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1. BEVEZETÉS

1.1. Általános beveztés

A növényi sejtekben mind a sejtmag, mind az organel- 

lumok /kloroplasztisz, mitokondrium/ tartalmaznak örökitő- 

anyagot. A sejtmagban és az organellumokban hordozott ge­

netikai információ eltérő módon öröklődik. A sejtmagban

kódolt tulajdonságok mendeli szabályok szerint, az orga-

nellum-DNS-ben tárolt információk pedig a mendeli szabá­

lyoktól eltérően, általában anyai utón öröklődnek.

Az organellumok DNS-e számos olyan gazdaságilag ér­

tékes tulajdonságot kódol, mint pl. a kloroplasztisz-ge-

nomban lokalizált, növényvédőszerekkel szembeni .reziszten­

cia /Pfister és Arntzen 1979/. Ezért az organellumok DNS-

ében indukált mutációk egyrészt lehetőséget nyújtanak gya­

korlati szempontból előnyös tulajdonságokkal rendelkező 

növényfajok szelekciójához, másrészt alapkutatási problémák 

megoldásához is nagy segitséget adnak. Organellum-mutációk 

indukciójával felderíthetek асг organellumokban végbemenő 

biokémiai folyamatok /fotoszintézis, légzés/ egyes lépései.

Segítségükkel nyomon követhető az organellumok viselkedése

különböző rendszerekben, pl. protoplaszt-fuzió után /Galun 

és Aviv 1982/. Az organellumok DNS-ében kódolt mutációk

rekombinálásával az organellumok részletes genetikai vizs­

gálata is elvégezhető. Meg kell jegyezni, hogy a virágos
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növények többségénél megtalálható anyai öröklésmenet csak 

egyirányú organellumátvitelt eredményez, igy a természet­

ben nincs mód az organellumokban kódolt tulajdonságok uj-

rakombinálódására /Sears 1980/.

Alacsonyabbrendü eukariótákban az organellumok szeg­

regációja és rekombinációja jól ismert jelenség. Megfele­

lő mutánspark létrehozása után rekombinációs gyakoriságon 

alapuló géntérképezést végeztek Saccharomyces élesztőgom­

ba mitokondriális DNS-ével, valamint Chlamydomonas zöld­

alga kloroplasztisz DNS-ével /Gillham 1978/.

Az organellumok kétirányú átvitele protoplaszt-fuzió

során lehetővé teszi az organellumszegregáció , és-rekom-

bináció vizsgálatát magasabbrendü növényekben is. Virágos 

növények organellum-DNS-ében bekövetkező rekombinációt 

dohány mitokondriumban mutattak ki /Belliard és mt. 1978, 

Nagy és mt. 1981/, mig kloroplasztisz-DNS-rekombinációről 

még nincs irodalmi adat. Ez magyarázható azzal is, hogy a 

kis számban keletkező rekombináns plasztiszok kiválogatá­

sa megfelelő számú, szelektálható kloroplasztisz—marker 

hiányában technikailag nem kivitelezhető. Virágos növények­

ben ezideig csak egyféle ilyen célra alkalmas, genetikai­

lag jól jellemzett, direkt szelektálható kloroplasztisz-

mutánst Írtak le /Maliga és mt. 1975/. Ez a mutáns sztrepto- 

micinrezisztens és rezisztenciáját a kloroplasztisz-DNS kó­

dolja.
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1.2. Célkitűzés

Célom egy ujtipusu, kloroplasztisz-DNS-ben kódolt,

szövettenyészetben szelektálható mutáns előállítása volt,

amely a laboratóriumunkban korábban előállított / lásd

1.3.3. fejezet/ sztreptomicin-rezisztenciamarkerrel kom­

binálva felhasználható rekombináns plasztiszok szelekci­

ójára. Algákkal végzett kísérletek alapján erre a célra

a linkomicin-rezisztencia-marker látszott alkalmasnak

A mutáns előállítását Niaotiana/lásd 1.3.2. fejezet/.

plumbaginifol-ia protoplaszttenyészetben végeztem, mivel 

ez a dohányfaj laboratóriumunkban a citoplazmás geneti­

kai kísérletek általános alanya.

1.3. Irodalmi áttekintés

1.3.1. Linkomicin-rezisztencia prokariótákban

A linkomicin linkozamid tipusu antibiotikum, amely a 

prokarióta tipusu 70S riboszóma 50S alegységéhez kötődik.

A linkomicin gátolja a peptidkötés kialakulását, amely rö­

vid, funkcióképtelen fehérjék szintéziséhez, vezet /Nierhaus 

és Wittmann 1980/. Linkomicinrezisztens mutáns törzseket izo­

láltak E.coli-Ъап mutagén kezelés után. A mutáció következ­

tében megváltozott riboszóma-fehérjék nem kötötték az anti­

biotikumot /Apiron 1967/. A 23S riboszómális RNS megváltó-
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zása következtében létrejövő linkomicinrezisztenciát

Staphylococcus aureus törzsnél Írtak le /Lai és mt.1978/. 

Spontán linkomicinrezisztens törzseket találtak Strepto­

coccus pyogenes-Ъеп, Ezekben a törzsekben a rezisztenciát 

plazmid hordozta /Maike 1974/. Plazmid közvetítette rezisz­

tenciát több különböző baktériumtörzsben is kimutattak

/Maike és Holm 1981, Welch és mt. 1979/.

1.3.2. Linkomicinrezisztencia algákban

Az algák /és a magasabbrendü növények/ két eltérő 

tipusu riboszómával rendelkeznek. A citoplazmában 80S, a 

sejtorganellumokban 70S szedimentációs állandóval jellem­

zett riboszómák találhatók. Linkomicinnel csak a 70S ribo-

szómákon folyó fehérjeszintézis gátolható.

Klindamicinre, egy linkomicinszármazékra /7-kloro-7- 

deoxi-linkomicin/ rezisztens Chlamydomonas reinhardtii zöld­

algatörzset izoláltak sztreptomicinmutagenezis után /Sager 

1972/. Az 50/ugml ^ klindamicinkoncentráción izolált mutáns 

rezisztenciáját anyai utón örökítette. A klindamicinrezisz- 

tenciáért felelős gén a kloroplasztisz-DNS-ben kódolt és a 

mutáció az 50S riboszómális alegység egyik fehérjéjének 

megváltozását eredményezte /Schlanger és Sager 1974, Bart­

lett és mt. 1979/. A klindamicinrezisztenciamutáció a cirku­

láris géntérképen egy kapcsolódási csoportot alkot az erit- 

sztreptomicin-, neamin,- szpektinomicin-, és kar-romicin-,
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bomicin-rezisztenciamutációkkal /Schlanger és Sager 1974/.

1.3.3. Antibiotjkumrezisztens mutánsok magasabbrendü

növényekben

A 70-es évek elején megindult nagyarányú kutatás szá­

mos különböző mutáns sejtvonal előállítását eredményezte

/Wildholm 1977 a, b, Schieder 1978/. Az antibiotikumrezisz-

tens sejtvonalak az eddig vizsgált mutáns sejtvonalaknak

viszonylag kis hányadát képezik /Maliga 1980 a/. A legtöbb

antibiotikumrezisztens sejtvonalat dohány szövettenyészet­

ben állították elő. A kanamicin, neomicin és sztreptomicin

a prokarióta tipusu 70S riboszóma 30S alegységéhez kötődve, 

mig a kloramfenikol, linkomicin és klindamicin a 70S ribo­

szóma 50S alegységéhez kötődve gátolja a növényi szövetek 

fehérjeszintézisét /Nierhaus és Wittmann 1980/.

Kanamicinrezisztens sejtvonalat N. sylvestris és N.taba-

cum dohányfajban állítottak elő. A részletesen megvizsgált 

KR103 jelű kanamicinrezisztens N. sylvestris sejtvonal elvesz­

tette regenerációs képességét, valamint pigmenthiányos volt 

/Dix és mt. 1977/. A morfogenezis képessége N. knightiana faj­

jal végzett protoplasztfuzió után visszaállt /Maliga és mt. 

1977/. A vonal rezisztens volt sztreptomicinnel és neomicin-

nel szemben is /Dix 1981 b/. A KR103 vonal kanamicinrezisz-

tenciájának öröklődése egy fúziós kisérlet alapján citoplaz-

matikus /Menczel és mt. 1978/.
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A N.tabacum-Ъап izolált kanamicinrezisztens kallusz-

vonalakból sikerült növényeket regeneráltatni /Maliga és mt. 

1980 b, Owens 1981/. A regeneránsok nagy része azonban el­

vesztette rezisztenciáját és a növények döntő többsége ab­

normális virágot hozott. A rezisztensek genetikai jellemzé­

se nem történt meg.

Kloramfenikolrezisztens sejtvonalakat N. sylvestris

dohányfajban állítottak elő /Dix 1981 a/. A három különbö­

ző vonalból regenerált növények még rezisztensek voltak, de 

az önbeporzásból,illetve a keresztezésekből származó utó­

jelent meg a rezisztencia. A rezisztencia eltű­

nését epigenetikus változással vagy a szelektált tulajdon­

ság szegregációjával magyarázta a szerző. A kloramfenikol-

dokban nem

rezisztens sejtvonalak nem voltak rezisztensek sztreptomi-

cinnel és neomicinnel szemben /Dix 1981 b/.

Magasabbrendü növényekben izolált antibiotikumrezisz­

tenciák teljes genetikai analizisét csak sztreptomicinrezisz- 

tencia esetében végezték el. A sztreptomicinrezisztencia 

öröklődése vagy mendeli /Maliga 1981 a/ vagy citoplazmati-

kus /Maliga és mt. 1975, Umiel 1979/, hasonlóan az algák

sztreptomicinrezisztenciájának öröklődéséhez /Gillham 1978/.

A Niootiana tabacum SRI mutáns egyike a genetikailag

és biokémiailag legjobban jellemzett citoplazmatikus mután­

soknak. A kallusz-szinten izolált sejtvonalból fertilis

növényt regeneráltattak, amely anyai utón örökítette rezisz­

tenciáját. Elektronmikroszkópos vizsgálatok szerint a mutáns
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plasztiszok sztreptömicin jelenlétében megőrzik normális 

ultrastrukturájukat /Maliga és mt. 1973, 1975/. A kloro- 

plasztisz—riboszóma-fehérjék kétdimenziós gélelektroforé- 

zisével kimutatták, hogy a riboszóma-fehérjék közül lega­

lább egy megváltozott a mutáns növényekben /Yurina és mt. 

1978, Capel és mt. 1979/. Antibiotikum-kötési vizsgálatok 

szerint a mutáns 30S alegységhez tizedannyi sztreptomicin 

kötődik, mint a vad tipusuéhoz /Bourque és mt. 1977/. 

Protoplasztfuzió után a N. tabacumSRl szülő kloroplaszti- 

szai és a sztreptomicinrezisztencia kapcsoltan szegregál- 

tak /Menczel és mt. 1981/. Ezek az eredmények arra utalnak, 

hogy az SRI vonalban a rezisztencia plasztisz — genomban 

lokalizált.

A többi citoplazmatikus sztreptomicinrezisztens vonal

esetében csak a rezisztencia anyai utón történő átvitele

bizonyított, a rezisztencia lokalizációjának pontos helye

/plasztisz vagy mitokondrium/ nem ismeretes /Umiel 1979,

Maliga és mt. 1980 b, Maliga és mt. 1981 b/.

Magasabbrendü növényekben linkomicinrezisztens mutánst 

még nem állítottak elő, de a linkomicin hatását in vitro

növényi rendszerekben részletesen megvizsgálták. A linkomi­

cin nagyon hatásos kloroplasztisz-fehérjeszintézisgátlónak 

bizonyult /Ellis és Hartley 1971/. Gátolja a ribulóz-1,5- 

difoszfát-karboxiláz nagy alegysége /Criddle és mt. 1970, 

Blair és Ellis 1973/, néhány tilakoidfehérje /Eaglesham és 

Ellis 1974, Ellis 1975/ és részlegesen a klorofill szinté-
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zisét is /Linnae és Stewart 1967, Sárvári és mt. 1976/.

A linkomicin ezen kivül megakadályozza a kloroplasztisz-

membrán normális struktúrájának kialakulását /Thomson és

Ellis 1972/.

2. Anyagok és módszerek

2.1. Kisérleti növények

Protoplasztokát diploid /2п=2Х=20/ és haploid /п=Х=10/

Niootiana plumbaginifolia Viviani növényekből izoláltam. A

növényeket steril körülmények között, termosztátszobában 

/ 28C° , 16 órás megvilágitás, 1500 lux, 70%-os relativ

páratartalom/ neveltem. Kontrollként felhasználtam a la­

boratóriumunkban izolált, citoplazmatikus sztreptomicin- 

rezisztenciát hordozó N.plumbaginifolia SR402 és 

baginifolia Npl5 jelű vonalakat /Maliga P. nem közölt/.

N.plum-

2.2. Protoplasztizolálás

Steril körülmények között nevelt haploid N.plumbagini- 

folia növény leveleit apró darabokra vágva 0,5%-os driselase

LTD Japan/ enzimoldatba tettem. Az/Kyowa Накко Кодуо Со • f

0,4М szacharózt tartalmazó K^-oldatban /1.táblázat/ 

majd 0,45/um pórusátmérőjü Millipore

enzimet

oldottam /рН=5,6/,
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filteren átszűrtem. Az enzimatikus emésztés 16 órán ke­

resztül történt 26C°-on, gyenge fényben /100 lux/. A pro- 

toplaszt szuszpenziót бЗдхт pórusátmérőjü nylon filteren 

átszűrtem. A protoplasztokát ezután 3 percig 275g-vel

centrifugáltam, majd a meniszkuszba feluszott protoplasz-

tokat összegyűjtöttem, W5-mosóoldatban /1. táblázat/ fel- 

szuszpendáltam és 30g-vel centrifugáltam két percig.

2.3. Mutagén-kezelés

A frissen izolált protoplasztokát 0,4M glükózt tar­

talmazó K^-tápoldatban szuszpendáltam. lOmM-os N-nitrozo- 

-N-etilurea /NEU/ törzsoldatból 0,lml-t, ill. 0,3ml-t mér­

tem be 10ml Kj-tápoldatba, igy a tápoldat mutagén-koncent- 

rációja 0,lmM;ill. 0,3mM lett. A mutagén-kezelés után 

/24 óra, 28C°/ centrifugálással /2perc, 30g/ eltávolítot­

tam a mutagén-oldatot és a sejteket 0,4M glükózos K^-táp- 

oldatban ujraszuszpendáltam.

2.4. Protoplaszttenyésztés

A protoplasztokát két héten át 0,4M glükózt tartalma­

zó K^-oldatban inkubáltam. A tenyészeteket ezután kihigitot- 

tam /10х/ 0,2M glükózt tartalmazó K^-tápoldattal, amely
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zöldülést indukáló hormonkombinációt tartalmazott /lmg 

1 "'"benziladenint és 0,1mg 1 ^naftilecetsavat/. A tenyé­

szeteket általában 28C°-on, 16 órás megvilágitás mellett 

1500 lx-on tartottam fenn, kivéve a fiatal /két-hetes/

tenyészeteket, amelyeket 100 lx-szal világítottam meg.

2.5. Rezisztens kolóniák szelekciója

A szelekció RMOP-táptalajon /lásd 1. táblázat/ tör­

tént. A táptalajt 0,8%-os Difco Bacto-agarral szilárdí­

tottam meg. A linkomicin-hidrokloridot /Medexport Moszk­

va, USSR/ desztillált vizben oldottam, majd 0,45/um pórus- 

átmérőjű Millipore - filteren átszűrtem. Az antibiotikum- 

törzsoldat megfelelő mennyiségét autoklávozott /1200°,

20'/, majd 50C°-ra lehűtött táptalajhoz kevertem. A te­

nyészetek 10 cm átmérőjű petricsészékben átlagosan 1000 

kolóniát tartalmaztak. A tenyésztés 28C°-on, 1500 lux

megvilágitás mellett történt.

2.6. Növényregeneráció és növényfenntartás

Hajtások indukciója kalluszból RMB-,ill. RM0P-/1. táb­

lázat/ táptalajon történt. A hajtásokat gyökereztetés cél­

jából 0,6% agart tartalmazó P-táptalajra tettem /1.táblázat/.

A növények steril körülmények közötti fenntartása hormon-



11

mentes RM-táptalajón /1.táblázat/ történt. A regenerán-

sokat havonta friss táptalajba passzáltam.

2.7. Az antibiotikum-rezisztencia tesztelése

2.7.1. Kalluszteszt

Az antibiotikum-rezisztenciát kalluszdarabok /50mg/

szelektiv RMOP-táptalajon történő/25mm^vagy levéldarabok 

tenyésztésével ellenőriztem. Az RMOP-táptalajón a rezisz- 

tens kalluszok megzöldültek. A linkomicin, klindamicin és

sztreptomicin szelektiv koncentrációi sorrendben a követ-
100 /ig ml 1 és 1000 /ug mlkezők: 1000 /ug ml ^,

Az antibiotikumokat desztillált vizben oldottam, filter­

rel /0,45 лип 0 Millipore/ sterilre szűrtem és törzsoldat­

ból mértem be. A klindamicint az Upjohn /Puurs, Belgium/, 

a sztreptomicint az EGYT Gyógyszervegyészeti Gyártól /Bu­

dapest, Hungary/ vásároltuk. A kalluszok tenyésztési körül­

ményei megegyeznek a 2.4. pontban leirtakkal.

2.7.2. Csiranövényteszt

A magvak felszinét az alábbi módon sterilizáltam:

- mosás 75%-os etanolban 1 percig

- mosás 0,5%-os NaOCl-ban /10%-os háztartási hypoból higit-

va/, 2 perc
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- mosás steril desztillált vizzel négyszer

- áztatás 0/5mg ml ‘'"koncentráció ju gibberelinsavas oldat­

ban, 2 óra.

A steril.magvakat 3% szacharózt, 0,6% agart valamint 

lOQug ml ‘'‘linkomicint tartalmazó RM-táptalajon termosz­

tátszobában kicsiráztattam. A kéthetes csiranövények fe- 

notipusát a belőlük 1000/ig ml

RMOP-táptalajon fejlődő kalluszok pigmentációja alapján

linkomicint tartalmazó

• is ellenőriztem.

2.8. Kromoszómaszám-meghatározás

Steril körülmények között nevelt növények 1-2 cm-es 

gyökerét 0,05%-os kolhicin desztillált vizes oldatában 3 

órán keresztül kezeltem. Ezután a gyökérvégeket Carnoy-féle 

rögzitő keverékben /vizmentes alkohol : jégecet =3:1/ 

fixáltam. Másnap 5-5 percig 96%-os, 75%-os, és 45%-os eta-

nolban, majd desztillált vizben mostam a gyökereket. A gyö­

kereket azután IN HCl-ban, 60C°-on , 10 percig hidrolizáltam,

majd desztillált vizzel öblítettem. A festés a szokásos

kárminecetsavas technikával történt /5%-os kármin 45%-os

ecetsavban, 15-20 percig/.A megfestett gyökércsucsokat le­

vágtam, tárgylemezre helyeztem, lefedtem, majd enyhe melegí­

tés után dörzspreparátumot készítettem. A metafázisos sej­

tekben a kromoszómákat Zeiss NU2 kutatómikroszkóp segítsé­

gével /I000x-es nagyi tásná}./ számoltam meg.
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1.táblázat. A tápoldatok összetétele

73 4 5 621 RMB RMOP WPRM RMOКAnyag 53
-1koncentráció /mg 1 /

16501650240 1650 330 1650nh4no3
1900380 1900 19002400 1900KNO 3

18400440440 440440880 440CaCl2x2H20

180180180 180180120MgS04

156NaH2P04x2H20

170170170 170170kh2po4
/nh4/2so4
FeS04x7H20

130

282828 282828

373737 373737EDTAx2H~02
6,26,2 6,26,23 6,2H3BO3

222222MnS04x4H20 10 22 22

10,6 10,610,610,6ZnS04x7H20 2,3 10,6

0,80,8 0,80,80,80,75KJ

0,24 0,240,240,240,24 0,24Na2Mo04x2H20

0,020,02 0,020,02CuS04x5H.20

CoC12x6H20

0,02 0,02

0,020,02 0,02 0,020,02 0,02

9000NaCl

400KC1

D-xilóz 250

100100100m-inozit 100

11 1tiamin-2HCl 
/В, /

10
1

piridoxin-HCl 1/В*/6
nikotinsav 1
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1.táblázat /folytatás/

koncentráció /mg 1 ^f

4 w57кзХ P3 5 62Hormonok RMO RMB RMOPRM

0,12,4-D

1,00,5 1,00,2benziladenin

0,11*9naftilecetsav

2,0indolecetsav

Kinetin

A tápoldat 7,9g 1 ^ glükózt, a 2, 3, 4, 5 és 6 jelű tápta­

lajok 30g 1 ^

mázott. A táptalajok pH-ját KOH-dal 5,6-ra állítottam be. Az

a W5 tápoldat lg 1 ^ glükózt tartal-szacharózt,

agar koncentrációja 0,8% volt.

1. = Kao-féle táptalaj /1974/ módositva Nagy. és Maliga /1976/

által. CaHPO^ kihagyva, szacharóz helyett 0,4M glükóz

2. = Linsmaier és Skoog-féle RM-táptalaj /1965/.

3. = Módosított RM-táptalaj /Sidorov és mt. 1981/. Az NH^NO^

és KNO^ mennyisége 1/5 része az RM-táptalajban levőnek.

4. = Maliga és mt. 1973

5. = Menczel és mt. 1981

6. = Sidorov és mt. 1981

7. = Medgyesy és mt. 1980
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3. Eredmények

3.1. Linkomicinrezisztens sejtvonalak szelekciója

A mutagenizált N.plumbaginifolia protoplasztokat három 

hétig K^-tápoldatban tenyésztettem, 

léniákat szelektiv /1000yug ml ^ linkomicint tartalmazó/ 

RMOP-táptalajba szélesztettem /lásd 2.5. fejezet/. A lin- 

komicin szelektiv koncentrációját egy előző, N. sylvestris 

kallusztenyészettel végzett kísérletben már meghatároztam. 

lOOOyugml ^ linkomicinkoncentráció az eredetileg zöld kal- 

luszok teljes kifehéredését okozta. A linkomicin hatását 

N.plumbaginifolia protoplaszttenyészettel ellenőrizve a 

zöldülésgátlás azonos koncentrációnál következett be. A 

linkomicin ebben a koncentrációban nem gátolja a kalluszok

A negyedik héten a ko-

növekedését.

Az RMOP-táptalaj magas citokinin-koncentrációja miatt 

általában a kalluszszövetek zöldülését indukálja. A linko­

micin szelektiv koncentrációja azonban megakadályozta a

szenzitiv kalluszok megzöldülését, igy csak a rezisztens kal­

luszok képeztek zöld kolóniákat. Ezeket izoláltam és rezisz­

tenciájukat szelektiv linkomicin-koncentrációju táptalajon 

két alkalommal ismételten ellenőriztem. Azokat a sejtvona­

lakat tekintettem rezisztensnek, amelyek a szelektiv táp­

talajon történő harmadik átoltás után is zöldek maradtak.
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Linkomicinrezisztens sejtvonalakat mind haploid, 

mind diploid N. plumbaginifolia protoplaszttenyészetben 

izoláltam. A rezisztens kolóniák előfordulási gyakori­

ságát azonban csak a diploid anyagnál tudtam meghatá­

rozni /2.táblázat/, mivel a haploid protoplasztokkal 

végzett kisérlet technikai okok miatt /fertőzés/ kiér- 

tékelhetetlen volt ilyen szempontból.

2. táblázat. Linkomicinrezisztens kolóniák gyakorisága

diploid N.plumbaginifolia protoplasztte­

nyészetben

Rezisztensek
előfordulási
gyakorisága

Mutagén
kezelés

Vizsgált kolóniák 
száma

Rezisztensek
száma

1,0 x 10~4

5.8 x lo"4

6.9 x Ю"4

5,8 x 104 

12,0 x 104 

4,5 x 104

6

700,1 mM NEU

0,3 mM NEU 31

3.2. A rezisztens sejtvonalakból regeneráltatott növények

morfológiáj a

Az előállított 107 diploid rezisztens sejtvonalból 

91 vonal esetében sikerült RMB-táptalajon hajtásokat re- 

generáltatni. 12 vonal elvesztette regenerációs képessé­

gét , mig négy sejtvonalat fertőzés következtében veszí­

tettem el.
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A haploid protoplaszt-tenyészetben izolált rezisz- 

tens sejtvonalak közül kettő vonalat vizsgáltam részle­

tesen /LR-400 és LR-401/. Áz LR-400 vonalból regenerált

növények morfológiája azonos volt a szenzitiv N.plumba- 

ginifolia növényével /l.ábra/. A növények kromoszómaszá­

ma diploid volt. Az LR-401 vonal esetében a növények a 

vad tipustól eltérő morfológiával és aneuploid kromoszó­

maszámmal rendelkeztek. A kromoszómaszám 20 és 40 között

váltakozott. A normális morfológiától való eltérés leg­

szembetűnőbb jele az volt, hogy az LR^40l növények nem 

hoztak virágot. így genetikai analizist az LR-401 növé­

nyekkel nem tudtam végezni.

A diploid sejtvonalak közül az LR-407 és LR-413 

jelűeket vizsgáltam meg részletesen. Az ezekből a vona­

lakból regenerált növények normális N.plumbaginifolia

morfológiával és diploid kromoszómaszámmal rendelkeztek.
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1. ábra. A linkomicinrezisztens LR-400 növény és a

vad tipusu N. plumbag-ini folia növény morfo­

lógiája

•ч- \%я %
.3

*
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3.3. A regeneránsok linkomicinrezisztenciája

A növények, levelének, szelektiv táptalajon történő 

tenyésztésével ellenőriztem, hogy azok. rezisztensek-e. 

Mindegyik vonalból 6-6 növényt vizsgáltam meg. A levél­

darabokból fejlődő kalluszok zöld szine alapján vala­

mennyi regeneráns rezisztensnek bizonyult /2.ábra/. A

2. ábra az LR-400 vonal linkomicin-levélrezisztencia-

tesztjét mutatja be. Kontrollként vad tipusu N.plumba- 

ginifolia /N.p./ növény leveleit használtam.

2,ábra. Az LR-400 növény linkomicin-levélrezisztencia-

tesztje
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3.4. A regeneránsok klindamicin-és sztreptomicinrezisz-

tenciája

A regenerált növényeket klindamicin-/7-kloro-7-deoxi- 

-linkomicin/ és sztreptomicin-rezisztenciára is ellenőriz­

tem levélteszttel /lásd 3.3. fejezet/. Klindamicinre mind 

a négy vonal rezisztensnek bizonyult. A 3.ábrán az LR-400 

vonal klindamicinrezisztencia-tesztje látható. Sztreptomi- 

cinnel szemben viszont a regeneránsok érzékenyek voltak 

/4.ábra/. A 4.ábrán az SR-402 és Npl5 sztreptomicinrezisz- 

tens N.plumbадгпгfolia vonalak viselkedését is bemutatom.

N.p.

LR-400

Az LR-400 vonal klindamicin-levélrezisztencia-3. ábra.

tesztje
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N.p.

LR-400

SR-402

Np-15

Az LR-400 vonal sztreptomicin-levélrezisztencia-4. ábra.

tesztje

3.5. Az LR-400, LR-407 és LR-413 sejtvonal linkomicinre-

zisztenciájának öröklődése

Az üvegházba kiültetett LR-400 növények virágoztak, 

de önbeporzás után nem adtak életképes magot. Az eredeti 

szenzitiv diploid növénnyel való megporzás után viszont 

sikerült utódokat kapni /Fi/. Ezeket a magvakat kicsiráz- 

tattam linkomicin-tartalmu táptalajon, ahol valamennyi csi­

ranövény rezisztensnek bizonyult. Az Fl-nemzedékböl 5 nö­

vényt kiültettem az üvegházba. Valamennyi növény virágzott 

és termékeny volt. Az Fi növényeket önmagukkal /F2/ és a

szenzitiv növénnyel mindkét irányba kereszteztem. A kapott
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magvakat szelektiv táptalajon kicsiráztattam. Az adatok 

azt mutatják, hogy az LR-400 vonalban a linkomicinrezisz- 

tencia anyai utón öröklődik /3.táblázat/.

A rezisztencia ellenőrzése céljából a csiranövények 

egy részéből szelektiv RMOP-táptalajon kalluszt indukál- 

tattam. A második teszt az előzővel megegyező eredményt

mutatott /4. táblázat/. Az utódokban a csiranövény-és

kalluszteszt alapján szegregáció /szenzitiv egyedek 

vagy kallusz-szektorok megjelenése/ nem volt /5.ábra/.

Az LR-407 és LR-413 vonalak esetében a linkomicin-

rezisztencia az Fi nemzedékben szintén anyai utón örök­

lődött.
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3. táblázat. A linkomicinrezisztencia öröklődése az

LR-400 vonalban

Összes csira­
növény száma

Szenzitiv Rezisztens 
csiranövények számaNövények

N. plumbagini folia 
/önbeporzás/ 11121112

119119 0F2

Flo x N.plumbagini- 
íiad 214214 О

fo

N.plumbaginifoliao 'x 
xFlcf

220220 0

F2 = LR-400^ x N.plumbaginifolia d keresztezésből származó 

növények önbeporzásából adódik

x N.plumbaginifolia d keresztezésből származóFI = LR-400 ?
növények
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4. táblázat. Az LR-400 F2 csiranövények linkomicinre-

zisztenciájának ellenőrzése RMOP-táptalajon

dZöldülésQ
Növekedés

Linkomicin-HCl //ugml d/Linkomicin-HCl //ugml d/
Csiranövények

10001000 ОО

317-132307-257^.p. +

bF2 936-383+579-260 + +

451-226220-121Fl$ x N.p.a* ++

272-378372-169N .P . о x Flo* ++

a A szenzitiv N.plumbaginifólia önbeporzásából származó csira­

növények

b Az LR-400^ x N.plumbaginifolia á* keresztezésből származó 

növények önbeporzásából nyert csiranövények

c A kalluszok átlagsulya /mg/-S ; 20 paralell átlaga. Inkubálás 

fényben /1500 lux/.

d+ = kalluszok fényben inkubálva zöldek; - = kalluszok fényben 

inkubálva fehérek
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5. ábra. Az LR-400 F2 csiranövények linkomicinrezisztencia-

tesztje

R — LR-400^ x N. plumbagini folia d" keresztezésből származó 

növények önbeporzásából nyert csiranövények 

S = Szenzitiv N.plumbaginifolia önbeporzásából nyert csira­

növények
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Az LR-400 F2 csiranövények linkomicinrezisz-5. ábra.

tencia-tesztje /folytatás/

R<j) X So^= Fi ij> x N tplumbagini folia keresztezésből

származó csiranövények 

S£ x Ra* = N.plumbaginifólia ^

származó csiranövények

x Fid* keresztezésből
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4. Megvitatás

A linkomicinrezisztens sejtvonalak spontán előfor­

dulási gyakorisága diploid protoplaszttenyészetben 

1,0 x 10 ^ volt, amit NEU kezeléssel sikerült 5,8-6,9
_4

x 10 -re emelni, összehasonlitásként megemlitem, hogy

'ugyanebben a rendszerben a sztreptomicinrezisztens 

sejtvonalak előfordulási gyakorisága alacsonyabb volt.

A spontán előfordulási gyakoriság Sztreptomicinrezisz- 

tencia esetében 2,7 x 10 ^, mig az indukált /0,lmM NEU/ 

frekvencia 8,7 x 10 ^-nek bizonyult /Maliga és mt.1982/.

Az LR-400 vonal szelekciója haploid kiindulási anyag­

ból történt, de a regenerált növények már diploid kro­

moszóma számuak voltak. Ez a szövettenyészetben gyakran 

bekövetkező diploidizáciö /vagy poliploidizáció/ ered­

ménye, ami jól ismert jelenség /D'Amato 1978, Bayliss 

1980/. Aneuploid, 20-tól 40-ig terjedő kromoszómaszámu 

növények regenerációja az LR-401 vonalból ugyancsak a 

szövettenyésztés alkalmazásának tulajdonítható. Való­

színű, hogy az aneuploidia okozta az LR-401 növények torz 

morfológiáját és a virágzás hiányát. Az LR-400 vonal 

himsterilitása a mutagén-kezelés hatására bekövetkező

egyéb mutációk következménye lehet.

Az LR-400 vonal esetében a vad tipusu növénnyel

történő megporzás után sikerült termékeny utódokat kap-
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ni, igy tisztázhattam a rezisztencia öröklésmenetét.

A linkomicinrezisztencia a keresztezési adatok sze­

rint /lásd 3.5. fejezet/ az LR-400 vonalban anyai 

utón öröklődött. Hasonló eredményre vezettek az 

LR-407 és LR-413 vonallal végzett keresztezések is.

Az LR-400 vonalnál az Fl-ben tapasztalt rezisztencia

még magyarázható lenne azzal is, hogy a linkomicin­

rezisztencia domináns sejtmaghoz kötött mutáció ered­

ménye. Ebben az esetben viszont az F2-ben 3:1 /lin-

komicinrezisztens : linkomicinszenzitiv/; a vad tipu-

s^szenzitiv növénnyel történő keresztezéseknél pedig, 

a keresztezés irányától függetlenül, 1:1 arányú szeg­

regációt kellett volna kapni.

A linkomicinrezisztencia kallusz- és növényszin­

ten is stabilnak bizonyult, ez azonban még nem zárja 

ki linkomicinszenzitiv faktorok jelenlétének lehetősé­

gét. Magasabbrendü növényekben kevert organellumpopu- 

láció általában nem.marad fenn hosszabb ideig. Biparen- 

tális kloroplasztisz-átvitelt mutató fajokban /Oenothera 

Pelargonium/ még a variegált növények is döntően tisz­

ta plasztiszpopulációkat tartalmazó sejtekből állnak. 

/Kirk és Tilney-Basett 1978/. Protoplasztfuziót köve­

tően az általános tapasztalat az, hogy a kevert kloro- 

plasztiszpopulációból még a növényregeneráció előtt 

tiszta szülői populációk jönnek létre a sejtosztódás 

során /Chen és mt. 1977, Menczel és git. 1981/. Kevert

l
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mitokondriumpopuláció azonban néhány esetben növényre­

generáció után is megfigyelhető /Menczel L. személyes 

közlés/. A linkomicinrezisztens vonalakban szegregáció 

/linkomicinszenzitiv csiranövények megjelenése linkomi­

cinrezisztens csiranövények mellett/ nem volt. A keresz­

tezések során a rezisztens vonalakból származó csiranö­

vények, amennyiben az anya rezisztens volt, kivétel nél­

kül rezisztensnek bizonyultak, vagyis a vonalakban a ci- 

toplazmatikus linkomicinrezisztencia-faktor homogén popu­

lációt alkotott; a szenzitiv faktorok eltűnése már a

növényregeneráció előtt megtörtént. A gyors organellum-

-kitisztulás oka nem ismert /Kong 1977/.

A szövettenyészetben előállított megváltozott fenoti- 

pusu sejtvonalak epigenetikus változás vagy mutáció követ­

keztében jelenhetnek meg. Epigenetikus változás minden

olyan fenotipusváltozás, ami nem mutáció következtében jön 

létre /Siminovitch 1976/. Az epigenetikus változás tipikus

példája a növényi sejtvonalak hormon-independenssé vá­

lása /Zryd 1979, Meins 1976/ vagy a cikloheximidrezisz- 

tencia, amit dohány és sárgarépa szövettenyészetben is 

vizsgáltak /Maliga és mt. 1976, Gresshq.ff 1979/. Az 

epigenetikus változás és a mutáció több alapvető krité­

rium alapján megkülönböztethető egymástól. A linkomicin­

rezisztens sejtvonalakban a rezisztencia stabilitása kal- 

lusz- és növényszinten /nem-szelektiv körülmények között 

is/, valamint a rezisztencia öröklődése azt mutatja, hogy
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a linkomicinrezisztencia mutáció eredménye, mivel az

epigenetikus változások növényi szinten nem stabilak

és sohasem öröklődnek.

A N.tabacum SRI mutáns esetében bizonyítani lehetett,

hogy a sztreptomicinrezisztencia-mutáció kloroplasztisz-

DNS-ben kódolt. Protoplaszt-fuzió után ugyanis a hibrid 

növényekben az SRI tipusu kloroplasztiszok jelenléte min­

dig rezisztens fenotipust eredményezett /Menczel és' mt . 

1981/. A dolgozatban tárgyalt vonalakkal ilyen kísérletet

nem végeztem, de N.sylvestris-Ъеп előállított citoplaz- 

matikus linkomicnrezisztenciára nézve hasonló szegregációs

adatok állnak rendelkezésemre. A N. sylvestris LR105 jelű 

növényből a rezisztenciafaktort protoplasztfuzió után 

N.plumbaginifolia sejtmagháttérbe vittem át. A kisérlet 

eredményeképpen létrejött N.plumbaginifolia linkomicinre-

zisztens növényekben kizárólag N.sylvestris tipusu kloro- 

plasztiszokat találtunk /Cséplő,Á., Nagy,F., Lázár,G.,

Maliga,P. közületien eredmények/. Ez arra utal, hogy a

citoplazmatikus linkomicnrezisztencia kloroplasztisz-DNS-

ben kódolt mutáció eredménye, hasonlóan az N.tabacum SRI

mutánshoz.

A mutáció következtében létrejövő antibiotikum-re-

zisztens mutánsok kialakulásukat tekintve három csoportba

sorolhatók: felvételi mutánsok, inaktivációs mutánsok és 

kötőhely-mutánsok /Nierhaus és Wittmann 1980/. A Chlamy- 

domonas zöldalgában izolált, kloroplasztisz-DNS-hez kötött
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antibiotikumrezisztens mutánsok többsége a harmadik ka­

tegóriába sorolható /Gillham 1978/. A klindamicinrezisz-

tens zöldalga törzsben a mutáció a■kloroplasztisz-ribo-

szóma 50S alegysége egy fehérjekomponensének megváltozá­

sát idézte elő /Schlanger és Sager 1974/. Az eddig gene­

tikailag és biokémiailag legjobban jellemzett magasabb-

rendü növényi antibiotikumrezisztens mutáns / N. tabacum 

SRI/ is valószinüleg kötőhely tipusu mutáns. A biokémiai

vizsgálatok során kiderült, hogy a mutáció következtében

a kloroplasztisz 30S riboszóma-alegységének egy fehérjéje

a vad tipustól eltérő elektroforetikus mobilitással ren­

delkezik /Yurina és mt. 1978/, valamint a mutáns kloro-

plasztiszriboszóma a vadtipushoz viszonyítva tizedannyi 

sztreptomicint köt meg /Bourque és mt. 1977/. A linkomi-

cinrezisztens mutánsok rezisztenciájának kialakulási mecha­

nizmusa nem ismert, de valószinüleg ezekben a vonalakban

is a kötőhely megváltozása okozza a rezisztenciát, hason­

lóan az előbb felsorolt esetekhez. A kérdés eldöntése to­

vábbi vizsgálatokat igényel.

A linkomicinrezisztenciát előidéző mutáció a sejteket

egyúttal klindamicinnel szemben is rezisztenssé tette. Ez

nem meglepő, miután a klindamicin a linkomicinnel szerke­

zetileg rokon antibiotikum /Magerlein és mt. 1967/. Nincs 

keresztrezisztencia viszont sztreptomicinre, ami szintén 

érthető, ha figyelembe vesszük az antibiotikumok eltérő 

kémiai szerkezetét és azt, hogy a linkomicin és sztrepto-
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micin más-más riboszóma-alegységhez kapcsolódva fejti ki 

fehérjeszintézist gátló hatását /lásd 1.3.3.fejezet/.

A linkomicinrezisztens sejtvonalakban a rezisztencia­

mutáció lokalizációját, valamint a rezisztencia mechaniz­

musát további genetikai és biokémiai vizsgálatokkal fog­

juk tisztázni. Ha a citoplazmatikus linkomicin-reziszten- 

cia klorcplasztisz-DNS-ben bekövetkezett mutáció eredmé­

nye, akkor a linkomicin-rezisztenciát a sztreptomicin-re- 

zisztenciával kombinálva, kettős rezisztenciára történő 

szelekció alapján, kloroplasztisz-rekombináns sejtvonalak

előállítására tudjuk felhasználni.

7^'

ä \&
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5. Összefoglalás

5.1. N.plumbaginifolia haploid és diploid protoplaszt-

tenyészetben mutagén kezelés után linkomicinrezisz- 

tens sejtvonalakat izoláltam.

5.2. A sejtvonalak kallusz-szinten és növénnyé regene­

rálás után is megtartották rezisztens fenötipusukat.

5.3. A regenerált növényekkel végzett keresztezésekkel

kimutattam, hogy a linkomicin-rezisztencia anyai 

utón öröklődik. Virágos növényeknél ezek az első

ilyen fenotipusu mutánsok.

5.4. A jellemzett vonalak rezisztensek klindamicinnel, egy

linkomicin származékkal szemben, de szenzitivek

sztreptomicinre.
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