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1. Bevezetés

A Fold élelmezési probiéméinak megoldasdra legkézenfekvSbb
lehetlség a mezbgazdasdg intenziv fejlesztése. Tekintettel a kor-
latozott terﬁletfglhasznélési lehet8ségekre a cél a lehetd leg-
kisebb teriileten a lehetd legnagyobb élelmiszertermelés. A mezd-
gazdasagi terméteriiletek d4llandé csdkkenése miatt olyan hibrid-
novényeket kell elédllitani, melyeknek termSképessége és alkal-~
mazkoddképessége maximdlis.

A novénynemesitdk munkdjat évszdzadok Sta meghatdrozta az
a tény, hogy ivaros uton csak bizonyos fajokat lehet keresztez-
ni, ami a genetikai variabilitds keresztezéses mddszerrel tor-
ténd novelésének lehetdségét fajon beliili illetve roken fajok
kozotti kombindcidkra korldtozta. A keresztezési problémak meg-
keriilésére mdr az 1900-as évek elejétdl folytak prébdlikozdsok,
amelyek az inkompatibilitdsi okok miatt egyébként sikertelen
genetikai kombindcidkban néhdny esetben lehetdvé tették élet-
képes novények felnevelését.

A magasabbrendii novényekre a 70-es évek elején kidolgozott
protoplaszt fuzids technika nemcsak a novényi szomatikus sejt-
genetikai kutatdsok szdmdra nyujtott Uj perspektivat, de egyben
igéretes mddszernek bizonyult nemrokon fajok szomatikus hibrid-

jeinek elfallitdsdra is. A sejtfal enzimatikus emésztésével bar-



mely novényi sejtbél izoldlhatdék protoplasztok, amelyek kontrol-
141t koriilmények kozott egymdssal barmilyen kombindcidban fiizio-
ndltathatdk. A fuziondlt sejtekbdl novények regenerdlhatdk, s
igy faj- és nemzetséghibridek egyardnt elddllithatdk. A szoma-
tikus hibridizdcid segitségével létrehozhatd barmely fizids ter-
mék életképességét ma még nem, vagy csak részben ismert fizioléd-
giai, biokémiai, genetikai folyamatok korldtozzdk. Tlyen jelen-—
ség a szomatikus sejthibridizdcidé sorén megfigyelhetd celluld-
ris inkompatibilitas. "

Dolgozatom a celluldris inkompatibilitds citoldgiai vizsgdlatd-
val foglalkozik,.

Munkdam célja kettls volt:

1. A sejthibridizacié soran megfigyelhetd citoldgiai jelensé-
gek vizsgadlatdval kozelebb kivantunk jutni az inkcmpatibi-~
litds mechanizmusdnak megértéséhez illetve annak lekiizdé-
séhez.

2. Munkdm sordn egy olyan sejthibridkombindcidt allitottam
eld, amelynek mindkét "sziiléi" partnere a gyakorlati fe-
hérjenovény nemesitési kutatdsok szamdra alapvetd fontos-
sagu. Igy munkdm egyben egy olyan hibridizdcids munka kez-

deti 1épéseit is magdban foglalja, melynek végsé célja o-



lyan, esetleg gyakorlati haszonnal is biré hibridnovény
eléallitdsa, mely a természetben nem fordul els, és ha-

gyomdnyos hibridizdcids mddszerekkel nem is allithatd eld.

Munkamat az iregszemcsei Takarmanytermesztési Kutaté In-
tézetben Dr Kurnik Erndé akadémikus, az intézet igazgatdjdnak
vezetésével, illetve az MTA SZBK Genetikai Intézetében Dr Du-
dits Dénes kandiddtus, tud. fémunkatdrs irdnyitdsdaval végez-
tem.

Koszonom Dr Al1foldi Lajos akadémikusnak, az SZBK fdigazgato-
jénak, hogy lehetdvé tette munkdm elvégzését.

Koszonom munkatdrsaimnak, elslsorban Dr Hadlaczky Gyula kan-
didatus, tud. fomunkatarsnak és Dr ILazidr Gabor tud. munkatdrs-

nak aktiv segitségét €s tandcsait, mellyel munkdmat segitették.



2. Irodalmi dttekintés

2.1, Szomatikus hibrid szelekcid novényi protoplasztok fuzidja
utan
A novényi protoplasztok fuzidjat kovetSen kiilonbozd gya-
korisdggal jonnek 1létre heterokarionok a kevert populdcidén be-
liil, A heterofuzids gyakorisdg dltaldban 10% vagy kevesebb, bar
k6zoltek mar magasabb 20-30%-os gyakorisdgot is / Kao és mtsai,
1974/. A heterokarionok egy része a tenyésztés soran hibridsej-
teket hozhat létre. A sikeres szomatikus sejthibridizdcidé egyik
lényeges lépése ezeknek a hibridsejteknek a kiszelektdldsa a
nagyszami nem fuziondlt protoplaszt populdcidbdl.
A novényi szomatikus sejthibridizdcids kisérletek soran a kii-
16nb6z6 szelekcids médszerek széles skdldjat alkalmaztdk.

a. Természetes kiilonbségeken alapuld szelekcids rendszerek

Az elsb sikeres hibridszelekcidt Carlson és mtsai / 1972/
végezték Nicotiana glauca és Nicotiana langsdorfii levél mezo-
fill protoplasztok fuzidjat kovetden. A szexudlis hibridnovény
tumoros jellegének ismeretében hormonmentes médiumon szelektdl-
tak a paraszexudlis sejthibridekre. A szomatikus hibridek a szexu-
alishoz hasonldan képesek voltak exogén auxin és citokinin hi-
danydban is ndéni, ellentétben a sziiléi sejtekkel. A kindétt kal-

luszok mind hibridnek bizonyultak, és beldlitkk az Osszes vizs-



galt karakterre nézve a szexudlis hibriddel teljesen megegye-
z6 fertilis hibridndvények voltak felnevelhetdk. A sok vitat
kivaltott kisérletet csak 4 évvel késdbb sikeriilt megismételni
/ Smith és mtsai, 1976/, de a szelektdlt paraszexudlis hibri-
dek kromoszdma szama a szexudlis hibridénél magasabb volt,
56-64 kozt varidlt. A médszer hatrdnya, hogy a szelekcidhoz
sziikséges a szexudlis hibrid ismerete, igy olyan szomatikus
sejthibridek szelektdlasdara, amelyek ivaros uton nem hozhatdk
létre, nem alkalmas. A szomatikus sejthibridizdlds elsddleges
célja pedig,ilyen hibridek eldallitédsa.

A szildi partnerek actinomycin D-vel szemben mutatott el-
téré érzékenysége, és a tenyésztésre haszndlt médiumon a nove-
kedési képességeiben megnyilvanuld kiilonbségek szolgdltak ala-
pul a Petunia hybrida x Petunia parodii paraszexudlis hibrid-
jeinek szelekcidjdban / Power és mtsai,l1976/. A szelekcids
rendszert a késébb elddllitott szexudlis hibrid in vitro koril-
mények kozt mutatott novekedési igényeinek ismeretében, a mé-
dium hormonosszetételének megvaltoztatdsaval sikerlilt tokéle-
tesiteni / Power és mtsai,1977/.

b. Vizudlis markerek alapjdn t6rténdé hibridszelekcid

Sokkal gyakoribb a recessziv albino mutdcidk komplementa-



ciéjan alapuld szelekcié., Ez a médszer azonban sejtszinten nem
alkalmazhatdé, a zoldiilésre csak kallusz vagy novényszinten le-
het szelektdlni. Misik hdtrdnya, hogy szelekcidés nyomds nem
mindig alkalmazhatd, ennek ellenére sok esetben alkalmaztdk e-
redményesen.

A klorofill deficiens mutdcidk komplementdcidjdn alapuld
hibridszelekcid elsl sikeres megvaldsitdsa Melchers és Labib
/1974/ nevéhez fiizédik. A klorofill deficiens sziilék fényér-
zékenysége alapjén 4-5 hetes kalluszok 3-6000 luxon vald te-
nyésztésével szelektdltak a szomatikus hibridekre. A médszer
nemcsak Nicotiana tabacum intraspecifikus kombindcidban, de
Nicotiana tabacum x Nicotiana sylvestris interspecifikus
/ Melchers,1977/ kombindcié esetén is hatékonynak bizonyult.

A Datura innoxia intraspecifikus hibrideket ugyancsak a kloro-
£ill deficiens mutansok komplementdcidja alapjén szelektdltdk
/ Schieder,1977/. Osztédé, klorofill deficiens és nem o0szt6dé
illetve kalluszképzésre képtelen vad tipusu protoplasztok fu-
zidjat kovetlenya zold fenotipusra torténé szelekcid alapjan
izoldltak a Nicétiana tabacum x Nicotiana glauca / Evans és
mtsai, 1980/ illetve Datura innoxia x Datura stramonium / Schie-

der, 1978/ kombindcidban szomatikus hibrideket.



A levélszint érintd mutdnsok kozott nukledris és plasztom
muténsok egyarant eldfordulnak. Gleba és mtsai / 1975/ erre ala-
pozva dolgoztak ki szelekcids rendszert Nicotiana tabacum két
kiilonbozé védltozatdt haszndlva sziildi partnerként. Ebben a
rendszerben azok a citoplazma hibridek is azonosithatdk, ame-
lyekbdl az egyik mag elimindldédott.

Az elsé nem Solanaceae csalddba tartozé interspecifikus
/ Daucus carota x Daucus capillifolius / és intergenerikus /Da-
ucus carota x Aegopodium podagraria, Daucus carota x Petroseli-
um hortense / hibridnovényeket is az albino komplementdcié alap-
jén szelektaltdk Dudits és mtsai / 1977, 1978, 1979/.

c. Metabolikus mutansok alkalmazdsan alapuld szelekcids rend-

szerek

A médszer alkalmazdsdnak feltétele, hogy szelektdlhatd
markerekkel rendelkezd mutdns sejtvonalaink legyenek. Sajnos
ma még kevés biokémiailag €s genetikailag is jellemzett mutans
sejtvonal 411 rendelkezésiinkre magasabbrendi virdgos ndvények-
ben,

Glimelius és mtsai / 1978/ nitratreduktdz kofaktoraban
/ cnx-68/ és apoenzimében /nia-63/ deficiens Nicotiana tabacum

mutdnsok sejthibridizdcidjibdl egyediili nitrogénforrdsként csak
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N03—ot tartalmazé médiumon szelektdltak sejthibrideket. A ki-

sérlet bizonyitotta a NR deficiencia recessziv karakterét, va-
lamint azt, hogy a mutdcidk kiilonbdzl lékuszokban lokalizalha-
t k.

Marton és mtsai /1982/ ugyancsak NR deficiens mutdnsok komple-
mentdcidja alapjan szelektdltak szomatikus hibrideket Nicotia-
na plumbaginifoliabdl.

White és mtsai /1979/ 5-metiltriptofdn / 5-MT/ és S-2-ami-
noetilcisztein /AEC/ rezisztens Nicotiana tabacum sejtvonalak
fuzidjédbdl kettbs rezisztens szomatikus hibrideket szelektdl-
tak, mivel az amindsav analdg rezisztens jellegek domindns mar—
kerként viselkedtek. Ugyancsak az 5-MT és AEC rezisztencia mar-
kerek domindns expresszidja alapjan szelektdltak szomatikus
sejthibrideket Daucus carota intraspecifikus fuzids rendszer-
ben / Harms,l982/.

d. Szelekcié fizikai mddszerekkel

A mddszer csak kiilonbozd morfoldgidaju protoplasztok fuzi-
6jébbl szarmazd heterofuzids termékek kivdlogatdsdra alkalmas.
Leggyakrabban levélprotoplaszt és sejtszuszpenzidbdl szdrmazd
protoplaszt fUuzidjabdl szdrmazd fuzids termékek szelektdldsdra

alkalmazzak. A fuzidés termékek fénymikroszkdppal felismerhetdk

®

és mikromanipuldtorral vagy mikropipettdval kiemelhetdk, majd
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a szelektalt sejtek egyedileg tenyészthetdk / Kaoy1977; Gleba
és mtsai,l978; Menczel és mtsai,1978; Praznovszky és mtsai,l981;
Hein és mtsaiy1983/. A médszer eldénye, hogy dltaldnosan alkal-
mazhatd.

Ha az alkalmazott fizids partnerek morfoldgiailag nem kii-
lonboznek, nem toxikus fluoreszcensz festékek alkalmazasaval
biztosithatjuk a fuzids termékek azonositdsdnak feltételeit.
Galbraith és Mauch /1980/ kiilonboz8 Nicotiana fajok levélpro-
toplasztok fuzidjabél szdrmazd fuzids termékeket kiilonitettek
el a partnerek kiilonbozd szini fluoreszcensz festése alapjan.
Fluoreszcensz mikroszképpal a kevert festddésii fuzids termékek
konnyen felismerhetdk és mikromanipuldcidval illetve elektro-
nikus sejtosztdlyozdéval /Bonner és mtsai,l972/ kivdlogathatdk.

Harms és Potrykus /1978/ a sziiléi protoplasztok Uszé den-
zitdsdban meglévd kiilonbséget haszndltdk fel a heterofizids
termékek szelektdldsdra. [zo-ozmotikus siiriiség-grddiensen tor-
ténd centrifugdldssal a kiilonbozdképpen ililepedd sziildi proto-
plasztok egymastdl €s a heterokarion;ktél viszonylag jé haté-
konysdggal elvdlaszthatdk voltak.

e. Szelekcid irreverzibilisen hatd anyagcsere gatldk alkalma-

zasaval
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Altaldnosan alkalmazhatdé médszer az eldszor az emlds gene-
tikdbol ismert / Wrightel978/ irreverzibilisen haté biokémiai
inhibitorok haszndlatédn alapuldé szelekcids rendszer. Mizid e-
16tt kiilonbzd hatdhelyii enzim inhibitorokkal kezelve a sziildi
protoplasztokat, benniik az inhibitortdl fiiggden kiilonbozd meta-
bolikus enzimek irreverzibilisen inaktivdldédnak. Vérhatdan csak
azok a heterokarionok néhetnek ki a fuzidt kovetden, amelyek-
ben létrejott a gatolt enzimek komplementdcidéja. A leggyakrab-
ban alkalmazott irreverzibilisen haté metabolikus inhibitorok
a jodacetamid és a jodacetdt / Ldzdryl980; Medgyessy és mtsai, 1980/,
melyek azonos mdédon hatnak, az enzimek SH csoportjat alkilal-
va idézik eld a metabolikus enzimek irreverzibilis inaktivé-
cidjat / Dixon és Webby1979/.

Nehls 1978-ban Solanum nigrum és Petunia hybrida levél-
protoplasztok fuzidja eldtt dietilkarbondt letdlis ddzisdval
kezelte a Solanum protoplasztokat, jdédacetattal a Petunidkat.

A fUzid utédn szelektalt 3 protoplasztbdl kettd volt képes osz-
tdéddsra, és ezek koziil egynek a citoldgiai analizisét végez-
ték el. A vizsgdlat alapjdn a kindtt koldénia heterokarion e-
redetii volt. Valdsziniibb azonban, hogy ebben az esetben cito-

plazmds komplementdcidé tortént.
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2.2, Inkompatibilitds a novényi szomatikus hibridekben

A novények korldtlan szexudlis keresztezhet8ségének aka-
ddlya a megtermékenyités soran illetve azt kovetlden fellépd
inkompatibilitds, A TO-es években kifejlesztett novényi szo-
matikus sejthibridizdcidé médszere alkalmasnak ldtszott a fenti
probléma megkerilésére. Az eddigi kisérletek azonban, melyek
szomatikus sejthibridek eldédllitdsdra iranyultak, azt bizonyi-
tottdk, hogy a szomatikus hibridizdcidé soran is felléphetnek
inkompatibilitdsi jelenségek / Power és mtsai,1975; Kao, 1977;
Dudits és mtsaiy1979; Gleba és Hoffmann,1978/.

Az ivaros keresztezés sordn,a prezigdta és a postzigdta
allapot néhany formaja sordan fellépd inkompatibilitdsi reakci-
6k a specializdlt szovetek és sejtek interakcidjdnak eredményei.
A zigdta €és gyakran a postzigdta szinten megnyilvénulé inkom-
patibilitdshoz nagyon hasonldé a szomatikus sejtek fuzidjakor
kialakult helyzet. A szomatikus sejthibridizdcidé sordn kiilon-
b6z6 eredetii novényi protoplasztokat fuziondltatunk egymdssal.
A fUzidés eseményt inkompatibilitdsi reakcid nem akaddlyozza.
Gyakorlatilag bdrmely novény protoplasztjai fuziondltathatdk,
s6t novényi protoplaszt és dllati sejt fuzidja sem gdtolt /Du-

dits és mtsai,l976; Hadlaczky és mtsai,l1980/.Ennek oka valéd-~
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szinlileg az, hogy a fuzid inkdabb fizikai, mint fizioldgiai e-
semény. Ugyanakkor elképzelhetS, hogy a fuzid folyamata akti-
valhat egy inkompatibilitdsi szisztémat.

Az inkompatibilitdsi reakcidét vdrhatdan inkdbb a kialakulk
heterokarionban az idegen citoplazmdk és genomok interakcidja
valtja ki. A novényi protoplasztok fuzidés termékei, a hetero-
karionok a kiilonb5z8 sejtmagfestdédés alapjan felismerhetdk /
Constabel és mtsai,1975; Dudits és mtsai,1976; Kao,1977/. A
heterokarionokban a citoplazmdk keveredése a fuzié utédni JSrdk-
ban kezdédik / Fowke és mtsai, 1975/ és 10-24 éraval késébb tel-
jessé vdlhat / Gosch és Reinert,1978/. A nem tokéletes cito-
plazma keveredés eldsegithet egy késébbi szegregdcids eseményt.

Constabel és mtsai / 1980/ demonstraltak, hogy a proto-
plaszt fuzidé utédn a fuziondlt sejtekben a sejtek vakuolumai
is fuziondlhatnak, és ez olyan szemcsés anyagok kicsapédasap
eredményezheti a citoplazmdban, amely csokkenti a fuzids ter-
mékek életképességét, és a celluldris inkompatibilitdsi mecha-
nizmus megnyilvénuldsdnak tekinthetd. A fuizid okozhatja a va-
kuolumok membrdnjdnak dezintegrialdddsat , amely kiilonbozd ka-
tabolikus enzimek, fenolok vagy mds inhibitorok kiszabadula-
sdhoz vezethet, ezdltal inaktivdlva a metabolikus funkcidkat,

és csokkentve a heterokarionok életképességét, esetleg sejt——-_
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halalt okozva / Harmsyin press /.

A heterokarionokban a citoplazma keveredést kovetden bi-
zonyos esetekben létre johet az interfdazisos magok premitoti-
kus fuzidja / Constabel és mtsai,1975; Dudits és mtsai,l976a;
Kao,1977/. Sokkal gyakoribb eset azonban, hogy a sziildi sejt-
magok szinkron mitdézis sordn kozos metafdzist alkotva fuzio-
nalnak. Az ilyen kozos osztdéddsok azt mutatjdk, hogy valddi
hibrid sejtek létrejohetnek intergenerikus kombindcidk esetén
is / Kao,1977; Constabel és mtsai,1976; Gleba és mtsai, 1978/.
Ezek a valédi hibridek azt mutatjdk, hogy a tenyésztési koriil-
mények altal szabdlyozott dedifferencidlt sejtszinten a szo-
matikus hibridizdcidé lehetdsége nem fiigg szilkkségszeriien a fu-
zi6s partnerek filogenetikai tavolsagatdl. Dudits €s mtsai,l1980-
ban Daucus carota protoplasztokat fuziondltak kiilonbozé Umbel-
liferae csaldadhoz tartozd novények levélprotoplasztjaival, va-
lamint Pisum sativum és Secale cereale protoplasztokkal. A fu-
zids termékek minden kombindcidban osztddtak. EbbSl a szerzlk
az elObb leirtakhoz hasonldan arra kovetkeztettek, hogy a ko-
rai osztdddsok sordn, tekintet nélkiil a filogenetikai téavol-
sdgokra inkompatibilitds nem figyelhetd meg. Ugyanakkor hibrid

kalluszokat csak Daucus carota x Aegopodium podagraria és Da-
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ucus carota x Petroselium hortense kombindcidk esetében sike-
riilt szelektalni / Dudits és mtsai, 1979, 1980 /. A sikertelen
hibridizdcids kisérletekben a kalluszképzés hidnya valdszinii-
leg a partnerek kozott fellépd inkompatibilitds kovetkezménye.

Ahhoz, hogy a hibrid sejtben "stabil" kariotipus alakul-
jon ki, valdsziniileg sziikks€ég van a hibrid sejten beliil a szi-
16i magok sejtciklusdnak szinkronizdcidjdra. A sejtciklus meg-
zavardsa ugyanis elkeriilhetetleniil a mitdzis zavardahoz, egyen-
1l6tlen kromoszdma eloszldshoz és kromoszdma elimindcidhoz ve-
zet. A szinkron sejtciklus kialakuldsdnak teljes hidnya fel-
tehetden a flUzids partnerek kozdtt sejtszinten fellépd inkom-
patibilitdsi reakcidé eredménye.

A szinkron sejtciklus kialakuldsdt kovetden is felléphet
inkompatibilitds a tovdbbi osztddasok soran. Az osztddé hib-
ridsejtek citoldgiai vizsgdlata bepillantdst nyujthat a hib-
rid sejtben kialakuld koordindcié folyamatdba.

Intergenerikus fuzidés termékekben megfigyelhetd, hogy sok
esetben a kialakult koz0s metafdzisban az azonos eredeti kro-
moszémdk egy csoportban, Usszeragadva maradnak, nem egyenls
a kiilonbozé sziiléb8l szdrmazdé kromoszdmdk eloszldsa / Kao és

mtsai,1974/. Ez a szitudcid szintén feltehetden az inkompati-
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bilitds egyik megnyilvdnuldsdnak tekinthetd. A késébbi osztd-
dasok soran ugyanis az egyenldtlen kromoszdéma eloszlds kromo-
széma szegregdcibhoz,és a hibrid kéllusz kialakuldsdnak hia-
nyahoz vezet.

Széja és Nicotiana glauca szomatikus hibrid sejtvonal ci-
toldgiai analizise / Kao,1977/ a Nicotiana kromoszdémdk fokoza-
tos elimindcidjdt mutatta. A Nicotiana kromoszdémdk gyakran 0sz-
szeragadtak, gyliriit, hidakat képeztek, tobbszoros befilizédést
mutattak, fragmentdlddtak és az osztdddsok sordn elvesztek.

Az izoenzim vizsgdlatok megerdsitették, hogy a kromoszdéma vesz-
tés egyiranyu és random / Wettery1977/. A kromoszdémék morfold-
giai vdltozdsdnak oka nem ismert, de ugy tiinik, hogy kapcso-
latban 811 a celluldris inkompatibilitdssal, és a kromoszdma
elimindcidé itt is az aszinkron mitézis kovetkezménye / Kao,
1977/. Amikor " back " fuziét végeztek Nicotiana protoplasz-
tokkal, sokkal stabilabb kromoszdéma konstitucid jott létre a
széja x Nicotiana glauca szomatikus hibrid sejtekben / Wetter
és Kao0,1980/. Gleba és Hoffmann /1978/ Arabidopsis thaliana x
Brassica campestris szomatikus hibrid sejtekben szintén meg-
figyelték a kromoszdémdk szdmbeli és morfoldgiai vdltozdsat, de

ebben az esetben a kromoszdéma elimindcid sokkal lassabban ko-
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vetkezett be,€és nem volt kizdrdlagosan egyirdnyu folyamat. A
hibrid sejtek még 7 hénappal a fuzidé utdn is hordoztak mind-
két sziil6bll szdrmazd marker kromoszdémdkat. A fuzidbdl szdr-
mazé egyik hibrid vonal nagy mértékii kromoszdéma elimindcié és
kromoszoma Atrendezddés utdan morfogenezisre volt képes, és
valtozatos morfoldgidju hibrid hajtdsokat produkdlt / Hoff-
mann és Adachi, 1981/, Dudits és mntsai /1979/ Daucus carota
és rontgen kezeléssel inaktivalt Aegopodium podagraria fizid-
jabdl szdrmazd hibrid novényekben nem taldltak Aegopodium kro-
moszomat, de a novény hordozta az Aegopodium néhdny tulajdon-
sédgat. Ebben az esetben azonhan nem tisztdzott, hogy ez a ka-
riotipus a hibridsejt osztdddsa sordn bekovetkezett kromoszd-
ma vesztés kovetkezménye~e, vagy a fuzid sordn létre jott in-
tergenerikus géntranszfer eredménye.

Ha a heterokarionokban az osztéddsok sordn kromoszoma
vesztéssel egy stabil kariotipus ailakul ki, akkor létre johet
hibrid sejtvonal.

A hibrid kalluszbdél hibrid novény kialakuldsdhoz sziiksé-
ges a differencidlddds folyamatdnak zavartalansdga, koordi-
nadltsdga. A differencidldédds folyamata lehet egy Ujabb lénye-

ges megnyilvanuldsi lehetdsége a celluldris inkompatibilitds
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nak a szomatikus hibridekben., Dudits és mtsai /1980a/ Daucus
carota x Petroselium hortense fuzidjat kdvetlen azt talaltdk,
hogy a morfogenikus indukcid utén drasztikusan megnétt az in-
dukdlt kalluszok letalitdsa, mikozben a nem indukdlt hibridek
novekedése mint differencidlatlan szovet, zavartalan volt. A
szerzbk ebbll arra kiovetkeztettek, hogy a differencidcid sordn
valésziniileg egy korabban inaktiv szomatikus inkompatibilitds
nyilvdnult meg.

Ha sikeriil a szomatikus sejthibridizdcid eredményeképpen
hibrid novényt létrehozni, a novénynek €s utddainak vizsgdlata
érdekes megfigyelésekkel szolgdlhat. A szomatikus sejthibridi-
zdcidval eldallitott intergenerikus hibridek példaul sem kario-
tipus szerint, sem fenotipusosan nem voltak " normdlisak " / Du-
dits és mtsai,l1979;1980/.

A Solanum tuberosum x Iycopersicon esculentum / Melchers
és mtsai,1978/ szomatikus sejthibridizacidval eldéallitott hib-
rid novény intermedier volt, mindkét sziilére jellemzd morfold-
gidt mutatott, és steril virdgokat hozott. A hibrid novény a
citoldgiai vizsgdlatok szerint aneuploid volt. Feltételezték,
hogy a virdgok sterilitédsa az inkompatibilitdsi mechanizmus

megnyilvdnuldsdnak kovetkezménye. A novény illékony kom-
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ponenseinek gazkromatogriafids vizsgdlata szerint / Ninnemann
és Jiittner,1981/ azonban a két genom a vizsgdlt tulajdonsidg-
ra nézve sikeresen miikodik egyiitt a mdsodlagos metabolizmus
szintjén. A sterilitds oka,tehdt feltételezhetlen az aneuplo-
idia lehet.

Az eddigi szomatikus sgjthibridizéciés kisérletek ered-
ményeként sikeriilt mds intergenerikus kombindcidébdl is / Krum-
biegel és mtsai,l1979; Gleba és mtsai,1979/ olyan hibrid nové-
nyeket elddllitani, amelyek szexudlis keresztezéssel nem hoz-
hatdk létre. Ennek ellenére megfigyelhetd, hogy a szomatikus
sejthibridizdcidval létre hozhaté hibridndvény kialakuldsénak
valdsziniisége korreldl az alkalmazott sziildi partnerek filo-
genetikai tavolsdgaval.

Tovabbi kisérletek sziikségesek annak vizsgdlatdra, hogy
filogenetikailag nem rokon fajok fuzids termékeikben miért nem
képesek egylittmiikodésre és osztdddsra. A szomatikus inkompati-
bilitds a szomatikus hibridsejt szintjén a fuzids partnerek-
t61 fiiggd kiilonbsz8 mechanizmusokat haszndlva nyilvdnul meg.

A szomatikus inkompatibilitds lehet egy tisztdan passziv folya-
mat, amelyben az egyik fuzids partner fejlidése a mdsik part-

ner aktiv hatdsa nélkiil gdtolt vagy késleltetett a fuzids ter-
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mékben. Fnnek oka lehet egyszerii fizikai probléma, nem toké-
letes citoplazma keveredés €s citoplazma gradiens kialakuld-
sa, vagy a sejtfolyamatok koordindlatlansaga. A szomatikus
sejtinkompafibilités masodik tipusa lehet az egyik partner di-
rekt aktivitdsdnak eredménye a mdsik fuzids partnerrel szemben.
Ehhez sziikséges egy inkompatibilis fuzids partner jelenléte,
amely kiolddként szolgdl egy visszautasitd vdlasz kialakula-
sédhoz a mdsik partnerben. A szomatikus sejt inkompatibilitds
harmadik tipusa a fuzids partnerek kdlcsonos aktiv interakci-
6ja amely két kiilonbozd inkompatibilitdsi vdlasz eredménye-
képpen valésulhat meg a hibrid sejtben.

A szomatikus inkompatibilitds mechanizmusdnak vizsgalatdra
legmegfeleldbbek a mechanikailag izoldlt vagy szelektdlt egye-
dileg tenyésztett fuzids termékek lennének, de ezeknek a ter-—
mékeknek a vizsgdlata szdmos felmeriilt technikai probléma / a
fuzidés termékek szelektdldsa illetve izoldldsa, egyedi sejtek
tenyésztése, a sziildi magok differencidlt festése / megoldé-~

sat feltételezi.

DIZS

= d4



3. Anyagok és mddszerek

a. Sejtvonalak és médiumok

A széja / Glycine max L. Merr. / SB-1 sejtvonal a Prai-
rie Regional Laboratory / Saskatoon, Kanada /-bdl szdrmazik.

A szdja sejteket Médium 1 tenyészoldatban / Kao és mtsai, 1974/
neveltilk rdzatott szuszpenzids kultirdkban 25°%-on, 41landé
1700 lux fényintenzitds mellett. A tenyészeteket 2-3 naponként
passzaltuk.

A kisérletek sordn a borsd / Pisum sativum L. / egyik faj-
tdjdnak / Petit provencal / két kiilonboz8 genotipusat / I, II/
haszndltuk. A borsdé magokat 70%-os alkohollal majd O.l%-os hi-
ganykloriddal kezelve sterileztiik. Az igy nyert magokat steri-
len csirdztattuk B5 / Gamborg €s Eveleigh,1968/ tdptalaj hor-
monmentes valtozatdban. A borsé novényeket 2500—on, 1700 lux
fényintenzitds mellett termosztdt szobdban neveltiik.

b. Protoplaszt izoldlds

A szdja protoplasztok izoldlasat 24 draval a sejtek friss
médiumba tortént atoltdsa utdn kezdtilk meg. A szdja sejtszusz-
penzidét 3:1 ardnyban kevertilkk sejtfalbontdé enzimkeverékkel.
Minden esetben az aldbbi Osszetételii enzimkeveréket haszndl-

tuk : 2% Onozuka celluldz R-10, 0.5% drizeldz / Kyowa Hakko



Kogyo Co., Tokyo, Japan/, 0.5% hemicelluldz / Rhom and Haas/,
1% pectindz / Fluka/, 0.35 M szorbitol, 0.35 M mannitol, 3 mM

0,

2~ /N-morfolino/etdnszulfonsav/ /MES/ /Sigma/, 6 mM CaCl,)XZH2

Oo'/ mM Na}l PO(;XH 0, p1{:5.6o

2 2

A sejtfal leemésztése 25OC~on, 20 érds inkubdcidval tortént
50 fordulat/perc dllanddé rdzatds mellett.

A borsé protoplasztokat sterilen csiraztatott 10 napos
novénykék leveléb8l izoldltuk. A leveleket az alsd epidermisz
lenytzédsa utdn a mdr leirt enzimkeverék és Médium 1 tapoldat
1:1 ardnyd keverékébe tettiik, majd 5 Séran &t inkubaltuk.

c. Protoplaszt fuzid

A frissen izoldlt szdéja és borsd protoplasztokat steril
44 nu-os rozsdamentes acélszlirdn atsziirtiikk, majd centrifuga-
csovekbe tettilk €és 3 percig 1000 fordulat/perc / Janetzki
K-23-as centrifuga/ centrifugdldssal az enzimbll kililepitet-
tilkk. Bzutdn a protoplasztokat P 0.4 G oldatban / 0.4 M gliikdz,

0.7 mM KH2P04, 3.5 mM CaClz, pH: 5.6/ / Kao és Michayluk,1974/,

reszuszpendaltuk, majd Ujra lecentrifugdltuk. A protoplaszto-

kat lO5

protoplaszt/ ml koncentridcidéban P 0.4 G oldattal hi-
gitottuk, majd a szdja €s borsé protoplasztokat 1l:1 ardnyban

kevertiik, és a keverékbd8l 1 ml-eket 6 cm atmérdji plasztik
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petri csészékbe cseppentettiink. 10 perc iilepités utdn csészén-
ként 1 ml polietilénglikol / PEG/ oldatot adtunk cseppenként
a protoplasztokhoz, a PEG oldat Osszetétele : 50% 4000 mole-
kulasulyd PEG / Polysciences, Warrington/, 10 mM CaClz, 0.7 mM
KH2P04, pH:5.6. 20 perc kezelés utdn a letapadt protoplasztok-
rél a f6los mennyiségii PEG-et eltavolitottuk,és kimosé oldat-
tal / 100 mM glicin oldat pH:10.5 1:1 ardnyban keverve 0.7 M

gliikkéz, 100 mM CaCl, és 10% DMSO oldatdval/ 5 percig inkubdl-

2
tuk. Ezutdn a tenyészetet utdémosé oldattal / 0.37 M gliikéz,

1.3 mM CaCl,, pH:6/ elarasztottuk és 10 percig inkubdltuk.

2
A mosdst még kétszer megismételtiik, egyszer az utdmosdval és
egyszer a tenyésztd taptalajjal. Végiil a protoplasztokat vagy
Kao-féle Médium A protoplaszt tenyésztd oldatban / Kao, 1977/,
vagy C,VII / Kao és Michayluk, 1974/ tdptalajban tenyésztettiik
fuzid utdn. A tenyészetekhez két hét utdn 3 1lépésben 10 nap
alatt fokozatosan Médium 1 tdpoldatot adtunk, majd 4 hét utdn
agarral szildrditott / 0.8%/ Médium 1 téptalajra szélesztettiik.
Kontrollként minden kisérletben sziiléi protoplasztok PEG kezelt
illetve kezeletlen tenyészetét €s 1l:1 aranyban kevert borsé és

sz6ja protoplasztok tenyészetét alkalmaztuk.

A heterofuzids gyakorisdgot 1000 szdja protoplasztra vonatkoz-
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tatva adtuk meg. A szliléi sejtek osztddasi gyakorisagat 1000,
a heterofuzids termékek osztdddsi gyakorisagdt 20-40 sejt ér—
tékelésével hatdroztuk meg. A tenyészetek in vivo fénymikrosz-
képos vizsgadlatakor Wild M 40 tipusu mikroszkdpot haszndltunk.
Osztddottnak tekintettiik azokat a sejteket, amelyekben az 1j
sejtfal az Un. sejtlemez / phragmoplast/ lathatd volt.

d. A fuzids partnerek inaktivdaldsa

A borsé I genotipusbdl szdrmazé mezofill levélprotoplasz-
tok inaktivaldsa BX-150 /TRAKIS/ rontgen késziilékkel tortént.
Az enzimoldatban 1évé protoplasztokat 10 ml térfogatban 6 cm
atmérdju plasztik petri csészébe tettikk,€s 9000 rad dézissal
kezeltiik.A kezelési id8 20 perc volt az alkalmazott O.5mm Al
sziiré, 15 cm targy tdvolsdg, 5 mA és 150 KW mellett 470 rad/perc
teljesitménnyel.

A széja protoplasztok inaktivdldsa jédacetamiddal tortént
az izoldlt protoplasztok enzimoldatbdl vald kimosdsa utén. A ke~
zelést 25°C-on végeztik 2 mM jédacetamid tartalmi P 0.4 G mo-
s6 oldattal. 20 perc inaktivaldas utdn a protoplasztokat 3-szor
mostuk P 0.4 G oldattal. A kezelt tenyészetekben az osztdéddsi
gyakoriségot 5000 sejt értékelésével dllapitottuk meg.

e. A heterofizids termékek elkiilonitése mikromanipuldcidval




A mikroszkodppal azonositott heteroplazmds sejtek kieme-
léséhez Amplival mikroszképpal Gsszeépitett Micromanipulateur
de Fonbrune Réf., 141 tipusi mikromanipuldtort haszndltam / 1.

abra/.
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1. dbra. A fUuzids termékek kiemelésére hasznilt késziilék.

A kiemelést sterilfiilkében / Gelaire laminar air flow, Gelman/
végeztem,
Az iz0ldlt sejtek tenyésztésére kiilonbozd mddszereket alkal-
maztunk :

1. Cuprak petri csésze / Coster 3268/ vadjataiban, a kondici-

onalt tdptalaj egy cseppjében egyedileg tenyésztettiik a hete~



rofuzids termékeket / Kao, 1977 /.

2. 8/32 tipusi dializdldé hiivelybdl / Serva / kialakitott
kamrdcskdban tenyésztettilkk a kiemelt sejteket. A hdrtydn ke-
resztiil érintkeztek a sejtek az eredeti tenyészettel.

3. Szdéja sejteket tartalmazdé 0.5%-0s agaros protoplaszt tdp-
talajra helyezett iivegkarikdban tenyésztettilk a heteroplazméds
sejteket. A szdja sejteket dajka tenyészetként haszndltuk a
kiemelt sejtek tenyésztése soran.

4o 5 p-o0s nylon haloébdl képzett kamrdt a fuzids tenyészet-
be helyeztiink, majd ebben tenyésztettilkk a heterofizids sejte-
ket.

A protoplaszt tenyészeteket 25°C~0n, szort fényben inku-
baltuk.

f. Hidegkezelés

A szdja sejtszuszpenzidt kozvetleniil a protoplaszt izold-
last megeldzlen hidegkezeltilk / Yamada és mtsai,1980/. A hi-
degkezelés 4OC—on, 10 dran at tortént, allandd rdzatdas mellett.

g. Citoldgial vizsgdlatok

A citoldégiai analizis eldtt a sejteket 0,05%-0s kolchi-
cinnel kezeltilk 2-4 dran at, majd etilalkohol-ecetsav 3:1 ard-

nyi keverékével / Baker,1969 / 20 percig fixdltuk. 1 N HCl-val
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60°C-on tortént 10-16 perces hidrolizis utan a sejteket Schiff-
féle aldehid reagenssel / Sarkdny és Szalai, 1966/ festettem
kb. 1 6érén adt. A prepardtum készités elétt a gyokereket és a
kalluszokat enzim oldattal / 2% pektindz, 2% celluldz/ emész-
tettem 0,5-1 drdn 4t. A sejteket 45%os ecetsavban feddlemez
alatt a targylemezen szétnyomtam, majd folyékony nitrogénnel
lefagyasztottam / Conger é&s Fairchild,l953/. A fedélemez le-
pattintdsa utan a prepardatumot szdritottam, majd 2%-os Giemsa
oldattal / 2% Giemsa / Biogal /, 1/15 M -os Sorensen-féle 6.8-
as pH-ju foszfat pufferben/ Ujra festettem. A fest8dés mérté-
két folyamatosan ellendriztem mikroszképon keresztiil. Kelld
intenzitdst festédés elérésekor a prepardtumot desztillalt
vizzel leoblitettem és megszaritottam. A szdraz, festett le-
mezeket xilolba martottam, tiszta feddlemezre kanadabalzsa-
mot vagy DePeX-et /Serva/ cseppentettem és ezzel a preparatu-
mot lefedtem. Az igy &llanddsitott preparatumok szinvdltozas
és szennyezddés nélkiil tdrolhatdk.

A citoldgiai vizsgalatok Zeiss NU-2 tipusu kutatd mik-
roszkdppal torténtek. A fotdk ORWO NP 15 és Agfachrome szines
negativanyagra, a papirképek Forte Bromofert fotopapirra ké-

sziiltek.
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4. Eredmények

4,1. A fOzids partnerek citoldgiai vizsgdlata

A protoplaszt fuzidébdél szdrmazd heterofuzids termékek
vizsgdlatdhoz nélkiilozhetetlen a sziildi partnerek eldzetes
citoldgiai vizsgdlata.

A borsd partner citoldgiai vizsgdlatat 2 napig csirdzta-
tott magok gyokércsucsdabdl késziilt dorzspreparatumok alapjén
végeztikk, A kolchicinnel kezelt gyokércsicsban a kromoszémék
megrovidiiltek, és metafdzisban a mdsodlagos befiizddések egyér-
telmiien nem ismerhetdék fel, ezért a vizsgalatokat elvégeztiik
proféazisos és prometafdzisos / 2.A dbra/ kromoszdmdkon is.

A borsd diploid kromoszdma szama 2n=14 / 2.B dbra/. A kromo-
sz6mdk atlagos hosszusdga a kolchicin kezelt metafdzisos sej-
tekben 8-10 u kozott valtozik.

A kariotipus grafikus dbrdzoldsdval / 3. dbra/ wagy a ho-
moldg kromoszdimapdroknak a karok aranya / rovid és hosszu kar
mért hosszanak hdnyadosa / vagy a relativ hosszusdg alapjén
torténé sorbadllitdsdval elkészithetld az idiogram, amely jdl
szemlélteti az adott kromoszdémaszerelvény morfolégiai sajatos-
sagait.

Alaki sajatossdgaik alapjdn a 7 homoldg part az aldbbiak

szerint csoportosithatjuk:
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T. Metacentrikus - 1 kromoszdémapar
i Szubmetacentrikus - 4 kromoszdmapar
ITI. Szatellites - 2 kromoszdmapar

Ay .

2. dbra A: a borsd prometafdzisos kromoszdmai,

B: a borsd metafdzisos kromoszdémdi osztddé gydkérmerisz-—

témabol.

1" 2 5 12 4 6

3. dbra. A 2,B dbrdan bemutatott borsd metafdzis idiogramja.
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A sejtszuszpenzidbdl szarmazd szdja protoplasztokban a
kromoszdémak szdma 50-100 kozt vAltozik. A kromoszdémdk kis mé-
rete / 1-2 u / miatt / 4. dbra/ részletes kariotipus analizist
nem tudtam végezni, erre azonban nem is volt szilkkség, ugyanis
a sziiléi kromoszdémdk kozt olyan nagy a morfoldgiai eltérés ,

hogy egy hibridben biztosan elkiilonithetdk.

4., abra. Metafdzisos szdja protoplaszt SB-1 sejtszuszpenzidbdl

4.2, Borsé és szdéja protoplasztok fuzidja

A fUzid eldtt szikkségesnek lattuk a protoplasztok tenyésé—
tési kiriilményeinek optimalizdldsat.
Miutédn az irodalombél ismert és a laborban haszndlt protoplaszt-
taptalajok koziil egyikben sem sikeriilt a borsé mezofill sejtek-
bél szdrmazd protoplasztok osztdéddsdt megfigyelni, ezért a te-
nyésztési korilmények optimalizdldsardl csak a szdja protoplasz-

tok esetében beszélhetiink.
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Megdllapitottuk, hogy a Kao A és a C2VII protoplaszttap-
talajokban a szdja protoplasztok egyformdn jél osztdédnak. A
legnagyobb osztdddsi gyakorisagot 35.1%-ot, lO5 protoplaszt/

ml denzitdsndl kaptuk / 1. tablazat /.

t . ;
o 3 4 5 5 6

146 5x10°pp/ml]l 10 pp/ml] 10 pp/ml|5x10” pp/ml| 10 pp/ml
nap

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

1. tablazat. A szdja protoplasztok osztdéddsi gyakorisaga

a protoplaszt denzitds filiggvényében.

A protoplasztok tenyésztése szempontjdbdl lényegesnek bi-
zonyult a tdptalajok hormon / 2,4-D / koncentrdcidja. Vizsga-
lataink szerint a szdja protoplasztok legmagasabb osztdédasi
gyakorisdga 0.11 mg/l 2,4-D koncentrdcidéndl érhetd el [/ 5. dbra/,
A gorbe jél szemlélteti a magasabb 2,4-D hormon koncentrdcid
sejtosztédds gatld hatdasat.

A protoplasztok €s a fuzids termékek tenyésztéséhez a fen-
tiek alapjdan a szdja protoplasztokra optimalizdlt tdptalajokat
és tenyésztési korilményeket haszndltuk.

A fUzidhoz a levélprotoplasztokat / 6.A dbra / és a szé-
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5. dbra. A 2,4-D hatdsa az SB-1 széja protoplasztok osztddédsdra.

ja protoplasztokat / 6.B dbra / 1:1 ardnyban Ugy kevertiik ossze,
hogy a végsd protoplaszt denzitds lO5 protoplaszt/ml volt. A
PEG kezelés-hatdsdra / ldsd 3. fejezet / a protoplasztok agg-
lutindldédnak, a membranok Gsszetapadnak / 7. ébra /, majd vég-
bemegy a protoplasztok fazidja és a citoplazmdk keveredése / 8.
dbra /. A fuzids termékek azonositdsdra jol felhaszndlhatd a
borsd kloropiasztiszok €és a szdja szintelen amiloplasztjainak
jelenléte a kO6z0s citoplazmdban / 8, abra /. Az in vivo fény-

mikroszkdpos vizsgdlatok alapjan a haszndlt kisérleti koriil-
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mények kozott az dtlagos heterofuzids gyakorisdg 2-5% K6zt

volt.

6.B &dbra. Szdja sejttenyészetbl8l szdrmazdé protoplasztok.
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7., ébra. Polietilén gliikol dltal eldéidézett Gsszetapaddsa a szdja

és borsé protoplasztoknak.

8. dbra. Fiziondlt protoplaszt.
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A protoplaszt fizids kisérletek kontrolljaként az aldbbi te-
nyészeteket haszndltuk:

1,107

protoplaszt/ml denzitdsi borsé I levélprotoplaszt te-
nyészet.

Sejtfalregeneraciot és sejtosztdddst nem tapasztaltunk.
A protoplasztok deformdldédtak majd elpusztultak.

5 protoplaszt/mldenzitdsu PEG kezelt borsd I levélpro-

2e, L0
toplaszt tenyészet.
A PEG kezelt.protoplasztok a fentiekhez hasonldan visel-
kedtek azzal a kiilonbséggel, hogy a protoplasztok tobb-
sége mar a PEG kezelés sordn szétpukkadt. Sejtfalregene-
raciét és sejtosztdddast itt sem tapasztaltunk.

5

3. 107 protoplaszt/ml denzitdsu szdéja protoplaszt tenyészet.

24 6ra miulva o0sztdédé sejtek figyelhetlk meg / 11% /.

4. 10°

protoplaszt/ml denzitdsi PEG kezelt szdéja protoplaszt
tenyészet.

A szdja protoplasztok a PEG kezeléssel szemben ellendlldb-
nak bizonyultak, mint a borsd protoplasztok. A protoplasz-
tok tobbsége / fuziondlt és nem fuziondlt / ép maradt

és 24 o6rdval a PEG kezelés utdn a sejtek osztdddsa meg-

Tigyelhets volt.
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Me 105 protoplaszt/ml denzitdsi borsd I és széja protoplasz-
tok 1:1 ardnyu keveréke.

Spontdn fuzidt nem taldltam, és csak a széja sejtek osz-

téddasa volt megfigyelhetd.

A borsdé-szdja protoplasztok fuziondltatdsdt kovetlen 24 ora
milva mar megfigyelhetd a szdja protoplasztok sejtfal regene-
racidja és a sejtek osztdddsa.

Meghatdrozott tenyésztési idé elteltével / 3,4,5,6 nap / meg-
dllapitottam az osztéddsi gyakorisdgot mind a fuziondltatott,
mind a kontroll tenyészetekben / 2, tdbldzat /. Az osztdddsi
gyakorisdgokat 8 fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagdban
adtam meg. Megdllapithaté, hogy a PEG kezelt borsd I-szdja
tenyészetekben mind a sziildi sejtek, mind a fuzids termékek
osztéddsa végbemegy / 9. dbra /. Kiilonbség figyelhetd meg a-
zonban a kiilonboz8 sejtek esetében az osztddds meginduldsanak
idejében €s az osztéddsi gyakorisdgokban.

A széja sejtek osztéddsa mdr 24 Sra miltédn megfigyelhetd,
mig a borsé I sejtek csak a 4., a heterofuzids termékek pedig
az 5. napon kezdenek osztddni. 6 napos tenyésztés utdn a szé-
ja sejtek osztdddsi gyakorisdga eléri a 79.2%-ot, a borsd sej-

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



tenyész-| szdja PEG borsd PEG kevert PEG kezelt
tés ide- PPe kezelt PD. kezelt e . i : ;
: 2 / : . |szdéja + borsé széja + borsd
je széja |tenyész.] borsd
napokban |tenyé- Pp- ?p. Pp. tenyészet pp. tenyészet
tenyé- tenyész.
szet 7 e s 2 R
szet borsd szlja borso szoja ({fuzids
termék
Se 32.1% 30.1% 0o 0% 0. 0% 0.0% 29.1% 0. 0% 24¢3% 0. 0%
4. 50. 2% 48.6% 0, 0% 0. 0% 0.0% 49, 0% T¢3% 48,3% 0. 0%
Ce 82.,1%. 79.9% 0. 0% Ce 0% 0.0% 81,.2% 21.9% 79.2% 33.3%

2. tdblazat. A szdéja €s borsdé I levélprotoplasztok fizids tenyészeteiben és a kontroll
tenyészetekben a sziildi sejtek és a heteroflzids termékek osztdddsi gyzko-

risédga a tenyésztés soréan.

"8{"
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9., dbra. Tobbszdrdsen osztddott heterofuzidés sejt.

A tenyészetek in vivo fénymikroszkdépos kiértékelésén tul
elvégeztilk a 6 napos PEG kezelt tenyészetek citoldgiai vizs-
gdlatdt is. A széja és borsé kromoszémidk morfoldgiai kiildnb-
sége alapjén sikeriilt szinkron o0sztédé heterofizids terméket
taldlnom / 10, dbra / a tenyészetek dtvizsgdldsa sordn, amely
a hibrid kallusz el8d4llitdsdnak lehetlségét valdsziniisitette.

Ezt kbvetSen a szdja és borsé I levélprotoplasztok fgzié~

jabdl szdrmazdé tenyészeteket 4 hét tenyésztés utdn Médium 1

agaros tdaptalajra szélesztettilkk, és a kapott kalluszokbdl el-
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10, dbra. Szinkron osztdédd fuzids termék.

végeztiikk azoknak a kompakt, z6ld kalluszoknak a citoldgiai
vizsgdlatdt, amelyek megjelenésiikben eltértek a jellegzetes
laza szerkezetii széja kallusz morfoldégiatdl. A citoldgiai vizs-
gdlatok sordn a kalluszok egy kis hdnyada szdéjanak / 11. ébra /,
tobbsége pedig borsénak / 12, &bra / bizonyult. A szdéja kallu-
szok a sejtszuszpenzidbdl szdrmazd sejtekhez hasonléan magas
ploidszintii sejtekbdl élltak,'és a kromoszdéma szdm a "klondlis
eredetii" kalluszon beliil is varidlt.

A borsdnak bizonyult kalluszok kromoszdéma szadma is a kallusz-
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11, dbra. Szdja kalluszbdél szarmazd osztddd sejt.

12. dbra. Borsd kalluszbdl szarmazd metafdazisos sejt.
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tenyészetekre jellemzd nagy kromoszdma szdm variabilitast mu-
tatott / 14-69 /. A normdlis diploid kromoszdéma szdmi sejtek

mellett / 13. dbra / poliploid sejtek is nagy szamban megta-

1ldlhatdk / 14. &bra /.

13 14

13. &abra. Borsé kalluszbdl szarmazdé diploid sejt.

14. &bra. Borsd kalluszbdl széarmazd poliploid sejt.
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Tartds tenyésztés soran a borsd kalluszok tébbsége hormonmen-
tes Médium 1 agaros tdptalajon gyokér organizdcidét mutatott.

A leirt kisérleti koriilmények kozott a szdja és borséd I
levélprotoplasztok fuzidjdbdél hibrid kalluszt 14 fUzids kisér-

letben egy alkalommal sem tudtunk izoldlni.

4.,3. Pizids kisérletek inaktivalt fuzids partnerekkel

Az eldézbleg leirt kisérleti koriilmények kozott a fuzidt
kovetden mindkét fuzids partner képes volt osztdddsra és kal-
lusz képzésre. Annak a ténynek, hogy a fuzidbdél nem kaptunk
hibrid kalluszt egyik lehetséges magyardzata, hogy a sziildi
sejtekbll szdrmazd kalluszok a tenyésztés soran tulnovik a he-
terofizids termékeket. E lehetdség kizdrdsdra megkiséreltem
a fuzids partnerek osztdéddsdt meggdtolni a s=ziiléi protoplasz-
tok fuzid elStti inaktivacidjaval.
Kettds inaktivécid, vagyis a két fuzids partner eltérd mdédon
torténd inaktivdcidja utdn idedlis esetben csak a fuzionalt
protoplasztokban mehet végbe a komplementdcid, azaz csak a
heterofuzids termékek €lhetnek tul.

A borsé I genotipusu levélprotoplasztok esetében megprd-

bdlkoztam a sejtmagok rontgen sugdrzdssal torténd inaktivala-
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saval. A borsé I levélprotoplasztokat az izoldlds utén 9000
rad rontgen ddzissal kezeltem, amely a kontroll kisérletekben
letdlisnak bizonyult. A kezelés a sejtmag DNS-ének fragmenté-
1édédsat okozza, a sejtek osztdéddsra képtelenné vdlnak.

A besugdrzdsi kisérletekkel péarhuzamosan megprébaltam olyan
borsd genotipust taldlni, melynek protoplasztjai az altalam
haszndlt flzids korilmények kGzott osztddasra képtelenek. En-
nek eredményeképpen a Petit provencal fajtan beliill taldltam
olyan genotipus vdltozatot, amely a fenti kovetelménynek ele-
get tett. A tovdbbiakban borsé II-nek nevezett genotipus val-
tozat levélprotoplasztjai a fuziét kvetSen is osztéddsra kép-
telennek bizonyultak. Ritkén homofizidébdél szdrmazdé tobbmagvi
borsé protoplasztokban a sejtmagok osztéddsa megfigyelhetd

volt, melyet azonban citokinézis nem kovetett / 15. dbra /.

15. abra. Citokinézis nélkiil osztddott borsé protoplaszt.
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A protoplasztok tobbségében azonban a sejtmagok néhdny nap
tenyésztés utdan degraddldédtak / 16. dbra /, és a protoplasztok

elpusztultak.

16, &bra. Borsé protoplaszt degraddlddott sejtmaggal.

A szdja protoplasztok fuzidé eldétti inaktivdldsdra az iro-
dalombdél ismert jodacetamid kezelést hasznaltam. A jédacetamid
az SH csoportokkal rendelkezd enzimek irreverzibilis gatldsd-
val fejti ki inaktivdld hatdsdt. Meghatdroztam azt a legala-
csonyabb jdédacetamid koncentrdcidt, amely 100%-os osztodds
gatldst képes eldidézni. 1 mM jdédacetamid koncentrdcidéndl kii-
16nb6z8 kezelési idSk mellett csak viszonylag hosszi / 40 per-
ces / jédacetamid kezelés idézett eld teljes osztdédds gatlast

/ 17. ébra /. 2 mM jédacetamid koncentrdcié alkalmazasdval



15 perc kezelési idé is elegenddnek bizonyult a szdja proto-

plasztok osztdddsdnak teljes gdtldsdhoz / 17. dbra /.

%
100% o kontroll
904 /
801t °
70¢
60t
50¢
o 10 perc
401- /
30+ / /0 20 perc
20¢ / /
10¢ : : o 30 perc
Ot — 0 40 perc
4 v nap
1 2 3 4 5 6 j
@
%
100t o kontroll

501t
40

0 5 perc
30
20 lO perc
104 / /
04 oég‘"‘"'o o 15 perc

> nNap

I & L4 % 6 T oa

17. &bra. a: 1 mM jdédacetamid,
b: 2 mM joédacetamid kezelés hatdsa a szdja protoplasztok

osztdddsi gyakorisdgdara.



ap L

A Tentiek alapjén a fuzid elétt a szdja protoplasztokat
2500—0n végzett 2 mM-os jddacetamiddal tortént 15 perces ke-
zeléssel inaktivdltuk. A fuzids kisérletek sordn az inaktivalt
széja protoplasztokat vagy rontgen kezeléssel inaktivalt bor-
sé I levélprotoplasztokkal, vagy osztdddsra képtelen borsd II
levélprotoplasztokkal fuziondltattuk. Az inaktivacids kezelé-
sek a fuzids gyakorisdgot nem befolydsoltdk, és a heterofuzids
gyakorisdg az eldbbi kisérletekhez hasonldéan 2-5% kozott moz-
gott.

A 6 napos fluzids tenyészetek citoldgiai vizsgdlatat el-
végezve azt taldltam, hogy az inaktivdlt protoplasztok fuzi-
6jabdl szdrmazdé tenyészetekben osztddd sejtek figyelhetdk meg.
4 kisérlet dtlagdban azt kaptuk, hogy az osztddd sejtek 90%-a
széja / 18, abra /, 10%-a szinkron osztédé heterokarion / 19.
abra / volt. A tenyészetekben 6 nap tenyésztés utan a kiilon-
boz8 morfoldgiailag €p sejtek eldforduldsi gyakorisdgat a ko-

vetkezd tablazat szemlélteti / 3. tdbldzat /:

nem oszté+ nem osz- Josztddott | osztddott mitotikuslmitotikus
do todo széja he;zzﬁka- széja hetézoka—
szdja het.kar, i
16.5% 16.1% 62.3% 0.55% 4,33% 0.37%

3, tdbldzat. Az inaktivdlt fuzids tenyészetekben eldforduld

morfoldgiailag ép sejtek gyakorisdaga.




18, dbra. Jédacetamid kezelt osztddé szdja sejt.

19, ébra. Inaktivdlt protoplasztok fuzidjabdél szdrmazdé szinkron
osztédé fuzids termék.
A tenyészetekben morfoldgiailag €p borsd sejtet nem talaltam,
Az egyszeri osztdddson dtment heterokarionokban a borséd mag
minden esetben szeparalva volt /20, dbra/, és a sejt szdja mor-
foldgidt mutatott. Az esetek 2/3-dban csak az egyik utddsejt
tartalmazott borsd magot. A mitotikus heterokarion mérete
4-5-sz8rose volt az dtlagos sejtméretnek, és valdsziniileg nem

szintetizdlt sejtfalat, ezért a mitotikus heterokarionok kony-

vy
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20, dbra. Osztddott heterokarion szepardldédott borsd maggal.

21. ébra. Szétpukkadt mitotikus heterokarion inaktivalt fuzids
tenyészetbdl.,

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

karionokban a sziil8i kromoszdmdk egylitt maradtak / 22. dbra /.

Annak ellenére, hogy 15 perc 2mli~os jddacetamid kezelést kovetden

a szdja kontrollban osztdédd sejtet nem taldltam, a fuzids kisér-

letekben a szdja sejtek viszonylag magas osztéddsi gyakorisdgat

figyeltem meg. A jédacetamid kezelési idét 20 percre emelve azon-

ban a fuzid utdn osztddd sejtet, sem heterokariont, sem sziildit

nem kaptam. 2 mM jédacetamid koncentrdcidé és 15 perc mellett az
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22. abra. Szétpukkadt mitotikus heterokarion kromoszdmdi.

inaktivalt fuzids partnerekkel végzett fuzids kisérletekbll
kapott tenyészeteket agarra szélesztve 1 hdénapos tenyésztés
utdn sem kaptunk kinové kalluszt. Ugyanezt tapasztaltam azok-
ban a kisérletekben is amikor borsé II levélprotoplasztokat

haszndltam az inaktivdlt szdja fuzids partnereként.

4,4, A fuzids gyakorisdg novelése hideg kezeléssel és a fuzids
termékek szelektdldsa mikromanipuldcidval
Miutdn az inaktivdldsos fuzids kisérletek sem vezettek
eredményre a hibrid kallusz el8dllitdsa szempontjédbdl, egy
az eldz8ekt81l eltérd kisérleti rendszerrel prébalkoztam meg.

Egyrészt hidegkezeléssel megnoveltem a fuzids gyakorisagot,
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mésrészt a heterofizids termékeket mechanikai Uton kivalogat-
tam, elkeriilve ezzel az inaktivaldst, és ezzel az inaktivdci-
Ohoz hasznalt jdédacetamid esetleges karos hatdsdt a heterofi-~
zids termékek életképességére.

A fUzids gyakorisdg megnovelését a szdja sejtszuszpenzi-
onak kozvetleniil a protoplaszt izoldlds eldotti hidegkezelésé-
vel értem el. A 10 éran 4t 4 C-on tartott sejtszuszpenzidbdl
izoldlt szbéja protoplasztokkal végre hajtott fuzid soran a fu-
zids gyakorisdg 10-12%-ra nétt, mig a nem kezelt protoplasz-
tokkal végzett fuzid tovdbbra is csak 2-5%-ot eredményezett.
A hidegkezelés a szdja protoplasztok életképességét és oszto-
ddsi gyakorisagat a kontroll tenyészetek szerint nem befolya-~
solta. A hidegkezelt sejtszuszpenzidbdl szdrmazd szdja proto-
plasztok és a borsé II levélprotoplasztok fuzidéjabdl szdrma-
z6 heterofizids termékeket a 3. fejezetben bemutatott készii-
lékkel szelektdltam. A heteroftizidés termékek a kloroplaszti-
szok illetve az amiloplasztiszok egylittes jelenléte alapjdn
in vivo a tenyésztés 7. napjdig viszonylag jdél megklilonboztet-
het8k. A tenyészetek kb. a tenyésztés 4-6 napjdig optimdlisak
a heterofizids termékek kiemelése szempontjébdl. Ezt megels-
z8en a heteroplazmds sejtek még tul érzékenyek a mechanikai

hatasokra, a 6. nap utan pedig mar nehezebben kiilonboztethe-
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ték meg a sziilli sejtektdl.
A sterilen kiemelt heteroplazmds sejtek tenyésztésére 4
kiilonbozd médszert alkalmaztam :

a. A kiemelt heteroplazmds sejteket egyenként Cuprak petri
csésze tenyésztd védjataiba tettem, és a tenyészetbll szar-
mazé kondiciondlt tdptalaj cseppben egyenként prdébdltam
nevelni a sejteket.

b, Tobb kiemelt heteroplazmas sejtet tettem a plasztik petri
csészébe ragasztott féligdteresztd hartyabdl kialakitott
tenyésztd kamrdba. A kiemelt sejtek a hartyan keresztil
érintkeztek az eredeti tenyészettel.

c. A kiemelt sejteket lagy agarba agyazott ilivegkarikdaba tet-
tem, Az agarban 1év38 széja sejtek dajka tenyészetként szol-
tak a tenyésztés soran.

d. A heteroplazmis sejteket nylon hdlébdl képzett bulcsdbe
helyeztem, a kiemelt sejtek a hdaldé pérusain keresztiil
érintkezhettek az eredeti tenyészettel.

A kisérletek eredményeit a 4. tdbldzat Usszegzi.
Az a. médszer szerint tortént tenyésztéskor a kiemelt sejtek
a tenyésztés sordn végig jol vizsgdlhatdk fénymikroszkdippal

in vivo. A sejtek a tenyésztés folyamdn vakuolizalddtak, to-
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vabbi osztddds, citokinézis nem tortént, és 3 esetet kivéve

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

hdrom kindtt koldnia citoldgiailag egyértelmiien szojdnak bi-

zonyult.
tenyésztés |kisérletek | kiemelt kindtt kindtt
ke Ay sejtek kalluszok kalluszok
J szdma szdma jellege
A 13 201 3 szdja
be 5 67 4 széja
04 5! 41 (0] -
d. 24 405 18 szbja

4, tédblazat. A mikromanipuldtorral kiemelt sejtek tenyésztésének
eredményei.

A b, és c. tenyésztési méd sem bizonyult hasznalhatdénak a he-

terofuziés termékek felnevelésére, és a médszer bonyolulisi-

ga miatt 8 kisérlet elvégzése utdn a d. médszert részesitettem

elényben. A nylon hdléban torténé tenyésztés minden szempont-

b6l kielégitdének ldtszott, hiszen a heterofizids termékek a

kiemelés ellenére tovabbra is ugyanabban a tenyészetben ndhet-

tek. A médszer hdtrénya, hogy ebben az esetben a kiemelt sej-
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tek fénymikroszkdopos megfigyelése a tenyésztés soran a kamran
beliil lehetetlen volt. A kisérletek nagy szdma ellenére ezzel
a médszerrel sem sikeriilt az izoldlt heterofizids termékekbdl
hibrid kalluszt kapni. A kinltt kalluszok ebben az esetben is
mindig széjdnak bizonyultak.

A mikromanipuldcidéval szelektdlt heterofuzids termékek cito-
légiai vizsgdlatdt kiilonboz6 technikai nehézségek miatt nem
végezhettem el. Ezek az okok a kovetkezdk voltak: 1. a kisér-
letenként mikromanipuldcidval Osszegyiijthetd ép heterofizids
termékek alacsony szdma / kisérietenként 15-25 sejt/ 2. jelen-
leg nem a1l rendelkezésiinkre olyan mikrocitoldgiail mdédszer,
amely 1 vagy 2 sejt megbizhatd citoldgiai analizisét / fixa-
1lds, differencidlt magfestés / lehetdvé tenné, ezért miutdn
elsGdleges célunk hibrid kallusz izoldldsa volt, valamennyi
mikromanipuldcidéval szelektdlt heterofizids terméket tovabb-

tenyésztésre hasznaltunk fel.

4,5. Az inkompatibilitds citoldgiai vizsgdlata a fuzids tenyé-
szetekben
Niutdn a szdja-borsdé szomatikus sejthibridizdcids kisér-

letekbd8: hibrid kalluszt eldallitani nem sikeriilt, ennek eset-
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leges citoldgiai okdnak, illetve a feltételezett celluldris
inkompatibilitds citoldgiai vizsgalattal kimutathatdé megnyil-
vanuldsdnak vizsgdlata céljabdl részletes citoldgiai analizist
végeztem é fizids tenyészetekben. A vizsgdlat kvalitativ jel-
legii volt, minden tapasztélt jelenséget megprébdltam bemutat-
ni és értelmezni.

A kombindlt Peulgen-Giemsa festéssel a borsé / 23. dbra /
és a szdja / 24. dbra / sejtmagok egyértelmien megkiilonboztet-

heték voltak a fuziondlt sejtekben is.

23. dbra. Interfdzisos borsé protoplaszt.

24. dbra. Interfdzisos szdja sejt.



A borsd sejtek magja erdsen festddd kompakt struktirdt muta-
tott és esetenként megfigyelhetd volt a kloroplasztiszok fes-
tédése is. A lazdbb szerkezetii, jellegzetesen szemcsézett szd-
ja sejtmagok pedig lényegesen vildgosabb festddést mutattak.

A széja €és borsd sejtmagok méretbeli és festidésbeli kiilonb-
sége alapjén a heterokarionok egyértelmiien azonosithatdk vol-

tak / 2he abra /0

O W
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25. dbra. Szdja-borsd heterokarion.

A citoldgiai vizsgdlatokat el8szdr az inaktivdldsos fu-
zids tenyészetekben végeztiik el. 6 napos tenyésztés utdn a
nagyrészt elpusztult populdcidban csak kis szdami ép sejtet fi-
gyeltiink meg. Az ép sejtek 82%-a szdja volt, amelyek morfold-
gidja dltaldban nem tért el a kezeletlen szdja sejtekétdél / 26.

dbra /. ElS8fordult azonban dérids méretil egyszeri oszldddson &t-
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ment széja sejt is / 27. dbra /.

26, abra. Jédacetamid kezelt széja sejtek.

27. dbra. Jddacetamid kezelt, drids méretii szdja sejt.

Az abrédk joél szemléltetik a tenyészet dllapotdt is, amelyre
Jellemzé az elpusztult sejtek igen nagy tomege. Az ép és vizs-
gélhatd gejtek 17%-a bizonyult heterokarionnak, de ezeknek a
sejteknek csak 5.3%-a volt képes osztdddsra. A mitotikus he-
terokarionok Orids méretii sejtek voltak, amelyek a preparalds
soran gyakran szétpukkadtak / 28. dbra /. A k0z0s mitdzisban

a borsé kromoszdémdk egyiitt maradva elkiiloniiltek a szdja kro-
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moszémaktdl. Ez a késdbbi osztdddsok sordn a borsd kromoszi-
mak elimindcidjdhoz vezethetne. A tenyészetek vizsgdlata so-
rén azonban csak olyan osztddott heterokarionokat taldltunk,
amelyek a tobbszori osztddds ellenére is egy kozos citoplaz-
maban tartalmaztdk a magokat, citokinézis lathatdéan nem volt

/ 29. &bra /; Szabdlyosan osztddott, citokinézisen atment he-

terokariont nem talaltam.

28. dbra. Inaktivdcids fUzidbdl szdrmazd mitotikus heterokarion.

29, &dbra. Citokinézis nélkiil osztddott heterokarion.

A nem inaktivélt borsé I1 és szdja protoplasztok fizid-

jdbdl szdrmazd tenyészetek citoldgiai vizsgdlatdt is 6 napos
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tenyészeteket hasznalva végeztem, Az in vivo fénymikroszkdpos
vizsgdlatok szerint ugyanis a fuzids termékek csak a tenyész-
tés 4.-5. napjdtdél kezdenek el osztédni, iddsebb tenyészetek-
ben pedig méar lehetetlen a kiilonboz8 eredeti koldnidk elkiilo-
nitése.

A f4zid kovetkeztében kialakult szdja-borsé heterokario-
nok tovabbi fejlddése a tenyésztés sordn kiilonbozdképpen me-
het végbe., A 30, &brédn lathatd heterokarion példaul egydlta-
14an nem fejlddott, a két sziiléi mag teljesen inaktiv maradt,

6 nappal a fuzid utdn is. A borsd protoplasztbdl szarmazé plaz-
ma részben j6l lathatdk a megfestett kloroplasztiszok, és lat-
hatéan nem keveredett a kétféle sziildi citoplazma a fuzidt ko-

vetden.

30, &bra. Szdéja-borsd heterokarion.
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Ha a létrejott heterokarion osztdddasnak indul, ellszor
mindig a nagy mitotikus aktivitdsu szdja mag osztdddsa figyel-

heté meg, a borsdé sejtmag inaktiv marad / 31. &bra /.

31. dbra. Szdja mitdzis a heterokarionban.

Az 0szt6dé heterokarion fejlddése kiilonbozlképpen mehet
végbe:

1. A heterokarionban csak a széja sejtmag osztddik. Az utdd-
sejtek kozil az egyikben megtaldlhatd az elkiiloniilt, nem osz-
t4dd borsd mag / 32. dbra /. A heterofizids termék elsé osz-
tdddsdnak eredménye egy "szegregdns" szdja sejt és egy hete-
rokarion.

2. Az inaktiv borsé mag teljes egészében az egyik utddsejt
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magjdba integrdlddik, a mdsik utddsejt magja szdéja / 33. dbra /.
Az integrdldédds ellenére kinnyen felismerhetdk a sziiléi magok
a differencidlt fest8dés alapjédn. Az erdsen festddd borsé mag

jelenléte jol kimutathatdé a laza szerkezetii, vildgosan festd-

dé szdja maganyagban.

32. dbra. Osztddott heterokarion elkiiloniilt borsd maggal.

33. dbra. A borsé maganyag integrdlddott a szdja magba.
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3. A mitotikusan inaktiv borsdé magnak csak egy része integ-
raldédik az egyik utdédsejt magjdba, a borsé maganyag tobbi ré-

sze elkiiloniilve marad / 34. abra /.

7y

34, dbra. A borsd maganyag egy része integrdlddott az utddsejt

magjdba.

4. A mitotikusan inaktiv borsé maganyag még a 01tokinéz;s
elétt mindkét utddsejt magjéba integrdlddik / 35. dbra /. A
képen lathatdé esetben még é citoplazmdk keveredése sem toké-
letes, ezt mutatja a festddott kloroplasztiszok szeparaldda-

sa az egyik sejtrészben.

5. A nem o0sztddé borsé mag anyaga mindkét utddsejt magjaba

integralddik. Az inaktiv magot a citokinézis folyamata mecha-
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nikusan ketté osztja / 36. dbra /.

35, abra. Citokinézis eldtt integrdlddott-a borsd mag az utdd-

sejtek magjdba.

36. &bra. A borsé maganyagot a citokinézis ketté osztja.
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6. A mitotikusan inaktiv borsd maganyag mindkét utddsejt
magjdba integrdldédik. Az utddsejtek hibrid volta a citokiné-

zist kovetlen is jél felismerheté a magok differencidlt festo-

dése alapjdn / 37. dbra /.

37. ébra. Osztddott szdja-borsd hibridsejt.

7. A borsé mag mitotikus aktivaldéddsa csak a szdja magok e~
16zetes osztdéddsdt kovetden figyelhetd meg, és csak a szdja-
val k6zosen osztddva / 38, abra /. A szinkron mitézisban kony-
nyen felismerhetdk a nagy méretii borsé kromoszémdk a nagy szd-

mi apré széja kromoszdma kozott. Ondlléan osztédd borsé sejtet

sohasem figyeltem meg.
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38. dbra. Szinkron osztddd heterokarion.

8. A 39, dbrdan egy heterokarionbdl osztéddssal kialakult
sejtcsoport lathatdé, melyben a széja sejtmag osztddasa nyil-
védnvaldan megeldzte a borsé maganyag mitézis nélkiili, felte-
hetden korai kromoszdéma kondenzdcidval / PCC / kialakult ketté-
védldsat a szdja mag mdsodik osztdéddsa sordn.

9. A 40, &bra a szinkron mitdzist kovetlen a borsé és szd-
ja kromoszdémdk egyenldétlen eloszldsdt mutatja a hibrid utdd-
sejtekben. Az egyik utddsejt csak 1 nagy borsé kromoszdémat és

szdmos apré széja kromoszdmdt hordoz, mig a mdsik sejtben a bor-
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s6 kromoszomdk vannak tobbségben a szdjdkkal szemben.

40, dbra. Egyenlétlen kromoszoma eloszlds az utdédsejtekben.
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10, A tobbszori osztddason atment hibridsejteket vizsgdlva
azt tapasztaltam, hogy a heterokarion elsdé néhdny osztddasat
kbvetden kialakult utddsejtektdl eltekintve a késdbbi osztd-
ddsok sordn borsé kromatin jelenlétét citoldgiai médszerekkel
kimutatni nem sikeriilt / 41. dbra /. A borsé maganyag elimi-

nacidja figyelheté meg a hibridsejtek osztdddsa soran,

41, dbra. Heterokarion osztdddsdbdl kialakult sejtcsoport.
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5 Eredmények megvitatdsa

Az irodalombdl eddig ismert szdja-borsd szomatikus sejt-
hibridizdcids kisérletek / Kao és mtsai,1974; Constabel és
mtsai 1975, 1976; Fowke és mtsai,1977 /eredményei alapjén ar-
ra kovetkeztettek, hogy a szdja-borsdé hibridekben az dltaluk
vizsgalt fejlddési szintig nem 1ép fel inkompatibilitdsi re-
akcid. Ezekre az adatokra tdmaszkodva prébalkoztunk meg sejt-
szuszpenzid eredetii szdja és mezofill levélprotoplasztok fu-
zi6jabol hibrid kallusz eldallitdsaval.

A Petit provencal borséfajta I-es genotipusi novényeibdl
izo0ldlt mezofill levélprotoplasztok és az SB-1l szdja sejtszusz-—
penzidbdl szarmazd protoplasztok fuzidjat kovetlen a tenyésze-
tek in vivo fénymikroszkdpos és citolédgiai vizsgdlata egyarant
megerdsitette az eddigi irodalmi adatokat / Kao és mtsai, 1974;
Constabel és mtsai,l975;1976 /, osztédd hibridsejtek voltak
megfigyelheték a fuzids tenyészetekben. Ellentétben azonban
Kao és mtsai / 1974 / illetve Constabel és mtsai / 1976 / meg-
figyeléseivel a fuzids tenyészetekben a heterofizids termékek
mellett mindkét sziildi partner képes volt osztdddsra, sét mind-

két sziildéi sejtpopuldcid elébb kezdett osztddni, mint a hetero-
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fizidés termékek / 2., tébldzat /. A fizids tenyészetekbll szar-
mazé borsdé kalluszok morfoldgiai kapacitdssal is rendelkeztek,
hormonmentes Médium 1 agaros tdaptalajon gyokér organizdcidt
mutattak. A borsd levélprotoplasztok tenyésztésével foglalko-
z6 irodalombdl eddig hasonlé eredmény nem ismeretes / Constabel
és mtsai,1973; Arnolds és mtsai,l976; Shi-rong Jia,1982 /.

A varakozdssal ellentétben a fuzids tenyészetekbll a tenyész-
tés soran csak borsd é€s szdja kalluszokat kaptunk. Tekintve,
hogy a tenyészetben mind a sziildi mind a fuzids termékek osz-
tédtak, a hibrid kallusz kialakuldsdnak hidnya magyardzhatd

a szelekcid hidnydval és az alacsony fuzids gyakorisaggal.
Ezeknek az okoknak a kikiiszobolése céljdbdl alkalmaztunk a
tovabbi kisérletek sordn inaktivdciods szelekcids médszereket.
A szdja protoplasztokat jdédacetamid kezeléssel inaktivaltuk

a fuzié eldtt, amely az SH tartalmi enzimcsoportokat gatolva
a sejtek 100%-os inaktivdcidjét biztositotta a kontroll tenyé-
szetekben., A fuzidt kovetlSen azonban azt tapasztaltam, hogy

a kontroll tenyészetekben letdlis jédacetamid kezelés a fuzi-
és tenyészetekben nem biztositotta a szdja sejtek inaktivacid-

jat. Bz a megfigyelés nem egyezik az eddigi irodalmi adatokkal
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/ Nehls,1978; Medgyesy és mtsai,1980; LAzdr,1980 /. A jelenség
egyik lehetséges magyardzata lehet, hogy a jddacetamid keze-
1és kiilonbozOképpen hatott az egyes szdéja protoplasztokra, é€s
a mas-mds médon gdtolt protoplasztok homofuzidja sordn komple-
mentdcidéval helyredllhat az osztdddsi képesség. A jdédacetamid
kezelés mindezek ellenére biztositotta a heterokarionok ara-
nydnak haromszorosdra tortént novekedését az osztdddsra képes
populdcidn beliil.

A borsé I levélprotoplasztokat rontgen kezeléssel inaktival-
tuk a fluzidt megeldzden / Dudits és mtsai,l980 /. A hasznalt
kezelés teljes mértékben biztositotta a borsdé partner inakti-
vacidjat a fuzids tenyészetekben is. Ennek ellenére késdbb a
borsd II genotipusi novényekbll szdrmazdé levélprotoplasztokat
alkalmaztuk fuzidés partnerként, mivel ezek a levélprotoplasz-
tok inaktivdcid nélkiil is képtelenek voltak osztdddsra mind

a kontroll,mind a fizidés tenyészetekben.

Az inaktivdcids fuzids kisérletekbdl szdrmazd tenyé€szetekbdl
nem kaptunk kinové kalluszt. A tenyészetek citoldgiai vizsga-
latdbol kitiint, hogy a fuzid sordn létrejonnek ugyan hetero-

karionok, de ezeknek a sejteknek 94%-a nem osztddott. Az oszté-
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dott heterokarionokban sok esetben nem volt elddnthetd, hogy
nem egy osztdéddsra képtelen borsd magot hordozdé osztdédott szd-
ja sejtr8l van-e szé, amely nem teszi lehetévé hibrid kallusz
kialakuldsdt a késGbbi osztdddsok sordn sem. A mitotikus hete-
rokarionok jellegzetes morfoldgiat mutattak, 4-5-sz0ros méret-
re duzzadtak és citoplazmdjuk vildgossd vdlt a szdja sejtek-
hez viszonyitva. Taldltam azonban hasonlé morfolégidju szdja
sejteket is, igy ez az alaki valtozds feltehetlen nem a hete-
rokarion dllapot kivetkezménye. Hibridsejtek citokinézisen &t-
ment formdjat a tenyészetek vizsgdlata sordn nem figyeltem meg.
Az insktivdciés fuzids kisérletek eredménytelenségét magyardz-
hatja a jédacetamid kdros hatdsa az alacsony fuzids gyakori-
sag miatt amigyis kis szami heterokarionok életképességére,
Ezért ennek a lehetdségnek a kikiiszobolése érdekében az inak-
tivdcidval torténd szelekcid helyett inkdbb a heterofizids ter-
mékek mikromanipuléciévai torténd szelektdldsat alkalmaztam

a tovdbbi fuzids kisérletek sordn.

Yamada és mtsai / 1980 / megfigyeléseivel megegyezlen a fu-
zidés gyakorisdg novekedését tapasztaltam a szdja sejiszuszpen-

zié protoplaszt izoldlds eldtti hidegkezelésének eredményeként.
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A fuzids gyakorisdg megnovelése eldfeltétele volt a heterofi-
zids termékek mikromanipuldcidval torténd szelektdldsdnak. A
hidegkezelés kovetkeztében létrejott 10-12%-o0s heterofizids
gyakorisag elegendd heterofuzids terméket biztositott értékel-
heté kisérletek elvégzéséhez. A kiemelt nagy szdami heterokari-
on a kiilonb6z6 tenyésztési médszerek mellett sem eredményez-
te hibrid kallusz kialakulasét. A 3. tdbldzatban Gsszegzett
kisérletek eredménytelensége a hibrid kallusz kialakuldsa szem-
pontjabdél a kdvetkezlképpen magyardzhaté:

1. A kiemelt heterofizids termékek egy bizonyos stddiumig
életképesek, de a kallusz szovet képzddése gatolt.

2. A heterofiuzids termék osztdddsa sordn a borsd genetikai
anyaga elimindlédik, azaz a szdéja szegregal és a szdja
tUlnovi a hibrid szivetet.

3., Miutdn a vizudlis szelekcidéndl lényeges marker a kloro-
plasztisz jelenléte, nem zarhatdé ki, hogy bizonyos szd-
zalékban heterofuzids termékként olyan szdjdkat emeltem
ki, amelyek kloroplasztiszt vettek fel, tehdt nem valéddi
heterokarionok.

A széja borsdé II protoplasztfizidbdl szdrmazd tenyésze-
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tek citoldgiai vizsgdlata soran arra kerestem vdlaszt, hogy

mi torténik a heterokarionok fejlédése sordn, s hogy taldlok-e
citoldégiai bizonyitékot a feltételezett inkompatibilitdsra.

A vizsgdlatokbdél kideriilt, hogy a kialakult heterokarionok
tobbsége képes osztdddsra, de az osztdéddsok sordn a borsd mag
gyakran elkiiloniilve marad, nem jon létre hibrid mag. Ezekbdl

a heterokarionokbdl hibrid kallusz kialakuldsa nem varhaté
£.:30. 3Ys ‘32. dbra /.

Azokban az esetekben, amikor a borsdé maganyag egésze vagy ré-
sze integralddik a szdja maghba, tehdt kialakul a hibrid sejt-
mag, gyakori, hogy a szdja sejtek tovdbbi osztdddsa sordn sem
valik a borsd maganyag mitotikusan aktivvd., A megfigyelt osz-
tédott heterokarionokat értékelve azt tapasztaltam, hogy a szé-
Ja sejtmag osztdéddsa mindig megeldzi a borsd osztddasat., A 39.
abran lathatd sejtcsoport is a heterokarionban taldlhaté 1 vagy
2 széja sejtmag osztdddsdval indult, a borsdé mitotikusan inak-
tiv maradt és elkiiloniilt. A szdja magok mdsodik osztdddsakor

- feltehetfen a szdja magok hatdsdnak kovetkeztében létrejott
PCC soran - a borsdé maganyag mitézis nélkiil ketté valt és a
két utddsejt koziil az egyiknek a magjdba integrdlddott is. A

sejtek tovdbbi osztdddsa sordn az ilyen mdédon integralddott
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és egyenldtleniil eloszlott borsd kromatin is aktivdlédhat mi-
totikusan. Ennek citoldgiai bizonyitéka a 40. &bra, amelyen
megfigyelhetS6, hogy a borsé maganyag ketté vdldsa és integra-
léddsa az utddsejtek magjdba a szdja sejtmagok osztdddsat ko-
vetden tortént meg. Az egyenldtleniil eloszlott mitotikusan in-
aktiv borsdé maganyag a tovabbi osztddds sordn aktivalddott,
kromoszdémdt képzett €s résztvett az utddsejtek mitdzisdban.
Feltételezhetls, hogy ez az az allapot, amikor a borsé tarid-
san képes integrdlddni a széjdba, amennyiben valamilyen sze-
lekcids nyomdssal megakaddalyozhatjuk a borsdé kromoszdémdk eli-
mindcidjat.

Ha a borsd maganyag a széja sejtek tovabbi osztdddsa sordn sem
vélik mitotikusan aktivvd a hibridben,a tenyésztés sordn az
osztd6dd sejtekbdl elimindlddik, elvész. Az elimindcid a cel-
lularis inkompatibilitds megnyilvdnuldsdnak tekinthetd.

Az inkompatibilitds azoban sok esetben nem 1lép fel rogton az
elsd osztdddsok sordn, mint ezt mdr mas szerzdk is leirtdk

/ Kao és mtsai,1974; Constabel és mtsai,1975; 1976/. Eléfor-
dul, hogy a borsé mag a szdja magok osztéddsdt kovetden mito-
tikusan aktivdldédik, kromoszdémat képez és résztvesz a szinkron

osztéddsban és az utddsejtek magképzésében. A kromoszdma elosz-
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l4ds azonban mindig egyenldtlen. A hibrid sejtek osztdddsa so-
rédn a borsdnak a széjdhoz képest viszonylag lassu osztdddsa
és a borsd kromoszdémdk elimindcidja miatt a mitotikusan aktiv
borsé maganyag is elimindldédik a hibridbdl, és citolégiai méd-
szerekkel azonosithaté hibrid kallusz nem alakul ki. Ebben
az esetben az elimindcid oka feltehetlen a szdja és borsd ma-
gok sejtciklusdnak aszinkronitdsa, ami pedig az inkompatibili-
tds megnyilvanuldsdnak tekinthetd.
A kisérleti eredmények alapjan megdllapithatjuk, hogy az SB-1
sejtszuszpenzid eredetii szdja protoplasztok és a borsé Petit
provencal I-II genotipusu mezofill eredetii levélprotoplasztok
fUzidjédbbél szdrmazd heterokarionokban:
a. Van cellularis inkompatibilitas, melyﬁek kdvetkeztében
nem alakul ki a heterokarionokban szimmetrikus osztddds.
b, Ez az inkompatibilitdsi reakcid nem olyan mértékii, hogy
megakaddlyoznd a sziiléi magokbdl a kromoszdma képzddést
és a kozos szinkron osztddds kialakuldsat.
c. Az inkompatibilitds legnyilvanvaldébb citoldgiai bizonyi-
téka a borsd maganyag mitotikusan inaktiv vagy aktivizd-
lédott formaban egyarént tapasztalhatdé elimindcidja, a-

melynek valdsziniileg elsddleges oka a szdja €s borsd sej-
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tek sejtciklusdnak aszinkronitdsa.

Az inkompatibilitas ellenére a borsdé maganyag integrdldd-
hat a szdja genomba, osztddhat, tehdt direkt szelekcid-
val benntarthaté a hibridben, de valddi hibrid, amelyben
mindkét sziiléi maganyag 1l:1 aranyban van jelen feltehetd-

en nem allithatd eld.
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6. OUsszefoglalds

Dolgozatomban ismertettem az SB-1l szdja sejtszuszpenzid
eredetii protoplasztok és borsd Petit provencal I-II genotipu-
su mezofill levélprotoplasztok fuzidjdval végzett sejthibri-
dizdcids kisérleteket, és a fuzids tenyészetek citoldgiai a-
nalizisét.

1., A széja és borsé I-II genotipusu levélprotoplasztok fu-
zidjat kovetden kialakulnak hibridsejtek, amelyek osztd-
ddsra képesek.

2. A fuzids tenyészetekbll szelekcids médszerek alkalmazd-
sdval sem sikeriilt hibrid kalluszt létrehozni.

3. A fuzids tenyészetek citoldgiai vizsgdlata alapjan meg-
allapitottuk, hogy a létrejott heterokarionokban az osz-
tdddsok sordn fellép olyan inkompatibilitasi reakcid, a-
mely a borsé maganyag fokozatos elimindcidjat okozza.

4, Az inkompatibilités azonban nem akaddlyozza a borsé mag-
anyag integrdléddsat a széjédba, a hibrid sejt osztdddsdt,
tehdt direkt szelekcidval a borsé maganyag benntarthato
lenne a hibridben, de olyan valdédi hibrid, amelyben mind-
két szililéi genom 1l:1 ardnyban van jelen, valdsziniileg nem

dllithaté eld.
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