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I.

BEVEZETTES

Az ivaros keresztezés médszefét a ndvénygenetikai
és novénynemesitési kutatésokban elterjedten alkalmazzak.
E mdédszernek azonban gyakran hatart szab a fajon beliil,
illetve a fajok kozt mégnyilvénulé Osszeférhetetlenség,
inkompatibilitéas. Az inkompatibilitds megnyilvanuléasa
miatt szamos, elméleti vagy gyakorlati szempontbdl jelen-
tS6s keresztezés nem valdsithatd meg., Kiildnbdzd eljarasok
alkalmazasaval az inkompatibilités egyes esetekben meg-
sziintethetd, s igy a korabban nem keresztezhetd egyedek
termékeny ivari kapcsolata bekdvetkezhet /NETTANCOURT,
1977/.

Az inkompatibilitas lekiizdésének elvileg uj lehetd-
sége nyilt meg a ndvényi protoplasztok tenyészfési és
fuzidés moédszerének széleskdri elterjedésével, A kiilSnbs-
z® nOvényfajok szomatikus sejtjeibdl izolalt protoplasz-
tok fuzidjabdél felnevelt un. paraszexudlis hibridek eld-
dllithatbésagat ma&r néhany esetben kisérletesen is bizonyi-
tottak /CARLSON és mtsai, 1972; SMITH és mtsai, 1976;
POWER és mtsai, 1976; DUDITS és mtsai, 1977; MALIGA és
mtsai, 1977; SCHIEDER, 1978/. A paraszexudlis hibridiza-
cid folyamaténak: intenziv vizsgalata a mddszer szélesebb

kérii alkalmazhatdésagat oldhatja meg, s igy elméleti és



gyakorlati szempontbdl egyarant jelentds ismeretekhez
és eredményekhez juthatunk. A disszertécid ennek a téma-
kdrnek néhany kérdésével foglalkozik.

A dolgozatban bemutatjuk a sdrgarépa névények fejld-
dését protoplasztbdl., Ismertetjlik a humén sejtek fuziéds
gyakorisagat néveld polietilén~glikol - dimetil-szulfoxid
kezelés protoplaszt fuzidét induk&ld hatésaval kapcsola-
tos eredményeket. Sargarépa szuszpenzid és kilonbdzd fa-
jok levél protoplasztjait fuziondltatva azt wvizsgaltuk,
hogy a szexualisan nem keresztezhetd fajok protoplaszt-
jainak fuzidjat kovetden a heteroplazmikus sejtek korai
fejlddése soran tapasztalhatbé-e inkompatibilités?

A sargarépa A albindé mutans és vadtipusu protoplaszt
tenyészetekben a mutans sejtvonal alacsony osztddéasi
gyakorisaganak okat tanulmanyoztuk.

A dolgozatban ismertetett eredmények a sargarépara
alapozott szomatikus hibridizacidés munkakhoz adnak ujabb

ismereteket,



IT.

IRODALMI ATTEZXKINTES

Dohény sz&vettenyészetek hormon igényének vizsgilata veze-
tett arra a felismerésre, hogy a taptalajban levd naftile-
cetsav és adenin /SKOOG és TSUI, 1948/, illetve indolecet-
sav és adenin [SKOOG és TSUI, 1951 cit. SKOOG, 1971/ ara-
nyanak valtoztatasaval a differencidlatlan kallusz sz&ve-
tek morfogenezise, gydkér és hajtads redifferenciilddasa
induk&lhatd és iranyithatd. Kliilénb6zd hormonok és hormon
hatasu vegyliletek alkalmazasa, valamint a tenyésztés ko-
riilményeinek helyes megvalasztadsa szamos faj szdvette-
nyészetében eredményezett szerv redifferencidlddast.
MURASHIGE [1974/ 6sszefoglaldéjaban tdbb mint 150 faj in-
vitro embrid és hajtas képzddése szerepelt. Ujabb adatok
szerint mintegy 150 gazdasagi szempontbdl jelentds faj
esetében értek el hasonld eredményeket /NARAYANASWAMY,
1977/.

STEWARD és munkatarsai /1964/ sargarépan végzett
vizsgalatai azt bizonyitottédk, hogy nemcsak a differen-
cidlatlan széVetek, hanem az egyes sejtek is képesek ar-
ra, hogy in vitro tenyészetekben teljes ndvénnyé fejldéd-
jenek, vagyis egyetlen sejt is tartalmazza a teljes no-
vénnyé fejlddéshez sziikséges valamennyi genetikai infor-
macidt. A novényi sejteknek ezt a tulajdonségat totipo-

tencianak nevezik. Haploid sejtek totipotenciajanak elsd



bizonyitékat Datura anthera kulturéban nevelt haploid
ndvények adtak [GUHA és MAHESVARI, 1964/, s &altaléanos
jellegét szamos egy- és kétszikii fajnal elért eredmény
mutatja /VASIL és NITSCH, 1975/.
A nobvényi protoplasztok izolalasanak és tenyészté-
sének széleskdrii elterjedése azt is igazolta, hogy a
haploid /OHYAMA és NITSCH, 1972; SCHIEDER, 1975; THOMAS
és mtsai, 1976/ és diploid /TAKEBE és mtsai, 1971; GRAM-
BOW és mtsai, 1972, stb./ sejtek sejtfaluk eltavolitéasa
utédn is megtartjédk totipotenci&jukat, s az megfeleld te-
nyésztési koriilmények kozdtt érvényre jut. Ez a tény o-
lyan genetikai vizsgadlatokra ad lehet®séget, melyekben
a klasszikus ivaros keresztezésektdl eltérBen a ndvényi
szomatikus sejtekbdl izoldlt protoplasztok fuzidjaval
eldallitott hibridekben tanulményozhatd a sziiléi tulajdon-
sdgok megjelenése és Oroklddése.
Ahhoz, hogy a ndvényi protoplasztok fuzidjadbdél ere-
dd szomatikus hibridek el®allithatdk legyenek, tobb fel-
tétel megvaldsulasa szlikséges:
- a protoplaszt —= ndvény rendszer megvaldsulésa
a kisérletekhez hasznalt fajoknal,

- megfeleld fuzids moddszer,

- morfoldégiai, biokémiai, stb. markerek, melyekkel
a hibridek azonosithatdk, illetve szelektalhatdk.

A kdvetkezdkben az emlitett témak irodalmat tekint-

jik at.



1. N6vényi protoplasztok izoldlasa és tenyésztése

A novényi sejteket korililvevo sejtfal ozmotikus sta-
bilizator jelenlétében torténd eltavolitédsa eredményezi
a protoplasztokat. A sejtfal eltavolitdsanak &ltaléanosan
alkalmazott médja az enzimes emésztéé. N6vényi protoplasz-
tok enzimes izol&dlasardl eldszdr COCKING /1960/ szamolt
be. Paradicsom gydkereket Myrothecium verrucaria gomba-
bol preparalt celluldz enzim 5 %$-os oldataban inkubalva
protoplasztok képzddtek. Myrothecium celluldz alkalmaza-
sadval zab koleoptilbdl, levélbdl és gytkérbdl, valamint
Convolvulus és saladta kalluszbdl /RUESINK és THIMANN,
1966/, csiga enzimmel /Glusulaze/ cukorrépa, retek, hagy-
ma és borsd gybkérbdl, illetve spendt és Taraxacum le-
vélbdl [PINTO DA SILVA, 1969/ izolaltak protoplaéztot,
de az izolalas hatékonysaga ezeknél a kezdeti munkaknal
aranylag alacsony volt. Hatékonyabb mdédszernek bizonyult
a dohany levelek esetében a sejtek szabadda tétele pekti-
nazzal /Macerozyme/, majd a sejtfal emésztése cellulaz-
zal /Onozuka P 1500; TAKEBE és mtsai, 1968/. Egyszeriibb
és hatékony médszer a pektindz és celluldz készitmények
kombindlt alkalmaziasa az izolald oldatban /POWER és
COCKING, 1969/. Intenziven novo Haplopappus gracilis sejt-
szuszpenzidbdl cellulaz /Onozuka P 1500/ enzimmel izo-

laltak nagy hatékonysaggal protoplasztot /ERIKSSON és



JONASSON, 1969/.

A protoplasztok tenyésztése szempontjibdl kedvezd
volt, ha az izolalashoz hasznalt celluldzt és pektinazt
/Sigma/ tapfolyadékban oldottdk fel /KAO és mtsai, 1970/.
A sejtek, sejtcsoportok fala kiilénbdzd enzimkészitmények
keverékének hatdsdra tbkéletesebben leemésztddik. Cellu-
laz, pektindz és hemicellulaz /Rhozyme HP 150/ alkalma-
zasdval fuzidra alkalmas protoplasztokat izolaltak /KAO
és MICHAYLUK, 1974/, s a fuzids gyakorisdg magasabb
volt, ha az izo0laldé oldat Driselaze enzimkészitményt is
tartalmazott [KAO és mtsai, 1974/.

Paradicsom gybkérbdl izoldlt protoplasztok a tenyész-
tés soran sejtfalat regeneradltak /COCKING, 1961, POJNAR
és mtsai, 1967/. Haplopappus protoplasztoknal sejtfal
regeneracidot és sejtmag megduplazddast figyeltek meg
[ERIKSSON és JONASSON, 1969/. Dohé&nylevél protoplasztok
agarral szilarditott tdptalajba kiszélesztve sejtfalat
regeneraltak és osztddtak /NAGAT és TAKEBE, 1970/. A
tdbbszdrdsen osztddd sejtek koldnidkat hoztak 1létre, s
megfeleld hormon Ssszetételii tédptalajon hajtasok képzdd-
tek /TAKEBE, ésmtsai, 1971; NAGATA és TAKEBE, 1971/.

Szuszpenzid eredetii szdja [/KAO és mtsai, 1970/, vala-
mint sz&ja és Haplopappus [KAO és mtsai,l971/ protoplasz-

tokbdl regenerdlt sejtek tobbszdri osztddasadt figyelték meg




a tenyésztés soran. Sargarépa gySkérbdl, illetve sejt-
szuszpenzidbdl izolalt protoplasztok t8bbszdri osztdda-
sat kovetden embrid /KAMEYA és UCHIMIYA, 1972/ és teljes
novény /GRAMBOW és mtsai, 1972/ fejlddstt.

A protoplaszt - teljes ndvény rendszer szamos faj
esetében ismert. A Solanaceae csaladba tartozdé fajok ki-
1l6ntsen j6 objektumnak bizonyultak. Az eddig k&zdlt ered-
ményeket a I. tablazat foglalja Ossze.

Megfeleld szelekcids markerek esetében a protoplaszt
— kallusz szint elérése is alkalmas lehet genetikai vizs-
galatokra. A protoplasztbdl kallussza fejlodd fajokat
GAMBORG /1976/ foglalta 6sszé. Itt emlitjiik meg, hogy
ujabban néhany egyszikii faj szuszpenzidé és hajtads erede-
ti protoplaszt tenyészeteiben kaptak kallusz képzOdést
/Triticum monococcum - DUDITS és NEMET, 1976; &arpa -

KOBLITZ, 1976; kukorica - POTRYKUS és mtsai, 1977/.

2. N6vényi protoplasztok fuzidja

A protoplasztok fuzidjaval tOrténd hibrid eldalli-
tas gondolata mar akkor felvetddott, amikor a protoplaszt
izolalas, fuzid és tenyésztés szamos kérdése még megol-
datlan volt [SCHENK és HILDEBRANDT, 1968; NICKELL és

TORREY, 1969; KELLER és mtsai, 1970; POWER:és mtsai, 1970/.



I. tablazat: Protoplasztbdl teljes ndvénnyé regeneralt

fajok

Faj latin neve Prg;ggiizzt Irodalom

Solanaceae csalad
Atropa belladonna S GOSCH és mtsai, 1975
Datura innoxia L SCHIEDER, 1975
Lycopersicon esculentum L GAMBORG, 1976
L. peruvianum L ZAPATA és mtsai, 1977
Nicotiana sylvestris L NAGY és MALIGA, 1976
N. tabacum L TAKEBE és mtsai, 1971
Petunia hybrida L DURAND és mtsai, 1973
P. parodii L HAYWARD és POWER, 1975
Solanum dulcamara L BINDING és NEHLS, 1977
S. tuberosum L BUTENKO és mtsai, 1977

Egyéb fajok

Asparagus officinalis kladodium BUI-DANG-HA és
MACKENZIE, 1975

Brassica napus L KARTHA és mtsai, 1974b
Daucus carota S GRAMBOW és mtsai, 1972
Ranunculus sceleratus L DORION és mtsai, 1975
Physcomitrella patens STUMM és mtsai, 1975
Sphaerocarpos donnellii WENZEL és SCHIEDER, 1973

Roviditések: S= sejtszuszpenziod,
L= levél.

A protoplasztok fuzidja az izolalads soradn is bekdvetkez-
het /POWER és mtsai, 1971; MILLER és mtsai, 1971; KELLER

és mtsai, 1973; USUI és mtsai, 1974/, de a szomatikus hib-

ridek szempontjabdél a homoplazmikus fuzidknak nincs jelen-



tdsége. A kiilénbdzd fajok protoplasztjait tartalmazd
szuszpenzibéban a spontén fuzid nem kdvetkezik be, vagy
gyakorisaga igen alacsony, igy a fuzid eléréséhez meg-
feleld indukaldé agens sziikséges.

POWER és munkatarsai [/1970/ 0.25 M-os NaNO3 oldat-
ban figyeltek meg protoplaszt fuzidét. Natrium-nitrat ol-
dattal mas szerzdk [POTRYKUS, 1971; 1973a; CARLSON és mtsai,
1972/ is sikeresen indukaltak fuzidét. ERIKSSON /[/1971/ a
tengerviz Osszetételéhez hasonld sdéoldatban bekdvetke-
zett fuzidrdél szamolt be. Brassica fajok protoplasztjai-
nak fuzidjat natrium-klorid és natrium-nitrat oldattal
sikeresen indukaltdk és magasabb fuzids gyakorisagot
kaptak kalium-kloridot és k&lium-nitratot tartalmazd izo-
1316 oldatbdl eredd protoplasztok esetében [KAMEYA és TA-
KAHASHI, 1972/. POTRYKUS /[/1973b/ lizozim hatasdra beks-
vetkezd protoplaszt aggregéacidrdl és fuzidrdl szamolt be,
de a lizozim erds toxikus hataséat is tapasztalta, amely a
fuzids produktumok pusztulasat eredményezte. KELLER és
munkatarsai /1973/ Sendai virus, magas hOmérséklet, deplaz-
molizald ozmotikus sokk, nadtrium-nitrat, lizolecitin,
ATP, ADP, CAMP és poli-L-ornitin kezelés hatasat vizs-
galva alacsony /0,1-1 %/ fuzids gyakorisagot észleltek.

WITHERS /1973/ a natrium-nitrat oldattal indukalt



protoplaszt fuzid folyamatat elektronmikroszképpal tanul-
manyozta és megfigyelte, hogy a natrium-nitrét jelenlé-
tében a protoplasztok aggregadldédnak, k&ztiik plazmolemma-
-plazmolemma kapcsolat jon létre, majd ezt kéveti a plaz-
molemma fuzidja és a citoplazmik egyesiilése. Kalcium-

sbk és Concanavalin A esetében a fénymikroszkdéposan
megfigyelhetd aggregdcidét nem kdvette fuzid. Sendia vi-
rust alkalmazva fuzidét figyelt meg, de a protoplasztok
igen erdsen karosodtak. Lizolecitinnek, mono- és triolaj-
sanglicerinﬁek nem volt fuzidét induk&ld hatésa.

KAMEYA [1973/ zselatinnal, HARTMANN és munkatirsai
/1973/ szeroldgiai moédszerrel, GLIMELIUS és munkatdrsai
/1974/ Concanavalin A-val kapott agglutindcidérdl szamol-
tak be, de kisérleteikben az agglutindcidét koévetd fuzidt
nem bizonyitottak.

KELLER és MELCHERS /1973/ magas catt - magas pH
/0,05 M CaCl, - pH 10,5/ oldattal 37°C-on indukdlt fuziét.
A mbédszert sikeresen alkalmaztadk dohdny szomatikus hibri-
dek eldallitasa soran /MELCHERS és LABIB, 1974/. BINDING
/1974 Petunia protoplasztok fuzidjat tengervizzel és
kalcium—nitrattal /pH 8/ indukalta.

A fuzidés munkdk uj fejezetét nyitotta meg a poli-
etilén-glikol /PEG/ alkalmazasa [KAO és MICHAYLUK, 1974;
WALLIN és mtsai, 1974/. A protoplasztok eldinkubaléasa

0,01 és 0,001 mg/l lizozim oldatban a PEG-gel indukalt
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fuzid gyakorisaganak névekedését eredményezte, mig a
tripszin, papain, glutaraldehid és lizolecitin hatasta-
lan volt /CONSTABEL és KAO, 1974/. A fuzids mddszer haté-
konysaga ndtt, ha a protoplaszt izol&ld enzim oldat Dri-
selaze enzimkészitményt is tartalmazott, s nagyobb gya-
korisaggal k&vetkezett be a fuzid, ha a PEG oldatot ma-
gas catt - magas pH oldattal mostéak ki /KAO és mtsai,
1974/.

A polietilén-glikolt baktérium /FODOR és ALFOLDI,
1976; SCHAEFFER, 1976/ és gomba protoplasztok [FERENCZY
és mtsai, 1975/, emlds sejtek /PONTECORVO, 1975/, élesz-
t3 protoplaszt-csirke vOrOsvérsejt [AHKONG és mtsai,
1975/, valamint ndévényi protoplaszt - eml&s sejt /DUDITS
és mtsai, 1976c/ esetében is eredményesen alkalmaztak
fuzidé indukalasara. Humédn sejtek PEG-gel indukalt fuzid-
ja dimetil-szulfoxid./DMSO/ jelenlétében nagyobb gyakori-

saggal kovetkezett be /NORWOOD és mtsai, 1976/.

3. A fuzibs termékek azonositasa és szelekcidja

A paraszexualis hibridek eld&llitasa szempontjabdl
déntd jelentdségili, hogy a fuzidt kbvetBen a heterokario-
nok és hibridek a fejlddés valamely stadiumdban elkiils-
nithet8k legyenek a szlildi protoplasztokbdl fejlddd sej-

tektdl, kalluszoktdl vagy novényektdl. A fuziondlt proto-



plasztok korai fejlddésének vizsgalatat vizuadlisan fel-
ismerhetd marker tulajdonsagok teszik lehetdvé. POTRY-
KUs /1971, 1973a,b/ a ndvényekben eldforduldé szinanyagok,
kromoplasztok és kloroplasztok alapjan azonositotta a

a fuzionalt protoplasztokat. Brassica fajok fuziés gyakori-
sadgat a gydkér és levél protoplasztok morfoldgiai kiildnb-
ségei alapjan hataroztadk meg /KAMEYA és TAKAHASHI, 1972/.
Rutinszeri vizsgdlatokra igen alkalmasnak bizonyult a
szuszpenzid eredetii jellegzetes citoplazma strukturat
mutatd protoplasztok fuzidja z61ld kloroplasztokat tartal-
mazd levél protoplasztokkal [KAO és MICHAYLUK, 1974;
CONSTABEL E£S KAO, 1974; KAO és mtsai, 1974; KARTHA és
mtsai, 1974a, CONSTABEL és mtsai, 1975b; 1976; DUDITS

és mtsai, 1976a/. A fuzionadlt sejtek vizudlis meghataroz-
hatésaga a hibridek mechanikus kivalogatasat is leheto-
vé teszi./KAO, 1977/.

A fuzid uténi citoldgiai vizsgadlatok lehet&séget
adnak a heterokarionok azonositasara [KELLER és mtsai,
1973; CONSTABEL és mtsai, 1975a; DUDITS és mtsai, 1976a/,
valamint nyomon k&vethetd a partnerek sejtmagjainak és
kromoszdémainak sorsa a fuziondlt sejtekben [KAO és mtsai,
1974b; CONSTABEL ésrntsai, 1975a; KAO, 1977/.

A fuziondlt sejtek vizualis azonositédsa a tenyé-
szetekben csak fejlddésiik korai szakaszaban /10-14 nap/

lehetséges, mivel a tenyésztés soran a protoplasztok fo-
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kozatosanelvesztik z6ld sziniliket, A szomatikus hibridek .
elGallitasa szempontjabdél igen fontos, hogy a partnerek
olyan marker tulajdonsagokkal rendelkezzenek, amelyek

a fuzidt kdvetden a hibridek azonositasat lehetdvé teszik.
Szelekcid céljara elsBsorban a jol definiadlhatd biokémiai
markerek [antibiotikum rezisztencia, auxotrdéfia, stb./
johetnek szamitasba.

Az emlds sejtgenetikaban jo61 bevalt és széles kor-
ben elterjedt szelekcids médszer a LITTLEFIELD /1964/
éltql leirt un."HAT" - rendszer. Ennek lényege, hogy
5-brém-deoxiuridin /BU4AR/ rezisztens timidin-kinaz
/TK/ hidnyos és 8-azaguanin /AG/ rezisztens hipoxantin-
~foszforibozil-transzferaz [HPRT/ hianyos sejtek hibrid-
jei képesek n®Gni a hipoxantin, aminopterin, timidin és
" glicin /HAT/ tartalmul té&pfolyadékban, mig a szildi sej-
tek nem.

Azonos elven alapuld szelekcids rendszer kidolgoza-
sara ndvényeknél is torténtek kisérletek. BUAR [MALIGA
és mtsai, 1973a; LESCURE, 1973; BRIGHT és NORTHCOTE,
1974; OHYAMA, 1974/ és AG rezisztens /LESCURE, 1973;
BRIGHT és NORTHCOTE, 1975/ sejtvonalakat izolaltak, de
ezek rezisztencidjanak mechanizmusa eltért az emlds
sejtekétdl. A streptomycin rezisztens petunia /BINDING

és mtsai, 1970/ és dohany /MALIGA és mtsai, 1973b/



sejtvonalak és névények szelekcids alkalmazhatdsagéara
nincs adat.

COCKING és munkatdrsai /1974/ dohany és petunia
protoplasztok aminosav analdg, novekedési anyag és anti-
biotikum szenzitivitéaséban figyeltek meg kiilonbségeket,
de ezek szelekcidés alkalmazasa sem ismert.

Auxotrd6f mutansok hianyzd6 funkcidjanak a fuzids
partnerek &dltal torténd kdlcsdnds helyredllitasa, komp-
lementédlasa is alapja lehet a hibrid szelekcidnak. Ezen
az elven alapult a Sphaerocarpos donnellii moha nikotin-
sav és gliikdéz anyagcserében hibas muténsok protoplaszt-
jainak fuzi6jabol szé&rmazd hibrid szelekcidja [SCHIEDER,
1974/. A magasabbrendli ndvényeknél e kézenfekvd szelek-
cids elv megvaldésitasat az akadalyozta, hogy az eddig
leirt auxotrd6f mutansokat olyan fajok [Arabidopsis tha-
liana - tiamin hianyos, LANGRIDGE és BROCK, 1961;
kukorica - prolin hié&nyos, GAVAZZI és mtsai; &arpa - asz-
paraginsav illetve leucin hianyos, WALLES, 1963/ eseté-
ben kaptak, amelyek protoplasztjainak névénnyé regene-
ralasa vagy rutinszerili tenyésztése még nem valdsult megq.

Haploid eredeti dohé&ny /N. tabacum/ sejttenyészetek
esetében az auxotrdéf mutansok izolalaséra iranyuld kisér-

letek nem jartak sikerrel, az izolalt sejtvonalak "leaky"
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jelleget mutattak. Ennek oka az elégtelen szelekcids
technika, a nem-leaky indukcidéjanak hianya, vagy a do-
hany alloploid jellege lehet /CARLSON, 1970/. A dohény
auxotrof mutédnsok in vitro tenyészetben tOrténd izolala-
sa sikertelenségének lehetséges magyarazata lehet az
aminosavak szintézisének alternativ utjai [AVIV és GALUN,
1977/.

Lucerna, Caragana és Melilotus protoplasztok kana-
vaninnal szemben mutatott természetes rezisztenciajat a
szenzitiv szd0ja protoplasztokkal t8rténd fuzid utan a
heterokarionoknal nem tapasztaltak /CONSTABEL és mtsai,
1975b/. Herbicid enzimatikus detoxifikalasa és a fajok
hGérzékenységében mutatkozé kiildnbségek szelekcids le-
het&ségé is vizsgaltadk /DUDITS, 1976/.

A komplementacidé elve érvényesiilt a kukorica vad-
tipusu és klorofill muténs protoplasztok fuzidjakor. A
fuziot k6vet§en a muténs kloroplasztjaiban klorofill
szihtetizélédott /GILES, 1974/.

Petunia hybrida és Parthenocissus tricuspidata
protoplasztok fuzidjabol eredd kalluszok szelekcidja a
partnerek eltérd taptalaj igényén alapult /POWER és mtsai,
1975/.

A magasabbrendlii ndvényeknél sikeresen alkalmazott
szelekcids rendszerek egy részénél a szelekcid alapjaul

olyan markert valasztottak, amely koré&bban a szexualis



hibrideket megkiilonbdztette a szililoktdl /CARLSON és
mtsai, 1972; MELCHERS és LABIB, 1974/. Nicotiana glauca
és N. langsdorffii paraszexuadlis hibridjeit a szexualis
hibrideknél tapasztalt auxin autotrdfia alapjan szelek-
t4ltak [CARLSON és mtsai, 1972; KAO és mtsai, 1974;
SMITH és mtsai, 1976/. Klorofill deficiens fényérzé-
keny dohany /N. tabacum/ mutansok szexudlis keresztezé-
sébdl ismert komplementacidéja a szomatikus hibridizaci-
o0t kdvetden lehetOséget adott a hibridek szelektalasara
/MELCHERS és LABIB, 1974/. Dohany klorofill muténsok
protoplasztjainak fuzidjabdl szarmazd hibrideket is a
komplementacid alapjan lehetett elkiiléniteni /GLEBA és
mtsai, 1975/. Hasonld mdédon valdsult meg a klorofill de-
ficiens Datura innoxia mutansok intraspecifikus hibrid-
jeinek szelekcidja is [SCHIEDER, 1977/.

Petunia hybrida és P. parodii szomatikus hibridjei-
nek szelektalasa azok eltérd taptalaj igényén és aktino-
micin D szenzitivitasan alapult /POWER és mtsai, 1976/.
A szexualis hibrid protoplasztjaibdél inditott tenyésze-
tek hormon igényének é&s aktinomycin D érzékenységének
tanulmanyozasa soran kapott eredmények ismeretében toké-
letesitették a szelekcids rendszert /POWER és mtsai, 1977/.

Petunia hybrida albindé mutans protoplasztok és P. paro-



dii vadtipusu levél protoplasztok fuzidjat-kévetden a
taptalaj altal biztositott szelekcids hatas és az al-
biné tulajdonsdg komplementilasa alapjan jutottak hib-
ridekhez /COCKING és mtsai, 1977/.

Nicotiana sylvestris és N. knightiana szomatikus
hibridjét a N. sylvestris canamycin rezisztencHjat és
a partnerek morfogenetikus képességének hidnyat felhasz-
nalva szelektaltdk /MALIGA és mtsai, 1977/. SCHIEDER
[1978/ a Datura stramonium é€s D. discolor morfogenetikus
képességének hidnya, valamint a D. innoxia klorofill
deficienciaja alapjan szelektalt szomatikus hibrideket.

Az itt ismertetett eredményekbdl kitilinik, hogy a
viragos ndvények intra- és interspecifikus szomatikus
hibridjeit Solanaceae csaladba tartozdé fajok esetében
hoztdk létre. Az els3, nem Solanaceae csaladba tartozd
szomatikus hibridet a Daucus carota albindé mutans és
D. capillifolius vadtipusu sejtszuszpenzid eredetii pro-
toplasztjainak fuzidéjabol allitottdk eld /DUDITS és

mtsai, 1977a/.
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IIT.

ANYAG E S MODSZER

A kisérleteket sejtszuszpenzid és levél eredetii

protoplasztok felhaszn&lasaval végeztiik.

1. Sargarépa és szdja sejtek tenyésztése

Sargarépa /[Daucus carota L. cv. Nantaise Slendero/

vadtipusu és A, albindé mutans szuszpenzid tenyészeteit

1
kallusz tenyészetbdl kiindulva hoztuk létre. Az Ay al-
bindé mutdns a vadtipusu sargarépa magvak etil-metan-
-szulfonatos [EMS/ mutagén kezelését kovetden az M2 nem-
zedékben jelent meg /DUDITS és mtsai, 1977a/. A sejt-
szuszpenzidkat B5 /|Gamborg és mtsai, 1968/, CSI /DUDITS

és mtsai, 1977a/, EB. /Médium 17 KAO, 1975a/ és C_.I

5
I tapfolyadék Osszeté-

5

tapfolyadékban tenyésztettik. A C5

tele hasonld a CSI S8sszetételéhez, s attdl a kovetkezd
komponensekben tér el /mg/l/: NH4-citrét - 500; makro-

elemek:KNO., - 1500, MgSO -7H20 - 250, CaCl,-2H,O0 - 400,

3 4 2 2

KH2P04 - 250, és natrium-bikarbonatot nem tartalmaz. A
sejteket 25°C-on 120-150 fordulat/perc sebességgel razat-
va, 2-3 naponként passzalva tenyésztettiik. A protoplaszt

izoldlast megeldzd napon a tenyészeteket passzaltuk.

A szbdja [/Glycine max (L) Merr. cv. Mandarin/ sejt-

szuszpenzidé a Dr. Oluf L. Gamborg /Prairie Regional o
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Laboratory, Saskatoon, Kanada/ altal kifejlesztett sejt-
vonalbdl ered, melyet 1975 6ta tartunk fenn laboratdriu-
munkban. Tenyésztését a sargarépa sejtvonalakhoz hason-

ldéan végeztiik EB tapfolyadékban.

2. Protoplaszt izolalas sejtszuszpenzidbdl

A protoplasztok izolalasa sargarépa esetében 1 ml
enzim oldat /DUDITS és mtsai, 1976b/ és 1 ml sejtszusz-
penzid, szdja esetében 0,5 ml enzim oldat és 1,5 ml
sejtszuszpenzid Osszekeverésével 25°C-on 50 fordulat/perc
sebességgel razatva tértént. Az izoladlas hossza sargaré-

panal 5-7 ora, szd6janal 15-20 o6ra volt.

3. Protoplaszt izolalas levélbol

Levél protoplasztot a II. tadblazatban felsorolt
fajokb6l izolaltunk. A levelek sterilitéasat steril csi-
raztatassal, vagy felszinsterilezéssel biztositottuk.
Steril csiréaztatéskor a magvakat 70 %-os etanollal ned-
vesitettiik /30 mp/, 0,1 %$-os higany/II/-kloriddal ste-
rilizaltuk /2 perc/, steril desztillalt vizzel 4-5-sz0r
mostuk és csirdztatd taptalajra /makro- és mikroelemek,
0,8 % Bacto agar/ helyeztilkk. A levelek felszinsterile-
zése 70 %-os etanolos nedvesités /30 mp/ utadn a keres-
kedelmi Hypo 4-5-sz6r8sen higitott oldataval /2-4 perc/
tdrtént, melyet 4-5-sz6ri steril desztillalt vizes &b-

lités kdvetett.



ITI. tadblazat: Levél protoplasztok izol&lasénak koriilményei

. Izolalas
/Lgiinmigzagsnize/ ST Novény kora IS _..PSF R hossza
‘ CS F [nap/ NY \Y [ h/

Petrezselyem

|Petroselinum hortense L. + 25 - 30 + - - 5-7
cv. Korai cukor/

Podagrafi sk B _
/Aegopodium podagraria L./ o 1d8s /30-/ o £ * -3
Orvosi angyalgyOkér p—s _ _
/|Angelica archangelica L./ o idos /30-/ * * Y 4-5
Ebsz®61ld csucsor ——

/Solanum dulcamara L./ i idss /30-/ X i 6~8
HOEEO + 10 - 14 ® @ - 6-8
/Pisum sativum L. cv. IP I/

Arpa

/Hordeum vulgare L. + 6 =~ 8 - + - 4-6
cv. Taplani tavaszi/

Rozs

/|Secale cereale L. + 6 - 8 - + - 3-5

cv. Kecskeméti H/

Roviditések: ST - sterilizdlas mdédja: Cs - mag steril csirdztatésa, F - levél felszinsterilezése;
IS - 12 Ora inkubdlas sotétben; LSF - levél struktura fellazitédsa: NY - nyuzassal,
V - felvagdoséassal; R - razas sotétban /50 rpm/.

_ZZ_
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Kétszikli fajok esetében hatékonyabb volt az izola-
las, ha a leveleket az izolalast megeldzben 12 6raig
s6tétben inkubaltuk. A levélstruktura fellazitasa cél-
jabdél a steril leveleket 0,5-1 mm-es csikokra vagtuk,
vagy fondk epidermisziiket eltavolitva helyeztik az izo-
1416 oldatba. Az izolalast Driselase enzimkészitményt
nem tartalmazd enzim oldat /DUDITS és mtsai, 1976a/ és
protoplaszt tenyésztd oldat 1-1 ml-ének keverékével
végeztliik. Az izoldlas egyéb koriilményeit a II. tabla-

zatban foglaltuk Ossze.

4, Protoplaszt fuzid indukalasa polietilén-glikol~-

lal

Az iz0lalas befejeztével a protoplasztokat tartal-
mazd enzim oldatot 60 u pdrusméretli szitdn szlirtiik és
a protoplasztokat centrifugdléssal ililepitettiik /100 g,
5 perc/. A centrifugdlast kovetden az enzim oldatot le-
szivattuk, a protoplasztokat C-oldatban /KAO és MICHAY-
LUK, 1974/ reszuszpendaltuk és ismét centrifugaltuk.
A felliluszd eltavolitasa utan a protoplasztokat C-ol-
datban reszuszpendaltuk ugy, hogy koncentracidjuk kb.
4-6xlo5 protoplaszt/ml legyen. A szuszpenzid és levél
eredetii protoplasztokat kb. 1l:1 aradnyban kevertiik, s

a protopiaszt keveréket 60 mm atmérdji steril plasztik
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Petri csészébe cseppentettiik. 10 perc elteltével, mi-
alatt a protoplasztok lelilepedtek a Petri csésze alja-
ra, adtuk a polietilén-glikol [PEG/ oldat /KAO és MI-
CHAYLUK, 1974/ 4-5-sz6r6s térfogatat a protoplaszt
szuszpenzidhoz. A kisérletekhez hasznalt dimetil-szul-
foxidot /DMSO/ az alapoldatba mértiik be ugy, hogy az
oldatban a DMSO koncentracidéja 5, 10, 15 és 20 térfogat
% legyen. A PEG-DMSO oldatokat ezek felhaszndléasaval
készitettiik /NORWOOD és mtsai, 1976/.

A PEG kezelés ideje 3-5 perc volt, a protoplasztok
dllapotatdl fliggben. A kezelést kbvetden a fuzids elegy-
hez PEG kimos6é oldat /CONSTABEL és mtsai, 1975a/ 4-5-
-sz0r6s térfogatat adtuk, majd 7 perc elteltével az
oldatot leszivattuk és az Oblitést megismételtiik az
eldbbi oldattal. Ezt kdvetBen haromszor UM I. utdmo-
s6 oldattal /Osszetétele 1l0MMml-re: gliikdéz - Reanal:
73,2 g, CaC12-2H20: 200 mg, pH 6,0/ és kétszer proto-
plaszt tenyésztd oldattal mostuk a fuzids populéacidt.
Végiil kb. 1,5-2 ml tenyésztd oldatot cseppentettiink a
Petri csészékbe és parafilmmel lezarva sGtétbe helyez-

tik azokat.

5. Protoplasztok tenyésztése

Tenyésztés céljdra a sargarépa sejtszuszpenzidbdl



izolalt protoplasztokat sziirtiik , majd négyszer UM I.
utdémosd oldattal, kétszer protoplaszt tenyésztd oldat-
tal mostuk, a protoplaszt szuszpenzidk koncentracidjat
beadllitottuk /5—loxlo5 protoplaszt/ml/ és 60 mm atmérd-
jii plasztik Petri csészébe 2 ml szuszpenzidt mértilink ki.
A Petri csészéket parafilmmel zartuk le. A sdrgarépa
protoplasztokat és a fuzids populéacidkat sStétben 25-
~27°C-on tenyésztettiik.

A korabban ismertetett szuszpenzid tenyésztd tap-
folyadékokat ozmotikummal /0,38 M gliikkdz/ és szerves kom-
ponensekkel kiegészitve kaptuk a protoplaszt tenyésztd
oldatokat. Sargarépa protoplasztok esetében Cq /DUDITS
€s mtsai, 1977a/, B

5 5
tapfolyadékokra alapozott oldatokat allitottunk Ossze,

/GAMBORG, és mtsai, 1968/ és C

és a hormon komponensektdl filiggden a II. /naftilecet-
sav - 0,18 mg/l, 2,4-diklorfenoxiecetsav - d,ll mg/l,
zeatin - 0,11 mg/l/ é&s IV. /naftilecetsav - 0,18 mg/1l,
zeatin - 0,11 mg/l/ jeldlést alkalmaztunk. A szdja pro-

toplasztokat C.,VII. tapfolyadékban /Médium 2, KAO,

2
1975a/ tenyésztettiik.

A protoplaszt izolalas, fuzid és tenyésztés vala-
mennyi lépését steril koriilmények kozétt Laminar Air
Flow /Gelman/ fiilkében végeztiik. Az eszk®dzdket, valamint

az UM I. utbmosd oldatot és a szuszpenzid tenyészetek

tapfolyadékait autoklavoztuk [11o°C, 60, ill. 30 perc/,
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a protoplaszt iz0ladld, az enzim kimosd, a PEG kimosd
és protoplaszt tenyésztd oldatokat G5-6s ilivegsziirdn,
vagy Millipore membran sziirdn (/¢ 0,45 u/ szirtiikk ste-

rilre.

6. A tenyészetek vizsgalata

A protoplasztok fuzidjat vizuadlisan és citoldgiai
médszerrel vizsgaltuk. A vizudlis megfigyelés Wild M
40 forditds mikroszkdbéppal tSrtént. A citoldgiai vizs-
~galatokhoz az anyagot 24 d6raval a fuzid utén protoplaszt
régzitdben [KAO, 1975b/ fixaltuk, a sejtmagvak differen-
ciadl festését a mdédositott Sumner-féle mddszerrel
/DUDITS és mtsai, 1976c/ végeztiik. A protoplasztbdl
regeneralt sejtek fejlddését vizualisan kovettiik.

A heteroplazmikus fuzid és sejtosztddas gyakorisa=-
gat a tenyészetek 5-12 véletlenszerilien kivalasztott
terliletén [n=5-12/ vizsgaltuk, a kapott adatokbdl az
atlagot /X|, az adatok szdrasat [s/ és a kbzépérték

szOrasat /s;/ szamoltuk ki /SVAB, 1973/.
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IV.

EREDMENYEHK ISMERTETESE

1. Sargarépa névény regenerdlasa protoplasztbdl

Sargarépa sejtszuszpenzid és protoplaszt izolald
enzim oldat 1l:1 aranyu keverékét 50 fordulat/perc sebes-
séggel razatva az els® protoplasztok mar fél 6ra mulva
megjelentek. A protoplaszt tenyésztéshez és fuzidhoz
nagyobb mennyiségii protoplaszt sziikséges, amelyet sarga-
répa ‘esetében 5-7 Orads izolalassal nyertiink. A sirgaré-
pa sejtekbdl az izolalas soran képzddott protoplasztok-
ban j6l megfigyelhetdk a keményitd szemcsék és a cito-
plazma jellegzetes strukturdltsaga /1. kép/.

Az embriogenezis indukalasa és teljes ndvény neve-
lése céljabbél a protoplasztokat alacsony hormon koncent-

racidét tartalmazd - CgIV és C_.IV - protoplaszt tenyész-

5
t0 tapfolyadékban tenyésztettiik.

A tenyésztés soran a protoplasztok sejtfalat rege-
nerdltak, majd osztdédtak /2. kép/. A tObbszbr&sen osz-
t6dd sejtek /3. kép/ koldénidkat hoztak létre /4. kép/.

A tenyésztés 7-10. napjén 1-2 ml hormon-mentes szuszpen-

zid tenyésztd tapfolyadékot adtunk a tenyészetekhez, s

a friss tapfolyadék adagolasat hetenként megismételtiik.



- 28 =

1. kép: Sargarépa sejtszuszpenzidbdl izoldlt protoplasz-
tok. /[/Nagyitas: 1100x/

2. kép: Sargarépa szuszpenzid protoplasztbdl regeneralt
sejt osztddasa. [Nagyitds: 1400x/.



3. kép: sargarépa protoplasztbdl regenerdlt sejt tdbb-
szOri osztddasa. [Nagyitas: 1050x/.

4. kép: Sargarépa protoplaszt tenyészetben képzdddtt
AESCR S
sejtkoldénia. /Nagyitéas: 1300x/.



Ily mddon a tapfolyadék ozmotikus értéke egyre ala-
csonyabb lett, és a hormon koncentracid is csodkkent.

A tenyészetekben kialakult t8bb sejtbdl &116 koldnidk
fejlddése a hormon-mentes tapfolyadékban az embrioge-
nezis iranyaba tolddott el. A tenyészetekben megjelen-
tek a globuléaris, a sziv /5. kép/, majd a torpedd sta-
diumu embridk /6. kép/. A fejlddés kiildnbdzd stadiuma-
ban levd embridkat a hormonmentes tapfolyadékkal at-
itatott vattat tartalmazd tenyésztd edényekben helyez-

ve novények képzddtek /7. kép/.

5. kép: Globularis és sziv stddiumu sargarépa embridk.

[Nagyitéas: 220x/.



e A
e

A

6. kép: Torpedd stédiumu répa embrid. /Nagyitas: 130x/

7. kép: Protoplasztbdl regeneralt vadtipusu /A-C/ és

Al mutans [D-E/ n&vények.
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2, NOvényi protoplasztok fuzids gyakorisdganak

novelése

A n6vényi szomatikus hibridek elBallitésa szempont-
jabdl igen fontos, hogy a kiilénbtzd fajok protoplaszt-
jainak fuzidéja minél nagyobb gyakorisaggal kévetkezzen
be. Szbdja szuszpenzid + petrezselyem, borsd és arpa
levél protoplasztok esetében laboratdédriumunkban is jo
fuzidés gyakorisagot értiink el. A sargarépa szuszpenzid
protoplasztok viszont kevésbé j6 fuzids partnernek bi-
zonyultak. Kisérleteinkben 2-5 %-os fuzids gyakorisag-
~gal kaptunk fuzibt.

Human sejtek fuzids gyakorisdgdnak ndvekedését
tapasztaltdk, ha a PEG oldat dimetil-szulfoxidot /DMSO/
tartalmazott. Ugyanakkor a DMSO magasabb koncentracid-
ban toxikus volt a sejtekre. Sargarépa szuszpenzid +
+ levél protoplasztok magasabb fuzids gyakorisaganak
elérése céljabdl megvizsgaltuk a polietilén-glikol -
dimetil-szulfoxid [PEG - DMSO/ kombinalt kezelés haté-
konysagat. Az elSkisérletekben 10 % DMSO-t tartalmazd
PEG oldattal induk&lt fuzidkban 2-3-szoros noévekedést
tapasztaltunk. A tovabbiakban célul tiztlik ki a DMSO
kiilénb&zd koncentracidinak a fuzids gyakorisagra, va-
lamint a protoplasztbdl regeneralt sejtek tovabb te-

nyészthetSségére gyakorolt hatéasanak mdédszeres vizsga-
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latéat és kvantitativ értékelését.

A fuzid céljara izolalt szuszpenzid és levél ere-
detlli protoplasztokat - amennyiben azok megfeleld mennyi-
ségben allnak rendelkezésre - célszerli 1l:1 ardnyban ke-
verni: A keveréket steril plasztik Petri csészébe csep-
pentjik, majd a protoplasztok lelilepedése [5-10 perc/
utdn a PEG oldat 6vatos hozzaadasaval indukaljuk a
fuzidt. A fuzid folyamaténak lépéseit sargarépa szusz-
penzid és podagrafii /Aegopodium podagraria/ levél pro-
toplasztokon /8. kép/ mutatjuk be. A protoplasztok ke-

verékéhez PEG oldatot adva jol megfigyelhetd az agglu-

8. kép: Podagrafii /Aegopodium podagraria/ levél proto-
plasztok. /[/Nagyitas: 1000x/.
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9. kép: Sargarépa szuszpenzid &s podagrafii levél pro-
toplasztok polietilén-glikol /PEG/ kezelés ha-
tésara bekovetkezd agglutinacidja és fuzidja.

/Nagyitas: 750x/.

tindcid és fuzid folyamata /9. kép/. A fuzids kezelést
kovetd tenyésztés soran a kezdetben t8bbé -kevésbé poléa-
rosan elhelyezkedd citoplazmadk keverednek, s a kloro-
plasztok egyenletesen oszlanak el a citoplazmdban, mi-
k6zben a protoplasztok sejtfalat regenerdalnak. A fuzid-
bdél eredd sejtek a répa protoplasztokbdl szarmazd kemé-
nyitd szemcsék és jellegzetes citoplazma strukturaltsag,
valamint a levél protoplasztok zd6ld kloroplasztjai jelen-
léte alapjan a tenyésztés 6-8. napjaig megbizhatdan azono-

sithatdk és osztddasuk is nyomon k&vethetd /[/10. és ll:;ﬁi

kép/.



10. kép: Sargarépa szuszpenzid + podagrafii levél proto-
plaszt fuzidbdl eredd sejt osztddasa. [Nagyi-
tas: 1200x/.

11l. kép: Sargarépa szuszpenzid + podagrafii levél proto-
plaszt fuzidbdl eredd sejt t8bbszdri osztddasa.
/Nagyitas: 1300x/



A hosszabb idejii tenyésztés soran a kloroplasztok fokoza-
tosan elvesztik z61ld sziniiket, s igy a kventitativ érté-
kelés mar nem lehetséges.

A kombinadlt PEG - DMSO kezelés hatasanak vizsgalata
céljabdl sargarépa szuszpenzié és arpa levél protoplasz-
tok kb. 1l:1 ardnyu keverékének fuzigjat o, 5, 10, 15 és
20 % DMSO-t tartalmazdé PEG oldattal indukd&ltuk. A fuzibs
gyakorisdgot a kezelést k&vetd napon hatadratuk meg
ugy, hogy a kiilénb6zd DMSO koncentracidt tartalmazd
PEG oldattal kezelt tenyészetek mindegyikében 12 vélet-
lenszeriien kivalasztott teriileten megszamoltuk a fuzi-
ondlt és nem~-fuzionalt répa sejtek szamat. Kezelésen-
ként Osszesen 4-5000 sejtet szamoltunk meg, s a hetero-
plazmikus fuzid gyakorisagat az Osszes sargarépa sejt
sz&izalékaban fejeztiik ki.

A DMSO koncentracijdnak emelkedése a fuzids gya-
korisag jelentds ndvekedését eredményezte. 5, 1O és

15 % DMSO-t tartalmaz6 PEG oldat hatéséara 2,2-, 3,5-

¥

és 4,2-szeresére ndtt a fuzionalt protoplasztok széma

a kontrollhoz viszonyitva /l. abra/. A PEG, valamint

a kombinalt PEG-DMSO kezelés a levél protoplasztokat
kadrositotta, s a membran felszakadasé&t eredményezte.

A magasabb DMSO koncentracidkndl erdsebb kédrositd hatast

észleltiink, s valdsziniileg ezzel magyarazhatdé a fuzids
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gyakorisdg 20 %-os DMSO koncentracidénal tapasztalt

csbkkenése /1. abral.

[ %25z (n=12)

Flzios gyakorisag (%)
Novekedes

0 5 10 15 20
DM SO koncentréci(‘) (%)

1. dbra: DMSO hatasa sargarépa szuszpenzid + ar-
pa levél protoplasztok PEG-gel indukalt

fuzidjara

A PEG - DMSO kezelés hatasat a protoplasztbdl re-
generalt sejtek tenyészthetbségére a répa és fuzionadlt
sejtek osztddasi gyakorisédgadval jellemeztiik. A fuzidt
k&vetd masodik napont 1800-2500 répa sejtet /n=6/, a ha-
todik napon 350-500 fuziondlt sejtet /n=6/ vizsgaltunk
és ezek osztddasi gyakorisagat a III. tablazatban fog-

laltuk Ossze. Az adatok azt mutatjdk, hogy a csak PEG-
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-gel, valamint a kilonb6zd DMSO koncentracidt tartalmazd
PEG oldattal indukalt fuzidt kdvetden a fuzionalt és nem-

-fuziondlt sejtek azonos mértékben osztddtak.

ITI. tadblazat: Répa és répa + arpa fuzionalt sejtek osz-

tdédasi gyakorisadga a PEG és PEG + DMSO

kezelést kOvetden.

DMSO Osztddasi gyakorisag /%/
koncentraciod
/% / Répa sejt, Fuzionalt sejt,
/2. nap/ /6. nap/
X +s X +s
11,4 + 2,0 12,7 + 3,
5 13,5 + 2,5 9,5 + 2,
10 12,1 + 1, 11,5 + 2,
15 12,4 + 2,5 9,0 + 3,
20 15,4 + 1,4 10,9 + 4,

Az arpa protoplaéztok PEG és PEG + DMSO jelenlété-
ben bekdvetkezett roncsolddasa felvetheti azt a lehetOsé-
get is, hogy a vizudlisan heteroplazmikus fuzidét mutatd
répa sejtek nem a protoplasztok teljes citoplazmajanak
fuzidjaval jottek létre, hanem a szétroncsolddott arpa
protoplasztok kloroplasztjai a PEG és PEG + DMSO kezelés
hatadsara bekOvetkezett agglutindcid soran keriiltek a ré-
pa protoplasztokba. E kérdés tisztazésara egy ujabb kisér-
letben répa és arpa protoplasztok PEG és PEG + DMSO oldat

hatasara bekOvetkezett fuzidjat citoldgiailag vizsgaltuk.



- 39 -

1l2. kép: Répa szuszpenzid és arpa levél protoplaszt fu-
z1i6jabdél eredd sejt citoldgiai képe.
/a = arpa sejtmag; b = répa sejtmag;Nagyitéas:
1300x%/ .

A mbédositott Sumner-féle mddszer alkalmazasaval a
sOtéten festddd kisebb arpa és vilagosan festddd nagyobb
répa sejtmagok a heterokarionokban jo6l felismerhetdk
/12. kép/. A IV. téablazatban Osszefoglal adatok szerint
a PEG + 10 % DMSO kezelés 3,4-szeresére ndvelte a hetero—.
karionok gyakorisagat a kontrollhoz viszonyitva.

A szbja protoplasztok kisérleteinkben altaldban jo
fuzids partnernek bizonyultak, viszont rozs levél proto-
plasztokkal fuzion&ltatva csak alacsony, 1-3 %-os fuzids

gyakorisagot értiink el. A kombinalt kezelés hatadsat ebben



IV. tédblazat: A PEG és PEG + 10 % DMSO kezelés hatidsa a

heterokarion képzddés gyakorisdgara répa

szuszpenzid + &arpa levél protoplaszt fuzids

kombindcidban.

Répa _ :

Kezelés sejtek He?ero Osszes Hetergk?rlo? Novekedés
. karionok gyakorisag /%/

szama
PEG 1099 28 1127 2,5 1
PEG +
10 % DMSO 735 67 802 8,4 3,4

a fuzibs kombinédcibban is megvizsgaltuk. A O, 5, 10, 15
és 20 % DMSO-t tartalmazd PEG oldattal indukalt fuziodt
kovetd napon kezelésenként 3000-3500 sejtet szamoltunk
meg. A DMSO ndvekvd koncentracidjaval linedrisan emelke-
dett a fuzids gyakorisag 2,3; 3,4; 4,9 és 6,2-szeres
kontrollhoz viszonyitott névekedést eredményezve [2. abra,
A -I. vonal/. A szdja protoplasztbdl regeneralt sejtek
osztbdasi gyakorisagat a fuzidt kovetd elsd és harmadik
napon 1000-1300 /n=4/, a fuzionalt sejtekét a negyedik
napon 100-200 sejt vizsgadhtabdl szamitottuk és az ada-
tokat az V. téblazatban foglaltuk Ossze.

A levél protoplasztok optimalis izolaléasi idejét
a II. tablazatban tiintettliik fel. Amennyiben hosszabb
ideig izoldljuk a protoplasztokat, csdkkent stabilitéasu,

un. tulizolalt protoplasztokat kapunk.



{i:Sg 1. n=12
I.n=6

10 -

FLIJZI(I>S gya kons:':g (%)
i
Novekedes (A)

0 5 10 15 20
DMSO koncentrdcié (%)

2. abra: DMSO hatésa szbja szuszpenzid + levél proto-
plasztok fuzidjara.

A - I. vonal: szb6ja + rozs;

B -II,., vonal: -sz6ja + tulizolidlt borsb.

Szbja szuszpenzid és borsd tulizoldlt levél protoplasz-
tok fuzidjat o0, 10, és 20 % DMSO-t tartalmazd PEG oldat-
tal indukalva azt tapasztaltuk, hogy 10 % DMSO jelenlé-
tében a fuzids gyakorisdg csak kismértékben emelkedett,
20 %-ndl viszont a kontroll szintje ald csdkkent /2. &b-
ra, B = II. wonall.
Figyelembe véve azt a tényt, hogy a levél partner

stabilitdsa cstkken a DMSO koncentrédcidjanak ndvekedésé-

vel, a tovabbi fuzids kisérletekhez 10 % DMSO-t tartal-
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V. tablazat: Szb6ja és szb0ja + rozs fuziondlt sejtek osztd-

dasi gyakorisdga a PEG és PEG + DMSO kezelést

kovetden
DMSO Osztbddasi gyakorisag /[%/
koncentracidé Szdja sejt, Szdja sejt, Fuzionalt sejt,
| %/ l._napon, 3._napon, 4. _napon,

X+s X+s X
22,2+5,1 79,1+3,3 50,7
5 26,9+6,1 83,8+3,5 58,8
10 20,4+1,9 77,6+3,1 53,2
15 22,6+4,4 77,6+3,8 58,4
20 22,0+3,0 80,8+4,8 57,0

mazd PEG oldatot hasznaltunk. A kombindlt PEG - DMSO
kezelés fuzids gyakorisagot ndveld hatésa méas fuzids

kombinacidkban is megfigyelhetd /VI. tablazat/. A szdja +

VI. tablazat: Szuszpenzid és levél protoplasztok fuzids

gyakorisaganak alakulasa DMSO hatasara

Fuzids gyakorisag /%/

Fuzids - >
kombindcid PEG, PEG+ 10% DMso, Lovekedes
Szd6ja + petrezselyem 1,9 6,8 3,6
Répa + rozs 4,8 13,5 2,8
Répa + borsod 4,2 9,0 2,1
Répa + podagrafii 0,3 1,1 347

+ petrezselyem és répa + podagrafii kombindcidk esetében

a kontroll alacsony fuzids gyakorisdga a levél partner



szuszpenzidé protoplaszthoz viszonyitott kis szama miatt
adott alacsony értéket.

Solanum dulcamara és borsd levél protoplasztok és

X

sadrgarépa szuszpenzid protoplasztok fuzidjat PEG + 10 %
DMSO oldattal indukalva 8,5 /Solanum/, 8,4 és 8,5 %

/borsd/ volt a heteroplazmikus fuzid gyakorisaga.

3. A szomatikus kompatibilitas vizsgalata a protoplaszt

fuzidbbl eredd sejtek fejlddésének korai szakaszéban

Annak tanulményoziasara, hogy a kiilénb6zd fajok
protoplasztjainak fuzidjat kbvetben a fuzids produktu-
mok hogyan fejlddnek, illetve tapasztalhatdé—-e inkompa-
tibilit4ds a fuzidbdl eredd sejtek esetében, sargarépa
Ay albindé mutans szuszpenzid protoplasztokat fuzional-
tattunk levél protoplasztokkal. A levél partnereket ugy
valasztottuk meg, hogy azok kdzott rokon - Umbelli-
ferae csaladba tartozd - és mas egy- és kétsziki faj
szerepeljen. A fuzids kisérletekhez felhasznalt fajo-
kat a 3. abran foglaltuk 6ssze. [Az abran feltilintetett
Daucus capillifoius levél protoplasztjaival fuzids ki-
sérleteket nem végeztiink, mivel e faj kacs-szerli leve-

leib8l hatékonyan nem izolalhatd protoplaszt./
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3. abra: A szomatikus kompatibilitds vizsgalata cél-
jabdl a sargarépa Aq albind mutans + levél

protoplaszt fuzids kisérletekbe bevont fajok

A fuzid indukéléasara az eldzd fejezetben ismerte-

tett PEG - 10 % DMSO kezelést alkalmaztuk, majd a pro-
toplasztokat tenyésztettiik. Az Osszehasonlitd vizsgala-
tok céljabdl a répa és fuziondlt protoplasztokbdl ere-
dd sejtek osztddasat a fuzidt kdvetd hatodik napon sza-
moltuk vizudlis értékeléssel, s az eredményeket a VII.
tadbléazatban foglaltuk Ossze. A fuzionadlt és répa sejtek
osztddasi gyakorisaganak aranyat - F/Al - azért tlintet-

tiik fel, mert egy kisérleten beliil ez az érték adhat a
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VII. tablazat: Sargarépa Ay albindé muténs + levél pro-

toplaszt fuzids kombindcidbdl regeneralt

sejtek osztddasi gyakorisaga

Osztddasi gyakorisag /%/

Fuzibs . F/Aq
partner sl Al répa Fuzionalt arany
sejt
Petroselinum 1.4 5,2 19,0 3,65
hortense 2. 4,1 13,9 3,39
Aegopodium L 10,4 3 . 3,56
podagraria 2. 3.5 11,7 3,34
Angelica 1. 3,5 12,8 3,65
archangelica
Pisum i [ 3;3 12,7 3,84
sativum 2 2,9 10,2 3,51
Secale 1s 3.3 9,4 3,03
cereale 2. 243 6,9 3,00

a répa protoplasztok kondicidjatdél fliggetlen viszonyi-
tasi alapot. Az F/Al arany a klilonbozd fuzids kombina-
cidk tenyészeteiben k&zel azonos volt, értéke 3,0 és
3,8 kozdbtt valtozott.

A tenyésztés hatodik napja utadn a fuziondlt sej-
tekben levd kloroplasztok fokozatosan elvesztették
z81d szinliket, s igy a pontos kvantitativ értékelés
mar nem volt lehetséges. Valamennyi fuzids kombindcid-
ban t8bbszdrdsen osztddd fuzionadlt sejteket figyeltilink
meg, s ezek a 10.-12. napon a 4-10 sejtes stadiumot is

elérték.
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4. Albind muténs és vadtipusu sargarépa sejtek tap-

anyag igényének Osszehasonlitd vizsgalata

Az eldz6 fejezetben ismertetett Ay répa és fuzionalt
sejt osztdébdasi adatokat Osszevetve a vadtipusu /V/ répa
sejtek osztddési adataival, érdekes jelenségre figyel-

tiink fel. Az A répa + levél protoplaszt fuzidbdl ere-

1
dd sejtek mindig magasabb osztddasi gyakorisagot adtak,

mint az A fépa sejtjei /VII. tablazat/. Ugyanakkor

1
a vadtipusu répa protoplasztbdl regenerdlt sejtjei
jobban osztdédtak, mint a fuzionadlt sejtek. A jelen-
séget szamszerien kifejezve:

F/Al>l /3,2 - 3,8/,

F/v <1 /0,5 - 0,8/.

Kisérleteinkben azt is megfigyeltik, hogy a vad-
tipusu sargarépa sejtszuszpenzidbdl izolalt protoplasz-
tok a sejtfal regeneracidt kovetden sokkal nagyobb
" gyakorisédggal osztddtak, mint az Ay sejtek. Az A, sej-
tek a hatodik napon sem érték el a vadtipusu sejtek ma-
sodik napon megfigyelt osztddasi gyakorisagat /III. és
VII. téblazat/. Ez a tény is indokolttad tette az A, mu-
tans vizsgdlatat.

Feltételezésiink szerint az Ay sejtek alacsony és

a fuzionédlt sejtek Al—nél magasabb osztddasi gyakorisa-
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ganak oka lehet: a/ Az A, mutans auxotrdéfiaja vagy
"leaky" jellege, melyet a fuzionalt sejtben a levél
partner komplementdl; b/ a tapfolyadék valamely kompo-
nense gatolja az Ay muténs sejtjeinek osztbddasat. Ezt
a gatlast a fuzionadlt sejtben a levél partner megsziin-
tetné.

Az a/ pontban megfogalmazott lehet®ség akkor birna
kiilénts jelentdséggel, ha a mutansnak egy j6l1 defini-
dlhatdé auxotrdéfidja lenne, mert ilyen esetben a mar em-
litett médon lehetne a hibrid szelekcidt végezni. Ameny-
nyiben a b/ pontban feltételezett gatlasrdél lenne szd,

a pontos mechanizmus tisztdzasa utédn szintén lehetGség
nyilhatna a szelekcidés alkalmazasra. A kérdés elddn-
tésére iranyuld kisérleteket az alabbiakban ismertet-
jik.

A probléma megk&zelitésénél abbdél indultunk ki,
hogy akar auxotrdéf jellegrdl, akar pedig gatlas megnyil-
vanulasardél van szb6, a vadtipusu és Ay mutans protoplaszt
tenyészeteinek Osszehasonlitd vizsgalata felfedheti az
okot.

Az els® kisérletben az A, sejtvonalat vitamin auxo-

1
tréfiara vizsgaltuk. Az izolalt Ay és vadtipusu proto-
plasztokat vitamin nélkili, 1/10 vitamint és teljes vi-

tamint tartalmazdé /komplett/ CgIV. tapfolyadékban te-



nyésztettiik és az osztddasi gyakorisagot a 2., 4. és

6. napon szamoltuk. Az Aq sejtek esetében a sejtosztd-
das gyakorisaga 7,3 % és 12,6 %, a vadtipusu sejteknél
11,2 % és 18,6 % kozbtt valtozott. Az Osszehasonlitéas
céljabdél a 4/a. abran a teljes vitamint tartalmazd ol-
datban kapott osztddasi értékeket 100 %-nak szamitva
/A] abrazoltuk a vitamin nélkiili /C/ és 1/10 vitamint
/B/ tartalmazd tapfolyadékban kapott értékeket. Tenden-
ciidjaban hasonld értékeket kaptunk akkor is, ha a pro-
toplaszt tenyésztést megeldzden a sejteket egy hétig
vitamint nem tartalmazé tapfolyadékban tenyésztettiik.

A klilénbség csak az volt, hogy az A, sejtek osztddasi

1

~gyakoriséga 1,1 % és 1,5 %, a vadtipusuaké 9,2 % és
12,9 ¢ kozott valtozott. Mivel jelentds gatlast vagy
stimulalast egyik kombindcidban sem tapasztaltunk,
kisérleteinket mds irdnyba folytattuk.

Felvetddstt az az elképzelés, hogy az Ay és vad-
tipusu sejtvonalak kOzti eltérést a protoplaszt tenyész-
t0 tapfolyadékban ozmotikumként és szénforrasként hasz-
nalt gliikéz okozhatja. A gliikéz hatast 0,1; 0,38 és
0,6 M-os glikdézt tartalmazd tapfolyadékban vizsgaltuk.
A végsd ozmotikum minden esetben 0,6 M volt, s a hiany-

z6 molaritids értéket az elsd két kombinadcidban mannit-

tal potoltuk. 100 %-nak véve a 0,1 M gliikdézon nbvo
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4, abra: Ay és vadtipusu /V/ protoplasztbdl regeneralt

tenyészetek osztddasi gyakorisagat abrazoltuk az

kat /4/b.
novo Al t
dést

véve

- nem jel

sejtek osztddadsa vitamin /a/ és glikdz /b/

kiilonbdzd koncentracidit tartalmazd tapfolyadék-

ban:

a/ Vitamin koncentrdcidk: A - komplett; B - 1/10;
C - vitamin nélkili;

bl Glikoz kongentraciok: A — 0,1 M; B - 0,38 M;
C'=50,;6: M,

adato-
abra/. Bar a negyedik napon a 0,38 M glikdzon

enyészet osztddasi gyakorisdga nagyobb emelke-

mutatott a kontrollhoz viszonyitva, de ez-figyelembe

a vadtipusu sejtvonalnal is megfigyelhetd emelkedést

entds, s a kisérletben gatld hatdst nem észlel-
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tink.

Mivel a kiilonb6zd iddben Cg és Cg tapfolyadékok-
ban tenyésztett szuszpenzidkbdl izol&alt protoplasztok
osztbdasi gyakorisaga eltérd értékeket mutatott, fel-
vetddott az a gondolat, hogy az Aq és vadtipusu osztd-
dasaban tapasztalt kiildbnbség oka a taptalaj anorganikus
komponensei &altal okozott gatlas. A Cg és Cq tapfolya-

dékok a kdvetkezd® makroelemekben kiildnbdznek:

Vegylilet /mg/1l/ C C

5 8
NH4NO3 - 400
KH2PO4 250 1000
NaZHPO4 - 100
NaHCO3 - 150

A kisérlethez azonos eredetii sejttényészetekre
volt- szlikség, melyet ugy biztositottunk, hogy az Al
és V sejtvonalakat 1 mg/l 2,4-diklérfenoxiecetsavat
tartalmazdé tapfolyadékrdl /B5/ CglI és CgI oldatra pasz-
szaltuk, majd két hétig azon tenyésztettiik. A proto-

plaszt izolalast k&vetBen a protoplasztokat C illet-

5’
ve Cg komponensekre alapozott tenyésztd folyadékba
vittiik és szamoltuk az osztddasi gyakorisagot a 3. és

7. napon [VIII., tablazat/. Itt jegyezziik meg, hogy ki-

sérletiinkben a Cg protoplaszt tenyésztd tapfolyadékot



VIII. tdblazat: Vadtipusu és Ay mutans répa protoplaszt-
bdél regenerdlt sejtek osztddasi gyakori-

sdganak alakuléasa Cg és Cg tapfolyadékban

Osztddasi gyakorisag

- a
Repa 3._napon, 7._napon,
X+s X+s
A
O A Fylt+l,1 4,7+1,1
g Cs v 11,3+2,4  12,2+2,0
(0]
) c A 3,5+0,8 8,0+2,4
= \% 13,4+1,7 22,242,7
A ) ’
% Cg/Cqg vl
n © ! J
MG Dy
\'8\% V/A C5 ’ 14
N 1 ¢
0 8 14 4
O

nem egészitettiik ki a C8 szokdsos aminosav komponensei-
vel,vcsupén 50 mg/l szerint és 10 mg/l glicint mértiink
be.

Mivel a téblazatban feltiintetetosztddasi adatok
6nmagukban nem mondanak sokat, kiszamoltuk és Osszehason-
litottuk az azonos sejtvonalak kiilonb&zd tapfolyadékban
kapott értékeit /C8/C5 arany/, valamint a V és Al sejt-
vonalak azonos tapfolyadékban kapott értékeit /V/Al a-
rany/. Ezek az arédnyok kozel azonosak voltak, és azt

mutattdk, hogy a szervetlen komponenseknek nincs gatld



hatasa /VIII. tablazat/.

A tapfolyadék egyéb komponensei ko&ziil az urea
hatisat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy 100 mg/l kon-
centracidban sejtosztdodas ndvekedést eredményezett az
Al sejtvonalnal, mig azonos koncentracidé a V sejtvonal
protoplasztbdl regeneradlt sejtjeinek osztddasat gatol-
ta. Mivel az eldkisérletekben az aszparaginsav és N-2
amin [enzimatikusan hidrolizalt kazein/ is pozitiv ha-
tasu volt az Ay sejtek osztddasara, ugyanakkor a Vv
sejtvonalra hatastalan volt vagy gatldélag hatott, szisz-
tematikus vizsgdlatot kezdtiink el annak megallapitéa-
sara, hogy az aszparaginsav szintézisével kapcsolatos
vegyliletek milyen hatassal vannak az Ay és V tenyésze-
tek osztddasara.

A kisérleteket B II protoplaszt tenyésztd tapfo-
lyadék felhasznalasaval végeztiik, melyet a vizsgalni
kivant szerves komponensekkel egészitettiink ki. A ko-
rébban végzett kisérletekben aktivnak mutatkozd urean
kivil a tObbi vizsgdlt vegylilet valamilyen forméban a
citridt-ciklussal kapcsolatos volt.

Osszehagonlitva a kiilénbbzd szerves komponensek
jelenlétében észlelt sejtosztbddasi gyakorisagokat, azt

tapasztaltuk, hogy az urea, citromsav, ammonium-citrat
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5, abra: A muténs és vadtipusu /V/ protoplasztbdl
regeneralt sejtek osztddasi gyakorisdga szer-
ves komponenseket tartalmazdé tapfolyadékban I.
Vegyiiletek és koncentraciodjuk:
citromsav: 500 mg/l ~ 2,4 mM,
ammonium—-citrat: 500 mg/l ~ 2,2 mM,
Asp-NH, - aszparagin: 200 mall o 3 - M,
urea : 100 mg/l ~ 1,7 mM.

és aszparagin jelenlétében magasabb volt, mig a V sej-
tek osztddaséban gatlds mutatkozott. CgII komplett tap-
folyadék a 2. és 4. napon gatolta a V sejtvonal osztd-
désat, de ez a gatlas a 6. napra megsziint /5. abra/.

A citrat-ciklussal kapcsolatos egyéb vegyliletek

sejtosztddasra gyakorolt hatasat foglalja &ssze a 6.
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6. abra: Aq mutans és vadtipusu [/V/ protoplasztbdl re-
generalt sejtek osztddasi gyakorisaga szerves
komponenseket tartalmazd tapfolyadékban II.
Vegyliletek és koncentracidjuk:

Asp - aszparaginsav: 1,5 mM,
KGS - a-ketoglutarsav: 2 mM,
OES - oxalecetsav: 2 mM,
PS - piroszdldsav: 2 mM,

GLU - glutaminsav: 1,5 mM.

dbra. Az aszparaginsav, glutaminsav, piroszd&lésav, ao-
-ketoglutarsav és oxédlecetsav szintén a sejtosztddéas
ndvekedését eredményezte az A,y sejtvonalnal, mig a vad-
tipusu sejtek osztddasat gatolta. Az oxadlecetsav gatla-

sa csak a 6. napon, az aszparaginsav és glutaminsav



gatlasa a 4. naptdl, a piroszdldsav és &—ketoglutér-
sav gatlasa mar a 2. napon tapasztalhatd.

A sargarépa A albind mutans + levél protoplaszt
fuzidbdl eredd sejtek Al-nél magasabb osztddasi gya-
korisaga kapcsan megvizsgaltuk azt is, hogy a protoplaszt
tenyésztd tapfolyadék &sszetétele hogyan befolyasolja
az A, és fuzionalt sejtek osztddasat. Az Aq sejtvonalat
két napig minimdl - csak makro-, mikroelemeket és hormo-
nokat.tartalmazé - tapfolyadékban tenyésztettik, s a
sejttenyészetbdl izolalt protoplasztokat arpa levél
protoplasztokkal fuzionaltattuk. A fuzids populacidt
C5II minimal /makro- és mikroelem, hormon, ozmotikum/
és komplett protoplaszt tenyésztd oldatban tenyésztet-
tik, és vizsgaltuk az Ay és fuzionalt sejtek osztddasi
gyakorisagat a tenyésztés 2., 4. és 6. napjan. A kapott
adatokat a 7. abran tiintettiik fel.

Az eredmények alapjan megallapithaté, hogy a te-
nyésztés kOrilményei nagymértékben befolyisoljak az Aq
és fuziondlt sejtek oszto6dasat. A minimdl tapfolyadék
esetében az A és fuzionalt sejtek'osztédési gyakorisa-
ga a 2. napoﬁ azonos volt, mig a 4. és 6. napon a fu-
ziondlt sejtek osztddasi gyakorisdga mintegy haromszo-
rosadra ndtt az A, sejtekéhez viszonyitva. A komplett

tapfolyadékban tenyésztett Ay sejtek osztddasi gyakori-



sdga szamszerilien magasabb értéket mutatott, viszont a
fuziondlt sejtek 4. és 6. napon megfigyelt osztddasi
gyakorisédga alig haladta meg az Aq sejtekét.

Tehat a minimdl tapfolyadékban az osztddd fuzio-
nalt sejtek az Al—hez viszonyitva nagyobb szamban fordul-
tak eld, masszoOval, az osztddd fuzionalt sejtek a mini-
mal taptalajon bedusultak az osztddd Aq sejtekhez viszo-

nyitva.

20
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Komplett
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o Flzionalt
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7. abra: Ay mutans és A, + arpa levél fuzionalt sejtek
osztbdasi gyakorisdganak alakulédsa minimal és

komplett tapfolyadékban.



EREDMENYEHK ERTEKETLESE

1. Novény regeneralds protoplasztbdl

A protoplasztbdl tdrténd ndvény nevelés eddig mint-
egy 15 fajnal valdsult meg, melyeket a II. t&blazatban
foglaltunk 6ssze. A sargarépa protoplasztok tenyésztése,
regeneralasa embridéva /KAMEYA és UCHIMIYA, 1972/ és n&-
vénnyé [GRAMBOW és mtsai, 1972/ mar régdta ismert. A
sadrgarépa kallusz szdvetekbdl inditott sejtszuszpenzidk
jol tenyészthetdk és ezekbOl a protoplaszt izolalas
nagy hatékonysaggal valdsulhat meg. A répa protoplasz-
tok a rutinszerii tenyésztési és fuzids munkakhoz joél
felhasznalhatdk /DUDITS és mtsai, 1976a, b/. Ezért la-
boratdériumunk egyik kisérleti objektumava ezt é ndvényt
valasztottuk.

Munkénk soran a sejtszuszpenzidbdl tdrténd proto-
plaszt izolalas és tenyésztés mbédszerét sikeresen alkal-
maztuk. A protoplaszt tenyészetekben nyomon koévettik a
sejtfal regeneracid, sejtosztddas, embriogenezis és no-
vénnyé fejlddés lépéseit. [2.-7. kép/.

A sargarépa protoplasztok rutinszerii tenyésztése

és ndvénnyé regenerdlasa lehet8séget nyujt arra, hogy
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laboratériumunkban erre a kisérleti objektumra alapozva
sejtgenetikai és szomatikus hibridizacids munkdkat vé-

gezzink.

2. Fuzids gyakorisdg névelése nbvényi protoplasz-

toknal

N6vényi protoplasztok polietilén-glikollal /PEG/
indukalt fuzidéja /KAO és MICHAYLUK, 1974/ széles kor-
ben elterjedt és mas objektumokndl is alkalmasnak bi-
zonyult /AHKONG és mtsai, 1975; FERENCZY és mtsai, 1975;
PONTECORVO, 1975; DUDITS és mtsai, l976c,~FODOR és
ALFOLDI, 1976; SCHAEFFER, 1976/. A humdn sejtek fuzids
gyakorisagat néveld PEG - DMSO kezelés /NORWOOD és mtsai,
1976/ a n6vényi protoplasztok fuzids gyakoriségat is ked-
vezGen befolyasolta kisérleteinkben. A DMSO kiilénbdzd
- 5, 10, 15 és 20 % - koncentracidéit tartalmazdé PEG ol-
dattal indukalt fuzid gyakorisdga sargarépa + arpa ese-
tében 2-4-szeresére [l. abra/, szbdja + rozs kombinacid-
ban 2-6-szorosara /2. abra/ ndtt a kontrollhoz viszonyit-
va. A kombindlt PEG - DMSO kezelés mas fuzidés kombinacidk-
ban /répa + podagrafi, répa + rozs, répa + borsd, szdja
+ petrezselyem, VI, tdblazat, répa + Solanum dulcamara/
is hatékonynak bizonyult.

A fuzid vizualis értékelésekor a szuszpenzid és le-



vél eredetii protoplasztok morfoldégiai bélyegei alapjéan
a heteroplazmikus fuzid gyakoriséagéat hatarotuk meg.

A kisérleteket citoldgiai vizsgdlattal kiegészitve iga-
zoldédott, hogy a kombinalt PEG - DMSO kezelés ran
valdédi fuzid k&vetkezett be, amely heterokarionokat e-
. redményezett. Kisérletilinkben a 10 % DMSO-t tartalmazd
PEG oldattal indukalva a fuzidt a heterokarionok szama
3,4-szeresére ndott [/IV. tablazat/.

A DMSO magasabb koncentracidit tartalmazd PEG ol-
dat hatasara jelentdsen csdkkent a levél protoplasztok
stabilitasa. Ennek tudhatd be a répa + arpa protoplasz-
tok fuzibds gyakorisaganak csdkkenése 20 % DMSO jelenlé-
tében /1. abra/. A DMSO levél protoplaszt stabilitasra
~gyakorolt hatésa kiilontsen drasztikusan érvényesiilt sz6-
ja szuszpenzid + tulizoldlt borsd levél protoplasztok
esetében. /2. abra, B-II. vonal/.

A levél protoplasztok izolalasa soran dontd fon-
tossagu az izoladlas hossza, mivel ennek noévelésével nd
az izolalas hatékonyséaga. Ugyanakkor az iddben elnyuld
izoladlas a protoplasztok stabilitasénak jelent6s csdkke-
nését eredményezi, s ez a fuzids gyakorisag csdkkenését
vonja maga utéan. Mivel a PEG-gel induk&alt protoplaszt
fuzid- esetében a DMSO koncentracidjinak ndvekedésével

a levél partner stabilitédsanak tovabbi csdkkenésével kell



szdmolnunk, a rutinszeri fuzids munkdk céljara célsze-
ri olyan DMSO koncentrdcidét haszn&lni, amelynek a fuzids
~gyakorisédgot néveld hatédsa erSsebb, mint a stabilitast
csbkkentd hatasa. Az 1. és 2. abran, valamint a VI. tab-
lazatban feltlintetett adatok azt mutatjak, hogy erre a
célra a 10 % DMSO-t tartalmazé PEG oldat megfeleld. A
citoldgiai vizsgdlat is ezt tamasztja ald [IV. tablazat/.
A DMSO levél protoplaszt stabilitéast cs&kkentd ha-
tasdnak bizonyos szelekcids vonatkozasa is lehet. Olyan
fuzibds kombinacidkban, ahol a levél partner a tenyész-
tés soran tobbszdri osztddast k6vet6én kallussza vagy
ndvénnyé fejlddhet /dohéany - TAKEBE és mtsai, 1971,
petunia - DURAND és mtsai, 1972, stb./, a DMSO-t megfe-
leld koncentracidban tartalmazdé PEG oldatot alkalmazva a
fuzid indukalasaval egyidejlileg a nem-fuzionalt levél
protoplasztok teljes roncsolddasa érhetd el. Az altalunk
vizsgalt fuzids kombinacidkban is szamitasba kell venniink
ezt a lehetOséget, mivel a borsd levél protoplasztok
osztddasa és kallussza fejlddése [/CONSTABEL és mtsai,
1973; ARNOLD és ERIKSSON, 1976/, valamint a Solanum dul-
camara protoplasztok regeneralddasa novénnyé [BINDING
és NEHLS, 1977/ az irodalombdl ismert. Tenyészeteinkben
a levél partnerbdl képzddd kalluszok vagy ndvények meg-

zavarndk a kisérletek értékelését, mivel kisérleteink
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tavolabbi célja a sargarépa A, albind mutdns + levél

1
protoplaszt fuzidbdl eredd zold sargarépa kalluszok
vagy noévények nevelése volt.

A PEG - DMSO kombinalt kezelésnek a fuzionalt sej-
tek életképességére gyakorolt hatasat értékelve megalla-
pithatd, hogy a humdn sejtek esetében megfigyelt eredmé-
nyekt8l /NORWOOD és mtsai, 1976/ eltérd adatokat kap-
tunk. Mig a human sejteknél 15% DMSO mar az életképes-
ség jelentds csbkkenését eredményezte, melyet a sejtosz-
tbédasi gyakorisag, valamint a tricialt timidin inkor-
poracid csbkkenése mutatott, a névényi protoplasztok
fuzidjat kovetden ez a toxikus hatds nem észlelhetd.

A 15 és 20% DMSO-t tartalmazd PEG kezelés utan is jol
tenyészthet8k a szuszpenzid és fuzionalt protoplasztbdl
regeneralt sejtek /III. és V. tablazat/.

Annak oka, hogy a répa+ levél protoplaszt, valamint
a szbja + rozs levél protoplaszt fuzibés kombin&dcidban
a fuzid gyakorisdga miért alacsonyabb, mint mads partnerek
esetében, pontosan nem ismert. Az alacsony fuzibds gyako-
risdgot a protoplasztok belsd szerkezete, a vakuolumok
poziciéja is okozhatja /COCKING, 1971/, és Osszefliggés-
ben lehet a protoplasztok méretbeni kiildnbségével /[/POT-

RYKUS, 1973b/, mely esetiinkben a sargarépa protoplasztok-
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kal kapcsolatban vetddhet fel. Az okok k&zt szamitasba
johet a membran strukturdjanak, vagy komponenseinek a
j6l fuzionaltathatd fajokétdl vald eltérése is.

A DMSO PEG-gel indukalt fuzibds gyakorisagot néveld
hatasat értékelve meg kell jegyezniink, hogy a kiilénbdzd
fuzigén agensekkel indukalt protoplaszt fuzidk pontos
mechanizmusa nem ismert. A protoplasztok felszinének ne-
gativ t8ltése /RUESINK, 1971/ dontd lehet a fuzid folya-
matdban, s a mechanizmus magyarazatat is ezzel hozzak
kapcsolatba. A nadtrium-nitrattal indukdlt agglutinaciéd
és fuzid [POWER és mtsai, 1970/ a protoplaszt felszin
negativ t&ltései natrium-ion altal torténd semlegesité-
sének tulajdonithatdé [COCKING, 1973/. A magas pH -
magas ca’’ oldattal 37°C-on indukalt fuzidé esetében a
hdmérséklet hatasara bekdvetkezd membran Ssszetétel
valtozas /megemelkedik a lizofoszfolipidek - lizolecitin,
lizofoszfatidiletanolamin - mennyisége a membranban/,

a magas pH hatdsara bekovetkezd egyéb membran valtozas
és a kalcium-ionok stabilizald és Ssszekapcsold hatéasa
érvényesiilhet [KELLER és MELCHERS, 1973/. A PEG-gel in-
dukalt fuzid esetében a polianionként viselkedd PEG mo-
lekuldk és a membran negativ toltései k&zott a kalcium-
-ionok &ltal létesitett hidak létrejottével magyarazzak

az agglutinacidét, s ezt kovetden a membran - membran



kapcsolat kialakulasa utan a protoplaszt membranok pozi-
tiv és negativ polaritasu részei k&6zdtt kialakult kap-
csolattal a fuzid bekdvetkeztét [KAO és MICHAYLUK, 1974/.
A DMSO hatas lehetséges mechanizmusara NORWOOD és munka-
tarsai /1976/ két magyarazatot ajanlanak: a DMSO megval-
toztatja a membran viz-kdrnyezetét, lehetdvé téve a PEG
molekuldk kdzvetlenebb kapcsolatat a sejt kiilsd felszi-
nével; a DMSO a membran strukturajat valtoztatja meg,
amely onmagaban nem eredményez fuzidét, de a sejtet ér-
zékenyebbé teszi a PEG-gel indukalt fuziodra.

Az a tény, hogy a PEG-gel indukalt fuzid gyakorisa-
gat DMSO jelenlétében nbvényi protoplasztok esetében is
ndvelni lehet, a fuzids folyamatok mechanizmusénak hason-
lésadgara enged kovetkeztetni.

Osszegezve a fuzids gyakorisdg nbvelésére iranyuld

kisérletek eredményeit, megédllapithatd, hogy a kombinalt
PEG-DMSO kezelés ndvényi protoplasztok esetében is
hatékonynak bizonyult, és a DMSO jelenléte a fuzids
elegyben nem hatott gatldlag a protoplasztbdl regeneralt
szuszpenzid és fuziondlt sejtek tovabbtenyészthetdségé-

re.



3. A szomatikus kompatibilités vizsgdlata a fuzio-

nalt sejtek fejlddésének korai szakaszaban

A 3. abran feltiliintetett fuzids program keretében
végzett kisérletek osztddasi adataibdl kiszamitva az
Aq fuziondlt sejt/répa sejt - F/Al - aranyt, megallapit-
hatd, hogy ez az arany valamennyi fuzids kombin&cid ese-
tében kdzel azonos értéket mutat és 3,0 - 3,8 k&zdtt
valtozik [VII. téablazat/. Az adatok alapjan azt a kdvet-
keztetést vonhatjuk le, hogy a kisérletekhez hasznilt
A, + levél protoplaszt fuzidébdl eredd sejtek esetében a
fejlddés korai szakaszaban inkompatibilitds nem tapasz-

talhatd, a protoplasztbdl regenerdlt fuziondlt sejtek

fejlddésiik ezen szakaszaban kompatibilisak.

A kisérleti eredmények értékelése soran sziikséges
kitérnlink a kompatibilitds fogalménak targyaldsara.
A fogalmak szexudlis keresztezésekkel kapcsolatos értel-
mezése esetén kompatibilitason - Osszeférhetbségen - két
egyed kozti termékeny ivari kapcsolat lehetOségét, in-
kompatibilitdson az életképes ivarsejtekkel rendelkezd
egyedek szexudlis folyamata valamelyik lépésében beko-
vetkezd gatlast értik. E gatlas végsd eredményeként
életképes embridét tartalmazé mag nem jon létre. A szexu-

alis inkompatibilitast szamos, részleteiben nem minden
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esetben ismert tényezd okozhatja és befolyasolhatja, s’
ennek megfelelden az osztdlyozasa is kiildnb&zd szempon-
tok alapjan torténhet /FRANKEL és GALUN, 1977, NETTAN-
COURT, 1977 /. A szexudlis folyamat gatlasa a megnyil-
vanulas helyét tekintve bekdvetkezhet a bibe felszinén
/pollen "csirazas" gatlasa/, a bibeszalban /pollentdmld
ndvekedésének gatlasa/ és a maghazban. A maghazban je-
lentkezd gatlas is kiilonb6zd lehet aszerint, hogy a
megtermékenyités, a zigdta osztddasa, vagy az embrid
fejlddése gatolt.

A gatlasi folyamat hatterében egy vagy tdbb gén
aktivitadsa, specidlis fizibldogiai folyamatok lejatszdda-
sa, morfoldgiai okok, stb. &llhatnak /FRANKEL és GALUN,
1977; NETTANCOURT, 1977/.

Az inkompatibilitas fogalma a vegetativ részek
egymadsra oltaséval kapcsolatban is hasznélatos. Az ide-
vonatkoz6 irodalmak Osszevetése arra enged kdvetkeztet-
ni, hogy az ilyen esetekben jelentkezd inkompatibilités
szamos esetben taplalkozas-fizbldgiai okokra vezethetd
vissza [PORPACZY, 1964/.

Az altalunk tanulmanyozott kisérleti rendszerhez
formailag és céljat tekintve a fertilizdcid és az azt
kovetd zigbéta fejlddés all legkdzelebb. Ugyanakkor hang-

sulyoznunk kell, hogy lényegét tekintve szamos alapvetd
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eltérés van a két folyamat ko6z6tt. A zigdta kialakula-
sdhoz és fejlddéséhez viszonyitva eltérés mutatkozik

a fuzionalt protoplasztok differencidltsagi fokéaban,
genetikai informacidé tartalmaban, citoplazma tartalma-
ban, ploidia szintjében, kromoszdma szamaban, taplalkozéa-
si viszonyaiban, stb.

Mivel a vegetativ rdoltasoknadl nem jon létre a
fuzidhoz hasonld k&zvetlen citoplazma - citoplazma kap-
csolat, az ekkor jelentkezd kompatiklitési folyamat ese-
tében is a paraszexudlis hibridizaciétdél alapvetBen el-
térd korililményekkel allunk szemben.

A kisérleteinkbdl levont k&vetkeztetéssel azonos
eredményre jutottak CONSTABEL és munkatarsai /1976/
szbja szuszpenzid és borsd fajtak, dohany fajok [Nico-
tiana glauca, N. langsdorffii, N. tabacum, N. rustica/
és Colchicum autumnale levél protoplasztok fuzi6jabdl
kapott sejtek osztddasat vizsgalva. Ugyanakkor BINDING
/1976 ]/ Solanacae csaladba tartozd fajok, dohany és petu-
nia levél + paradicsom érett bogyd protoplasztok fuzidja
esetében sejtosztddast csak a sejtmagot nem tartalmazd,
kisebb méretii protoplasztoknal tapasztalt. Ezt ugy
értelmezte, hogy a sejtmagot tartalmazd nagyobb méreti
paradicsom protoplasztok esetében a sejtosztddas elmara-

déasa a fajok kozt fenndlld inkompatibilitas kdvetkezménye.
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BINDING ko&vetkeztetését értékelve szilikségesnek
tartjuk megemliteni, hogy a kisméretl, magot nem tartal-
mazd paradicsom protoplasztok fuzidjabol eredd sejtek
osztbdasara vonatkozdé adatokat nem k&z6l, mellyel &lli-
téasat alatamasztana. Azt sem szabad figyelmen kiviil
hagyni, hogy az &altala hasznalt fuzids kombinacid a pa-
radicsom partnerben kordbban szintetizalddott vegylle-
tek [/gatld anyagok, zarvanyok, stb./ gatolhatjak a sej-
tek osztdédasadt a paradicsom sejtmagot tartalmazd sejtek-
ben. Nyilvanvaldé, hogy a sejmagot tartalmazd nagyméreti
paradicsom protoplasztokbdél t&bb gatld anyag juthat a
fuzids produktumokba. Valdszinlisiti a BINDING &altal ko-
z81lt eredmények ily mdédon vald értelmezését az a tény,
hogy - mint azt az albind sargarépa + levél protoplaszt
fuzidbdl eredd sejtek osztddasakor tapasztaltuk - a pro-
toplaszt fuzidt kodvetben a két citoplazma kozott aktiv,
funkcionalis kapcsolat alakul ki, amely esetilinkben po-
zitive, az albindé mutédns deficiencidjanak komplementa-
cidéjaban nyilvanult meg, a BINDING altal vizsgalt kom-
binacidéban viszont negativ lehetett.

A 3. abran feltiintetett fajok fuzidjabol eredd
sejtek egy részében a klroplasztok még 10-12 nap utén

is felismerhet®k, s igy a tObbszdri osztédasok is nyo-
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mon k&vethetdk. Mivel valamennyi kombinacidban meg-
figyelhetiink fuzidébdl eredd 4-10 sejtbSl 4116 sejt-
csoportokat, ezek megjelenése tovabbi, a fuzid uténi
kompatikilitast alatamasztd bizonyitékot ad.

Az altalunk vizsgalt kisérleti rendszer - figye-
lembe véve a sa&rgarépa spontdn embriogenetikus képes-
ségét - elvileg magaban rejti annak lehet8ségét is,
hogy a fuziondlt sejtek az embriogenetikus folyamat
soran ndvénnyé fejlddjenek, mikdzben a mutdns répa
albinizmusat okozdé hibat a partner kijavitja, s igy
z61d szinli szomatikus hibrid n&vényekhez juthatnank.

Az Ay és Daucus capillifolius szuszpenzid protoplasz-

tok fuzidjabdol nevelt z&ld novények vizsgdlata igazol-

ta a szelekciéé elv helyességét /DUDITS és mtsai, 1977a/.
Ugyanakkor a t8bbi fuzids kombindcidban z61ld ndvényt nem
kaptunk, bar tobb ezer embrid és ndvény képzddott.

Albindé vagy klorofill deficiens muténsok komple-
mentacibés elven alapuld szelekcids alkalmazasa Solana-
ceae csaladba tartozd szexualisan kompatibilis fajok
esetében is sikeresen valdésult meg /MELCHERS és LABIB,
1974; GLEBA és mtsai, 1975; COCKING és mtsai, 1977;
SCHIEDER, 1977/. Ugyanakkor Datura innoxia + Petunia
hybrida és Nicotiana sylvestris klorofill deficiens muténs
protoplasztok fuzidéja komplementdcidt mutatd para-

szexuadlis hibridet nem eredményezett [ SCHIEDER,
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1977/. SCHIEDER harom feltételezhetd okot jelsl meg
magyarazatként: a/ a hibrid sejtekben nem szinteti-
zadldédhat klorofill, mert azok képtelenek egymast komp-
lementédlni; b/ a sejtosztddasok sordn egy vagy tobb kro-
moszdma elvész; c/ a partnerek protoplasztjai kozott
inkompatibilitds van, melynek k&vetkeztében a fuzids
termékek elpusztulnak.

Az itt felsorolt lehetGségek barmelyike fennall-
hat az altalunk vizsgalt fuzidés rendszerben, és a szo-
matikus hibridek kialakulasa szempontjabdél inkompati-
bilitasi tényezGként szerepelhet. A fuzids termékek
kromoszdma vesztését tdbb szerzd megfigyelte [MELCHERS
és LABIB, 1974; SMITH és mtsai, 1976; KAO, 1977/.
Amennyiben a partnerben hiadnyzd6 funkcidkat kijavitd
géneket hordozdé kromoszdédmék eliminé&ldédnak, a komplemen-
tacidé nem valdsulhat meg. Viszont a kromoszdma vesztés
lehet&sége még a szexudlisan kompatibilis fajok szoma-
tikus hibridizacidéja esetében is fennall [MELCHERS és
LABIB, 1974; SMITH és mtsai, 1976; DUDITS és mtsai,
1977a/, a szexudlisan nem keresztezhetd fajok esetében
pedig sokkal nagyobb gyakorisaggal k&vetkezik be /POWER
és mtsai, 1975; KAO, 1977/, s lehetséges, hogy a pro-
toplasztbdl a differencidltabb &allapot felé haladva

az inkompatibilitasi folyamat egyik megnyilvénuléasa.
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A kompatibilitas, illetve inkompatibilitas fo-
~galmat a sejtek.szomatikus hibridizacidéjanak lépései-
re kiterjesztve kiildnbségeket figyelhetiink meg a fo-
lyamat érvényesiilésében a szervezettség kiilénbdzd -
protoplasztbdél regeneralt sejt, kallusz, ndvény -
szintjén. Datura innoxia klorofill deficiens mutansai
fuzidjabdél eredd 33 z61ld szinl hibrid kallusz képzd-
doétt, de csak 20 kalluszbdl lehetett névényt regene-
ralni /SCHIEDER, 1977/. Fényérzékeny klorofill defi-
ciens dohdny mutansok fuzidjabdél fejlddd hibridek
szomatikus kromoszdéma szamaban jelentds variacidét ta-
pasztaltak. A diploid és tetraploid ndvényeken kiviil
aneuploidokat is megfigyeltek /MELCHERS és LABIB, 1974/.
Nicotiana glauca és N. langsdorffii szomatikus hibridi-
zacibéja utan a szelekcids folyamat soran fejlddési
rendellenességeket tapasztaltak, mig a felnevelt noévé-
nyek, valamint a beldliik szexualis keresztezéssel
nyert utdédok kromoszdma szama is valtozd volt /SMITH

és mtaai, 1976/.

A kompatibilitéas, illetve inkompatibilités fogal-
mat a protoplaszt fuzidbdl eredd paraszexualis hibridek
fejlddésének folyamatara kiterjesztve megallapithatd,
hogy az a szervezettség kiilonbszd szintjein érvényesil-

het. Kisérleti eredményeink azt mutatjak, hogy a proto-
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plaszt fuzidbdl regenerdlt sejtek fejlddésének korai
stadiuméban az inkompatibilités még nem érvényesiil.
Mivel esetilinkben a szomatikus kompatibilitast a pro-
toplaszt fuzidbdl eredd sejtek szintjén figyeltiik meg,
célszerinek tartjuk a jelenség megjelblésére a celluléd-

ris kompatibilitads fogalmdnak bevezetését /DUDITS és

mtsai, 1977b/.

4. Albind mutdns és vadtipusu sargarépa sejtek

vizsgalata

A sargarépa A, albind mutans szuszpenzid protoplasz-
tokat kilénbdzd fajok levél protoplasztjaival fuziondl-
va azt tapasztaltuk, hogy .a fuzidbdl eredd sejtek osz-
tdédasi gyakorisadga mindig magasabb volt az A,y sejteké-
nél és igy az F/Al arany egynél magasabb értéket adott.
A VII. téblazatban Osszefoglalt adatok szerint ez az
€itéh, 3,0 €s 3,0 ROz0LL valivzuii.

Az irodalombdl ismert, hogy a szdja szuszpenzid +
+ levél protoplaszt fuzidbdl eredd sejtek osztddasi
gyakorisdga alacsonyabb, mint a szdja sejteké /KAO és
MICHAYLUK, 1974; KAO és mtsai, 1974; CONSTABEL és
mtsai, 1976/. Szb6ja + rozs fuzionalt sejtek osztddasi

gyakorisdgat vizsgdlva hasonld eredményt kaptunk /V.
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tadblazat/. A vadtipusu répa protoplaszt + levél pro-
toplaszt fuzidbdl regenerdlt sejtek esetében is azt
tapasztaltuk, hogy a répa sejtek osztddasi gyakorisaga
magasabb, mint a fuzionalt sejteké. Tehat F/v<<l

/0,5 - 0,8/.

Ugyanakkor az Ay és V sejtvonalak ko6zétt nemcsak
a fuzion&dlt, de a répa sejtek osztddasaban is kiildnb-
séget figyeltiink meg. Az Ay sejtek osztddasi gyakori-
saga 2-7 %, a V sejteké 8-22 % volt a tenyésztés elsd
6 napjéaban.

A sargarépa A; albind muténs esetében tapasztalt
jelenségek okéanak felderitése céljabdl végzett kisér-
letek elkezdésekor feltételeztiik, hogy a fuzionilt
sejtek magasabb osztddasa, illetve az Al V-hez viszonyi-
tott alacsony osztddédsi gyakorisadganak oka vagy az Ay
valamilyen deficienciéjéban,.vagy a tapfolyadék vala-
mely komponense altal kivaltott gatlasban keresendd.

Az Irodalmi Attekintés c. fejezetben mar kitértunk
arra, hogy a szomatikus sejtekbdl izolalt protoplasz-
tok fuzibdjat kobvetden a fuzidbdl eredd sejtek, szodvetek
vagy novények szelektdlasénak praktikus médja lenne,
ha az elkiilénités az egyik partnerben meglévd auxotrd-

fia masik partner altal torténd kijavitasan alapulhatna.
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Emlitettiik azt is, hogy az auxotréf mutdnsokat olyan
fajok - Arabidopsis, arpa, kukorica - esetében irtak
le, melyeknél a protoplaszt - ndvény rendszer még nem
valdésult meg. Eppen ezért a szomatikus hibridek sze-
lekcidja szempontjabol kiilonts jelentdségli lenne, ha
a sargarépa Ay albindé mutansnal megfigyelt jelenségek
hatterében egy j6l defini&lhatd auxotrdfia &llna.

Az A, és V sejtvonalak protoplasztjaibdél regene-

1
ralt sejtek tapanyag igényének bsszehasonlitd vizsga-
lata soran bebizonyosodott, hogy az Al sejtek alacso-
nyabb osztddasi gyakoris&ga nincs Osszefliggésben a
mutdns vitamin anyagcseréjével [4.a abra/, valamint a
tapfolyadék gliikéz /4.b abra/ és anorganikus komponensei
/VIII. tablazat/ altal okozott gatlasnak sem tulajdonit-
hatéo.

Az organikus komponensek iranyaba folytatva ki-
sérleteinket azt tapasztaltuk, hogy bizonyos vegyliletek
az A, sejtek magasabb osztddasi gyakorisadgat eredménye-
zik, mig a V sejtek osztdédasat nem befolyasoljak, vagy
gdtoljék. A kisérletekben vizsgdlt pozitiv hatést ered-
ményezd vegyililetek— az urea kivételével - kapcsolatba
hozhatdék a citrat-ciklussal, mivel vagy az anyagcsere
citrat-ciklust megeldzd terméke /piroszdldsav/, vagy a

ciklusban résztvevd vegylilet /citromsav, o-ketoglutar-



sav, oxalecetsav/, vagy szintézislik a ciklusbd6l indul

ki /aszparaginsav, aszparagin, glutaminsav/. A vizsgalt

vegyliletek kapcsolatat a citrat-ciklussal a 8. abran

foglaltuk Ossze. A kisérletekben megvizsgdlt vegylilete-

ket alédhuztuk. Megallapithatd, hogy ezek k&zlil valamennyi

vegyiilet ndvelte az A, sejtek osztddasi gyakorisagat.

Eirosz6165av9Leu +» Val, Ala,

—>
acetil CoA =—>
i
Met, Ile,
Lys, Hse, Thr, urea
aszparagin
aszparaginsav NH,-citrat
oxalecetsav citromsav
almasav cisz-akonitsav
fumarsav izo-citromsav
borostyankSsav oxalborostyankdsav
szukcinil-CoA &-ketoglutdrsav
glutaminsav
glutamin,

Pro, Hpr, Arg, Orn,

8. abra: Sargarépa Aq albind mutans sejtek

gyakorisagat noveld szerves savak

osztddasi

és amino-

savak [aldhuzva/, valamint azok anyagcsere

Osszefliggései.
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A 8. abran feltiintetett Osszefliggéseket figyelem-
be véve magyardzhatd az Ay sejteknél tapasztalhatd
osztddas stagnédlasa a 2. nap utén /6. abra/, piroszdlo-
sav és oa-ketoglutdrsav esetében, amely e vegyliletek
gyors mobilizacidjaval értelmezhetd.

A rendelkezésre 4116 adatok alapjan nem sikeriilt
egyértelmiien elddnteni, hogy az anyagcsere folyamat
mely pontjan van az Al mutans hibaja. Mivel a piroszdlo-
savtdl kiinduldé és citrat-ciklussal kapcsolatos vegyli-
letekkel az osztddasi gyakorisdg ndvekedését tudtuk
elérni, egyik feltevés lehet, hogy a piroszdldsavat
megeldzd lépések valamelyikében, tehat a glikolizis,
vagy pentdzfoszfat-ciklus folyamatéban kereshetd a hiba.

A sterilen nevelt albind névények levelének elektron-
mikroszkdépos vizsgadlata azt mutatta, hogy a mutdnsban
nem tal&lhatdé meg a vadtipusu sirgarépa levél kloro-
plasztra jellemzd struktura [HADLACZKY, nem k&zdlt/.
Ennek alapjan a deficiencia lehetséges magyarazata le-
het a kloroplaszt strukturdhoz kététt enzimek hianya,
vagy enzim-aktivitas cstkkenés. Az a tény, hogy az urea,
amely a tapfolyadékban redukalt nitrogénforrasként
szerepelhet, egymagaban is képes ndvelni az A, sejtek
osztddasat, arra enged kovetkeztetni, hogy esetleg a

szénhidrat anyagcsere és nitrat redukcid folyamatéaban



feltételezett Osszefiiggés /SARKISSIAN és FOWLER, 1974/,
vagy annak szabélyozdsa a vadtipusétdl eitér6 médon va-
16sul meg a mutansban.

Al szuszpenzid és arpa fuzionalt, valamint Ay sej-
tek osztddasi gyakoriségat minimadl és komplett tapfolya-
dékban vizsgadlva az is bebizonyosodott, hogy egy adott
fuzids kombindcid esetében a tapfolyadék Osszetételé-
nek alkalmas megvalasztasaval a fuzionadlt sejtek maga-
sabb osztddasi gyakoriséga érhetd el, amely az osztddd
fuzionadlt sejtek dusulasat eredményezi a tenyészetben
/7. abral/.

Az Ay + levél fuziondlt sejtek Al—hez viszonyitott
magasabb osztdédasi gyakoriséga ugy értelmezhetd, mint
a komplementacid megnyilvanuléasa. Ez esetben komplemen-
tacidén nem a klasszikus genetikai fogalmat /RIEGER és
mtsai, 1976/, hanem a fuziondX sejtek protoplazmainak
specidlis k&lcsdnhatasat értjik. Az ismert, hogy szusz-
penzid és levél protoplasztok fuzidjabol eredd sejtek-
ben az Onmagaban osztddasra képtelen levél partner mi-
tbézisba lép /KAO és mtsai, 1974; CONSTABEL és mtsai, 1975;
DUDITS és mtsai, 1976a/. Az Al'+ levél fuzionalt sejtek
osztbdasanak vizsgadlata soran kapott eredmények azt i-
~gazoljak, hogy nemcsak a szuszpenzid partner hat a le-

vél partnerre annak mitotikus aktivitdsat indukalva,
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hanem a levél partner is aktivan részt vesz a fuzio-
nalt sejt fejlddési folyamatdban. Kisérleteinkben
ennek konkrét megnyilvanuléasa az albindé mutans anyag-
csere hibajanak valamilyen formdban torténd kijavita-
sa. Tehat esetilinkben komplementadcidn a partnerekben
eredetileg hidnyzd, vagy cs6kkent mértékben jelentke-
z® aktivitdsnak a fuziondlt sejtben t8rténd megjelené-
sét, illetve kijavitasat értjiik.

Osszegezve a sargarépa A,y albind mutéans vizsgala-
taval kapcsolatos kisérleteink eredményeit, megallapit-
hatdé, hogy a muténs anyagcsere deficiencidjanak pontos
okat nem sikeriilt felderiteni. A rendelkezésre a4lldé ada-
tok alapjan feltételezhetd, hogy a tapasztalt alacsony
osztbdasi gyakorisdg a szénhidrat anyagcserében bekdvet-
kezett hibaval hozhatd Osszefiiggésbe. Munkank soran azt
is kimutattuk, hogy a megfeleld tenyésztési korlilmények
kézo6tt az A mutans deficiencidjara alapozva az osztddd

fuziondlt sejtek dusulasa érhetd el a tenyészetekben.
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VI.

0O S SZEFOGLALAS

A sargarépa sejtszuszpenzidbdl izolalt protoplasz-
tok tenyésztésével, a szuszpenzid é€s levél eredeti
protoplasztok fuzids gyakorisaganak novelésével, a
protoplaszt fuzidébdl eredd sejtek fejlddésének, vala-
mint a sargarépa vadtipusu és Aq albindé muténs proto-
plaszt tenyészeteinek vizsgdlataval kapcsolatos kisér-

letek eredményei az alabbiakban foglalhatdk Ossze:

1. Munkank sorén rutinszeriien végeztiik a sargarépa
sejtszuszpenzidbbél izolalt protoplasztok tenyészté-

sét és regeneralasat ndvénnyé.

2. a/ Sejtszuszpenzid és levél eredetii protoplasztok
polietilén—glikollal /PEG/ indukéalt heteroplazmi-
kus fuzidja 2-6-szorosara nott dimetil-szulfoxid
jelenlétében.

b/ Citoldgiai vizsgdlattal igazoltuk, hogy a PEG-gel
indukalt fuzid esetén a DMSO jelenlétében nd a
heterokarionok gyakorisaga.

' c/ A kombindlt PEG - DMSO kezelés fuzidt indukald
hatédsa nagymértékben fligg a levél partner stabili-

tdsatdl. A rutinszerii fuzibds kisérletek céljara

3

a PEG + 10 % DMSO alkalmasnak bizonyult.
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d/ A kombinadlt PEG- DMSO kezelésnek a protoplaszt-
bdél regeneralt, fuziondlt és nem-fuzionalt sej-

tek tovabbtenyészthetdségére nem volt hatésa.

A kompatibilitas ill. inkompatibilitas fogalmat a

protoplaszt fuzidt kovetd fejlddési folyamatokra ki-

terjesztve megallapithatdé, hogy a sargarépa szuszpen-

zid és kililonb6zd fajok levél protoplasztjainak fu-
zi6jabol képzddstt sejtek a levél partner rendszer-
tani helyétdl fliggetleniil osztdédtak, tehdt a fejlo-
dés korai stadiumaban a vizsgalt fajok esetében in-

kompatibilitas nem tapasztalhatéb.

A sargarépa Ay albind mutans protoplasztbdl regene-
ralt sejtek vadtipushoz viszonyitott alacsony osz-
tédasi gyakorisagat figyeltilik meg a tenyészetekben.
al Az A,y sejtek alacsony osztddasi gyakoriséga nem

a tapfolyadékban levd glikdéz és anorganikus kom-

ponensek altal okozott gatléas.

b/ A vitaminok hidnya sem oka az észlelt jelenségnek.

c/ Az Aq sejtek magasabb osztddasi gyakorisdga urea,
piroszdlésav, a citrat-ciklusban résztvevd és
azokbdl szintetizalddd vegyiiletek jelenlétében

tapasztalhatb.
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d/ Az Ay protoplasztokbdél regenerdalt sejtek alacsony

osztddasi képességét a levél partner komplemen-
talni képes. Ennek eredményeként a heteroplazmi-
kus sejtek magasabb osztddasi gyakorisadgot mutat-
nak, mint a nem-fuziondlt sejtek.

A protoplaszt tenyésztd tapfolyadék Osszetételé-
nek valtoztatasaval az A, + levél protoplaszt fu-
2i6bdl eredd osztddd sejtek dusuldsa érhetd el

a tenyészetekben.
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