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1, Bevezetés

A Pöld élelmezési problémáinak megoldására legkézenfekvőbb

lehetőség a mezőgazdaság intenziv fejlesztése. Tekintettel a kor­

látozott területfelhasználási lehetőségekre a cél a lehető leg­

kisebb területen a lehető legnagyobb élelmiszertermelés. A mező-

gazdasági termőterületek állandó csökkenése miatt olyan hibrid­

növényeket kell előállítani, melyeknek termőképessége és alkal­

mazkodóképessége maximális.

A növénynemesitők munkáját évszázadok óta meghatározta az

a tény, hogy ivaros úton csak bizonyos fajokat lehet keresztez­

ni, ami a genetikai variabilitás keresztezéses módszerrel tör­

ténő növelésének lehetőségét fajon belüli illetve rokon fajok

közötti kombinációkra korlátozta. A keresztezés! problémák meg­

kerülésére már az 1900-as évek elejétől folytak próbálkozások,

amelyek az inkompatibilitási okok miatt egyébként sikertelen

genetikai kombinációkban néhány esetben lehetővé tették élet­

képes növények felnevelését.

A magasabbrendü növényekre a 70-es évek elején kidolgozott

protoplaszt fúziós technika nemcsak a növényi szomatikus sejt­

genetikai kutatások számára nyújtott új perspektívát, de egyben

Ígéretes módszernek bizonyult nemrokon fajok szomatikus hibrid­

jeinek előállítására is. A sejtfal enzimatikus emésztésével bár-
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mely növényi sejtből izolálhatok protoplasztok, amelyek kontrol­

lált körülmények között egymással bármilyen kombinációban fúzio-

náltathatók. A fuzionált sejtekből növények regenerálhatok, s

igy faj- és nemzetséghibridek egyaránt előállíthatok. A szoma­

tikus hibridizáció segítségével létrehozható bármely fúziós ter­

mék életképességét ma még nem, vagy csak részben ismert fizioló­

giai, biokémiai, genetikai folyamatok korlátozzák. Ilyen jelen­

ség a szomatikus sejthibridizáció során megfigyelhető cellulá-

ris inkompatibilitás.

Dolgozatom a celluláris inkompatibilitás citológiai vizsgálatá­

val foglalkozik.

Munkám célja kettős volt:

1. A sejthibridizáció során megfigyelhető citológiai jelensé­

gek vizsgálatával közelebb kívántunk jutni az inkompatibi­

litás mechanizmusának megértéséhez illetve annak leküzdé­

séhez.

2. Munkám során egy olyan sejthibridkombinációt állítottam

elő, amelynek mindkét "szülői" partnere a gyakorlati fe­

hérjenövény nemesitési kutatások számára alapvető fontos­

ságú. így munkám egyben egy olyan hibridizációs munka kéz-

deti lépéseit is magában foglalja, melynek végső célja o-
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lyan, esetleg gyakorlati haszonnal is biró hibridnövény

előállítása, mely a természetben nem fordul elő, és ha­

gyományos hibridizációs módszerekkel nem is állítható elő.

Munkámat az iregszemcsei Takax*mánytermesztési Kutató In­

tézetben Dr Kurnik Ernő akadémikus, az intézet igazgatójának

vezetésével, illetve az MTA SZBK Genetikai Intézetében Dr Au­

dits Dénes kandidátus, tud. főmunkatárs irányításával végez­

tem.

Köszönöm Dr Alföldi Lajos akadémikusnak, az SZBK főigazgató­

jának, hogy lehetővé tette munkám elvégzését.

Köszönöm munkatársaimnak, elsősorban Dr Hadlaczky Gyula kan­

didátus, tud. főmunkatársnak és Dr Lázái' Gábor tud. munkatárs­

nak aktiv segítségét és tanácsait, mellyel munkámat segítették.
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2. Irodalmi áttekintés

2.1. Szomatikus hibrid szelekció növényi protoplasztok fúziója

után

A növényi protoplasztok fúzióját követően különböző gya­

korisággal jönnek létre heterokarionok a kevert populáción be-

lül. A heterofúziós gyakoriság általában 10% vagy kevesebb, bár

közöltek már magasabb 20-30%-os gyakoriságot is / Kao és mtsai,

1974/. A heterokarionok egy része a tenyésztés során hibridsej­

teket hozhat létre. A sikeres szomatikus sejthibridizáció egyik

lényeges lépése ezeknek a hibridsejteknek a kiszelektálása a

nagyszámú nem fúzionált protoplaszt populációból.

A növényi szomatikus sejthibridizációs kisérletek során a kü­

lönböző szelekciós módszerek széles skáláját alkalmazták.

a. Természetes különbségeken alapuló szelekciós rendszerek

Az első sikeres hibridszelekciót Carlson és mtsai / 1972/

végezték Nicotiana glauca és Nicotiana langsdorfii levél mezo-

fill protoplasztok fúzióját követően. A szexuális hibridnövény

tumoros jellegének ismeretében hormonmentes médiumon szelektál- ч

tak a paraszexuális sejthibridekre. A szomatikus hibridek a szexu­

álishoz hasonlóan képesek voltak exogén auxin és citokinin hi­

ányában is nőni, ellentétben a szülői sejtekkel. A kinőtt kal-

luszok mind hibridnek bizonyultak, és belőlük az összes vizs-
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gált kar-akt erre nézve a szexuális hibriddel teljesen megegye­

ző fertilis hibridnövények voltak felnevelhetők. A sok vitát

kiváltott kísérletet csak 4 évvel később sikerült megismételni

/ Smith és mtsai, 1976/, de a szelektált paraszexuális hibri­

dek kromoszóma száma a szexuális hibridénél magasabb volt,

56-64 közt variált. A módszer hátránya, hogy a szelekcióhoz

szükséges a szexuális hibrid ismerete, igy olyan szomatikus

sejthibridek szelektálására, amelyek ivaros úton nem hozhatók

létre*nem alkalmas. A szomatikus sejthibridizálás elsődleges

célja pedig,ilyen hibridek előállítása.

A szülői partnerek actinomycin D-vel szemben mutatott el­

térő érzékenysége, és a tenyésztésre használt médiumon a növe­

kedési képességeiben megnyilvánuló különbségek szolgáltak ala­

pul a Petunia hybrida x Petunia parodii paraszexuális hibrid­

jeinek szelekciójában / Power és mtsai^1976/. A szelekciós

rendszert a később előállított szexuális hibrid in vitro körül­

mények közt mutatott növekedési igényeinek ismeretében, a mé­

dium hormonösszetételének megváltoztatásával sikerült tökéle­

tesíteni / Power és mtsai, 1977/.

b. Vizuális markerek alapján történő hibridszelekció

Sokkal gyakoribb a recessziv albino mutációk komplementá-



8 -

cióján alapuló szelekció. Ez a módszer azonban sejtszinten nem

alkalmazható, a zöldülésre csak kallusz vagy növényszinten le­

het szelektálni. Másik hátránya, hogy szelekciós nyomás nem

mindig alkalmazható, ennek ellenére sok esetben alkalmazták e-

redményesen.

A klorofill deficiens mutációk komplementációján alapuló

hibridszelekció első sikeres megvalósitása Melchers és Labib

/1974/ nevéhez fűződik, A klorofill deficiens szülők fényér­

zékenysége alapján 4-5 hetes kalluszok 3-6000 luxon való te­

nyésztésével szelektáltak a szomatikus hibridekre, A módszer

nemcsak Nicotiana tabacum intraspecifikus kombinációban, de

Nicotiana tabacum x Nicotiana sylvestris interspecifikus

/ Melchers,1977/ kombináció esetén is hatékonynak bizonyult.

A Datura innoxia intraspecifikus hibrideket ugyancsak a kloro­

fill deficiens mutánsok komplementációja alapján szelektálták

/ Schieder,1977/. Osztódó, klorofill deficiens és nem osztódó

illetve kalluszképzésre képtelen vad tipusú protoplasztok fú­

zióját követően,a zöld fenotipusra történő szelekció alapján

izoláltak a Nicotiana tabacum x Nicotiana glauca / Evans és

mtsai,1980/ illetve Datura innoxia x Datura stramonium / Schie-

der,1978/ kombinációban szomatikus hibrideket.
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A levélszint érintő mutánsok között nukleáris és piasztom

mutánsok egyaránt előfordulnak. Gleba és mtsai / 1975/ erre ala­

pozva dolgoztak ki szelekciós rendszert Nicotiana tabacum két

különböző változatát használva szülői partnerként. Ebben a

rendszerben azok a citoplazma hibridek is azonosithatók, ame­

lyekből az egyik mag eliminálódott.

Az első nem Solanaceae családba tartozó interspecifileus

/ Daucus carota x Daucus capillifolius / és intergenerikus /Da-

ucus carota x Aegopodium podagraria, Daucus carota x Petroseli-

um hortense / hibridnövényeket is az albino komplementáció alap­

ján szelektálták Dudits és mtsai / 1977, 1978, 1979Л

c. Metabolikus mutánsok alkalmazásán alapuló szelekciós rend-

szerek

A módszer alkalmazásának feltétele, hogy szelektálható

markerekkel rendelkező mutáns sejtvonalaink legyenek. Sajnos

ma még kevés biokémiailag és genetikailag is jellemzett mutáns

sejtvonal áll rendelkezésünkre magasabbrendü virágos növények­

ben.

Glimelius és mtsai / 1978/ nitrátreduktáz kofaktórában

/ cnx-68/ és apoenzimében /nia-бЗ/ deficiens Nicotiana tabacum

mutánsok sejthibridizációjából egyedüli nitrogénforrásként csak
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NO^-ot tartalmazó médiumon szelektáltak sejthibrideket, A kí­

sérlet bizonyította a NR deficiencia recessziv karakterét, va­

lamint azt, hogy a mutációk különböző lókuszokban lokalizálha­

tok.

Márton és mtsai /1982/ ugyancsak NR deficiens mutánsok komple-

mentációja alapján szelektáltak szomatikus hibrideket Nicotia-

na plumbaginifoliából.

White és mtsai /1979/ 5-metiltriptofán / 5-МТ/ és S-2-ami-

noetilcisztein /АЕС/ rezisztens Nicotiana tabacum sejtvonalak

fúziójából kettős rezisztens szomatikus hibrideket szelektál­

tak, mivel az aminósav analóg rezisztens jellegek domináns mar-

kerként viselkedtek. Ugyancsak az 5-MT és AEC rezisztencia mar­

kerek domináns expressziója alapján szelektáltak szomatikus

sejthibrideket Daucus carota intraspecifikus fúziós rendszer­

ben / Harms,1982/.5

d. Szelekció fizikai módszerekkel

A módszer csak különböző morfológiájú protoplasztok fúzi­

ójából származó heterofúziós termékek kiválogatására alkalmas.

Leggyakrabban levélprotoplaszt és sejtszuszpenzióból származó

protoplaszt fúziójából származó fúziós termékek szelektálására

alkalmazzák. A fúziós termékek fénymikroszkóppal felismerhetők

és mikromanipulátorral vagy mikropipettával kiemelhetők, majd
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a szelektált sejtek egyedileg tenyészthetők / Kao,1977; Gleba

és mtsai,1978; Menczel és mtsaijl978; Eraznovszky és mtsai,1981; 

Hein és mtsaijl983/. A módszer előnye, hogy általánosan alkal­

mazható.

Ha az alkalmazott fúziós partnerek morfológiailag nem kü­

lönböznek, nem toxikus fluoreszcensz festékek alkalmazásával

biztosíthatjuk a fúziós termékek azonosításának feltételeit.

Galbraith és Mauch /1980/ különböző Nicotiana fajok levélpm-

toplasztok fúziójából származó fúziós termékeket különítettek.

el a partnerek különböző szinü fluoreszcensz festése alapján.

Eluoreszcensz mikroszkóppal a kevert festődésü fúziós termékek

könnyen felismerhetők és mikromanipulációval illetve elektro­

nikus sejtosztályozóval /Bonner és mtsaiyl972/ kiválogathatok.

Harms és Potrykus /1978/ a szülői protoplasztok úszó den-

zitásában meglévő különbséget használták fel a heterofúziós

termékek szelektálására. Izo-ozmotikus sürüség-grádiensen tör­

ténő centrifugálással a különbözőképpen ülepedő szülői proto­

plasztok egymástól és a heterokarionoktól viszonylag jó haté­

konysággal elválaszthatók voltak.

e. Szelekció irreverzibilisen ható anyagcsere gátlók alkalma­

zásával
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Általánosan alkalmazható módszer az először az emlős gene­

tikából ismert / Wright^1978/ irreverzibilisen ható biokémiai

inhibitorok használatán alapuló szelekciós rendszer. Fúzió e-

lőtt különböző hatóhelyü enzim inhibitorokkal kezelve a szülői

protoplasztokat, bennük az inhibitortól függően különböző meta-

bolikus enzimek irreverzibilisen inaktiválódnak. Várhatóan csak

azok a heterokarionok nőhetnek ki a fúziót követően, amelyek­

ben létrejött a gátolt enzimek komplementációja. A leggyakrab­

ban alkalmazott irreverzibilisen ható metabolikus inhibitorok

a jódacetamid és a jódacetát / Lázárjl980; Medgyessy és mtsai, 1980/,

melyek azonos módon hatnak, az enzimek SH csoportját allcilál-

va idézik elő a metabolikus enzimek irreverzibilis inaktivá-

cióját / Dixon és Webbyl979/.

Nehls 1978-ban Solanum nigrum és Petunia hybrida levél-

protoplasztok fúziója előtt dietilkarbonát letális dózisával

kezelte a Solanum protoplasztokat, jódacetáttal a Petúniákat.

A fúzió után szelektált 3 protoplasztból kettő volt képes osz­

tódásra, és ezek közül egynek a citológiai analízisét végez­

ték el. A vizsgálat alapján a kinőtt kolónia heterokarion e-

redetü volt. Valószínűbb azonban, hogy ebben az esetben cito-

plazmás kompieraentáció történt.
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2.2. Inkompatibilitás a növényi szomatikus hibridekben

A növények korlátlan szexuális keresztezhetőségének aka­

dálya a megtermékenyités során illetve azt követően fellépő

inkompatibilitás. A 70-es években kifejlesztett növényi szo­

matikus sejthibridizáció módszere alkalmasnak látszott a fenti

probléma megkerülésére. Az eddigi kísérletek azonban, melyek

szomatikus sejthibridek előállítására irányultak, azt bizonyí­

tották, hogy a szomatikus hibridizáció során is felléphetnek

inkompatibilitási jelenségek / Power és mtsai,1975; Kao,1977;

Dudits és mtsai,1979; Gleba és Hoff maxin, 1978/.

Az ivaros keresztezés során,a prezigóta és a postzigóta

állapot néhány formája során fellépő inkompatibilitási reakci­

ók a specializált szövetek és sejtek interakciójának eredményei*

A zigóta és gyakran a postzigóta szinten megnyilvánuló inkom­

patibilitáshoz nagyon hasonló a szomatikus sejtek fúziójakor

kialakult helyzet. A szomatikus sejthibridizáció során külön­

böző eredetű növényi protoplasztokat fúzionáltatunk egymással.

A fúziós eseményt inkompatibilitási reakció nem akadályozza.

Gyakorlatilag bármely növény protoplasztjai fúzionáltathatók,

sőt növényi protoplaszt és állati sejt fúziója sem gátolt /Du­

dits és mtsai»1976; Hadlaczky és mtsai,1980/,Ennek oka való-
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szinüleg az, hogy a fúzió inkább fizikai, mint fiziológiai e-

semény. Ugyanakkor elképzelhető, hogy a fúzió folyamata akti­

válhat egy inkompatibilitási szisztémát.

Az inkompatibilitási reakciót várhatóan inkább a kialakult

heterokarionban az idegen citoplazmák és genomok interakciója

váltja ki. A növényi protoplasztok fúziós termékei, a hetero-

karionok a különböző sejtmagfestődés alapján felismerhetők /

Constabel és mtsai,1975; Uudits és mtsai,1976; Као,1977/. A

héterokariónokban a citoplazmák keveredése a fúzió utáni óx-ák-

ban kezdődik / Fowke és mtsai, 1975/ és 10-24 órával később tel-

jessé válhat / Gosch és Reinert,1978/. A nem tökéletes cito-

plazma keveredés elősegíthet egy későbbi szegregációs eseményt.

Constabel és mtsai / 1980/ demonstrálták, hogy a proto-

plaszt fúzió után a fúzionált sejtekben a sejtek vakuolumai

is fuzionálhatnak, és ez olyan szemcsés anyagok kicsapódását

eredményezheti a citoplazmában, amely csökkenti a fúziós ter­

mékek életképességét, és a celluláris inkompatibilitási mecha­

nizmus megnyilvánulásának tekinthető. A fúzió okozhatja a va-

kuolumok membránjának dezintegrálódását , amely különböző ka-

tabolikus enzimek, fenolok vagy más inhibitorok kiszabadulá­

sához vezethet, ezáltal inaktiválva a metabolikus funkciókat,

és csökkentve a heterokarionok életképességét, esetleg sej
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halált okozva / Harms,in press /.

A heterokariónokban a citoplazma keveredést követően bi­

zonyos esetekben létre jöhet az interfázisos magok premitoti-

kus fúziója / Constabel és mtsai,1975; Dudits és mtsai,1976a;

Kao,1977/. Sokkal gyakoribb eset azonban, hogy a szülői sejt­

magok szinkron mitózis során közös metafázist alkotva fuzio­

nálnak. Az ilyen közös osztódások azt mutatják, hogy valódi

hibrid sejtek létrejöhetnek intergenerikus kombinációk esetén

is / Kao,1977; Constabel és mtsai,1976; Gleba és mtsai, 1973/,

Ezek a valódi hibridek azt mutatják, hogy a tenyésztési körül­

mények által szabályozott dedifferenciált sejtszinten a szo­

matikus hibridizáció lehetősége nem függ szükségszerűen a fú­

ziós partnerek filogenetikai távolságától. Dudits és mtsai,1980-

ban Daucus carota protoplasztokat fúzionáltak különböző Umbel-

liferae családhoz tartozó növények levélprotoplasztjaival, va­

lamint Pisum sativum és Secale cereale protoplasztokkal. A fú­

ziós termékek minden kombinációban osztódtak. Ebből a szerzők

az előbb leírtakhoz hasonlóan arra következtettek, hogy a ko­

rai osztódások során, tekintet nélkül a filogenetikai távol­

ságokra inkompatibilitás nem figyelhető meg. Ugyanakkor hibrid

kalluszokat csak Daucus carota x Aegopodium podagraria és Da-
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ucus carota x Petroselium hortense kombinációk esetében sike­

rült szelektálni / űudits és mtsai, 1979, 1980 /. A sikertelen

hibridizációs kísérletekben a kalluszképzés hiánya valószínű­

leg a partnerek között fellépő inkompatibilitás következménye.

Ahhoz, hogy a hibrid sejtben "stabil" kariotipus alakul­

jon ki, valószinüleg szükség van a hibrid sejten belül a szü­

lői magok sejtciklusának szinkronizációjára. A sejtciklus meg­

zavarása ugyanis elkerülhetetlenül a mitózis zavarához, egyen­

lőtlen kromoszóma eloszláshoz és kromoszóma eliminációhoz ve­

zet. A szinkron sejtciklus kialakulásának teljes hiánya fel­

tehetően a fúziós partnerek között sejtszinten fellépő inkom­

patibilitási reakció eredménye.

A szinkron sejtciklus kialakulását követően is felléphet

inkompatibilitás a további osztódások során. Az osztódó hib­

ridsejtek citológiai vizsgálata bepillantást nyújthat a hib­

rid sejtben kialakuló koordináció folyamatába.

Intergenerikus fúziós termékekben megfigyelhető, hogy sok

esetben a kialakult közös metafázisban az azonos eredetű kro­

moszómák egy csoportban, összeragadva maradnak, nem egyenlő

a különböző szülőből származó kromoszómák eloszlása / Kao és

mtsai»1974/. Ez a szituáció szintén feltehetően az inkompati-
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bilitás egyik megnyilvánulásának tekinthető. A későbbi osztó­

dások során ugyanis az egyenlőtlen kromoszóma eloszlás kromo­

szóma szegregációhoz,és a hibrid kallusz kialakulásának hiá­

nyához vezet.

Szója és Nicotiana glauca szomatikus hibrid sejtvonal ci­

tológiai analizise / Kao, 1977/ a Nicotiana kromoszómák fokoza­

tos eliminációját mutatta. A Nicotiana kromoszómák gyakran ösz-

szeragadtak, gyűrűt, hidakat képeztek, többszörös befüződést

mutattak, fragmentálódtak és az osztódások során elvesztek.

Az izoenzim vizsgálatok megerősítették, hogy a kromoszóma vesz­

tés egyirányú és random / Wetter,1977/. A kromoszómák morfoló­

giai változásának oka nem ismert, de úgy tűnik, hogy kapcso­

latban áll a celluláris inkompatibilitással, és a kromoszóma

elimináció itt is az aszinkron mitózis következménye / Kao,

1977/. Amikor " back " fúziót végeztek Nicotiana protoplasz-

tokkal, sokkal stabilabb kromoszóma konstitúció jött létre a

szója x Nicotiana glauca szomatikus hibrid sejtekben / Wetter

és Kao,1980/. Gleba és Hoffmann /1978/ Arabidopsis thaliana x

Brassica campestris szomatikus hibrid sejtekben szintén meg­

figyelték a kromoszómák számbeli és morfológiai változását, de

ebben az esetben a kromoszóma elimináció sokkal lassabban kö-
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vetkezett be,és nem volt kizárólagosan egyirányú folyamat. A

hibrid, sejtek még 7 hónappal a fúzió után is hordoztak mind­

két szülőből száx-mazó marker kromoszómákat. A fúzióból szár­

mazó egyik hibrid vonal nagy mértékű kromoszóma elimináció és

kromoszóma átrendeződés után morfogenezisre volt képes, és

változatos morfológiájú hibrid hajtásokat produkált / Hoff­

mann és Adachi,1981/, Dudits és mntsai /1979/ űaucus carota

és röntgen kezeléssel inaktivált Aegopodium podagraria fúzió­

jából származó hibrid növényekben nem találtak Aegopodium kro­

moszómát, de a növény hordozta az Aegopodium néhány tulajdon­

ságát. Ebben az esetben azonban nem tisztázott, hogy ez a ka-

riotipus a hibridsejt osztódása során bekövetkezett kromoszó­

ma vesztés következménye-e, vagy a fúzió során létre jött in-

tergenerikus géntranszfer eredménye.

Ha a heterokarionokban az osztódások során kromoszóma

vesztéssel egy stabil kariotipus alakul ki, akkor létre jöhet

hibrid sejtvonal.

A hibrid kalluszból hibrid növény kialakulásához szüksé­

ges a differenciálódás folyamatának zavartalansága, koordi-

náltsága. A differenciálódás folyamata lehet egy újabb lénye­

ges megnyilvánulási lehetősége a celluláris inkompatibilitás
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nak a szomatikus hibridekben. Dudits és mtsai /1980а/ Daucus

carota x Petroselium hortense fúzióját követően azt találták,

hogy a morfogenikus indukció után drasztikusan megnőtt az in­

dukált kalluszok letalitása, miközben a nem indukált hibridek

növekedése mint differenciálatlan szövet, zavartalan volt. A

szerzők ebből arra következtettek, hogy a differenciádó során

valószinüleg egy korábban inaktiv szomatikus inkompatibilitás

nyilvánult meg.

Ha sikerül a szomatikus sejthibridizáció eredményeképpen

hibrid növényt létrehozni, a növénynek és utódainak vizsgálata

érdekes megfigyelésekkel szolgálhat. A szomatikus sejthibridi­

zációval előállított intergenerikus hibridek például sem kario-

tipus szerint, sem fenotipusosan nem voltak " normálisak " / Du­

dits és mtsai,1979;1980/.

A Solanum tuberosum x Iycopersicon esculentum / Melchers

és mtsai,1978/ szomatikus sejthibridizációval előállított hib­

rid növény intermedier volt, mindkét szülőre jellemző morfoló­

giát mutatott, és steril virágokat hozott, A hibrid növény a

citológiai vizsgálatok szerint aneuploid volt. Feltételezték,

hogy a virágok sterilitása az inkompatibilitási mechanizmus

megnyilvánulásának következménye. A növény illékony kom-
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ponenseinek gázkromatográfiás vizsgálata szerint / Ninnemann

és Jüttner,1981/ azonban a két genom a vizsgált tulajdonság­

ra nézve sikeresen működik együtt a másodlagos metabolizmus

szintjén. A sterilitás oka,tehát feltételezhetően az aneuplo-

idia lehet.

Az eddigi szomatikus sejthibridizációs kísérletek ered­

ményeként sikerült más intergenerikus kombinációból is / Krum-

biegel és mtsai,1979; Gleba és mtsai,1979/ olyan hibrid növé­

nyeket előállitani, amelyek szexuális keresztezéssel nem hoz­

hatók létre. Ennek ellenére megfigyelhető, hogy a szomatikus

sejthibridizációval létre hozható hibridnövény kialakulásának

valószinüsége korrelál az alkalmazott szülői partnerek filo­

genetikai távolságával.

További kisérletek szükségesek annak vizsgálatára, hogy

filogenetikailag nem rokon fajok fúziós termékeikben miért nem

képesek együttműködésre és osztódásra. A szomatikus inkompati­

bilitás a szomatikus hibridsejt szintjén a fúziós partnerek­

től függő különböző mechanizmusokat használva nyilvánul meg.

A szomatikus inkompatibilitás lehet egy tisztán passziv folya­

mat, amelyben az egyik fúziós partner fejlődése a másik part­

ner aktiv hatása nélkül gátolt vagy késleltetett a fúziós tér-
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mékben. Ennek oka lehet egyszerű fizikai probléma, nem töké­

letes citoplazma keveredés és citoplazma gradiens kialakulá­

sa, vagy a sejtfolyamatok koordinálatlansága. A szomatikus

sejtinkompatibilitás második tipusa lehet az egyik partner di­

rekt aktivitásának eredménye a másik fúziós partnerrel szemben.

Ehhez szükséges egy inkompatibilis fúziós partner jelenléte,

amely kioldóként szolgál egy visszautasító válasz kialakulá­

sához a másik partnerben. A szomatikus sejt inkompatibilitás

harmadik tipusa a fúziós partnerek kölcsönös aktiv interakci­

ója amely két különböző inkompatibilitási válasz eredménye­

képpen valósulhat meg a hibrid sejtben.

A szomatikus inkompatibilitás mechanizmusának vizsgálatára

legmegfelelőbbek a mechanikailag izolált vagy szelektált egye­

dileg tenyésztett fúziós termékek lennének, de ezeknek a ter­

mékeknek a vizsgálata számos felmerült technikai probléma / a

fúziós termékek szelektálása illetve izolálása, egyedi sejtek

tenyésztése, a szülői magok differenciált festése / megoldá­

sát feltételezi.
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3- Anyagok és módszerek

a. Se.jt vonalak és médiumok

A szója / Glycine max L. Merr. / SB-1 sejtvonal a Prai­

rie Regional Laboratory / Saskatoon, Kanada /-ból származik.

A szója sejteket Médium 1 tényészóidatban / Kao és mtsai,1974/

neveltük rázatott szuszpenziós kultúrákban 25°C-on, állandó

1700 lux fényintenzitás mellett. A tenyészeteket 2-3 naponként

passzáltűk.

A kísérletek során a borsó / Pisum sativum L. / egyik faj­

tájának / Petit provencal / két különböző genotípusát / I, II/

használtuk. A borsó magokat 70%-os alkohollal majd 0.1%-os hi-

ganykloriddal kezelve sterileztük. Az igy nyert magokat steri­

len csiráztattuk B5 / Gamborg és Eveleigh,1968/ táptalaj hor­

monmentes változatában. A borsó növényeket 25°C-on, 1700 lux

fényintenzitás mellett termosztát szobában neveltük.

b. Protoplaszt izolálás

A szója protoplasztok izolálását 24 órával a sejtek friss

médiumba történt átoltása után kezdtük meg. A szója sejtszusz-

penziót 3:1 arányban kevertük sejtfalbontó enzimkeverékkel.

Minden esetben az alábbi összetételű enzimkeveréket használ­

tuk : 2% Onozuka celluláz R-10, 0.5% drizeláz / Kyowa Hakko
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Tokyo, Japan/, 0.5% hemicelluláz / Rhom and Haas/,Kogyo Co * 1

1% pectináz / Pluka/, 0.35 M szerbitől, 0,35 Ш mannitol, 3 inM

2-/N-morfolino/etánszulfonsav/ /MES/ /Sigma/, 6 mM СаС1ох2Н^0, 

0.7 mM NaHgPO xH^O, pH:5.b.

A sejtfal leemésztése 25°C-on, 20 órás inkubációval történt

50 fordulat/perc állandó rázatás mellett.

A borsó protoplasztokat sterilen csiráztatott 10 napos

növénykék leveléből izoláltuk. A leveleket az alsó epidermisz

lenyúzása után a már leirt enzimkeverék és Médium 1 tápoldat

1:1 arányíí keverékébe tettük, majd 5 órán át inkubáltuk.

c. Protoplaszt fúzió

A frissen izolált szója és borsó protoplasztokat steril

44 aí-os rozsdamentes acélszürőn átszűrtük, majd centrifuga­

csövekbe tettük és 3 percig 1000 fordulat/perc / Janetzki

K-23-as centrifuga/ centrifugálással az enzimből kiülepitet-

tük. Ezután a protoplasztokat P 0,4 G oldatban / 0.4 M glükóz,

0.7 mM KH,,P0 , 3.5 mM CaCl0, pH: 5.6/ / Kao és Michayluk,1974/, 

reszuszpendáltuk, majd újra lecentrifugáltuk. A protoplaszto- 

kát 10 protoplaszt/ ml koncentrációban P 0,4 G oldattal hi-

gitottuk, majd a szója és borsó protoplasztokat 1:1 arányban

kevertük, és a keverékből 1 ml-eket 6 cm átmérőjű plasztik
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petri csészékbe cseppentettünk. 10 perc ülepités után csészén­

ként 1 rol polietilénglikol / PEG/ oldatot adtunk cseppenként

a protoplasztokhoz, a PEG oldat összetétele : 50% 4000 mole­

kulasúlyú PEG / Polysciences, Warrington/, 10 mM CaClg, 0,7 mM 

КНрР0^, рН:5.6. 20 perc kezelés után a letapadt protoplasztok- 

ról a fölös mennyiségű PEG-et eltávolítottűk,és kimosó oldat­

tal / 100 mM glicin oldat pH:10.5 1:1 arányban keverve 0,7 M

glükóz, 100 mM CaCl^ és 10% DMSO oldatával/ 5 percig inkubál-

tuk. Ezután a tenyészetet utómosó oldattal / 0,37 M glükóz,

1.3 mM CaCl^, pH:6/ elárasztottuk és 10 percig inkubáltuk.

A mosást még kétszer megismételtük, egyszer az utómosóval és

egyszer a tenyésztő táptalajjal. Végül a protoplasztokat vagy

Kao-féle Médium A protoplaszt tenyésztő oldatban / Kao, 1977/,

vagy С VII / Kao és Michayluk, 1974/ táptalajban tenyésztettük

fúzió után. A tenyészetekhez két hét után 3 lépésben 10 nap

alatt fokozatosan Médium 1 tápoldatot adtunk, majd 4 hét után

agarral szilárdított / 0,Ö%/ Médium 1 táptalajra szélesztettük.

Kontrollként minden kísérletben szülői protoplasztok PEG kezelt

illetve kezeletlen tenyészetét és 1:1 arányban kevert borsó és

szója protoplasztok tenyészetét alkalmaztuk.

A heterofúziós gyakoriságot 1000 szója protoplasztra vonatkoz-
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tatva adtuk meg. A szülői sejtek osztódási gyakoriságát 1000,

a heterofúziós termékek osztódási gyakoriságát 20-40 sejt ér­

tékelésével határoztuk meg. A tenyészetek in vivo fénymikrosz­

kópos vizsgálatakor Wild M 40 típusú mikroszkópot használtunk.

Osztódottnak tekintettük azokat a sejteket, amelyekben az új

sejtfal az ún. sejtlemez / phragmoplast/ látható volt.

d, A fuzxós partnerek inaktiválása

A borsó I genotípusból származó mezofill levélprotoplasz-

tok inaktiválása BX-150 /TKAKIS/ röntgen készülékkel történt.

Az enzimoldatban lévő protoplasztokat 10 ml térfogatban 6 cm

átmérőjű plasztik petri csészébe tettük,és 9000 rád dózissal

kezeltük.A kezelési idő 20 perc volt az alkalmazott 0.5mm A1

szűrő, 15 cm tárgy távolság, 5 mA és 150 KW mellett 470 rad/perc

telj esitménnyel.

A szója protoplasztok inaktiválása j ódacet araiddal történt

az izolált protoplasztok enzimoldatból való kimosása után. A ke­

zelést 25°C-on végeztük 2 mM jódacetamid tartalmú P 0.4 G mo­

só oldattal. 20 perc inaktiválás után a protoplasztokat 3-szor

mostuk P 0.4 G oldattal. A kezelt tenyészetekben az osztódási

gyakoriságot 5000 sejt értékelésével állapítottuk meg.

e. A heterofúziós termékek elkülönítése mikromanipulácjóval
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A mikroszkóppal azonosított heteroplazmás sejtek kieme­

léséhez Amplival mikroszkóppal összeépített Micromanipulateur

de Fonbrune Réf. 141 tipusú mikromanipulótort használtam / 1,

ábra/.

(
::

::: guú
'j - -m Ж

1. ábra. A fúziós termékek kiemelésére használt készülék.

A kiemelést sterilfülkében / Gelaire laminar air flow, Gelman/

végeztem.

Az izolált sejtek tenyésztésére különböző módszereket alkal­

maztunk ;

1. Cuprak petri csésze / Coster 3268/ vájataiban, a kondici­

onált táptalaj egy cseppjében egyedileg tenyésztettük a hete-
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rofúziós termékeket / Kao,1977 /.

2. ti/32 tipusú dializáló hüvelyből / Serva / kialakított

kamrácskában tenyésztettük a kiemelt sejteket. A hártyán ke­

resztül érintkeztek a sejtek az eredeti tenyészettel.

3. Szója sejteket tartalmazó 0.5%-os agaros protoplaszt táp­

talajra helyezett üvegkarikában tenyésztettük a heteroplazmás

sejteket. A szója sejteket dajka tenyészetként használtuk a

kiemelt sejtek tenyésztése során.

4. 5 Ai-os nylon hálóból képzett kamrát a fúziós tenyészet­

be helyeztünk, majd ebben tenyésztettük a heterofúziós sejte­

ket.

A protoplaszt tenyészeteket 25°C-on, szórt fényben inku-

báltuk.

f. Hidegkezelés

A szója sejtszuszpenziót közvetlenül a protoplaszt izolá­

lást megelőzően hidegkezeltük / Yamada és mtsai,1980/. A hi­

degkezelés 4°C-on, 10 órán át történt, állandó rázatás mellett.

g. Citológiai vizsgálatok

A citológiai analizis előtt a sejteket 0tQ5%-os kolchi-

cinnel kezeltük 2-4 órán át, majd etilalkohol-ecetsav 3:1 ará­

nyú keverékével / Baker,1969 / 20 percig fixáltuk. 1 N HCl-val

/ЛуУЙШ Iffy
<•' $ <
о. ín

&I%LS
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60°C-on történt 10-16 perces hidrolízis után a sejteket Schiff-

i'ele aldehid reagenssel / Sárkány és Szalai,1966/ festettem

kb. 1 órán át. A preparátum készités előtt a gyökereket és a

kalluszokat enzim oldattal / 2% pektináz, 2% celluláz/ emész­

tettem 0,5-1 órán át. A sejteket 45%-os ecetsavban fedőlemez

alatt a tárgylemezen szétnyomtam, majd folyékony nitrogénnel

lefagyasztottam / Conger és Fairchild,1953/* A fedőlemez le­

pattintása után a preparátumot szárítottam, majd 2%-os Giemsa

oldattal / 2% Giemsa / Biogal /, 1/15 M -os Sörensen-féle 6.8-

as pH-jú foszfát pufferben/ újra festettem. A festődés mérté­

két folyamatosan ellenőriztem mikroszkópon keresztül. Kellő

intenzitású festődés elérésekor a preparátumot desztillált

vízzel leöblítettem és megszáritottam. A száraz, festett le­

mezeket xilolba mártottam, tiszta fedőlemezre kanadabalzsa-

mot vagy DePeX-et /Serva/ cseppentettem és ezzel a preparátu­

mot lefedtem. Az igy állandósított preparátumok szinváltozás

és szennyeződés nélkül tárolhatók.

Zeiss NU-2 tipusú kutató mik-A citológiai vizsgálatok

roszkóppal történtek. A fotók ORWO NP 15 és Agfachrome színes

negativanyagra, a papirképek Forte Bromofort fotopapirra ké­

szültek.
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4. Eredmények

4.1. A fúziós partnerek citológiai vizsgálata

A protoplaszt fúzióból származó heterofúziós termékek

vizsgálatához nélkülözhetetlen a szülői partnerek előzetes

citológiai vizsgálata.

A borsó partner citológiai vizsgálatát 2 napig csírázta­

tott magok gyökércsúcsából készült dörzspreparátumok alapján

végeztük. A kolchicinnel kezelt gyökércsúcshan a kromoszómák

megrövidültek, és metafázisban a másodlagos befüződések egyér­

telműen nem ismerhetők fel, ezért a vizsgálatokat elvégeztük

profázisos és prometafázisos / 2,A ábra/ kromoszómákon is.

A borsó diploid kromoszóma száma 2n=14 / 2.B ábra/. A kromo­

szómák átlagos hosszúsága a kolchicin kezelt metafázisos sej­

tekben 8-10 д között változik.

A kariotipus grafikus ábrázolásával / 3. ábra/ vagy a ho­

mológ kromoszómapároknak a karok aránya / rövid és hosszú kar

mért hosszának hányadosa / vagy a relativ hosszúság alapján

történő sorbaállitásával elkészíthető az idiogram, amely jól

szemlélteti az adott kromoszómaszerelvény morfológiai sajátos­

ságait.

Alaki sajátosságaik alapján a 7 homológ párt az alábbiak

szerint csoportosíthatjuk:
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Metacentrikus - 1 kromoszómapárI.

Szubmetacentrikus - 4 kromoszómapárII.

Szatellites - 2 kromoszómapárIII.

v'6

2.

В

2. ábra A: a borsó prometaíazisos kromoszómái,

В: a borsó metafázisos kromoszómái osztódó gyökérmerisz-

témából.

a » и и
10 13 8 9 1 14

I II III

11 n u
3 7

IV

11 2 5 12 4 6

VIIV VI

3. ábra. A 2.В ábrán bemutatott borsó metatézis idiogramja.
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A sejtszuszpenzióból származó szója protoplasztokban a

kromoszómák száma 50-100 közt változik. A kromoszómák kis mé­

rete / 1-2 M / miatt / 4. ábra/ részletes kariotipus analízist

nem tudtam végezni, erre azonban nem is volt szükség, ugyanis

a szülői kromoszómák közt olyan nagy a morfológiai eltérés ,

bogy egy hibridben biztosan elkülönithetők.

4. ábra. Metafázisos szója protoplaszt SB-1 sejtszuszpenzióból

4.2. Borsó és szója protoplasztok fúziója

A fúzió előtt szükségesnek láttuk a protoplasztok tenyész­

tési körülményeinek optimalizálását.

Miután az irodalomból ismert és a laborban használt protoplaszt-

táptalajok közül egyikben sem sikerült a borsó mezofill sejtek­

ből származó protoplasztok osztódását megfigyelni, ezért a te­

nyésztési körülmények optimalizálásáról csak a szója protoplasz­

tok esetében beszélhetünk.
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Megállapítottuk, hogy a Kao A és a C^VII protoplaszttáp­

talaj okban a szója protoplasztok egyformán jól osztódnak- A

5
legnagyobb osztódási gyakoriságot 35.1%~ot, 10 protoplaszt/

ml denzitásnál kaptuk / 1- táblázat /.

tény.
idő
nap

lü^pp/ml3 10^pp/ml 10^pp/ml 5xl0^pp/ml5x10 pp/ml

26.1% 28.5% 35.1 % 34.0%3. 30.2%

1. táblázat. A szója protoplasztok osztódási gyakorisága 

a protoplaszt denzitás függvényében.

A protoplasztok tenyésztése szempontjából lényegesnek bi­

zonyult a táptalajok hormon / 2,4-D / koncentrációja. Vizsgá­

lataink szerint a szója protoplasztok legmagasabb osztódási

/ 5. ábra/.gyakorisága 0.11 mg/l 2,4-D koncentrációnál érhető el

A görbe jól szemlélteti a magasabb 2,4-D hormon koncentráció

sejtosztódás gátló hatását.

A protoplasztok és a fúziós termékek tenyésztéséhez a fen­

tiek alapján a szója protoplasztokra optimalizált táptalajokat

és tenyésztési körülményeket használtuk.

A fúzióhoz a levélprotoplasztokat / 6.A ábra / és a szó-
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%

100->

90-

80*

70-

60

50

о 0,05 mg/l40-

30-
О 0,55 mg/l

20- 0 1,1 mg/l
10-

+ ++ nap
84 6

5. ábra. A 2,4-D hatása az SB-1 szója protoplasztok osztódására.

ja protoplasztokat / 6,В ábra /1:1 arányban úgy kevertük össze,

r 5
hogy a végső protoplaszt denzitás 10 protoplaszt/ml volt. A

PEG kezelés-hatására / lásd 3. fejezet / a protoplasztok agg­

lutinálódnak, a membránok összetapadnak / 7. ábra /, majd vég­

bemegy a protoplasztok fúziója és a citoplazmák keveredése / 8.

ábra /. A fúziós termékek azonositására jól felhasználható a

borsó kloroplasztiszok és a szója szinteden amiloplasztjainak

jelenléte a közös citoplazmában / 8. ábra /. Az in vivo fény­

mikroszkópos vizsgálatok alapján a használt kisérleti körül-
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menyek között az átlagos heterofúziós gyakoriság 2-5% között

volt.

■ л- í?

í
УТ'ПШ с.

6.A ábra. Borsó levélprotoplasstok.

УУ
#J %

:

, .v-V
. **.
Vv ’ . ' : -« c ’V

6,
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7» ábra* Polietilén glükol által előidézett összetapadása a szója

és borsó protoplasztoknak.

8# ábra* Pú
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A protoplaszt fúziós kísérletek kontrolljaként az alábbi te­

nyészeteket használtuk:

5
1. 10 protoplaszt/mldenzitású borsó I levélprotoplaszt te­

nyészet.

Sejtfalregenerációt és sejtosztódást nem tapasztaltunk.

A protoplasztok deformálódtak majd elpusztultak.

5
2. 10 protoplaszt/ml denzitású PEG kezelt borsó I levélpro-

toplaszt tenyészet.

A PEG kezelt protoplasztok a fentiekhez hasonlóan visel­

kedtek azzal a különbséggel, hogy a protoplasztok több­

sége már a PEG kezelés során szétpukkadt. Sejtfalregene­

rációt és sejtosztódást itt sem tapasztaltunk.

5
3. 10 protoplaszt/ml denzitású szója protoplaszt tenyészet. 

24 óra múlva osztódó sejtek figyelhetők meg / 11% /.

4. 10 protoplaszt/ml denzitású PEG kezelt szója protoplaszt

tenyészet.

A szója protoplasztok a PEG kezeléssel szemben ellenállób-

nak bizonyultak, mint a borsó protoplasztok. A protoplasz­

tok többsége / fúzionált és nem fúzionált / ép maradt

és 24 órával a PEG kezelés után a sejtek osztódása meg­

figyelhető volt.
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55. 1Ü protoplaszt/ml denzitású borsó I és szója protoplasz­

tok 1:1 arányú keveréke.

Spontán fúziót nem találtam, és csak a szója sejtek osz-

tódása volt megfigyelhető.

A borsó-szója protoplasztok fúzionáltatását követően 24 óra

múlva már megfigyelhető a szója protoplasztok sejtfal regene­

rációja és a sejtek osztódása.

Meghatározott tenyésztési idő elteltével / 3,4,5,6 nap / meg­

állapítottam az osztódási gyakoriságot mind a fúzionáltatott,

mind a kontroll tenyészetekben / 2, táblázat /, Az osztódási

gyakoriságokat 8 független kisérlet eredményeinek átlagában

adtam meg. Megállapítható, hogy a PEG kezelt borsó I-szója

tenyészetekben mind a szülői sejtek, mind a fúziÓ3 termékek

osztódása végbemegy / 9, ábra /, Különbség figyelhető meg a-

zonban a különböző sejtek esetében az osztódás megindulásának

idejében és az osztódási gyakoriságokban.

A szója sejtek osztódása már 24 óra múltán megfigyelhető,

mig a borsó I sejtek csak a 4,, a heterofúziós termékek pedig

az 3» napon kezdenek osztódni, 6 napos tenyésztés után a szó­

ja sejtek osztódási gyakorisága eléri a 79,2%-ot, a borsó sej­

teké a 21.9%-ot, a heterofúziós termékeké a 33.3%-ot.



tenyész­
tés ide-

szója borsó
PP*

tenyész.

PEG
kezelt
szója

PEG
kezelt
borsó

kevert
szója + borsó 

pp. tenyészet

PEG kezelt 
szója + borsó 

pp. tenyészet

pp.
De

tenyé­
szet

napokban pp. pp.
tenyé­
szet

tenyész.
borsó szója borsó fúziós

termék
szója

32.1$ 30,1$ 0.0$ 0,0$ 0.0$3. 29.1$ 0,0$ 24.3$ 0.0$

^8,6$50.9% 0,0$ 0.0$ 0.0$ 49.0$ 7.3$4. 0,0$48,3$ i
U'OD
I64.1$ 63.9$ 0,0$ 0.0$ 0.0$5. 63.2$ 14,9$ 64.5$ 22.3$

82.1$.6. 79.9$ 0.0$ 0,0$ 0.0$ 81.2$ 21.9$ 79.2$ 33.3$

2. táblázat, A szója és borsó I levélprctoplasztok fúziós tenyészeteiben és a kontroll 

tenyészetekben a szülői sejtek és a heterofúziós termékek osztódási gyako­

risága a tenyésztés során.
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* 4

9. ábra. Többszörösen osztódott heterofúziós sejt.

A tenyészetek in vivo fénymikroszkópos kiértékelésén túl

elvégeztük a 6 napos PEG kezelt tenyészetek citológiai vizs­

gálatát is. A szója és borsó kromoszómák morfológiai különb­

sége alapján sikerült szinkron osztódó heterofúziós terméket

találnom / 10. ábra / a tenyészetek átvizsgálása során, amely

a hibrid kallusz előállításának lehetőségét valószinüsitette.

Ezt követően a szója és borsó I levélprotoplasztok fúzió­

jából származó tenyészeteket 4 hét tenyésztés után Médium 1

agaros táptalajra szélesztettük, és a kapott kalluszokból el-
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10. ábra. Szinkron osztódó fúziós termék.

végeztük azoknak a kompakt, zöld kalluszoknak a citológiai

vizsgálatát, amelyek megjelenésükben eltértek a jellegzetes

laza szerkezetű szója kallusz morfológiától. A citológiai vizs­

gálatok során a kalluszok egy kis hányada szójának / 11. ábra /,

többsége pedig borsónak / 12. ábra / bizonyult. A szója kallu­

szok a sejtszuszpenzióból származó sejtekhez hasonlóan magas

ploidszintü sejtekből álltak, és a kromoszóma szám a "klonális

eredetű" kalluszon belül is variált.

A borsónak bizonyult kalluszok kromoszóma száma is a kallusz-
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f
Q, . v

11. ábra. Szója kalluszból származó osztódó sejt.

12. ábra. Borsó kalluszból származó metafázisos sejt.
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tenyészetekre jellemző nagy kromoszóma szám variabilitást mu­

tatott / 14-69 /. A normális diploid kromoszóma számú sejtek

mellett / 13. ábra / poliploid sejtek is nagy számban megta­

lálhatók / 14. ábra /.

P*

I *

4
m

r

ß

1413

13. ábra. Borsó kalluszból származó diploid sejt.

14. ábra. Borsó kalluszból származó poliploid sejt.
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Tartós tenyésztés során a boi'só kalluszok többsége hormonmen­

tes Médium 1 agaros táptalajon gyökér organizációt mutatott.

A leirt kísérleti körülmények között a szója és borsó I

levélprotoplasztok fúziójából hibrid kalluszt 14 fúziós kísér­

letben egy alkalommal sem tudtunk izolálni.

4,3* Fúziós kísérletek inaktivált fúziós partnerekkel

Az előzőleg leirt kísérleti körülmények között a fúziót

követően mindkét fúziós partner képes volt osztódásra és kal-

lusz képzésre. Annak a ténynek, hogy a fúzióból nem kaptunk

hibrid kalluszt egyik lehetséges magyarázata, hogy a szülői

sejtekből származó kalluszok a tenyésztés során túlnövik a he-

terofúziós termékeket. E lehetőség kizárására megkíséreltem

a fúziós partnerek osztódását meggátolni a szülői protoplasz-

tok fúzió előtti inaktivációjával.

Kettős inaktiváció, vagyis a két fúziós partner eltérő módon

történő inaktivációja után ideális esetben csak a fúzionáit

protoplasztokban mehet végbe a komplementáció, azaz csak a

heterofúziós termékek élhetnek túl.

A borsó I genotipusú levélprotoplasztok esetében megpró­

bálkoztam a sejtmagok röntgen sugárzással történő inaktiválá-
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sával. A borsó I levélprotoplasztokat az izolálás után 9000

rád röntgen dózissal kezeltem, amely a kontroll kísérletekben

letálisnak bizonyult. A kezelés a sejtmag DNS-ének fragmentá-

lódását okozza, a sejtek osztódásra képtelenné válnak.

A besugárzási kísérletekkel párhuzamosan megpróbáltam olyan

borsó genotípust találni, melynek protoplasztjai az általam

használt fúziós körülmények között osztódásra képtelenek. En­

nek eredményeképpen a Petit provencal fajtán belül találtam

olyan genotípus változatot, amely a fenti követelménynek ele­

get tett. A továbbiakban borsó ll-nek nevezett genotípus vál­

tozat levélprotoplasztjai a fúziót követően is osztódásra kép­

telennek bizonyultak. Ritkán homofúzióból származó többmagvú

borsó protoplasztokban a sejtmagok osztódása megfigyelhető

volt, melyet azonban citokinézis nem követett / 15. ábra /.

15. ábra. Citokinézis nélkül osztódott borsó protoplaszt.
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A protopiasztok többségében azonban a sejtmagok néhány nap

tenyésztés után degradálódtak / 16, ábra /, és a protopiasztok

elpusztultak.

, % % i

SУ

m i*-
у

v-V»

16. ábra. Borsó protoplaszt degradálódott sejtmaggal.

A szója protopiasztok fúzió előtti inaktiválására az iro-

dalomból ismert jódacetamid kezelést használtam. A jódacetamid

az SH csoportokkal rendelkező enzimek irreverzibilis gátlásá­

val fejti ki inaktiváló hatását. Meghatároztam azt a legala­

csonyabb jódacetamid koncentrációt, amely 100^0-os osztódás

gátlást képes előidézni. 1 mM jódacetamid koncentrációnál kü­

lönböző kezelési idők mellett csak viszonylag hosszú / 40 per-

/ jódacetamid kezelés idézett elő teljes osztódás gátlástces

/ 17. ábra /. 2 mM jódacetamid koncentráció alkalmazásával
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15 perc kezelési idő is elegendőnek bizonyult a szója proto-

plasztok osztódásának teljes gátlásához / 17. ábra /.
%

100 О kontroll
90-
80-

70 •

60 ■

50 ■
0 10 perc

40 ■
0 20 perc30 ■

20 •

10 • о 30 perc 
о 40 perc0 •

♦ nap♦ ♦♦
1 2 3 4 5 6 7 8

%

100 0 kontroll
90

80

70

60

50

40
о 5 perc

30
010 perc20

10'
.o 15 perc

nap
0

♦♦
1 2 3 4 5 6 7 8

©
17. ábra. a: 1 ml jódacetamidj

b: 2 mM jódacetamid kezelés hatása a szója protoplasztok

osztódási gyakoriságára.
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A fentiek alapján a fúzió előtt a szója protoplasztokát

25°C-on végzett 2 mM-os jódacetamiddal történt 15 perces ke­

zeléssel inaktiváltuk. A fúziós kisérletek során az inaktivált

szója protoplasztokat vagy röntgen kezeléssel inaktivált bor­

só I levélprotoplasztokkal, vagy osztódásra képtelen borsó II

levélprotoplasztokkal fúzionáltattuk. Az inaktivációs kezelé­

sek a fúziós gyakoriságot nem befolyásolták, és a heterofúziós

gyakoriság az előbbi kísérletekhez hasonlóan 2-5% között moz­

gott.

A 6 napos fúziós tenyészetek citológiai vizsgálatát el­

végezve azt találtam, hogy az inaktivált protoplasztok fúzi-

ójából származó tenyészetekben osztódó sejtek figyelhetők meg.

4 kísérlet átlagában azt kaptuk, hogy az osztódó sejtek 90%-a

szója / 18. ábra /, 10%-a szinkron osztódó heterokarion / 19.

ábra / volt. A tenyészetekben 6 nap tenyésztés után a külön­

böző morfológiailag ép sejtek előfordulási gyakoriságát a kö­

vetkező táblázat szemlélteti / 3. táblázat /:

osztódott
heteroka­

rion

mitotikus 

szój a
osztódott

szója
mitotikus
heteroka­

rion

nem osztó- nem osz­
tódódó

szój a hét.kar.

0.37%0.55% 4.33%62.3%16.1%16.5%

3. táblázat. Az inaktivált fúziós tenyészetekben előforduló 

morfológiailag ép sejtek gyakorisága.
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1 8

borsó

к V'V' ; / «м
szója-

i**'*'.-

18. ábra. Jódacetamid kezelt osztódó szója sejt.

19. ábra. Inaktivált protoplasztok fúziójából származó szinkron

osztódó fúziós termék.

A tenyészetekben morfológiailag ép borsó sejtet nem találtam.

Az egyszeri osztódáson átment héterokariónokban a borsó mag

minden esetben szeparálva volt /20, ábra/, és a sejt szója mor­

fológiát mutatott. Az esetek 2/3-ában csak az egyik utódsejt

tartalmazott borsó magot. A mitotikus heterokarion mérete

4-5-szöröse volt az átlagos sejtméretnek, és valószinüleg nem

szintetizált sejtfalat, ezért a mitotikus héterokarionok köny-
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Г *

20

20. ábra. Osztódott hétегоkarion szeparálódott borsó maggal.

21. ábra. Szétpukkadt mitotikus heterokarion inaktivált fúziós

tenyészetből.

nyen szétpukkadtak / 21. ábra /. A szétpukkadt mitotikus hetero-

karionokban a szülői kromoszómák együtt maradtak / 22. ábra /.

Annak ellenére, hogy 15 perc 2mM-os jódacetamid kezelést követően

a szója kontroliban osztódó sejtet nem találtam, a fúziós kisér-

letekben a szója sejtek viszonylag magas osztódási gyakoriságát

figyeltem meg. A jódacetamid kezelési időt 20 percre emelve azon­

ban a fúzió után osztódó sejtet, sem heterokariont, sem szülőit

nem kaptam. 2 ml/l jódacetamid koncentráció és 15 perc mellett az
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22. ábra. Szétpukkadt mitotikus héterőkar!on kromoszómái.

inaktivált fúziós partnerekkel végzett fúziós kisérletekből

kapott tenyészeteket agarra szélesztve 1 hónapos tenyésztés

után sem kaptunk kinövő kalluszt. Ugyanezt tapasztaltam azok­

ban a kísérletekben is amikor borsó II levélprotoplasztokat

használtam az inaktivált szója fúziós partnereként.

4.4. A fúziós gyakoriság növelése hideg kezeléssel és a fúziós

termékek szelektálása mikromanipulációval

Miután az inaktiválásos fúziós kísérletek sem vezettek

eredményre a hibrid kallusz előállítása szempontjából, egy

az előzőektől eltérő kísérleti rendszerrel próbálkoztam meg.

Egyrészt hidegkezeléssel megnöveltem a fúziós gyakoriságot,
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másrészt a heterofúziós termékeket mechanikai úton kiválogat­

tam, elkerülve ezzel az inaktiválást, és ezzel az inaktiváci-

óhoz használt jódacetamid esetleges káros hatását a heterofú­

ziós termékek életképességére.

A fúziós gyakoriság megnövelését a szója sejtszuszpenzi-

ónak közvetlenül a protoplaszt izolálás előtti hidegkezelésé­

vel értem el. A 10 órán át 4°C-on tartott sejtszuszpenzióból

izolált szója protoplasztokkal végre hajtott fúzió során a fú­

ziós gyakoriság 10-12%-ra nőtt, mig a nem kezelt protoplasz-

tokkal végzett fúzió továbbra is csak 2-5%-ot eredményezett.

A hidégkezelés a szója protoplasztok életképességét és osztó­

dási gyakoriságát a kontroll tenyészetek szerint nem befolyá­

solta. A hidegkezelt sejtszuszpenzióból származó szója proto­

plasztok és a borsó TI levélprotoplasztok fúziójából szárma­

zó heterofúziós termékeket a 3. fejezetben bemutatott készü­

lékkel szelektáltam. A heterofúziós termékek a lcloroplaszti-

szok illetve az amiloplasztiszok együttes jelenléte alapján

in vivo a tenyésztés 7. napjáig viszonylag jól megkülönböztet­

hetők. A tenyészetek kb. a tenyésztés 4-6 napjáig optimálisak

a heterofúziós termékek kiemelése szempontjából. Ezt megelő­

zően a heteroplazraás sejtek még túl érzékenyek a mechanikai

hatásokra, a 6, nap után pedig már nehezebben különböztethe-
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tők meg a szülői sejtektől.

A sterilen kiemelt heteroplazmás sejtek tenyésztésére 4

különböző módszert alkalmaztam :

a. A kiemelt heteroplazmás sejteket egyenként Cuprak petri

csésze tenyésztő vájataiba tettem, és a tenyészetből szár­

mazó kondicionált táptalaj cseppben egyenként próbáltam

nevelni a sejteket.

b. Több kiemelt heteroplazmás sejtet tettem a plasztik petri

csészébe ragasztott féligáteresztő hártyából kialakított

tenyésztő kamrába. A kiemelt sejtek a hártyán keresztül

érintkeztek az eredeti tenyészettel.

c. A kiemelt sejteket lágy agarba ágyazott üvegkarikába tet­

tem. Az agarban lévő szója sejtek dajka tenyészetként szól­

tak a tenyésztés során.

d. A heteroplazmás sejteket nylon hálóból képzett bölcsőbe

helyeztem, a kiemelt sejtek a háló pórusain keresztül

érintkezhettek az eredeti tenyészettel.

A kísérletek eredményeit a 4- táblázat összegzi.

Az a. módszer szerint történt tenyésztéskor a kiemelt sejtek

a tenyésztés során végig jól vizsgálhatók fénymikroszkóppal

in vivo. A sejtek a tenyésztés folyamán vakuolizálódtak, to-
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vábbi osztódás, citokinézis nem történt, és 3 esetet kivéve

a sejtek néhány nap / 2-6 nap / elteltével elpusztultak. A

három kinőtt kolónia citológiailag egyértelműen szójának bi­

zonyult.

kinőtt
kalluszok
száma

kinőtt
kalluszok
jellege

tenyésztés 

módj a
kísérletek
száma

kiemelt 
sej tek 
száma

szój a13 201 3£1*

67 szójab. 5 4

03 41c.

szójad. 24 405 18

4. táblázat. A mikromanipulátorral kiemelt sejtek tenyésztésének

eredményei.

A b. és c, tenyésztési mód sem bizonyult használhatónak a he-

terofúziós termékek felnevelésére, és a módszer bonyolultsá­

ga miatt 8 kisérlet elvégzése után a d. módszert részesítettem

előnyben. A nylon hálóban történő tenyésztés minden szempont­

ból kielégítőnek látszott, hiszen a heterofúziós termékek a

kiemelés ellenére továbbra is ugyanabban a tenyészetben nőhet­

tek. A módszer hátránya, hogy ebben az esetben a kiemelt sej-
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tek fénymikroszkópos megfigyelése a tenyésztés során a kamrán

belül lehetetlen volt. A kísérletek nagy száma ellenére ezzel

a módszerrel sem sikerült az izolált heterofúziós termékekből

hibrid kalluszt kapni. A kinőtt kalluszok ebben az esetben is

mindig szójának bizonyultak.

A mikromanipulációval szelektált heterofúziós termékek cito­

lógiai vizsgálatát különböző technikai nehézségek miatt nem

végezhettem el. Ezek az okok a következők voltak: 1» a kísér­

letenként mikromanipulációval összegyűjthető ép heterofúziós

termékek alacsony száma / kísérletenként 15-25 sejt/ 2. jelen­

leg nem áll rendelkezésünkre olyan mikrocitológiai módszer,

amely 1 vagy 2 sejt megbízható citológiai analízisét / fixá­

lás, differenciált magfestés / lehetővé tenné, ezért miután

elsődleges célunk hibrid kallusz izolálása volt, valamennyi

mikromanipulációval szelektált heterofúziós terméket tovább-

tenyésztésre használtunk fel.

4.5. Az inkompatibilitás citológiai vizsgálata a fúziós tenyé­

szetekben

Miután a szója-borsó szomatikus sejthibridizációs kísér­

letekből hibrid kalluszt előállítani nem sikerült, ennek eset-
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leges citológiai okának, illetve a feltételezett celluláris

inkompatibilitás citológiai vizsgálattal kimutatható megnyil­

vánulásának vizsgálata céljából részletes citológiai analízist

végeztem a fúziós tenyészetekben. A vizsgálat kvalitatív jel­

legű volt, minden tapasztalt jelenséget megpróbáltam bemutat­

ni és értelmezni.

A kombinált í'eulgen-Giemsa festéssel a borsó / 23. ábra /

és a szója /24. ábra / sejtmagok egyértelműen megkülönböztet­

hetők voltak a fuzionált sejtekben is.

kloro plasztisz

23

23. ábra. Interfázisos borsó protoplaszt.

24. ábra. Interfázisos szója sejt.
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A borsó sejtek magja erősen festődő kompakt struktúrát muta­

tott és esetenként megfigyelhető volt a kloroplasztiszok fes-

tődése is. A lazább szerkezetű, jellegzetesen szemcsézett szó­

ja sejtmagok pedig lényegesen világosabb festődést mutattak.

A szója és borsó sejtmagok méretbeli és festődésbeli különb­

sége alapján a heterokarionok egyértelműen azonosíthatók vol­

tak / 25. ábra /.

*

25. ábra. Szója-borsó heterokarion.

A citológiai vizsgálatokat először az inaktiválásos fú­

ziós tenyészetekben végeztük el. 6 napos tenyésztés után a

nagyrészt elpusztult populációban csak kis számú ép sejtet fi­

gyeltünk meg. Az ép sejtek 82%-a szója volt, amelyek morfoló­

giája általában nem tért el a kezeletlen szója sejtekétől / 26.

ábra /. Előfordult azonban óriás méretű egyszeri osztódáson át-
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ment szója sejt is / 27. ábra /.

26, ábi*a. Jódacetamid kezelt szója sejtek.

27. ábra. Jódacetamid kezelt, óriás méretű szója sejt.

Az ábrák jól szemléltetik a tenyészet állapotát is, amelyre

jellemzó' az elpusztult sejtek igen nagy tömege. Az ép és vizs­

gálható sejtek 17%-a bizonyult heterokariorrnak, de ezeknek a

sejteknek csak 5»3%~a volt képes osztódásra. A mitotikus he-

terokarionok óriás méretű sejtek voltak, amelyek a preparálás

során gyakran szétpukkadtak / 28. ábra /. A közös mitózisban

a borsó kromoszómák együtt maradva elkülönültek a szója kro-
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moszómáktól. Ez a későbbi osztódások során a borsó kromoszó­

mák eliminációjához vezethetne- A tenyészetek vizsgálata so-

rán azonban csak olyan osztódott heterokarionokat találtunk,

amelyek a többszöri osztódás ellenére is egy közös citoplaz-

mában tartalmazták a magokat, citokinézis láthatóan nem volt

/ 29* ábra /. Szabályosan osztódott, citokinézisen átment he-

terolcariont nem találtam.

28. ábra. Inaktivációs fúzióból származó mitotikus heterokarion.

29. ábra. Citokinézis nélkül osztódott heterokarion.

A nem inaktivált borsó II és szója protoplasztok fúzió­

jából származó tenyészetek citológiai vizsgálatát is 6 napos
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tenyészeteket használva végeztem. Az in vivo fénymikroszkópos
I

vizsgálatok szerint ugyanis a fúziós termékek csak a tenyész­

tés 4.-5* napjától kezdenek el osztódni, idősebb tenyészetek­

ben pedig már lehetetlen a különböző eredetű kolóniák elkülö-

nitése.

A fúzió következtében kialakult szója-borsó heterokario-

nok további fejlődése a tenyésztés során különbözőképpen me­

het végbe. A 30. ábrán látható heterokarion például egyálta­

lán nem fejlődött, a két szülői mag teljesen inaktiv maradt,

6 nappal a fúzió után is. A borsó protoplasztból származó plaz­

ma részben jól láthatók a megfestett kloroplasztiszok, és lát­

hatóan nem keveredett a kétféle szülői citoplazma a fúziót kö­

vetően.

SZÓJA

BORSÓ
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Ha a létrejött heterokarion osztódásnak indul, először

mindig a nagy mitotikus aktivitású szója mag osztódása figyel­

hető meg, a borsó sejtmag inaktiv marad / 31» ábra /»

31» ábra. Szója mitózis a héterőkariónban.

Az osztódó heterokarion fejlődése különbözőképpen mehet

végbe:

1. A heterokarionban csak a szója sejtmag osztódik. Az utód­

sejtek közül az egyikben megtalálható az elkülönült, nem osz­

tódó borsó mag / 32» ábra /. A heterofúziós termék első ősz-

tódásának eredménye egy "szegregáns" szója sejt és egy hete-

rokarion.

2. Az inaktiv borsó mag teljes egészében az egyik utódsejt
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magjába integrálódik, a másik utódsejt magja szója / 33* ábra /.

Az integrálódás ellenére könnyen felismerhetők a szülői magok

a differenciált festődés alapján. Az erősen festődő borsó mag

jelenléte jól kimutatható a laza szerkezetű, világosan festő­

dő szója maganyagban.

32. ábra. Osztódott heterokarion elkülönült borsó maggal.

33. ábra. A borsó maganyag integrálódott a szója magba.
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3. A mitotikusan inaktiv borsó magnak csak egy része integ­

rálódik az egyik utódsejt magjába, a borsó maganyag többi ré­

sze elkülönülve marad /34. ábra /.

34. ábra. A borsó maganyag egy része integrálódott az utódsejt 
magj ába.

4. A mitotikusan inaktiv borsó maganyag még a citokinézis

előtt mindkét utódsejt magjába integrálódik / 35. ábra /, A

képen látható esetben még a citoplazmák keveredése sem töké­

letes, ezt mutatja a festődött kloroplasztiszok szeparálódá­

sa az egyik sejtrészben.

5. A nem osztódó borsó mag anyaga mindkét utódsejt magjába

integrálódik. Az inaktiv magot a citokinézis folyamata mecha-
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nikusan ketté osztja / 36. ábra /,

35.

36. ábra. A borsó maganyagot a citokinézis ketté osztja.
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6. A mitotikusan inaktiv borsó maganyag mindkét utódsejt

magjába integrálódik. Az utódsejtek hibrid volta a citokiné-

zist követően is jól felismerhető a magok differenciált festő-

dése alapján / 37. ábra /.

. >V*
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37. ábra. Osztódott szója-borsó hibridsejt.

7. A borsó mag mitotikus aktiválódása csak a szója magok e-

lőzetes osztódását követően figyelhető meg, és csak a szójá­

val közösen osztódva / 38. ábra /. A szinkron mitózisban köny-

nyen felismerhetők a nagy méretű borsó kromoszómák a nagy szá­

mú apró szója kromoszóma között. Önállóan osztódó borsó sejtet

sohasem figyeltem meg.
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38, ábra. Szinkron osztódó heterokarion.

8. A 39» ábrán egy heterokariónból osztódással kialakult

sejtcsoport látható, melyben a szója sejtmag osztódása nyil­

vánvalóan megelőzte a borsó maganyag mitózis nélküli, felte­

hetően korai kromoszóma kondenzációval / PCC / kialakult ketté­

válását a szója mag második osztódása során.

9. A 40, ábra a szinkron mitózist követően a borsó és szó­

ja kromoszómák egyenlőtlen eloszlását mutatja a hibrid utód­

sejtekben. Az egyik utódsejt csak 1 nagy borsó kromoszómát és

számos apró szója kromoszómát hordoz, mig a másik sejtben a bor-
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só kromoszómák varrnak többségben a szójákkal szemben.

39» ábra. Feltehetően PCC-vel kialakult osztódott heterolcarion.

40, ábra. Egyenlőtlen kromoszóma eloszlás az utódsejtekben.
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10, A többszöri osztódáson átment hibridsejteket vizsgálva

azt tapasztaltam, hogy a heterokarion első néhány osztódását

követően kialakult utódsejtektől eltekintve a későbbi osztó­

dások során borsó kromatin jelenlétét citológiai módszerekkel

kimutatni nem sikerült / 41. ábra /. A borsó maganyag elimi­

nációja figyelhető meg a hibridsejtek osztódása során.

41. ábra. Heterokarion osztódásából kialakult sejtcsoport.
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5. Eredmények megvitatása

Az irodalomból eddig ismert szója-borsó szomatikus sejt­

hibridizációs kisérletek / Kao és mtsai,1974; Constabel és

mtsai 1975, 1976; Fowke és mtsai,1977 /eredményei alapján ar­

ra következtettek, hogy a szója-borsó hibridekben az általuk

vizsgált fejlődési szintig nem lép fel inkompatibilitási re­

akció. Ezekre az adatokra támaszkodva próbálkoztunk meg sejt-

szuszpenzió eredetű szója és mezofill levélprotoplasztok fú­

ziójából hibrid kallusz előállitásával.

A Petit provencal borsófajta I-es genotipusú növényeiből

izolált mezofill levélprotoplasztok és az SB-1 szója sejtszusz-

penzióból származó protoplasztok fúzióját követően a tenyésze­

tek in vivo fénymikroszkópos és citológiai vizsgálata egyaránt

megerősítette az eddigi irodalmi adatokat / Kao és mtsai, 1974;

Constabel és mtsai,1975;1976 /, osztódó hibridsejtek voltak

megfigyelhetők a fúziós tenyészetekben. Ellentétben azonban

Kao és mtsai / 1974 / illetve Constabel és mtsai / 1976 / meg­

figyeléseivel a fúziós tenyészetekben a heterofúziós termékek

mellett mindkét szülői partner képes volt osztódásra, sőt mind­

két szülői sejtpopuláció előbb kezdett osztódni, mint a hetero-
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fúziós termékek / 2. táblázat /. A fúziós tenyészetekből szár­

mazó borsó kalluszok morfológiai kapacitással is rendelkeztek,

hormonmentes Médium 1 agaros táptalajon gyökér organizációt

mutattak. A borsó levélprotoplasztok tenyésztésével foglalko­

zó irodalomból eddig hasonló eredmény nem ismeretes / Constabel

és mtsai>1973; Arnolds és mtsai>1976; Shi-rong Jia;1982 /.

A várakozással ellentétben a fúziós tenyészetekből a tenyész­

tés során csak borsó és szója kalluszokat kaptunk. Tekintve,

hogy a tenyészetben mind a szülői mind a fúziós termékek osz­

tódtak, a hibrid kallusz kialakulásának hiánya magyarázható

a szelekció hiányával és az alacsony fúziós gyakorisággal.

Ezeknek az okoknak a kiküszöbölése céljából alkalmaztunk a

további kisérletek során inaktivációs szelekciós módszereket.

A szója protoplasztokat jódacetamid kezeléssel inaktiváltuk

a fúzió előtt, amely az SH tartalmú enzimcsoportokat gátolva

a sejtek 100%-os inaktivációját biztosította a kontroll tenyé­

szetekben. A fúziót követően azonban azt tapasztaltam, hogy

a kontroll tenyészetekben letális jódacetamid kezelés a fúzi­

ós tenyészetekben nem biztosította a szója sejtek inaktiváciő-

ját. Ez a megfigyelés nem egyezik az eddigi irodalmi adatokkal
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/ Nehls,1978; Medgyesy és mtsai^WÖO; Lázár,I960 /. A jelenség

egyik lehetséges magyarázata lehet, hogy a jódacetamid keze­

lés különbözőképpen hatott az egyes szója protoplasztokra, és

a más-más módon gátolt protoplasztok homofúziója során komple-

mentációval helyreállhat az osztódási képesség. A jódacetamid

kezelés mindezek ellenére biztosította a heterokarionok ará­

nyának háromszorosára történt növekedését az osztódásra képes

populáción belül.

A borsó I levélprotoplasztokat röntgen kezeléssel inaktivál­

tuk a fúziót megelőzően / Dudits és mtsai,1980 /, A használt

kezelés teljes mértékben biztosította a borsó partner inakti-

vációját a fúziós tenyészetekben is. Ennek ellenére később a

borsó II genotípusé növényekből származó levélprotoplasztokat

alkalmaztuk fúziós partnerként, mivel ezek a levélprotoplasz-

tok inaktiváció nélkül is képtelenek voltak osztódásra mind

a kontroll^mind a fúziós tenyészetekben.

Az inaktivációs fúziós kísérletekből származó tenyészetekből

kaptunk kinövő kalluszt. A tenyészetek citológiai vizsgá-nem

latából kitűnt, hogy a fúzió során létrejönnek ugyan hetero­

karionok, de ezeknek a sejteknek 94%-a nem osztódott. Az osztó-
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dott héterőkar!onokban sok esetben nem volt eldönthető, hogy

nem egy osztódásra képtelen borsó magot hordozó osztódott szó­

ja sejtről van-e szó, amely nem teszi lehetővé hibrid kallusz

kialakulását a későbbi osztódások során sem, A mitotikus hete-

rokarionok jellegzetes morfológiát mutattak, 4-5-szörös méret-r

re duzzadtak és citoplazmájuk világossá vált a szója sejtek­

hez viszonyítva. Találtam azonban hasonló morfológiájú szója

sejteket is, igy ez az alaki változás feltehetően nem a hete-

rokarion állapot következménye. Hibridsejtek citokinézisen át­

ment formáját a tenyészetek vizsgálata során nem figyeltem meg.

Az inaktiváoiós fúziós kísérletek eredménytelenségét magyaráz­

hatja a jódacetamid káros hatása az alacsony fúziós gyakori­

ság miatt amúgyis kis számú heterokarionok életképességére.

Ezért ennek a lehetőségnek a kiküszöbölése érdekében az inak-

tivációval történő szelekció helyett inkább a heterofúziós ter­

mékek mikromanipulációval történő szelektálását alkalmaztam

a további fúziós kísérletek során.

Yamada és mtsai / 1980 / megfigyeléseivel megegyezően a fú­

ziós gyakoriság növekedését tapasztaltam a szója sejtszuszpen-

zió protoplaszt izolálás előtti hidegkezelésének eredményeként.
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A fúziós gyakoriság megnövelése előfeltétele volt a heterofú-

ziós termékek mikromanipulációval történő szelektálásának. A

hidegkezelés következtében létrejött 10-12%-os heterofúziós

gyakoriság elegendő heterofúziós terméket biztositott értékel­

hető kísérletek elvégzéséhez. A kiemelt nagy számú heterokari-

on a különböző tenyésztési módszerek mellett sem eredményez­

te hibrid kallusz kialakulását. A 3* táblázatban összegzett

kísérletek eredménytelensége a hibrid kallusz kialakulása szem­

pontjából a következőképpen magyarázható:

1. A kiemelt heterofúziós termékek egy bizonyos stádiumig

életképesek, de a kallusz szövet képződése gátolt.

2, A heterofúziós termék osztódása során a boi*só genetikai

anyaga eliminálódik, azaz a szója szegregál és a szója

túlnövi a hibrid szövetet.

3. Miután a vizuális szelekciónál lényeges markéi* a klox*o-

plasztisz jelenléte, nem zárható ki, hogy bizonyos szá­

zalékban heterofúziós termékként olyan szójákat emeltem

ki, amelyek klox*oplasztiszt vettek fel, tehát nem valódi

heterokarionok.

A szója borsó II protoplasztfúzióból származó tenyésze-
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tek citológiai vizsgálata során arra kerestem választ, hogy

mi történik a heterokarionok fejlődése során, s hogy találok-e

citológiai bizonyitékot a feltételezett inkompatibilitásra.

A vizsgálatokból kiderült, hogy a kialakult heterokarionok

többsége képes osztódásra, de az osztódások során a borsó mag

gyakran elkülönülve marad, nem jön létre hibrid mag. Ezekből

a heterokariönökből hibrid kallusz kialakulása nem várható

/ 3o. 31# 32# ábra /#

Azokban az esetekben, amikor a borsó maganyag egésze vagy ré­

sze integrálódik a szója magba, tehát kialakul a hibrid sejt­

mag, gyakori, hogy a szója sejtek további osztódása során sem

válik a borsó maganyag mitotikusan aktivvá. A megfigyelt osz­

tódott heterokarionokat értékelve azt tapasztaltam, hogy a szó­

ja sejtmag osztódása mindig megelőzi a borsó osztódását, A 39,

ábrán látható sejtcsoport is a heterokarionban található 1 vagy

2 szója sejtmag osztódásával indult, a borsó mitotikusan inak­

tiv maradt és elkülönült, A szója magok második osztódásakor

- feltehetően a szója magok hatásának következtében létrejött

PCC során - a borsó maganyag mitózis nélkül ketté vált és a

két utódsejt közül az egyiknek a magjába integrálódott is, A

sejtek további osztódása során az ilyen módon integrálódott
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és egyenlőtlenül eloszlott borsó kromatin is aktiválódhat mi­

totikusan. Ennek citológiai bizonyitéka a 40, ábra, amelyen

megfigyelhető, hogy a borsó maganyag ketté válása és integrá­

lódása az utódsejtek magjába a szója sejtmagok osztódását kö­

vetően történt meg. Az egyenlőtlenül eloszlott mitotikusan in­

aktiv borsó maganyag a további osztódás során aktiválódott,

kromoszómát képzett és résztvett az utódsejtek mitózisában.

Feltételezhető, hogy ez az az állapot, amikor a borsó tartó­

san képes integrálódni a szójába, amennyiben valamilyen sze­

lekciós nyomással megakadályozhatjuk a borsó kromoszómák eli­

minációját.

Ha a borsó maganyag a szója sejtek további osztódása során sem

válik mitotikusan aktivvá a hibridben,a tenyésztés során az

osztódó sejtekből eliminálódik, elvész. Az elimináció a cel-

luláris inkompatibilitás megnyilvánulásának tekinthető.

Az inkompatibilitás azoban sok esetben nem lép fel rögtön az

első osztódások során, mint ezt már más szerzők is leirták

/ Kao és mtsai,1974; Constabel és mtsai,1975; 1976/, Előfor-

dúl, hogy a borsó mag a szója magok osztódását követően mito­

tikusan aktiválódik, kromoszómát képez és résztvesz a szinkron

osztódásban és az utódsejtek magképzésében, A kromoszóma elosz-
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lás azonban mindig egyenlőtlen, A hibrid sejtek osztódása so­

rán a borsónak a szójához képest viszonylag lassú osztódása

és a borsó kromoszómák eliminációja miatt a mitotikusan aktiv

borsó maganyag is eliminálódik a hibridből, és citológiai mód­

szerekkel azonosítható hibrid kallusz nem alakul ki. Ebben

az esetben az elimináció oka feltehetően a szója és borsó ma­

gok sejtciklusának aszinkronitása, ami pedig az inkompatibili­

tás megnyilvánulásának tekinthető.

A kísérleti eredmények alapján megállapíthatjuk, hogy az SB-1

sejtszuszpenzió eredetű szója protoplasztok és a borsó Petit

provencal I-II genotipusú mezofill eredetű levélprotoplasztok

fúziójából szái-mazó heterokarionokban:

a. Van celluláris inkompatibilitás, melynek következtében

nem alakul ki a heterokarionokban szimmetrikus osztódás.

b. Ez az inkompatibilitási reakció nem olyan mértékű, hogy

megakadályozná a szülői magokból a kromoszóma képződést

és a közös szinkron osztódás kialakulását.

c. Az inkompatibilitás legnyilvánvalóbb citológiai bizonyi-

téka a borsó maganyag mitotikusan inaktiv vagy aktivizá­

lódott formában egyaxúnt tapasztalható eliminációja, a-

melynek valószínűleg elsődleges oka a szója és borsó sej-
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tek sejtciklusának aszinkronitása.

d. Az inkompatibilitás ellenére a borsó maganyag integrálód­

hat a szója genomba, osztódhat, tehát direkt szelekció­

val benntartható a hibridben, de valódi hibrid, amelyben

mindkét szülői maganyag 1:1 arányban van jelen feltehető­

en nem állítható elő.
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6, Összefoglalás

Dolgozatomban ismertettem az SB-1 szója sejtszuszpenzió

eredetű protoplasztok és borsó Petit provencal I-II genotipu-

sú mezofill levélprotoplasztok fúziójával végzett sejthibri­

dizációs kísérleteket, és a fúziós tenyészetek citológiai a-

nalizisét.

1. A szója és borsó I-II genotipusú levélprotoplasztok fú­

zióját követően kialakulnak hibridsejtek, amelyek osztó­

dásra képesek.

2. A fúziós tenyészetekből szelekciós módszerek alkalmazá­

sával sem sikerült hibrid kalluszt létrehozni.

3. A fúziós tenyészetek citológiai vizsgálata alapján meg­

állapítottuk, hogy a létrejött heterokarionokban az osz­

tódások során fellép olyan inkompatibilitási reakció, a-

mely a borsó maganyag fokozatos eliminációját okozza.

4. Az inkompatibilitás azonban nem akadályozza a borsó mag-^

anyag integrálódását a szójába, a hibrid sejt osztódását,

tehát direkt szelekcióval a borsó maganyag benntartható

lenne a hibridben, de olyan valódi hibrid, amelyben mind­

két szülői genom 1:1 arányban van jelen, valószinüleg nem

állítható elő.
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