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ÁLTALÁNOS BEVEZETÉS

In vitro tenyészetek előállítása és fenn­

tartása viszonylag könnyű feladat a kétszikű nö­

vények esetében. Napjainkban már a növénytermesz­

tésben is rutinszerűen használnak néhány eljárást, 

mint például a mikroszaporitást, virusmentesitést 

stb. üjabb fordulatot a protoplaszttechnikák /a 

protoplasztok sejtfaluktól megfosztott növényi 

sejtek/ által nyújtott lehetőségek kiaknázása 

hozhat a növényi sejtgenetika és a növénynemesités

területén egyaránt.

Ilyen uj lehetőségeket kinál például a pro- 

toplasztok fuzionáltatása. A protoplasztfuzió se-
ú «г/«'

gitsag^yal kikerülhetjük a hibridizációs gátakat, 

melyek az evolúció során alakultak ki az egyes 

fajok között. így lehetőségünk nyilik ivaros utón 

létre nem hozható uj genomkombinációk előállítására.

A fúzió eredményeként létrejött úgynevezett

heterokarion kevert citoplazmát tartalmaz, melynek 

következtében megvizsgálhatok a különböző eredetű 

organellumpopulációk kölcsönhatásai. Keresztezéssel 

ilyen kevert organellumpopuláció nem hozható létre,
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mivel a növények döntő többségében a sejtorga- 

nellumok anyai utón öröklődnek /Sears, 1980/.

A kevert citoplazmában létrejöhet például a 

különböző eredetű sejtorganellumok DNS-e kö­

zötti rekombináció, mely uj tulajdonságokkal 

rendelkező kloroplasztisz vagy mitokondrium 

populáció kialakulásához vezethet /Belliard és

munkatársai, 1979/.

A heterokarionok osztódásakor az egyik

szülőből származó sejtmagok és sejtorganellumok

egymástól függetlenül külön-külön utódsejtekbe

kerülhetnek, és igy az egyes utódsejtek külön­

böző eredetű sejtmagot, és organellumokat tar­

talmazhatnak. Az uj organellum-sejtmag kombi­

nációt tartalmazó növények jelentőségét nagymér­

tékben növeli, hogy a sejtorganellumokban kódolt 

tulajdonságok egy része, például a himsterilitás

/Frankel és Galun, 1977/ egyes herbicidekkel szem­

beni rezisztencia /Darr és munkatársai, 1981/ stb.

fontos a növénytermesztés és a nemesités számára is. 

Az organellumokban kódolt tulajdonságok átvitelét

/citoplazma-transzfer/ a hagyományos módon, több­

szörös visszakeresztezéssel is létre lehet hozni,
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ez az eljárás azonban nagyon időigényes. A 

citoplaszmaátvitel protoplasztfuzió segítsé­

gével viszont egy lépésben és valószinüleg

nem keresztezhető fajok között is megvalósít­

ható .

A növényi sejtgenetika fejlődése nyúj­

totta lehetőségek csak kevéssé alkalmazhatók

a gazdaságilag fontos egyszikűek /például bú­

za, kukorica stb./ nemesítésében és termesz­

tésében. A laboratóriumok nagy többségében 

még csak az alapvető szövettenyésztési eljá­

rások kifejlesztésénél tartanak, igy például

hosszú ideig fenntartható és jól regeneráló

szövettenyészetek előállításán dolgoznak 

/Wernicke és Brettell, 1980; Sears és Deckard,

1982/. Jól regeneráló tenyészetek birtokában 

sikerrel kísérelhető meg mutánsok előállítá­

sa in vitro tenyészetekben is. Egyszikű szö­

vettenyészetben már izoláltak mutáns növényeket,

mint például a Helminthosporium maydis toxin- 

jának ellenálló kukorica növényt /Gengenbach 

és munkatársai, 1977/.
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Minőségi ugrást a protoplaszttechnikák 

alkalmazásával érhetnénk el, ami lehetővé tenné

a modern sejtgenetikai eljárások /szomatikus

hibridizáció, organellumátvitel, transzformáció 

stb./ alkalmazását az egyszikűek esetében is. 

Jelenleg az egyszikű növényekből nyert proto- 

plasztok tenyésztése nehéz probléma. A proto- 

plasztokat osztódásra késztetni és az igy 

nyert kolóniákból növényt regeneráltatni még 

csak néhány esetben, igen kis gyakorisággal 

sikerült /Vasil és Vasil, 1980; Vasil és mun­

katársai, 1983/.

1.2 CÉLKITŰZÉS

Értekezésemben két kisérletsorozatról

számolok be, melyek segítségével a két- és az

egyszikű növényi sejtgenetikai rendszer egy-egy

módszertani problémáját szándékoztunk megoldani.

Az egyik kisérletsorozat elvégzésével az volt 

a célunk, hogy meghatározzuk azt а Со gammasu­

gár dózist, amellyel a citoplazma donor proto-

plasztokat fúzió előtt besugározva optimális 

hatásfokú organellum átvitelt lehet létrehozni,

dohányfajok között, protoplasztfuzióval. E kisér-
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letsorozat folyamán a Nicotiana tabacum SR 1

mutáns sztreptomicin rezisztens kloroplasztisza-

it Nicotiana plumbaginifoliába /sztreptomicin

szenzitiv/ vittük át. A rezisztens kloroplaszti-

szokat tartalmazó N. plumbaginifolia kolóniákat

a fúzió után sztreptomicin rezisztenciára történő

szelekcióval válogattuk ki. A fúzió előtt a

N. tabacum SR 1 protoplasztjait különböző nagy­

ságú, de a letális dózist meghaladó sugárzásnak

tettük ki. A besugárzásnak kettős célja volt:

az egyik, hogy a heterokarionképzésben részt 

nem vevő rezisztens szülői protoplasztok osztó­

dását megakadályozzuk, a másik pedig, hogy be­

sugárzással inaktiválva, képtelenné tegyük a sejt­

magokat fúzióra, és igy a hibridek aránya csökken­

jen a N. plumbaginifolia sejtmagszegregánsok javára.

A másik kisérletsorozat célja az volt,

hogy buzafajtákból jól regeneráló szövettenyésze­

teket nyerjünk. Az optimális kalluszindukció, 

fenntartás és növényregeneráltatás körülményeinek 

megismerése céljából különböző cukor- és hormonkom­

binációkat tartalmazó táptalajokat próbáltunk ki.
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Különböző korú és eredetű szövetekből /levél­

bázisból, embrióból és gyökérből/ tenyészete­

ket hoztunk létre, hogy megtudjuk, melyik nö­

vényi részből lehet jól regeneráló kalluszt 

nyerni. Ebben a kisérletsorozatban hét Triticum

aestivum és egy Triticum durum fajtával, vala­

mint Triticum monococcummal dolgoztunk, és meg­

vizsgáltuk, hogy a különböző genetikai háttér 

milyen eltéréseket okoz a kalluszok képződésé­

ben és regeneráló képességében.

1.3 IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1.3.1 Protoplasztfuzió

A hatvanas években gombák által termelt

* enzimek alkalmazásával megoldódott a protoplasztok 

hatékony izolálása /Cocking, 1960; Takebe és mun­

katársai, 1968/. A 70-es évek elején a protoplasz- 

tokból történő növényregeneráció megvalósitása

/Takebe és munkatársai, 1971/ és a protoplaszt-

fuziós technikák tökéletesedése lehetővé tette

növényi szomatikus hibridek előállitását és a

fúzió utján történő organellum átvitelt. A fúzió

indukálására kezdetben nitrátsókat használtak

/Power és munkatársai, 1970/.
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Hatékonyabb módszer volt később a CaCl^-os keze­

lés magas pH alkalmazása mellett /Keller és 

Melchers, 1973/. A következő lépcsőfokot a poli- 

etilénglikol-kezelés bevezetése jelentette, ami­

vel 5-10 % fúziós gyakoriságot /heterokarionok

aránya a túlélő sejtek között/ értek el /Wallin 

és munkatársai, 1974; Kao és Michayluk, 1974/.

A ma leggyakrabban alkalmazott módszert Kao és

munkatársai /1974/ dolgozták ki, akik a polieti- 

lénglikol-kezelést kombinálták a Ca+'-magas pH- 

eljárással. Ezzel a módszerrel 10-20 % fúziós gya­

koriság érhető el.

1.3,2 Sejtmag- és organellum-szegregáció fúzió után

A fúzió révén létrejött heterokarion a szü­

lői protoplasztok sejtmagját és organellumait tar­

talmazza. A heterokarion osztódásakor a szülői sejt­

magok fuzionálhatnak /hibridképződés/ vagy pedig szeg- 

regálhatnak a utódsejtekbe /Medgyesy és munkatársai, 

1980/. Eközben a kevert kloroplasztisz populáció sem ma­

rad stabil, ugyanis a fúziós termékből származó nö­

vények vagy az egyik vagy a másik szülő kloroplasz- 

tiszait tartalmazzák /Chen és munkatársai, 1978;

Belliard és munkatársai, 1978; Aviv és Galun, 1980;

Menczel és munkatársai, 1981/.
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A hibridképződés gyakorisága a növényi proto- 

plasztok fúziója után rendkivül magas. Kao /1977/ 

kísérletében, ahol Nicotiana glauca és szója proto-

plasztok fúziójából származó heterokarionok klóno­

zással előállított sejtvonalait vizsgálta, az összes 

vonal hibridnek bizonyult. Azonos eredményt kapott 

Gleba és Hoffman /1978/ is, akik Arabidopsis és

Brassica protoplasztokat fuzionáltak és szintén

heterokarionokat izoláltak, majd továbbtenyésztés 

után az ezekből előállított sejtvonalakat vizsgál­

ták. Medgyesy és munkatársai /1980/ N. tabacum és

N. sylvestris protoplasztokat fuzionáltak. Kísérle­

tükben a heterokarion eredetű sejtklónokból regene­

rált növények 85 %-a volt hibrid, a többi hetero­

karion eredetű sejtmagszegregáns.

A kloroplasztiszok szegregációját Chen és

munkatársai /1978/ N. glauca és N. langsdorffii szo­

matikus hibridekben vizsgálták. Tizenhat hibrid

sejtvonalból regeneráltak növényeket és nyolc vonal­

ból N. langsdorffii, hat vonalból pedig N. glauca 

kloroplasztiszokat tartalmazó növényeket kaptak. 

Egy vonalból regenerált növények egyik része 

N. langsdorffii másik része pedig N. glauca klo­

roplasztiszokat tartalmazott. Egyetlen növényben
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találtak kevert kloroplasztisz állományt, de 

ennek utódai már tiszta glauca vagy langsdorffii

kloroplasztisz populációt hordoztak. Belliard 

és munkatársai /1978/ N. tabacum cv. Xanthi és

N. tabacum cv. Techne protodasztjait fuzionál­

ták és azt találták, hogy a regenerált növények 

vagy az egyik, vagy a másik szülő tiszta kloro­

plasztisz állományát hordozzák, megerősítve ezzel 

a kloroplasztisz szegregáció tényét. E növények kö­

zött voltak olyan nem hibridek /szülői magszegre- 

gáns növények/, melyek a másik szülő kloroplaszti-

szait tartalmazták, ami azt bizonyította, hogy a

sejtmagok és a kloroplasztiszok szegregációja függet­

len jelenség, tehát a fúzió eredményeként uj Orga­

ne Hum-sejtmag kombinációjú növények is létrejöhet­

nek. Uj organellum-sejtmag kombináció létrejöttét 

/citoplazma transzfert/ más fúziós kombinációkban 

is bizonyították /Aviv és Galun, 1980; Poulsen és 

munkatársai, 1980/.

A hibridképződés nagy gyakorisága, mely a

kloroplasztisz átvitel szempontjából hátrányos, 

a sejtmagfuzió megakadályozásával csökkenthető

oly módon, hogy az organellum donor protoplasztok

sejtmagját inaktiváljuk.
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Zelcer és munkatársai /1978/ kísérletükben

citoplazmatikus himsterilitást /cms/ vittek át 

protoplaszt fúzióval N. tabacumból N. sylvestrisbe. 

A fúzió előtt a N. tabacum protoplasztokat röntgen- 

sugárzással inaktiválták /50 Jkg ^ = 5 krad/. Hat, 

fúzióból származó sejtvonalat vizsgáltak meg, és 

ezekből csak egy volt hibrid, a többia.nem besugár­

zott szülőből származó sejtmagszegregáns volt.

Aviv és Galun /1980/ szintén N. sylvestrist 

és N. tabacumot fuzionáltak abból a célból, hogy a

himsteril N. sylvestris citoplazmáját a fertilis

N. tabacum citoplazmájával helyettesítsék. A fúzió

előtt az N. tabacum protoplasztokat ugyancsak rönt­

gensugárzással /50 Jkg-'1"/ inaktiválták. Megvizs­

gáltak 15 sejtvonalat, melyből hibrid csak kettő

volt, a többi a nem besugárzott N. sylvestris

szülő sejtmagját hordozó szegregáns volt.

Sidorov és munkatársai /1981/ egy N. tabacum

albino plasztisz mutáns protoplasztjait fuzionálták 

N. plumbaginifolia protoplasztjaival a mutáns plasz- 

tiszok átvitele céljából. A N. tabacum protoplaszto­

kat 6°Co sugárforrással /60 Jkg ^=6 krad/ sugározták 

be a fúzió előtt, a N. plumbaginifolia protoplaszto­

kat pedig jódecetsavval inaktiválták. A jódecetsav

a fehérjék SH-csoportjait alkilezi /metabolikus
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inaktivátor/, és emiatt megakadályozza a sejt-

osztódást /Wright, 1978; Medgyesy és munkatársai,

1980/. A fúzióból származó sejtklónoknak a besugár­

zás után 35 %-át, mig besugárzás nélkül csak 1,4

%-át tették ki a N. plumbaginifolia sejtmagszegregánsok.

1.3.3 Sztreptomicinrezisztencia

A sztreptomicin rezisztencia citoplazma

marker /kloroplasztiszban kódolt/. Segítségével

a fúzió után kiszelektálhatok a rezisztens klo-

roplasztiszokat tartalmazó sejtvonalak. Ezért 

felhasználásával növelhető a citoplazma átvitel 

hatékonysága.

A növények kloroplasztiszai bakteriális

tipusu 70 S riboszómákat tartalmaznak, és ezért

a sztreptomicin meggátolja a kloroplasztiszok 

fehérje szintézisét. Sztreptomicin jelenlétében 

tehát a szenzitiv növények sejtjeiből származó 

kolóniák zöldülést indukáló táptalajon is kife­

hérednek. Ezzel szemben az N. tabacum SR-1 mu-

táns sztreptomicint tartalmazó táptalajon is

zöld kolóniákat ad. Ez a rezisztencia fenoti-

pus az SR-1 mutáns esetében anyai utón öröklő-
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dik /Maliga és munkatársai, 1975/, tehát orga-

nellum DNS-ben kódolt. Elektronmikroszkópos vizs­

gálatok azt mutatták, hogy a mutáns kloroplaszti-

szók sztreptomicin jelenlétében megőrzik normális

struktúrájukat /Maliga és munkatársai, 1975/. Két­

dimenziós gélelektroforetikus mintázatok szerint a

mutáns kloroplasztisz egy riboszómális fehérjéje 

megváltozott /Yurina és munkatársai, 1978; Capel 

és munkatársai, 1979/.

N. tabacum SR 1 + N. Knightiana szomatikus 

hibridekben azt találták, hogy a rezisztencia min­

den esetben az SR 1 mutánsból származó kloroplaszti- 

szokkal együtt jelent meg /Menczel és munkatársai, 

1981/. A sztreptomicin rezisztencia tehát ebben

az esetben a kloroplasztisz genomban bekövetkező 

mutáció eredménye, ezért a kloroplasztisz szegre­

gáció követésére alkalmas. Oí^

1.3.4 Búza szövettenyészetek táptalajai

Egyszikű növényekből kalluszt indukálni kez­

detben csak élesztő kivonattal, kókusztejjel, kaze­

innel stb. kiegészített táptalajon sikerült /LaRue,

1949; Carew, 1958/. A természetes kivonatok azonban 

sok ismeretlen összetevőt tartalmaznak, ezért nem 

lehet egzakt módon az ilyen táptalajon végzett kisér-
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leteket megismételni /Straus, 1960/. Ezért in­

tenzív kutatás indult meg, teljes egészében szin­

tetikus táptalajok kifejlesztése céljából.

Viszonylag kevés azoknak a szintetikus táp­

talajoknak a száma, amelyen sikerült egyszikű 

növények in vitro tenyészeteit létrehozni. A leg­

szélesebb körben használt táptalaj a Murashige 

és^Koog által kifejlesztett MS /Murashige és 

Skoog, 1962/ táptalaj, mely hatásosnak bizonyult 

sok faj esetében például búza /Sears és Deckard, 

1982/, cirok /Wernickaés BretteU, 1980/, kukorica 

/Green és Phillips, 1975/, köles /Haydu és Vasil, 

1981/ stb. a kallusz indukcióra, fenntartásra és 

a növényregeneráltatásra is. Néhány fajnál más 

táptalajt jobbnak találtak az MS-nél, igy példá­

ul zab esetében az SH /Schenk és Hildebrant, 1972/

és a B5 /Gamborg és munkatársai, 1968/ táptalajt 

/Cummings és munkatársai, 1976; Lörz és munkatársai, 

1976/. A legnagyobb mérvű különbségeket,összeha­

sonlítva az MS táptalaj szervetlen alkotóit /a makró- 

elemek tekintetében/ a B5 és az SH táptalajokéval /

a nitrogén és a kalcium esetében találjuk. Az MS

táptalaj a nitrogént a nitrát só mellett redukált
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/ammonium/ formában is tetemes mennyiségben tartal­

mazza /KNO^ 1900 mgl \ NH^NO^ 1650 mgl ^/, mig a B5 

és az SH főleg nitrátsó formájában és lényegesen ala­

csonyabb koncentrációkban tartalmazza /В5: KNO^

2500 mgl-1, /NH4/2S04 134 mgl“1; SH: KN03 2500 mgl“1, 

NH4H7P04 300 mgl”1/.

/СaCl2 x 2Ho0 440 mgl 1/ több mint kétszerese a B5 

/СaCl2 x 2H20 150 mgl-1/ és az SH /CaCl, x 2H20 

200 mgl 1/ táptalajokénak.

a változatlan szervetlen só összetétel mellett a 

legkülönbözőbb módon variálva használják. Az egy­

szikűek esetében az auxinok azok a hormonok, melyek

Az MS kalcium tartalma

A szerves alkotórészeket

nélkülözhetetlenek kallusz indukcióhoz és fenntar­

táshoz. A leghatásosabb közülük a mesterségesen elő­

állított 2,4-diklór-fenoxi-ecetsav /2,4-D/ melyből 

általában 1-2 mgl 1 koncentrációt használnak /Green,

1978/ .

Búza kallusz indításhoz és fenntartáshoz 2,4-D

önmagában is elegendő /Shimada és munkatársai, 1969;

Gosch-Wackerle és munkatársai, 1978; Ozias-Akins és

Vasil, 1982; Sears és Deckard, 1982/. Próbálkoztak

más auxinokkal is, de a 2,4-D-hez hasonlóan gyors, 

vagy más intenzivebb kalluszképződést ismé-
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telten csa^ a 2,4,5-triklór-fenoxi-ecetsavval

/2,4,5-Т/ értek c! ,'nudits és munkatársai, 1975;

Lazar és munkatársai, 19t>? > . Citokininek általában

nem szükségesek a tenyészetek növekeacséhez. Lazar és

munkatársai /1983/ kisérlete szerint g kinetin 

0,1 mgl ^ 0,5 mgl 1 2,4,5-T alkalma-koncentrációban,

zása mellett, azonban meggyorsította a kalluszok nö­

vekedését. Magasabb citokinin koncentráció már ki- 

fejezetetten gátló hatásúnak bizonyult. A citokininek

gátló hatását már Dudits és munkatársai is publi­

kálták 1975-ben. A kalluszok szinben, nagyságban és

alakban eltérő sejtcsoportok tömegéből állnak. A hajtás­

regeneráció szempontjából "két féle" kalluszt külön­

böztethetünk meg, regenerálót, illetve nem regenerá­

lót. Egy-egy kalluszon belül a regeneráló sejttö­

meg aránya megnövelhető a nem regeneráló rovására, 

ha a kalluszok növekedéséhez szükséges 2,4 D és

2,4,5-T hormonokat kiegészítjük IES-val vagy trip-

tofánnal /auxin prekurzor/ és kinetinnel /Nabors 

és munkatársai, 1983/. A táptalaj auxin szintjének csök­

kentése vagy megvonása a kalluszo^öirganizálódását

/gyökér és hajtásképződés/ váltja ki. A kutatások 

olyan regenerációs rendszer létrehozására töreked­

nek, mely segítségével az organizáció elsősorban 

hajtásképződést eredményez. A kalluszok hormonmentes 

táptalajra való átoltása regeneráltatás céljából
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nem volt célravezető, ugyanis ezzel a módszerrel 

csak alacsony hajtásregenerációs gyakoriság /a haj­

tásregenerációs gyakoriság %-ban adja meg a kiindu­

lási explantumokon képződött hajtásokat regeneráló 

kalluszok arányát/ volt elérhető /'Shimada és munka­

társai, 1969/. Magasabb hajtásregenerációs gyakori­

ságot értek el a későbbiek folyamán, amikor a 2,4-D-t 

vagy a 2,4,5-T-t gyengébb hatású auxinokkal helyette­

sitették a regeneráltatási fázisban, igy 3-indol-ecetsavval

/IES/ vagy 1-naftil-ecetsavval /NES/, és egyidejűleg

citokininekkel /kinetin, 6-benzil-amino-purin,

zeatin stb./ egészítették ki a táptalajt /Dudits 

és munkatársai, 1975; Gosch-Wackerle és munkatársai,

1978; Ahuja és munkatársai, 1982; Zamora és Scott,

1983/ .

Magas hajtásregenerációs gyakoriságot ért 

el Sears és Deckard /1982/ a kalluszok egyre ala­

csonyabb 2,4-D koncentrációkat tartalmazó táptalaj­

ra való átoltásával. Az alacsony auxin koncentráci­

ójú /0,3-0,5 mgl 1 2,4-D/ táptalajon növesztett kallu- 

szokon sok esetben erőteljes gyökérképződés indult meg, 

ami a továbbiakban megakadályozta a hajtáskezdemények 

kialakulását /Gosch-Wackerle és munkatársai, 1979/.

Az optimális hormonkoncentráció és kombináció kia­

lakítása tehát igen lényeges az egyes szövettenyé­

szeteknél .
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A hormonokon kivül a táptalajban lévő

szacharóz mennyisége is befolyásolja az in vit­

ro tenyészetek növekedését és hajtásregeneráló 

képességét. A szacharóz a sejtek alapvető szén­

forrása, másrészről, mint ozmotikus stabilizá-

tor is nélkülözhetetlen a táptalajban. Kétszi- 

küeknél 3 % szacharóz van általában a táptalaj­

ban, mig egysziküeknél 2 % a legelterjedtebben 

használt szacharóz koncentráció /Yamada, 1977/.

A szomatikus embriogenezis indukálása érdekében 

a kölesnél 3-6 % /Hajdú és Vasil, 1981/, a kuko­

ricánál 13 % /Lu és munkatársai, 1982/ szacharóz koncentrá­

ciót használtak eredményesen. Búza szövettenyé­

szetben viszont a magas szacharóztartalom nem

segiti elő a szomatikus embriogenezist és a

kallusz növekedése magas /15 %/ szacharóz kon­

centrációt tartalmazó táptalajon meg is áll

/Ozias és Vasil, 1982/.

1.3.5 Kallusz indukció néhány egyszikű növényfaj

különböző szervéből

Az egyszikű növények legkülönbözőbb része­

iből próbáltak in vitro tenyészeteket indítani, 

igy hajtáscsúcs merisztémából, mezokotilból,

hipokotilból, szárból, gyökérből, levélből, vi-
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rágzati tengelyből, érett és éretlen embrióból stb. 

/Green, 1978/. A legtöbb esetben fiatal, a diffe­

renciálódás alacsony szintjén álló szövetekből si­

került a szövettenyészetek inditása. Ekkor a kallu- 

szok létrejötte többnyire csak az osztódó merisztémát 

alkoto sejtek továbbosztódásának eredménye /Potrykus

és munkatársai, 1976/, ellentétben a kétsziküekkel,

ahol differenciált szövetekből, például levél mezo- 

fillumból is lehet kalluszt nyerni a sejtek dediffe- 

renciációja által. Kivételt jelent az egyszikű érett 

embriók szkutelláris /csirapajzs/ szövetéből inditott 

kalluszok kialakulása, de ezek regenerációs képessége

csekély /Schaeffer és munkatársai, 1979/.

Számos kísérletet végeztek egyszikű mezo-

fillum eredetű protoplasztokkal, de ezeket osztó­

dásra késztetni nem, vagy csak kis gyakorisággal 

sikerült. így felmerült a kérdés, valyon totipoten- 

sek-e az egyszikű differenciált szövetek sejtjei 

/Thomas és munkatársai, 1979/. A választ a levél­

ből történő kalluszindukciós kísérletek adták meg.

A gabonafélék közül árpa csiranövény levél­

bázisából nyert szegmenteket kalluszositottak el

először /Saalbach és Koblitz, 1978/. Mikroszkópos

*
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vizsgálatokkal is megerősítették, hogy a kallusz 

a mezofillumot alkotó sejtek osztódásából szárma­

zott. A gabonafélék levélszövetének totipotenciáját

cirok esetében is bizonyították, mivel sikerült le- 

véleredetü kalluszból szomatikus embriogenezisen ke­

resztül hajtásokat regeneráltatni /Wernicke és

Brettell, 1980; Wernicke és munkatársai, 1982/.

Köles és Panicum maximum Jacq esetében is levél-

kalluszból, szomatikus embriogenezis utján sikerült

növényt regeneráltatni /Lu és Vasul, 1981; Haydu 

és Vasil, 1981/. Ahuja és munkatársai /1982/ búza 

levélbázisból nyert kalluszból szuszpenziós kultúrát

hoztak létre. A kalluszokból és a szuszpenziós erede­

tű sejtkolóniákból egyaránt sikerült növényt regene- 

ráltatniuk. A búza levélkalluszból történő hajtásre­

generációt Zamora és Scott /1983/ kisérlete is alá­

támasztja. A fent emlitett gabonafélék esetében a 

merisztéma a levélalapnál helyezkedik el, ezért a 

levél csúcsa felé egyre idősebbek a szövetek, és 

magasabb a differenciáltságuk foka is. E kísérletek

szerint, a kalluszképződés a levelek bázisától a

csúcs felé csökken, majd megszűnik /Wernicke és

Brettell, 1982/.

A gabonafélék közül először zab gyökeréből

inditott kalluszból sikerült növényt regeneráltat­

ni. A kallusz a gyökércsucs merisztémájából szárma-
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zott. Búza gyökérkalluszból 1969-ben /Shimada 

és munkatársai/ sikerült néhány növényt rege- 

neráltatni. A gyökéreredetü kalluszok hajtás­

regeneráló képessége azonban alacsony. A meg­

felelő regenerációs rendszer kidolgozása több

gabonaféléra /például búza, köles, rizs stb./

napjainkban még folyamatban van /Tissue Cultu­

re for Crops, 1982; Nabors és munkatársai, 1983/.

Az éretlen embrió szkutellumából indu­

kált kalluszokkal végzett kísérletek adták a

legbiztatóbb hajtásregenerációs eredményeket.

Búzával és kukoricával végzett kísérletek

szerint csak bizonyos korú embriókból lehet jól

regeneráló tenyészeteket nyerni. Néhány kuko­

ricafajtánál a megporzás után 18 nappal a körül­

belül 3 mm-es embriók voltak a legalakalmasabbak 

/Green és Phillips, 1975/. Számos buzafajtánál

viszont, a virágzás után 12-13 nappal, a körül­

belül 1 mm átmérőjű embriók voltak a legjobbak

/Ozias-Akins és Vasil, 1982; Sears és Deckard, 1982/.

A kisebb méretű /fiatalabb/ embriókból nem sike­

rült kalluszt indukálni, mig a nagyobbak /idő­

sebbek/ gyakran kicsiráztak, vagy a képződött 

kalluszból nem lehetett hajtást regeneráltatni.
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A hosszú időn át fenntartott tenyészetek

regeneráló képessége lecsökken /Sears és Dec-

kard, 1982/.

Az éretlen embriókkal végzett kísérle­

tekben párhuzamosan több fajjal vagy fajtával 

dolgoztak azonos kisérleti feltételek mellett 

és nagyszámú növényt regeneráltattak. Lehetőség 

nyilt, hogy összehasonlítsák a különböző fajokat 

vagy fajtákat a kéllusz indukció és a kalluszból 

történő növényregeneráció szempontjából. Green 

és Phillips /1975/ kukorica éretlen embrióiból 

indukáltak kalluszt, és ezekből körülbelül 300

au

növényt regeneráltak. Öt beltenyésztett vona­

lat hasonlítottak össze a kallusz indukció szem­

pontjából. A tenyészeteket különböző korú embri­

ókból indították. Mintánként 60-60 embriót al­

kalmaztak. Egy vonalból /А632/ nem sikerült egy­

általán kalluszt nyerni. Három vonalból a tizen­

hat-tizennyolc napos embriók átlag 8 %-a adott 

kalluszt. Az Al88-as vonal minden korosztálya, a

huszonnégy napos embriók kivételével, adott kalluszt. 

Ez esetben a hajtásindukciós gyakoriság átlagosan

17 % volt.
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Cummings és munkatársainak /1976/ huszonöt 

beltenyésztett zab vonal közül huszonháromból si­

került kalluszt inditani, tizenhat kalluszából

pedig növényt regeneráltatni /130 növényt nevel­

tek fel/. Egy vonal /Lodi/ kallusza másfél évig 

/tizenhárom passzálás/ megtartotta hajtásregeneráló 

képességét.

Sears és Deckard-nak /1982/ 39 őszibuza fajta

közül 35-ből sikerült kalluszt inditania. Néhány faj­

ta primer kalluszának hajtásregenerációs gyakorisága 

100 % volt. Tizennyolc genotípus in vitro tenyésze­

téből sikerült négy passzálás után is /90-120 napos 

tenyészetek/ növényt regeneráltatni. Öt genotípus 

regenerációs képessége változatlan volt 240 nap 

tenyészetben tartás után is. Az ND7532-es fajta 

kalluszából 420 nap után is tudtak hajtást regene­

ráltatni .

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

2.1 Kísérletekben felhasznált növények

Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR 1

/2п=4х=48/ laboratóriumunkban előállított

•ft
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sztreptomicin rezisztens mutáns /Maliga és munka­

társai, 1973/ .

Nicotiana plumbaginifolia /2п=2Х=20/

A dohánynövényeket steril körülmények között, P táp­

talajon /Sidorov és munkatársai, 1981; 1. táblázat/ 

neveltük napi 16 óra megvilágitás /1500 lx/ mellett, 

26 C°-on.

Faj Fajta

Triticum aestivum /2п=6Х=42/ GK Maraton

GK Tiszatáj

GK T-5

GK Tarján

GK Kincső

Jubilejnaja 50

GK Csongor

Triticum durum /2п=4Х=28/ GK Minaret

Triticum monococcum /2п=2Х=14/

A csiráztatott vagy szövettenyészetből regenerált bu- 

zanövényeket jarovizálás /2 Cö, 5 hét/ után klimakam- 

rában neveltük fel, napi 16 óra megvilágitás /15000 lx/ 

mellett. A nappali hőmérséklet 21 C°, az éjszakai 16 C°

volt. A növényeket tőzeges talajba ültettük.

A búza fajokat és fajtákat egyaránt a Szegedi Gabona-

termesztési Kutatóintézet bocsátotta rendelkezésünkre.
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1. táblázat

A P-táptalaj összetétele

-1Koncentráció /mgl /Anyag

330NH4N03
380KNO 3

CaCl2
MgS04
kh2po4
FeSO^7H20
H3BO3
etilén-diamin-tetraacetát x 

2H20
MnS04x4H20
ZnS04x7H20

440
180
170

28
6,2

37
22,3
10,6
0, 8KJ

Na2Mo04x2H20 

CuS04 x5H20 

CoC12x6H20

0,25
0,025
0,025

Szacharóz 30000,0

Tridesztillált vizben, pH = 5,6 /0,1 N KOH/

Irodalom: Sidorov és munkatársai, 1981.
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2.2 Protoplasztizolálás

Steril körülmények között P táptalajon

/1. táblázat/ nevelt N. tabacum és N. plumba-

ginifolia növények leveleit használtuk. A leve­

leket feldarabolás után 0,45 um pórusátmérőjü

membránfilterrel sterilizált 0,5 % driselase enzimmel

/0,4 M szacharóz tartalmú КЗ tápoldatban /Nagy és 

Maliga, 1976; 2. táblázat feloldva, pH 5,6/ emész­

tettük 16 órán át 28 C°-on. A protoplaszt szuszpen­

ziót 60 um pórusátmérőjü nylon szűrőn átszűrtük és a

szürletet 300 g-vel centrigáltuk 2 percig. A menisz-

kuszban összegyűlt protoplasztokat W5 oldattal /Menczel 

és munkatársai, 1981; 155 mM NaCl, 5 mM kCl, 125 mM 

CaCl2, 5 mM glükóz, pH 5,6/ kétszer mostuk /50 g,

2 perc/.

2,3 Protoplasztok inaktiválása

A W5 oldatban felszuszpendált kb. 10^ dbml ^

sűrűségű N. tabacum protoplaszt szuszpenziót polikarbonát 

centrifuga csövekben 20 CG-on sugároztuk be ^°Co

sugárforrással. A következő dózisokat alkalmaztuk:

50 Jkg-1, 120 Jkg 1, 210 Jkg-1 és 300 Jkg 1. A dó-

0,042 Jkg-1 s_1zisteljesitmények a megfelelő sorrendben: 

0,042 Jkg ^s 1, 0,07 Jkg ^s 1 és 0,11 Jkg ^s 

60Co sugárzás LD^Q értéke /N. tabacum

-1 . Az

adott
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2. táblázat

А КЗ tápoldat összetétele

-1
/Koncentráció /mglAnyag

2400KNO 3
880CaCl2x2H90
250nh4no3

MgS04x7H20
NaH2P04x2H20
/Nh4/2S04
FeSO x7H„0 4 2
etilen-diamin-tetraacetát x2H20 

MnS04x4H20
H3BO3
ZnS04x7H20
Na2Mo04x2H20
CuS04x5H20
CoC12x6H20

250
156
130
27,8
37,3
10

3
2,3
O, 24 

0,025 

0,025 

0,75KI
1Piridin-3-karbonsav 

m-inozitol 
piridoxin-HCl 
tiamin-2HCl /B^/
2,4-diklór-fenoxi-ecetsav 

6-benzil-amino-purin /ВА/ 
1-naftil-ecetsav /NES/ 
D-xilóz 

glükóz

100
1

10
0,1
0,2
1

250
79200

tridesztillált vizben, pH = 5,6 /0,1N КОН/

Irodalom: Nagy és Maliga, 1976.
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protoplasztokra vonatkozik/ körülbelül 20 Jkg 1 

/0,042 Jkg ^ s ^ dózisteljesitmény mellett/ /V.A. 

Sidorov személyes közlése/.

A jódecetsav inaktiváláshoz a N. tabacum 

5 -Iprotoplasztokat /10 dbml sűrűség/ lOmM jódecet- 

savat tartalmazó, membránfilterrel sterilizált W5

oldattal /pH 5,6/ szuszpendáltuk fel, és szobahő­

mérsékleten 30 percig inaktiváltuk /Medgyesy és 

munkatársai, 1980/ A kezelés után a protoplasztokat

W5 oldattal kétszer mostuk.

2.4 Protoplasztfuzió

v

N. tabacum SRI és N.plumbaginifolia proto-

plasztokból 1:1 arányú sürü keveréket készítettünk 

/106 dbml ^/, melyből 3 cm átmérőjű műanyag petri- 

csészébe két cseppet tettünk. Tizenöt perc után

1 csepp PEG 40 oldatot /40 % polietilén glikol

Ms=6000, 0,3 M glükóz, 66 mM CaCl^, pH=6; Kao és 

Michayluk, 1974; Maliga és munkatársai, 1977/ ad­

tunk a protoplasztokhoz óvatosan. Húsz perc múlva az 

oldatot eltávolitottuk és a protoplasztokhoz 2 csepp 

W10 oldatot tettünk. A W10 oldatot 9 rész A /0,4 M glü­

kóz, 66 mM CaC^f 10 % dimetilszulfoxid/ és 1 rész В
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/0,3 M glicin-NaOH puffer, pH 10,5/, filtersterili­

zált törzsoldatok összekeverésével frissen készí­

tettük /Keller és Melchers, 1973; Menczel és munka­

társai, 1981/. Húsz perc múlva a W10 oldatot kb. 1 ml 

0, 4 M glükózt tartalmazó КЗ tápoldattal higitottuk.

Újabb tiz perc után ezt lecseréltük friss КЗ tápoldatra.

2.5 Protoplaszttenyésztés és a rezisztens kolóniák

szelekciója

A fúzióhoz fel nem használt protoplasztkeveréket 

5 cm átmérőjű üveg petricsészékben kontrollként tenyész­

tettük. A protoplaszttenyészetek kezdeti sűrűsége 

1 x 105 dbml"1 volt. A fúziós és a kontroll tenyésze­

teket gyenge megvilágitás mellett, termosztátszobában 

/26 C°, 50-150 lx/16h, 60-70 % relativ páratartalom/ 

tenyésztettük. A fúziót követő napon a fúziós petri-

csészék tápoldatát kicseréltük ugyancsak 0,4 M glükózt 

КЗ táptalajjal /0,4 M G/K^/. Egy hét múlva a már 

osztódó fúziós tenyészeteket átpipettáztuk üveg pet-

ricsészékbe /átmérő 5 cm/ és háromszorosára higi­

tottuk 0,4 M G/K^ oldattal. Három hét múlva az összes 

kolóniát /fúzióból és kevert kontroliból eredőt
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egyaránt/ átszélesztettük 10 cm átmérőjű petri- 

csészékbe zöldülést indukáló 0,4 M G/K3-tápol- 

datba mely 1 mgl x 6-benzil-amino-purint /ВА/, 

0,1 mgl ^ 1-naftil-ecetsavat /NES/, 0,8 % Bacta- 

-agart és a sztreptomicinrezisztenciára való 

szelekció céljából 1 mg ml ^ sztreptomicin-szul- 

fátot /filterrel sterilizált törzsoldatból be­

mérve/ tartalmazott. A kolóniákat ebben a lépés­

ben ötszörösére higitottuk és a tenyésztést a

továbbiakban 1500 lx megvilágitás mellett foly­

tattuk. Egy hónap múlva ötszörösére higitottuk 

a kolóniákat 0,2 M glükózt tartalmazó RM0P táp­

talajjal, /Murashige és Skoog, 1962, Maliga és 

munkatársai, 1977 j 3. táblázat/ amely szintén 

1 mg ml koncentrációban tartalmazott sztrep-

tomicint. E szélesztés után a petricsészékbe

25 ml táptalaj és átlagosan 1300 db kolónia

került. A fúziótól számított két-két és fél

hónap múlva elkülönithetők voltak a zöld

/rezisztens/ és fehér /szenzitiv/ kolóniák.
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3. táblázat

Az RI10P táptalaj össstétele

Koncentráció /mgl ^/Anyag

1650nh4no3
KNO 19003
CaCl2x2H20
MgS04
kh2po4
FeS04x7H20
etilen-diamin-tetraacetát x 2H20 

H3B03
MnS04x4H20
ZnS04x7H20

440
180
170

28
37,2
6,2

22,3 

10,6 

0,83 

0, 24 

0,025 

0,025 

30000,0

KI
Na2MoO x2H20
CuS04x5H20
CoC12x6H20
Szacharóz
mezo-inozit
tiamin-2 HCl /B^/
6-benzil-amino-purin /B^/
1-naftil-ecetsav

100
1,0
1,0
0,1

tridesztillált vizben, pH=5,6 /IN К0Н/

Irodalom: Murashige és Scoog, 1962; Maliga és 

munkatársai, 1977.
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2.6 Növények regeneráltatása és rfezisztenciatesztje

A zöld kolóniákat kiemeltük és azonos /RMOP/

táptalajon, amely szacharózt csak 3 %-ot /0,084 М/

tartalmazott, havonta átoltva növesztettük. Hajtások

a kalluszokon egy-két hónap múlva jelentek meg, melye­

ket hormonmentes P táptalajon /1. táblázat/ gyöke- 

reztettünk. Kiónonként 3-4 db növényt regeneráltattunk. 

Az egyes növények rezisztenciáját levéldarabkáikkal 

teszteltük, melyeket 1 mg ml ^ sztreptomicin-szulfá-

tot, 0,8 % Bacto-agart és 3 % szacharózt tartalmazó

RMOP táptalajra helyeztünk. Kontrollként a szülői 

növényeket használtuk.

2.7 Izoenzimvizsgálat

A vizsgálathoz steril körülmények között ne­

velt, fiatal növényeket használtunk, melyeket 

a kivonás előtt 24 óráig sötétben tartottunk. A 

levélkivonatok készitése, és a festés kezdetéig 

minden további lépés О C°-on történt. A nyers ki­

vonatot 0,2 g levél 1 ml kivonó pufferben /Menczel 

és munkatársai, 1981; 15 mM 2-merkaptoethanol,

2 mM cisztein, 2 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 0,1 M Tris-HCl 

puffer, pH 8,0/ történő elhomogenizálásával kaptuk.
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A homogenizátumot 15000 g-vel 15 percig centrifu­

gáltuk és a tiszta felüluszót használtuk a továb­

biakban. A futtatáshoz 7,5 cm hosszú, 0,6 cm átmé­

rőjű poliakrilamidgéleket használtunk /Maurer, 

1971; Menczel és munkatársai, 1981; 4., 5. táblá­

zat/. Az alsó /2ml/, majd a felső /0,2 ml/ gélek

tetejére megszilárdulásig desztillált vizet rétegez-

tünk. A felső gél poEmerizációja erős megvilágitás

mellett /10000 lx/ történt. Mintánként 200 ^il ki­

vonatot rétegeztünk a gélekre, majd 4 mA csöven- 

kénti áramerősséggel futtatunk, 1,5 óráig. A futta­

tó puffer 30,0 mM 5,5* -dietil-barbitursavat

/veronál/ és 8,25 mM trisz-/hidrotimetil/-amino-metánt

tartalmazott /pH 7,0/. Az észterzáz csikókat

Brewbaker és munkatársai /1968/ eljárásával fes­

tettük meg. A gélek festése 37 C°-on történt 0,1

M foszfát pufferban /pH 6/ mely 1,4 mM Fast Blue 

RR sót /4-benzoil-amino-3,ó-dimetoxi-anilin-ZnCl^/ 

és 1,1 mM á-naftil-acetátot /1 ml metil-celloszolvban

feloldva/ tartalmazott. A festődés után a csikókat

1 %-os ecetsavoldatban 15 percig fixáltuk, ezt kö­

vetően a géleket desztillált vizben 4 C°-on tárol­

tuk .
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4. táblázat

Az alsó gél összetétele

1,0 Makrilamid

13,0 mMN,N'-metilén-biszakrilamid

3,8 mMN,N,N'N'-tetrametil-etilén-diamin

1,5 mM/NV 2s2°e
70,6 mMtrisz-HCl puffer /рН=7,5/

/tridesztillált vizben/

5. táblázat

A felső gél összetétele

0,84 Makrilamid

N, N' -metilén-biszakrilamid 3,9 mM

3,8 mMTMED

13,2 uMriboflavin

trisz-H^PO^ puffer /pH = 5,5/ 

/tridesztillált vizben/

51,0 mM
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2.8 Kromoszómaszám meghatározása

Egy hete átoltott steril körülmények között
гnevelt növények reggel gyűjtött gyökereit kolchicin 

0,05 %-os oldatában 3 óráig inkubáltuk szobahőmér­

sékleten, majd Carnoy oldatban /3 rész abszolút alko­

hol + 1 rész cc. ecetsav/ 4 C°-on 24 óráig fixáltuk.

Desztillált vizes mosás után 96, 70 és végül 40 %-os eta- 

nolban 5-5 percig áztattuk. A gyökereket /desztillált 

vizes öblités után/ IN HCl-ban 60 C°-on 10 percig

hidrolizáltuk, majd 5 %-os kárminecetsavban szoba­

hőmérsékleten festettük. A megfestett gyökércsucsok 

préselt preparátumait Zeiss NU2 mikroszkóppal vizsgál­

tuk .

2.9 Az nemzedék rezisztenciatesztje

Az üvegházba kiültetett N. plumbaginifolia

sejtmagszegregáns növények önbeporzását és reciprok

keresztezését végeztük el vad tipusu N. plumbaginifo-

liával, A keresztezésekből származó magokat sterilizál­

tuk /áztatás 1 percig 70 %-os alkoholban, áztatás 

3 percig 0,5 %-os nátrium-hipokloritos oldatban, mosás 

háromszor steril vizben/, majd a csirázás elősegi-

óra hosszat áztattuk filterrel
-12 % KNO^-ot és 0,5 mgml GA^-at tartal-

tése érdekében egy h 

sterilizált,
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mazó oldatban. A csiráztatást petricsészében vé­

geztük, sztreptomicines oldattal /0,5 mgml x/ 

nedvesített szűrőpapíron, kontollként vad tipusu 

/sztreptomicin szenzitiv/ N.plumbaginifolia mago­

kat használtunk. A csiráztatás 1500 lx megvilágí­

tás mellett történt. A rezisztens csiranövények

zöldek maradtak, mig a szenzitivek kifehéredtek

a sztreptomicin hatására.

2.10 Kloroplasztisz-DNS analízise

A 48 órán át sötétben tartott növények le­

veleit összevágtuk és dörzsmozsárban kloroplasz-

tiszt izoláló pufferban /0,3 M szorbitol, 50 mM

Tris, 5 mil EDTA, 4 mM 2-merkaptoetanol, 0,1 % BSA; 

pH 8,0/ homogenizáltuk. Az intakt levélrészeket,

sejteket négy rétegű gézen és 3 um pórusátmérőjü 

nylon hálóval kiszűrtük, majd a sejtmagokat cent-

rifugálással eltávolitottuk /100 g x 1 perc/.

A felüluszóból ismételt centrifugálással kiüle-

pitettük a kloroplasztiszokat /1200 g x 5 perc/, 

és izoláló pufferban felszuszpendáltuk. A kloro- 

plasztiszok szeparálása 30, 45 és 60 %-os szacharóz 

oldatok egymásra rétegzésével készített gradien­

sen történt /Bottomley és munkatársai, 1974/, szor-

bitolt nem tartalmazó izoláló ufferban 100000 g/30 

perces centrifugálással /Sorwall 0T0-50 SW-27 rotor/.
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A kloroplasztiszok a felső két réteg határán he­

lyezkedtek el. Az összegyűjtött kloroplasztiszokat 

kétszer mostuk az izoláló pufferben. A kloroplasz- 

tisz DNS restrikcióját Atchison és munkatársai /1976/ 

módszere alapján végeztük el. Az Eco Rl pufferban /0,2 

M NaCl, 0,05 M Tris-HDl, pH 7,8, 10 mM MgCl2/ fel- 

szuszpendált 0,5 ml, körülbelül 800 pg klorofillnek 

megfelelő mennyiségű kloroplasztiszt kezeltünk 40 

egységnyi Eco Rl restrikciós endonuklázzal 25 C°-on 

6 órán keresztül. Az emésztés befejezése után 60 p. 1 

20 %-os Na-dodecilszulfáttal a kloroplasztiszokat 

lizáltuk, majd 0,7 g CsCl hozzáadása után 2 perc 

50 C°-on hőkezeltük. A CsCl precipitálta fehérje-klo­

rofill komplexet centrifugálással eltávolitottuk 

/1500 g x 3 perc/. A felüluszóból a fragmentált klo- 

roplasztisz-DNS-t 96 % alkohollal /24 óra, -20 C°/ 

kicsaptuk. A vákumban száritott csapadékot 25 pl 

10 % glicerin-tartalmú elektroforézis pufferben 

/0,06 M Tris-HCl pH 8,05, 0,02 M Na-acetát, 0,002 

M EDTA/ szuszpendáltuk és 2 pl /1 mgml ^ hőkezelt/ 

RN-ázzal 5 percig 37 C°-on inkubáltuk. Az RN-áz 

reakciót stopp-pufferrel /2 % SDS, 50 mM szacharóz,

0,2 M EDTA, 0,1 % brómfenolkék/ állítottuk le.

Az Eco Rl preparátum aktivitását A DNS-en teszteltük. 

Az aktivitás 3 unit pl ^ volt. 1 U egyenlő azzal 

az enzimmmenyiséggel, amely egy óra latt 37 C°

1 у ^ DNS-t tökéletesen megemészt.

(J^
ил'Цо

1 P<K
I'

-on
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A DNS fragmentumok molekulasúly szerinti el­

választása 2 %-os, 40x20x0,3 cm-es agaróz slab gélen 

történt, 4 C°-on, 3V/cm feszültséggel, 17 órán keresz­

tül. A molekulasúly standard a Hind III restrikciós en­

zimmel emésztett A, DNS volt. A gélek festése 

0,5 pgml ethidium-bromid tartalmú gélelektrofo- 

rázis pufferben történt 30 percig. A nem specifiku­

san adszorbálódott festéket 30 perces gélelektro-

forézis pufferben való áztatással távolitottuk el, 

s végül UV lámpa alatt fényképeztük le a géleket.

2.11 Buzaszem és -kalász sterilizálása

A kisérleti anyagot 10 percig 95 %-os alko­

holban áztattuk. Az alkoholt steril desztillált-

vizzel, leöblítettük, majd további 5 percig 5 %-os

nátriumhipoklorit oldatban áztattuk. Kétszeri steril

desztilláltvizes öblités után 0,1 % higanyklorid

oldatban 3 perces áztatás következett. Befejezésül

háromszori steril desztilláltvizes öblítéssel tá­

volitottuk el a higanykloridot.

2.12 Kalluszindukció buzalevélből és -gyökérből

A fenti módszerrel sterilizált szemeket felére

higitott RM sókat /3. táblázat tartalmazó 0,6 %
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agarral szilárdított táptalajon csíráztattuk.

A csiranövényeket 1000 lx/16h napi megvilágítás­

nak tettük ki. A levélkallusz indukcióhoz 8-15

napos növénykéket használtunk Ahuja és munkatársai 

/1982/ által leirt módon. A növénykéknek eltávo-

litottuk a gyökerét, és a koleoptilt lehúztuk a

szárról. A leveleket 3-4 mm vastag szeletekre

vágtuk a levél alaptól felfelé kb. 2,5 cm magas­

ságig. Az összeborult levéldarabokat szétszedtük,

és az eredetüknek megfelelő pozíciókban RM sókat

és vitaminokat tartalmazó táptalajra helyeztük, 

melyet 2 % szacharózzal, 1 vagy 2 mgl 

és 150 mgl ^ L-aszparaginnal egészítettünk ki

-1 2,4-D-vel

/Sears és Deckard, 1982/, /RMD lés RMD 2 táptalaj 

a továbbiakban/. A kallusz-indukció 26 C°-on,

1500 lx/16h napi megvilágitás mellett történt.

A kalluszindukciót gyökérből a fentiekkel 

megegyező körülmények között végeztük. A fertőt­

lenített szemeket úgy helyeztük el a táptalajra, 

hogy a gyököcske a táptalaj felé nézzen.

2.13 Kalluszindukció érett-és éretlen buzaembriókból

Érett embrió esetén a szemeket fertőtlenités

után steril körülmények között, vizzel átitatott szü-
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rőpapiron csiráztattuk 15 órán keresztül. Ezután 

a kipreparált embriókat RMD 1 és RMD 2 táptalajok­

ra helyeztük szkutellummal felfelé /Green és

Phillips, 1975/.

Az éretlen embirók esetében a kalászokat

virágzás után 11-15 nappal begyűjtöttük, sterili­

záltuk és a szemeket steril körülmények között 

kiszedtük. Ezután kipreparáltuk az embriókat, és

az előzőekben leirt módon RMD 1 vagy RMD 2 táp­

talajra helyeztük.

2.14 Növényregeneráltatás a hormonszint lépésen-

kénti csökkentésével

A növényregeneráltatást Sears és Deckard

/1982/ szerint végeztük. A tenyészeteket egy hó­

napig RMD 1 és RMD 2 kalluszindukciós táptalajon

növesztettük. Ezt követően havonként egyre keve­

sebb hormont tartalmazó táptalajra oltottuk. A

hormonszint csökkentése átoltásonként a következő

2 mgl 1, 1 mgl 0,5 mgl ^ és végül 0,1 mgl 1volt:

2,4-D. E kísérletek során a tenyészeteket 1500 lx/16h 

napi megvilágitás mellett, 26 C°-on növesztettük. A

regenerált hajtásokat felére higitott RM sókat
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tartalmazó, 0,7 % Difco-agarral szilárdított táp­

talajba ültettük gyökereztetés céljából.
, . . T \ £~-TV V-Ti L < I
1-í^ -sT'^- >-vi *• *n -j Q

rés növénykéket vernalizáltuk /3-5 C , 5 hét/, 

azután hővel sterilizált tőzeges virágföldbe ül-

A gyöke­

tettük és "Conviron" gyártmányú klimakamrában

16 C° esti és 21 C° nappa-megkötésig felneveltük,

li hőmérséklet, valamint 15000 lx/16h napi megvi-

lágitás mellett.

3. EREDMÉNYEK

3.1 Kloroplasztisz átvitel besugárzott

protoplasztok fúziójával

3.1.1 A proteplasztok inaktivációja és fúziója

A N. tabacum SR 1 protoplasztokat a négy 

különböző dózisu ^°Co sugárzással inaktiválva

/lásd:Anyag és módszer 2.3/ azok elvesztették

osztódási képességüket, bár sejtfalat regene­

ráltak és néhány napig életben maradtak. A be­

sugárzott protoplasztokat fuzionáltattuk N. plum-

baginifolia profcplasztokkal /lásd;Anyag és mód­

szer 2.4/. A fúzióban felhasznált protoplaszt

keverék egy részét fúziós kezelés nélkül is te­

nyésztettük, hogy az inaktiváció hatékonyságát
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ellenőrizhessük. Az eredményeink azt mutatják, 

hogy rezisztens kolóniák csak a fuzionálhatott

protoplaszttenyészetekben jelentek meg /6. táb­

lázat/, tehát már a legkisebb sugárdózis /50 

Jkg ~l is letálisnak bizonyult. Annak érdekében,

hogy összehasonlítható adatokat kapjunk a be­

sugárzás hatásáról, jód-ecetsavval inaktivált

N. tabacum SR 1 protoplasztokat is fuzionálhattunk

N. plumbaginifolia protoplasztokkal, ugyanis ez

a kezelés nem befolyásolja a hibridképzési gyako­

riságot. Az általunk használt 10 mM jód-ecetsav 

koncentráció is letálisnak bizonyult, mivel a 

kevert kontroliban ebben az esetben sem jelentek 

meg rezisztens kolóniák /6. táblázat/.
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6. táblázat

A sztreptomicin rezisztens kolóniák gyakorisága

a fúzió után

-1 A rezisztens kolóniák gyakorisága /%/Dózis /Jkg /
fúziós kezelés kevert kontroll

XK 0 /68400/18,3 /12300/О

0 /36500/22,0 /14900/50

О / 5280/6,9 / 7140/120

4,0 / 7050/ О / 9280/210

О / 1400/5,7 / 1850/300

х = A zárójelekben a kolóniák számát adtuk meg

xx = Jód-ecetsavas kezeléssel inaktivált SR 1

protoplasztok
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3.1.2 A rezisztens kolóniák szelekciója

A zöldülést indukáló RMOP táptalajban, a

sztreptomicin gátló hatása miatt, csak a rezisz­

tens kolóniák zöldültek meg. Az öt független fu- 

ziós tenyészetben összesen 4,3x10 kolónia nőtt 

ki, melyek közül 6400 zöldet /rezisztenst/ talál­

tunk /1. ábra/. A rezisztens kolóniák gyakorisága

a kontroliban és a legkisebb sugárdőzissal kezelt

mintában volt a legmagasabb /18-22 %/.

* *

• * vWt* ф
* • v « * . ír * #

* i -V. • •

• * r # * « «

* * #

1. ábra A rezisztens kolóniák megjelenése sztrep-

tomicint tartalmazó táptalajon.

A rezisztens kolóniák egy részét /247 db/ vizs­

gáltuk továbbiakban /7. táblázat/. A kevert te­

nyészetekből 1,2 x 106 kolónia nőtt ki, ezek egyi­

ke sem volt sztreptomicinrezisztens /6. táblázat/



7. táblázat

A rezisztens klónokből regenerált hibrid és szegregáns

növények megoszlása kiónonként

A különböző növénytipusok klónonkénti 
megoszlás*

A kloroplasztisz 
transzfer gyako- 
riságaxx /%/

Vizsgált kió­
nok száma

Dózis Jkg H és NpH és Nt NpH

XXX 1/1/ 1/1/
11/5/
20/0/
26/0/
21/1/

69/5/ 3/0/
10/0/ 0
15/0/ 0
5/0/ 0
9/0/ 0

0 '1000
446/0/3850
5741 0120 I

84210 33 0
69300 35 0

x = H = hibrid; Nt = N. tabacum; Np = N.plumbaginifolia;
A zárójelben azoknak a kiónoknak a számát irtuk le, melyekből csak szenzitiv, vagy 

a rezisztensek mellett szenzitiv növényeket is kaptunk.
xx = Azoknak a kiónoknak a gyakorisága, amelyekből N. tabacum kloroplasztiszokat 

tartalmazó N. plumbaginifolia növényeket kaptunk, 
xxx = Jód-ecetsavval inaktivált N.tabacum SR 1 protoplasztok.
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3.1.3 A regenerált növények osztályozása

A vizsgált rezisztens kolóniák 70-90 %-á-

ból sikerült növényt regeneráltatnunk. A regene­

rált növények morfológiájának és észteráz izoen-

zimek vizsgálatával eldöntöttük, hogy a növények

szülői tipusu sejtmagszegregánsok vagy pedig hib­

ridek-e /2. ábra; 7. táblázat/.

*
^ 1 r ■

iw
: 1* *

*

* *

c DВA

2. ábra A szülői és a regenerált növények észteráz

izoenzimeinek poliakrilamid gélelektroforé-

zise A=N.tabacum; B=szomatikus hibrid;

C^N■plumbaginifolia sejtmagszegregáns;

D=N.plumbaginifolia
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A szülői izoenzim mintázatok fajra jellem­

zőek, és igy alkalmasak a regenerált növények osz­

tályozására. A vizsgálat eredményét a 7. táblázat­

ban foglaltuk össze. Adataink szerint a sugárkeasLés 

nélküli fúzióból származó rezisztens növények nagy

többsége hibrid lett. A besugárzás viszont egyér­

telműen csökkentette a hibridek gyakoriságát a

N. plumbaginifolia sejtmagszegregánsok javára. Op­

timális dózisnak rendszerünkben a 210 Jkg ^ bizo­

nyult, mely segítségével 84 %-os kloroplasztisz 

transzfer hatékonyságot értünk el.

A hibrid és a szegregáns növényeket morfo­

lógiai tulajdonságaik alapján is jól elkülöníthetők

voltak /3. ábra/

3. ábra A rezisztens kolóniákból származó regenerált

növények. A=N,tabadum; B=hibrid; C-N.plumba­

ginifolia szegregáns



/
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A morfológia alapján történt besorolás 

az izoenzim vizsgálatokkal megegyező eredmény­

re vezetett. Az abnormális morfológiáju növények

/3. ábra/B/ az izoenzim vizsgálat alapján mind

hibridek voltak.

3.1.4 A regeneráltatott növények rezisztenciája

A szelekciós táptalajon a vadtipusu /sztrep- 

tomicinre szenzitiv/ N. plumbaginifolia levélszele­

tei fehér kalluszt képeznek, a N. tabacum SR 1 le­

vélszegmentjei pedig zöldet. A rezisztens klónokból 

regeneráltatott N. plumbaginifolia sejtmagszegregán-

sok döntő többsége a N. tabacum SR 1-gyel megegyező

/4. ábra/.rezisztens fenotipust mutatta

4. ábra Sztreptomicin rezisztencia teszt a regenerált
növények levélszegmentjeivel A=vadtipusu /szen­
zitiv/ N.plumbaginifolia; В,C,D^rezisztens 

N.plumbaginifolia sejtmagszegregánsok
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A 197 sztreptomicinrezisztens kolónia kö­

zül, amelyekből sikerült növényt regeneráltatni, 

184 klónból származó minden egyes növény szintén 

sztreptomicin rezisztens volt /7. táblázat/.

3.1.5 A N. plumbaginifolia sejtmagszegregánsok kro-

moszómas zárna

A regenerált N. plumbaginifolia magszegregáns

növények tartalmazhattak néhány, a besugárzott

N. tabacum SR 1-ből származó kromoszómát /Dudits

és munkatársai, 1980/.

Ennek tisztázására elvégeztük a szegregáns

növények kromoszóma számának meghatározását. A 

N. plumbaginifolia diploid kromoszómaszáma 2n=2V=20

/5. ábra/, mig a N. tabacumé 2п=4У=48.

5. ábra N.plumbaginifolia szegregáns növény diploid 

kromoszóma szerelvénye
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A megvizsgált növények kizárólag csak 

diploid vagy tetraploid kromoszóma készletet 

tartalmaztak /8. táblázat/

^2

Kromoszómaszámok a N. plumbaginifolia sejtmag-

8. táblázat

szegregáns növényekben

Dózis Jkg "*■ Vizsgált kiónok száma
Diploid Tetraploid

120 5 3

210 13 10

300 7 5

Összesen: 25 18

A diploid szegregáns növények morfológiai­

lag azonosak voltak a recipiens N. plumbaginifolia

növényekkel. A tetraploidok is nagyon hasonlók, 

csak sokkal robosztusabbak voltak. Gyorsabban nőt­

tek és leveleik szélesebbek voltak a diploidokénál.
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3.1.6 A sztreptomicinrezisztencia öröklődésmenete
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б. ábra Csiranövénykék sztreptomicin tesztje

A, szenzitiv N. plumbaginifolia szülő

В, rezisztens N.plumbaginifolia szegregáns

Tizenkét kiónból származó növény esetében a

kloroplasztiszokat restrikciós analízissel azonosí­

tottuk. Azonosításunk alapja 

bacum és a N. plumbaginifolia kloroplasztisz DNS-ét

az volt, hogy a N. ta-

Eco Rl endonukleázzal emésztve, és a kapott fragmen­

tumokat agaróz gélelektroforézissel elválasztva 

fajra jellemző mintázatokat kaptunk /Frankel és mun­

katársai, 1979; Sidorov és munkatársai, 1981; 7.ábra/.

a
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7. ábra A kloroplasztiszok azonosítása DNS-ük

restrikciós mintázata alapján. A=N.ta-

bacum; B=N.plumbaginifolia; C=keverék;

D=N.plumbaginifolia szegregáns

Az ábrán látható, hogy a két szülői mintázat

legalább 2 helyen különbözik egymástól. Az összes, 

ilyen módon megvizsgált N.plumbaginifolia szegregáns

növény N. tabacumból származó kloroplasztiszt tartal­

mazott .

Az anyai öröklésmenet és a restrikciós vizs­

gálat azt bizonyltja, hogy a kloroplasztisz transzfer

sikeres volt.
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3.2 Jól regeneráló szövettenyészetek létrehozása

búzából

3.2.1 Különböző koncentrációjú 2,4-D és szacharóz

hatása buzakalluszok indukciójára és növe-

kedésére

2 és 5 mgl 1Az első kísérlet folyamán 0,5,

2,4 D koncentrációk hatását teszteltük konstans

/2 %/ szacharóz koncentráció mellett. A fenti 

koncentrációkat tartalmazó RM táptalajra /3. táb­

lázat hormonok és vitaminok nélkül/ GK Tiszatáj

és GK Kincső éretlen embriókat /10-10 darabot kon­

centrációként/ helyeztünk. Az embirók egy-másfél

hét múlva kezdtek elkalluszosodni. Öt hét múlva

összehasonlítottuk a különböző táptalajon növő 

kalluszokat és megállapítottuk, hogy az 5 mgl ^ 

2,4-D koncentráció gátolja a kalluszok növekedé- 

A 0,5 mgl 1 2,4-D jelenlétében a kalluszoksét.

- bár erőteljesen nőttek - sok gyökeret fejlesz­

tettek /8. ábra/, ami a kalluszosodás megszűnését

eredményezte. Későbbiek folyamán a gyökeres te­

nyészetekből hajtást regeneráltatni nem lehetett. 

A 2 mgl ^ 2,4-D koncentrációt találtuk optimális­

nak a kalluszindukcióhoz és a kallusznövekedésé-

hez egyaránt.



54

8. ábra Kalluszképződés Triticum aestivum embriók­

ból A=0,5 mgl-1 2,4-D; B= 2 mgl-1 2,4-D

hormon tartalmú táptalajokon.

GK Kincső éretlen-és érett embrióiból és

leveléből indított kalluszok növekedését vizsgál­

tuk 0,5, 2, 4, 6, 9 és 12 % szacharózt tartalmazó

RM táptalajon. Az összes táptalaj 2 mg/l 2,4-D-t

tartalmazott. A különböző eredetű kalluszokból tiz-

-tizenöt darabot teszteltünk koncentrációnként.

Eredményeinket a 9. ábra grafikonján foglaltuk össze.
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9. ábra

Különböző eredetű kalluszok súlya a szacharóz

x = A = érett embrióból inditott kallusz; В = a három

görbe átlaga; C = levélből inditott kallusz;

D = éretlen embrióból inditott kallusz.
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Adataink azt mutatják, hogy 2 % szacharózt

tartalmazó táptalajon a legerőteljesebb a kalluszok 

növekedése. Az ennél magasabb és alacsonyabb szac­

harózkoncentráción kevésbé nőttek a kalluszok

/10. ábra/

10. ábra T. aestivum levélkalluszok 0,5, 2, 4, 6, 9,

12 % szacharózt tartalmazó RMD 2 táptalajon

A további kísérletek céljára 2 mgl ^ 2,4-D +

2 % szacharózt tartalmazó RM táptalajt választottunk 

/RMD 2/, Sears és Deckard /1982/ kisérlete alapján 

ezzel párhuzamosan 1 mg/l 2,4-D + 2 % szacharózt 

tartalmazó RM táptalajjal is /RMD 1/ végeztünk ki- 

Az RMD 1 és az RMD 2 táptalajt 150 mgl 

L-asparaginnal kiegészítve használtuk /Sears és Dec-

sérletet.

kard, 1982/.
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3.2.2 Kalluszindukció gyökérből

T. aestivum /GK Kincső, GK Maraton/, T. du­

rum /GK Minaret/ valamint T. monococcum gyökeréből

indítottunk kalluszt. A szemeket sterilizáltuk és

RMD 1 táptalajon csiráztattuk. A szemek nagy több­

ségénél a kihajtó gyökérkezdemények rögtön elkallu-

szosodtak és a rügyecske növekedése is leállt, vagy 

szintén elkalluszosodott. Néhány esetben az elkallu- 

szosodás nem következett be, és erőteljes gyökér, 

illetve hajtásnövekedést tapasztaltunk /11. ábra/.

11. ábra Gyökérkallusz képződés Triticum aestivum

szemekből /GK Kincső/
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A kalluszképződés gyakorisága a következő

volt: GK Kincső 78 %; GK Maraton 70 %; GK Minaret

82 %; T. monococcum 65 %. Az egyes fajtákból és a 

T. monococcumból egyaránt 40 szemet használtunk az

elkalluszositáshoz.

3.2.3 Kalluszindukció levélből

E kísérletben T. aestivum /GK Kincső, GK Ma­

raton/, T. durum /GK Minaret/ és T. monococcum le­

véldarabkákból indítottunk kalluszt RMD 1 és RMD 2

táptalajon. Ahogy várható volt /Wernicke és Brettell,

1980; Ahuja és munkatársai, 1982/ legintenzivebben a

levélbázishoz legközelebb eső, és a belső levélörv-

höz tartozó darabkák kalluszosodtak el /11. ábra/.

levélcsucs

levélalap

11. ábra Kalluszképződés fiatal T. aestivum levelek
ídarabkáiból. A nyilak /у/ a belső levélörvet 

jelzik. A felszeletelést a levélalapoknál 

kezdtük el és a levélcsucs felé haladtunk,

körülbelül 2,5 cm magasságig.
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Fajtánként 10 növényt és növényenként átlag

18 levélszegmentet próbáltunk elkalluszositani. A 

lerakott T. aestivum és T. durum levélszegmentek

90 %-a, mig T. monococcum esetében csak 45 %-a kallu-

szosodott el.

3.2.4 Kalluszindukció érett- és éretlen embrióból

Hét T. aestivum és egy T. durum fajtából ki­

preparált érett-és éretlen embriókból indítottunk 

kalluszt RMD 1 és RMD 2 táptalajon. A kalluszképzödés-

re vonatkozó adatokat a 9. táblázatban foglaltuk

össze. Látható, hogy a kalluszképzodés gyakorisága

praktikusan 100 % függetlenül a fajtától, illetve az

embriók korától. Néhány esetben a rügyecske kicsirá­

zott, de ez legtöbb esetben nem gátolta a kallusz-

képzodést. Ha a csira növekedése folytatódott akkor

kidobtuk a csirázó embriót. A táblázat elkészítésé­

hez nem vettük figyelembe a kicsirázott embriókat.
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9. táblázat

Triticum aestivum és Triticum durum fajok összehason­
lítása az embrióból történt kalluszképződés alapján

Kai uszképződés gyakorisága
Fajta Elnbriók 

kora /пар/ indukciós táptalaj
EMD 2ЕГО 1

Kincső
Kincső
Maraton
J-50
J-50
J-50
Csongor
Csongor
Csongor
Csongor
Tarján
Tarján
T-5
T-5
T-5
Tiszatáj 
Minaret-2

36/36
36/36
48/48
23/24
36/36
59/60
23/23
48/48
36/36
53/53
20/20
12/12
36/36
13/13
47/47
24/24
30/33

41/42
36/36
33/33

11
14
11

3/311
35/35
53/57
23/23
56/56
24/24
32/32
33/33
12/12
24/24
12/12
58/59
28/28
28/30

14
érett

11
13
16

érett
11
15
11
15

érett
11

érett

x = a nevezőben: a táptalajra kitett embriók száma 

a számlálóban: a kalluszt képző embriók száma
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3.2.5 Organogenezis gyökér kalluszból

A primer kalluszokat egy hónap elteltével el- 

távolitottuk a szemekről és tovább oltottuk RMD 1 táp­

talajra. A T. monococcum eredetű kalluszok barnára szi- 

neződtek és elpusztultak az á.oltás után. További egy 

hónap elteltével kétféle módszerrel próbálkoztunk haj­

indukció céljából: A kalluszok felét hormonmentes 

RM táptalajra helyeztük, a másik felét csökkentett 

/0,5 mgl-1/ 2,4-D tartalmú táptalajon tenyésztettük 

tovább. Mindkét esetben erőteljes gyökérképződés indult 

meg, de hajtás egyik kalluszon sem jelent meg /13. ábra/.

r£

13. ábra Gyökerek regenerálódása gyökérkalluszokból

a táptalaj 2,4-D szintjének csökkentése után
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3.2.6 Organogenezis levélkalluszból

A primer kalluszokat egy hónap múlva tovább 

oltottuk oly módon, hogy az egyes kalluszok megtar­

tották az uj táptalajon is e edeti poziciójukat. A 

kalluszokat RMD 2-r51 RMD 1-re, illetve RMD 1-rol

mely 0,05 mgl ^ NES-at 

és 0,5 mgl ^ /banziladenin/ BA-t tartalmazott

olyan RM táptalajra oltottuk,

/Ahuja és munkatársai, 1982/. A kalluszokon gyöke­

rek jelentek meg mindkét táptalajon /14. ábra/.

14. ábra RMD 1 táptalajon gyökeresedő levélkallu-

szok /Т. aestivum/
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íKizárólag a GK Kincsőből inditott kalluszok

egy részén jelentek meg hajtáskezdemények a 2,4-D 

szintjének csökkentése után. A hajtásregenerációs 

gyakoriság /60 db kalluszt vizsgáltunk/ 8 % volt.

A regenerációs képesség és az inokulumok tenyésző- 

csucstól való távolsága között nem volt összefüggés.

v

3.2.7 Organogenezis érett- és éretlen embrió eredetű

kalluszból

A megfelelő regenerációs módszer kiválasztá­

sa érdekében két kisérletsorozatot végeztünk. Az 

első kisérletsorozatban csak RI4D 2 táptalajon indu­

kált GK Kincső kalluszokkal dolgoztunk. A primer

kalluszokat tovább oltottuk RMD 2-re. Egy hónap

elteltével a kalluszokat hormonmentes vagy pedig

indolecetsav, zeatin, 2-izopentenil-adenin és

kinetin különböző kombinációit tartalmazó RM táp­

talajra oltottuk /lásd Irodalmi áttekintés 1.3.4/.

A kísérlet eredményét a 10. táblázatban foglaltuk

össze.
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10. táblázat

Hajtásképződés indukálása Triticum aestivum /GK Kincső/

kalluszból különböz5 hormonkombinációk segítségével

Hajtásképződést mutató tenyészetek aránya/%/
Kallusz eredete hormonkombinációkx

IES+КШ hormonmentesIES+ZEA IES+IPA

érett embrió 411 6 0

éretlen embrió 36 640 0

я = IES = indolecetsav, ZEA = zeatin, IPA = 2-izopentenil-adenin,
-1КШ = kinetin. Az összes hormon 1 mgl koncentrációban alkal­

maztuk.

Ebben a kísérletben táptalajonként 40 db kalluszt

vizsgáltunk. Az éretlen embrió eredetű kalluszok hajtás­

regenerációs képessége /IES+ZEA hormonokkal kiegészített 

táptalajon 40 %/ jóval nagyobb, mint az érettből származó­

ké /IES+ZEA hormonokkal kiegészített táptalajon 10 %/.

Az IES-ZEA, IES-IPA hormonkombinációk többszörösre e-

melték a regeneráló kalluszok arányát a hormonmentes 

táptalajhoz képest A 15. ábra hajtáskezdemények kialaku­

lását szemlélteti egy kalluszon. Körülbelül három hét
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alatt a hajtáskezdemények 2-3 cm nagyságúvá fejlőd­

tek, és ekkor, gyökereztetés céljából már eltávolít-

hattuk azokat a kalluszokról /16, 17 ábra/. A gyöke­

res növényeket /17 db-ot/ vernalizálás után fitotron-

ban neveltük fel /18. ábra/ * U

15. ábra Hajtáskezdemények T, aestivum kalluszon
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16. ábra

17. ábra Meggyökeresedett hajtások hormonmentes RM

táptalajon
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18. ábra Kalluszból regenerált T.aestivum /GK Kincső/ 

növény

A második kisérletsorozatban az RMD 1 és RMD 2

táptalajon indukált kalluszokat /9. táblázat/ fokozato­

san csökkentett 2,4-D koncentrációjú táptalajra oltottuk,

amely a kalluszok differenciálódását indukálta /a kísér­

letet részleteiben lásd: Anyag és módszer 2.14/. Hét

T,aestivum és egy T. durum fajtából származó primer kal­

luszokat egy hónap elteltével feleannyi 2,4-D-t tartalmazó 

táptalajra oltottuk. Az átoltást megelőzően /az eredeti 

2 és 1 mgl J" táptalajon/ a primer kalluszok egy részén, 

az úgynevezett regeneráló kalluszokon* /R/ hajtáskezdemények 

jelentek meg /15. ábra/; a differenciálódó /D/ kalluszok



68

zöld szektorokat tartalmaztak, végül a homogén /Н/

kailuszok morfogenitás nélküliek voltak. A 11. táb­

lázatban foglaltuk össze a különböző fajtákra vonat­

kozó adatokat. Szembetűnő, hogy az éretlen embriók­

ból származó kailuszok sokkal . agyobb százalékban

regenerálnak hajtást, mint az érettből indukáltak.

Az egyes fajták között is lényeges különbséget talál­

tunk, például a GK T-5 éretlen embrió eredetű kallu-

szainak 95-100 %-a R-tipusu, mig a GK Csongornak

csak 40 %-a. A magasabb hormontartalmú RMD 2-n indí­

tott kalluszokon kisebb %-ban jelentek meg hajtás­

kezdemények, mint az RMD 1-en indítottakon. Például

a GK Kincsőnek RMD 1-en 77 %-a, mig RMD 2-n csak 36 %-a

volt "R" tipusu. Adataink szerint, az éretlen embriók 

kora, legalábbis az általunk vizsgált időintervallu­

mon belül, nem befolyásolta lényegesen 

inditott tenyészetek hajtásregenerálóképességét; pél­

dául a GK Csongor 11 napos : R = 35 %, 13 napos : R = 

=49 %, 16 napos : R = 35 %.

a belőlük
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11. táblázat

Triticum aestivum és Triticum durum fajtákból származó

kalluszok összehasonlítása orcranizáltság szempontjából

A tenyészetek morfológiája /%/
Bribriók --------------------------
kora /пар/ RMDl táptalajonFajta M 2 táptalajon

HDH RR D

Kincső
Kincső
Garaton
J-50
J-50
J-50
Csongor
Csongor
Csongor
Csongor
Tarján
Tarján
T-5
T-5
T-5
Tiszátáj 
Minaret-2

33,3 30,53611 77,5 22,5
4418,5 18,5 362014 63

10011 3 97
9,5- 8611 100 4,5

28 32 22 22 5614 40
érett 7520 80 25

8 4043 22 5211 35
4113 40 11 37 2249

4116 9 5035 65
88érett 10 90 2 10

36 43
8 59
2,5 2,5 91

5 40 5511 21
10015 33

11 995
91 915 100

érett 15 82 873 103
10010011

érett 10 90 10 90

x R = regeneráló kallusz /kalluszok hajtáskezdeményekkel/

D = differenciálódó kallusz /a kalluszokon zöld szektorok, illetve

differenciálódó struktúrák vannak/

SZEGED ^
iV Xs/H = Homogén kallusz /dedifferenciálódott sejttcmeg/
%

% *
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Az alacsonyabb hormontartalmu táptalajon a 

"D" tipusu kalluszok egy részén is hajtások kép­

ződtek, más részük csak gyökeret fejlesztett. A 

gyökeres kalluszokból nem sikerült a későbbiekben 

hajtást indukálni. Az. érett e nbriókból származó 

kalluszok tovább passzálva csak gyökeret fejlesz­

tettek, hajtást nem tudtunk regeneráltatni egyik 

fajtából sem. Az éretlen embrióból származó kallu­

szok esetében a hajtáskezdemények már 1 mgl ~

2.4- D is megjelentek, de számuk csak 0,6 mgl ^

2.4- D-t tartalmazó táptalajon sokszorozódott meg. 

Erőteljesen 0,1 mgl ^ 2,4-D-n nőttek és e növe'ke- 

dést gyökerek megjelenése kisérte /15. ábra/. A 

legmagasabb hajtásregenerációs gyakoriságokat a 

GK Kincső és a GK T-5-ös fajták éretlen embriói­

ból indukált szövettenyészetekben értük el 

/90-100 %/. A GK Maraton és a GK Tiszatáj éretlen

embrióiból indukált kalluszokat viszont nem sike­

rült hajtásregenerációra késztetni /12. táblázat/.

A gyökérzet növelése céljából a növénykéket hor­

monmentes RM táptalajba ültettük /16. ábra/, majd a

meggyökeresedett kultúrákat vernalizálás után fi-

totoronban felneveltük /17. ábra/. Összesen 224 nö­

vényt ültettünk ki, és ebből 210-et sikerült felnevelni.
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12. táblázat

Buzafajták éretlen embrióiból RMD 1 és RMD 2

táptalajokon indukált hajtásregeneráló kallu-

szainak gyakorisága /%/

RMD 2RMD 1
Fajta

hajtás- 
regene­
ráló kal- 
lusz /%/

összes kallusz hajtásre- összes kal- 
generáló lusz /db/
kallusz

/db/

/%/

GK Kincső 78 72 6590

4833 0 0GK Maraton

2238 60J-50 50

107103 75 60GK Csongor

100 49 10036GK T-5

GK Tarján 1545 45 32

GK Tiszatáj 28 24 О0

Az összes felnevelt növény fertilis volt.

A regeneráltatott növények fenotipusos változásokat

nem mutattak.
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3.2.8 Különböző szacharózkoncentráciők hatása a

haj tásregenerációra

GK Kincső éretlen embriókat kalluszositottunk 

el 0,5, 2, 4, 6, 9 és 12 % sza harózt és 1 mgl ^

2,4-D-t tartalmazó RM táptalajokon. A kapott kallu- 

szokat átoltottuk 0,5, majd 0,1 mgl ^ 

megfelelő szacharózkoncentrációkat tartalmazó táp­

talajokra, hajtásregeneráltatás céljából. A 19. ábra 

grafikonján foglaltuk össze a különböző szacharózkon-

2,4-D-t és a

centrációk hatását a hajtásregenerációra.

A kalluszok legnagyobb arányban a 2 % szacha­

rózt tartalmazó táptalajon fejlesztettek hajtást. Az 

ettől eltérő cukorkoncentrációkon csökkent a hajtásre­

generáló kalluszok aránya.

Az általunk kipróbált hajtásregeneráltatási el­

járások közül tehát Sears és Deckard, 1982-ben publi­

kált módszerét találtuk a legjobbnak.
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19. ábra

Különböző szacharózkoncentrációk hatása T. aestivum

éretlen embriókból indukált hajtásregeneráló kalluszok

gyakoris ágárax

gyakoriság
/v = %/

_ regen. .4100. 0

80.0

\
/

\
60.0 - /

\

/

/40.0
\/

\/
20.0 \

\
/

^ A
0.0 1 О8 10оо2 40 А С .

koncentráció
/х = %/

X у = hajtásregeneráló kalluszok aránya /%/ 

x = cukorkoncentráció /%/
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4. AZ EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

4.1 Kloroplasztisz átvitel besugárzott protoplasztok

fúziójával

4,1.1 A besugcrzás hatása

Kísérleteink során, a jódecetsavas inaktivá-

ciót követően, a fúziós termékből származó növények

nagy többsége hibridnek bizonyult, ami azt mutatja, 

hogy a heterokarionokban a sejtmagok fúziója nagy 

gyakorisággal bekövetkezett. Ennek következtében a

N. plumbaginifolia sejtmagszegregánsok aránya is

igen alacsony lett /74 kiónból 1 db; 7. táblázat/. 

Ezzel szemben a besugárzásos inaktiváció tetemesen

emelte a N. plumbaginifolia magszegregánsok arányát,

és ez az arány a besugárzási dózis nagyságától függött.

A legkedvezőbb értéket /84 %-os sejtmagszegregáns 

gyakoriságot/ 210 Jkg 1 dózisnagysággal értük el

/7. táblázat/. Magas sejtmagszegregáns gyakorisá­

got ért el Aviv és Galun /1980/ is, 50 Jkg 1 /5 krad/ 

röntgenbesugárzással. Kísérletükben 15 kiónból 13

lett sejtmagszegregáns /86 %/. A röntgensugárzás 

letális dózis értéke kb. 15 Jkg 1 /1,5 krad/, mig

a gamma sugárzásé az általunk használt dózisteljesit- 

mények mellett kb. 50 Jkg 1. A 80-90 % szegregáns

gyakoriság eléréséhez, mindkét rendszerben kb. a
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letális dózis háromszorosára volt szükség. A legala­

csonyabb dózissal /50 Jkg ^/ elért 44 % gyakoriság 

jól megfelel Sidorov és munkatársai /1981/ által 

publikált értéknek /60 Jkg ^ dózissal 38 % szegregáns 

gyakoriságot értek el/.

A besugárzott protoplasztok citoplazmájának 

átvitelét végeztük el, ezért érdekes volt például a 

kloroplasztisz mutációra utaló variegáltság /moza­

ikos levél, ahol albinó és pigmenttartalmu részek 

váltakoznak/ vizsgálata. A felnevelt 210 db növény 

egyike sem volt variegált. Más fenotipusos változást 

sem találtunk, ami citoplazmában bekövetkező mutáci­

óra utalt volna. Úgy látszik, hogy a citoplazmatikus

organellumok nem túl érzékenyek a gammasugárzásra,

igy a besugárzás citoplazmára gyakorolt mutagén ha­

tása gyakorlatilag nem befolyásolta az átviteli mód­

szer hatékonyságát.

4.1.2 A regenerált növények kromoszómaszáma

A N. plumbaginifolia sejtmagszegregánsok

diploidok vagy tetraploidok voltak /8. táblázat/.

A tetraploid növények megjelenésének oka lehetett az 

in vitro tenyészetekben gyakori poliploidizáció 

/Bayliss, 1980/, vagy pedig származhattak több mint 

két protoplaszt fúziójából /Melchers és Sacristán, 1977;

Medgyesy és munkatársai, 1980/. A citológiailag
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tanulmányozott 43 klón egyikében sem találtunk

aneuploid kromoszóma számot, tehát ezekben az

esetekben a besugárzott citoplazma donor sejt­

magjának eliminálása teljes volt, ami a magas

sugárdózisoknak tulajdonitható Kromoszóma transz­

fer besugárzott protoplasztból fúzióval lehetséges

/Dudits és munkatársai, 1980/, de adataink szerint

ritka esemény lehet, és igy nem csökkenti lénye­

gesen az organellum transzfer hatékonyságát.

4.1.3 Kloroplasztisztranszfer

Néhány esetben rezisztens kalluszból szenzitiv

növényeket regeneráltattunk /7. táblázat/, ami azzal

magyarázható, hogy a'szenzitiv kloroplasztiszok 

fennmaradtak a fenotipusosan rezisztens kalluszokban.

A kiónok száma, amelyekből szenzitiv növények rege­

neráltak, csökkent a besugárzási dózisok emelésével,

és gyakorlatilag nulla lett a magasabb dózisok ese­

tében .

Más fúziós rendszerhez hasonlóan ahol szintén

sztreptomicinrezisztenciára történt szelekció /Medgyesy 

és munkatársai, 1980/ kevert kloroplasztiszpopulációt

nem észleltünk a szexuális keresztezésből származó

nemzedékben. A szelekciós rendszerünk tehát haté­

kony volt.
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4.1.4 A besugárzással inaktiváló rendszer összehason-

litása más fúziós rendszerekkel

Medgyesy és munkatársai /1980/ Nicotiana

tabacum SR 1 sztreptomicinrezi ztens kloroplaszti-

szait vitték át N. sylvestrisbe, protoplasztfuzió-

val. A N. tabacum SR 1 protoplasztokat jódecetsavval

inaktiválták a fúzió előtt. A jódecetsav, lévén meta-

bolikus inaktivátor /lásd: Irodalmi áttekintés 1.3.2/

nincs káros hatással a sejtmagokra, igy nem befolyá­

solja a protoplasztfuziót követő hibrid sejtmag kép­

ződést. Ennek eredményeként a 137 heterokarion eredetű sejt­

kolóniából mindössze 16 darab /11 %/ volt olyan, melyből

kizárólag az SR 1 kloroplasztiszokat hordozó N. sylvest­

ris sejtmagszegregánsok regenerálódtak. Ezzel szemben

a besugárzásos inaktiválással 84 % kloroplasztisz

transzfer gyakoriság is elérhető.

Egy olyan rendszer, ahol sejtmag nélküli proto­

plasztokat /citoplaszt/ fuzionáltatnak protoplasztok- 

kal, szintén hatásos lehet organellum transzfer lét­

rehozására /Lörz és Potrykus, 1980/. Maliga és munka­

társai /1983/ N, tabacum SR 1 citoplasztokat fuzionál­

tak N. plumbaginifolia protoplasztokkal és sztreptomi-

cin rezisztens kolóniákat szelektáltak a fúzió után.

»
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A kiónok mintegy 10 %-a volt N. plumbaginifolia

sejtmagszegregáns, a többi hibrid volt, és egy 

N. tabacumot is találtak. Ez az érték jelentősen

elmarad a besugárzásos inaktiváció során elér­

hető átviteli gyakoriságtól, aminek technikai

okai vannak. A citoplaszt készitmény ugyanis minden 

esetben tartalmaz protoplasztokat is, amelyektől

nehéz megszabadulni, másrészt a citoplasztok

rendkivül érzékenyek a PEG kezelésre. így a proto-

plaszt + protoplaszt fúzióból származó kiónok fel­

dúsulnak a populációban.

Sidorov és munkatársai /1981/ a besugárzást

kombinálva jódecetsavas inaktivációval /lásd: Irodal­

mi áttekintés 1.3.2/, alkalmas rendszert hoztak

létre a kloroplasztisz transzfer megvalósitására.

Rendszerükkel lehetséges, bár kevésbé hatékonyan

olyan citoplazmatikus organellumok átvitele is, melyek­

nek nincs szelektálható genetikai markerük, emiatt

széleskörűen fel lehet használni ezt a módszert a

legkülönbözőbb citoplazma transzfer kísérletekben. Ér­

tekezésemben leirt tökéletesített besugárzásos mód­

szer segithet ilyen tipusu kísérletek hatékonyságá­

nak növelésében is.
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4.2 Jól regeneráló szövettenyészetek létrehozása

búzából

4.2.1 Búza kallusztenvészetek és táptalajaik

Az egy- és kétszikű szövettenyészetekhez álta­

lánosan használják a Murashige és Skoog /1962/ által 

kifejlesztett MS-táptalaj változatait. A kísérleteink­

ben alkalmazott RM táptalaj szintén az MS egyik válto­

zata, melynek szervetlen só összetétele azonos az MS 

szervetlen komponenseivel. Az MS-táptalajt, hormon és 

cukor komponensein változtatva alkalmaztuk dohány, 

illetve búza szövettenyészetekhez egyaránt /3. táblázat/. 

A különböző cukorkoncentrációkkal végzett kísérleteink 

alátámasztják, hogy az egyszikű szomatikus szövettenyé­

szetekhez általánosan használt 2 %-os szacharózkoncent­

ráció optimális a buzakalluszok növekedéséhez és a

hajtásregeneráció indukálásához egyaránt /Ozias-Akins

és Vasil, 1982/.

Kísérleteink szerint kallusz indukálása a leg­

különbözőbb szervekből búza esetében sem jelent külö­

nösebb nehézséget, ha megfelelő korú /élettani stádiumu/

szerveket használunk. A tapasztalatok szerint az érett- 

és éretlen embriókból indukált kalluszok regenerációs 

képessége közötti, nagy különbség oka az, hogy
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az érett embrió szkutelluma csak megduzzad, de

valójában csak kis mértékben kalluszosodik el, igy 

a kallusz többnyire a csírázásnak induló rügyecs- 

kéből /és a koleoptilbó1/ és a gyököcskéből szár­

mazik. Az éretlen embrió szkutelluma ténylegesen 

elkalluszosodik /Ozias és Vasil, 1982/ és ebből

a kalluszból már nagy gyakorisággal lehet hajtást

regeneráltatni.

4 .T-ZNövényregeneráció

A gyökér eredetű kalluszokon a 2,4-D szint

csökkentése erőteljes gyökérképződést váltott ki.

Hajtást regeneráltatni azonban nem sikerült. Az

irodalom szerin is gyökér eredetű kalluszból nagyon

alacsony hatásfokkal sikerült csak a hajtás rege- 

neráltatás /Shimada és munkatársai, 1969/, és nap­

jainkig sincsen búza gyökérkalluszra jó regenerál-

tatási módszer kidolgozva /Tissue Culture for Crops,

1982/, és ezért felhagytunk az ilyen tipusu próbál­

kozásokkal .

A levélből inditott kallusz jobb eredménnyel

kecsegtetett, hiszen cirokkal /Wernicke és Brettell,

1980/ és különböző kölesfajokkal /Haydu és Vasil, 1981/

végzett sikeres regenerálási kisérletek után búza

levélkalluszbó1 inditott szuszpenziós tenyészetekből

is sikerült növényt regeneráltatni /Ahuja és munka­

társai, 1982/. Kincső levél-
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eredetű kalluszokból sikerült nekünk is növényt

regeneráltatnunk, bár kis gyakorisággal /8 %/.

Ilivel az bebizonyosodott kisérletünk során is,

hogy a levél eredetű kalluszok képesek az organo- 

genezisre, érdemes lesz szélesebb fajtakörrel meg­

ismételni a kísérletet.

Schaeffer és munkatársainak /1979/ sikerült

érett embrióból származó kalluszból hajtást regene-

ráltatni a 2,4-D szintjének csökkentésével és

IES + kinetin hormonkombinációk alkalmazásával.

Kísérleteink során szintén sikerült elérni növények 

regenerációját kis gyakorisággal érett embrióból 

származó tenyészetekből is, de a regenerációs gyako­

riság növelésére nem volt hatásos sem a 2,4-D szint­

jének csökkentése, sem pedigaSchaeffer és munkatársai

által használt hormonkombináció. Indolecetsav + zeatin

kombinációval 11 %-os regenerációs gyakoriságot 

értünk el. Előnyös lenne, ha sikerülne az érett emb­

rióból nyert kallusz tenyészetek hajtásregenerációs 

képességét megnövelni, mert a buzaszemek az év minden 

időszakában rendelkezésre állnak és könnyen kezelhető 

alapanyagként szolgálnak a kísérletek számára.
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A legjobb eredményt éretlen embrióból

indított kallusszal érték el az egyszikűek ese­

tében /lásd Irodalmi áttekintés 1.3.5/ és ez igaz

a búza szövettenyészetekre is /Sears és Deckard, 

1982/. Nekünk is éretlen embrióból származó kallusz-

szal sikerült elérni a legmagasabb hajtásregenerá­

ciós gyakoriságot /GK T-5 vonal esetében 100 %,

GK Kincső fajta esetében 90 %/. Ha összehasonlítjuk

ezeket az irodalomban leirt eredményekkelj Wacherle 

és munkatársai /1979/ 68 %, Sears és Deckard /1982/

100 %, Ozias-Akins és Vasil,1982/ 60 % látható,

hogy az általunk elért gyakoriság eléri a publikációk­

ban szereplő értékeket. Sears és Deckard /1982/ ál­

lal leirt módon beállított kisérlet volt a leghatéko­

nyabb a hajtásregeneráció szempontjából. Módszerü­

ket átvéve sikerült az általuk leirt magas hajtás­

regenerációs gyakoriságot elérni.
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ÖSSZEFOGLALÁS

Disszertációm két kisérletsorozatot tárgyal.

Az egyik kisérletsorozat elvégzésével az volt a
6océlunk, hogy meghatározzuk azt а Со gammasugár

dózist, mely segítségével optimális hatásfokú orga-

nellum átvitelt lehet létrehozni dohányfajok között

protoplaszt fúziós rendszerben.

E kisérletsorozat keretében Nicotiana taba-

cum SR 1 sztreptomicin rezisztens kloroplasztiszait

vittük át Nicotiana plumbaginifóljába protoplaszt

fúzióval. A fúzió előtt a N. tabacum SR 1 protoplasz- 

tokat különböző a letálisnál nagyobb dózisu ^Со be­

sugárzással kezeltük. A fúzió után a inaktivált

N. tabacum SR 1 szülő sztreptomicin rezisztenciájára

szelektáltunk. A rezisztens sejtkolóniákból regenerált 

növények azonosítása morfológia, kromoszómaszám és

izoenzim vizsgálat alapján történt. A regenerált 

növények jelentős része diploid N. plumbaginifóljának

bizonyult, melyek azonban mind rezisztensek voltak.

A N. tabacum plasztiszok átvitelét a sztreptomicin

rezisztencia mellett a kloroplasztisz DNS restrikciós

mintázata is alátámasztotta. Az 50, 120, 210 és 300

Jkg 1 dózisu besugárzás után a kiónok 40, 57, 84 és 70 %-a volt
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N. plumbaginifolia tipusu sztreptomicin rezisz-

tens sejtmagszegregáns. A N. tabacum SR 1 protoplasz-

tok sugárkezelése tehát megakadályozta a nem fuzi­

onált protoplasztok osztódását, és nagymértékben

csökkentette a maghibridek részarányát a heteroka-

rion eredetű kiónok között, az optimálisnak talált 

210 Jkg ^ dózis esetén egyhatodára.

A másik kisérletsorozat célja az volt, 

hogy búza fajtákból jól regenerálódó szövette­

nyészeteket állitsunk elő, amelyek igy alkalmasak

a sejtgenetikai módszerek bevezetésére.

Különböző korú levélből, gyökérből, érett 

és éretlen embrióból szövettenyészeteket indítot­

tunk 2,4-D-t tartalmazó módosított MS alaptáptalajon.

Kallusz tenyészetet minden anyagból sikerült előál­

lítani és az indukciós táptalajon fenntartani. Haj­

tásregeneráció céljából /az irodalom alapján/ a te­

nyészeteket hormonmentes, az indukciós táptalajtól

eltérő hormonkombináciőju vagy fokozatosan csökken­

tett 2,4-D koncentrációkat tartalmazó táptalajon

növesztettük. Regeneráló tenyészeteket nagy gyako­

risággal csak éretlen embriókból kaptunk. A hormon­

mentes és a különböző hormonkombinációkat tartal­

mazó táptalajokon a regenerálódási gyakoriság ala­

csony volt /5-30 %/. A 2,4-D koncentrációjának fo-
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kozatos csökkentésével hormonmentességig azon-

ban az éretlen embiró eredetű kalluszok 80-90

%-ában sikerült hajtás regenerációt indukálni.

Ezt az értéket két fajtával /GK Kincső és GK Т-5/ 

értük el. Bizonyos fajták kalluszai hajtást egyáltalán 

nem regeneráltak /GK Tiszatáj, GK Maraton/. A rege­

nerált hajtásokat hormonmentes táptalajon meggyökeresi-

tettük és klimakamrában felneveltük. A felnevelt 210

növény között szomaklonális variabilitást nem tapasz­

taltunk .
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