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1. BEVEZETES

1.1. Altaladnos beveztés

A ndvényi sejtekben mind a sejtmag, mind az organel-
lumok /kloroplasztisz, mitokondrium/ tartalmaznak OSrSkitd—
anyagot. A sejtmagban és az organellumokban hordozott ge-
netikai informacid eltérd médon Oroklddik. A sejtmagban
ké6dolt tulajdonsédgok mendeli szabalyok szerint, az orga-
nellum~-DNS-ben tarolt informdcidk pedig a mendeli szaba-

lyoktdél eltérden, altaldban anyai uton &r6klddnek.

Az organellumok DNS-e szamos olyan gazdasagilag ér-
tékes tulajdonsagot kdédol, mint pl._a kloroplasztisz-ge-
nomban lokalizdlt, ndvényvéddszerekkel szembeni .reziszten-
cia [/Pfister és Arntzen 1979/. Ezért az organellumok DNS-
ében indukalt mutécidk egyrészt lehetdséget nyujtanak gya-
korlati szempontbdl eldnyds tulajdonsdgokkal rendelkezd
novényfajok szelekcidjahoz, masrészt alapkutatdsi problémak
megoldidsdhoz is nagy segitséget adnak. Organellum-mutécidk
indukcibjaval felderithetdk az organellumokban végbemend
biokémiai folyamatok /fotoszintézis, légzés/ egyes lépései.
Segitségilikkel nyomon k&vethetd az organellumok viselkedése
kiilénbdzd rendszerekben, pl. protoplaszt-fuzid utén /Galun
és Aviv 1982/. Az organellumok DNS-ében kddolt mutdcidk
rekombindliasaval az organellumok részletes genetikai vizs-

galata is elvégezhetd. Meg kell jegyezni, hogy a viragos



ndvények tObbségénél megtaldlhatd anyai Srdklésmenet csak
egyirdnyu organellumatvitelt eredményez, igy a természet-
ben nincs méd az organellumokban kdédolt tulajdonsagok uj-

rakombinalddasara [Sears 1980/.

Alacsonyabbrendli eukaridétakban az organellumok szeg-
regiacidja és rekombindcidéja jol ismert jelenség. Megfele-
13 mutdnspark létrehozdsa utadn rekombindcids gyakorisdgon
alapuld géntérképezést végeztek Saccharomyces élesztdgom-
ba mitokondridlis DNS-ével, valamint Chlamydomonas z&ld-

alga kloroplasztisz DNS-ével /Gillham 1978/.

Az organellumok kétiranyu atvitele protoplaszt-fuzid
soradn lehetdvé teszi az organellumszegregacid , és-rekom-
binadcid vizsgalatat magasabbrendii névényekben is. Viragos
novények organellum~DNS-ében bekOvetkezd rekombinacidt
dohédny mitokondriumban mutattak ki /Belliard és mt., 1978,
Nagy és mt. 1981/, mig kloroplasztisz-DNS-rekombinéciérél
még nincs irodalmi adat. Ez magyardazhatd azzal is, hogy a
kis szamban keletkezl rekombindns plasztiszok kivalogata-
sa megfeleld szamu, szelektalhatd kloroplasztisz-~marker
hidnyaban technikailag nem kivitelezhetd. Virdgos novények-
ben ezideig csak egyféle ilyen célra alkalmas, genetikai-
lag jol jellemzett, direkt szelektalhatdé kloroplasztisz-
mutanst irtak le /Maliga és mt. 1975/. Ez a mutans sztrepto-
micinrezisztens és rezisztenciajat a kloroplasztisz-DNS ko-

dolja.
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1.2, Célkitiizés

Célom egy ujtipusu, kloroplasztisz-DNS-ben kédolt,
szbvettenyészetben szelektdlhatd mutdns eldallitasa volt,
amely a laboratdriumunkban kordbban eldallitott [lasd
1.3.3. fejezet/ sztreptomicin-rezisztenciamarkerrel kom-
bindlva felhaszndlhatd rekombindns plasztiszok szelekci-
6jdra. Algakkal végzett kisérletek alapjan erre a célra
a linkomicin-rezisztencia-marker latszott alkalmasnak
[ldsd 1.3.2. fejezet/. A mutadns eldallitédsat Nzcotiana
pZumbaginifoZia1protoplaszttenyészetben végeztem, mivel
ez a dohanyfaj laboratdériumunkban a citoplazmids geneti-

kai kisérletek altalédnos alanya.

1.3. Irodalmi attekintés

1.3.1, Linkomicin-rezisztencia prokaridtdkban

A linkomicin linkozamid tipusu antibiotikum, amely a
prokaridéta tipusu 70S riboszdéma 50S alegységéhez kotddik.
A linkomicin gatolja a peptidk6tés kialakulasat, amely ro-
vid, funkcidképtelen fehérjék szintéziséhez vezet Nierhaus
és Wittmann 1980/ Linkomicinrezisztens mutans tdrzseket izo-
ladltak E.coli-ban mutagén kezelés utan. A mutacid kbvetkez-
tében megvaltozott riboszdéma-fehérjék nem k6tb6tték az anti-

biotikumot /Apiron 1967/. A 23S riboszémadlis RNS megvalto-



zasa kdvetkeztében létrejovd linkomicinrezisztenciat
Staphylococcus aureus tdrzsnél irtak le /Lai és mt.1978/.
Spontan linkomicinrezisztens tdrzseket talaltak Strepto-
coccus pyogenes—-ben, Ezekben a tdrzsekben a rezisztenciat
plazmid hordozta [Malke 1974/. Plazmid kézvetitette rezisz-
tenciat tobb kiildnbdzd baktériumtdrzsben is kimutattak

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

1.3.2. Linkomicinrezisztencia algakban

Az algak /és a magasabbrendi ndvények/ két eltérd
tipusu riboszdémaval rendelkeznek. A citoplazmaban 80S, a
'sejtorganellumokban 70S szedimentdcidés &llanddéval jellem-
zett riboszdémak talalhatdk. Linkomicinnel csak a 70S ribo-
szomakon folyd fehérjeszintézis gatolhatd.

Klindamicinre, egy linkomicinszarmazékra [7-kloro-7-
deoxi-linkomicin/ rezisztens Chlamydomonas reinhardtii z6ld-
algatdrzset izolaltak sztreptomicinmutagenezis utan /Sager
1972/. Az 50/\.1gml_l klindamicinkoncentracidén izolalt mutéans
rezisztencidjat anyai uton 6r6kitétte. A klindamicinrezisz-
tencidért felelds gén a kloroplasztisz-DNS-ben kdédolt és a
mutacidé az 50S riboszdémalis alegység egyik fehérjéjének
megvaltozidsat eredményezte /Schlanger és Sager 1974, Bart-
lett és mt, 1979/. A klindamicinrezisztenciamutacidé a cirku-
laris géntérképen egy kapcsolddasi csoportot alkot az erit-

romicin-, sztreptomicin-, neamin,- szpektinomicin-, és kar-



bomicin-rezisztenciamutdcidkkal /Schlanger és Sager 1974/.

1.3.3. Antibiotikumrezisztens mutdnsok magasabbrendi

ndvényekben

A 70-es éyek elején megindult nagyardnyu kutatéds sza-
mos kilonbdzd mutans sejtvonal eldallitadsat eredményezte
/Wildholm 1977 a, b, Schieder 1978/. Az antibiotikumrezisz-
tens sejtvonalak az eddig vizsgalt mutans sejtvonalaknak
viszonylag kis hanyadat képezik /[Maliga 1980 a/. A legtdbb
antibiotikumrezisztens sejtvonalat dohany szdvettenyészet-
ben allitottadk eld. A kanamicin, neomicin és sztreptomicin
a prokaridta tipusu 70S riboszdéma 30S alegységéhez kotddve,
mig a kloramfenikol, linkomicin és klindamicin a 70S ribo-
széma 50S alegységéhez kotddve gatolja a ndvényi szdvetek

fehérjeszintézisét [Nierhaus és Wittmann 1980/.

Kanamicinrezisztens sejtvonalat N.,sylvestris és N, taba-
cum dohanyfajban allitottak eld. A részletesen megvizsgalt
KR103 jeld kanamicinrezisztens N.sylvestris sejtvonal elvesz-
tette regeneracids képességét, valamint pigmenthidnyos volt
/Dix és mt, 1977/. A morfogenezis képessége N.knightiana faj-
jal végzett protoplasztfuzid utdn visszaadllt [Maliga és mt.
1977/. A vonal rezisztens volt sztreptomicinnel és neomicin-
nel szemben is /Dix 1981 b/. A KR103 vonal kanamicinrezisz-
tencidajanak 6roklddése egy fuzids kisérlet alapjan citoplaz-

matikus /Menczel és mt. 1978/.



A N.tabacum-ban izolalt kanamicinrezisztens kallusz-
vonalakbdl sikeriilt ndovényeket regeneraltatni /Maliga és mt.
1980 b, Owens 1981/. A regeneransok nagy része azonban el-
vesztette rezisztenciijat és a ndovények dontd tSbbsége ab-
normalis virdgot hozott. A rezisztensek genetikai jellemzé-

se nem tortént meg.

Kloramfenikolrezisztens sejtvonalékat N,sylvestris
dohanyfajban allitottak eld /Dix 1981 a/. A harom kiildnbd-
z3 vonalbdl regeneralt ndvények még rezisztensek voltak, de
az 6nbéporzésbél,illetve a keresztezésekbdl szadrmazd utd-
dokban nem jelent meg a rezisztencia. A rezisztencia elti-
nését epigenetikus valtozassal vagy a szelektalt tulajdon-
sadg szegregadcidjaval magyardzta a szerzd. A kloramfenikol-
rezisztens sejtvonalak nem voltak rezisztensek sztreptomi-

cinnel és neomicinnel szemben /Dix 1981 b/.

Magasabbrendi ndvényekben izolalt antibiotikumrezisz-
tencidk teljes genetikai analizisét csak sztreptomicinrezisz-
tencia esetében végezték el. A sztreptomicinrezisztencia
O6roklddése vagy mendeli /Maliga 1981 a/ vagy citoplazmati-
kus [/Maliga és mt., 1975, Umiel 1979/, hasonldan az algak

sztreptomicinrezisztenciajanak &roklddéséhez [Gillham 1978/.

A Nicotiana tabacum SRl mutdns egyike a genetikailag
és biokémiailag legjobban jellemzett citoplazmatikus mutén-
soknak. A kallusz-szinten izolalt sejtvonalbdél fertilis
ndvényt regenerdltattak, amely anyai uton ordkitette rezisz-

tencidjat. Elektronmikroszkdépos vizsgdlatok szerint a mutadns



plasztiszok sztreptomicin jelenlétében megdrzik normalis
ultrastrukturajukat /Maliga és mt. 1973, 1975/. A kloro-
plasztisz—riboszéma—fehérﬁék kétdimenzids gélelektroforé-
zisével kimutattdk, hogy a riboszdéma-fehérjék kozil lega-
labb egy megvaltozott a mutdns n&vényekben /Yurina és mt.
1978, Capel és mt. 1979/. Antibiotikum-k&tési vizsgalatok
szerint a mutans 30S alegységhez tizedannyi sztreptomicin
koétddik, mint a vad tipusuéhoz /Bourque és mt. 1977/.
Protoplasztfuzid utéan a W, tabacumSRl szilild kloroplaszti-
szai és a sztreptomicinrezisztencia kapcsoltan szegregal-
tak /Menczel és mt. 1981/. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy az SRl vonalban a rezisztencia plasztisz = genomban

lokalizalt.

A tObbi citoplazmatikus sztreptomicinrezisztens vonal
esetében csak a rezisztencia anyai uton torténd atvitele
bizonyitott, a rezisztencia lokalizacidéjanak pontos helye
/plasztisz vagy mitokondrium/ nem ismeretes /[Umiel 1979,

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

Magasabbrendii n6vényekben linkomicinrezisztens mutanst
még nem allitottak eld, de a linkomicin hatasat <n vitro
ndvényi rendszerekben részletesen megvizsgaltak. A linkomi-~
cin nagyon hatdsos kloroplasztisz-fehérjeszintézisgatldnak
bizonyult /Ellis és Hartley 1971/. Gatolja a ribuldéz-1,5-
difoszfat-karboxildz nagy alegysége /Criddle és mt. 1970,
Blair és Ellis 1973/, néhany tilakoidfehérje [Eaglesham és

Ellis 1974, Ellis 1975/ és részlegesen a klorofill szinté-



zisét is [Linnae és Stewart 1967, Sarvari és mt. 1976/.
A linkomicin ezen kiviil megakadadlyozza a kloroplasztisz-
membran normdlis strukturajanak kialakulasat /Thomson és

Ellis 1972/.

2. Anyagok és mddszerek

2.1. Kisérleti ndvények

Protoplasztokat diploid /2n=2X=20/ és haploid /[/n=X=10/
Nicotiana plumbaginifolia Viviani ndvényekbdl izolaltam. A
ndvényeket steril kOrililmények k&zdtt, termosztatszobaban
/28Co , 16 6ras megvilagitas, 1500 lux, 70%-os relativ
paratartalom/ neveltem. Kontrollként felhasznadltam a la-
boratdriumunkban izoldlt, citoplazmatikus sztreptomicin-
rezisztencidt hordozd N.pZumbaginifoZia‘SR402 és N.plum-

baginifolia Npl5 jeli vonalakat [Maliga P. nem k&z81lt/.

2.2, Protoplasztizolalas

Steril k&riilmények k&zdtt nevelt haploid N.plumbagini-
folZia novény leveleit aprd darabokra vagva 0,5%-os driselase
[Kyowa Hakko Kogyo Co., LTD Japan/ enzimoldatba tettem. Az
enzimet ©0,4M szachardzt tartalmazd K3-oldatban /1l.tadblazat/

oldottam /[pH=5,6/, majd 0,45 mum pdrusatmérdji Millipore



filteren atsziirtem. Az enzimatikus emésztés 16 6ran ke-
resztil tortént 26CO-on, gyenge fényben /100 lux/. A pro-
toplaszt szuszpenzidt 63um pdrusatmérdji nylon filteren
atszilirtem. A protoplasztokat ezutan 3 percig 275g-vel
centrifugdltam, majd a meniszkuszba feluszott protoplasz-
tokat Osszegyljtéttem, W5-mosdoldatban /1. tédblazat/ fel-

szuszpendaltam és 30g-vel centrifugaltam két percig.

2.3. Mutagén-kezelés

A frissen izolalt protoplasztokat 0,4M glikdézt tar-
talmazd K3—tépoldatban szuszpendaltam. lOmM-os N-nitrozo-
-N-etilurea /NEU/ t&rzsoldatbdél O,lml-t,ill. O,3ml-t mér-
tem be 10ml Kjtépoldatba, igy a tapoldat mutagén-koncent-
rdciéja 0,1mM,ill. O,3mM lett. A mutagén-kezelés utan
/24 oOra, 28CO/ centrifugalassal /2perc, 30g/ eltavolitot-

tam a mutagén-oldatot és a sejteket 0,4M gliikbézos K3-tép—

oldatban ujraszuszpendaltam.

2,4, Protoplaszttenyésztés

A protoplasztokat két héten at 0,4M glikdzt tartalma-

zd K3-oldatban inkubdltam. A tenyészeteket ezutdn kihigitot-

tam /10x/ 0,2M glikdézt tartalmazd K3—tépoldattal, amely



z6ldilést induka&ldé hormonkombindcidét tartalmazott /lmg
l—lbenziladenint és 0,1lmg l-lnaftilecetsavat/. A tenyé-
szeteket altalaban 28C°—on, 16 d6ras megvildgitas mellett
1500 1lx-on tartottam fenn, kivéve a fiatal /két-hetes/

tenyészeteket, amelyeket 100 lx-szal vilagitottam meg.

2.5. Rezisztens kolénidk szelekcidja

A szelekcidé RMOP-tdptalajon /ladsd 1. tablazat/ tor-
tént. A taptalajt O0,8%-os Difco Bacto-agarral szilardi-
tottam meg. A linkomicin-hidrokloridot [Medexport Moszk-
va, USSR/ desztillalt vizben oldottam, majd 0,45um pdrus-
atmérdji Millipore —filteren atszlirtem. Az antibiotikum-
térzsoldat megfeleld mennyiségét autoklavozott /lZOCo,
20'/, majd 50Cc®-ra lehiitstt taptalajhoz kevertem. A te-
nyészetek 10 cm atmérdji petricsészékben &tlagosan 1000
koléniat tartalmaztak. A tenyésztés 28c®-on, 1500 lux

megvilagitas mellett tdrtént.

2.6. Novényregeneracid és novényfenntartas

Hajtasok indukciéja kalluszbdél RMB-,ill. RMOP-/1l.tab-
lazat/ taptalajon tdrtént. A hajtasokat gySkereztetés cél-
jabdél 0,6% agart tartalmazdé P-taptalajra tettem /l.téablazat/.

A ndvények steril k&riilmények k&zotti fenntartdsa hormon-



mentes RM-taptalajon /l.tdblazat/ tSrtént. A regeneran-

sokat havonta friss taptalajba passzaltam.

2.7. Az antibiotikum-rezisztencia tesztelése

2.7.1. Kalluszteszt

Az antibiotikum-rezisztencidt kalluszdarabok /50mg/
vagy levéldarabok /25mm% szelektiv RMOP-taptalajon t&rténd
tenyésztésével ellendriztem. Az RMOP-taptalajon a rezisz-
tens kalluszok ﬁegzéldﬁltek. A linkomicin, kliﬁdamicin és
sztreptomicin szelektiv koncentrdcidi sorrendben a kdvet-
kezdk: 1000 mg ml~Y, 100 mg ml™1 &s 1000 mg mi”l.

Az antibiotikumokat desztillalt vizben oldottam, filter-
rel /0,45 mm ¢ Millipore/ sterilre szilirtem és tdrzsoldat-
bdél mértem be. A klindamicint az Upjohn /[Puurs, Belgium/,
a sztreptomicint az EGYT Gydgyszervegyészeti Gyartdl /Bu-

dapest, Hungary/ vasadroltuk. A kalluszok tenyésztési koril-

ményei megegyeznek a 2.4. pontban leirtakkal.

2.7.2,. Csiranbvényteszt

A magvak felszinét az aldbbi médon sterilizdltam:
- mosads 75%-o0s etanolban 1 percig
- mosas 0,5%-os NaOCl-ban /1l0%-os haztartasi ﬁypobél higit-

val/, 2 perc



- mosas steril desztillalt vizzel négyszer

- aztatas 0,5mg ml—lkoncentréciéju gibberelinsavas oldat-
ban, 2 éra.

A steril magvakat 3% szachardzt, 0,6% agart valamint

l1o0mg ml-llinkomicint tartalmaz6 RM~taptalajon termosz-

tatszobdban kicsirdztattam. A kéthetes csirandvények fe-

notipusat a beldlik 1000mg ml_l linkomicint tartalmazd

RMOP-taptalajon fejlddd kalluszok pigmentadcidja alapjan

-is ellendriztem.

2.8. Kromoszdémaszam-meghatdrozas

Steril ko&riilmények kozdtt nevelt ndvények 1-2 cm-es
gySkerét 0,05%-0s kolhicin desztillalt vizes oldataban 3
6ran keresztiil kezeltem. Ezutdn a gyékérﬁégeket Carnoy-féle
r6gzitd keverékben [vizmentes alkohol : jégecet = 3 : 1/
fixadltam. Masnap 5-5 percig 96%-os, 75%-o0s, és 45%-0s eta-
nolban, majd desztillalt vizben mostam a gy&kereket. A gyd-
kereket azutan 1N HCl-ban, 60c°-on , 10 percig hidrolizaltam,
majd desztilladlt vizzel Sblitettem. A festés a szokéasos
karminecetsavas technik&val tdrtént /5%~o0s karmin 45%-0s
ecetsavban, 15-20 percig/.A megfestett gydkércsucsokat le-
vagtam, targylemezre helyeztem, lefedtem, majd enyhe melegi-
tés utdn ddrzspreparatumot készitettem. A metafazisos sej-
tekben a kromoszémakat zeiss NU2 kutatdmikroszkdp segitsé-

gével [/1000x-es nagyitdsnd}l/ szamoltam megq.



l.tablazat.
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A tapoldatok Osszetétele

Anyag K3l RM2 P3 RMO4 RMB5 RMOP6 We
koncentracid /mg l—l/

NH ,NO, 240 1650 330 1650 1650 1650 -
KNO3 2400 1900 380 1900 1900 1900 -
CaC12x2H20 880 440 440 440 440 440 18400
Mgso, 120 180 180 180 180 180 -
NaH2P04x2H20 156 - - - - - -
KH2PO4 - 170 170 170 170 170 -
/NH4/ZSO4 130 - - - - - -
FeS0,x7H,0 28 28 28 28 28 28 -
EDTAx2H20 37 37 37 37 37 37 -
H3BO3 3 6,2 6,2 6,2 6,2 6,2 -
MnSO4x4H20 10 22 22 22 22 22 -
ZnSO,XTH,0 2,3 10,6 10,6 10,6 10,6 10,6 -
KJ 0,75 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 -
Na2M004x2H20 0,24 0,24 0,24 0,24 Oﬁ24 0,24 -
CuSO4x5H20 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 -
COC12X6H20 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 -
NaCl - - - - - - 9000
KCl - - - - - - 400
D-xiloz 250 - - - - - -
m-inozit 100 - - 100 100 100 -
tiamin-2HC1 10 - - 1 1 | 1 -

/By /
pirigo7in—HCl 1 _ _ _ _ - _

6

nikotinsav 1 - - - - - -
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1l.tablazat [folytatas/

koncentriacié /mg 171y
Hormonok K3l RM2 P3 RMO4 RMB5 RMOP6
2,4-D 0,1 - - - - - -
benziladenin 0,2 - - 0,5 1,0 i,0 -
naftilecetsav 1,0 - - - - 0,1 -
indolecetsav - - - 2,0 - - -
Kinetin - - - - - - -

A K, tépoldat 7,99 171 glikézt, a 2, 3, 4, 5 és 6 jeli tapta-

lajok 30g l-l szachar6zt, a W_. tapoldat lg l‘-l glikézt tartal-

5
mazott. A taptalajok pH-jat KOH-dal 5,6-ra allitottam be. Az

agar koncentracidéja 0,8% volt.

1. = Kao-féle taptalaj /1974/ mbédositva Nagy. és Maliga [/1976/

altal. CcaHPO, kihagyva, szachardz helyett 0,4M gliikdz

4

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

3. = Médositott RM-tédptalaj /Sidorov és mt. 1981/. Az NH,NO,
és KNO 4 mennyisége 1/5 része az RM-taptalajban levdnek.

4, = Maliga és mt, 1973

5. = Menczel és mt. 1981

6. = Sidorov és mt. 1981

7. = Medgyesy és mt. 1980



3. Eredmények

3.1. Linkomicinrezisztens sejtvonalak szelekcidja

A mutagenizalt N.plumbaginifolia protoplasztokat harom
hétig K3-tépoldatban tenyésztettem. A negyedik héten a ko-
lénidkat szelektiv [1000 ag ml_l linkomicint tartalmazd/
RMOP-tiptalajba szélesztettem /lasd 2.5. fejezet/. A lin-
komicin szelektiv koncentrdcidjat egy eldzd, N.sylvestris
kallusztenyészettel végzett kisérletben mar meghataroztam.
lOOO‘o\.‘lgml—l linkomiéinkoncentrécié az eredetileg zdld kal-
luszok teljes kifehéredését okozta. A linkomicin hatasat
N.plumbaginifolia protoplaszttenyészettel ellenldrizve a
z61diilésgatlas azonos koncentracidénal kovetkezett be. A

linkomicin ebben a koncentracidéban nem gdtolja a kalluszok

ndvekedését.

Az RMOP-tdptalaj magas citokinin-koncentracidéja miatt
altaladban a kalluszszdvetek zdldiilését indukalja. A linko-
micin szelektiv koncentracidéja azonban megakadalyozta a
szenzitiv kalluszok megzoldilését, igy csak a rezisztens kal-
luszok képeztek 2514 koldnidkat. Ezeket izolaltam és rezisz-
tenciajukat szelektiv linkomicin-koncentraciéju taptalajon
két alkalommal ismételten ellendriztem. Azokat a sejtvona-
lakat tekintettem rezisztensnek, amelyek a szelektiv tap-

talajon t8rténd harmadik atoltads utan is zd8ldek maradtak.



Linkomicinrezisztens sejtvonalakat mind haploid,
mind diploid WN.plumbaginifolia protoplaszttenyészetben
izoladltam. A rezisztens kolbénidk eldfordulasi gyakori-
sdgdt azonban csak a diploid anyagnadl tudtam meghata-
rozni [2.tdblazat/, mivel a haploid protoplasztokkal
végzett kisérlet technikai okok miatt /fertdzés/ kiér-

tékelhetetlen volt ilyen szempontbdl.

2. tédblazat. Linkomicinrezisztens koldniak gyakorisaga

diploid WN.plumbaginifolia protoplasztte-

nyészetben
Mutagén Vizsgadlt koldéniak Rezisztensek ReEiszten§eg
kezelés szama szama elofordulasi
gyakorisé&ga
- 5,8 x 10% 6 1,0 x 1074
0,1 mM NEU 12,0 x 107 70 - 5,8 x 10 %
4 4

0,3 mM NEU 4,5 x 10 31 6,9 x 10

3.2. A rezisztens sejtvonalakbdl regeneraltatott ndvények

morfoldgidja

Az elBallitott 107 diploid rezisztens sejtvonalbdl
91 vonal esetében sikeriilt RMB-taptalajon hajtésokat re-
generdltatni. 12 vonal elvesztette regeneracids képessé-
gét , mig négy sejtvonalat fertdzés kévetkeztébén veszi-

tettem el.



A haploid protoplaszt-tenyészetben izolalt rezisz-
tens sejtvonalak k&zil kettd vonalat vizsgaltam részle-
tesen /LR-400 és LR-40l1/. Az LR-400 vonalbdl regeneralt
ndvények morfoldgidja azonos volt a szenzitiv N.plumba-
ginifolia ndvényével [l.abra/. A ndvények kromoszdmasza-
ma diploid volt. Az LR-401 vonal esetében a ndvények a
vad tipustdl eltérd morfoldgiaval és aneuploid kromoszd-
maszammal rendelkeztek. A kromoszdmaszam 20 és 40 koézdtt
valtakozott. A normdlis morfoldgidtdl vald eltérés leg-
szembetlinGbb jele az volé, hogy az LR=40l1 n&vények nem
hoztak viragot. ‘Igy genetikai analiziét az LR-401 nové-

nyekkel nem tudtam végezni.

A diploid sejtvonalak k®ziil az LR-407 és LR-413
jeliieket vizsgaltam meg részletesen. Az ezekbdl a vona-
lakbdl regeneralt n&vények normalis N.plumbaginifolia

morfoldgiadval és diploid kromoszdmaszammal rendelkeztek.



1, @bra. A linkomicinrezisztens LR-400 n&vény és a
vad tipusu N.plumbaginifolia ndvény morfo-

légiaja



3.3. A regeneransok linkomicinrezisztenciaja

A novények levelének szelektiv taptalajon tdrténd
tenyésztésével ellendriztem, hogy azok rezisztensek-e.
Mindegyik vonalbdl 6-6 ndvényt vizsgdltam meg. A levél-
darabokbdél fejlddd kalluszok zdld szine alapjan vala-
mennyi regenerans rezisztensnek bizonyult /2.4bra/. A
2, abra az LR-400 vonal linkomicin-levélrezisztencia-
tesztjét mutatja be. Kontrollként vad tipusu N.plumba-

ginifolia [N.p.} ndvény leveleit hasznaltam.

2,abra. Az LR-400 ndvény linkomicin-levélrezisztencia-

tesztje



3.4. A regenerédnsok klindamicin-&s sztreptomicinrezisz-

tenciaja

A regeneralt ndvényeket klindamicin-/7-kloro-7-deoxi-
-linkomicin/ és sztreptomicin-rezisztencid&ra is ellendriz-
tem levélteszttel [ladsd 3.3. fejezet/. Klindamicinre mind
a négy vonal rezisztensnek bizonyult. A 3.a8bran az LR-400
vonal klindamicinrezisztencia-tesztje lathatd. Sztreptomi-
cinnel szemben viszont a regeneransok érzékenyek voltak
/|4.3abra/. A 4.3bradn az SR-402 és Npl5 sztreptomicinrezisz-

tens N.plumbaginifolia vonalak viselkedését is bemutatom.

LR-400

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

tesztje



SR-402

Np-15

4, &bra. Az LR-400 vonal sztreptomicin-levélrezisztencia-

tesztje

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

zisztenciajanak &roSklddése

Az lUveghazba kiililtetett LR-400 ndvények viragoztak,
de Onbeporzads utdn nem adtak életképes magot. Az eredeti
szenzitiv diploid ndvénnyel vald megporzas utédn viszont
sikerlilt utdédokat kapni /Fl/. Ezeket a magvakat kicsiraz-
tattam linkomicin-tartalmu taptalajon, ahol valamennyi csi-
randvény rezisztensnek bizonyult. Az Fl-nemzedékbdl 5 nd-

vényt kililtettem az Uveghéazba. Valamennyi ndvény viragzott

és termékeny volt. Az Fl ndvényeket &nmagukkal /F2/ és a

szenzitiv novénnyel mindkét irdnyba kereszteztem. A kapott



magvakat szelektiv taptalajon kicsiraztattam. Az adatok
azt mutatjdk, hogy az LR-400 vonalban a linkomicinrezisz-

tencia anyai uton 6rdklddik /3.tablazat/.

A rezisztencia ellenOrzése céljabdl a csirandvények
egy részébdl szelektiv RMOP-téptalajon kalluszt indukal-
tattam. A mdsodik teszt az eldzdvel megegyezd eredményt
mutatott /4. tablazat/. Az utddokban a csirandvény-és
kalluszteszt alapjan szegregacid [szenzitiv egyedek

vagy kallusz-szektorok megjelenése/ nem volt /5.&bra/.

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

rezisztencia az Fl1 nemzedékben szintén anyai uton &rdk-

16dott.



3. tablazat.

23 -

A linkomicinrezisztencia &6r8klédése az

LR-400 vonalban

NSvénvek Osszes csira- Szenzitiv Rezisztens
4 nbvény szama csirandvények széma
N.plumbaginifolia 1112 1112 _
/dnbeporzas/
F2 119 0 119
Flo x N.plumbagini-
foﬁgwd, 214 0 214
N.plumbaginifolzag x 220 220 0

xFld

F2 = LR-400$ X N.plumbaginifolia d keresztezésbBl szarmazd

névények Onbeporzasébdél adoédik

F1 = LR-4009 x N.plumbaginifolia d keresztezésbdl szarmazd

ndvények
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4. tablazat. Az LR-400 F2 csirandvények linkomicinre-

zisztencidjanak ellendrzése RMOP-tdptalajon

d

“N&vekedés z51diilés
Linkomicin-HC1 bugml_l/ Linkomicin-HCLl hugml_l/
Csirandvények -
(0] 1000 0 1000
eN.p. 3073257 317132 + -
Pp2 579260 936%383 + +
+ +
Flg X N.p.o” 220-121 451-226 + .+
N.P.¢ x Flo7 3722169 272%378 + -
@ A szenzitiv N.plumbaginifolia Onbeporzasabdl szarmazd csira-
novények
b Az LR—400$ X N.plumbaginifolia o keresztezésbOl szarmazd
ndvények &nbeporzadsdbdl nyert csirandvények
€ A kalluszok atlagsulya /mg/isx; 20 paralell &tlaga. Inkubalas
fényben /1500 lux/.
d, - kalluszok fényben inkubdlva z6ldek; - = kalluszok fényben

inkubalva fehérek



5. abra. Az LR-400 F2 csirandvények linkomicinrezisztencia-

tesztje

100 Lin

R = LR-4009 x N.plumbaginifolia d keresztezésbdl szarmazd
névények Onbeporzadsabdl nyert csirandvények
S = Szenzitiv N.plumbaginifolia &nbeporzasabdl nyert csira-

nodvények



5. &dbra. Az LR-400 F2 csirandvények linkomicinrezisz-

tencia-tesztje [folytatas/

Rp X So7= Flg x N,plumbaginifolia o"keresztezésbdl
szarmazd csirandvények
So X Ro?”= N.plumbaginifolia 9 X Flo keresztezésbdl

szdrmazd csirandvények



4. Megvitatas

A linkomicinrezisztens sejtvonalak spontan eldfor-
dulasi gyakorisiga diploid protoplaszttenyészetben

1,0 x 1074

volt, amit NEU kezeléssel sikeriilt 5,8-6,9

X 164-re emelni. Osszehasonlitasként megemlitem, hogy
‘ugyanebben a rendszerben a sztreptomicinrezisztens
sejtvonalak eldfordulasi gyakorisdga alacsonyabb volt.
A spontan eldfordulasi gyakorisag Sztreptomicinrezisz-

6

tencia esetében 2,7 x 10 °, mig az indukalt /O,1lmM NEU/

frekvencia 8,7 ﬁ lO-S—nek bizonyult /Maliga és mt.1982/.

Az LR-400 vonal szelekcidja haploid kiindulasi anyag-
bdl tértént, de a regeneralt ndvények mar diploid kro-
moszdmaszamuak voltak. Ez a szdvettenyészetben gyakran
bekdvetkezd diploidizacid [vagy poliploidizacid/ ered-
ménye, ami jbl ismert jelenség /D’Amato 1978, Bayliss
1980/. Aneuploid, 20-tdl 40-ig terjedd kromoszémaszamu
ndvények regeneracidja az LR-401 vonalbdél ugyancsak a
szOvettenyésztés alkalmazdsanak tulajdonithatd. Vald-
szinli, hogy az aneuploidia okozta az LR-401 ndvények torz
morfoldgidjat és a virdgzas hianyadt. Az LR-400 vonal
himsterilitidsa a mutagén-kezelés hatasara bekovetkezd

egyéb mutidcidk kOvetkezménye lehet.

Az LR-400 vonal esetében a vad tipusu ndvénnyel

tO8rténd megporzas utadn sikeriilt termékeny utddokat kap-



ni, igy tisztazhattam a rezisztencia Or&klésmenetét,
A linkomicinrezisztencia a keresztezési adatok sze-
rint [lasd 3.5. fejezet/ az LR-400 vonalban anyai
uton O6r&klddott. Hasonld eredményre vezettek az
LR-407 és LR-413 vonallal végzett keresztezések is.
Az LR-400 vonalnal az Fl-ben tapasztalt rezisztencia
még magyardzhatdé lenne azzal is, hogy a linkomicin-
rezisztencia dominans sejtmaghoz k&tStt mutdcid ered-
ménye. Ebben az esetben viszont az F2-ben 3:1 /lin-
komicinrezisztens : linkomicinszenzitiv/; a vad tipu-
su,szenzitiv ndvénnyel t6rténd keresztezéseknél pedig,
a keresztezés iranyatdl fiiggetlenil, 1l:1 aradnyu szeg-

regadcidt kellett volna kapni.

A linkomicinrezisztencia kallusz- és ndvényszin~-
ten is stabilnak bizonyult, ez azonban még nem zarja
ki linkomicinszenzitiv faktorok jelenlétének I=2hetdsé-
gét. Magasabbrendi novényekben kevert organellumpopu-
lacido altaladabannem.marad fenn hosszabb ideig. Biparen-
talis kloroplasztisz-atvitelt mutaté fajokban /Oenothera,
Pelargonium/ még a variegalt ndvények is dontden tisz-
ta plasztiszpopuladcidkat tartalmazd sejtekbdl &llnak.
[Kirk és Tilney-Basett 1978/. Protoplasztfuzidt kdve-
tOen az altalanos tapasztalat az, hogy a kevert kloro-
plasztiszpopuléciébél még a ndvényregeneracid eldtt
tiszta szlildi populacidk jonnek létre a sejtosztddas

soran [Chen és mt. 1977, Menczel és mt, 1981/. Kevert



mitokondriumpopuldcid azonban néhé&ny esetben ndvényre-
generdcid utdn is megfigyelhetd [Menczel L. személyes
kdzlés/. A linkomicinrezisztens vonalakban szegregacid
/linkomicinszenzitiv c¢sirandvények megjelenése linkomi-
cinrezisztens csirané&ények mellett/ nem volt. A keresz-
tezések soran a rezisztens vonalakbdl szarmazd csirand-
vények, amennyiben az anya rezisztens volt, kivétel nél-
kil rezisztensnek bizonyultak, vagyis a vonalakban a ci-
toplazmatikus linkomicinrezisztencia-faktor homogén popu-.
lacidt alkotott; a szenzitiv faktorok eltiinése mar a
névényregenerécié eldtt megtdrtént. A gyors organellum-
-kitisztulds oka nem ismert /Kung 1977/.

A sz8vettenyészetben eldallitott megvaltozott fenoti-
pusu sejtvonalak epigenetikus valtozas vagy mutacido kdvet-
keztében jelenhetnek meg. Epigenetikus valtozas minden
olyan fenotipusvaltozds, ami nem mutacid kdvetkeztében jon
létre /Siminovitch 1976/. Az epigenetikus valtozds tipikus
példidja a ndvényi sejtvonalak hormon-independenssé va-
lasa /2ryd 1979, Meins 1976/ vagy a cikloheximidrezisz-
tencia, amit dohény és sargarépa szbvettenyészetben is
vizsgaltak [Maliga és mt. 1976, Gresshaff 1979/. Az
epigenetikus valtozds és a mutdcid toSbb alapvetd krité-
rium alapjan megkiilonbdztethetd egymastdl. A linkomicin-
rezisztens sejtvonalakban a rezisztencia stabilitasa kal-
lusz- és ndvényszinten /nem-szelektiv k&rilmények kozdtt

is/, valamint a rezisztencia ©6roklddése azt mutatja, hogy



a linkomicinrezisztencia mutdcidé eredménye, mivel az
epigenetikus valtozasok ndvényi szinten nem stabilak
és sohasem Or8klddnek.

A N.tabacum SRl mutans esetében bizonyitani lehetett,
hogy a sztreptomicinrezisztencia-mutdcidé kloroplasztisz-
DNS-ben kédolt. Protoplaszt-fuzidé utan ugyanis a hibrid
ndvényekben az SRl tipusu kloroplasztiszok jelenléte min-
dig rezisztens fenotipust eredményezett /Menczel és mt .
1981/. A dolgozatban targyalt vonalakkal ilyen kisérletet
nem végeztem, de N.sylvestris—ben eldallitott citoplaz-
matikus linkomicnrezisztenciara nézve hasonld szegregaciods
adatok allnak rendelkezésemre. A N.sylvestris LR1O5 jeli
novénybdl a rezisztenciafaktort protoplasztfuzid utén
N.plumbaginifolia sejtmaghattérbe vittem &t. A kisérlet
eredményeképpen létrejbtt N.plumbaginifolia linkomicinre-
zlisztens ndvényekben kizardlag N.sylvestfis tipusu kloro-
plasztiszokat talaltunk /Csépld,A., Nagy,F., Lazar,G.,
Maliga,P. kézbletlen eredmények/. Ez arra utal, hogy a
citoplazmatikus linkomicnrezisztencia kloroplasztisz-—-DNS-
ben kdédolt mutdcid eredménye, hasonldan az N, tabacum SRl
mutanshoz.

A mutdcid kbvetkeztében létrejbvo antibiotikum-re-
zisztens mut@nsok kialakulasukat tekintve harom csoportba
sorolhatdk: felvételi mutdnsok, inaktivacids mutansok és
kotdhely-mutdnsok (Nierhaus és Wittmann 1980/. A Chlamy-

domonas zbldalgdban izoldlt, kloroplasztisz-DNS-hez kotdtt



antibiotikumrezisztens mutansok tSbbsége a harmadik ka-
tegbéridba sorolhatdé /Gillham 1978/. A klindamicinrezisz-
tens z&ldalga t8rzsben a mutdcid a-.-kloroplasztisz-ribo-
szdéma 50S alegysége egy fehérjekomponensének megvaltoza-
s&t idézte eld /Schlanger és Sager 1974/. Az eddig gene-
tikailag és biokémiailag legjobban jellemzett magasabb-
rendli n&vényi antibiotikumrezisztens mutans [N, tabacum
SR1/ is valdszinilileg k6tShely tipusu mutdns. A biokémiai
vizsgalatok sordn kideriilt, hogy a mutdcid kdvetkeztében
a kloroplasztisz 30S riboszdéma-alegységének egy fehérjéje
a vad tipustdl eltérd elektroforetikus mobilitdssal ren-
delkezik /Yurina és mt. 1978/, valamint a mutans kloro-
plasztiszriboszédma a vadtipushoz viszonyitva tizedannyi
sztreptomicint k&t meg /Bourque és mt. 1977/. A linkomi-
cinrezisztens mutdnsok rezisztencidjanak kialakulasi mecha-
nizmusa nem ismert, de valdszinlileg ezekben a vonalakban
is a kotdhely megvaltozasa okozza a rezisztenciat, hason-
l6an az eldbb felsorolt esetekhez. A kérdés elddntése to-
vabbi vizsgdlatokat igényel.

A linkomicinrezisztencidt e106idézd mutécid a sejteket
egyuttal klindamicinnel szemben is rezisztenssé tette. Ez
nem meglepd, miutdn a klindamicin a linkomicinnel szerke-
zetileg rokon antibiotikum /Magerlein és mt, 1967/. Nincs
keresztrezisztencia viszont sztreptomicinre, ami szintén
érthetd, ha figyelembe vessziik az antibiotikumok eltérd

kémiai szerkezetét és azt, hogy a linkomicin és sztrepto-



micin méds-més riboszdma-alegységhez kapcsolddva fejti ki
fehérjeszintézist gatld hatasat /lasd 1.3.3.fejezet/.

A linkomicinrezisztens sejtvonalakban a rezisztencia-
mutadcidé lokalizacidéjat, valamint a rezisztencia mechaniz-
musat tovabbi genetikai és biokémiai vizsgalatokkal fog-
juk tisztazni. Ha a citoplazmatikus linkomicin-reziszten-
cia klorcplasztisz-DNS-ben bekdvetkezett mutdcid eredmé-
nye, akkor a linkomicin-rezisztenciat a sztreptomicin-re-
zisztencidval kombindlva, kettds rezisztencidra tdrténd
szelekcid alapjan, kloroplasztisz-rekombindns sejtvonalak

eldallitasara tudjuk felhasznalni.



5. Osszefoglalas

5.1. N.plumbaginifolia haploid és diploid protoplaszt-
tenyészetben mutagén kezelés utan linkomicinrezisz-

tens sejtvonalakat izolaltam.

5.2. A sejtvonalak kallusz-szinten és ndvénnyé regene-

ralas utan is megtartottak rezisztens fenotipusukat.

5.3. A regeneralt ndvényekkel végzett keresztezésekkel
kimutattam; hogy a linkomicin-rezisztencia anyai
uton 6rdklddik. Virdgos ndvényeknél ezek az elsd

ilyen fenotipusu mutéansok.

5.4. A jellemzett vonalak rezisztensek klindamicinnel, egy
linkomicin szarmazékkal szemben, de szenzitivek

sztreptomicinre.
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