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ALTALANOS BEVEZETES

In vitro tenyészetek eldallitasa és fenn-
tartidsa viszonylag kénnyli feladat a kétszikl no-
vények esetében. Napjainkban mar a névénytermesz-
tésben is rutinszeriien hasznalnak néhany eljarast,
mint példaul a mikroszaporitast, virusmentesitést
stb. Ujabb fordulatot a protoplaszttechnikdk /a
protoplasztok sejtfaluktdl megfosztott ndvényi
sejtek/ altal nyujtott lehetOségek kiaknéazésa
hozhat a ndvényi sejtgenetika és a névénynemesités

terliletén egyarant.

Ilyen uj lehetOségeket kindl példaul a pro-

toplasztok fuziondltatédsa. A protoplasztfuzid se-
4 Q-f Q,

g;psgéﬁgal kikerilhetjik a hibridizacids gatakat,

.

melyek az evolucid soran alakultak ki az egyes
fajok k6zo6tt. Igy lehetOséglink nyilik ivaros uton

létre nem hozhatd uj genomkombindcidk eldallitéaséara.

A fuzid eredményeként létrejdtt ugynevezett
heterokarion kevert citoplazmat tartalmaz, melynek
kovetkeztében megvizsgélhaték a kiilonb6zd eredetl
organellumpopulacidk k&lcsbnhatédsai. Keresztezéssel

ilyen kevert organellumpopulacidé nem hozhatd létre,



mivel a ndvények dontd tobbségében a sejtorga-
nellumok anyai uton 8r8klddnek /[Sears, 1980/.
A kevert citoplazmaban létrejohet példaul a
kiilénb6zd eredetii sejtorganellumok DNS-e ko-
ztti rekombinacid, mely uj tulajdonsagokkal
rendelkezd kloroplasztisz vagy mitokondrium
populacid kialakuldsdhoz vezethet /Belliard és

munkatarsai, 1979/.

A heterokarionok osztddasakor az egyik
sziildbol szarmazd sejtmagok és sejtorganellumok
egymastol fliggetleniil kildn-kiildn utddsejtekbe
keriilhetnek, és igy az egyes utddsejtek kiilon-
b6z0 eredetii sejtmagot, és organellumokat tar-
talmazhatnak. Az uj organellum-sejtmag kombi-
nacidét tartalmazdé ndvények jelentdségét nagymér-
tékben néveli, hogy a sejtorganellumokban kédolt
tulajdonsagok egy része, példaul a himsterilitéas
/[Frankel és Galun, 1977/ egyes herbicidekkel szem-
beni rezisztencia /Darr és munkatarsai, 1981/ stb.
fontos a ndvénytermesztés és a nemesités szamara is.
Az organellumokban kédolt tulajdonsagok atvitelét
/citoplazma-transzfer/ a hagyomadnyos médon, tdbb-

szOrds visszakeresztezéssel is létre lehet hozni,



ez az eljaras azonban nagyon iddigényes. A
citoplaszmaatvitel protoplasztfuzid segitsé-
gével viszont egy lépésben és valdsziniileg
nem keresztezhetd fajok k&zbtt is megvaldosit-

hato.

A nbvényi sejtgenetika fejlddése nyuj-
totta lehetOségek csak kevéssé alkalmazhatdk
a gazdasagilag fontos egyszikiiek /példaul bu-
za, kukorica stb./ nemesitésében és termesz-
tésében. A laboratdériumok nagy t&bbségében
még csak az alapvetd szbvettenyésztési elja-
rasok kifejlesztésénél tartanak, igy példaul
hosszu ideig fenntarthatd és jol regenerald
szOvettenyészetek eldallitdsan dolgoznak
/[Wernicke és Brettell, 1980; Sears és Deckard,
1982/. J61 regenerald tenyészetek birtokaban
sikerrel kisérelhet® meg mutansok eldallita-
sa in vitro tenyészetekben is. Egysziki szo-
vettenyészetben mar izolaltak mutéans ndvényeket,
mint példaul a Helminthosporium maydis toxin-
janak ellenalld kukorica ndvényt /Gengenbach

és munkatarsai, 1977/.



Mindségi ugrast a protoplaszttechnikak
alkalmazasaval érhetnénk el, ami lehetdvé tenné
a modern sejtgenetikai eljarasok /szomatikus
hibridiz&cid, organellumatvitel, transzformdcid
stb./ alkalmazasat az egyszikiliek esetében is.
Jelenleg az egyszikli n&vényekbdl nyert proto-
plasztok tenyésztése nehéz probléma. A proto-
plasztokat osztddasra késztetni és az igy
nyert koldénidkbdl ndvényt regenerdaltatni még
csak néhany esetben, igen kis gyakorisaggal
sikeriilt /Vasil és Vasil, 1980; Vasil és mun-

katarsai, 1983/.

1.2 CELKITUZES

Ertekezésemben két kisérletsorozatrdl
szamolok be, melyek segitségével a két- és az
egyszikl nbvényi sejtgenetikai rendszer egy-egy

médszertani problémajat szandékoztunk megoldani.

Az egyik kisérletsorozat elvégzésével az volt
a célunk, hogy meghatarozzuk azt a 60Co gammasu-
gar dozist, amellyel a citoplazma donor proto-
plasztokat fuzid eldtt besugarozva optimalis

hatasfoku organellum aAtvitelt lehet létrehozni,

dohényfajok k&zbtt, protoplasztfuzidval. E kisér-



letsorozat folyaman a Nicotiana tabacum SR 1

mutans sztreptomicin rezisztens kloroplasztisza-

it Nicotiana plumbaginifoliaba /sztreptomicin

szenzitiv/ vittik at. A rezisztens kloroplaszti-

szokat tartalmazdé N. plumbaginifolia kolodnidakat

a fuzid utén sztreptomicin rezisztencidra tdrténd
szelekcidval valogattuk ki. A fuzido eldtt a

N. tabacum SR 1 protoplasztjait kiilonbdzd nagy-

sagu, de a letalis ddézist meghaladd sugarzasnak
tettik ki. A besugarzasnak kettOs célja volt:

az egyik, hogy a heterokarionképzésben részt

nem vevd rezisztens szilildi protoplasztok osztd-
dasat megakadéalyozzuk, a masik pedig, hogy be-
sugarzassal inaktivalva, képtelenné tegyiik a sejt-
magokat fuzidra, és igy a hibridek aréanya csokken-

jen a N. plumbaginifolia sejtmagszegregansok javara.

A masik kisérletsorozat célja az volt,
hogy buzafajtakbél jél regenerald szdvettenyésze-
teket nyerjiink. Az optimalis kalluszindukcid,
fenntartas és ndvényregeneraltatas koriilményeinek
megismerése céljabol kiilonbdzd cukor- és hormonkom-

binacidkat tartalmazd taptalajokat prébaltunk ki.



Kiildnb6zd koru és eredetili szdvetekbdl /levél-
bazisbdl, embridbdél és gybkérbdl/ tenyészete-
ket hoztunk létre, hogy megtudjuk, melyik n&-
vényi részbdl lehet j6l regenerdld kalluszt
nyerni. Ebben a kisérletsorozatban hét Triticum

aestivum és egy Triticum durum fajtaval, vala-

mint Triticum monococcummal dolgoztunk, é&s meg-

vizsgaltuk, hogy a kiilénbdzO genetikai héattér
milyen eltéréseket okoz a kalluszok képzddésé-
ben és regenerald képességében.

1.3 IRODALMI ATTEKINTES

1.3.1 Protoplasztfuzid

A hatvanas években gombak &altal termelt
enzimek alkalmazasaval megolddédott a protoplasztok
hatékony izoldlédsa /Cocking, 1960; Takebe és mun-
katarsai, 1968/. A 70-es évek elején a protoplasz-
tokbdl tdrténd novényregeneracid megvaldsitésa
| Takebe és munkatarsai, 1971/ és a protoplaszt-
fuzids technikédk tokéletesedése lehetdvé tette
novényi szomatikus hibridek elGallitasat és a
fuzidé utjan torténd organellum atvitelt. A fuzid
indukéalasara kezdetben nitratsokat hasznaltak

/|Power és munkatarsai, 1970/.



Hatékonyabb mddszer volt késObb a CaClz—os keze-
lés magas pH alkalmazasa mellett /Keller és
Melchers, 1973/. A k&vetkezd lépcsdfokot a poli-
etilénglikol-kezelés bevezetése jelentette, ami-
vel 5-10 % fuzids gyakorisagot /heterokarionok
aranya a tuléld sejtek kozobtt/ értek el /Wallin
és munkatarsai, 1974; Kao és Michayluk, 1974/.

A ma leggyakrabban alkalmazott mdédszert Kao és
munkatdrsai /1974/ dolgoztdk ki, akik a polieti-
lénglikol-kezelést kombinaltdk a Ca++—magas pH-
eljarassal. Ezzel a mbédszerrel 10-20 % fuzids gya-

korisag érhetd el.

1.3.2 Sejtmag- és organellum-szegregacid fuzid utén

A fuzid révén létrejott heterokarion a szii-
13i protoplasztok sejtmagjat és organellumait tar-
talmazza. A heterokarion osztdédasakor a sziildi sejt-
magok fuzioné&lhatnak /hibridképzddés/ vagy pedig szeg-
regédlhatnak a utbédsejtekbe [Medgyesy és munkatarsai,
1980/. EkOzben a kevert kloroplasztisz populdcidé sem ma-
rad stabil, ugyanis a fuzids termékbdl szarmazd nd-
vények vagy az egyik vagy a masik sziild kloroplasz-
tiszait tartalmazzak /Chen és munkatérgai, 1978;
Belliard és munkatarsai, 1978; Aviv és Galun, 1980;

Menczel és munkatarsai, 1981/.



A hibridképz0dés gyakorisdga a ndvényi proto-
plasztok fuzidéja utan rendkiviil magas. Kao /1977/

kisérletében, ahol Nicotiana glauca és szdja proto-

plasztok fuzid6jabdl szarmazd heterokarionok kldéno--
zassal eldallitott sejtvonalait vizsgalta, az Osszes
vonal hibridnek bizonyult. Azonos eredményt kapott

Gleba és Hoffman /1978/ is, akik Arabidopsis és

Brassica protoplasztokat fuziondltak és szintén
heterokarionokat izolaltak, majd tovabbtenyésztés
utan az ezekbdl eldallitott sejtvonalakat vizsgal-

tak. Medgyesy és munkatarsai /1980/ N. tabacum és

N. sylvestris protoplasztokat fuziondltak. Kisérle-

tiikben a heterokarion eredetl sejtklénokbdl regene-
ralt novények 85 %—-a volt hibrid, a to&bbi hetero-

karion eredetl sejtmagszegregans.

A kloroplasztiszok szegregacidéjat Chen és

munkatarsai /1978/ N. glauca és N. langsdorffii szo-

matikus hibridekben vizsgaltak. Tizenhat hibrid
sejtvonalbél regeneraltak névényeket és nyolc vonal-

bé1l N. langsdorffii, hat vonalbdl pedig N. glauca

kloroplasztiszokat tartalmazd ndvényeket kaptak.
Egy vonalbdl regeneralt novények egyik része

N. langsdorffii mésik része pedig N. glauca klo-

roplasztiszokat tartalmazott. Egyetlen ndvényben



talaltak kevert kloroplasztisz &allomanyt, de
ennek utdédai mar tiszta glauca vagy langsdorffii
kloroplasztisz populacidét hordoztak. Belliard

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

N. tabacum cv. Techne protogasztjait fuzional-

tdk és azt taldaltdk, hogy a regeneralt noévények
vagy az egyik, vagy a masik sziild tiszta kloro-
plasztisz &llomidnyat hordozzak, megerOsitve ezzel

a kloroplasztisz szegregacid tényét. E novények ko-
zO6tt voltak olyan nem hibridek /[szilildi magszegre-
gans novények/, melyek a méasik sziild kloroplaszti-
szait tartalmaztak, ami azt bizonyitotta, hogy a
sejtmagok és a kloroplasztiszok szegregacidéja fligget-
len jelenség, tehat a fuzid eredményeként uj orga-
nellum~-sejtmag kombin&cidju nodvények is létrejdhet-
nek. Uj organellum-sejtmag kombinacid létrejottét
/citoplazma transzfert/ mas fuzidés kombinacidkban
is bizonyitottdk /Aviv és Galun, 1980; Poulsen és

munkatarsai, 1980/.

A hibridképzddés nagy gyakorisaga, mely a
kloroplasztisz atvitel szempontjabél hatranyos,
a sejtmagfuzid megakadalyozaséaval csodkkenthetd
oly médon, hogy az organellum donor protoplasztok

sejtmagjat inaktivaljuk.




Zelcer és munkatarsai /1978/ kisérletiikben
citoplazmatikus himsterilitést /cms/ vittek &t

protoplaszt fuzidval N. tabacumbdél N. sylvestrisbe.

A fuzid eldtt a N. tabacum protoplasztokat rdntgen-

sugarzassal inaktivaltak /50 Jkg—l=5 krad/. Hat,
fuzidbdél szarmazd sejtvonalat vizsgaltak meg, és
ezekbdl csak egy volt hibrid, a tObbianem besugar-

zott sziilObOl szarmazd sejtmagszegregans volt.

Aviv és Galun /1980/ szintén N. sylvestrist

és N. tabacumot fuziondltak abbdl a célbdl, hogy a

himsteril N. sylvestris citoplazmé&jat a fertilis

N. tabacum citoplazm&javal helyettesitsék. A fuzid

eldtt az N. tabacum protoplasztokat ugyancsak rént-

gensugarzassal /50 Jkg—l/ inaktivalték. Megvizs-
galtak 15 sejtvonalat, melybdl hibrid csak kettd

volt, a tobbi a nem besugarzott N. sylvestris

szlild sejtmagjat hordozd szegregans volt.

Sidorov és munkatarsai /1981/ egy N. tabacum

albino plasztisz mutans protoplasztjait fuziondltak

N. plumbaginifolia protoplasztjaival a mutéans plasz-

tiszok atvitele céljabél. A N. tabacum protoplaszto-
6 1

kat OCo sugarforrassal /60 Jkg_ =6 krad/ sugaroztak

be a fuzidé eldtt, a N. plumbaginifolia protoplaszto-

kat pedig joédecetsavval inaktivaltak. A jododecetsav

a fehérjék SH-csoportjait alkilezi /metabolikus



inaktivator/, és emiatt megakadalyozza a sejt-
osztdodast /Wright, 1978; Medgyesy és munkatarsai,
1980/. A fuzibdbdl szarmazd sejtklonoknak a besugar-
zas utéan 35 %-at, mig besugarzas nélkil csak 1,4

g—-at tették ki a N. plumbaginifolia sejtmagszegregansok.

1.3.3 Sztreptomicinrezisztencia

A sztreptomicin rezisztencia citoplazma
marker /kloroplasztiszban kédolt/. Segitségével
a fuzidé utén kiszelektalhatdk a rezisztens klo-
roplasztiszokat tartalmazd sejtvonalak. Ezért
felhasznalasaval novelhetd a citoplazma atvitel

hatékonyséaga.

A novények kloroplasztiszai bakteridlis
tipusu 70 S riboszdmakat tartalmaznak, és ezért
a sztreptomicin meggatolja a kloroplasztiszok
fehérje szintézisét. Sztreptomicin jelenlétében
tehat a szenzitiv ndvények sejtjeibdl szarmazd
koldénidk zoldiilést indukald taptalajon is kife-

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

tans sztreptomicint tartalmazdé taptalajon is
z61d koldénidkat ad. Ez a rezisztencia fenoti-

pus az SR-1 mutans esetében anyai uton 8rdklo-



dik /Maliga és munkatarsai, 1975/, tehat orga-
nellum DNS-ben kdédolt. Elektronmikroszkdépos vizs-
galatok azt mutattadk, hogy a mutans kloroplaszti-
szok sztreptomicin jelenlétében megdrzik normalis
strukturajukat /Maliga és munkatarsai, 1975/. Két-
dimenzids gélelektroforetikus mintdzatok szerint a
muténs kloroplasztisz egy riboszdémédlis fehérjéje
megvaltozott /Yurina és munkatarsai, 1978; Capel

és munkatarsai, 1979/.

N. tabacum SR 1 + N. Knightiana szomatikus
hibridekben azt talaltdk, hogy a rezisztencia min-
den esetben az SR 1 mutansbdél széarmazd kloroplaszti-
szokkal egylitt jelent meg /Menczel és munkatarsai,
1981/. A sztreptomicin rezisztencia teh&t ebben
az esetben a kloroplasztisz genomban bekdvetkezd
mutdcidé eredménye, ezért a kloroplasztisz szegre-

/
gacidé kdvetésére alkalmas. : i

1.3.4 Buza szbvettenyészetek taptalajai

Egysziki novényekbdl kalluszt indukéalni kez-
detben csak élesztd kivonattal, kdkusztejjel, kaze-
innel stb. kiegészitett taptalajon sikeriilt /LaRue,
l94§;VCarew, 1958/. A természetes kivonatok azonban
sok ismeretlen OsszetevOt tartalmaznak, ezért nem

lehet egzakt médon az ilyen taptalajon végzett kisér-



leteket megismételni /Straus, 1960/. Ezért in-
tenziv kutatas indult meg, teljes egészében szin-

tetikus téptalajok kifejlesztése céljabdl.

Viszonylag kevés azoknak a szintetikus tap-
talajoknak a szama, amelyen sikerililt egysziki
ndévények in vitro tenyészeteit létrehozni. A leg-
szélesebb kdrben hasznédlt taptalaj a Murashige
ésSKoog altal kifejlesztett MS /Murashige és
Skoog, 1962/ taptalaj, mely hatasosnak bizonyult
sok faj esetében példaul buza /Sears és Deckard,
1982/, cirok /Wernickeés Brettell, 1980/, kukorica
/Green és Phillips, 1975/, kdles [Haydu és Vasil,
1981/ stb. a kallusz indukcidra, fenntartasra és
a ndvényregeneraltatdsra is. Néhany fajnal mas
taptalajt jobbnak taldltak az !S-nél, igy példa-
ul zab esetében az SH /Schenk és Hildebrant, 1972/
és a B5 /Gamborg és munkatarsai, 1968/ téaptalajt
/Cummings és munkatérsai, 1976; L&rz és munkatéarsai,
1976/. A legnagyobb mérvi kiildnbségeket, Osszeha-
sonlitva az MS taptalaj szervetlen alkotdit [a makro-
elemek tekintetében/ a B5 és az SH téptalajokéval,v
a nitrogén és a kalcium esetében tald&ljuk. Az MS

taptalaj a nitrogént a nitrat sé mellett redukalt



[ammdénium/ formdban is tetemes mennyiségben tartal-

-1
3 19060: mgl =, NH4NO3

és az SH fOleg nitratsé formajaban és lényegesen ala-

mazza [KNO 1650 mgl-l/, mig a B5S

csonyabb koncentracidkban tartalmazza /B5: KNO3

1

2500 mgl —, /NH :

SO, 134 mgl'l; SH: KNO, 2500 mgl -,

4/2 2 3

NH,H,PO, 300 mgl-l/. Az MS kalcium tartalma

/CaCl2 X 2H2

/CaCl2 X 2H

O 440 mgl_l/ tobb mint kétszerese a B5

0 156 mgl_l/ és az SH /CaCI X 2H20

2 2
200 mgl—l/ taptalajokénak. A szerves alkotdérészeket
a valtozatlan szervetlen sé Osszetétel mellett a
legkiilénb6z0bb mdédon varidlva hasznaljak. Az egy-
szikliek esetében az auxinok azok a hormonok, melyek
nélkiilézhetetlenek kallusz indukcidhoz és fenntar-
téshoz. A leghatdsosabb k&ziiliik a mesterségesen eld-
allitott 2,4-diklér-fenoxi-ecetsav [/2,4-D/ melybdl

dltaldban 1-2 mgl~! koncentraciét hasznalnak /Green,

39781 .

Buza kallusz inditashoz és fenntartashoz 2,4-D
Onmagaban is elegendd /Shimada és munkatarsai, 1969;
Gosch-Wackerle és munkatarsai, 1978; Ozias-Akins és
Vasil, 1982; Sears és Deckard, 1982/. Prdobalkoztak
mas auxinokkal is, de a 2,4-D-hez hasonldan gyors,

vagy mas intenzivebb kalluszképzddést ismé-



telten csan 2 2,4,5-trikldér-fenoxi-ecetsavval
/2,4,5-T/ értek ¢! !Dudits és munkatarsai, 1975;
Lazar és munkatarsai, 19c¢2/. Citokininek altalaban
nem sziikkségesek a tenyészetek novekealschez. Lazar és
munkatarsai /1983/ kisérlete szerint g kinetin

1 5,4,5-7 alkalma-

Q; 1 mgl"l koncentraciéban, 0,5 mgl~
zasa mellett, azonban meggyorsitotta a kalluszok no-
vekedését. Magasabb citokinin koncentréacidé mar ki-
fejezetetten gétlé hatasunak bizonyult. A citokininek

gatld hatéasat mar Dudits és munkatarsai is publi-

k&altédk 1975-ben. A kalluszok szinben, n;gységban és

alakban eltérd sejtcsoportok tomegébdl allnak. A hajtas-
regeneracio szémpontjébél "két féle" kalluszt kiildn-
bdztethetiink meg, regeneridldt, illetve nem regenera-

16t. Egy-egy kalluszon beliil a regenerald sejttd-

meg aranya megndvelhetd a nem regenerald rovasara,

ha a kalluszok ndvekedéséhez sziikséges 2,4 D és

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

tofannal /auxin prekurzor/ és kinetinnel /[Nabors

és munkatarsai, 1983/. A taptalaj auxin szintjének csok-
kentése vagy megvonasa a kalluszo%ié?ganizélédését /)27/9
/|gytkér és hajtasképzddés/ valtja ki. A kutatasok

olyan regeneracibés rendszer létrehozéasara toreked-

nek, mely segitségével az organizacid elsOsorban
hajtasképzddést eredményez. A kalluszok hormonmentes

taptalajra vald atoltasa regeneraltatds céljabdl



nem volt célravezetd, ugyanis ezzel a mddszerrel

csak alacsony hajtdsregeneracids gyakorisag /a haj-
tasregeneracids gyakorisag %-ban adja meg a kiindu-
lasi explantumokon készdétt hajtasokat regenerald
kalluszok aranyat/ volt elérhetd /Shimada és munka-
tarsai, 1969/. Magasabb hajtasregeneracids gyakori-
sdgot értek el a késdbbiek folyaman, amikor a 2,4-D-t
vagy a 2,4,5-T-t gyengébb hatédsu auxinokkal helyette-
sitették a regeneréaltatési fazisban, igy 3-indol-ecetsavval
[IES/ vagy l-naftil-ecetsavval /NES/, és egyidejiileg
citokininekkel /kinetin, 6-benzil-amino-purin,

zeatin stb./ egészitették ki a taptalajt /Dudits

és munkatarsai, 1975; Gosch-Wackerle és munkatarsai,
1978; Ahuja és munkatarsai, 1982; Zamora és Scott,

1983/.

Magas hajtasregeneracids gyakorisagot ért
el Sears és Deckard /1982/ a kalluszok egyre ala-
csonyabb 2,4-D koncentracidkat tartalmazd taptalaj-
ra valé atoltaséaval. Az alacsony auxin koncentraci-

o3u 0,3=0,5 mgl_1

2,4-D/ taptalajon ndvesztett kallu-
szokon sok esetben erSteljes gyokérképzodés indult meg,
ami a tovabbiakban megakadidlyozta a hajtaskezdemények
kialakuliasat /Gosch-Wackerle és munkatarsai, 1979/.

Az optimadlis hormonkoncentracidé és kombinacidé kia-

lakitidsa teh&t igen lényeges az egyes szdvettenyé-

szeteknél.



A hormonokon kiviil a taptalajban 1évo
szachardz mennyisége is befolyéasolja az in vit-
ro tenyészetek novekedését és hajtasregenerald
képességét. A szachardz a sejtek alapvetd szén-
forrasa, masrészrdl, mint ozmotikus stabiliza-
tor is nélkiildzhetetlen a taptalajban. Kétszi-
kiieknél 3 % szachardz van altalédban a taptalaj-
ban, mig egyszikiieknél 2 % a legelterjedtebben
haszndlt szachardéz koncentracidé /[Yamada, 1977/.
A szomatikus embriogenezis induké&lasa érdekében
a kdlesnél 3-6 $ /Hajdu és Vasil, 1981/, a kuko-
ricanal 13 ¢ /Lu és munkatirsai, 1982/ szachardéz koncentra-
cidét haszndltak eredményesen. Buza szdvettenyé-
szetben viszont a magas szachardztartalom nem
segiti eld a szomatikus embriogenezist és a
kallusz nbvekedése magas /15 %/ szachardéz kon-
centracidét tartalmazd téaptalajon meg is all

/|Ozias és Vasil, 1982/.

1.3.5 Kallusz indukcid néhany egyszikii novényfaj

kiilénbdzd szervébol

Az egysziklli novények legkiilénbdzObb része-
ib®1 prdbaltak in vitro tenyészeteket inditani,
igy hajtascsucs merisztémabdl, mezokotilbdl,

hipokotilbbl, szarbdl, gydkérbdl, levélbdl, vi-



ragzati tengelybdl, érett és éretlen embridébdél stb.
/|Green, 1978/. A legttbb esetben fiatal, a diffe-
rencidalddas alacsony szintjén al16 szdvetekbdl si-
kerlilt a szdvettenyészetek inditasa. Ekkor a kallu-
szok létrejdtte tdbbnyire csak az osztddd merisztémat
alkoto sejtek tovabbosztddasanak eredménye /Potrykus
és munkatarsai, 1976/, ellentétbenba kétszikliekkel,
ahol differencidlt szdvetekbdl, példaul levél mezo-
fillumb6l is lehet kalluszt nyerni a sejtek dediffe-
rencidcidja altal. Kivételt jelent az egyszikii érett
embridk szkutelldris /csirapajzs/ szdvetébdl inditott
kalluszok kialakulédsa, de ezek regeneracids képessége

csekély /Schaeffer és munkatérsai, 1979/.

Szamos kisérletet végeztek egyszikli mezo-
fillum eredetii protoplasztokkal, de ezeket osztd-
dasra késztetni nem, vagy csak kis gyakoriséaggal
sikeriilt. Igy felmeriilt a kérdés, valyon totipoten-
sek-e az egyszikii differencidlt szovetek sejtjei
/Thomas és munkatdrsai, 1979/. A valaszt a levél-

b3l t8rténd kalluszindukcids kisérletek adtak meg.

A gabonafélék koziil arpa csirandvény levél-
bazisadb6l nyert szegmenteket kalluszositottak el

eldszo6r [Saalbach és Koblitz, 1978/. Mikroszkdpos



vizsgalatokkal is megerOsitették, hogy a kallusz

a mezofillumot alkotd sejtek osztddasabdl szarma-
zott. A gabonafélék levélszdvetének totipotenciajat
cirok esetében is bizonyitottdk, mivel sikeriilt le-
véleredetii kalluszbdl szomatikus embriogénezisen ke-
resztiil hajtasokat regenerdltatni /Wernicke és
Brettell, 1980; Wernicke és munkatarsai, 1982/.

Kbles és Panicum maximum Jacq esetében is levél-

kalluszbdl, szomatikus embriogenezis utjan sikeriilt
névényt regeneraltatni /Lu és Vasul, 1981; Haydu

és Vasil, 1981/. Ahuja és munkatarsai /1982/ buza
levélbazisbdél nyert kalluszbdl szuszpenzids kulturat
hoztak létre. A kalluszokbdl és a szuszpenzids erede-
ti sejtkoldéniakbdl egyarant sikerililt ndévényt regene-
raltatniuk. A buza levélkalluszbdl t8rténd hajtésre-
generidcidt Zamora &s Scott [/1983/ kisérlete is ala-
tamasztja. A fent emlitett gabonafélék esetében a
merisztéma a levélalapndl helyezkedik el, ezért a
levél csucsa felé egyre idOsebbek a szovetek, és
magasabb a differencidltsaguk foka is. E kisérletek
szerint, a kalluszképzddés a levelek bazisatdl a
csucs felé csoékken, majd megsziinik /Wernicke és

Brettell, 1982/.

A gabonafélék kozilil eldszdr zab gydkerébol
inditott kalluszbdl sikerililt ndvényt regeneraltat-

ni. A kallusz a gyokércsucs merisztémajabdl szarma-



zott. Buza gydkérkalluszbdl 1969-ben /Shimada
és munkatarsai/ sikerililt néha&ny ndvényt rege-
nerdltatni. A gyotkéreredeti kalluszok hajtas-
regeneradld képessége azonban alacsony. A meg-
feleld regenericids rendszer kidolgozésa tdbb
gabonaféléra /példaul buza, k&les, rizs stb./
napjainkban még folyamatban van [Tissue Cultu-

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

Az éretlen embrid szkutellumébdél indu-
kalt kalluszokkal végzett kisérletek adtadk a
legbiztatébb hajtasregeneracids eredményeket.
Buzaval és kukoricaval végzett kisérletek
szerint csak bizonyos koru embridkbdol lehet jol
regenerdld tenyészeteket nyerni. Néhany kuko-
ricafajtanadl a megporzas utédn 18 nappal a koriil-
belil 3 mm-es embridk voltak a legalakalmasabbak
/|Green és Phillips, 1975/. Szamos buzafajtanal
viszont, a viradgzas utan 12-13 nappal, a koriil-
beliil 1 mm atmérdjli embridk voltak a legjobbak
/Ozias-Akins és Vasil, 1982; Sears és Deckard, 1982/.
A kisebb méreti /fiatalabb/ embridkbdél nem sike-
riilt kalluszt indukalni, mig a nagyobbak /ido-
sebbek/ gyakran kicsirdztak, vagy a képzdddtt

kalluszb6l nem lehetett hajtast regeneraltatni.



A hosszu iddn &t fenntartott tenyészetek
regenerdld képessége lecsdkken [Sears és Dec-

kard, 1982/.

Az éretlen embridkkal végzett kisérle-
tekben parhuzamosan t&bb fajjal vagy fajtaval
dolgoztak azonos kisérleti feltételek mellett
és nagyszamu ndvényt regenerdltattak. LehetOség
nyilt, hogy Osszehasonlitsdk a kiildnbdzd fajokat
vagy fajtakat a %éllusz indukcid és a kalluszbdl
tOrténd névényreéenerécié‘szempontjébél. Green
és Phillips /1975/ kukorica éretlen embridibdl
indukaltak kalluszt, és ezekbdl koriilbeliil 300
novényt regeneraltak. Ot beltenyésztett vona-
lat hasonlitottak O6ssze a kallusz indukcid szem-
pontjabdl. A tenyészeteket kildnbdzd koru embri-
6kbol inditottdk. Mintanként 60-60 embridt al-
kalmaztak. Egy vonalbdl /A632/ nem sikeriilt egy-
dltalan kalluszt nyerni. Harom vonalbél a tizen-
hat-tizennyolc napos embridék atlag 8 %-a adott

kalluszt. Az Al88-as vonal minden korosztalya, a

A_

huszonnégy napos embridk kivételével, adott kalluszt.

Ez esetben a hajtasindukcibds gyakorisadg atlagosan

7 2 volE



Cummings és munkatdrsainak /1976/ huszondt
beltenyésztett zab vonal k&6zil huszonhadrombdél si-
keriilt kalluszt inditani, tizenhat kalluszabdl
pedig névényt regeneraltatni /130 ndvényt nevel-
tek fel/. Egy vonal /Lodi/ kallusza masfél évig
/tizenhdrom passzalds/ megtartotta hajtésregenerald

képességét.

Sears és Deckard-nak /[/1982/ 39 Oszibuza fajta
kdziil 35-b0O1l sikeriilt kalluszt inditania. Néhény faj-
ta primer kalluszanak hajtasregeneracidés gyakorisaga
100 ¢ volt. Tizennyolc genotipus in vitro tenyésze-
tébd1 sikeriilt négy passzalas utéan is /90-120 napos
tenyészetek/ névényt regeneraltatni. Ot genotipus
regeneracids képessége valtozatlan volt 240 nap
tenyészetben tartds utan is. Az ND7532-es fajta
kalluszab6l 420 nap utéan is tudtak hajtéast regene-

raltatni.

ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1 Kisérletekben felhasznalt novények

Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR 1

/2n=4X=48/ laboratdériumunkban eldallitott



sztreptomicin rezisztens mutdns /Maliga és munka-
tarsai, 1973/.

Nicotiana plumbaginifolia /2n=2X=20/

A dohanyndvényeket steril k&riilmények kozott, P tap-
talajon /Sidorov és munkatarsai, 1981; 1. tablazat/

neveltiik napi 16 O0ra megvilagitas /1500 1lx/ mellett,
96 C7-on.

Faj Fajta

Triticum aestivum /2n=6X=42/ GK Maraton

GK Tiszatéaj

GK T-5

GK Tarjan

GK Kincsd
Jubilejnaja 50

GK Csongor

Triticum durum /2n=4X=28/ GK Minaret

Triticum monococcum /2n=2X=14/

A csirdztatott vagy szbvettenyészetbdl regeneralt bu-
zanbvényeket jarovizalas /2 Co, 5 hét/ utan klimakam-
raban neveltiik fel, napi 16 6ra megvilagitas /15000 1x/
mellett. A nappali hOmérséklet 21 e, az éjszakai 16 o
volt. A ndvényeket tOzeges talajba illtettik.

A buza fajokat és fajtakat egyaradnt a Szegedi Gabona-

termesztési Kutatdintézet bocsatotta rendelkezésiinkre.



1. tablazat

A P-taptalaj Osszetétele

1

Anvag Koncentracid /mgl ~/
I%MNO3 330
KNO3 380
CaCl2 440
MgSso, 180
KH2P04 170
FeSO&7H20 28
H3BO3 G, 2
etilén-diamin-tetraacetat x

2H20 37
MnSO4x4H20 g s
ZnSO4x7H20 10,6
RJ : 0,8
NaZMoO4x2H20 0,25
CuSO4 XSHZO ©,025
COC12x6H20 0,025
Szacharoz 30000, 0

Tridesztillalt vizben, pH' = 5,6 /0,1 N KOH/

Irodalom: Sidorov és munkatérsai, 1981.



2.2 Protoplasztizolalas

Steril korilmények kozott P taptalajon

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

ginifolia ndvények leveleit haszndltuk. A leve-

leket feldarabolds utéan 0,45 um pdrusatmérdji
membranfilterrel sterilizilt 0,5 % driselase enzimmel
/0,4 M szachardz tartalmu K3 tapoldatban /Nagy és
Maliga, 1976; 2. tablazat feloldva, pH 5,6/ emész-
tettiik 16 6ran at 28 c®-on. A protoplaszt szuszpen-
zidét 60 um pdrusatmérojli nylon szlirdon atszilirtiik és a
szlirletet 300 g-vel centrigaltuk 2 percig. A menisz-
kuszban Osszegylilt protoplasztokat W5 oldattal /Menczel
és munkatlrsai, 1981; 155 mM NaCl, 5 mM kCl, 125 mM

CacCl 5 mM glikéz, pH 5,6/ kétszer mostuk /50 g,

2’
2 perc/.

2.3 Protoplasztok inaktivaléasa

5 i

A W5 oldatban felszuszpendalt kb. 10> dbml~

slirliségli N. tabacum protoplaszt szuszpenzidét polikarbonéat

centrifuga csdvekben 20 c®-on sugaroztuk be 6OCo

sugarforrassal. A kovetkezd dbézisokat alkalmaztuk:

50 Jkg -, 120 Jka ©, 210°Jks. * Bs 300 dkg ~. A do-
zisteljesitmények a megfeleld sorrendben: 0,042 Jkg"l s_l,
D00 Jng ts7l 008 Moite Be 0t kg it

adott 6OCo sugarzas LD értéke [/N. tabacum

50




2. tablazat

A K3 tépoldat Osszetétele

Anyag Koncentracid /mgl—l/
KNO3 2400
CaClZXZHZO 880
NH4NO3 250
MgSO4x7H20 250
NaH2PO4x2H20 156
/NH4/ZSO4 130
FeSO4x7H20 27,8
etilen-diamin-tetraacetéat x2H20 375
MnSO4x4H20 10
H3BO3 3
ZnSO4x7H20 2.8
Na2M004x2H20 0,24
CuSO4x5H20 0,025
CoC12x6H20 60,025
128 @ .. 75
Piridin-3-karbonsav 1
m-inozitol 100
piridoxin~-HC1l 1
tiamin-2HC1 /Bl/ 10
2,4-diklér-fenoxi-ecetsav QN
6-benzil-amino-purin /BA/ 02
l-naftil-ecetsav /NES/ 1
D-xildz 250
glikoz 79200

tridesztillalt vizben, pH = 5,6 /O,1N KOH/

Irodalom: Nagy és Maliga, 1976.




protoplasztokra vonatkozik/ korilbelll 20 ch_:;_l

1O 042 Jkg_l s-'l dézisteljesitmény mellett/ /V.A.

Sidorov személyes kozlése/.

A jodecetsav inaktivalashoz a N. tabacum
5 3

protoplasztokat /10> dbml — siiriiség/ 1OmM jddecet-
savat tartalmazé,membrénfiltefrel sterilizalt W5
oldattal /pH 5,6/ szuszpendaltuk fel, és szobah®-
mérsékleten 30 percig inaktivaltuk /Medgyesy €s
munkatirsai, 1980/ A kezelés utén a protoplasztokat

W5 oldattal kétszer mostuk.

2.4 Protoplasztfuzid

N. tabacum SR1 és N.plumbaginifolia proto-

plasztokbdl 1:1 aranyu siirii keveréket készitettlink
/lO6 dbml_ll, melybdl 3 cm atmérdjli mlianyag petri-
csészébe két cseppet tettiink. Tizendt perc utan

1 csepp PEG 40 oldatot /40 % polietilén glikol

Ms=6000, 0,3 M gliikdz, 66 mM CacCl pH=6; Kao és

o7
Michayluk, 1974; Maliga és munkatarsai, 1977/ ad-

tunk a protoplasztokhoz 6vatosan. Husz perc mulva az
oldatot eltavolitottuk és a protoplasztokhoz 2 csepp
W10 oldatot tettiink. A W1lO oldatot 9 rész A /0,4 M glii-

k6z, 66 mM CaClz, 10 8 dimetilszulfoxid/ és 1 rész B



/O,3 M glicin-NaOH puffer, pH 10,5/, filtersterili-
zalt tdrzsoldatok Osszekeverésével frissen készi-
tettiik /Keller és Melchers, 1973; Menczel és munka-
tdrsai, 1981/. Husz perc mulva a W10 oldatot kb. 1 ml
0,4 M glikézt tartalmazd K3 téapoldattal higitottuk.

Ujabb tiz perc utéan ezt lecseréltiik friss K3 tépoldatra.

2.5 Protoplaszttenyésztés és a rezisztens koldnidk

szelekcidja

A fuzidhoz fel nem hasznalt protoplasztkeveréket
5 cm atmérdjii liveg petricsészékben kontrollként tenyész-
tettiik. A protoplaszttenyészetek kezdeti siirilisége

3 1 volt. A fuzids és a kontroll tenyésze-

1 x 10° dbml~
teket gyenge megvilagitas mellett, termosztatszobaban
/26 c®, 50-150 1x/16h, 60-70 % relativ paratartalom/
tenyésztettiik. A fuzidt k6vetd napon a fuzids petri-
csészék tapoldatat kicseréltik ugyancsak 0,4 M gliikdzt
K3 téptalajjal /0,4 M G/K3/. Egy hét mulva a mar
oszto6ddé fuzids tenyészeteket atpipettaztuk liveg pet-
ricsészékbe /atmérd® 5 cm/ és haromszorosara higi-

tottuk 0,4 M G/K3 oldattal. Harom hét mulva az Ssszes

koloéniat [fuzidbdl és kevert kontrollbdl ereddt



egyaradnt/ atszélesztettiik 10 cm atmérdji petri-
csészékbe zoldiilést indukald 0,4 M G/K3-tapol-
datba mely 1 mgl—l 6-benzil-amino-purint /BA/,
Q-1 mgl-l l-naftil-ecetsavat /NES/, 0,8 % Bacta-
-agart és a sztreptomicinrezisztenciara vald
szelekcid céljabél 1 mg Wit sztreptomicin-szul-
fatot [/filterrel sterilizalt torzsoldatbol be-
mérve/ tartalmazott. A koldénidkat ebben a lépés-
ben 6tszbrésére higitottuk és a tenyésztést a
tovabbiakban 1500 1x megvilagitas mellett foly-
tattuk. Egy hoénap mulva OtszOrdsére higitottuk

a koldnidkat 0,2 M glikdézt tartalmazé RMOP tap-
talajjal, /Murashige és Skoog, 1962, Maliga és
munkatdrsai, 1977 ; 3. téblazat/ amely szintén

1 mg m1™1 yoncentraciéban tartalmazott sztrep-
tomicint. E szélestés utén a petricsészékbe

25 ml taptalaj és atlagosan 1300 db koldnia
keriilt. A fuzidétdl szamitott két-két és fél
hénap mulva elklilénithettk voltak a zdld

|rezisztens/ és fehér [szenzitiv/ kolodniak.



3. tablazat

Az RMOP taptalaj Ossatétele

Anyag Koncentracid /mgl-l/
NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaC12x2H20 440
MgSO4 180
KH2PO4 170
FeSO4X7H20 28
etilen-diamin-tetraacetat x 2H20 35,2
H3BO3 Gz
MnSO4x4H20 223
ZnSO4x7H20 10,6
KI 0,83
NazMoO4x2H20 0,24
CuSO4x5H20 0;025
COC12x6H20 0,025
Szacharoéz 30000,0
mezo-inozit 100
tiamin-2 HC1l /Bl/ 15,0
6-benzil-amino-purin /Bl/ 1,0
l-naftil-ecetsav @1

tridesztillalt vizben, pH=5,6 /1N KOH/

Irodalom: Murashige és %oog, 1962; Maliga és

munkatarsai, 1977.



2.6 Novények regeneraltatdsa és rézisztenciatesztije

A z0ld koldéniakat kiemeltiik és azonos /RMOP/
taptalajon, amely szachardézt csak 3 %-ot /0,084 M/
tartalmazott, havonta Atoltva ndvesztettiik. Hajtasok
a kalluszokon egy-két hdénap mulva jelentek meg, melye-
ket hormonmentes P taptalajon /1. tablazat/ gydke-
reztettilink. Klénonként 3-4 db ndvényt regeneraltattunk.
Az egyes novények rezisztenciadjat levéldarabkaikkal
teszteltiik, melyeket 1 mg ml_l sztreptomicin-szulfa-
tot, 0,8 % Bacto-agart és 3 % szachardzt tartalmazd
RMOP téptalajra helyeztiink. Kontrollként a sziildi

novényeket haszniltuk.

2.7 Izoenzimvizsgalat

A vizsgalathoz steril ko&riilmények kozétt ne-
velt, fiatal novényeket hasznaltunk, melyeket
a kivonas eldtt 24 6raig sdbtétben tartottunk. A
levélkivonatok készitése, és a festés kezdetéig
minden tovabbi lépés O c®-on tértént. A nyers ki-
vonatot 0,2 g levél 1 ml kivondé pufferben /Menczel
és munkatarsai, 1981; 15 mM 2-merkaptoethanol,

2 mM cisztein, 2 mM MgCl I mM:iERPTA, 0,1 M Tris-HE1

2I
puffer, pH 8,0/ torténd elhomogenizalisaval kaptuk.



A homogenizatumot 15000 g-vel 15 percig centrifu-
galtuk és a tiszta feliiluszdt hasznaltuk a tovab-
biakban. A futtatashoz 7,5 cm hosszu, 0,6 cm atmé-
roji poliakrilamidgéleket hasznaltunk /Maurer,

1971; Menczel és munkatarsai, 1981; 4., 5. téabla-
zat/. Az alsd [2ml/, majd a felsd /O,2 ml/ gélek
tetejére megszildrduldsig desztillalt vizet rétegez-
tlink. A fels® gél pdimerizacidja erds megvilagités
mellett /10000 1lx/ tdrtént. Mintanként 200 Fl ki-
vonatot rétegeztiink a gélekre, majd 4 mA csdven-
kénti aramerdsséggel futtatunk, 1,5 6raig. A futta-
t6 puffer 30,0 mM 5,§ —-dietil-barbitursavat
[veronadl/ és 8,25 mM trisz-/hidrotimetil/-amino-metant
tartalmazott /pH 7,0/. Az észterzaz csikokat
Brewbaker és munkatarsai /1968/ eljarasaval fes-
tettiik meg. A gélek festése 37 C°-on tértént 0,1

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

RR sdt /4—benzoil-amino-3,5-dimetoxi—anilin-ZnC12/
és 1,1 mM d-naftil-acetdtot /1 ml metil-celloszolvban
feloldva/ tartalmazott. A festddés utan a csikokat

1 %-o0s ecetsavoldatban 15 percig fixaltuk, ezt ko-
vetBen a géleket desztillalt vizben 4 C°-on tarol-

tuk.



4. tablazat

Az alsd gél Osszetétele

akrilamid
N,N’-metilén-biszakrilamid
N,N,N’N’-tetrametil-etilén-diamin
/NH, [ ;5,04

trisz-HC1l puffer [pH=7,5/

[tridesztill&lt vizben/

5. tablazat

A felsd gél Osszetétele

akrilamid

N,N’-metilén-biszakrilamid

TMED

riboflavin

trisz—H3PO4 puffer /pH = 5,5/
[tridesztillalt vizben/

1,0 M
13,0 mM
3,8 mM
1,5 mM

70,6 mM

0,84 M
3,9 mM
3,8 mM
13,2 uM

51,0 mM



2.8 Kromoszdmaszam meghatdrozéasa

Egy hete Atoltott steril korilmények kozdtt
nevelt novények Siggg%wgyﬁjtétt gyOkereit kolchicin ?
0,05 %$-o0s oldataban 3 6raig inkubdltuk szobahOmér-
sékleten, majd Carnoy oldatban /3 rész abszolut alko-
hol + 1 rész cc. ecetsav/ 4 c% on 24 oraig fixaltuk.
Desztillalt vizes mosas utén 96, 70 és végiil 40 %-os eta-
nolban 5-5 percig aztattuk. A gytkereket [desztillalt
vizes O6blités utan/ 1N HCl-ban 60 ¢c®<on 10 percig
hidrolizaltuk, majd 5 %-os k&rminecetsavban szoba-
hOmérsékleten festettiik. A megfestett gydkércsucsok

préselt preparatumait Zeiss NU2 mikroszképpal vizsgal-

tuk.

2.9 Az F, nemzedék rezisztenciatesztje

Az iliveghazba kililtetett N. plumbaginifolia

sejtmagszegregans ndvények Onbeporzasat és reciprok

keresztezését végeztilk el vad tipusu N. plumbaginifo-

lidval. A keresztezésekb®l szarmazd magokat sterilizal-
tuk /aztatas 1 percig 70 %-os alkoholban, &aztatés

3 percig 0,5 %-os natrium-hipokloritos oldatban, mosas
hadromszor steril vizben/, majd a csirdzas elOsegi-

tése érdekében egy,ﬁéra hosszat aztattuk filterrel /}f//

1

sterilizalt, 2 % KNO,-ot é&s 0,5 mgml -~ GA,-at tartal-

3 3



mazé oldatban. A csirdztatast petricsészében vé-
geztiik, sztreptomicines oldattal /0,5 mgml-l/
nedvesitett szilirCpapiron, kontollként vad tipusu

/sztreptomicin szenzitiv/ N.plumbaginifolia mago-

kat haszndltunk. A csirdztatds 1500 1lx megvilagi-
tas mellett t&rtént. A rezisztens csirandvények
z6ldek maradtak, mig a szenzitivek kifehéredtek

a ‘'sztreptomicin hatéasara.

2.10 Kloroplasztisz-DNS analizise

A 48 J8ran at sdtétben tartott ndvények le-
veleit Osszevagtuk €és ddrzsmozsarban kloroplasz-
tiszt izolaldé pufferban /O,3 M szorbitol, 50 mM
Tris, 5 mM EDTA, 4 mM 2-merkaptoetanol, O,1 % BSA;
pH 8,0/ homogenizdltuk. Az intakt levélrészeket,
sejteket négy rétegi gézen és 3 um pérusatmérdji
nylon haloval kiszilirtiik, majd a sejtmagokat cent-
rifugalédssal eltdvolitottuk /100 g x 1 perc/.
A feliilusz6bdl ismételt centrifugalassal kilile-
pitettiik a kloroplasztiszokat /1200 g x 5 perc/,
és i1z0laldé pufferban felszuszpenddltuk. A kloro-
plasztiszok szeparalasa 30, 45 és 60 %¥-os szacharéz
oldatok egymasra rétegzésével készitett gradien-
sen tortént [Bottomley és munkatarsai, 1974/, szor- s
bitolt nem tartalmazé izolald (:ufferban 100000 g/30 %\fjf’

perces centrifugalassal /Sorwall OTO-50 SW-27 rotor/.



A kloroplasztiszok a fels® két réteg hataran he-
lvezkedtek el. Az Osszegyujtott kioroplasztiszokat
kétszer mostuk az izolaldé pufferben. A kloroplasz=
tisz DNS restrikcidjat Atchison és munkatérs$;>/l976/
mbédszere alapjan végeztiik el. Az Eco Rl pufferban /0,2
M NaCl, 0,05 M Tris-HDl1l, pH 7,8, 10 mM MgC12/ fel-
szuszpendalt 0,5 ml, koriilbeliil 800 P9 klorofillnek
megfeleld mennyiségl kloroplasztiszt kezeltiink 40
egységnyi Eco Rl restrikcids endonuklazzal 25 c®-on

6 6ran keresztiil. Az emésztés befejezése utén 60 al
20 %$-os Na-dodecilszulfattal a kloroplasztiszokat
lizaltuk, majd 0,7 g CsCl hozzaadasa utan 2 perciy£§
50 C°-on hBkezeltiik. A CsCl precipitalta fehérje—kl;—
rofill komplexet centrifugalassal eltavolitottuk
/1500 g x 3 perc/. A feliiluszdbdl a fragmentalt klo-
roplasztisz-DNS-t 96 % alkohollal /24 o6ra, -20 Co/
kicsaptuk. A vakumban szaritott csapadékot 25 pl

10 % glicerin-tartalmu elektroforézis nufferben

/O,06 M Tris-HC1l pH 8,05, 0,02 M Na-acetat, 0,002

M EDTA/ szuszpenddltuk és 2 pul /1 mgml_l hokezelt/
RN-&zzal 5 percig 37 c®-on inkubaltuk. Az RN-&z
reakcidét stopp-pufferrel /2 % SDS, 50 mM szacharodz,
0,2 M EDTA, 0,1 % bromfenolkék/ allitottuk le.

Az Eco Rl preparatum aktivitasat A DNS-en teszteltiik.
Az aktivitds 3 unit pl”' volt. 1 U egyenld azzal

az enzimmmenyiséggel, amely egy o6ra latt 37 c9hon

3L g A DNS-t tBkéletesen megemészt.



A DNS fragmentumok molekulasuly szerinti el-
valasztisa 2 %-os, 40x20x0,3 cm-es agardz slab gélen
tértént, 4 c®-on, 3V/cm feszliltséggel, 17 6ran keresz-
tiil. A molekulasuly standard a Hind III restrikcids en-

zimmel emésztett A DNS volt. A gélek festése
0,5 }ngl_l ethidium-bromid tartalmu gélelektrofo-
rézis pufferben tértént 30 percig. A nem specifiku-
san adszorbalddott festiket 30 perces gélelektro-
forézis pufferben vald aztatassal tavolitottuk el,

s véglil UV lampa alatt fényképeztiik le a géleket.

2.11 Buzaszem és -kaldsz sterilizaléasa

A kisérleti anyagot 10 percig 95 %-os alko-
holban aztattuk. Az alkoholt steril desztillalt-
vizzel, letblitettlik, majd tovabbi 5 percig 5 %-o0s
natriumhipoklorit oldatban aztattuk. Kétszeri steril
desztillaltvizes 8blités utan 0,1 % higanyklorid
oldatban 3 perces aztatds kdvetkezett. Befejezésiil
haromszori steril desztillaltvizes Oblitéssel ta-

volitottuk el a higanykloridot.

2.12 Kalluszindukcid buzalevélbdl és -gy&kérbdl

A fenti médszerrel sterilizialt szemeket felére

higitott RM sdkat /3. tablazat tartalmazdé 0,6 3



agarral szildrditott taptalajon csirdztattuk.

A csirandvényeket 1000 1x/1lé6h napi megvilagitas-
nak tettiik ki. A levélkallusz indukcidhoz 8-15
napos novénykéket hasznaltunk Ahuja és munkatarsai
/1982/ altal leirt mdédon. A ndvénykéknek eltavo-
litottuk a gydkerét, és a koleoptilt lehuztuk a
szarrd6l. A leveleket 3-4 mm vastag szeletekre
vagtuk a levél alaptdol felfelé kb. 2,5 cm magas-
sadgig. Az Osszeborult levéldarabokat szétszedtik,
és az eredetiliknek megfeleld pozicidkban RM sdkat
é€s &itaminokat tartalmazo taptalajra helyeztiik,
melyet 2 % szacharodzzal, 1 vagy 2 mgl_l 2,4-D-vel
és 150 mgl"l L-aszparaginnal egészitettiink ki
/Sears és Deckard, 1982/, /RMD 1l és RMD 2'téptalaj
a tovabbiakban/. A kallusz-indukcid 26 Co—on,

1500 1x/16h napi megvilagitas mellett tortént.

A kalluszindukcidt gydkérbdl a fentiekkel
megegyez0 koriilmények kozdtt végeztilkk. A fertot-
lenitett szemeket ugy helyeztiik el a téaptalajra,

hogy a gytkdcske a taptalaj felé nézzen.

2.13 Kalluszindukcid érett-és éretlen buzaembridkbdl

Erett embrid esetén a szemeket fertdtlenités

utdn steril koériilmények kozdtt, vizzel atitatott szi-



ropapiron csiraztattuk 15 Oran keresztiil. Ezutan
a kipreparalt embridokat RMD 1 és RMD 2 té&ptalajok-
ra helyeztiik szkutellummal felfelé /Green és

Phalilipsi 1075/

Az éretlen embirdok esetében a kalészokat
viragzas utan 11-15 nappal begyiijtottiik, sterili-
zadltuk és a szemeket steril koriilmények ko&zdtt
kiszedtiik. Ezutadn kipreparaltuk az embridkat, és
az eldzbekben leirt médon RMD 1 vagy RMD 2 tap-

talajra helyeztik.

2.14 Novényregeneraltatds a hormonszint lépésen-

kénti csdkkentésével

A novényregeneraltatast Sears és Deckard
/1982/ szerint végeztiik. A tenyészeteket egy hoé-
napig RMD 1 és RMD 2 kalluszindukcids taptalajon
névesztettiik. Ezt kdvetSen havonként egyre keve-
sebb hormont tartalmazdé taptalajra oltottuk. A
hormonszint cstkkentése atoltasonként a kbvetkezd

yolt: 2 mgl_l, 1 mgl"l, 0,5 mgl-l és végiil 0,1 mgl~

1
2,4-D. E kisérletek soran a tenyészeteket 1500 1x/16h
napi megvilagitas mellett, 26 c%-on ndvesztettiik. A

regeneralt hajtasokat felére higitott RM sdkat



tartalmazd, 0,7 $ Difco-agarral szilarditott tap-
talajba liltettiik gyokereztetes celjabol A gyodke-
res novénykéket vér;éigégféuk’/é R v A ﬁét/,
azutdn hovel sterilizalt tOzeges viragfoldbe Ul-
tettiik és "Conviron" gyartmanyu klimakamraban
megkbtésig felneveltiik, 16 c® esti és 21 c° nappa-
1i hOGmérséklet, valamint 15000 1x/16h napi megvi-

lagitas mellett.

3. EREDMENYEK

3.1 Kloroplasztisz atvitel besugarzott

protoplasztok fuzidjaval

3.1.1 A protplasztok inaktivacidja és fuzidja

A N. tabacum SR 1 protoplasztokat a négy

klilonb6z0 dbézisu 60Co sugarzassal inaktivalva
/1lasd:Anyag és mdédszer 2.3/ azok elvesztették
osztddasi képességiiket, bar sejtfalat regene-
raltak és néhany napig életben maradtak. A be-
sugarzott protoplasztokat fuziondltattuk N. plum-
baginifolia protplasztokkal /lasd:Anyag és mod-
szer 2.4/. A fuzidban felhasznédlt protoplaszt
keverék egy részét fuzids kezelés nélkiil is te-

nyésztettiik, hogy az inaktivacid hatékonysagat



ellendrizhessiik. Az eredményeink azt mutatjak,
hogy rezisztens kolénidk csak a fuzion&ltatott
protoplaszttenyészetekben jelentek meg /6. tab-
lazat/, tehat mar a legkisebb sugarddézis /50
Jkg 1/ is letalisnak bizonyult. Annak érdekében,
hogy Osszehasonlithatd adatokat kapjunk a be-
sugarzas hatasardl, joéd-ecetsavval inaktivalt

N. tabacum SR 1 protoplasztokat is fuzionaltattunk

N. plumbaginifolia protoplasztokkal, ugyanis ez

a kezelés nem befolyasolja a hibridképzési gyako-
risdgot. Az 4ltalunk hasznalt 10 mM joéd-ecetsav
koncentracid is letélisnak bizonyult, mivel a
kevert kontrollban ebben az esetben sem jelentek

meg rezisztens kolodéniak /6. tablazat/.



6. tablazat

A sztreptomicin rezisztens koldnidk gyakorisaga

a fuzido utéan

Dozis /Jkg_l/

A rezisztens koldnidk gyakorisaga /%

fuzids kezelés

kevert kontroll

50
120
210

300

e 18,3 12300/
22,0 /14900/

6,9 | 7140/

4,0 | 7050/

5, 2.0 1850}

0]
)
O
)
0]

/ 68400/
/ 36500/
/'5280/
} 9280

/ 1400/

& =

X

A zarbjelekben a koldonidk szamat adtuk meg

= Jdd-ecetsavas kezeléssel inaktivalt SR 1

protoplasztok



3.1.2 A rezisztens koldénidk szelekcidja

A zdldiilést indukalé RMOP taptalajban, a
sztreptomicin gatlé hatasa miatt, csak a rezisz-
tens koldénidk z6ldiltek meg. Az ot fliggetlen fu-
zids tenyészetben Osszesen 4,3x105 kolonia nott
ki, melyek ko&zilil 6400 zoldet /rezisztenst/ talal-
tunk /1. &bra/. A rezisztens koldnidk gyakorisaga
a kontrollban és a legkisebb sugarddzissal kezelt

mintdban volt a legmagasabb [18-22 %/.

1. dbra A rezisztens koldoniadk megjelenése sztrep-

tomicint tartalmazdé taptalajon.

A rezisztens koldénidk egy részét [247 db/ vizs-—-
galtuk tovabbiakban /7. tablazat/. A kevert te-
nyészetekbdl 1,2 x lO6 kolénia ndtt ki, ezek egyi-

ke sem volt sztreptomicinrezisztens /6. tablazat/



7. tablazat

A rezisztens kloénokbdl regeneréalt hibrid és szegregéns

névények megoszlasa kloénonként

Vizsgalt klé- A kiilénb5zd novénytipusok klononkénti A kloroplasztisz

b o nok szama megoszlas® t;agszﬁgr gyako-
D6zis Jkg H H és Nt H &5 Np Np risaga [%/
5t 100 : 69/5/ 3/0/ 111} 1/1/ o/
50 38 10/0/ 0 6/0/ 11/5/ 44%
120 41 15/0/ 0 0 20/0/ 57!
210 33 5/0/ 0 0 26/0/ 84
300 35 glof. . © 0 21/1/ eél/

¥ = H = hibrid; Nt = N. tabacum; Np = N.plumbaginifolia;

A zAardjelben azoknak a kldonoknak a szamat irtuk le, melyekbdl csak szenzitiv, vagy
a rezisztensek mellett szenzitiv novényeket is kaptunk.

#% = Azoknak a kldénoknak a gyakorisaga, amelyekb®l N. tabacum kloroplasztiszokat

tartalmazé N. plumbaginifolia ndvényeket kaptunk.

#x® = Jod-ecetsavval inaktivalt N.tabacum SR 1 protoplasztok.

1A%



3.1.3 A regeneralt novények osztalyozasa

A vizsgalt rezisztens koldénidk 70-90 %-a-
bdl sikerilt ndvényt regenerédltatnunk. A regene-
ralt névények morfoldgiadjanak és észteraz izoen-
zimek vizsgdlataval elddntottiik, hogy a nbvényék
szU1ldi tipusu sejtmagszegregansok vagy pedig hib-

ridek-e /2. &bra; 7. tablazat/.

AP .,

2. abra A szlildi és a regeneralt ndvények észteraz
izoenzimeinek poliakrilamid gélelektroforé-
zise A=N.tabacum; B=szomatikus hibrid;

C=N.plumbaginifolia sejtmagszegregans;

D=N.plumbaginifolia




A szilildi izoenzim mintazatok fajra jellem-
zO0ek, és igy alkalmasak a regeneralt névények osz-
talyozasara. A vizsgalat eredményét a 7. tablazat-
ban foglaltuk Ossze. Adataink szerint a sugarke=zlés
nélkiili fuzidobdl szarmazd rezisztens névények nagy
tObbsége hibrid lett. A besugarzas viszont egyér-
telmiien csdkkentette a hibridek gyakorisagat a

N. plumbaginifolia sejtmagszegregansok javara. Op-

timalis dozisnak rendszeriinkben a 210 Jkg"l bizo-
nyult, mely segitségével 84 %-os kloroplasztisz

transzfer hatékonysagot értiink el.

A hibrid és a szegregans ndvényeket morfo-
ldgiai tulajdonséagaik alapjan is jol elkilonithetdk

voltak /3. &abra/

3. abra A rezisztens koldéniakb6l szarmazd regeneralt
nodvények. A=N.tabadum; B=hibrid; C=N.plumba-

ginifolia szegregans



A morfoldgia alapjan tdrtént besorolas
az izoenzim vizsgalatokkal megegyezd eredmény-
re vezetett. Az abnormalis morfoldgidaju ndévények
/3. adbra/B/ az izoenzim vizsgalat alapjan mind

hibridek voltak.

3.1.4 A regeneraltatott ndvények rezisztenci&ja

A szelekcids taptalajon a vadtipusu /sztrep-

tomicinre szenzitiv/ N. plumbaginifolia levélszele-

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

vélszegmentjeli pedig zdldet. A rezisztens klonokbol

regeneraltatott N. plumbaginifolia sejtmagszegregan-

sok dontd tobbsége a N. tabacum SR l-gyel megegyezd

rezisztens fenotipust mutatta /4. &bral/.

4. abra Sztreptomicin rezisztencia teszt a regeneralt
novények levélszegmentijeivel A=vadtipusu /[szen-

zitiv/ §;plumbaginifolia; B,C,D=rezisztens

N.plumbaginifolia sejtmagszegregansok




A 197 sztreptomicinrezisztens koldénia ko-
ziil, amelyekbdl sikeriilt ndvényt regeneraltatni,
184 k1l6nbdl szadrmazd minden egyes ndvény szintén

o

sztreptomicin rezisztens volt /7. tablazat/.

3.1.5 A N. plumbaginifolia sejtmagszegregansok kro-

moszomaszama

A regenerdlt N. plumbaginifolia magszegregans

ndvények tartalmazhattak néhany, a besugéarzott

N. tabacum SR 1-bdl szarmazd kromoszdomat /[Dudits

és munkatarsai, 1980/.

Ennek tisztazasara elvégeztik a szegregans
novények kromoszdédma szamanak meghatarozasat. A

N. plumbaginifolia diploid kromoszodomaszama 2n=2¥X=20

/5. &bra/, mig a N. tabacumé 2n=4¥=438.

5. abra N.plumbaginifolia szegregans n&vény diploid

kromoszoma szerelvénye



_ A megvizsgalt ndvények kizardlag csak
diploid vagy tetraploid kromoszdma készletet

tartalmaztak /8. tablazat/

8. tablizat [ o uwslnips

 Kromoszomaszamok a N. plumbaginifolia sejtmag-

szegregans ndvényekben

Dézis Jkg 1 Vizsgalt kldénok szama
: Diploid Tetraploid
120 5 3
240 13 10
300 7 5
Osszesen: 25 18

A diploid szegregans névények morfoldgiai-

lag azonosak voltak a recipiens N. plumbaginifolia

névényekkel. A tetraploidok is nagyon hasonlédk,
csak sokkal robosztusabbak voltak. Gyorsabban not-

tek és leveleik szélesebbek voltak a diploidokénal.



3.1.6 A sztreptomicinrezisztencia &r&klodésmenete

A N. plumbaginifolia szegregans nbévények

sztreptomicin rezisztenciajukat varhatdéan a kloro-
plasztisz transzfer révén szerezték. Ennek alata-

masztasara megvizsgaltuk a rezisztencia Ordklddés-
menetét. Az liveghazban felnevelt ndvények fertili-
sek voltak. Ot kiildnb6zd klénbdl szarmazd ndvényen
dnmegporzast végeztilink és reciprok is kereszteztiik

Oket vad tipusu [sztreptomicin szenzitiv/ N. plumba-

ginifoliaval [/Anyag és modszer 2.9/. Esetenként kb.
500 magot kaptunk és ezeket teszteltik sztreptomi-
cin jelenlétében. A szenzitiv ndvénykék kifehéred-
tek a sztreptomicin hatésdra, a rezisztensek pedig
z6ldek maradtak /(6. a&bra/. A sztreptomicin rezisz-
tencia anyai uton &6rodklddsétt a vizsgalt ndvények
esetében, ugyanis ha vad tipusu ndvénnyel poroztuk
meg a rezisztens novényt az utdédok rezisztensek let-
tek, ha viszont a rezisztens névénnyel poroztuk meg
a vad tipusu novényt az utddok szenzitivek lettek.
/Rz dnmegporzasbdl és az anyai keresztezésekbOl

szarmazd csirandvények kdzdtt szenzitiv nem jelent

AR
Y

meg. up



6. abra Csirandvénykék sztreptomicin tesztje

A, szenzitiv N. plumbaginifolia sziild

B, rezisztens N.plumbaginifolia szegregans

Tizenkét klénbdl szarmazd ndvény esetében a
kloroplasztiszoiat restrikcidés analizissel azonosi-
tottuk. Azonositasunk alapja az volt, hogy a N. ta-

bacum és a N. plumbaginifolia kloroplasztisz DNS-ét

Eco Rl endonukleazzal emésztve, és a kapott fragmen-
tumokat agardz gélelektroforézissel elvalasztva
fajra jellemz® mintazatokat kaptunk /Frankel és mun-

katarsai, 1979; Sidorov és munkatarsai, 1981; 7.4&bra/.
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7. a&bra A kloroplasztiszok azonosité&sa DNS-ik
restrikcidés mintazata alapjan. A=N.ta-

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

D=N.plumbaginifolia szegregans

Az abran lathatd, hogy a két sziildi mintéazat
legaléabb 2 helyen kiilonb&zik egymastdl. Az Osszes,

ilyen médon megvizsgalt N.plumbaginifolia szegregans

névény N. tabacumbbél szarmazd kloroplasztiszt tartal-

mazott.

Az anyai oOrocklésmenet és a restrikcids vizs-
gélati.azt bizonyitija, hogy a kloroplasztisz transzfer

sikeres volt.



3.2 Jbl1 regenerald szovettenyészetek létrehozasa

buzabol

3.2.1 Kiildnb6z3d koncentracidju 2,4-D és szachardz

hatasa buzakalluszok indukcidjara és ndve-

kedésére

Az elsd kisérlet folyamén 0,5, 2 és 5 mgl™t
2,4 D koncentracidk hatdsat teszteltiik konstans

[2 %/ szacharbéz koncentracidé mellett. A fenti
koncentracidkat tartalmazé RM tdptalajra /3. tab-
lazat hormonok és vitaminok nélkiil/ GK Tiszatéaj
és GK Kincsd® éretlen embridkat /10-10 darabot kon-
centracidként/ helyeztiink. Az embirdk egy-masfél
hét mulva kezdtek elkalluszosodni. Ot hét mulva
Osszehasonlitottuk a kiildnbozd taptalajon névo
kalluszokat és megallapitottuk, hogy az 5 mgl"l
2,4-D koncentracid gatolja a kalluszok névekedé-
seti: A 0;5 mgl—'l 2,4-D jelenlétében a kalluszok

- bar erdteljesen ndttek - sok gyokeret fejlesz-
tettek /8. abra/, ami a kalluszosodis megsziinését
eredményezte. KésObbiek folyaman a gydkeres te-
nyészetekbdl hajtast regeneridltatni nem lehetett.

1 2,4-D koncentraciét talaltuk optimalis-

A 2 mgl
nak a kalluszindukcidhoz és a kalluszntvekedésé-

hez egyarant.



8. a&bra Kalluszképzddés Triticum aestivum embridk-

1 2,4-D; B= 2 mgl—l 2,4-D

b6l A=0,5 mgl

hormon tartalmu taptalajokon.

GK Kincs® éretlen-és érett embridibdl és
levelébdl inditott kalluszok ndvekedését vizsgal-
Eak.©,5,. 2,4, 6, .9 es 2% szacharozt tartalmazoe
RM t&aptalajon. Az Osszes taptalaj 2 mg/l 2,4-D-t
tartalmazott. A kiilonbdz0 eredeti kalluszokbdél tiz-
-tizendt darabot teszteltiink koncentracidnként.

Eredményeinket a 9. abra grafikonjén foglaltuk Ossze.



9. abra

Kiiloénb6z6 eredetl kalluszok. sulya a szachardz

koncentracidjanak fﬁggvényébenx

Egy kallusz atlagos sulya

.81 ¢
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szacharoz koncentracid
% = A = érett embriébol inditott kallusz; B = a harom

gbrbe atlaga; C = levélbdl inditott kallusz;

D = éretlen embridébél inditott kallusz.



Adataink azt mutatjdk, hogy 2 % szachardzt
tartalmazd taptalajon a legerdteljesebb a kalluszok
ndvekedése. Az ennél magasabb és alacsonyabb szac-
hardézkoncentraciédn kevésbé nOttek a kalluszok

/10. abra/

10 abra /'I.tacstivuny develkaliuszolk 0,5, 2, 460

12 ¢ szacharodozt tartalmazé RMD 2 taptalajon
A tovabbi kisérletek céljara 2 mgl_l 2,4-D +
2 % szachardézt tartalmazd RM taptalajt valasztottunk
/RMD 2/, Sears és Deckard /1982/ kisérlete alapjan
ezzel parhuzamosan 1 mg/l 2,4-D + 2 % szachardzt
tartalmazé RM taptalajjal is /RMD 1/ végeztiink ki-
sérletet. Az RMD 1 és az RMD 2 taptalajt 150 mgl"l

L-asparaginnal kiegészitve hasznaltuk /Sears és Dec-

kard, 1982/.



3.2.2 Kalluszindukcid gySkérbdol

T. aestivum /GK Kincs®, GK Maraton/, T. du-

rum /GK Minaret/ valamint T. monococcum gy&kerébdl

inditottunk kalluszt. A szemeket sterilizaltuk és
RMD 1 taptalajon csiraztattuk. A szemek nagy tdbb-
ségénél a kihajtd gyOkérkezdemények r&gtdn elkallu-
szosodtak és a riligyecske névekedése is leallt, vagy
szintén elkalluszosodott. Néhany esetben az elkallu-
szosodas nem kévetkezett be, és erdteljes gyokér,

illetve hajtasnbvekedést tapasztaltunk /1l1l. abra/.

11. abra Gyokérkallusz képzddés Triticum aestivum

szemekbdl /GK Kincsd/



A kalluszképzddés gyakoriséga a kovetkezd
volt: GK Kincsd 78 %; GK Maraton 70 $; GK Minaret
82 %; T. monococcum 65 %. Az egyes fajtakbdol és a
T. monococcumbdél egyarant 40 szemet hasznaltunk az

elkalluszositashoz.

3.2.3 Kalluszindukcid levélbol

E kisérletben T. aestivum /GK Kincs®, GK Ma-

raton/, T. durum /GK Minaret/ é&s T. monococcum le-

véldarabkakbdl inditottunk kalluszt RMD 1 és RMD 2
taptalajon. Ahogy varhatdé volt /Wernicke és Brettell,
1980; Ahuja és munkatarsai, 1982/ legintenzivebben a

levélbazishoz legk&bzelebb esd, és a belsd levéldrv-

levélalap

11. abra Kalluszképzddés fiatal T. aestivum levelek

darabkaibél. A nyilak /y¥/ a belsd levéldrvet
jelzik. A felszeletelést a levélalapoknal
kezdtiik el és a levélcsucs felé haladtunk,

korilbellil 2,5 cm magassagig.



Fajtanként 10 ndvényt és ndvényenként atlag
18 levélszegmentet probaltunk elkalluszositani. A-

lerakott T. aestivum és T. durum levélszegmentek

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

szosodott el.

3.2.4 Kalluszindukcid érett- és éretlen embridbol

Hét T. aestivum és egy T. durum fajtabdol ki-

preparalt érett-és éretlen embridkbdél inditottunk
kalluszt RMD 1 és RMD 2 taptalajon. A kalluszképzOdés-
re vonatkozd adatokat a 9. tablazatban foglaltuk
Ossze. Lathatd, hogy a kalluszképzOdés gyakorisaga
praktikusan 100 % fliggetlenil a fajtatdl, illetve az
embridk koratdl. Néhany esetben a riligyecske kicsira-
zott, de ez legtdbb esetben nem gatolta a kallusz-
képztdést. Ha a csira nbvekedése folytatddott akkor
kidobtuk a csir&z6 embridt. A téblazat elkészitése-

hez nem vettlik figyelembe a kicsirdzott embridkat.



9. tablazat

Triticum aestivum és Triticum durum fajok &sszehason-

litidsa az embridbdl tdrtént kalluszképzOdés alapjéan

Kal uszképzb’dés;gyakoriségax

Fajta Embridk
kora /nap/ indukcids téptalaj

RD 1 RD 2
Kincso Al 41/42 36/36
Kincsd 14 36/36 36/36
Maraton 11 33/33 48/48
=50 311k 3/3 23/24
J-50 14 35135 36/36
J=50 érett 53/57 59/60
Csongor 19 23123 23/23
Csongor 13 56 /56 43/48
Csongor 16 24/24 36/36
Csongor érett 32/32 53158
Tarjan 11 33/33 20/20
Tarjan 15 12/12 12/32
=5 11 24/24 36/36
T=5 15 12112 13/33
T—5 érett 58/59 47147
Tiszataj 34 28/28 24/24
Minaret-2 érett 28/30 30/33

® = a nevezOben: a taptalajra kitett embridk szama

a szamlaldban: a kalluszt képzd embridk szama



3.2.5 Organogenezis gy®kér kalluszbdl

A primer kalluszokat egy hdnap elteltével el-
tavolitottuk a szemekrdl és tovabb oltottuk RMD 1 tap-

talajra. A T. monococcum eredetii kalluszok barnara szi-

nezddtek és elpusztultak az atoltds utan. Tovabbi egy
hénap elteltével kétféle mdédszerrel probalkoztunk haj-
téé indukcibé cé&ljabdol: A kalluszok felét hormonmentes
M taptalajra helyeztiik, a masik felét csdkkentett

105 mgl—l/ 2,4-D tartalmu tédptalajon tenyésztettiik
tovabb. Mindkét esetben erSteljes gydkérképzOdés indult

meg, de hajtds egyik kalluszon sem jelent meg /13. &abra/.

13. abra Gydkerek regeneraldédasa gytkérkalluszokbol

a taptalaj 2,4-D szintjének csbkkentése utan



3.2.6 Organogenezis levélkalluszbdl

A primer kalluszokat egy hénap mulva tovabb
oltottuk oly médon, hogy az egyes kalluszok megtar-
tottdk az uj taptalajon is eredeti pozicidjukat. A
kalluszokat RMD 2-rdl1 RMD l-re, illetve RMD 1-rol
olyan RM taptalajra oltottuk, mely 0,05 mgl™! NES-at
és 0,5 mgl_l /banziladenin/ BA-t tartalmazott
/Ahuja és munkatéarsai, 1982/. A kalluszokon»gyéke-

rek jelentek meg mindkét taptalajon [/14. &bra/.

14. dbra RMD 1 taptalajon gy&keresedd levélkallu-

szok /T. aestivum/




KizAar6lag a GK KincsObOl inditott kalluszok
egy részén jelentek meg hajtaskezdemények a 2,4-D
szintjének csdkkentése utan. A hajtasregeneraciods
gyakorisag /60 db kalluszt vizsgé&ltunk/ 8 % volt.
A regeneracids képesség és ¢z inokulumok tenyészo-

csucstdl vald tavolsaga kdzdtt nem volt Osszefliggés.

3.2.7 Organogenezis érett- és éretlen embrid eredetl

kalluszbdol

A megfeleld regeneracidés modszer kivalaszta-
sa érdekében két kisérletsorozatot végeztiink. Az
els® kisérletsorozatban csak RYMD 2 té&ptalajon indu-
kalt GK Kincsd kalluszokkal dolgoztunk. A primer
kalluszokat tovabb oltottuk RMD 2-re. Egy hdénap
elteltével a kalluszokat hormonmentes vagy pedig
indolecetsav, zeatin, 2-izopentenil-adenin és
kinetin kiilonb6z& kombinacidit tartalmazdé RM tap-
talajra oltottuk /lésd Irodalmi attekintés 1.3.4/.
A kisérlet eredményét a 10. téblazatban foglaltuk

Ossze.



10. tablazat

Hajtasképz06dés indukaldsa Triticum aestivum /GK Kincsd/

kalluszbdl kiilénbdzd hormonkombindcidk segitségével

Hajtasképzddést mutatd tenyészetek aranya/%/

Kallusz eredete

hormonkombinacisk™
TES+ZEA IES+IPA IESH+KIN hormonmentes
érett embrid Tl 6 O 4
éretlen embrid 40 36 ) 6

W
Il
Il

indolecetsav, ZEA = zeatin, IPA = 2-izopentenil-adenin,
KIN = kinetin. Az Osszes hormon 1 m.ql—l koncentracidoban alkal-

maztuk.

Ebben a kisérletben téaptalajonként 40 db kalluszt
vizsgaltunk. Az éretlen embrid eredetl kalluszok hajtas-
regeneracids képessége [/IES+ZEA hormonokkal kiegészitett
taptalajon 40 %/ joval nagyobb, mint az érettbdl szarmazd-
ké [IES+ZEA hormonokkal kiegészitett taptalajon 10 %/.

Az IES-ZEA, IES-IPA hormonkombin&cidk tObbszdrdsre e-
melték a regenerald kalluszok aranyat a hormonmentes
taptalajhoz képest.A 15. dbra hajtaskezdemények kialaku-

lasat szemlélteti egy kalluszon. Korililbelilil harom hét



alatt a hajtaskezdemények 2-3 cm nagysaguva fejlod-
tek, és ekkor, gydkereztetés céljabol mar eltavolit-
hattuk azokat a kalluszokrdl /16, 17 abra/. A gydke-
res novényeket /17 db-ot/ vernalizalas utan fitotron-

ban neveltik fel /18. abra/.

15. a&bra Hajtaskezdemények T. aestivum kalluszon




16. dbra Fejlddd hajtasok T.aestivum kalluszokon

17. abra Meggydkeresedett hajtasok hormonmentes RM

taptalajon



18. abra Kalluszbdél regeneralt T.aestivum /GK Kincsd/

névény

A mésodik kisérletsorozatban az RMD 1 és RMD 2
tadptalajon indukalt kalluszokat /9. tablazat/ fokozato-
san csOkkentett 2,4-D koncentracidéju taptalajra oltottuk,
amely a kalluszok differencialdédasat indukalta /a kisér-

letet részleteiben lasd: Anyag és mddszer 2.14/. Hét

T.aestivum és egy T. durum fajtabdél szarmazdé primer kal-

luszokat egy hdénap elteltével feleannyi 2,4-D-t tartalmazod
taptalajra oltottuk. Az &toltast megeldzben [az eredeti

2 és 1 mgl—'l taptalajon/ a primer kalluszok egy részén,

az ugynevezett regenerald kalluszokon /R/ hajtéaskezdemények

jelentek meg [/15. abra/; a differencialéddé /D/ kalluszok



z0ld szektorokat tartalmaztak, végilil a homogén /[H/
kalluszok morfogenitds nélkiiliek voltak. A 1l. tab-
lazatban foglaltuk Ossze a kiilonb6zd fajtakra vonat-
kozd adatokat. Szembetiind, hogy az éretlen embridk-
b6l szarmazd kalluszok sokkal :ragyobb sz&zalékban
regeneralnak hajtast, mint az érettbdl indukaltak.

Az egyes fajtak kozott is lényeges kiildnbséget talal-
tunk, példaul a GK T-5 éretlen embrid eredeti kallu-
szainak 95-100 %-a R-tipusu, mig a GK Csongornak

csak 40 %$-a. A magasabb hormontartalmu RMD 2-n indi-
tott kalluszokon kisebb %-ban jelentek meg hajtéas-
kezdemények, mint az RMD l-en inditottakon. Példaul

a GK Kincs®nek RMD l-en 77 %-a, mig RMD 2-n csak 36 %-
volt "R" tipusu. Adataink szerint, az éretlen embridk
kora, legalabbis az &altalunk vizsgalt iddintervallu-
mon beliil, nem befolydsolta lényegesen a beldlik
inditott tenyészetek hajtasregeneraldoképességét; pél-
daul a GK Csongor 11 napos : R = 35 %, 13 napos : R =

=49 3, 16 napos : R = 35 %.



1l. tablazat

Triticum aestivum és Triticum durum fajtakbdl szarmazd

kalluszok O8sszehasonlitésa organizaltsadg szempontjabdl

A tenyészetek morfoldgidja /%/x

Fajta Erbriok % X 2 L
kora /nap/ RVD1l taptalajon RMD 2 taptalajon
R D H R D H
Kincs0 11 T ThS 2255 = 36 33,3 50,5
Kincso 14 63 T80 20 50 20 36 44
Maraton 41 3 = Ol = = 100
J=50 i & = - 100 405 9,5 86
J-50 14 40 28 32 2.2 22 56
J-50 érett = 20 80 = 25 75
Csongor ¥l 35 43 22 8 52 40
Csongor 15 49 40 15k 37 41 22
Csongor 16 35 65 = 9 50 41
Csongor érett - 10 90 2 10 88
Tarjan 1 & 21 36 43 5 40 55
Tarjan 15 33 8 59 - - 100
T-5 11 95 2,50 2,8 “OF 9 =
-5 15 100 - - 91 9 -
T=5 érett 3 15 82 3 10 87
Tiszataj 414 - = el O6) = = 100
Minaret-2 érett - 10 50 - 10 90
® R = regenerald kallusz [kalluszok hajtaskezdeményekkel/

@)
Il

differencialodo strukturdk vannak/

H = Homogén kallusz /dedifferencialédott sejttdmeg/

differencialdodd kallusz /a kalluszokon zold szektorok, illetve




Az alacsonyabb hormontartalmu taptalajon a
"D" tipusu kalluszok egy részén is hajtasok kép-
zodtek, mas résziik csak gyodkeret fejlesztett. A
gyBkeres kalluszokbdl nem sikeriilt a késObbiekben
hajtést indukalni. Az.érett enbridkbdl szarmazd
kalluszok tovabb passzalva csak gytkeret fejlesz-
tettek, hajtast nem tudtunk regeneraltatni egyik
fajtabél sem. Az éretlen embridobdél szarmazd kallu-

. szok esetében a hajtaskezdemények mar 1 mgl-l

2,4-D is megjelentek, de szamuk csak 0,6 mgl_l
2,4-D-t tartalmaz6 taptalajon sokszorozdédott meg.

1 2,4-D-n nOttek és e noveke-

ErSteljesen 0,1 mgl ™
dést gydkerek megjelenése kisérte /15. &bra/. A
legmagasabb hajta&sregeneracids gyakorisagokat a

GK Kincs® és a GK T-5-8s fajtak éretlen embridi-
b6l indukalt szdvettenyészetekben értiik el

/90-100 %/. A GK Maraton és a GK Tiszatdj éretlen
embriéib61l induk&alt kalluszokat viszont nem sike-
riilt hajtésregeneracidra késztetni /12. téblazat/.
A gydkérzet n&velése céljabdél a novénykéket hor-
monmentes RM t&ptalajba liltettiik /16. abra/, majd a
meggyOkeresedett kulturidkat vernalizaléds utén fi-

totoronban felneveltiik /17. adbra/. Osszesen 224 nb6-

vényt {iltettlink ki, és ebbdl 210-et sikerilt felnevelni.



= 75k o
12. tablazat

Buzafajtdk éretlen embridibdél RMD 1 és RMD 2

taptalajokon induk&lt hajtasregenerald kallu-

szainak gyakorisaga /%/

RMD 1 RMD 2
Fajta
Ssszes kallusz hajtasre- Gsszes kal- hajtas-
/db/ generald 1lusz /db/ regene-
Kablass ralo k§l-
lusz /3/
/5]
GK Kincso 78 90 7% 65
GK Maraton 33 0 48 0
J-50 38 50 60 22
GK Csongor 103 75 107 60
GK T-5 36 100 49 100
GK Tarjan 45 45 52 15
GK Tiszataj 28 0 24 0

Az Osszes felnevelt ndvény fertilis volt.
A regeneraltatott novények fenotipusos valtozasokat

nem mutattak.



3.2.8 Kiildnbdzd szachardzkoncentracidk hatéasa a

hajtasregeneracidra

GK Kincs® éretlen embridkat kalluszositottunk
ol 0,5 0 VA B 98817 & srabartrties i tin
2,4-D-t tartalmazdé RM taptalajokon. A kapott kallu-

1 2,4-D-t és a

szokat &toltottuk 0,5, majd 0,1 mgl
megfeleld szachardzkoncentracidkat tartalmazd tap-
talajokra, hajtésregeneraltatds céljabol. A 19. éabra

grafikonjan foglaltuk Ossze a kiilénb6z3 szachardzkon-

centracidk hatasat a hajtasregeneracioédra.

A kalluszok legnagyobb arényban a 2 % szacha-
rozt tartalmazd taptalajon fejlesztettek hajtast. Az
ettdl eltérd cukorkoncentracidokon csdkkent a hajtasre-

generaldé kalluszok aranya.

Az Aaltalunk kiprdébalt hajtésregenerdltatasi el-
jarasok koziil tehat Sears és Deckard, 1982-ben publi-

kalt médszerét taldltuk a legjobbnak.



19: abra

RKiilonbozd szachardzkoncentracidk hatasa T. aestivum

éretlen embridkbdl indukalt hajtisregeneraldé kalluszok

gyakorisag

2.2

M
%
Il

X
Il

- regen.z

e s 122 L OB
gyakorisagara

cukorkoncentracidé /g/

hajtasregeneraldé kalluszok arénya /[%/

/ e
s / Hiae Sl
j \
g \
] N
/ N
koncentraciod
1x="%f



4. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

4.1 Kloroplasztisz atvitel besugarzott protoplasztok

fuzidjaval

4.1.1 A besugcrzas hatasa

Kisérleteink soradn, a jodecetsavas inaktiva-
cidt kovetden, a fuzids termékbdl szarmazdé ndvények
nagy tobbsége hibridnek bizonyult, ami azt mutatja,
hogy a heterokarionokban a sejtmagok fuzidja nagy
gyakorisaggal bekdvetkezett. Ennek kdvetkeztében a

N. plumbaginifolia sejtmagszegregansok aréanya is

igen alacsony lett /74 klénb6l 1 db; 7. téblazat/.
Ezzel szemben a besugdrzasos inaktivacid tetemesen

emelte a N. plumbaginifolia magszegregansok aréanyat,

€s ez az arany a besugarzasi dézis nagyséagatdol fliggott.
A legkedvezObb értéket /84 %-o0s sejtmagszegregans
gyakorisagot/ 210 Jkg—l dézisnagysaggal értiik el

/7. tablazat/. Magas sejtmagszegregans gyakorisa-

1

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

réntgenbesugarzassal. Kisérletiikben 15 kl6nbdél 13

lett sejtmagszegregéans /86 %/. A rdntgensugarzas

1

letalis dézis értéke kb. 15 Jkg — /1,5 krad/, mig

a gamma sugarzasé az altalunk hasznalt dbozisteljesit-

mények mellett kb. 50 Jkg_l. A 80-90 % szegregans

gyakorisag eléréséhez, mindkét rendszerben kb. a



letalis dézis haromszorosara volt sziikség. A legala-
csonyabb dézissal /50 Jkg_l/ elért 44 % gyakorisag
jél megfelel Sidorov és munkatarsai /1981/ altal
publikalt értéknek /60 Jkg_l ddézissal 38 % szegregans

gyakorisagot értek el/.

A besugarzott protoplasztok citoplazm&jéanak
atvitelét végeztiik el, ezért érdekes volt példaul a
kloroplasztisz mutacidéra utald variegaltsag /moza-
ikos levél, ahol albindé és pigmenttartalmu részek
valtakoznak/ vizsgdlata. A felnevelt 210 db n&évény
egyike sem volt variegalt. Mas fenotipusos valtozéast
sem taldltunk, ami citoplazméban bek&vetkezd mutéaci-
6ra utalt volna. Ugy latszik, hogy a citoplazmatikus
organellumok nem tul érzékenyek a gammasugérzasra,
igy a besugarzéas citoplazmadra gyakorolt mutagén ha-
tésa gyakorlatilag nem befolyasolta az atviteli mod-

szer hatékonysagat.

4.1.2 A regeneralt n&vények kromoszdmaszama

A N. plumbaginifolia sejtmagszegregansok

diploidok vagy tetraploidok voltak /8. téablazat/.

A tetraploid ndvények megjelenésének oka lehetett az

in vitro tenyészetekben gyakori poliploidizéacié (/
/Bayliss, 1980/, vagy pedig szarmazhattak t&bb mint

két protoplaszt fuzid6jabdél [Melchers és Sacristan, 1977;

Medgyesy és munkatarsai, 1980/. A citoldgiailag



tanulményozott 43 klén egyikében sem talaltunk
aneuploid kromoszdoma szamot, tehat ezekben az
esetekben a besugarzott citoplazma donor sejt-
magjanak elimindlasa teljes volt, ami a magas
sugardbézisoknak tulajdonithatd. Kromoszdéma transz-
fer besugarzott protoplasztbdél fuzidval lehetséges
/Dudits és munkatdrsai, 1980/, de adataink szerint
ritka esemény lehet, és igy nem csOkkenti lénye-

gesen az organellum transzfer hatékonysagat.

4.1.3 Kloroplasztisztranszfer

Néhany esetben rezisztens kalluszbdl szenzitiv
nbévényeket regeneraltattunk /7. téblazat/, ami azzal
magyarazhatdé, hogy a szenzitiv kloroplasztiszok
fennmaradtak a fenotipusosan rezisztens kalluszokban.
A klonok szama, amelyekbOl szenzitiv ndvények rege-
neraltak, csOkkent a besugarzasi ddzisok emelésével,
és gyakorlatilag nulla lett a magasabb dézisok ese-

tében.

Més fuzidés rendszerhez hasonldéan ahol szintén
sztreptomicinrezisztenciara toértént szelekcid [Medgyesy
és munkatarsai, 1980/ kevert kloroplasztiszpopulacidt
nem észleltiink a szexudlis keresztezésbdl szarmazd
Fl nemzedékben. A szelekcids rendszeriink tehat haté-

kony volt.



4.1.4 A besugarzassal inaktivaldé rendszer Osszehason-—

litasa mas fuzids rendszerekkel

Medgyesy és munkatarsai /1980/ Nicotiana

tabacum SR 1 sztreptomicinrezisztens kloroplaszti-

szait vitték A&t N. sylvestrisbe, protoplasztfuzio-

val. A N. tabacum SR 1 protoplasztokat jodecetsavval

inaktivaltak a fuzid eldtt. A jodecetsav, lévén meta-
bolikus inaktivator /lasd: Irodalmi attekintés 1.3.2/

nincs karos hatassal a sejtmagokra, igy nem befolyéa-

solja a protoplasztfuzidét kbvetd hibrid sejtmag kép-

z0dést. Ennek eredményeként a 137 heterokarion eredetli sejt-
koléniab6l mind&ssze 16 darab /11 %/ volt olyan, melybdl
kizardlag az SR 1 kloroplasztiszokat hordozdé N. sylvest-

ris sejtmagszegregadnsok regeneralddtak. Ezzel szemben

a besugérzéasos inaktivalassal 84 % kloroplasztisz

transzfer gyakorisag is elérhetd.

Egy olyan rendszer, ahol sejtmag nélkiili proto-
plasztokat /citoplaszt/ fuzionaltatnak protoplasztok-
kal, szintén hatasos lehet organellum transzfer lét-
rehozasara /Lorz és Potrykus, 1980/. Maliga és munka-

tdrsai /1983/ N. tabacum SR 1 citoplasztokat fuzional-

tak N. plumbaginifolia protoplasztokkal és sztreptomi-

cin rezisztens koldoniakat szelektaltak a fuzid utéan.



A klénok mintegy 1O %-a volt N. plumbaginifolia

sejtmagszegregans, a tobbi hibrid volt, és egy

N. tabacumot is talaltak. Ez az érték jelentOsen

elmarad a besugarzasos inaktivacid soran elér-

hetd atviteli gyakorisagtdl, aminek technikai

okai vannak. A citoplaszt készitmény ugyanis minden
esetben tartalmaz protoplasztokat is, amelyektdl
nehéz megszabadulni, mésrészt a citoplasztok
rendkiviil érzékenyek a PEG kezelésre. Igy a proto-
plaszt + protoplaszt fuzidbdl szarmazd kldénok fel-

dusulnak a populéacidban.

Sidorov és munkatarsai /1981/ a besugarzast
kombindlva jdodecetsavas inaktivaciodoval /[/lasd: Irodal-
mi Attekintés 1.3.2/, alkalmas rendszert hoztak
létre a kloroplasztisz transzfer megvaldsitasara.
Rendszeriikkel lehetséges, bar kevésbé hatékonyan
olyan citoplazmatikus organellumok atvitele is, melyek-
nek nincs szelektdlhatd genetikai markeriik, emiatt
széleskdrien fel lehet hasznidlni ezt a mbédszert a
legkiilénb6z8bb citoplazma transzfer kisérletekben. Er-
tekezésemben leirt tokéletesitett besugérzasos mod-
szer segithet ilyen tipusu kisérletek hatékonyséaga-

nak ndvelésében is.



4.2 J61 regenerald szdvettenyészetek létrehozasa

buzabdol

4.2.1 Buza kallusztenyészetek és taptalajaik

Az egy- és kétszikl szOvettenyészetekhez alta-
lanosan haszndljak a Murashige és Skoog /1962/ &altal
kifejlesztett MS-taptalaj valtozatait. A kisérleteink-
ben alkalmazott RM téaptalaj szintén az MS egyik valto-
zata, melynek szervetlen sb6 Osszetétele azonos az MS
szervetlen komponenseivel. Az MS-taptalajt, hormon és
cukor komponensein valtoztatva alkalmaztuk dohéany,
illetve buza szbvettenyészetekhez‘egyarént /3 Eablazat /s
A kiilonb6z0 cukorkoncentracidkkal végzett kisérleteink
alatamasztjak, hogy az egysziki szomatikus szdvettenyé-
szetekhez &ltalé&nosan hasznalt 2 %-os szacharézkoncent-
racidé optimalis é buzakalluszok n&vekedéséhez és a
hajtasregeneracidé indukéalasahoz egyarant /Ozias-Akins

és Vasil, 1982/.

Kisérleteink szerint kallusz indukaléasa a leg-
kiil6nb6z0bb szervekbdl buza esetében sem jelent kilo-
nO6sebb nehézséget, ha megfeleld koru /[élettani stadiumu/
szerveket hasznadlunk. A tapasztalatok szerint az érett-
és éretlen embridkbdél indukalt kalluszok regeneracids

képessége k&6zdtH nagy kiilénbség oka az, hogy



az érett embrid szkutelluma csak megduzzad, de
valdjaban csak kis mértékben kalluszosodik el, igy
a kallusz tdbbnyire a csirazasnak induldé riligyecs-
kébdl /és a koleoptilbdl/ és a gydkdcskébdl szar-
mazik. Az éretlen embrid szkutelluma ténylegesen
elkalluszosodik /Ozias és Vasil, 1982/ és ebbdl

a kalluszbdl mar nagy gyakorisaggal lehet_hajtést

regeneraltatni.

4 2.,2Novényregeneracid

A gydkér eredetli kalluszokon a 2,4-D szint
csOkkentése erdteljes gyOkérképzddést valtott ki.
Hajtast regeneraltatni azonban nem sikerililt. Az
irodalom szerin is gyokér eredeti kalluszbdél nagyon
alacsony hatasfokkal sikeriilt csak a hajtas rege-
neraltatids /Shimada és munkatarsai, 1969/, és nap-
jainkig sincsen buza gydkérkalluszra jo regeneral-
tatési médszer kidolgozva [Tissue Culture for Crops, (“
1982/, és ezért felhagytunk az ilyen tipusu prébal-

kozasokkal.

A levélbdl inditott kallusz jobb eredménnyel
kecsegtetett, hiszen cirokkal /Wernicke és Brettell,
1980/ és kiilénb6zd kdlesfajokkal /Haydu és Vasil, 1981/
végzett sikeres regeneralasi kisérletek utan buza
levélkalluszbél inditott szuszpenzids tenyészetekbdl
is sikerililt névényt regeneraltatni /Ahuja és munka-

tarsai, 1982/. KincsG levél-



eredetli kalluszokb6l sikeriilt nekiink is ndvényt
regeneraltatnunk, bar kis gyakorisaggal /8 %/.

Mivel az bebizonyosodott kisérletiink soréan is,

hogy a levél eredetl kalluszok képesek az organo-
genezisre, érdemes lesz szélesebb fajtakdrrel meg- -~

ismételni a kisérletet.

Schaeffer és munkatarsainak [/1979/ sikeriilt
érett embridbdl szarmazd kalluszbdl hajtast regene-
raltatni a 2,4-D szintjének csbkkentésével és
IES + kinetin hormonkombindcidk alkalmazéasaval.
Kisérleteink soré@n szintén sikeriilt elérni n&vények
regeneracidjat kis gyakorisaggal érett embridbdl
szadrmazb tenyészetekbdl is, de a regeneracids gyako-
risag ndvelésére nem volt hatdsos sem a 2,4-D szint-
jének cstkkentése, sem pedigaSchaeffer é&s munkatarsai
dltal haszndlt hormonkombindcidé. Indolecetsav + zeatin
kombinacidval 11 %-os regeneracib6s gyakorisagot
értlink el. ElOnySs lenne)ha sikerlilne az érett emb-
riébol nyertkﬁéiiuéé fényészetek hajtéasregeneracios
képességét megndvelni, mert a buzaszemek az év minden

iddszakaban rendelkezésre allnak és k&nnyen kezelhetd

alapanyagként szolgélnak a kisérletek szamara.



A legjobb eredményt éretlen embridbdl
inditott kallusszal érték el az egyszikiiek ese-
tében [/lasd Irodalmi attekintés 1.3.5/ és ez igaz
a buza szbvettenyészetekre is /Sears.és Deckard,
1982/. Nekiink is éretlen embridbdl sza&rmazd kallusz-

szal sikeriilt elérni a legmagasabb hajtasregenera-
cidés gyakorisagot /GK T-5 vonal esetében 100 %,
GK Kincs® fajta esetében 90 %/ Ha Osszehasonlitjuk
ezeket az irodalomban leirt eredményekkel; Wacherle
és munkatarsai /1979/ 68 %, Sears és Deckard /1982/
100 2, Ozias-Akins €s Vasil, 1982/ 60 % lathato,
hogy az &ltalunk elért gyakorisdg eléri a publikacidk-
ban szerepld értékeket. Sears és Deckard /1982/ él—l
vl leirt mdédon bedllitott kisérlet volt a leghatéko-
nyabb a hajtédsregeneréacidé szempontjabol. Moédszeril-
ket atvéve sikeriilt az altaluk leirt magas hajtas-

regeneracidés gyakorisagot elérni.



OSSZEFOGLALAS

Disszertacidom két kisérletsorozatot targyal.
Az egyik kisérletsorozat elvégzésével az volt a

60Co gammasugar

célunk, hogy meghatarozzuk azt a
doézist, mely segitségével optimalis hatasfoku orga-
nellum atvitelt lehet létrehozni dohanyfajok kozdtt

protoplaszt fuzids rendszerben.

E kisérletsorozat keretében Nicotiana taba-

cum SR 1 sztreptomicin rezisztens kloroplasztiszait

vittlik &t Nicotiana plumbaginifolidba protoplaszt

fuzidval. A fuzid eldtt a N. tabacum SR 1 protoplasz-

tokat kiilénbdzd a letalisnal nagyobb dézisu °°co be-
sugarzassal kezeltik. A fuzid utén a inaktivalt

N. tabacum SR 1 szlild sztreptomicin rezisztenciajara

szelektédltunk. A rezisztens sejtkoldénidkbdl regenerilt
ndvények azonositidsa morfoldgia, kromoszdémaszam és
izoenzim vizsgalat alapjan tdrtént. A regeneralt

ndvények jelentds része diploid N. plumbaginifolidnak

bizonyult, melyek azonban mind rezisztensek voltak.

A N. tabacum plasztiszok atvitelét a sztreptomicin

rezisztencia mellett a kloroplasztisz DNS restrikcids

mintazata is alatamasztotta. Az 50, 120, 210 és 300

Jkg dézisu besugarzas utéan a klénok 40, 57, 84 és 70 %-a

volt



N. plumbaginifolia tipusu sztreptomicin rezisz-

tens sejtmagszegregans. A N. tabacum SR 1 protoplasz-

tok sugarkezelése tehat megakadalyozta a nem fuzi-
onadlt protoplasztok osztddasat, és nagymértékben

csOkkentette a maghibridek részaranyat a heteroka-
rion eredetii k1l6énok k&zdtt, az optimalisnak talalt

210 Jkg_l dézis esetén egyhatodara.

A masik kisérletsorozat célja az volt,
hogy buza fajtakbdél jél regeneralédd szdvette-
nyészeteket allitsunk eld, amelyek igy alkalmasak

a sejtgenetikai mdédszerek bevezetésére.

Kiilénb6z0 koru levélbdl, gyckérbdl, érett
€s éretlen embridbdl szdvettenyészeteket inditot-
tunk 2,4-D-t tartalmazdé médositott MS alaptaptalajon.
Kallusz tenyészetet minden anyagbdl sikeriilt eldal-
litani és az indukcids téaptalajon fenntartani. Haj-
tadsregeneracid céljabdl /az irodalom alapjan/ a te-
nyészeteket hormonmentes, az indukcidés taptalajtol
eltérd hormonkombinacidéju vagy fokozatosan csdkken-
tett 2,4-D koncentracidkat tartalmazdé taptalajon
novesztettilk. Regeneraldé tenyészeteket nagy gyako-
risaggal csak éretlen embridékbdél kaptunk. A hormon-
mentes és a kiilonbdz® hormonkombinacidkat tartal-
mazd taptalajokon a regeneraldodasi gyakorisag ala-

csony volt /5-30 %/. A 2,4-D koncentracidéjanak fo-



kozatos cs8kkentésével hormonmentességig azon-

ban az éretlen embird eredeti kalluszok 80-90

$-aban sikeriilt hajtés regeneracidt induk&lni.

Ezt az értéket két fajtdval /GK Kincsd és GK T-5/

értiik el. Bizonyos fajtdk kalluszai hajtast egyaltalan
nem regeneraltak /GK Tiszataj, GK Maraton/. A rege-
neralt hajtasokat hormonmentes taptalajon meggydkeresi-
tettlik és klimakamrédban felneveltiik. A felnevelt 210
novény kozdtt szomaklonalis variabilitast nem tapasz-

taltunk.
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