (1., vagy 2.
csucsi levél) minimum 60 explantatum méretadatait vettilk fel ismétlésenként, a méréseket

legaldbb haromszor megismételtiik.

6. abra. Az explantatumok méretének felvétele (A) konvencionalis, 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 levélexplantdtumra illesztett téglalap oldal
(I, w) méretei alapjan vettiik fel. w: mindig a preparalt explantatum szélessége, azaz
konvencionalis 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 d&bran nem szerepel).

45.2. A hajtasfejlodés ideje alatt, illetve a tenyésztés végén felvett morfolégiai

paraméterek

A jéarulékos hajtasregeneralodas vizsgélata soran a levélexplantaitumokon a hajtasok

crer

Megszamoltuk a regeneraciot mutatd explantatumok szamat, mind a kalluszfejlodést,

mind a hajtasregeneraciot mutatd explantatumok szdmat, és azt szazalékosan adtuk meg a
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preparalt €s taptalajra helyezett explantitumokhoz viszonyitva, igy kaptuk a kalluszosodasi
szazalék (C%), illetve a hajtasregeneralodési szazalék HR%) értékeket.

Megszamoltuk a hajtasregeneraciot mutatd explantatumokon a regenerdlodo 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 explantitumok szdma
alapjan kiszamoltuk az egy levélre es6 atlagos hajtasszamot is, azaz a levél hajtashozamat.

A C%, HR% ¢s HSZ adatokat minden esetben felvettiik a kisérletek végén, a 7. és 9.
héten, illetve a regeneracids periddus hosszanak vizsgalata esetében ezen kiviil a regeneraciod
4., 5. és 6. hete utan is. A regeneracio ideje alatt a méréseket steril koriilmények kozott,
laminaris boxban végeztiik el.

A kisérletekben kezelésenként konvenciondlis explantitumok esetében legalabb 60,
tTCL explantatumok esetében legalabb 120 explantatum adatait értékeltiik (C%, HR%, HSZ),
¢s harom fiiggetlen kisérletet végeztiink.

A regeneralddott hajtasok gyokeresitése soran a gyokeresedett regeneransok szamat az
Osszes regenerans szdmahoz viszonyitottuk, és ezt szadzalékosan kifejezve kaptuk meg a

gyoOkeresedési szazalékot.

4.6. KLOROFILL FLUORESZCENCIA MERESE

Kisérleteinkben vizsgaltuk az aromas oldallancu citokininek hatasat az in vitro
axillaris alma hajtasok leveleinek klorofill fluoreszcencidjara. Minden esetben a 2. cslcsi
kifejlett levél klorofill fluoreszcenciajat mértiik. Minden kezelésbdl harom fiiggetlen hajtas
klorofill fluoreszcencidjat mértik meg, s a méréseket harom fiiggetlen kisérletbdl
megismételtik. A mérésekhez az OS5p Modulated (Opti-Sciences, USA) fluorimétert
hasznaltuk. A fluoriméter szoftverének két modszerét hasznaltuk: az F,/Fy, protokolt, illetve a
Yield (vagy Y(Il)) protokolt.

Az F,/Fy protokol egy Un. sotét-adaptalt teszt, amihez a leveleket a mérés eldtt 30
percig lesotétitettiik. Az F./Fn, teszttel a PSII maximalis potencialis kvantumhatékonysagat
mérjik, amikor — a mérést megel6z6 lesotétitéssel elérjiik, hogy — a II. fotokémiai rendszer
(PSII) minden reakcidocentruma nyitott legyen (PSII elektronakceptorai oxidalt allapotba
keriilnek). Az F,/Fn, arannyal becsiiljik, hogy az abszorbealt fénykvantumok milyen
maximalis ardnya képes a PSII reakciocentrumaiban hasznosulni. A sotétadaptalt levelek

minimalis (Fo) és maximalis fluoreszcenciajat (F) 0,8 masodperces telitési fényfelvillanast
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(35W halogan lampa, 690 nm-es sziirével) kovetéen mértiik. A PSII valtozo fluoreszcenciajat
(Fv=Fm-Fo) és a maximalis kvantumhatékonysagat (F,/Fr) a fluoriméter szoftver kiszamolta.
Az adatokbol kiszamitottuk a PSII fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysagat
(Fv/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 aktualis fotoszintetikus megvilagitasi viszonyok kozott. A fluoriméterrel a fény-
adaptalt levelekben az 0n. steady-state fluoreszcenciat (Fs), és a maximalis fluoreszcenciat
(Fms) mértiik, amib6l a szoftver kiszamolta a PSII aktualis kvantumhatékonysagat

(Y(ID)=(Fms- Fs)/ Fis)) és a becsiilt relativ elektrontranszport ratat (ETR).

4.7. KLOROFILL TARTALOM SPEKTROFOTOMETERES MEGHATAROZASA

Kisérleteinkben vizsgaltuk az aromas oldallanct citokininek hatasat az in vitro
axillaris alma hajtasok leveleinek klorofill tartalmara. A klorofill tartalom meghatarozasahoz
begytjtottikk 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 levélmintak klorofill tartalmat Felfoldi (1987) spektrofotometrias mddszere szerint
hataroztuk meg. Minden kezelésbél harom kivonast végeztiink. A levélmintakat (500 mg)
porcelan mozsarban kevés MgO ¢és iivegpor vagy alt. kvarchomok segitségével, par csepp
metanollal homogenizaltuk, majd felontottikk metanollal, els6é forrasig (74 °C) hevitettiik,
hogy inaktivajuk a klorofillaz enzimet. Ezutan a mintakat szivopalackba sziirtiik és tGjra
felontottik metanollal. Az igy elkészitett pigmentkivonatot 750, 666 és 653 nm
hullamhosszokon fotometraljuk (abszorbanciak: Azsg, Asss, €S Ags3). 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:

Klorofill a = 17.12 Aggs - 8.68 Agss

klorofill b = 32.23 Agss — 14.55 Ages

klorofill a + klorofill b = 2.57 Aggs — 23.6 Agsa
Ezutan a pigment tartalmat atszamitottuk pg /1 g levél nedves sulyra (FW).
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4.8. 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 els6 1épéseként a
szorashomogenitds és normalis adateloszlas feltételének teljestilését vizsgaltuk meg, Ha a
feltételek teljesiiltek, az adatokat variancia-analizissel értékeltiik. Ezt kdvetden elvégeztiik a
paronkénti 6sszehasonlitast, 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 normalitas, vagy a variancidk
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) végeztiik a jarulékos hajtasregeneracios
kisérletekben, 99%-o0s szignifikancia szint mellett.

A klorofill fluoreszcencia és a klorofill tartalom kozotti 6sszefliggés-vizsgalathoz a
Pearson-féle korrelacios koefficiens értékét hatdroztuk meg, annak szignifikancijat t-

probaval vizsgaltuk 95 és 91% szignifikancia szintek mellett.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

51. A LEVELEXPLANTATUM SZEREPE AZ ALMA JARULEKOS (ADVENTIV)

HAJTASREGENERACIOJABAN
5.1.1. Konvencionalis és tTCL explantatumok regeneracios képessége

A Kkisérletek soran megvizsgaltuk, hogy az in vitro almahajtasok leveleib6l készitett
tTCL explantaitumokon lehetséges-e jarulékos hajtasképzodést indukalni.

A kisérletekben a hagyomanyosan jol regeneraléd6é (CRoyal Gala’), illetve a nehezen
regeneralodd (’Freedom’) almafajtak (Magyar-Tabori és mts., 2010) eltéré regeneracios
kapacitast mutattak (7. tablazat, 7. abra).

A regeneralodas elsé szemmel lathato jele a levélexplantatumok feliiletén megindul6
kalluszosodas (dedifferencialodas). A ’Royal Gala’ tTCL explantatumokon a kalluszosodas
mar az elsé héten megindult. A sotétben tenyésztett tTCL explantatumok 72-93%-an volt
kalluszfejlodés az 1. hét végére, mig a kontrol (konvencionalis) explantatumoknak csak 50-
62%-a mutatott kalluszosodast. A fényben tenyésztett tTCL explantatumok kalluszfejlédése
az 1. hét végén csak 15-17%-0s volt. A kalluszosodast mutatd explantatumok aranya minden
esetben az 1. csucsi levélrdl szdrmazo explantatumok esetén volt nagyobb. A tenyésztés 2.
hetének végére a kalluszosodas gyakorlatilag minden explantatumon megtortént (95-100%),
kivéve a fényben tenyésztett, 1. levélrdl szarmazo tTCL explantatumokat (88%), ahol csak a
regeneracio 3. hetében volt kalluszosodas az explantatumok 100%-an.

’Freedom’ fajta esetén az explantdtumok joval kisebb szdzalékan indult meg a
kalluszfejlodés; az 1. hét végén csak az explantatumok 8-33%-an. A 2. hét végére azonban a
kontrol és a sotétben tenyésztett tTCL explantitumok mindegyikén (100%) megindult a
kalluszosodas. A fényben nevelt tTCL explantatumoknal csak az explantatumok 10-22%-an
volt kalluszfejlédés a 2. hét végén, és csak az 5. hét végére kalluszosodott minden
explantatum (100%). A kalluszosodott explantatumok aranya minden esetben nagyobb volt,
ha az explantatumok a 2. levélrél szarmaztak.

A 7 hétig tartd regeneracio végeén értékeltiik a regeneracids kapacitast, megfigyelve a
hajtasregeneraciét mutatd explantatumok széazalékat (regenerdcios szazalék, HR%), illetve a
regeneraciot mutatd explantdtumokon az atlagos hajtdsszamot (regeneralodott hajtasok

szama/explantatum, HSZ) (7. tablazat, 7. abra).
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Kezelések ‘Royal Gala’ ‘Freedom’
Az explantatumot | Explantatum Az alkalmazott | Regeneracios Hajtasszam / Regeneracios Hajtasszam /
szolgaltaté levél tipusa fényviszonyok™ szazalék explantatum szazalék explantatum
pozicidja (HR%) (HSZz) (HR%) (HSz)
1 1. cstcesi levél Kontrol D+L 100 a 56b 39a 2,1a
(konvencionalis)
2 D+L 97 a 3,2¢C 34,5a 15a
3 et L 92 a 3,2¢C 0d Ob
4 2. csucsi levél Kontrol D+L 100 a 8,0a 25b 2,1a
(konvencionalis)
5 D+L 78 b 51b 11c 14a
6 et L 71b 2,7cC 0d 0b

*: D+L: az explantdtumokat a regeneracid soran az elsd 3 héten sotétben tenyésztettiik, L: az explantdtumokat a regeneracid soran végig
fényben tenyészettiik.

1 Az atlagértékeket kovetd kis betiik a Tukey-teszt alapjan meghatarozott homogén csoportokat (P< 0,05) jelolik. Az adatokat fajtanként
kiilon értékeltiik.
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7. abra. Hajtasregeneracio ‘Royal Gala’ (a, b, e, f, 1, j) és ‘Freedom’ (c, d, g, h, k, 1) fajtak
levélexplantatumain 7 hetes tenyésztést kovetden. Hajtasregeneracio az 1. (a, ¢) és 2. (b, d)
csucsi levélrdl szarmazo kontrol (konvencionalis) levélexplantdtumokon. Hajtasregeneracio a
tTCL explantatumokon (e, f, 1, j, g, h, k, 1 ). Regeneraci6 az 1. csucsi levélrdl szarmazo
explantatumon, ha a tenyésztés elsé 3 hetében sotétben végeztiik a tenyésztést (D+L kezelés)
(e, 9), illetve, ha a kisérlet soran végig fényben tenyésztettiik az explantatumokat (i, k).
Regeneracio az 2. csucsi levélrdl szarmazo explantatumon, ha a tenyésztés elsé 3 hetében
sOtétben tenyésztettiik az explantatumokat (D+L kezelés) (f, h), illetve ha a kisérlet soran

végig fényben tenyésztettiik az explantatumokat (j, I).
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A ’Royal Gala’ fajtanal a regeneracios szazalék a kontrol kezelésekben 100% volt, a
tTCL explantatumokon az explantatum eredete szignifikansan befolyésolta az elért HR%-ot
(7. tablazat). Mig az 1. levélrdl szarmazo tTCL explantatumok esetén HR% (92-97%) nem
tért el szignifikansan a kontrol explantaitumok HR% értekétdl (100%), addig a 2. levélrdl
szarmaz6 tTCL explantatumok kozil mar szignifikdnsan kevesebb tTCL mutatott
hajtasregeneraciot (71-78%). *Freedom’ fajta hajtasregeneracios kapacitasa jelentésen kisebb
volt, mint a ’Royal Gala’ fajtaé. Ha az explantaitumok a 2. levélrél szarmaztak, az mind a
konvencionalis (kontrol), mind a tTCL explantatumok esetén szignifikansan csokkentette a
regeneracios szazalékot; 39%-r6l 25%-ra konvencionalis, és 34,5%-rol 11%-ra tTCL
explantaitum esetén. Az 1. levélrdl szarmazo explantatumok esetén a konvencionalis és a
tTCL explantatumok regenerdcios szdzaléka nem tért el, viszont a 2. levélrdl szarmazo
explantatumok esetén HR% szignifikdnsan kisebb volt a tTCL explantaitumok esetében. A
regeneracid soran végig fényben nevelt tTCL explantatumokon hajtasfejlodést egyaltaldn nem
lehetett megfigyelni (HR%=0).

A hajtasregeneraciot mutatd explantaitumokon az atlagos hajtdsszam (HSZ) szintén a
"Royal Gala’ fajta esetén volt nagyobb (7. tablazat, 7. a, b, e, f, i, j abra). HSZ nagyobb volt,
ha a konvenciondlis explantatumon indukaltuk a hajtasfejlodést, de a 2. levélrdl szarmazo, €s
kezdetben (3 hétig) sotétben tenyésztett tTCL explantdtumokon regeneralodott hajtasok szama
(5,1 db/explantitum) elérte az 1. levélrdl szarmazd konvencionalis explantatumon
regeneralodd hajtdsok szamat (5,6 db/explantditum). A 2. levélrdl szadrmazo tTCL
explantatumok esetén a kezdeti sotétben tenyésztés elmaradasa esetén a regeneralddo hajtasok
szdma gyakorlatilag a felére csokkent (2,7 HSZ az 5,1 HSZ-vel szemben). ’Freedom’ fajta
esetében a tTCL explantdtum alkalmazasa tendencidlisan csokkentette a HSZ értekét (2,1
db/explantatum értékrdl 1,5 illetve 1,4 db/explantatumra) (7. c, d, g, h abra), azonban ezt
statisztikailag nem lehetett igazolni, tehat a konvenciondlis és a tTCL explantdtumok kozott
HSZ tekintetében nem volt kiilonbség. Ennél a fajtanal az explantatum eredete (1. vagy 2.
levélrdl szarmazik) sem befolyasolta a végsd HSZ értekét. A regeneracio kezdeti szakaszaban
a sotét kezelés elmaradasa azonban teljesen gatolta a hajtasfejlodést (7. k, | abra).

Jelen kisérletekkel nemzetkozileg elsoként bizonyitottuk be, hogy levél tTCL
explantatumokon jarulékos hajtasfejlddés indukélhatdo alma ndévény esetén (Dobranszki és
Teixeira da Silva, 2011) mind a hagyoméanyosan konnyen (’Royal Gala’), mind a nehezen
(’Freedom’) regeneral6d6 almafajtabol. Tovabba bizonyitottuk, hogy a tenyésztés kezdetén
alkalmazott fény, illetve az explantatumot szolgaltatd levél pozicidja befolyasolja a tTCL

explantatumok regeneracios hatékonysagat, azaz HR%, illetve HSZ értékeit.
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A regeneracio elején alkalmazott fénykezelés (7. tablazat, L kezelés) késleltette a
kalluszosodast, s ez a hatas jelentdsebb volt a "’Freedom’ fajta esetén, amely hagyoméanyosan
is nehezen regeneral6do fajta (Magyar-Tabori és mts., 2010). A hajtasregeneralodasi képesség
is erdsen fliggott a genotipustdl. A hagyomanyosan is konnyen regeneraléddé ’Royal Gala’
fajta estében a tTCL explantaitumok hajtasregeneracios szazalékat (HR%) nem befolyasolta,
hogy milyen fényviszonyok kozott neveltiilk az explantaitumokat, azaz a regeneracio kezdeti
szakaszaban a megvilagitas nem befolyasolta HR% értékét. A *Freedom’ fajtandl azonban a
fény (7. tablazat L kezelés) teljesen gatolta a hajtasképzddést (HR%=0%) a tTCL
explantatumokon. A regeneracié kezdetén alkalmazott fény gatlo, vagy késleltetd hatasat az
alma konvencionalis (kisérleteinkben kontrolként alkalmazott) levélexplantatumain tobb
szerz6 is kimutatta (Fasolo és mts., 1989; Predieri és Fasolo, 1989; Theiler-Hedtrich és
Theiler-Hedtrich, 1990; Famiani és mts., 1994; Magyar-Tabori és mts., 2010). Kisérleteikben
a legnagyobb organogenikus ratat akkor lehetett elérni, ha a regeneracios periodus kezdeten 3
hétig sotétben tenyésztették a levélexplantatumokat. Yepes és Aldwinckle (1994b) kimutatta,
hogy ha a kezdeti sotét szakaszt kovetden a fény fotoszintetikus fotonfluxusa (PPF: 100-125
uM m? s) nagy volt, az szignifikansan csokkentette a hajtadsregeneracids szazalék értékét
(HR%). Amikor azonban a regenerdci6 mar megkezdddott, a fényintenzitds ndvelése
serkentette a hajtasok ndvekedését €s fejlodését.

Az explantatumot szolgaltato in vitro levél eredeti pozicidja az in vitro hajtasokon
egyben a levél korat is jelenti, azaz az 1. csucsi levél fiatalabb a 2. cstcsi levélnél. A levél
eredeti pozicidja szignifikdnsan befolyasolta mind a hajtasregeneracids szézalékot, mind a
regeneralodo hajtasok szamat, a genotipustol fiiggd mértékben. Korabban tobb szerzd (Fasolo
és mts., 1989; Dufour, 1990; Famiani és mts., 1994) is bizonyitotta, hogy a levél kora
befolyasolja a regeneracié hatékonysagat alméanal. Megfigyeléseik szerint a fiatalabb levelek
konnyebben regeneraltak hajtasokat. Modgil és mts. (2005b) megallapitottak, hogy az elsé két
csucsi, teljesen kifejlett levél regeneracios képessége volt a legnagyobb, ezek regeneraltak a
legtobb hajtast explantaitumonként. Kisérleteinkben a kordbbi megfigyelésekkel 6sszhangban
megallapitottuk, hogy az 1. csticsi levélbdl szarmazo tTCL explantatumok hajtasregeneracios
szazaléka szignifikdnsan nagyobb volt, mint a 2. csucsi levélrdl szarmazd explantatumokeé,
tehat a fiatalabb levelek nagyobb regeneracios képességgel rendelkeztek (7. tablazat). Az 1.
csucsi levélbdl készitett tTCL explantaitumok hajtasregeneracios szazaléka nem tért el
szignifikansan a kontrol explantdtumokétol, tehat a tTCL explantatumok ebbdl a szempontbol
alternativai lehetnek a hagyomanyos explantditumoknak. A regeneralddott hajtasok atlagos

szama (HSZ) a tTCL explantatumokon nem tért el ’Freedom’ fajtandl a konvencionalis
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explantatumon elérhetd hajtasszamtol. A ’Royal Gala’ fajtanal azonban a regeneralddott
hajtasok szama (7. tablazat) szignifikansan kevesebb volt a tTCL explantatumokon, jelezve,
hogy tovabbi vizsgalatok sziikségesek az explantatumonkénti nagyobb atlagos hajtasszam
eléréséhez. Ebben a kisérletben a konvencionalis explantitumok szamara korabban
optimalizalt taptalajt (Magyar-Tabori és mts., 2010) hasznaltuk mindkét explantatum tipus
regeneraciojanal. A hajtasregeneracio sikerét és hatékonysagat azonban a szamos egyéb in
vitro tényezO hatasa befolyasolja; ezek koziil kiemelkedd szerepe van a taptalaj citokinin
tartalmanak (Ferrdini és mts., 1996; Dobranszki és mts., 2005; Magyar-Tabori és mts., 2010).
Yepes és Aldwinckle (1994b) kimutatta, hogy a genotipus, az explantatum méret, az in vitro
tenyésztési korilmények ¢és a taptalaj citokinin tartalma egymadssal szignifikans
feltételeztiik, hogy a taptalaj a tTCL explantatumok igényéhez igazitott citokinin tartalmu
taptalaj alkalmazasaval a tTCL explantditumok regeneréacios kapacitasat novelni lehet. Erre

iranyul¢ kisérletek eredményeit az 5.1.2.2. fejezetben mutatom be részletesen.

5.1.2. Az explantatum mérete, kora (levélpozicid), és kolcsonhatasa a regeneracio

idejével és a taptalaj citokinin tartalmaval

Miutan a megel6z6 kisérletekben (5.1.1. fejezet; Dobranszki és Teixeira da Silva,
2011) bebizonyitottuk, hogy tTCL levélexplantatumokon is lehetséges jarulékos
hajtasfejlodést indukalni mindkét vizsgalt alma fajtandl, a tovabbiakban részletesebben
vizsgaltuk az alabbi tényezOk szerepét, illetve kolcsonhatasat a jarulékos hajtasregeneraciora:
- explantatum kora, azaz 1. vagy 2. csucsi levélrdl szarmazo explantatum,
- explantdtum mérete, azaz konvencionalis, vagy tTCL explantatum,
- a regeneracio ideje, azaz mennyi ideig neveljik az explantatumokat a regeneracios

taptalajon,

crer

5.1.2.1. A regeneraciés periodus hatisa a hajtiasregeneraciora konvencionalis

levélexplantatumok esetén

Ebben a kisérletben mindkét fajta esetén egy mar korabban optimizalt protokolt
alkalmaztunk (Dobranszki és mts., 2005; Magyar-Tabori é¢s mts., 2010), s azt vizsgaltuk, hogy

milyen hatdsa van a két fajta regeneracids kapacitdsara, hogy mennyi ideig neveltiik az
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explantatumokat a regeneracios taptalajon. A jarulékos hajtasfejlodés iddbeli lefutasat a két
almafajta esetén a 8. és 9. abrakon mutatom be. A 9. abra a 4 - 9 hét soran mért HR% és HSZ
adatok alapjan felrajzolt ndvekedési gorbéket mutatja be.

A hajtasregeneracios szdzalék (HR%) tekintetében nyilvanvald a fajtak kozotti
kiilonbség. A ’Royal Gala’ fajtanal gyakorlatilag mindegyik explantaitum hajtasregeneraciot
mutat mar a 6. héten (HR%: 95-98%), mig Freedom fajtandl a 9. hét végén is csak az
explantatumok 55, illetve 78%-an fejlodott hajtas (8. tablazat; 9. abra). A ’Freedom’ fajta
esetében a mért kisérleti adatokbodl becsiilheté, hogy a HR% a 100%-ot nem érné el a
regeneracios iddszak tovabbi ndvelése esetén sem, a varhato telitési értékek 60% (a 2. levélrdl
szarmazd explantdtumoknal), illetve 80% koriil becsiilhetéek (az 1. levélrdl szarmazd
explantatumoknal). Az explantatumonként regeneralddott hajtdsok szama (HSZ) a kisérletek
soran egyik esetben sem érte el az adatok alapjan elméletileg becsiilheté maximalis értékeket;
mivel a HSZ értékek szignifikansan novekedtek az id6 elérehaladtaval (8. tablazat; 9. abra),
azaz még a novekedés logaritmikus fazisdban voltak; kivéve a ’Freedom’ esetében a 2.
levélrdl szarmazo explantatumokat, ahol a ndvekedés telitési fazisat mar elérte a HSZ.

A levéllemezbdl torténd hajtasregeneracidt az alma nemes fajtak és alanyok széles
korében vizsgaltak, és megallapitottak, hogy szdmos tényezd hatdsa és kolcsonhatdsa jatszik
szerepet a hajtasregeneracioban, pl. a genotipus, a kiilonbdz6 in vitro koriilmények, a taptalaj
komponensei, vagy az explantatum fiziologiai allapota (Magyar-Tabori és mts., 2010).
Ugyanakkor, ahogy azt a bemutatott kisérletek eredményei is mutattdk, a regeneracios
periddus is kiemelkedd szerepli a regenerdlodo jarulékos hajtasok szdmanak értékelésekor.
Ennek ellenére a kozolt modszerekben az alkalmazott regeneracids idOtartam széles skalan
mozog, 5 héttél 4 honapig terjed (Predieri és Fasolo, 1989; Theiler-Hedtrich és Theiler-
Hedtrich, 1990; Famiani és mts., 1994; Pawlicki és Welander, 1994; Yepes ¢s Aldwinckle,
1994b; Sarwar és Skirwin, 1997; Caboni és Tonelli, 1999; D’ Angelli és mts., 2001). Néhany
kozleménytdl (Fasolo és mts., 1989; D’Angelli és mts., 2001) eltekintve az optimalisan
sziikséges regeneracios iddtartamot nem vizsgaltak, pedig annak jelentds szerepe van egy-egy

modszer hatékonysaganak megitélésekor.

67



dc 935 14

8. abra. Jarulékos hajtasfejlodés konvencionalis levélexplantatumokon ‘Royal Gala’ (A-E) és
‘Freedom’ (F-J) fajtaknal 4 (A, F), 5 (B, G), 6 (C, H), 7 (D, I) és 9 (E, J) hetes tenyésztést

kovetden. Jelolovonal hossza megfelel 1 mm-nek.
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8. tablazat. A regeneracid idejének (4, 5, 6, 7 és 9 hét) hatasa a hajtasregeneraciora (hajtasregeneracios szazalék €s regeneraloddott hajtasok

szama/explantatum)
Regeneracio idétartama (hetek)
4 5 6 7 9
Hajtasregeneracios szazalék (HR%)
Royal Gala 1. csucsi levél 20b A 32bA* 95 aA 100 aA 100 aA
Royal Gala 2. csucsi levél 20cA 63,3b A 98 aA 100 aA 100 aA
Freedom 1. cstcsi levél OcA 16,7c A 42bB 71 aB* 78 aA *
Freedom 2. cstcsi levél OcA 6,8cB 20bcB 42 ab B h55aB
Regeneralodott hajtasok szama/explantatum (HSZ)
Royal Gala 1. csucsi levél 1cA 1,3cA 24cA 6,3b A 10,2 aA
Royal Gala 2. csucsi levél 1cA 12cA 30cA 76bA 12,1 aA
Freedom 1. csucsi levél OcA 1,0 bcA 1,5 bcA 22bB 3,2aB
Freedom 2. csucsi levél ObA 1,0ab A 16ab A 23aB 26aB
* jelzi, ha szignifikans kiilonbség van HR%-ban vagy HSZ-ben az 1. és a 2. levélrdl szarmazo explantatumok kozott.
Az atlagértékeket koveto kis betlik soronként, a regeneralodasi idok kozott, jelzik a szignifikans kiilonbségeket (P < 0,01) a Games-Howell
teszt alapjan. Az atlagértékeket kdvetd nagy betiik jelzik a két fajta kozotti szignifikans kiilonbségeket (P < 0,01) a Games-Howell-teszt
alapjan, ha az explantadtumok ugyanolyan pozicioju levélrél szarmaznak.
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9. abra. A kisérleti adatok (8. tablazat) alapjan felrajzolt ndvekedési gorbék.
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Fasolo és mts. (1989) 3 honapon at havonta vizsgaltak két almafajta ("MclIntosh’ és
“Triple Red Delicious’) jarulékos hajtasfejlodését kiilonb6zé novekedési regulatorokat
tartalmaz6 taptalajokon. Megallapitottak, hogy mind a genotipus, mind a taptalaj ndvekedési
regulator tartalma befolyasolta a novekedési gorbe lefutasat, a hajtasregeneracids szazalékot
¢és az elérhetd explantdtumonkénti hajtasszamot. Kisérleteinkben a hajtasregeneracios
szazalek ¢és az elérhetd explantdtumonkénti hajtadsszam idObeli valtozdsat jelentdsen
befolyasolta a genotipus; ez a megallapitds 6sszhangban van Fasolo és mts. (1989) vizsgalati
eredményeivel.

D’Angelli és mts. (2001) *Jork 9’ fajta jarulékos hajtasfejlodését havonta megtigyelve
a regeneracio 2. és 6. honapja kozott, megallapitottak, hogy csak a regeneracid elsé 3
honapjaban fejlédtek 0j jarulékos hajtasok az explantatumokon. Predieri és Malavasi (1989)
az ’M.26’ alany regeneracios kapacitadsanak vizsgalatakor megallapitotta, hogy a regeneraciot
befolyasold kiilonbozé faktorok hatdsanak értékelésére az az iddpont a legalkalmasabb,
amikor hajtasregeneracios szazalék megkozeliti a 100%-0t. Azonban véleményem szerint ez a
megkozelités nem megfeleld, ha figyelembe vessziik az explantdtumokon regeneral6do
hajtasok szamat is. Hiszen kisérleteinkben a 100% HR% megkdozelitése, vagy elérése utan (6
hét utdn) a ’Royal Gala’ hajtdsszdma (HSZ) még szignifikdnsan ndvekedett (2,4
db/explantatum értékrdl 10,2 db/explantdtumra, illetve 3,0 db/explantitum értékrdl 12,1
db/explantatumra; 9. abra, 8. tdblazat). A ’Freedom’ fajta esetében pedig a HR% értékek
sosem érték el a 100% értéket, a HSZ tekintetében pedig - a levélpoziciotol fliggden — vagy
enyhe emelkedést figyeltiink meg (2,2 db/explantaitum értékrdl 3,2 db/explantdtumra, 1.
csucsi levél), vagy nem volt tovabbi emelkedés a HSZ-ban (2. cstcsi levél) a regeneracio 7.
hete utan. Vizsgalataink azt is igazoltak, hogy az explantatumot szolgaltatdo levél eredeti
pozicidja mindkét almafajta regeneracios kapacitdsat szignifikansan befolyasolta, jelezve,
hogy az explantatum fiziologiai allapotanak és kordnak jelentds szerepe van a regeneracid
hatékonysagaban, ahogy azt korabban tobb szerz6 is leirta (Fasolo és mts., 1989; Dufour,
1990; Famiani és mts., 1994).

A Kkisérleti és irodalmi eredmények alapjan megallapithatd, hogy a regeneracio
iddtartam jelentésen befolydsolja az elérhetd regeneracids szézalékot és a fejlodott jarulékos
hajtasok szamat is. A jarulékos hajtasfejlodés sebességét, illetve mértékét szdmos tényezo
befolyasolhatja, kisérleteinkben a genotipus €s a levélpozicio hatasat igazoltuk. Ezért egy-egy
moddszer megitélése soran fontos szerepet jatszik, hogy mikor végezziik el az adatok gylijtését
¢s értékelését; azaz mi az idedlis mintavételi id6pont. Kiilonb6zé mintavételi idopont, azaz

kiilonbozé regeneracids idOtartam alkalmazasa ugyanazon modszernél, teljesen eltérd
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konklizidhoz vezethet; ugyanigy azonos mintavételi idopont pl, kiilonb6z6 fajtak

Ha kereskedelmi mértékii szaporitas a célunk egy modszer kidolgozésa soran, akkor a
regeneracios periodus optimalis hosszdnak megvalasztasakor azt is figyelembe kell venni,
hogy mi az az idétartam, ami még gazdasagos eldallitast tesz lehetové.

Az optimalis mintavételi id6pont, vagyis a regeneracio id6tartamanak
meghatdrozashoz tehat ismerniink kell a jarulékos hajtasfejlddési folyamat soran hatd biotikus
(genotipus, explantaitum fiziologia allapota), abiotikus (in  vitro  koriilmények,

taptalajkomponensek) tényezoket, valamint az 6kondémiai elvarasokat is.

5.1.2.2. A regeneraciés periodus és a taptalaj citokinin tartalmanak hatiasa a

hajtasregeneraciora tTCL levélexplantatumok esetén

A regeneracios taptalaj TDZ koncentracioja szignifikansan befolyasolta a tTCL
explantatumok regenerécios kapacitasat, kdlcsonhatdsban a regeneracid idétartamaval (7 vagy
9 hét) és az explantatum koraval (1. és 2. csucsi levélr6l szarmazd explantatumok;
levélpozicid). A statisztikai analizis (robosztus Welch-féle varianciaanalizis) igazolta a
hatasok szignifikancigjat (P< 0,01) mind a kalluszosodasi szazalék (C%, 9. tablazat), mind a
regeneracios szazalék (HR%, 10. tablazat) és az explantatumonként regeneralodott hajtasok
szama (HSZ, 11. tdblazat) esetében. Az egyes kezelések Osszehasonlitdsat minden esetben
Games-Howell-teszttel végeztiik el (9-11. tablazatok).

A regeneralodo tTCL explantdtumok mar az 1. héten megvastagodtak és elkezdtek
kalluszosodni, mig a nem regeneralédd tTCL explantaitumok megbarnultak és elhaltak. A
regeneralédéd explantatumok szazaléka a levélpoziciotol és fajtatél fiiggéen 10,0 mg I TDZ
koncentracional, vagy afelett (25 mg 1) cskkent (C%, 9. tablazat). A’Royal Gala’ fajta tTCL
explantatumai a legtobb TDZ-t (25 mg I'l) tartalmazo taptalajon elhaltak, mig a ’Freedom’
tTCL explantatumai ezen a taptalajon 12-33% kalluszosodast mutattak.

A hajtasregeneracidé mindkét alma fajtdnal megindul az els6 4 héten belil. A
regeneracios periodus végén a regeneracids szazalékot (HR%) befolyasolta a genotipus, a
taptalaj TDZ tartalma és egyes esetekben az explantatumot szolgaltato levél pozicidja is.

7 hetes regeneracids periddus utdn ’Royal Gala’ fajtandl a legkisebb TDZ
koncentracié esetén (0,25 mg 1) az 1. csticsi levélrdl szarmazo tTCL explantatumok HR%-a,

mig nagy TDZ koncentracidk esetén (5,0 és 10,0 mg 1'1) a 2. csucsi levélrdl szarmazé tTCL
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explantatumok HR%-a volt szignifikdnsan nagyobb (HR%, 10. tablazat). Ezt a kiilonbséget a
levélpozicioban a 9 hetes tenyésztést kovetden mar csak 10,0 mg 1" TDZ-t tartalmazod
taptalajon lehetett kimutatni.

"Freedom’ fajtanal szignifikansan kisebb volt a regenerdcios szazalék (HR%) a 2.
csucsi levélrdl szarmazo explantatumokon 7 hét regeneracios peridodus utan a 2,5 mg ' TDZ
tartalmu taptalajon, 9 hét utan pedig a 2,5 és 5,0 mg 1™ TDZ tartalmu taptalajon.

A regeneracids periddus hossza szignifikdnsan nem befolyasolta a HR% értékét,
kivéve ’Royal Gala’ fajta esetén, ha a 2. csucsi levélbdl szarmazéd tTCL explantatumokat a
legkevesebb (0,25 mg 1) TDZ-t tartalmazo taptalajon tenyésztettiik. Ebben az esetben a
regeneracidos periodus meghosszabbitasa kozel oOtszordsre (14 %-rol 67%-ra) novelte a
hajtasregeneraciot mutatd explantatumok szazalékat (HR%, 10. tablazat).

"Royal Gala’ 1. cstcsi levélrdl szarmazo tTCL explantatumainak HR% értéke a 2,5 és
5,0 mg I"'TDZ-t tartalmazé taptalajokon volt a legnagyobb (60-73% és 58-70%), mely értékek
szignifikansan kisebbek, mint a kontrol, konvencionalis explantitumok regeneracios
szazaléka (100%). Ha azonban a tTCL explantatumokat a 2. cstcsi levélbél preparaltuk, akkor
az 50 mg I'TDZ-t tartalmazo taptalajokon a regeneracidés széazalék (88% mindkét
regeneracids periodusban) statisztikailag nem tért el a konvenciondlis explantatumokon
megfigyelt regeneracios szazaléktol (100%).

Ezzel ellentétben azonban a ’Freedom’ fajta esetében az 1. cstcsi levélrdl szarmazo
tTCL explantatumok hajtasregeneracios képessége volt jobb. HR% 2,5mg 1" TDZ-t tartalmazé
taptalajon volt a legnagyobb (52-54% a két regeneracids peridodusban), és nem tért el
szignifikdnsan a konvencionalis explantatumok regeneracios szazalékatol (71-78%). A 2.
csucsi levélrdl szarmazo tTCL explantatumok regeneracios szazaléka mind a konvencionalis,
mind a tTCL explantatumok esetén tendencialisan kisebb volt, mint az 1. levélrdl szarmazo
explantatumok esetében. A tTCL explantdtumok regeneracios szazaléka minden vizsgalt TDZ
koncentracional 25 % alatt maradt (HR%, 10. tablazat).

Az eredmények (HR%, 10. tablazat) vilagosan mutatjdk a genotipus, vagy
fajtafliggdséget, illetve a vizsgalt tényezOk, mint az explantaitum mérete (konvencionalis, vagy
tTCL), kora (1. vagy 2. cstcsi levélbdl szarmazo), taptalaj citokinin tartalma és a regeneracios

periodus hossza, egymassal vald kolcsonhatasat is a hajtasregeneracios szazalékra.
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9. tablazat.A genotipus, az explantdtum tipus, a taptalaj TDZ koncentracidja és a regeneracid

idejének hatdsa a tTCL levélexplantdtumok kalluszodasi (C%) szdzalékara.”

Az explantatumot Explantatum TDZ koncentracié | Kalluszosodasi szazalék 7
szolgaltato levél tipusa a regeneracios hetes tenyésztés utan (C %)
pozicidja taptalajban Royal Gala Freedom
mg ™ (uM)
1. csucsi levél kontrol 0,5 (2,27) 100 a -
(konvencionalis) | 5,0 (22,7) - 100 a
tTCL 0,25 (1,135) 93a 73 ab
0,5 (2,27) 80a 68 b
1,0 (4,54) 85a 88 ab
2,5 (11,35) 88a 85 ab
50 (22,7) 93a 97 ab
10,0 (45,4) 48 b 83 ab
25,0 (113,5) Oc 33¢c
2. cstcesi levél kontrol (konven- | 0,5 (2,27) 100 a -
cionalis) 50 (22,7) - 100 a
tTCL 0,25 (1,135) 95a 80a
0,5 (2,27) 88a 88 a
1,0 (4,54) 78 a 76 ab
2,5 (11,35) 82a 75ab
50 (22,7) 9% a 73 ab
10,0 (45,4) 95a 50 Db
25,0 (113,5) Oa 12 ¢
"1 Az atlagértékeket kovetd kis betiik a Games-Howell-teszt alapjan meghatarozott
homogén csoportokat (P< 0,01) jelolik, a genotipuson ¢és a levélpozicion beliil
Osszehasonlitva az adatokat.
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10. tablazat. A genotipus, az explantdtum tipus, a taptalaj TDZ koncentracidja ¢és

regeneraci6 idejének hatdsa a tTCL levélexplantdtumok regeneracios (HR%) szazalékara.”

Az Explantatum TDZ Regeneracios szazalék (HR%)
explantatumot tipusa koncentracio 7 hetes tenyésztés 9 hetes tenyésztés
szolgaltato a regeneracios utan utan
levél pozicidja taptalajban Royal Freedom Royal Freedom
mg I (uM) Gala Gala
1. csucsi levél | kontrol 0,5 (2,27) 100 a - 100 a™ -
(konvencionalis) | 5,0 (22,7) - 71a - 78"
tTCL 0,25 (1,135) 42 be Oc 63b"™ 3¢c™
0,5 (2,27) 17 bc 15b 22c¢™ 17b"™
1,0 (4,54) 42 bc 3bc 64b"™ 12 bc™
2,5 (11,35) 60 b 52a 734" 54 3™
50 (22,7) 58D 35ab 70b"™ 40ab ™
10,0 (45,4) 12 ¢ 17b 18c¢™ 21b"™
25,0 (113)5) 0d 5hbc od™ 8 bc™
2. csucsi levél | kontrol 05 (2,27) 100 a - 100 a™ -
(konvencionalis) | 5,0 (22,7) - 42a* - 55a™
tTCL 0,25 (1,135) 1l4c™* 10b 67b° 12 bc™
0,5 (2,27) 25 be 19 ab 29¢c™ 25b"™
1,0 (4,54) 37 bc 8b 43 bc™ 8 bc™
2,5 (11,35) 32 bc 11b* 50 bc™ 14 bc™ *
50 (22,7) 88a* 12b 88a™ 12 bc™ *
10,0 (45,4) 52b* 3bc 62b™* | 3bc™
25,0 (113)5) 0d Oc od™ 0c™

Az atlagértékeket kdvetd kis

betiik a Games-Howell-teszt alapjan meghatarozott homogén

csoportokat (P< 0,01) jelolik, a genotipuson és a levélpozicion beliil 6sszehasonlitva az adatokat.

S

™ jelzi, ha nincs szignifikans kiilonbség.

: jelzi, ha szignifikans kiilonbség van a regeneracios idok (7, vagy 9 hét) kozott;

*jelzi, ha szignifikans kiilonbség van HR%-ban az 1. és a 2. levélrdl szarmazé explantatumok kozott.
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A regeneracids szazalék mellett a regeneracios kapacitas értékelésének masik fontos
tényezdje a regeneralodd explantatumokon fejlédo hajtasok atlagos szama (hajtasszam, HSZ).
A hajtasszamot minden, a kisérletekben vizsgalt tényez6 befolyasolta.

A regeneracids periodus meghosszabbitasa két héttel 0,5 — 1,0 mg I"*TDZ-t tartalmazd
taptalajon szignifikansan novelte a HSZ-t az 1. levérdl szarmazo6 tTCL explantatumokon 2,0-
3,5 db-r6l 5,6-6,3 db-ra, ami szignifikdinsan nem tért el az 1. levélb6l szarmazd
konvenciondlis explantitumon elérhetd HSZ-t6l (6,3 db) 7 hetes tenyésztést kovetden.
Hasonloan, a hajtdsszam a konvencionalis explantatumok esetében 1s novekedett a
regeneracios periddus meghosszabbitasaval; az 1. levélbdl szarmazod explantdtumok esetén 6,3
db-r6l 10,3 db-ra, a 2. levélbdl szarmazo explantatumok esetén 7,6 db-rol 12,1 db-ra. A 2.
levélbol szarmaz6d tTCL explantitumok esetében azonban HSZ sohasem ¢érte el a
konvencionalis explantatumon megfigyelhetd HSZ értékek egyikét sem, bar 2,5-10,0 mg I’
'TDZ tartoméany mellett a regeneracios periodus novelésével a HSZ értékei szignifikansan
néttek. Az eredmények alapjan ’Royal Gala’ fajta tTCL explantdtumai szdmara az optimalis
TDZ koncentraci6 5,0 mg It 7 hét tenyésztést kovetden, a regenerdcids periddus
meghosszabbitasaval a TDZ optimum 0,5-50 mg |I! TDZ tartomanyban adhaté meg
fiiggetlentiil a levélpoziciotol (HSZ, 11. tablazat).

A ’Freedom’ fajtandl a HSZ tekintetében a tTCL explantitumok regeneracios
képessége nem tért el szignifikdnsan a konvenciondlis explantaitumétol, ha a tTCL
explantatumok szaméra optimdlis TDZ koncentracidt biztositottuk; 2,5 mg I""TDZ tartalmu
taptalajon elért 2,1-2,3 db HSZ statisztikailag nem tér el a konvencionalis explantatumon
megfigyelt 2,2-2,3 db HSZ értékt6l 7 hetes regeneraciot kovetden. A regeneracids periddus
kiterjesztése 9 hétre csak az 1. levélbdl szarmazo konvencionalis (2,2 db-rol 3,2 db-ra), illetve
0,25mg I''TDZ koncentraciéji taptalajon a tTCL (0 db-rol 1,5 db-ra) explantatumokon
novelte a HSZ értékét. A "Freedom’ fajta tTCL explantdtumai szdmara az optimalis TDZ
koncentracid 2,5 mg I* TDZ fiiggetleniil az eredeti levélpoziciotol és a regeneracié
idotartamatol (HSZ, 11. tablazat).

A 10. 4dbra mutatja mindkét fajta esetén 7 hetes tenyésztést kdvetden a jarulékos

hajtasregeneralodast mindkét explantatum tipus (konvencionalis és tTCL) esetében az

cre
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11. tablazat. A genotipus, az explantditum tipus, a taptalaj TDZ koncentracidja és a

regeneracié idejének hatdsa a tTCL levélexplantdtumokon fejlédd hajtasok szamara. ©

Az Explantatum TDZ Regeneralodott hajtasok szama / regeneralodo
explantatumot tipusa koncentracio explantatum (HSZ)
szolgaltato aregeneracios | 7 hetes tenyésztés utan | 9 hetes tenyésztés utan
levél pozicidja taptalajban Royal Freedom Royal Freedom
mg I (uM) Gala Gala
1. csucsi levél | kontrol 0,5 (2,27) 6,3a - 10,2a°® -
(konvencionalis) | 5,0 (22,7) - 22a - 32a°
tTCL 0,25 (1,135) 25D Oc 39bc™ 15b°
0,5 (2,27) 20D 11b 55b° 1,1b "™
1,0 (4,54) 3,5ab 1,5ab 6,3b° 14b "™
2,5 (11,35) 4,2 ab 2,1la 56b "™ 24a ™
50 (22,7) 4434 1,5ab 51bc™ 23a ™
10,0 (45,4) 2,6 ab 1,5ab 31c ™ 23a ™
25,0 (113)5) Oc 1,5ab od"™ 1,7ab ™
2. csucsi levél | kontrol 0,5 (2,27) 7.6a - 12,1a° -
(konvencionalis) | 5,0 (22,7) - 23a - 26a™
tTCL 0,25 (1,135) 16¢c 18ab* 34c ™ 19ab ™
0,5 (2,27) 32b 1,5ab 4,1bc™ 2,2ab ™*
1,0 (4,54) 32b 10b 4,9 bc™ 10b "™
2,5 (11,35) 28D 23a 5,2 bc® 28a™
50 (22,7) 4,4b 1,4 ab 65b° 15b ™=
10,0 (45,4) 28D 10b 4,5 bc® 15b ™=
25,0 (113)5) 0d Oc* od"™ 0c™=*

Az atlagértékeket kovetd kis betiik a Games-Howell-teszt alapjan meghatarozott homogén
csoportokat (P< 0,01) jelolik, a genotipuson és a levélpozicion beliil 6sszehasonlitva az adatokat.
*: jelzi, ha szignifikéns kiilonbség van a regeneracios id6k (7, vagy 9 hét) kozott;
™ jelzi, ha nincs szignifikans kiilonbség.

* jelzi, ha szignifikans kiilonbség van HSZ-ban az 1. és a 2. levélrdl szarmazo explantatumok kodzott.
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10. abra. ‘Royal Gala’ (a-d) és ‘Freedom’ (e-h) fajtak jarulékos hajtasregeneracioja 7 hetes
tenyésztést kovetden. Hajtasregeneracio az 1. (a,e) és a 2. (c,g) csticsi levélrdl szarmazo
kontrol (konvencionalis) explantaitumokon. Hajtasregeneracio az 1. (b,f) és a 2. (d,h) cstcsi
levélrdl szarmazo tTCL levélexplantatumokon a regeneracids taptalaj optimalis TDZ

koncentraciéja esetén (‘Royal Gala’ esetén 5.0 mg 1™, ‘Freedom’ esetén 2.5 mg I™)
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Az eredményeket Osszefoglalva megallapithato, hogy a jarulékos hajtasregeneraciora
optimalis TDZ koncentraci6 mind a genotipustol, mint az explantitum tipusatdl fliggott.
Figyelembe véve mind a HR%, mind a HSZ értékeket (10-11. tablazatok), a 'Royal Gala’
tTCL explantatumai szamdra a nagyobb TDZ koncentracié volt optimalis; 5 mg/l TDZ
optimum a tTCL explantatumok regeneréacidjakor, szemben a konvencionalis explantdtumok

0,5 mg/l TDZ optimumaval. A ’Freedom’ fajta esetében a helyzet pont forditott volt, mig a

cyey
crer

crer

regeneracid iddtartamat meghosszabbitottuk, a taptalaj optimalis citokinin tartalma az
explantatum koraval kolcsonhatasban befolyasolta a hajtasfejlodést. Royal Gala’ fajta tTCL
intervallumban segitette a legjobban, ha az explantatumok az 1. csucsi levélbdl szarmaztak. A
2. csucsi levélbdl szarmazd tTCL explantatumok esetén azonban a taptalaj optimalis TDZ
tartalma 5,0 mg/l volt, hasonléan, mint a 7 hetes tenyésztést kdvetden. Ezzel szemben a
periddus meghosszabbitdsaval nem véltozott.

Eredményeink megerdsitik, hogy az alma levéllemezbdl torténd jarulékos
hajtasfejlédés szamara a taptalaj optimalis TDZ koncentracioja fajtatol fiiggden 0,1 és 5,0
mg/l k6zott valtozik (Hanke és mts., 1991; Montecelli és mts., 2000; Magyar-Tabori és mts.,
2010). A korabban mas szerzok altal kozolt eredményeken til kisérleteink eredményei azt is
mutattdk, hogy az optimalis TDZ koncentraci6 fiiggott a regeneraciora hasznalt explantatum
tipusatol is mindkét vizsgalt alma fajtanal. Megallapitottuk tovabba, hogy az explantatumot
szolgaltatd levél eredeti pozicidja, azaz az explantdtum kora a tTCL explantatumok esetén
befolyasolta a regeneralddd explantatumok szazalékat (HR%), de nem befolyasolta a
regeneralddd 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)
(Dobranszki és Teixeira da Silva, 2013).

Azonos szervbdl szarmazo kiillonb6zé méretli explantaitumok esetén a regeneracios
hatékonysdg Osszehasonlitasdnal pontosabb informaciot nyeriink, ha a kiindulasi szervre
vonatkoztatjuk a regeneraciés kapacitast. Ez esetlinkben a levelenként regeneralodott

jarulékos hajtasok szamat, azaz a hajtashozamot jelenti (12. tablazat).
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12. tablazat. Levelenkénti hajtadshozam 7 hetes tenyésztést kovetden a taptalaj optimalis TDZ

Fajta Levél Konvenciondlis explantatum tTCL explantatum
pozicié | Explantatum | HR% | HSZ | Hajtashozam | Explantatum | HR% | HSZ | Hajtashozam
szama / (HH) szama / (HH)
levél levél
Royal 1. levél 2 100 | 6,3 12,6 50 58 4,4 127,6
Gala 2. levél 2 100 | 7,6 15,2 50 88 4,4 193,6
Freedom | 1. levél 2 71 2,2 3,1 50 52 2,1 54,6
2. levél 2 42 2,3 19 50 11 2,3 12,6

A 12. tablazat adatai alapjan lathato, hogy tTCL explantaitumok hasznalataval 6,5-
17,5-szer jobb hajtashozam érhetd el, mint konvenciondlis explantatum esetében. A
kiilonb6zé méretli explantatumok regeneracidos kapacitdsanak Osszehasonlitdsara ezért
bevezettik a novényi Novekedési Korrekcidos Faktor (GCF) és a Geometriai Faktor (GF)
fogalmat (Teixeira da Silva és Dobranszki 2011, 2014), melyet az 5.1.3. fejezetben ismertetek

részletesen.

5.1.2.3. A regeneralddott jarulékos hajtasok genetikai stabilitasa

Az in vitro szaporitas soran az egyik kiemelkedd fontossagi szempont, hogy a
kiindulési anyaggal (anyandvény) genetikailag teljesen azonos utdédndvény allomanyt
allitsunk el6. Az in vitro szaporitas soran fellépd Orokletes genetikai valtozasok
(szomaklonalis variabilitas) problémat okozhatnak a kereskedelmi szaporitas soran, hiszen az
utodok anyandvénnyel vald genetikai azonossagat és egyontetiis€égét (uniformitds) negativan
befolyasoljak (Larkin and Scowcroft, 1981; Hammerschlag, 1996; Jain, 2001). A
szomaklonalis variabilitas forrasa kétféle lehet: (1.) mar a kiinduldsi ndvényanyagban
meglévO genetikai variabilitds manifesztalodik az in vitro szaporitas soran (pre-existing
variation), vagy (2.) az in vitro tenyésztés indukal genetikai valtozast. A genetikai valtozas
bekovetkezésének valdsziniiségét noveli, ha a szervfejlédés jarulékos regeneracion keresztiil
torténik, mivel itt a szervfejlddés nem mar meglévé merisztémakbol indul ki, melyeknek a
genetikai stabilitdsa a legnagyobb, hanem a fejlddési folyamat sordn indukaljuk a
merisztémak fejlodését mar differencialodott sejtekbdl, szovetekbdl (Rout és mts., 1998). A
genetikai valtozas valdszinliségét tovabb noveli, ha szervfejlddés indirekt jarulékos

regeneracioval (azaz kalluszfazison keresztiil) megy végbe (Son és mts., 1993; Karp, 1995;
Abeyaratne és mts., 2004; Bordallo és mts., 2004; George és Debergh, 2008). Noha a
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szovettenyésztés soran megfigyelt szomaklonalis variabiltas pontos oka(i) nem ismert(ek), az
In vitro tenyésztés soran a genetikai valtozasok indukalasaban kimutattak — tobbek kozott - a
fajnak, a fajtanak, a névényi novekedésszabalyozo anyagok (auxinok és citokininek) szub-,
vagy szupraoptimalis mennyiségének, az explantatum eredetének és az in Vitro tenyésztés
koriilményeinek szerepét (Veilleux és Johnson, 1998; Martin és mts., 2006).

A kiilonboz6é TDZ tartalmu taptalajon, kiilonbdzd kort explantdtumokon regeneralodo
hajtasok genetikai stabilitdsat eldzetesen teszteltettik molekularis, SSR mddszerrel. A
vizsgalatokat Prof. Dr. Kiss Erzsébet ¢és munkatarsai végezték el a Szent Istvan Egyetem
Genetika ¢s Biotechnoldgiai Intézetében.

A vizsgalatokban kétféle kontrolt alkalmaztunk, a mikroszaporitott (axillaris
hajtasfejlodéssel regeneralddott) hajtasokat, illetve a konvencionalis explantatumon fejlodo
jarulékos hajtasokat (indirekt regeneracio). A molekularis vizsgalatok eredményeit a 13.
tablazatban foglaltam 6ssze. Az eredmények alapjan a kiilonbozd levélpoziciobdl szarmazd, s
igy kiilonb6z6é kort tTCL explantatumokon eltéré (ndvekvé) TDZ koncentracié mellett
indukaloddott jarulékos hajtasok genetikailag stabilak voltak. Sem az explantatum tipusa
(konvencionalis, vagy tTCL), sem az explantatumok kora (1. vagy 2. csticsi levélbol
szdrmaz0), sem a ndvekvo citokinin (TDZ) koncentraciéo nem okozott genetikai valtozast. Az
eredmények alapjan a regeneraci6 modja, a jarulékos hajtasfejlédés sem okozott az
alkalmazott molekularis modszerrel kimutathato genetikai valtozast az  axillaris
hajtasfejédéssel szaporitott ndvényallomanyhoz képest.

Alma in vitro szaporitott novényeinek genetikai stabilitasaval kapcsolatos irodalmi
adatok meglehet6sen ellentmondoak. Mig Li és mts. (2002), valamint Modgil és mts. (2005a)
molekularis vizsgalatai (DNS-metilacios profil, RAPD), almanal kimutattak, hogy az in vitro
szaporitas soran genetikai valtozasok alakulhatnak ki, addig Pathak és Dhawan (2010) ISSR
markerekkel végzett vizsgalatai a mikroszaporitott ‘MM111° alany genetikai stabilitasat

igazoltak.
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13. tablazat. Genetikai stabilitas vizsgalata mikroszatellit (SSR) analizissel alma in vitro tenyészetekben

Hajtasok eredete Primerek
Fajta Az explantatumot TDZ CHO02C09 | CHO04e05 | CH4g10 | COL CHO5h12 | CH05d03 | CH03g04 | CHO5b06
szolgéltato levél koncentracid
pozicidja és az (mg 1)
explantatum tipusa
1. levél konvencionalis 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
1. levél tTCL 0,25 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
0,50 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168,192
1,0 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168,192
2,5 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
« 5,0 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
g 10,0 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
= 2. levél konvencionalis 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168,192
3 |2 1evél 0,25 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
- 0,50 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
1,0 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
2,5 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
50 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168,192
10,0 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168, 192
mikroszaporitott kontrol hajtas 230,240 177 173 234 164 170,180 | 133,147 | 168,192
1. levél konvencionalis 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
0,5 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
= 2,5 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
S 10,0 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
8 2. levél konvencionalis 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
- 0,5 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
2,5 242,252 | 177,205 | 173,187 | 234 164 158,180 | 137,141 | 160, 168, 198, 210
mikroszaporitott kontrol hajtas 242, 252 177, 205 173, 187 234 164 158, 180 137, 141 160, 168, 198, 210
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5.1.2.4. A regeneralédott jarulékos hajtasok elongacidja és gyokeresitése

A jarulékos hajtasok gyokeresedésére gyakran karos utohatast gyakorolnak a
regeneracios taptalajban alkalmazott citokininek, mint a BA, vagy a TDZ, ezért a hajtasok
gyoOkeresedési képességét egy-egy modszernél vizsgélni kell (van Nieuwkerk és mts., 1986;
Dufour 1990; Theiler-Hedtrich és Theiler-Hedtrich, 1990; Sedira és mts., 2007; Dobranszki és
mts., 2006).

A Kkisérletekben regeneralddott jarulékos hajtasok gyokeresedési képességét tesztelve,
eltérést tapasztaltunk a két vizsgalt almafajta regeneransainak gyokeresedési képességében.

A ’Royal Gala’ jarulékos hajtasai 75-80%-0s gyokeresedét mutattak, amely
megegyezik az axillaris uton fejlodott hajtasok gyokeresedési kapacitasaval (80%, Magyar-
Tabori és mts., 2009). A jarulékos hajtdsok gyokeresedési képességét nem befolyasolta sem a
regeneracios taptalaj TDZ koncentracidja, sem a levélexplantaitum kora, sem a tipusa,
amelyr6l a hajtasok szarmaztak. Ez az eredmény Osszhangban van korabbi
megfigyeléseinkkel (Magyar-Tabori és mts., 2011).

A levélexplantatum tipusa és a regeneracids taptalajban alkalmazott TDZ
koncentracidja azonban utohatast gyakorolt a ’Freedom’ fajta jarulékos hajtasainak
gyokeresedési képességére. Egyaltalain nem gyokeresedtek azok a hajtasok, melyek
konvencionalis explantatumon regeneralodtak, illetve azok a hajtasok melyek 0,25-1,0 mg/I
TDZ tartalmt taptalajon tenyészett tTCL explantatumokon regeneralodtak. Ha a hajtasok 2,5-
10,0 mg/l TDZ tartalma taptalajon tenyésztett tTCL explantaitumokrdl szadrmaztak, 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%).

A regeneransok gyokeresitésére a korabban laboratoriumunkban kidolgozott modszert
alkalmaztuk (Magyar-Tabori és mts., 2011). A ’Royal Gala’ fajtanal nem okozott problémat a
gyoOkeresedésben, hogy a hajtasok jarulékos regeneracidval fejlédtek. A ’Freedom’ fajta
esetén azonban a regeneransok egy része nem gyokeresedett. A Freedom’ fajtanal taptalaj
optimalis TDZ koncentracidja alma levél tTCL explantatumok 9 hetes regeneracioja esetén
2,5 mg/l TDZ, ezért megallapithatjuk, hogy a jarulékos hajtasregeneracid szempontjabol
optimalis TDZ koncentracional fejlédé hajtasok gyokeresedése az axillaris hajtasok

gyokeresedési szazalékaval megegyezd, ezért az ennél a fajtanal is megfeleld volt.
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5.1.3. A novényi Novekedési Korrekcios Faktor (GCF) és a Geometriai Faktor (GF)

fogalmanak bevezetése
5.1.3.1. A GCF és GF elméleti alapjai

Ahogy azt az 5.1.2.2. fejezetben mar roviden bemutattam (12. tablazat), a kiilonbozo
méretli explantitumok regeneracids képességének Osszehasonlitdsakor, és egy-egy modszer
hatékonysaganak megitélésekor felmertil a kérdés, hogy mit mivel hasonlitsunk 6ssze. Més-
mas kovetkeztetésre jutunk egy-egy kisérlet értékelésekor és mas modszerekkel vald
Osszevetésekor, ha egy-egy explantaitumra korlatozzuk az Osszehasonlitast (hajtasszam/
regeneralddo explantatum), mintha arra a kiindulasi szervre, vagy szovetdarabra vonatkozdan
végezziik el az értékelést (11. abra), amelybdl az explantatumokat preparaltuk (hajtashozam).

Altalanositva, amikor szovettenyésztési kisérleteket terveziink, illetve végziink, arra a
kérdésre kell valaszt talalnunk, hogy hogyan végezziik az explantitum preparalast, azaz
milyen alaku és méretli explantdtumokat vagjunk, hogy a legtobb regeneranst nyerhessiik.
Vagyis, hogyan novelhetjiilk a regenerdnsok szamat ugyanazon kisérleti koriilmények és
feltételek kozott azaltal, hogy megvatoztatjuk az explantatum méretét és/vagy alakjat?

Ha egy explantatum regeneracios képességét akarjuk mérni, vagy kiilonb6z6 méretii,
vagy tipusi explantatumok regeneracios képességét hasonlitjuk 0Ossze, akkor kétszintii
megkozelités lehetséges.

Az 1. eset (explantitum-alapti Osszehasonlitds), amikor az egyik tipusu/méretii
explantatum regeneracios képességét hasonlitjuk egy masik méretii és/vagy alaku explantatum
regeneracios képességéhez, példaul, esetlinkben az alméanal a fejlddé hajtdsok szamat
explantaitumonként 6sszehasonlitjuk egy regeneraciot mutatd hagyomanyos levél explantatum
¢s egy regeneraciot mutatdé tTCL levélexplantitum esetében. A II. eset (kiindulasi
szerv/szovet-alapu Osszehasonlitds), amikor a kiindulasi szerv (vagy szovet) 0j szerv
(célszerv, pl. hajtas, gyokér, PLB vagy embrid) hozamat hasonlitjuk 6ssze. Kisérleteinkben az
alma levél hajtdshozamat hasonlitottuk 0Ossze hagyoméanyos és tTCL explantatumok
hasznalata esetén; azaz, azt vizsgaltuk mennyi 0j hajtast lehet nyerni, ha a levélbdl
hagyomanyos, €s mennyit, ha tTCL explantitumokat prepardlunk. Az 1. esetben, az
explantatum-alapt Osszehasonlitasnal, csak a regeneraciot mutatd explantdtumokat vessziik
figyelembe az 6sszehasonlitasndl, ez mas szoval az explantatum 0j szerv hozamat jelenti. Ha
a célunk az - és gyakorlatban éltaldban errdl van sz6 -, hogy megtalaljuk azt a megfeleld

explantatum méretet (és alakot), amikor a legnagyobb hatékonysaggal tudunk 1) szerveket
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(esetiinkben pl. hajtasokat) regeneralni, akkor azt is figyelembe kell venniink, hogy a preparalt
explantdtumok hany szazaléka képes regeneraciora (R%), azaz nem csak a regeneraciot
mutatd explantatumokat vessziik figyelembe, ez a II. eset, vagyis a kiindulasi szerv/szovet-

alapt 0sszehasonlitas, azaz a kiindulasi szerv/szovet 1j szerv hozama.

f “A” modszer “B” modszer \

EXPLANTATUM
PREPARALASA

1 mm-es explantatumok 10 mm-es explantatumok

— | REGENERACIOj —

[ |

Hajtasszam per

50 explantatum 100

10 mm-es szovet
B0 hajtashozama 100
“B” modszer “A” modszer
2-szer hatékonyabb Korrekciés Faktor > 5-sz6r hatékonyabb,

Kmint “A" modszer / \ mint “B” médszer/

11. abra. Elméleti megfontolas kiilonb6z6 mddszerek hatékonysaganak 6sszehasonlitasara

korrekcids faktor (GCF) hasznalata nélkiil (bal oldali oszlop), illetve korrekcios faktor
segitségével (jobb oldali oszlop).
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A fenti elméleti megfontoldsok alapjan az el6z6 fejezetekben bemutatott kisérletek
ereményeire is alapozva a kisérleti eredmények értékeléséhez és Osszehasonlitasdhoz
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 kiindulasi
szervbol, vagy szovetbdl két kiilonb6zé méreti és/vagy alakil explantatumot alkalmazé
modszer Osszehasonlitasakor. Az explantatum-alapu Osszehasonlitasnal (l. eset) az
explantatum regeneracios kapacitasdnak van egy komponense, amely csak az explantdtum
alakjatol és méretétdl fiigg, és az explantatum feliilete és/vagy térfogata alapjan szamithato.
Ez a tényez6 a Geometriai Faktor (GF). A 12. dbran és 14. tablazatban bemutatom, hogyan
kozelithetd a kiilonbozé explantatum tipusok alakja egyszerii mértani (geometriai) testekkel,
illetve ez alapjan hogyan szamithato a feliiletiik és a térfogatuk. Az explantdtumok
feliiletének ¢és a térfogatdnak szerepe van a GF szamitasaban attdl fiiggden, hogy a
regeneracid csak az epidermalis €s szubepidermalis szovetekbdl torténik (epidermalis feliiletet
¢s a térfogatot vessziik figyelembe), vagy részt vesznek a folyamatban a mezofillum sejtjei is
(a teljes feliiletet és a térfogatot vessziik figyelembe).

A GF flggetlen minden egyéb in vitro kisérleti koriilményt6l, csak az explantatum
mérete €s alakja alapjan meghatarozhato; és a szamitasanal figyelembe kell venni, hogy mely
szovettajakbol torténik az 0j (cél) szerv regeneracidja. GF tehat az explantatum-alapt
Osszehasonlitasnak (1d.: 1. eset) egyik komponense, s aranyos GCF-ral, mely a Kkiindulasi
szerv/szovet-alapu Osszehasonlitason alapul (1d.: 1I. eset). A két faktor kozotti kapcsolatot a
kiilonbozé méretli és/vagy alaktl explantatumok R%-ainak (regeneralodd explantdtumok
szazaléka) hanyadosa adja, figyelembe véve az explantaitumok szamat is, amelyek az adott
kiindulasi szervbdl, szovetbdl készithetéek; konvenciondlis és TCL explantaitumok
Osszehasonlitasa esetén az alabbi modon:

R%conv / N R%rcL,
ahol n = a konvenciondlis (conv.) explantitumbdl elméletileg prepardlhato TCL
explantatumok szédma.

A regeneraciot szamos egyéb tényzd €s koriilmény (faj, fajta, taptalaj Osszetétele,
egyéb in vitro koriilmények a regeneracio soran) is befolyasolja, melyek hatasat "k’ faktorként

Osszegezve, a GCF és GF kozott az Osszefliggést az alabbiakban adhatjuk meg:

0,
oeF = "R%ua | o
R %

conv
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Hajtasregeneracido esetén R% = HR%, azaz a hajtasregeneraciot mutatd explantdtumok

HR%
szdzaléka, s igy GCF: GCF = 1T ey oF
HR%

conv.
A Kk’ érték konnyen szamithato, ha csak egy tényezé tér el a kisérletekben (pl. a fajta). Ha
azonban tobb tényezd is eltérd, akkor ’k’ értékét kisérleti uton kell meghatarozni. Ha az

Osszes kisérleti koriilmény megegyezik, akkor Kk’ értéke allando.

A C
U \ L D
5 H
N
WorT b cls
ITCL: téglalap alapu hasab

T

tTCL: henger

L/ N

tTCL: trapéz alapu hasab

12. abra. TCL explantatumok preparalasa soran 1étrjovo kiilonbozd alaku és méretli
explantatumok. Transzverzalis thin cell layer (tTCL) és longitudinalis thin cell layer (ITCL)
tipusu explantdtumok preparalasa kiilonb6zo kiindulasi szervekbdl. A kiindulasi szerv, szovet
barmely nyitva-, vagy zarvatermonél lehet (A) internodusz szovet, levélnyél, gyokér, apikalis
merisztématikus teriilet stb., (B) levél, sziromlevél, csészelevél, (C) PLB, gumo, hagyma,
barmely kozel gombolyii szerv, pl. ovarium. H: magassag, L: hossz, W vagy T: szélesség,
vagy vastagsag, r: sugar; c/s: keresztmetszeti vagas, 3<: vagasi irany az explantatum

preparalés soran
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14. tablazat. A kiilonb6zo alakti TCL és konvencionalis explantaitumok becsiilt felszine és a térfogata a geometriai alakjuk alapjan becsiilve.

Mértani test Felszin (A) Epidermisszel boritott Térfogat (V) Explantatum tipus
felszin (Acpiq)
Téglatest A =2h(l+w)+ 2 lw 2 lw (tTCL esetén) V =lwh tTCL levélbol**;
(Téglalap alapu Iw (ITCL esetén) ITCL barmely szervbél
hasab)
Henger/korong A =2 mr(h+r) 2 nrh V = r’rnh Konvencionalis szarexplantatumok;
tTCL gombolyt, vagy hengeres szervekbdl,
pl. szar, gyokér, levélnyél stb.
Félhenger A =mar(h+r) nrh V= (rznh)/2 Konvencionalis szarexplantatumok;
tTCL gombolyti, vagy hengeres szervekbdl,
pl. szér, gyokér, levélnyél stb.
Trapéz alapti hasab* | A = h(a+b+c+d)+w(a+c) |2 w(a+c) V= Konvencionalis levélexplantatum
h(w(a+c)/2))
Gomb (félgomb) A=3m? 2 mr? V=23 Egész, vagy fél-PLB, 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 levélexplantatumokbdl készitett tTCL explantatumok szintén trapéz alakl hasdbbal kozelithetdek meg elméletileg, a gyakorlatban a
nagyon kis méretiik miatt a trapézalapu hasab paraméterei nem mérhetdek. Ezért ebben az esetben téglatestet haszndlunk a feliilet és a térfogat

becslésére. (w: explantatum szélessége, vagy vastagsaga).
PLB = protokormszerti test (protocorm-like body); SAM = hajtascsucs merisztéma (shoot apical meristem)
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5.1.3.2. A GCF és GF gyakorlati alkalmazasa alma modell névényen

A GCF ¢és GF gyakorlati alkalmazasat a jelen dolgozatban bemutatott kisérleti adatok
felhasznalasaval mutatom be a vizsgalt két almafajtanal (‘Royal Gala’ és ‘Freedom’). Az alma
in vitro organogenezisét széleskorlien tanulmanyoztak (Dobranszki és Teixeira da Silva,
2010; Magyar-Tabori és mts., 2010), kivalé fasszart modell névény a szovettenyésztési
kisérletekben.

A GCF és GF kalkulacidéjahoz néhany irodalmi el6zményt figyelembe kellett venni,
melyek az alabbiak:

1) Az explantatum alakjat és méretét a regeneracido hatékonysagara alma esetében
csak néhanyan vizsgaltak. James és mts. (1988) vizsgaltdk a ‘Greenleeves’ alma fajta
fliggbtt az explantitum alakjatol. Négyféle explantdtumot hasonlitottak Ossze: 7 mm-es
levélkorongokat, hossziranyban 3 csikra vagott levéldarabokat, keresztirdnyban 3 csikra
vagott levéldarabokat és hossziranyban 5 csikra vagott levéldarabokat. A regeneracios
kapacitds a hosszirdnyban vagott levélcsikok esetén nagyobb volt, mint levélkorong
explantatumok esetében. A szerzOk azt feltételezték, hogy ennek az volt az oka, hogy a
levélcsikok esetében nagyobb a levélexplantatum — vagasi feliilete, mint levélkorong
explantatumoknal, de konkrét méréseket nem végeztek sem az eplantatumok, sem a vagasi
feliiletek méretét illetoen.

2.) Korabbi szovettani vizsgalatok (Welander, 1988; Pawlicki és Welander, 1994;
Caboni és mts., 1996; Yancheva és mts., 2003) igazoltak, hogy az in vitro alma levéllemezbdl
kiindulé hajtasregenerdcioban nemcsak az epidermalis €s szubepidermalis sejtek vesznek
részt, mint néhany mas kertészeti novényfaj esetében (krizantém, Cymbidium orchidea;
Teixeira da Silva 2005; Teixeira da Silva és Tanaka, 2006), hanem a mezofillum sejtjei is.

3.) Egy jol regenralodd (‘Gala’) és egy nehezen regeneraldodo (‘Golden Delicious’)
almafajta egylittenyésztése soran Dufour (1990) azt vizsgalta, hogy befolyasolja-e az egyiitt-
tenyésztés a masik almafajta regeneracios kapacitast. A kisérletekben egy jol regenralodo
(‘Gala’) fajta képes volt a nehezen regeneralédd ‘Golden Delicious’ fajta regeneracios
kapacitasat javitani. Ezért a szerzd feltételezte, hogy egy még nem azonositott, endogén
vizodhato, diffazibilis faktor szabadult fel a jol regeneralodd ‘Gala’ fajta explantatumaibol, s

ennek volt szerepe abban, hogy a ‘Golden Delicious’ regeneracios kapacitasa javult.
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A 13. abran mutatom be a kisérleteinkben a konvencionalis és a tTCl explantatumok
készitése sordn az explantatum feliiletének és térfogatanak becsléséhez alkalmazott a mértani
testek kialakitdsat. A konvenciondlis explantitumok preparalasa sordn kialakulo
levélexplantatum alakja trapéz alapi hasabbal kozelithetd, ahol a hasab alapjat képzo trapéz
’a’ és ’c’ oldalai mentén alakitjuk ki a vagasi feliileteket. A tTCL explantatum preparalasa
soran elméletileg szintén trapéz alapi hasabbal kozelithetéek a preparalt explantdtumok,
azonban ezeknek az explantatumoknak az extrém kicsi mérete miatt a feliilet és térfogat
szamitasahoz sziikséges paraméterek nem mérhetdek. Igy a gyakorlatban a levéllemezbél
készitett tTCL explantatumok feliiletének ¢és térfogatanak szamitdsahoz téglatest alapu
hasabbal kozelitjiik az explantatum alakjat, melynek paraméterei konnyen mérhetéek. tTCL
explantatum esetében a hasab alapjat képez6 téglalap ’1’ oldalai mentén alakitjuk ki a vagasi
feliileteket.

A 15. tablazatban két konkrét példan ("Royal Gala’ fajtanal a 2., ’Freedom’ fajtanal az
1. csucsi levél adatai alapjan) mutatom be az explantatumok felsznének, térfogatanak és a GF
értékének kiszamitasat. A tdblazatban bemutatott adatokbol megallapithatd, hogy egyik fajta
esetében sem volt 1ényeges kiilonbség a kétféle explantatum tipus kozott a vagasi feliilet
nagysagaban (3,99, illetve 3,53 mm?® a ‘Royal Gala’ fajtanal, és 2,91, illetve 2,30 mm? a
‘Freedom’ fajtanal), ellentétben a James és mts. (1988) altal végzett kisérleteknél. Ezért
feltételezhetjiik, hogy nem az eltér6 nagysagi vagasi felillet az oka annak, hogy a két
explantatum tipus regeneracids képessége eltéro.

Mivel irodalmi adatokbol ismert, hogy mind az epidermalis/szubepidermalis, mind a
GF szamitasakor az explantatum teljes feliiletét (Aconv és AsrcL), Valamint az explantatumok
térfogatat (Meonv €s VircL) vettik figyelembe. A GF (=GFeony.-ttcr) kiszamitasa a két
explantatum (jelolés alsé indexben: conv.: konvenciondlis explantatum; tTCL: tTCL
explantatum) feliilet és térfogat aranyanak hanyadosaval tortént:

Ao
V.

conv

G I:conv.—tTCL -

A
V,

tTCL
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Konvencionalis explantatum készitése tTCL explantatum készitése

13. abra. A konvencionalis és a tTCI explantatumok készitése, az explantatum feliiletének €s térfogatanak becsléséhez alkalmazott a mértani testek
kialakitasa. A konvencionalis explantatum becslésére a trapéz-alapu hasabot alkalmazzuk (a, b, ¢, d, w, h méretek felvétele). A tTCL explantatum becslésére a
téglatestet alkalmazzuk (h és w mérése). (1): a donor (az explantatumot szolgaltato) levél; (2): keresztbe vagott levélbdl készitett konvencionalis explantatum
(w: kb. 5 mm); (3): a levélbdl készitett tTCL explantatum (w: kb. 0,1 — 0,3 mm) (részletek az anyag és modszer fejezetben); (3) és (6): a becslésnél

alkalmazott geometriai testek; (4) és (7): az explantatumokon fejlédé jarulékos hajtasok
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15. tablazat. Példaszamitas: Geometriai faktor (GF) szamitasa a kisérleti eredmények felhasznalasaval. A *Royal Gala’ fajtanal a 2., ’Freedom’

fajtanal az 1. csucsi levél adatait vettiik figyelembe a példaszamitasnal.

Fajta Explantatum Konvencionalis tTCL tTCL Konvencionalis tTCL GF
forrasa explantatum explantatum explantatumok explantatum explantatum (tTCL
teljes felszine | teljes felszine szama / térfogata (mm°) | térfogata (mm?) | explantatumot
(mm?) // (mm?) // konvencionalis a
vagasi fellilete | vagasi feliilete explantatum konvencionalis
(mm?) (mm?) hoz
viszonyitva)
‘Royal Gala’ in vitro levél 102.37 /1 3,53 7.81 /13,99 25 9.59 0.38 0.5192
‘Freedom’ in vitro levél 86.0// 2,91 5.03 // 2,30 25 7.06 0.22 0.5328

A hajtasszdm mért, a felszin és a térfogat a mért explantatum paraméterekbdl szamitott értékek, a GF értékét az explantitum felszine és

térfogata alapjan szamitottuk trapéz alapt hasab (konvencionalis explantatum), illetve téglalap alapu hasab (tTCL explantatum) alapjan. (I1d.:

13. 4bra, 14. tablazat)
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Figyelembe véve, hogy a konvenciondlis explantdtum alakjat trapéz alapt hasabbal, a
tTCL explantatum alakjat téglalap alapti hasabbal kozelitettiik (12. abra, 14. tablazat), igy a

mért explantdtum paraméterekbdl (13. abra) GF az alabbi modon szdmithato:

hconv (a+ b+c+ d) + Wconv (a+ C)
M W conv (a+ C)
Vv h conv f
GF(: GFconV- ) = conv._ _
el TN 2h o (HFW e )+ 2IW
ViraL I tTCcL h tTCL

Mivel GF fiiggetlen minden mas kisérleti koriilményt6l (faj, fajta, in vitro tenyésztés
fizikai és kémiai feltételei), csak az explantatum alakja és mérete hatdrozza meg, ezért a fenti
Osszefliggés minden esetben igaz €s a fenti képlettel kiszamithato a GF értéke, ha:

1.) trapéz alapu hasab alaku explantatumot hasonlitunk téglalap alapt hasab alaka
explantatumhoz, és

2.) a szervregeneracio — megtartva a kiindulasi feltételt — mind az epidermisz/szubepidermisz,
mind a mezofillum sejtekbdl kiindul.

Azon novényfajoknal, ahol a regeneracio csak az epidermalis, illetve szubepidermalis
szovettajakbol indul ki, nem az explantatumok teljes, hanem csak azok epidermalis feliiletét
vessziik figyelembe a GF kiszamit4sakor (Teixeira da Silva és Dobranszki, 2014). Tovabba,
az explantaitumok alakja is eltérd lehet attol fiiggéen, hogy mely szerv szolgéltatta az
explantatumot, illetve milyen az explantatum tipusa (12. abra, 14. tdblazat). A mellékletek
fejezetben a vonatkozd kozleményiinkre alapozva (Teixeira da Silva és Dobranszki, 2014)
néhany ilyen esetre vonatkozoéan megadom a GF kiszamitasanak modjat (2. sz. melléklet).

GF — definiciojabol addéddan — ardnyos a két explantditum tipuson mérhetd
hajtasszdmok (HSZrcL €s HSZcony.) hdnyadosaval az alabbi 0sszefiiggés szerint:

HSZirc = GF K HSZ¢ony,

A ‘K’ az egyenletben egy korrekcios faktor, amely az explantatum méretét és alakjat
kivéve mindazokat a kisérleti koriilményeket 6sszegzi matematikailag, melyek a regeneracios
folyamat hatékonysagat befolyasoljak. Az 5.1.2.2. fejezetben bemutatott kisérletekben ezen
faktorok koziil négynek a regeneracids kapacitasra kifejtett hatasat tanulmanyoztunk. A négy
vizsgalt tényezd: a genotipus ("Royal Gala’, ’Freedom’ fajtak), a regeneracios periddus hossza

(7, illetve 9 hét), az explantdtumot szolgaltatd levél eredeti pozicidja (vagyis az explantdtum

93



dc_935 14

kora) (1., illetve 2. cstcsi levél), és kiilonbozé6 TDZ koncentraciok 1,135-113,5 uM
intervallumban.
A ‘k> érték alakulasara vonatkozoan az alabbi Osszefiiggések allapithatok meg a

kisérleti adatok alapjan (16. tablazat).

16. tablazat. A ‘k’ faktor valtozasa ‘Royal Gala’ fajtanal 9 hetes regeneracios periddust
kovetden azonos kisérleti koriilmények kdzott (azonos mennyiségli TDZ a taptalajban, illetve
azonos levélpozicid), illetve eltérd kisérleti koriilmények kozott (eltéré mennyiségli TDZ a
taptalajban, illetve eltéré levélpozicid) az 5.1.2.2. fejezetben bemutatott kisérleti eredmények

alapjan

A taptalaj | Explantatum Levél pozicid HSZ GF k | HR% | GCF
TDZ tipus
tartalma
0,5 mg/l konvenciondlis | 1. cstcsi levél 10,2 | 0,4712 100
(2,27 uM) 2. csucsi levél 12,1 | 0,5192 100
tTCL 1. cstcsi levél 55 1,1 22 2,9
2. csucsi levél 41 0,7 29 2,6
5,0 mg/I 1. csucesi levél 51 1,1 70 8,8
(22,7 uM) 2. csucsi levél 6,5 1,0 88 11,8
HSZ: atlagos hajtasszam / regeneralod6 explantatum; GF: Geometriai Faktor; k: korrekcios faktor;
HR%: hajtasregeneraciét mutaté explantatumok szazaléka; GCF: Novekedési Korrekeios Faktor.

crer

Ha ugyanazon fajta, ugyanolyan pozicioju levelébdl készitettik mind a
konvencionalis, mind a tTCL explantatumokat, és ugyanannyi TDZ-t tartalmazé taptalajra
helyeztiik (pl. ’Royal Gala’ 2. csticsi levelébdl készitett explantatumait 0,5 mg/l (2,27uM)
TDZ-t tartalmazo taptalajra helyeztiik), akkor - 9 hét regeneraciot kdvetéen - a tTCL
explantditumokon regenerdlodd hajtasok atlagos szama csak 4,1 volt, szemben a
konvencionalis explantdtumon fejlodo 12,1 hajtassal (11. és 16. tablazatok). Ekkor a szamitott
k> érték 0,7. A kisérletekben azt kaptuk, hogy az optimalis TDZ tartalom tTCL explantatum
hasznalatakor 5,0 mg/l (22,7uM) TDZ, s ekkor az atlagos hajtasszam a tTCL explantatumon
6,5. Ebben az esetben végezve el az 0sszehasonlitast, az kapjuk, hogy a ‘k’ értéke 1,0 (16. és

17. tablazatok). Ugyancsak a ’Royal Gala’ fajtanal, de az 1. csucsi levélbdl szarmazod
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explantatumokat Osszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy a taptalaj TDZ tartalma nem
befolyasolta szignifikansan a tTCL explantatumokon fejlddd hajtasok atlagos szamat 0,5 -5,0
mg/l (2,27-22,7 uM) TDZ intervallumban (11. tablazat). Ezért a k> értéke is azonos volt (k =
1,1) mindkét 6sszehasonlitasban (16. tablazat).

A 17. tablazatban ’k> érték valtozasat kovethetjik nyomon a mintavételi id6
fliggvényében, azaz a regeneracios periodus iddtartamatol fliggéen, amikor mindkét
explantatum tipusnal az explantatum tipusahoz optimalizalt TDZ tartalmu taptalajon végeztiik
a regeneraciot mindkét almafajta esetében. A tablazat mutatja, hogyan valtozik ’k’ értéke a
fajtatol, a regeneracids periodus hosszatol, és a levélpoziciotol fliggden.

A 16-17. tablazat adatait megvizsgalva lathatjuk, hogy a ’k’ értékét minden olyan in
vitro kisérleti koriilmény befolyasolhatja, melyet az in vitro kisérletek beallitdsa soran
modositunk, amennyiben azok hatassal vannak a regeneracids kapacitasra (pl. taptalaj
Osszetevok, vagy fizikai tényezOk, mint pl. a megvilagitds, vagy a homérséklet). Minél
nagyobb a befolyasold tényezOk szama két modszer Osszehasonlitasakor, anndl nagyobb
azoknak a komponenseknek a szama, amelyek befolyasoljak a ’k’ faktor értékét, annak egy-
egy alegységét képezve. Gyakorlati szempontbol ez azt jelenti, hogy ha pl. teljesen azonos
kisérleti koriilményeket hasznalunk, csak pl. a kisérletben szerepld fajtak kiilonbozdek, akkor
meg tudjuk hatarozni a fajtak szerepét a ’k’ értékben, az alabbi Gsszefiiggést felhasznalva:

HSZ tTCL
HSZ

conv

=Kk GF.

. HSZ .
Mivel GF fiiggetlen a fajtatol, és ——T= kisérletileg meghatarozhaté mindkét fajta

conv
esetében, 'k’ értéke mindegyik fajta esetén eltéré és az adott fajtara jellemz6 lesz adott

kisérleti koriilmények kozott, feltéve, hogy a fajtak regeneracids kapacitasa kiilonbozo.
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17. tablazat. A mért (HSZ, SR%) és a szamitott (GF, k, GCF) paraméterck alma regeneracios kisérletekbdl

2 < p=] < =4
o ) o
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A GCF kiszamithat6 a mért kisérleti eredmények alapjan (10. és 11. tablazatok adatai),

figyelembe véve, hogy 1 konvencionalis explantatumbdl 25 tTCL explantatum készithetd, az

alabbi modon:

GCF = [25 X (HR%tTCL X HSZtTCL) /100]/[(HR%COHV X HSZCon\/)/lOO]

Ez, maradva az el6bbi példainknal, a ’Royal Gala’ fajta 2. csucsi levelérdl szarmazo
explantatumok esetében (16. tdblazat) egy kiindulési szervre, azaz 1 levélre vonatkoztatva azt
jelenti, hogy 9 hetes regeneracios periodust kovetden 24,2 hajtds (HSZ: 12,1; HR%: 100%)
regeneralhato, ha konvencionalis explantatumot hasznalunk, mig 286 hajtas (HSZ: 6,5; HR%:
88%), ha tTCL explantatumot. igy a szamitott GCF=11,8. A *Freedom’ fajta 1. és 2. csticsi
levelébdl szarmazd explantditumok esetében, hasonld szamitdst kovetden (16. és 17.
tablazatok), GCF=13 az 1. levél esetében, és GCF=6,9 a 2. levél esetében. Tehat
megallapithatd, hogy a ’Royal Gala’ 2. levélbdl szarmazd explantatumokhoz hasonlitva a
"Freedom’ fajta regeneracios kapacitasa jobban novelhetd tTCL explantditumok hasznalataval,
ha az explantatumok az 1. csticsi levélbdl szarmaznak (GCF=13, illetve 11,8), de kevésbé, ha

a 2. cstcsi levélbol készitjiik (GCF=6,9, illetve 11,8) azokat.

A GCF értéke azonban, ahogy korabban definidltuk, kiszamithatdé a

n HR% .
GCF =-—— 1% k GF egyenlet segitségével is.

R% conv.
. 14 : . HSZ tTCL __

Figyelembe véve a fenti egyenletet, valamint, hogy ———=KkGF, a
HSZ HR% conv - -
— T _GCF———— egyenletet kapjuk, ami alma levélexplantatumok esetén:
HSZ conv n HR% {TCL

0

HSZ el _ GCF HR% conv .
HSZ conv 25 HR% tTCL

Behelyettesitve az alma levélexplantitumokra vonatkozé GF-et, altalanosan:

ACOHV
HR% ., HR% ...,
%=GCF—°"=kGF,azaz WSZaa _ger _k Voo |
HSZ conv n HR% tTCL conv n HR% tTCL m
VtTCL
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Ha visszatériink a 16. tablazatban ko6zo6lt adatokhoz, konnyen belathatd hogyan
alkalmazhat6 a GF és GCF a gyakorlatban a regeneracios kapacitds javitdsara. Azonos
kisérleti koriilmények kozott (azonos TDZ tartalmu taptalajon, azonos kort explantdtumokon)
tTCL explantatumok regeneraciés kapacitasa az 1. csucsi levélbdl szarmazd explantatumok
esetében 2,9-szerese, mig a 2. csucsi levélbdl szarmazo explantatumok esetében 2,6-szorosa
volt a konvencionalis explantatumok regeneracios kapacitasanak 9 hetes regeneracios idészak
utan. Amikor a taptalaj TDZ tartalmat a tTCL explantatum igényeihez optimalizaltuk, a
regeneracio hatékonysagat tovabb tudtuk novelni, ahogy ezt a GCF értékének a novekedése
jelezte. Az 1. csucsi levélbdl preparalt explantatumok esetében a GCF értéke 2,9-161 8,8-ra; a
2. csucsi levélbdl preparalt explantatumok esetében pedig 2,6-r6l 11,8-ra nott. Tehat a két
esetben a regeneracio hatékonysagat 3-szorosra, illetve 4,5-sz6rosre noveltiik a TDZ tartalom
optimalizdldsadval, azonos alakli és méretll explantdtum haszndlata mellett (tTCL
explantatum). A megfeleld explantatum megvalasztdsa (tTCL a konvencionalis helyett), és a
taptalaj citokinin tartalmanak optimalizaldsa egyiittesen azt eredményezte, hogy a
konvencionalis explantatumhoz viszonyitva 8,8-szorosre, illetve 11,8-szotorsra tudtuk novelni
a regeneracios kapacitast.

A Novekedési Korrekecids Faktor (GCF) és a Geometriai Faktor (GF) fogalmanak
bevezetésével lehetdvé valik nemcsak a tTCL és konvenciondlis explantatumok, de barmely
kiindulési szervbdl vagy szovetbdl szarmazo két kiilonb6zo alakt vagy méretli explantatum
regeneracidos kapacitasdnak Osszehasonlitdisa mind azonos, mind kiilonb6z6é kisérleti
koriilmények kozott. Lehetové valik a kiillonb6z6 mddszerek sszehasonlitdsa is azonos alaka
¢s méretll explantatum hasznalata esetében.

A két 1y fogalom (GCF, GF) alkalmazasaval egy explantdtum regeneracids kapacitasat
Osszehasonlithatjuk egy masik kisérletbdl, mas novény fajbol/fajtabol, vagy laboratoriumbol
szarmazd explantatum regeneracios kapacitasaval, feltéve, hogy ismerjiik az explantdtum
alakjat és méreteit, illetve, hogy az explantitum mely szovettdjaibol torténik az ) szerv
regeneracidja. Mivel GF csak az explantatum alakjatol és méretétdl fiigg, ha a regeneraciod
azonos szovettajbol indul ki, ezért a GCF és GF alkalmas arra is, hogy kiilonb6zd
novényfajok azonos alakli és méretli explantatumainak regenerdcidos kapacitasat

osszehasonlitsuk.
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5.2. AROMAS OLDALLANCU CITOKININEK HATASA AXILLARIS IN VITRO HAJTASOK

FOTOSZINTETIKUS APPARATUSANAK MUKODESERE ALMA NOVENYBEN

5.2.1. Aromas oldallancu citokininek hatasa az in vitro alma levelek klorofill

fluoreszcenciajara

A taptalaj citokinin tartalma befolyasolta mind a sotét-, mind a fényadaptalt levelek
klorofill fluoreszcencidjat a taptalajhoz adott citokinin tipusatél ¢és az alkalmazott
koncentraciotol fiiggden (14-17. abrak).

Ha a taptalaj citokinin forrdsa BA volt, a II. fotokémiai rendszer (PSII) maximalis
kvantumhatékonysaga (F./Fy) és a fotokémiai folyamatok maximalis hatékonysaga (F./Fo) is
novelésével mind az F,/F,, mind a F/Fq értékei csokkentek. A csokkenés az F,/Fp, esetében
csak a legnagyobb alkalmazott BA koncentracional (25 puM) volt szignifikans, mig a
fotokémiai hatékonysagot jelz6 F./Fy értéke mar 6,0 uM BA alkalmazasakor is szignifikansan
alacsonyabb volt, jelezve, hogy az emelked6 BA koncentraci6 a PSII fotokémiai
hatékonysagat mar 6,0 uM BA alkalmazésa esetében csokkenti, mig a rendszer maximalis
kvantumhatékonysaga ekkor még valtozatlan (14-15. abrak).

BAR tartalmu taptalajon fejlodott hajtasoknal a legnagyobb F/Fn, értéket 2,0 uM
BAR alkalmazasa esetében mértilk. Hasonlo tendencia figyelheté meg az F./Fy értékét
illetden 1is, bar statisztikailag nem igazolhatd6 a BAR koncentraciok hatdsa fotokémiai
hatékonysag (F./Fo érték) esetén, kivéve a legkisebb (0,5 uM) koncentracional, ahol a
fotokémiai hatékonysag csokkenését (F./Fo) statisztikailag igazoltuk. A BAR hatasat a BA
hatasdhoz  viszonyitva az  eredmények azt mutattdk, hogy 2,0-25,0 uM
koncentraciotartomanyban a BAR hatasa a BA hatasaval megegyez6 volt mind a F./Fr,, mind
a Fu/Fy tekintetében (14-15. abrak). Az aromas oldallancu citokininek ribozidjai (itt: BAR)
altalaban kisebb aktivitast mutatnak, mint a nukleobazisok (itt: BA). A BAR-nak ez a hatasa
valdsziniileg azzal magyarazhatd, hogy a BAR, a BA Ng-ribozidja, az egyik fo transzport
formaja a citokininnek a ndvényen beliil, konnyen és reverzibilisen konvertalodik nagyobb

aktivitdsu BA-va (Sakakibara, 2006; Dobranszki, 2014).
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14. abra. A II. fotokémiai rendszer (PSII) maximalis, potencidlis kvantumhatékonysiga
(Fv/Fm) a ‘Royal Gala’ kiilonb6z6 citokinin tartalmu taptalajon fejlodott in vitro hajtasainak
sOtét-adaptalt leveleiben. Az oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan meghatérozott statisztikailag

homogén csoportokat (P < 0,05) jelolik; a kiilonb6z6 kis betlik azonos citokinin tipusok koncentracioi kozotti,

mig a kiilonbdz6 nagy betiik azonos citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok kozotti szignifikans

eltéréseket jelolik.
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15. abra. A II. fotokémiai rendszer (PSII) fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysaga
(FW/Fo) a ‘Royal Gala’ kiilonb6z6 citokinin tartalmt taptalajon fejlodott in vitro hajtasainak
sotét-adaptalt leveleiben. Az oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan meghatarozott statisztikailag

homogén csoportokat (P < 0,05) jelolik; a kiilonb6z6 kis betiik azonos citokinin tipusok koncentracioi kdzotti,
mig a kiilonb6zé nagy betlik azonos citokinin koncentraciokndl a citokinin tipusok kozotti szignifikdns

eltéréseket jelolik.
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A TOP tartalmu taptalajon fejlédott novények Fu/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 koncentracioi jelentésen befolyasoltak a Kklorofill
fluoreszcenciat. F/Fp, és Fu/Fp 6,0 uM TOP esetében volt a legalacsonyabb, viszont a F,/Fy
érteke szignifikansan a legnagyobb volt 2,0 puM TOP alkalmazasa esetén. A BA és TOP
kombinalt alkalmazédsa a tiptalajban hasonloan befolyasolta a fejlddé hajtasok klorofill
fluoreszcenciajat, mint a TOP egyediili alkalmazasa; szignifikans eltérést az F,/Fp, értékekben
nem tapasztaltunk. (14-15. abrak).

Alacsony citokinin koncentracié esetében (0,5 uM) F./Fy, és F,/Fo a BA hasznalata

esetén volt szignifikansan a legnagyobb. 2,0 és 6,0 uM koncentracioknal, melyek az axillaris
alma hajtaskultirakndl szokasosan alkalmazott koncentracio tartomanyaba esnek (Dobranszki
¢és Teixeira da Silva, 2010), azonban a BAR hasznalata esetén volt nagyobb az F,/Fy, és F\/Fq
értéke; 6,0 uM-nal tudtuk ezt statisztikailag igazolni. A legnagyobb alkalmazott citokinin
koncentracional (25,0 uM) a citokinin tipusok hatdsa kozott nem tudtunk kiilonbséget
Kimutatni.
PSII elektron-akceptorai oxidalt allapotba keriilnek, azaz a reakcid centrumok nyitott
allapotuak. Ezt kovetéen a magasabb F\/F, és F\/Fq értékek mérése azt jelzi, hogy a nagyobb
a PSII kapacitasa a fény abszorbedlasara ¢és a fotokémiai reakciokban vald hasznositasara. A
14-15. abrakon bemutatott adatokbol lathatd, hogy az F./Fn értékei 0,683-0,861 kozott
valtoztak a kiilonb6z6 citokinin kezelésektdl fiiggden. Ezek a klorofill fluoreszcencia értékek
nagysagrendileg megegyeznek korabban mas szerzok altal 55-90 napos alma in vitro
tenyészetben mért értékekkel (0,710-0,806) (Zanandra és mts., 2006), valamint mas
novényfajoknal szabadfoldon 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 apparatusa miikodéképes, de a PSII maximalis potencialis
kvantumhatékonysaga (Fv/Fm) és fotokémiai folyamatainak maximalis hatékonysaga (F./Fo)
fiigg az in vitro tenyésztés soran a taptalajhoz adott citokininek tipusatdl és mennyiségétol is.

Hasonlé eredményeket kaptunk (Magyar-Tabori és mts., 2014) 1,3-4,4 uM BA, BAR
és TOP tartalmt taptalajon fejlodott in vitro Amelanchier canadensis ’Rainbow Pillar’
hajtasok klorofill fluoreszcenciajanak vizsgalatakor. A kisérletekben az F\/Fp, értéke a taptalaj

citokinin tartalmatol fiiggéen 0,639 és 0,774 kozott valtozott, Amelanchier canadensis
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’Rainbow Pillar’ esetében altaldban a magasabb citokinin koncentracional érte el a
legnagyobb értéket.

A PSII aktualis kvantumhatékonysagat az aktudlis fényviszonyokon nevelt leveleken
mértiik ,,Yield protocol”-lal. Ekkor a PSII elektron-akceptorai redukalt allapotba keriilnek,
azaz a reakcid centrumok zart allapotuak. A PSII elért hatékonysagat a relativ
elektrontranszport  rataval (ETR) hataroztuk meg. Y(Il), azaz az aktualis
kvantumhatékonysag, sohasem érte el a maximalis kvantumhatékonysagot (F./Fr) (14 és 16.
abrak).

Y(Il) és ETR citokinin koncentraciotol fiiggd valtozasa hasonlo volt, mint az F./Fp,
esetében, amikor BA-t, vagy BAR-t tartalmazott a taptalaj. Y(II) és ETR a BA koncentracio
novekedésével csokkentek, illetve BAR alkalmazasa esetén a legmagasabb értékiiket 2,0 uM
citokinin koncentracional érték el (16. és 17. abrak). Ha a taptalaj citokinin forrasa TOP volt,
akkor az axillaris alma hajtaskultirakndl szokdsosan alkalmazott koncentraciok (2,0 és 6,0
uM) esetében szignifikansan volt a legalacsonyabb Y(II) és ETR. BA és TOP kombinalt
alkalmazasa esetén Y(II) és ETR értékei koncentraciotol fiiggetlenek voltak. A legnagyobb
Y(II) és ETR értékeket 0,5 uM BA ¢€s 2,0 uM BAR, a legalacsonyabb értékeket pedig 2,0 uM
¢s 6,0 uM TOP alkalmazésat kdvetden mértiik. 25,0 uM citokinin koncentraciénal nem volt
kiilonbség a citokinin kezelések Y (II) és ETR-re kifejtett hatasaban.

A citokininek a hajtastenyésztés kulcshormonjai, biztositjak a hajtasok novekedését és
fejlodését (George és Debergh, 2008; Van Staden és mts., 2008; Magyar-Tabori és mts.,
2010; Dobranszki és Teixeira da Silva, 2010). Fontos szerepet jatszanak a kloroplasztiszok
fejlodésében ¢€s strukturdlis differencidlédasaban; kimutattdk, hogy részt vesznek egyes a
kloroplasztiszok fejlodeését iranyitd gének indukalasdban (Synkova és mts., 1999; Kubo és
Kakimoto, 2000; Kulaeva és mts., 2002; Cortleven és mts., 2011), megfeleld fejlettségii
kloroplasztiszok sziikségesek a ndvényi szervek, szovetek citokinin valaszdhoz (Kulaeva és
mts., 2002). Ennek ellenére a bemutatott kisérletek az elsdk, melyekben arra kerestiink
valaszt, hogy az in Vvitro szaporitas soran a taptalajhoz adott kiilonbdz6 tipusu citokininek
befolyasoljak-e a fejlodo in vitro hajtasok fotoszintetikus rendszerének miikodoképességét.
Az eredményeink azt bizonyitjak, hogy a taptalajhoz adott aromas oldallancu citokinineknek
mind a tipusa, mind a koncentracioja hatassal van az in vitro alma hajtasok PSII rendszerének
maximalis kvantumhatékonysagara (F./Fn) és a fotokémiai folyamatainak maximalis
hatékonysaga (F./Fo), valamint az aktualis kvantumhatékonysagara (Y(II)) is, s igy

befolyasoljak a fotoszintetikus rendszeriik miikodoképességét.
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16. abra. A Il. fotokémiai rendszer (PSII) aktualis kvantumhatékonysaga (Y(II)) a ‘Royal

Gala’ kiilonboz6 citokinin tartalmu taptalajon fejlédott in vitro hajtasainak fény-adaptalt

leveleiben. Az oszlopokon beliili betik a Duncan-teszt alapjan meghatarozott statisztikailag homogén

csoportokat (P < 0,05) jelolik; a kiilonbozé kis betiik azonos citokinin tipusok koncentracidi kozotti, mig a

kiilonb6z6 nagy betiik azonos citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok kozotti szignifikans eltéréseket

jelslik.
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17. abra. A Il. fotokémiai rendszer (PSII) elektrontranszport rataja (ETR) a ‘Royal Gala’

kiilonb6z6 citokinin tartalmu taptalajon fejlodott in vitro hajtasainak fény-adaptalt leveleiben.

Az oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan meghatarozott statisztikailag homogén csoportokat (P < 0,05)

jelolik; a kiilonbozd kis betlik azonos citokinin tipusok koncentracioi kozotti, mig a kiilonbozé nagy betiik

azonos citokinin koncentracidknal a citokinin tipusok kdzotti szignifikans eltéréseket jelolik.
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5.2.2. Aromas oldallancu citokininek hatasa az in vitro alma levelek klorofill tartalmara

A klorofill tartalmat az in vitro almahajtasok fels két, kifejlett levelében mértiik,
mivel korabbi vizsgalataink bizonyitottak, hogy 3 hetes tenyésztést kovetden az axillaris alma
hajtastenyészetekben a két csucsi levél biztosan a 3 hetes tenyésztés soran fejlodik
(Dobranszki és mts., 2002). A 3 hetes tenyésztést kovetden a levelek klorofill tartalmaban
szignifikans kiilonbségeket mutattunk ki (18-21. abrak).

A kiilonbozo tipusu citokinineknek az Osszklorofill tartalomra kifejtett hatasa (20.
abra) fliggétt az alkalmazott citokinin koncentraciotol. Az Osszklorofill tartalom minden
vizsgalt koncentracional akkor volt a legnagyobb, ha a hajtasok BA-t tartalmazé taptalajon
fejlodtek. Hasonloan, a klorofill a (1220-1282 ug/1g levél nedves suly (FW)) (18. abra) és
klorofill b (623-898 pg/lg FW) (19. abra) tartalom is a BA alkalmazasat kovetéen volt a
legnagyobb, mig a Kklorofill a / klorofill b aranya (21. abra) a legkisebb (1,42-1,958). A
nétt. Azonban a legnagyobb klorofill a / klorofill b aranyt 2,0 és 6,0 uM TOP alkalmazasa
esetében értiik el (2,706 és 2,804). BA és 25,0 uM TOP kombindlt alkalmazasa esetén a
levelekben szintén nagy Klorofill a / klorofill b aranyt (2,782) mutattunk ki (21. abra).

Az adatokbol (18-19. abrak) lathatd, hogy a klorofill b tartalomban a citokinin
kezelések hatasara bekovetkezd valtozas mértéke (65%) mintegy kétszerese volt a klorofill a

tartalomban (34%) bekdvetkezett valtozas mértékéhez képest.

crer

c gy

legnagyobb koncentracié (25,0 uM) esetén okozott szignifikans csokkenést a pigment
tartalomban (18-19. abrak). Ezek az eredmények Gsszhangban vannak Aremu és mts. (2012b)
banan szovettenyészetben mért eredményeivel.

uM -ig a levelek klorofill a tartalma csokkent, s ennél a citokininnél volt a legalacsonyabb a
levelek klorofill b tartalma 2,0 és 6,0 uM TOP esetében (388 és 311 ng/lg FW). A BA és a
TOP kombinalt alkalmazasakor 2,0 uM TOP BA-val vald6 kombinacioja eredményezte a
legnagyobb klorofill a (1248 pg/1g FW) és klorofill b (644 ng/1g FW) tartalmat. Ugyanilyen
nagy klorofill a és klorofill b tartalmat tudtunk elérni, ha a 25,0 uM BAR-t, vagy BA+ 25,0
uM TOP-t adtunk a taptalajhoz (18-19. abrak).
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18. abra. A ‘Royal Gala’ kiilonbz0 citokinin tartalmu taptalajon fejlédott in vitro hajtasainak

els6 két, teljesen kifejlett csticsi levelében mért klorofill a tartalom (ug / 1g FW). Az oszlopokon
beliili betlik a Duncan-teszt alapjan meghatarozott statisztikailag homogén csoportokat (P < 0,05) jelolik; a
kiilonb6z6 kis betlik azonos citokinin tipusok koncentracioi kozotti, mig a kiilonboz6 nagy betiik azonos

citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok k6z6tti szignifikans eltéréseket jelolik.
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19. abra. A ‘Royal Gala’ kiilonb6z6 citokinin tartalmu taptalajon fejlédott in vitro hajtasainak
els6 két, teljesen kifejlett csticsi levelében mért 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 betilk azonos citokinin tipusok koncentracioi kozotti, mig a kiilonboz6 nagy betiik azonos

citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok kozotti szignifikans eltéréseket jelolik.
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20. abra. A ‘Royal Gala’ kiilonboz6 citokinin tartalmu taptalajon fejlodott in vitro hajtasainak
els6 két, teljesen kifejlett csticsi levelében mért 6sszklorofill (klorofill a + klorofill b) tartalom

(ug / 1g FW). Az oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan meghatérozott statisztikailag homogén

csoportokat (P < 0,05) jelolik; a kiilonboz6 kis betiik azonos citokinin tipusok koncentracidi kozotti, mig a
kiilonb6z6 nagy betiik azonos citokinin koncentracidknal a citokinin tipusok kozotti szignifikans eltéréseket

jeldlik.
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21. abra. A klorofill a / klorofill b aranya ‘Royal Gala’ kiilonb6zé citokinin tartalmu

taptalajon fejlodott in vitro hajtasainak elsé két, teljesen Kifejlett csticsi levelében. Az
oszlopokon beliili betiik a Duncan-teszt alapjan meghatarozott statisztikailag homogén csoportokat (P < 0,05)
jelolik; a kiilonboz6 kis betlik azonos citokinin tipusok koncentracioi kozotti, mig a kiilonbozé nagy betiik

azonos citokinin koncentracioknal a citokinin tipusok kozotti szignifikans eltéréseket jelolik.
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A kisérleti eredmények alapjan megallapithatd, hogy a taptalaj citokinin tartalma — a
citokinin tipusa ¢€s alkalmazott koncentracidja — befolyasolta az in vitro alma hajtasok
leveleinek klorofill tartalmat, kiilondsen a klorofill b pigment mennyiségét. Eltérd citokinin
tartalmu taptalajon fejlédé in vitro alma hajtasok leveleiben eltérd a klorofill a és a klorofill b
aranya Iis.

Saez és mts. (2012) ugy talaltdk, hogy noha a ndvény klorofill tartalma nem
kozvetleniil jelzi a novény fotoszintetikus kapacitasat, de jo indikatora lehet a fotoszintetikus
rendszer altalanos allapotanak. A kisérleti eredményeink szerint néhany esetben a klorofill
tartalom ¢és a klorofill fluoreszcencia kozott kimutathatd volt parhuzam. Ha a taptalaj citokinin
forrasa BA volt, a BA koncentracio novelésével, nemcsak az dsszklorofill tartalom, hanem a
klorofill fluoreszcencia is csokkent. BAR esetében ez a tendencia csak 2,0 uM koncentracio
felett figyelhet6 meg, de a 2,0 uM BAR kezelés utan tapasztalhaté nagy F./Fqy és Y(II)
értekek nem indokolhatok a klorofill mennyiségi valtozasaval. Ha a taptalaj TOP-t
tartalmazott, a 2,0 és 6,0 uM TOP esetében mértiik a legkisebb Klorofill a és a klorofill b
értékeket, viszont a klorofill fluoreszcencia (Fu/Fy, és Y(II)) csak a 6,0 uM TOP koncentracid
alkalmazdsa esetében csokkent szignifikdnsan. A fotokémiai folyamatok maximalis
hatékonysagat jelz6 legnagyobb F,/Fq értéket pedig 2,0 uM TOP-ot tartalmazé hajtasok
levelein mértiik. Ha taptalaj kétféle citokinint tartalmazott (BA+TOP kezelések) akkor a
klorofill tartalom ¢és a klorofill fluoreszcencia kozott semmilyen Osszefliggést nem lehetett
megallapitani.

A klorofill tartalom és a klorofill fluoreszcencia paraméterek kozotti Osszefliggés

statisztikai analizisének eredményeit a 18. tablazatban foglaltam Gssze.

18. tablazat. A klorofill tartalom és a klorofill fluoreszcencia paraméterek kozotti

Osszefliggés vizsgalata (Pearson-féle korrelacios egylitthatok)

klorofill b klorofill a+b klorofilla/b  Fy/F, Fu/Fo Y(I)
klorofill a 0,847 0,950 -0817° 0374 0,360 0,545
klorofill b - 0,970" -0,989" 0,389 0424 0535
klorofill a+b - - 0,951 0,398 0412 0,561
klorofill a/b - - - 0,392  -0,427 -0,515
Fo/Fm - - - - 0,952” 0,791"
FJ/Fy ; ; - - - 0,780
Az bsszefiiggés szignifikans : P < 0,05, illetve ™: P < 0,01 szinten

A korrelacioanalizis eredményei bizonyitottak, hogy sem a klorofill a és a klorofill b

pigmentek mennyisége, sem az aranya nem befolyasolta a II fotokémiai rendszer (PSII)
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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(I1)) kozott azonban
kozepesen pozitiv, de szignifikans (P < 0,05) Osszefliggést mutattunk ki. A korrelacios
egyiitthato klorofill a esetén r=0,545, klorofill b esetén r=0,535, az 6sszklorofill tartalomra
vizsgalva pedig r=0,561. A rendszer aktualis kvantumhatékonysaga (Y (Il)) és a klorofill a /
klorofill b aranya ko6z6tt szintén kdzepes, de negativ 6sszefiiggést lehetett igazolni (r= - 0,515;
P < 0,05). Osszefoglalva jelen eredmények alapjan megallapithato, hogy, Sdez és mts. (2012)
eredményeivel ellentétben, a 3 hetes in vitro alma hajtasok klorofill tartalma alapjan a
fotoszintetikus rendszer altalanos allapotara, ¢és maximalis teljesitOképességére nem

kovetkeztethetiink.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Bebizonyitottuk, hogy jarulékos in vitro hajtasfejlodés indukalhaté alma ndvény
esetében tTCL explantatumokon, mind egy hagyomanyosan koénnyen regeneralodo
(CRoyal Gala’), mind a hagyomdnyosan nehezen regeneralodo fajta ("Freedom’)
esetében.

2. Bizonyitottuk, hogy a regeneracio kezdeti szakaszdban alkalmazott fény -
Freedom’ fajta esetében a regeneracids szakasz elején alkalmazott fénykezelés a
hajtasfejlédést a tTCL explantaitumokon teljesen gatolta.

3. lgazoltuk, hogy az explantatumot Szolgaltatd levél eredeti pozicidja — genotipustol
fiatalabb levelekbdl készitett tTCL explantditumok hajtasregeneracidos képessége
nagyobb volt.

4. Megallapitottuk, hogy a regeneracios periddus hossza mind a konvencionalis, mind a
tTCL explantatumok regeneracios kapacitasat — mind a hajtasregeneracids szazalékot,
mind az explantatumonkénti atlagos hajtdsszamot — befolydsolja. Hatisa fligg a
genotipustol, az explantatumot szolgaltatd levél eredeti pozicidjatol, az explantatum
méretétdl €s a taptalaj citokinin tartalmatol. A regeneracid optimalis idStartamanak
meghatarozasahoz ezért mind a biotikus (genotipus, explantaitum), mind az abiotikus

(in vitro tenyésztés fizikai és kémiai feltételei) tényezoket figyelembe kell venni.

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

6. Eldzetes vizsgalati eredményeink (SSR analizis) alapjan a fejlodott jarulékos hajtasok
genetikailag stabilak voltak. Sem az explantatum tipusa (konvencionalis, vagy tTCL),
sem az explantaitumok kora (1. vagy 2. csucsi levélbdl szarmazo), sem a novekvo
citokinin (TDZ) koncentraci6 nem okozott genetikai véltozdst az axillaris

hajtasfejédéssel szaporitott novényallomanyhoz képest.
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Bevezettiik, definialtuk ¢és matematikailag leirtuk a ndvekedési korrekcios faktor
(GCF) és a geometriai faktor (GF) fogalmakat, ¢és leirtuk a GCF és GF faktorok

kozotti Osszefiiggést:

HSZ o _ oop R%cony  HSZ 1
HSZ NR%,., HSZ

conv

0,
— K GF: valamint GCF = "~ 2rct | GF

R %

conv conv
ahol n: a konvencionalis explantatumbol elméletileg preparalhaté tTCL explantatumok
szdma, R%: a konvenciondlis (conv.) ¢és a tTCL explantatumok regeneracios
szazaléka, HSZ: a konvencionalis és tTCL explantitumokon mért atlagos hajtasszam
(esetiinkben hajtas, egyébként barmely célszerv), k: korrekcids faktor

Meghataroztuk, hogy a GF szamitdsdhoz barmely ndvényi kiinduldsi szervbdl,
szOovetbOl prepardlt explantatum esetén mely explantditum tipus mely egyszerl
geometriai testtel kozelithetd.

Meghataroztuk alma konvencionalis és tTCL levéllemez explantditumokra a GF

szamitasat, figyelembe véve az explantditumok teljes feliiletét ¢és térfogatat az alabbi

Osszefiliggéssel:
h.,, (@+b+c+d)+w_,, (a+c)
M w conv (a+ C)
v h conv f
GF(= GFconv— = o=
( ) Ao 2N e (M Wirey ) +2IW
VireL MW e P irer

Mivel GF fiiggetlen minden mas kisérleti koriilményt6l (faj, fajta, in vitro tenyésztés
fizikai és kémiai feltételei), csak az explantatum alakja és mérete hatdrozza meg, ezért
a fenti Osszefiiggés minden esetben igaz €s a fenti képlettel kiszamithaté GF értéke, ha
(1.) trapéz alapu hasab alakll explantatumot hasonlitunk téglalap alapti hasab alaku
explantatumhoz, és

(2.) a szervregeneraci6 — nmegtartva a kiindulasi feltételt — mind az
epidermisz/szubepidermisz, mind a mezofillum sejtekbdl kiindul.

A két 1j fogalom (GCF, GF) alkalmazasaval egy explantdtum regeneracids kapacitasat
Osszehasonlithatjuk egy masik kisérletbdl, mas ndvény fajbol/fajtabol, vagy
laboratériumbdl szdrmazd explantitum regeneracids kapacitdsaval, feltéve, hogy
ismerjilk az explantatum alakjat és méreteit, illetve, hogy az explantatum mely
szovettajaibol torténik az 0j szerv regeneracidja. Mivel GF csak az explantdtum
alakjatol és méretétdl fiigg, ha a regeneracid azonos szovettajbol indul ki, ezért a GCF
¢s GF alkalmas arra is, hogy kiilonb6z0 nodvényfajok azonos alakii és méretii
explantatumainak regeneracios kapacitasat 6sszehasonlitsuk.
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Az almaval végzett kisérletek eredményeivel bemutattuk, hogy a megfeleld
explantatum megvalasztasa (tTCL a konvencionalis helyett), és a taptalaj citokinin
tartalmanak optimalizalasa egyiittesen azt eredményezte, hogy a konvencionalis
explantadtumhoz viszonyitva fajtatol fiiggden a regeneracios kapacitast 11,8-13-
szorosra tudtuk ndvelni.

Bizonyitottuk, hogy a taptalajhoz adott aromas oldallanct citokininek — tipusuktol és
a taptalajhoz adott koncentracidjuktdl fiiggéen — befolyasoljak az in vitro alma
hajtasok PSII rendszerének maximalis kvantumhatékonysagat (F./Fn) és a fotokémiai
folyamatainak  maximalis  hatékonysagat  (F./Fp), valamint az  aktualis
kvantumhatékonysagat (Y(II)) is, s igy befolyasoljak a fotoszintetikus rendszeriik
miikodoképességét.

Bebizonyitottuk, hogy a tiptalaj citokinin tartalma (a citokinin tipusa ¢és
koncentracidja) befolyasolta az in vitro alma hajtasok leveleinek klorofill tartalmat,
kiilonosen a klorofill b pigment mennyiségét. Igazoltuk, hogy eltéré citokinin tartalma
taptalajon fejlédé in vitro alma hajtasok leveleiben eltérd a klorofill a és a klorofill b
aranya.

A korrelacidanalizis eredményei bizonyitottak, hogy sem az in vitro almahajtasok
leveleiben 1év6 klorofill pigmentek mennyisége, sem a klorofill a és klorofill b aranya
nem befolyasolta a II. fotokémiai rendszer maximalis teljesitOképességét (F./Fm,
Fu/Fo), ezért az in vitro alma hajtasok klorofill tartalma alapjan a fotoszintetikus
rendszer  éltalanos  éllapotara, ¢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

kvantumhatékonysagat.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Ko6szonom a Debreceni Egyetem ATK Nyiregyhazi Kutatointézet egykori €s jelenlegi
igazgatdinak, Dr. Lazanyi Janosnak, Dr. Tégyi Sandornak és Dr. Zsombik Laszloénak, hogy a
DE ATK Nyiregyhazi Kutatointézet Biotechnologiai Laboratdériumaban folyd kutatasi
tevékenységet mindenkor tAmogattak.

Kiemelt koszonet illeti az értekezésben bemutatott kutatomunkaban kozvetleniil
résztvevO kutatotarsaimat, akikkel egyiitt gondolkodhattam, s akik nélkiill a dolgozatban
bemutatott eredmények nem sziilethettek volna meg. K&szoném Dr. Jaime A. Teixeira da
Silva (Japan) egyiittmiikodését a TCL explantatumok vizsgalatat célzé kutatasokban; sokéves
egylittmiikddésiinket szamos rangos nemzetkozi folydiratban megjelent kdzlemény fémjelzi.
K6szoném Mendlerné Dr. Drienyovszki Nora (DE ATK Nyiregyhazi Kutatointézet) alkotd
egyuttmiikodését az in vitro alma hajtasok fotoszintetikus apparatusanak vizsgalatat célzo
kutatasokban, akivel kozos eredményeinket szintén elismert hazai és nemzetkozi
szaklapokban, illetve konyvfejezetekben kozoltiik.

Szeretném megkdszonni a tobb évre visszanyulod egyiittmiikodést, a folyamatos
szakmai és emberi tdmogatast Dr. Heszky Laszl6 professzornak, valamint Dr. Kiss Erzsébet
professzor asszonynak (SZIE Genetika és Biotechnologiai Intézet), aki a regeneralt alma
hajtasok - az értekezésben bemutatott - molekularis vizsgélataban is segitségemre volt.

Koszonet illeti a DE ATK Nyiregyhdzi Kutatointézet Biotechnoldgiai
Laboratoriumainak minden munkatarsat, akik a kisérletek kivitelezésében és az adatok
feldolgozasaban segitségemre voltak. Kiemelt kdszonetemet szeretném kifejezni Marfolding
Gyurjan Zsuzsannanak a steril laboratoriumi munkék, Dr. Hudék Ildikénak és Magyarné Dr.
Tabori Katalinnak a biokémiai paraméterek mérése soran nyujtott technikai segitségiikért,
Szlicsné Kertész Marianak a tobb ezer adat digitalizalasdban nyujtott segitségeéért.

Haélasan koszonom Jamborné Dr. Benczar Erzsébet (BCE Diszndvénytermesztési €s
Dendrolégiai Tanszék) tobb évtizedes baratsagat és kutatasi egylittmiikddését, onzetlen
tamogatasat €s azt, hogy az 1990-es években rairanyitotta figyelmemet az in vitro
almakutatasokra. K6z6s munkankat tobb hazai és nemzetk6zi kozlemény és sikeres kozos
kutatési projekt jelzi.

Koszonetemet szeretném kifejezni a BCE Gyilimolestermd Novények Tanszéke tobb
volt, és jelenlegi munkatarsanak, Dr. Papp Janosnak, Dr. Toth Magdolnanak, Hevesi Laszloné
Dr.-nak, Dr. Szalai Jozsefnek (BCE Novényélettan Tanszék), és az Ujfehértoi

Gytlimolcstermesztési Kutatd €s Szaktandcsado Kht. kutatéinak, Dr. Buban Tamdésnak és Dr.
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Szabd Tibornak, akikkel almakutatas témakorben az évek sordn egyiitt dolgozhattam.
Koszonom Dr. Ferenczy Antalnak (BCE Biometria ¢és Agrarinformatika) a hasznos
konzultaciokat és segitséget a biometriai értékelés témakorében.

A t6bb mint masfél évtizede folytatott in vitro alma kutatasokat az OTKA (T-030103,
T-037251, M-041429) és a Phare (HU9705-0303-0003-V0077) elnyert palyazatai tamogattak.
Kiilon koszonom a Nemzeti Kivalosdg Program Szentdgothai Janos Tapasztalt Kutatoi
Osztondij tAmogatasat a 2013-2014 években.

Szeretném megkdszonni csaladomnak a mindenkori tdmogatast €s tiirelmiiket.
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1. sz. melléklet

A ndvények citokinin jelatvitele tobblépéses foszforatvitellel (P),
Schmiilling (2004), Ferreira ¢€s Kieber (2005), Hwang és Sakikabara (2006) és Rijavec és
Dermastia (2010) munkai nyoman.

(Dobranszki, 2014)

131



dc_935 14

2. sz. melléklet

A Geometriai faktor (GF) kiszamitasa kiilonb6zo alaku explantatumok esetén, ha a regeneracio
csak az epidermalis/szubepidermalis szovettajakbol indul ki (Teixeira da Silva és Dobranszki,

2014 alapjan)

1. Henger alaku tTCL explantatum és gdmb/félgdmb alaka konvencionalis explantdtum

Osszehasonlitasa

AtTCL, epid 2 mtTCL h

2
GE.. = Voo, _ Taa®™ 2 o
tTCcL A ] 2 r2 3
conv,epid T eony rITCL
3

3

A GF értéke csak az explantatumok sugarainak hanyadosatol fiigg. A GF ezzel a képlettel mindig
kiszamithato, ha
(1) az egyik (konvencialis) explntatum gdmb/félgémb alakt,
(2) a masik (tTCL) explantatum henger, vagy korong alaku,
és fenntartva az eredeti feltételt, hogy a regeneracio csak az epidermalis/szubepidermalis

szovettajakbol indul ki.

2. Téglalap alapt hasab alak ITCL explantdtum és gomb/félgdmb alakil konvenciondlis explantatum

Osszehasonlitasa
AITCL,epid Iw
_ ITCL _ ITCL __ _ conv
GF V, wh r
meL T A _ —2 2 _"_3h
conv,epid TWeony ITCL
3
Vconv 27IEI‘COT'IV
3

A GF értéke az ITCL explantatum vastagsagatol és a konvencionalis explantatum sugaratol fiigg.
A GF ezzel a képlettel mindig kiszamithatd, ha az ITCL explantatumot félgomb alak konvencionalis
explantatumbol preparaltuk, fenntartva az eredeti feltételt, hogy a regeneracid csak az

epidermalis/szubepidermalis szovettajakbol indul ki.
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3. Henger alakt tTCL explandtum és félhenger alaka konvenciondlis explantatum Osszehasonlitasa

Mivel mind a tTCL, mind a konvencionalis explantatum esetén:

A a 2mrh 2 A ; nrh 2

(TCL.epid _ 5 CL — = g —COMvepd _ > OV — — ezért a GF szamitasakor csak az

VtTCL r TL'h tTCL r Vconv r Eh conv r

2
epidermadlis feliileteket vessziik figyelembe:
ArcLeps  2mrhyg 2N
GFITCL = A = h =...=h—
conv,epid nr conv conv

A GF ¢értéke az explantatumok hosszatol (heony, herol) fligg. A GF ezzel a képlettel mindig
kiszamithato, ha
(1) az egyik (konvencialis) explntatum félhenger alaku,
(2) a masik (tTCL) explantatum korong alaki, és sugara megegyezik a konvencionalis félhenger alaka
explantatum sugaréval,
valamint fenntartva az eredeti feltételt, hogy a regeneracio csak az epidermalis/szubepidermalis

szovettajakbol indul ki.

4. Téglalap alapu hasdb alaki ITCL explantatum és félhenger alaki konvenciondlis explantatum

Osszehasonlitisa
AITCL,epid Iw
GF o = AVITCL _ wh meL r
conv,epid 7]:rhconv 2 h ITCL
Vconv r ? Tch conv
2

A GF értéke az ITCLz explantatum vastagsagatol és a konvencionalis explantatum sugaratol fligg.
A GF ezzel a képlettel mindig kiszamithato, ha az ITCL explantatumot félhenger alaki konvencionalis
explantaitumbol preparaltuk, fenntartva az eredeti feltételt, hogy a regeneraci6 csak az

epidermalis/szubepidermalis szovettajakbol indul ki.
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