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Bevezetés

A bectáriális és emlős sejt genetika eredményélnék 

hetasára növényi objektumon is t rmlmányoznl kezdték о 

sejt fuziő ée nejt transzformáció /DHS-oel történő in- 

formádé átvitel/ lehetőségét* A sejt fuziő és transz­
formáció
tőben ugrásoséra fejlődést tesz lehetővé a növénygene­
tikában.

újszerű módszertani megközelítés követkéz-

A sejt fúziót e növényeknél a protoplasztok ta­
nulmányozása alapozta meg. Vizsgálták a protoplcaztok 

előállítását és sajátosságéit /76, 50, 9, 23, 55/, в 

protoplosstbcn folyó DUS, HUS és fehérjeszintézist /57/, 

virus szaporodást /2, 77, 8/ és a sejtfal regeneráció­
ját /33, 73, 22/.

Több szerző már eredményes fúziós kísérletekről is
beszámolt /51, 33, 52, 49/. Fúzióval létrehozott hibrid 

sejteket eddig nem sikerűit életben történi. Ez annak 

a következménye, hogy a kísérletekben olyan protoplosz- 

tokat fűzionáltettak, amelyből sejtet különben sem tud­
tak regenerálni.

Ilehézaóget okoz továbbá a fuzionált sejtek megkü- 

a "szülői sejtektől".
А Гия10 nSvény genetikában türtéa6 felbeatnáláoánok 

©sok szerint két feltételeavan; mutánsokat kell alkal­
mazni a fuzionált sejtek "szülői" populációból történő

lönböztetéi
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szelekciójához, másrészt e kísérleti objektumnál isnemi 
kell a sejtek protopleestból történő regenerálásának, 

és tenyésztésének feltételeit.
Idegen ШЗ növényi jtben történő replikáélójának 

és örökletes átvitelének kinutrtáse /28, 67, 16/, a tu- . 
moros transzformáció /егоim gall/ /1/ éo eurotróf növény, 
idegen IMS-eel történő funkcionális komple:lentáoiójo /29/ 

о genetikai információ átvitel egy-egy példája. A 

formációval történő információ átvitelből adódó lehetősé­
gek kiaknázásának is cs e feltétele, hogy megfelelő mutá­
ciókkal jelölt nukleinoav álljon rendelkezésre, éo g kí­
sérleteket ne növényekkel hí 
végezni*

sejtes szinten lehe

A mutánsok előállításé szempontjából előnyös, he hap­
loid oejtékből indulunk ki. Ea pl. egy auxotrof /recesszlv/ 

mutánst ©korunk izolálni egy haploid oejt populációból lé­
nyegesen kevesebb sejtet kell megvizsgálnunk ahhoz, hogy e 

kérdéses tulajdonságban megváltozott aejtvonolet izolálhas­
suk. Domináns mutánsok előállításánál is előnyös a heploi- 

dok felhasználása, mivel Így a mutáns oejtvonalaknál e geno- 

nok közötti kölcsönhatás kiküszöbölődik, és nincs szomatikus 

hasadáe. A hoploidok előnyeit a tapasztalat is igezolte.

r

P.CARISOK heplold növényi anyagból egyedül több auxotrof 

mutáns sejtvonalet izolált, mint ez о kutató, aki dip­
loid állcti sejtekkel dolgozott /33 kontra kevesebb, mint
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10j Idád 6, 7 és 48/.
A sejttenyészetek felhasználása, e sejtfúzió /óo 

transzformáció/ a legközelebbi jövőben átütő eredménye­
ket hozhat. A téri о fontossága és lehetőségeinek figye­
lembevételével kórom területen indítottuk meg © munkát 
ennek érdekében» hogy eredményesen dolgozhassunk a nö­
vényi uejtgenetika területén;

I. Ileploidok előállítása entherakulturábcn
II. Hoploicl szövetek növekedésének vizsgálaté kollusz- 

tenyéazetben éo növényok regenerációja
III. Sejt tenyésztés éa sejt szélesstéo

Választott kísérleti objektumunk о dohány„ Mcotiana 

tabaeum L. A disszertáció az a három területen eddig el­
ért eredményekről számol be.

I. Heploiiok előállitáac anther*-Imlturábon

A haploid szövetek és növények előállítása azon e 

felismerésen alapszik» hogy he egy adott táptalajon egy 

növényi rész növekedésnek indul, ekkor e ploidiaezlnttől 
függetlenül minden sejt osztódni kezd. így* ha olyan szö­
vetből indulunk ki, amelyben haploid sejtek is vannak, 
abból haploid szövetet lehet Izolálni, illetve hoploid 

növényeket nevelni, ha a hoploid sejtekben vagy szövetek­
ben morfogenesist indukálunk.

Hoploid kclluszt Ginko pollenből először ЖШЖЕ- 

nek sikerült előállítani /1953} 30/. Minthogy e fajnál
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e morfoyenezis feltételei ner voltak ismertek, a kel-
luasból nem lőhetett haploid növényt előállítmi#

A zárva termo fajok közül először Daturs anthere 

kultúrában sikerült haploid szövetet* caajd növényt in­
dukálni /GUH , Ж5ШАЙ1; 1964 /14/ 1966 /15/# izek 

után több* rendazertenilag távoléaő fejjel -upcsólet- 

ben számoltak be haploid növények előállításáról antha» 

ггkultúrában, igy Я112-К1, és OOÜO az 0ryzv /1968 j 41/# 

ЯИЮСН ős ÍÍI*:.CE aejd UAKAiA és ?ПШ a biűotims 

/69# 43/, illetve 1968; 35, Xi.I 3WA és 1Ш-1А ь Bresalca 

/1969; 18/ esetében# Az utiox'sk t - •.ztr.l-t .inak felfesse» 

ná Iá sávéi azóta több gr,, . IgUig fo . bői pl*
fritletüR, Eordexes# Lyeopsreioon - u sikerült haploidot 

létrehozni /71/#
A haploid növények előállításának két alaptípusé 

Ismert• f-záaoe genusánál mint pl- Oryza cs Erasaica 

v pollenból haploid kalluszt hoznsk létre, majd ebből 
növényt regenerálnak# A Hicotiaití és Datura genusa 

egyes fajéinál elérhető, hogy na ontérában soksejtű 

pollen majd e pollenből közvetlenül embrió jön létre, 

er:elv r>”v rá fejlődik* Ez utóbbi módszer esek bizonyos, 
?elhatározott yenotipua esetében alrr.lmczhbtó /44/# 

Yagfelelő genotípusai növénynél rolnikét sió de zerr el elő 

lehet él lit mi heploiclokst •
A portokból történő haploid kalluaz indukció olyan 

táptalajon valósítható meg, v. elyen • r,t faj szöveti 
egyébként Is tenyészthetők# I'övőnyek regenerálása e
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haploid kslluszból ügyemig? történik, mint a rangosabb 

plol dlasz Int fi tenyészetekben, A leggyekrabben alkalno- 

zott élj érán szerint a hormon koncentrációk változta­
tásával szilárd táptalajon hajtást indukálnak, amelyet 
eztán meggyoké: estetnek. As eredmény egy életképes nö­
vény ke •

A üicotleno genus egyes fajai a haploid indukció 

szempontjából kitüntetett helyzetben vannak, mert haplo­
id növények /a fenti második módszerrel/ közvetlenül elő­
állít д: tők. Ehhez suxinok, cltokininek, és glbberelin 

jelenlétére nincs szükség /45/. Ilyen körülmények között 

e portok állandósult diploid szövetének sejtjei 
donek osztódni, viszont e nelozioban levő haploid /ejtek

• Az erabriogonezle során ígyosztódási aktivitása 

csak hoplold növény fejlődik.
A haploid Indukció szempontjából azonos körülmények 

között különböző ITIcotiene fejok eltérően viselkednek, 

nehézséget okozhat, hogy e diploid .ejtek io intenziven 

osztódnák /H.alato, 3. Lengedorfi/ vegy e portok sejtjei 
egyáltalán
A korábbon leírt "ideális” viselkedés csak e H. tebocumra 

és а Ш. allveotriore jellemző /44/. A 3. tnbrcum fejőn 

belül, az egyes variétoszok között is lényeges különbség 

van; a 3* tebecum var Zanthl-ból pl* eddig még nem sikerült 

haploidot előállítani /44/.
Azoknál e fajoknál, ahol még nem tudtok os entherából 

kelluszt indukálni, vagy о hopioid kcllussbél növényt lét­
rehozni, megfelelő hormon kombinációk és tápanyagok alkál­

in dűlnek osztódásnak /f.Clevelccdii 71/.
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mezősével bizonyáré sikerül majd áthidalni a nehézsége­
ket*

A megfelelő korú autóra kiválasztása minden eset­
ben kritikusni к bizonyult» Ez fajonként változott* A 

szerzők esetenként e tetrad /39/* as egymagvu nikrospé- 

ra /43/ cs első rollen mitosis /70/ és ez érett pollen 

/49* 19/ stád&u&ben lev* portokot találták megfelelőnek, 

AH* tabecumnál csak о szabod nü.rospóra stádiumban le­
ve éntérákból frjlődtck növények. Sem a fiatelőbb* rneio- 

zlebca levő* sem nz idősebb, érett pollent tartóIsméé 

portok tenyésztői 
látszik tehát* hogy az indukciós folyamat oz első nité- 

zio után következik be /72/.
Az indukció citolégieileg követhető eseményeit csak 

a dohánynál ismerjük. A normális pollenfejlődéot61 elté­
rően a mikrospérában e vegetativ sejtmag osztódása nem 

áll meg* A sejt osztódva kitölti c spóra üregét és a sejt- 

tömegből egy ei: rié, majd növényka fejlődik. A generatív 

sejtmag ez embrióképzésben nem vesz részt /71/*
A Hicotiane tebaoum haploidok előállitásóról viszony­

lag sok adat áll rendelkezésünkre•
Feledi tunk ezért az volt* bogy a közölt eljárások а ев tő­
ségével e rendelkezésünkre állé beltenyéaztett vonalból
hfsploid növényeket állítsunk ele.

<íi-r

nem vezetett eredményre /43/. ügy
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II* Ssövettenyéastéa, növények regenerációje

kelluozt «nyáláé tool

A szövet kesyéaatée éa a szövet tény észatbcl törté» 

íi5 rege i oif5 problfatálnak Megérté mi e- wjltl in 

vitro tony isst Iséboz szükséges falt Г te lekből kell ki» 

indulnunk .

Izeiéit séd tel:, szövetek én шъгvek növekedésébe* 

táptalajra ven szítkség. Ez Tnváayi о Skat * cukrát vita- 

Jnck t за növényi bersionoket fcgrtöliaas* VZV'übfSzC fajok 

szöveteinek tápigénye cl téré; t- táptol^Jt <з ъЗгИшлап 

állítják öosee* Egy ináért reticle zerten s tápfolyadék 

ööazetévsléise- v l'.-uzt. k. " v; 1 letörés ег-cn ’fit organizált 

vsgy orgenlzélstlei SN kedést lxtdul
I z <•••*;.: nisált növekedés í « iMvSI lény

gr-o . t f í;c-.-4 . f ШЕ 'Ilii.

Л tepuoetalat oserint* ;v e*dlffnrr lolálatlan kelluss- 

fetoyéusotbün .1 ik r '•'': ' t Pv.VPá 1-

i©rácIájának#
A »öve’redés típuséütv; . •>. ssuib '• Tina eloódleges szere­

pet túl*Jdonitедок or euxirr-r áe citofciainoíí mennyiségé­

nek* .ülne seg' aek és rrónyánek* * tapaszt .-let szerint ez 

auacinok túl ulye a g*óké-ok r 'vitekininehé s hej- 

tiakepződóaneií: kedves, n’.zni kv. II, hogy hoxrooaokkél

' . ki morfo Riflt be a rend­

szerben s növekedő*! anyagok koncentrációja a limitálé fak­
tor /65/.
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A szervképződéshez szükséges regulációs változások 

bekövetkezéséhez a hormonokon kívül meghatározott öoose- 

tételű ásványi táptalajra is szükség van* Jé példa erre*
hogy dohány kalluas tenyészetben az ion koncentráció
megváltoztatása változatlan egyéb feltételek mellett 

hajtásképződést eredményezett /31/« A morf©genetikus 

folyamatban fontos reguláció szerepet tüljdonitanok 

a hasznosítható nitrogén mennyiségnek* A tapasztalat 

szerint a viszonylag gyengébb nitrogén ellátás kedvez 

о gyökérképződésnek* A tápta ajban növelve a felhasznál­
ható nitrogén mennyiségét változatlan egyéb feltételek 

mellett hajtáeorganlsáelá jöhet létre. IIo egy ilyen 

táptalajba о növekedési anyagok közül esek viszonylag 

kis mennyiségű auxlnt teszünk, szabadon úszó sejtekből, 

mint с megtermékenyített peteoejtből* enbrlogenesle 

indulhat meg /63/*
Ismerünk olyan eseteket, mikor a táptalajban levő 

hormonok és inorganikus komponensek mennyiségének rseg- 

változtctáse nem elég ez organizált növekedés meglnditá— 

oához. re ámény esnek bizonyult viszont különböző hormo­
nok /62/ vagy fény /32/ meghatározott sorrendben törté- 

n2 elkabaaeáee* Ez a kezelés a tenyészetek
környezetből e növényre ható információ periodicitását 

utánozza9 óo oz ©pigeaetikus kanalizáció eredményeként 
létrejött determináció megváltozásához vezethet*

a
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Az organizált növekedés megindítására a fenti sémák 

nem mindig alkalmazhat'к. II énkor arra kell gondolnunk, 

hogy a tenyésztés során a sejtek elvessitéttők a morfo- 

genezlűhes szükséges genetikai információt» Ez a jelenség 

nemcsak a hős zabb ideje fenntartott tenyészetekben lép 

fel. HICííEÜ és ste. pl. kimatttták; ha a cukornád szö­
vet tényé szét ekei R££ táptalajon tenyésztik, a sejtek már 

ez első passzázs után elveszítik a hajtás organizációra 

veié képességüket, jóllehet az más táptalajon hossza 

ideig fenntarthaté és kiváltható /3/* Ez e kísérlet ki­
zárja ezt © lehetőséget, hogy a regenerációs képesség 

elvesztését az eneuploidizáció okozná.
h szövettenyészetek tápigénye és c tenyészetből tör­

ténő regeneráció módja fajonként változik. A továbbiakban 

саек a dohány szövetek tenyésztéséről, a dohány növények 

regenerációjának problémájáról és az ezzel kapcsolatos 

feladatokról less szó.
ШША iHIQE és 3KG0G /35/ © S* tnbccum szövet speciá­

lis igényeit kielégítő ásványi táptalaj összeállítását 

sikeresen megoldotta. As SS táptalaj lehetővé teszi e 

szövetek gyors, növekedését, és biztosítja © norfogenozis 

indukálhatóságának fennmer dását. Azéta a korábban hasz­
nált V..HИЕ /84/ és 1ПЫ)ЕБНЛ1ШТ /17/ féle ásványi elr.pol- 

detok telj kiszorultak e gyekorlatból.
LIIÍSdAfER és SKOOG tisztázták a H. trbacun vitamin
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аз növekedési faktor idényét is. Klumtatták, hogy a
kaltaos 92'Ivetek fél nőnek és orgrnizálőának IBS-t, 
kiretint, inoaífcot és Bj vita aint tf/rtrlrr'zé szinteti­
kus táptalajon is /30/.

?>5: tiaztézctt viszont , ? r> gy r te>iyéezecekben mi­
lyen ruxinote, milyen citokirinek, milyen kombinmeidben 

és milyen koncéntráelében hnsr.nélluiték# Л ззегабк er»e- 
cíális célokjr rnofel ?éot bn ómé Inak.
f: ék íny pél'8?
iaéa ntG. /17/ kai:* js tenyészet*»»-.-.; TBS

/+ kúkuostej/
■HP GHTGS és KOOG /35/ knlluüz tenyészetben; IBS és К

/7/ кеИгмз •*, »zuüzptnzi • tenyészetben

IES ée К

2.4- 0 /+ élesztő 
kivonat/

2.4- t /íestíLi 

hidr. we a.aláta 

kivonat/

2.4- D és IBS

ííUDJSL és BAVEbKű&a /46/ suspensio tenyészetbon; HA* és К

/33/ pro top’ . ; i t szélet: tlßheij НАЛ бз EA 

ШгЪХЫЯ és mts. /34/ ■ csporitáshoaj 2.4-D IBS 4el

/ - kokuazto; j/

/4/ i' lokális lézio klrmtct íabos}

?*4-De

/-> Jrákuastüj/

CASTROS

/73/SjfOITO és ?иви/д „ » „

/10/F Ildi S S ^ 7» ^

/32/VEHK5HT S&ARAH

i’AGAT: éti SAÜE'BE
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Az idézett munkákban mindenütt ez RM inorgeniírua tépte- 

lejt hasznalták /kivéve 17# 10-t/, linden esetben auxin 

éa citokinin aktivitású anyag is volt e rendszerben, A 

citokinint esetenként valamilyen természetes frakcióban
juttatták a táptalajba* Kivételt képez a VETIK! Г7Г Sí/ARAS
/32/ által elkalnezott kombináció. l'ivel ezonban egy klo-

zárhetjuk ki a lehetőséget #rofil mutánssal dolgosatt# 

hogy e habit nácié - a hormonigény megszűnésének - egy e
térál van őzé.

Ifivel в hormonok alkalmazásé dohány tenyészetekben 

non kellően tisztázott# szükségesnek láttuk о különböző 

auxinok és cltokininek egymás melletti használhatóságának 

tanulaányosását kísérleti rendszerünkben. Az nuxinok kö­
zül a IBS—t# tíBS-t és 2#4—i>-t# a cltokininek közül a K-t# 

BA-t# DHJ-t, EIA-t és ЕШ—t vizsgáltuk,
A K-ről és a 2#4-D-ről kimutattak, hogy a tenyészetek­

ben elősegíti a ploidiaszlnt megváltozását /44# 21/# ezért 

előnyben részesítettük a IBS-t# SES-t és BA-t, A DIXJ e 

kókuszt ej citokinin ktl vitáim komponense /59/*
A BIA citokinin aktivitására vonatkozóan csak levés 

ad; t áll rendelkezésre /74# 75/* Azért tartottuk érde­
mesnek a két anyag vizsgálatát# mivel в többi citokinin- 

től alepvetően eltérő szerkezetű vegyületekről ven szó*
А Ш. tafeocusmál ismertek a morfogenetlkua indukció 

feltételei, egfelelő hormonkoncentráelók alkalmazáaávr1
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e tenyészetekben hejtás, gyökér vagy esbrlogenezio indu­
kálható. Tő vények regenerációjához elegendő hajtás induk­
ció je} ш kelluozból fejlődött fiatel hajtás hormon mentes 

táptalajon könnyen meggyökeresedik, és életképes növényt 

kopunk. Az in vitro regenerációs képesség genetikailag 

megszabott sajátság. Ez őzt jelenti, hogy a hajtásindukció 

e genotípus által megszabott körülmények között váltható 

ki. A feltételek fajon belül is változnak, Így pl. nem 

minden !?. tabaeum alfajra nézve azonoséit. Sövények regene­
rációja miatt szükségesnek tartottuk a hajtásindukció vizs­
gálatát г rendelkezésre álló boltenyé ístett vonalnál.

КОСШШ, 3AEHARYAL éa mts. kimutatták, hogy keláló 

ágensek és néhány dohányfüst komponens /24/ hatására hap­
loid dohány tenyészetben hajtás indukálódott. A diploid 

kelluszra a kezelés nem betett, i:ivei mi is hsploid növény­
ből származó kellnsasel dolgoztunk, a regenerált növények 

citológiai vizsgálatával akartunk meggyőződni erről, hogy 

valóban tenyészet haploid részéből indult e hajtásképsődős* 

Az endopoliploídizáció következtében létrejött heteroploldi- 

a miatt fennállt a lehetőség, hogy a kezelés s hajtáokép- 

sődéat mindig csak valamelyik ploIliászintii komponensből 
indukálta.

;■

A dohány szövettenyésztőssel kapcsolatban elmondottak 

a B. tebacumrs vonatkoznak, lila fajokot Így e H.langedorffii-t
'í.rustic'-t és W.auevöolens—t /53, 03/ is e.edaényeeen
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tenyésztettek, töbhé-kevésbé eltérő viszonyok között.
Ezek tárgye1ásárs nőst ami térek ki.

III. Sejttenyésztés és nejtezéleastes

Szi^bpenziótenyészetben és ageron e sejtek osztó­
dásához szükséges feltételek пек;, különböznek a kellusz— 

tenyészetek igényeltél, ha kellően magas oejtszámmal 
dolgozunk. Az egyedüli eltérés, hogy folyadéktenyészet­
hez ált a láb sn. valamelyik laatnn. inait iválodó euxint, 

2*4-r-t /egy SES-t ia kell adni / 17, 82, 73/, bár 

ellenpéldát is ismerünk /'(/• Alacsony sejtszáianál a táp­
talaj további organikus koíponenaekkel történő kiegészí­
tése is szükséges /63, 63/. A jó hatásfokú szőlésztás 

alacsony sejt-számnál nagyon lényeges, mert cask igy velő- 

aithbtó meg a bektériumgenetlkában alkalmazott hatékony 

szelekciós rendszer. Első feladatunk egy olyan táptalaj 
összeállítás© volt, amelyik izolált dohánysejtek osztó­
dását alacsony se,Tiszámnál ia biztosítja, abbén az eset­
ben is ez int etikus túuioiaj és alacsony horruonkoncentrá- 

oiók használó tára törekedtünk. A gyors növekedés nemesek 

az időfaktor miatt volt lényeges; a növekedés gyorsulásá­
val ne ь sejfcszuszpenzió diszpei’zitása is.

л táptalaj összeállításánál c kalluszteuyéssetek- 

kel kapott eredményekre és az irodalomra támaszkodtunk.
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AIÍYAG ÍS MÓDSZER

I. Slsérletl növények

Sicotiaae tebacum I. var, 2 étit Ksvane /ír* 24/ 
diploid éa haploid elekje. A diploid növények az idő­
közben megszűnt KiA Genetikai Intézet beltenyosztett 

nyagából származnék.

II. Táptalajok

1. A 3EPJCH éa ЕПЗСН áltel leirt II ée 2 táptalaj /43/.
2. LIH3MAYER és 3S00S féle 1Ш inorganikus táptalaj /30/.
Ezt az alábbi ко binieiákban használtuk fel;
- Г ál I UÜ ásványi oá oldat 4 0,5 ng/1 B^ 100 mg/l inozit

A növekedési görbék felvételénél penicillines fiolákban 

0,5 helyett 1 mg/l Bj-et használtunk
- HM; EBI + 2 Sg/1 IES 4 0,2 ng/1 к in étin 

—ЕШЮ; ma + 2 mg/l ISS 4 0,04 mg/l kinetln
- RI!C; 1Ш 4 50 ng/1 Orcoiíl trypton
3. A PCX /11/ féle táptalaj egy EOÍáCS /27/ áltol módosí­
tott változata, F táptalaj.

III. Szövettonyáoztéo sor-in felhasznált eljárások ée kö­
rülmények

a. 3torilJ.sál4a A sterilizálandó növényi részeket 70 -oo 

etilalkohollal lemostuk /30 sec./ majd 2 —oo HaOCl oldat­
tal 3 porcig terilizdltuk. A IlsOCl-t e művelet u; án steril
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desztillált vizes öblítéssel / 5x / távolitofctuk el*
A virágok osárát a sterilizálást megelőzően folyékony 

paraffinba mártottuk* 

b. KajLluoz jtafgyéeztjfs
TörzötenyésztéGhez az agart, cukrot éa ásványi 

sékat tartalmazd oldatot 20 porcig főztük 1 etm nyomá­
son - Ilikor az oldat kb. G0°C-ra hült, hozzáadtuk a táp­
talaj hiányzd komponenseit,
azétmertük в tenyésződényekbe /50 ni/ 100 ml Erleraaayer 

lombik/* A táptalaj megdermedd 

vattával lodugóztuk, majd 15 percig 1 etm* nyomáson ste­
rilizáltuk* Az inokulum egy 250 mg-oe ka Huge dirsb volt*

A növekedés szabályosé anyagok hatásának tesztelését 

penicillines üvegben végeztük. Ez esetben a táptalaj min­
den komponensét összezártuk, leoterileztük, majd sterilen 

szét ipettáztuk. /5 ml/ 10 ml penicillines fiola/* Az 

inolralm egy 40-50 mg-os ka Huss darab volt*
A növényei: 1 c.bor a 1;óriumi körülmények között történő 

fenntartása 100 ml Erleruseyer lombikban történt* A tápta­
lajt Ugyanúgy készítettük, mint в törzstenyésziéahez. Poss­
esélésnél a hajtáscsúcsot két levélkével levágtuk, és as 

uj táptalajba vittük át*
c* ЗеДtteigrésztóe A sejttenyésztés folyékony táptalajban 

történt* A tenyészeteket levegőztetés céljáből 15 rpo-el 
forgattuk a 250 ml gömblorbik nyakának hossztengelye 

körül, úgy, hogy óz vissz int &8 helyzetben volt* Az áramlás

után a lombikokat papír-
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elősegítése céljából a lombik középvonaIában* e forgási 
tengelyre merőlegesen 6 db, 15 гзк-re kiálló, 7 яга átmé­
rőjű üvegeadvet forrésztéttunk, A tényészedények 30 rű 

t ápt г In 3t t art alianzt ek. 
d • Sej5z á leis zjt % 

úgy törtért, hogy 5 ml 45°C* 1,? :f-o» ngr»r-égért tartalma­
sé tápt&lajt 5 ml sejt зеией renziévsl ík? ase kever t”?sk, mojd 

egy 9 cm átmérőjű Petri csészébe öntöttünk, A táptalaj 
kiszáradásának megelőzésére? ez edényeket r^r-tr-reseral, vagy 

müényeg szigetelő ssallaggel ragasztottuk le /39/. 

e. Hőméro_éklel; A nz'Jvettenyészeteket, ée a azélesz—
tett sejteket 27°C~os tenaoeététben, sötétben tartottuk.

A hnploidok ele-'Hátas: » e növények fenntartása és e folye- 

dőktrr.yésstéű laboretéríuBi fényviszonyok között* azobe- 

hőn /25 - 3°C/ történt.

A szélesítés - -ontoe-kb-?-1 lemez öntés -

1T. Citológiai mődaaerek

A vizsgál.- ndo növényi réazt - levélkezdeményt* gyökér- 

CBUcaot vegy virágot - 12 órán ét fixáltuk abz« ©ethanol 
jegecet / 3:1 / ©legyében, mejd 3 napig mostuk 7C Ő-os 

aethanollal. A festés г szokásos ecetokormin technikával 
történt, A kx’omoazéma számolást dcrzspreparátvacokon vé­
geztük. A mikroszkópos fényképek friss preparátumokról* 

Zeiss hfpk 2 icut£<tó mikroszkóppal készültek«

Y« őre dm ón;/а к közlése

Tapasztalatunk szerint a növekedési értékek egy újabb
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sorozatban Igen nehezen reprodukálhatók. /llandéak vi­
szont e kvalitatív összefüggések; hormonoknál v. serkentő 

és gátié tartomány, az optimum helye. A számszerű 

eredményközi és helyett ezért a szemléletes grafikus áb­
rázolást választottuk. A közeit görbék minden pontját 

legalább hét, a sorozaton belül független r-.inta átlagá­
ból számítottuk, ügy sorozaton belül a standard hiba 

1-5 % között változott. Ilimen sorozatot legalább két­
szer ismételtünk. кде benként csak ex; görbét közlünk, ki­
véve, ha egy független kísérlet kontroljáról van szó. Azo­
kat ez ábrákat, amelyekben egy összemér áriból származó 

alaptáptolajt, ás -szones keni, eredetű' inekclumot hasz­
náltunk, közös római számmai jelöljük.

VI. nüviditések jegvzóke

Ы benziladerin
HA benzin 1 zol

2,4-dilrldr-for-orei-ее <?t orv 

öifonllurea

2,4—В
DHJ

IES indolíl-3-eeetsav

к iné tin /£-fur fuH 1 'Tiuopurl.n/

ö-metilurncil
naftil-ecsteav

л

1U

NBS

РАЗ pcllenanyeoejt
RE, RAJ, ЙШС+

A / +-el/ jelölt rövi^Ütéseket lásd & táptalajok között.
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I* Haploid Ficotiaufc tbbucuü előállítása, és e növények 

citológiai vltegábta
a./ Haploid Hieofciana tubacua előállítása, és a növények 

felnevelése

A feaplold növények előállításé fílfGCH és TTITSCH /43/ 

módszeréről történt. Ä kísérlethez a virágokat a kettes 

stádiumban gyűjtöttük Ъе, rlkor* г sziromlevelek kb. olyan 

hosszúak, mint a csészelevelek* A H.tebícun virágja Ilyen 

fejlettségi stádiumban tartelstae eabriogeneísisre képes sző­
kéd mikroepóre sejteket, BegyUjtéa után az egész virágot 

tartőtlenitоt tűk. Est követően e porzómrólat e portokkal 
együtt nyeltük, és a 1! táptalaj felszínére helyeztük. A 

táptalaj G,1 rag/l IBS-t ás 0,? mg/1 kínétint tartalmazott. 

Az ont órák először zuegbf múltak, majd négy hét múlva ©el­
jelentek e kis növénykék /1. ébre/.

1* ábra Portokkultúrában fejlődé haploid növények négy hét­
tel e tenyészet beállítása után.
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iiéit hét múlva о növényeket T táptolejre vittük át* ; iu- 

gerőoödtek, ocrlit-tőseg Isi keverékben cserépbon 

kitöltetésre kerültek. As üvegháshea e növényeket egy 1- 

deig cukor nélküli tápoldatt&l öntöztük. Húrom hét múl­
va о növényeket kerti földbe ültettük át, és e továbbiak­
ban úgy kezeltük éket, mint а megrél kelt növényeket* Ki­
ült tea előtt minden nővéréről levágtuk a hajtás tetejét 

két levéllel, éa átvittük egy uj 2 táptelejrc* Ilyen mó­
don minden növényből egy másodpéldányt koptunk*

Hírem anthérábél összesen 115 növény fejlődött, Esek 

kösül kettő deformált volt, 6b nem gyökeresedett 

tnlnjon. P-seket a további vizsgálatból kizártuk. A 113 

növényből 92-1 virágzásig felneveltünk, 

b./ Hoplóid növények morfológiája

túri

2 táp-

A haploid növények külső megjelenésük alapján jól 

elkülönültek a diploidoktél /2/1 ábra/ l'ermetük valamivel 
alacsonyabb, levelük krekenyeb- , virágjuk kisebb volt.

A haploid virágban & porséoz.álr.k a bibénél r'dvidebbek, 
mig a diploídndl a portokok о bibecsucsával ogy nagaaeág- 

b tm telálh tok /2/2 ábra/. A haploid növények morfológiai­
lag egységes képet mutattak. Sem e levél alakjában, sem e 

virág szerkezetében vagy színében nem találtunk variabilitást.
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2« ábra
1*/ Portokku 11 urib ó 1 felnevelt heploid növény /beiről/ 

és r diploid szülő 2./ Haploid /balról/ és diploid /.Jobb­
ról/ növényről ssárrssá virágok 3«/ Heploid sejt :ifcósis- 

ben ne24 /xlCOO/ 4./ Diploid H*tsbac«m rétáfásie 24 bivs- 

lenénél /xlOOO/ 5./ Heploid П* tebacum retefásic 10 uni- 

1 ée 7 bivolenssel /xlOOO/ 6./ Portokkulturábélvéli
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te Inéval haploid /balról/ és haploid szövettenyészet­
ből regenerált kipicid növény tenyésződányben.

c./ Kitézis vizsgálata

’lcoaör c növények levélkezdeményeit és gyökércsap» 

ceát vizsgáltuk sebéi c célbél, hogy megállapítsuk, ve­
iében hcrloidok e ez entérékbél fejlődött növények. A* 

orödnényeket ez 1* Táblázatban foglaljuk össze.

1. Táblásét tortok kultúrából felneveli növények
vizsgáiét» nil tézisben

a« növények megesziáse e kronoezénoszám alapján

kramoazéma szán
24 24.12 24.12.48 24.40 viasz*.növ.

levél kezdemény 50
gyökér CSÚCS

2 1 5 33
11 11

b. Sejtek megoszlása picééi r. szerint

n/2 összes seit2nn
levélben 4 213 7 224
gyökércsucsban 120 120

33 növény levélkezdeményé ben végeztünk kromoszóma szá­
molást • 'seténként legalább öt, j«5l elkülöníthető kroiioazé— 

nákknl rendelkező sejtet értékeltünk. Lind e 33 vizsgált
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növény hnrloidnek bizonyult. 3zek közül 30~bm cask hep- 

lóid sértőket tolultunk. /2/3 ábra/* A többi nyolcben 

s haploiden kívül /24 krofaoazéna /12 és 48 kromoszómáé 

sejteket is tolultunk, /l/е Táblázat/. A rendelkezésre 

állé nd.-. tok t kremoszé®©->z *т alapján csoportosítva est
találjuk, hogy ös összes vizsgált sejtnek kb* 5 >-e nem 

Tolt haploid. /Х/Ъ Táblázat/.
A ploldlaszintet ellenőriztük az üvegházban nevelt 

növények gyökéibe one oánek vizsgálatával is. ! ind о 11 

növénynél eset- .óként legalább 10 sejtben számoltunk kro­
ne яп ómét . A 1 írrélkezdenényben kapott eredménytől függet­
lenül mind © 120 sejt h.*ploidnek bizonyult.

d./ Keidzie vizsgálata

Az elnő metef.ásiíj oitolégioi képét is vizsgáltuk a 

haploid növények pollen anyasejtjelben /P'S/. Tint vójv 

hrté volt, ű meiázlaben зек univolcnst találtunk* A pá­
rosodási sevrrok következtében e kromoszómák esetenként 

több csoportben belyeskedtek el /2/5 ábra/. A bivrlenaek 

számét és gyakoriságát 20 növény vizsgálata nl^ján a 

2. Táblázf<tbon tüntetjük fel.

2. Táblázats A bivelenaek asázaa éj gyakorisága о haploid 

növények pollen anyeoejtjeibon

0 1 2 3 4 5 673... 24 öaoses
69 69 27 7 2 11 184
37,5 37,5 14,2 3,8 1,0 6,0 100

РАЗ v, ■
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e./ Pollensterilitáü vizsgálata

15 növényt ellenőriztünk pollenfeatésael is esetei*» 

kánt» 1500 pollent viaszéi ve. " ináén esetben 100 ?» 

rllitást képiünk* Az eredményt megerősíti, hogy 

porzás, rém hcploid növény liploiáról származó, sem diploid 

haploid virágból számanő pollennel történő beporzása nem 

eredményezett életképes mcgot.

ate­

sz önbe-

f ./ fényészоu óixyben fenntartott haploiiok eltolóiéi 

vizsgálata

10 nővé у duplikátűaát tartjuk fenn írlemuayer lom­
bikban több mint egy éve. Hat-nyolc életenként levágjuk a
heJtáacaucsofc éa egy uj T táptalajra visszük át. Az ilyen 

módon fenntartott nüvénykék most ia Jól nőnek, és ploidla- 

szintjük változatlan /2/6 ábra/. A tény Jelentőségéről о 

diszkusszióban less szó.

II. Haploid oaovettenyészetek, és növények regenerációja

a. Különböző szerkezeti! smxtnök ő-з cltokininek hatása e 

haploid eredetű szövettenyéase tek növekedésére.

A növényi кгепюпок növekedési sebooségre gyakorolt 

hatását Etil táptel a Jón, különböző eiircin éa citokinin kon­
centráció mellett vizsgáltuk. A hormon hrtájt a friss súly 

gyárépodáaacl Jellemeztük, в sülyegyoégre eső aejtek számát 
figyelmen kivül hagyva. A tesztelésnél azt az eljárást kö­
vettük, bogy az auzinck és cltokininek közül is kiválesz-
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tottunk egy - egy anyagot, annak la egy bizonyos koncent­
rációját» 6a ennél ez értőknél a másik csoportba tartozó 

összes v nyagból egy koncentráció görbét vettünk fel* A 

citekicinek késül а К, Г,A, DSU, ::u, BIA, az rubinok közül 
ez ISS, ШЗЗ ев 2,4*0 hatását vizsgáltuk. Az értékelés 

báron hét utón történt.
A cítokinineket 3 mg/l IBS ^tellett teszteltük. Azért 

esett ez I 3-re a választás, kiért természetes anyag, cito­
lógiai aberrációt előidéző hatása 

jobban Isisért maxin, 3 mg/1 Ii*> collett felvett К, BA. DPU
növekedési görbéket о 3# ábrán tüntet,lük fel.

im-aert, és ez leg-

1, о-

2Л
О«n

*

o>" 0,5 -

l
Ю0,01 0,1 10

lg mg/l

. ч
Kinetin /о/, I ensile dk lin és Difenilureo / / 

hatásé e dohány kellusz növekedésére 3 ng/1 IBS mellett, 

RSSI táptalajon, növekedési periódus három hét. Inokulua 

39 napos, RC táptalajról.

3. ábra
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A К-t és 'ЗА—t 0.005-1 ag/1, a JHJ-t 0,5-10 ag/l tnrto- 

aárnyban vissgá tűk* A citokinln koncentrációt e friss 

súly függvényében ábrázolva nindhároa ecetben optinua 

görbét kr;- tunk* А К ás BA volt 6 legaktívabb vizsgált 

citoklnln* A xsnxlzaális súlygyarapodást mindkét esetben 

о tosstelt le-nleceoayebb koncentrációnál, 0,005 sjg/l-nál 
kép tűké A OH? lényegesen kisebb aktivitást matatott j 
e legnagyobb serkentést 5 ю /1-nél találtunk.
A 4. ábrán а ГХА, ás U görbéket ábrázoltuk aa előbbi­
vel azonos sódon.

I.
VI

-3<л

• £
5^- 0,5 -
CD

2*=f>:
о о о---- О

X

100101
lg mg/l

Benzllesiidaaol / / 6- etllur *cil /х/ ás Uracil /о/
betáas G dohány kailust növekedésére 3 . is/1 IBS .mellett 

К311 tápt■ lajón, "övekedfosi periódus »'táron hát. Inokulum 

39 napos, H..:c tápt eleiről.

4. ábra
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í:.z uracil görbe v :,:U kontrol $ г • A tesztelést 1-100 og/bM 

koncentráció tartományban végeztük• » le .őrt citokininek
közül a kJ/: volt в legkevésbé aktiv«, kg i.,s tnyag csak 

,L. . /1-aél nutí tott esi gnlfl kéne növekidáe serkentést*
Teect rendűzerlinkben három ismétlés alapján e ÍSU 

rmtatott citokinin aktivitási*
.е;"у1к- ágáltuk két alapvei en oltáré ezerkesetu cito- 

kinin a K. ás Jvü együttes felLaazuáláeáuík lehetőségét iß. 

Három növekedési görbét vettünk fel; e&> t U ée 1 mg/l 
„U i.ellett cry к koncentráció«: aort* /lásd 5* ábra/

1,5 ■

zn
-3>л
- 1,0 31
<T>

0,5 -

1010,10,010
lg mg/l

5. ábra Kinetin én Difeniluree kölcsönhatás© dohány 

kolluoztenyészetben НШ táptnlojon 3 mg/1 IES mellett* 

Növekedési periódus három hét* Inokulum 43 napos, ШЮ 

táptalajról* Jelölések« К /х/, DFÜ / /, К sor 1 mg/l
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DPU mellett /о/*
А К áe DrV a már ismert friss súly - koncentráció össze- 

függést adta /3* ábra/* As 1 mg/l DPU niellett felvett 

К görbe szerint a DPU-i is tartalmazd táptalajon .nevelt 
szövetek növekedése minden vizsgált pontban elmaradt a 

c&aii. K~en levő kalluszhoz képest* 0,01 sig/1 íZ-r.dl a 

DPU mennyis égének megfelelő, 1 mg/I K-nél pedig a K-re 

jellemző növekedési érteket kaptuk*
Az suxlnoket, 0,04 rag/l К mellett teszteltük* Ez az 

anyag a szövettenyésztésben leggyakrabban használt cito- 

kinin* Szintetikus vegyülőt, a növényekben nma keletkezik* 

A kiválasztott koncentrációnál r. kalluez szövet rendkívül 
gyorsén proliferál, bár ilyen alacsony К mennyiségnél з 

tenyészetek növekedése lioessu ideig nem tartlietó fenn /35 

és saját tapaszt el. öt*/
&?••!! táptalajon ez XI.3, 2,4-D, és S3S növekedésre gya­

korolt hatásét a 6* brán tüntetjük fel.
Az IBo-nél a növekedés üteme a vizsgált tertoaányban 

/0,1-10,0 mg/1 / az XES mennyiség növelésével emelkedett•
10 mg/l-nél kaptuk a meximélls súlygyarapodást. A 2,4-D 

koncentrációje 0,1 ug/1-nól volt optimáliej a súlynövekedés 

alacsonyabb és magasabb értékelőiéi is csökkent.
A HISS a vizsgált tartományban /0,1-10,0 mg/1 / nem 

mutatott auxin aktivitást.



1.0 ■

ГГ>

сП
in

£- Q5 -
<Х>

о
О

У /—

100,01 10,1
lg mg^l

6* ábra 'cftilecetaí v /О/, Я,4- >lklórfenoxieceteev /о/
éo Indolécétsav /х/ hatása e dohány ka 11из z növekedésére 

0*04 ng/l kim-tin mellett EMI táptalajon, Kövekedéol peri- 

6dús báron bét* Inokulum 39 nopos, HKC táptalajról*

Vizsgáltuk a 2,4-D és 1ES együttes hatását ia /7* ábra/

* -

2,0-

1,5 -
:r>

>:-Э 1,0 -
«Я С*

<n
0,5'

и

0 0,1 1
lg 2/t-D mg/l

?• ábra 2*4-D éa ISS kölcsSnhrtáae doh'ny keliuaztenyésset-
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ben 0,04 mg/l klnetln mellett ШЛ táptalajon. Növekedési 
periódus három hét. Jelöléseks IES 0 mg/l /□/, 1 rag/l /о/, 

5 ag/1 /х/.

Erre asért került sor, mivel IE3 ♦ K-en nem sikerült
toa szuozpenzié kultúrát létrehozni, igy szükségessé 

vált a 2,4-D használata is. 0,04 mg/l К mellett 0, 1, és 

5 ag/1 XE3 és 0, 0,1 és 1,0 mg/l 2,4-D minden lehetséges 

kombincáiéját beállítottuk. Az eredmények szerint 1 vo^ 5 

mg/l IES és 0,1 mg/l 2,4-D együttesen gyorsabb növekedést 
biztosított, mint akár

foly

IES akár a 2,4—0.

b. Hajtásképződés vizsgálata haploid eredetű kallusztenyé- 

szetben
A hajtásképződést vizsgálva először e klasszikus állasa­

dé IES mennyiség / 2 mg/l / mellett klnetln görbét vettük 

fel. Fényben és sötétben értékeknél 0,5 ée 2,5 

tanként 10 mg/l K-nél toposztnitűk e hejtásképződést.
/8* ábra/.

1,0

JT>
-D
: o,5
чЛ»

'Z
СП

0,04 0,1 0,5 1,0 2,5 10
lg К mg/l

8. ábra Hejtásindukcié kisetlnnél RMI táptalajon 3 mg/l
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JUS acllett* l nyilak sz erg;.ntz'l'áó hintákat Jelzik* £г-
tákeléű 32 Ш4> utáa. Inokulmu 45 napos, ii;0 táptalajról.

Л hajtások negjeleséséhez kísérlettől fHggően 3-3 bitre 

volt szükség, A féayea éo sötétben növő ainték kdsütt 

volt lényeg oa különbség, ezért ». tov íbbi• kbö..n ca,k sötét­
ben dolgostunk.

• eitoki^iuek kosul í, íl-aon Livii esek e 1Л Indukált 

hajtán Aé^zoccst, Í. ü-aul ело ti <cio tortouáey-
bar.* . СУ. 'Ítél indukált he étik .áh*. 11 i .--re jelleuső tons 

uüVöuedóü elaer&dt. a 21, ПА é~> . ;u 2 ^ /1 isi mellett 

i...öle Áűt után utk Indukált liujiéeká* viiéou, A koncentrációk 

eaonosak voltéi. tu I. kinérletter ;lankáit értekekkel.
i.s í ...iaok iiujtásképssőcLSsrc és szöveti növekedésre gy 

köreit hatását is megvizsgáltuk 2,3 10 &c/1 & ...ellett.
As értéléi5a .volc hát ;aulvr tdrtáut. A 3* 4 hsán az XES 

2,4-; ca ■ 2,5 ..j I n-ncl au látott u .ti vitását tüntetjük fel

1.5 •

1,0
ZT\
3

vn

.3
~Sr

0,5

•4;:v-V/
1 100,10,010

lg mg/l

2,4-3 /о/, UB3 /Р/ és IKS /х/ hej táslndukclÓre9. ábra
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és szöveti növekedésre gyakorolt hatása 2,5 QgA кinétin 

mellett i'vi'I tépte lajon. A nyilak az orgonlzdiódő mintákét 

jelzik« rtíkelás nyolc bét után, Inokulin; 27 napos, ШЛЮ 

táptalajról«

A 2,4-D 0,005 éa 5 g/1 között ugró К koncentrációnál csak
nagyon gyengén serkentette a növekedést* Hajtás cask 0,005 

és 0,05 mg/l-nél indukálódott« A IES koncentrációtól függő­
en jó növekedést biz okított« A uekiíauaot 5 :.g/l-nél kaptuk; 
az opticjua il^en körülmények között 3 Eg/1 körül lehet«
Hajtás ebben ez esetben is csak alacsony koncentrációnál 
C,1 mg/l-nél fejlődött« Az IMS e vizsgált tnrtoaánybcn 

/ 0,1 - 10 mg/l / tsintén optii-’ШЕ görbét rdott, A leggyorsabb 

növekedést 5 mg/1—nél találtuk, A kontrol kivételével min­
den mintában találtunk hajtáeképzodóst•
Az J£A, 2,4- í és ÄkS görbéket felvettük 10 mg/l К raellott is« 

■ Ilyen finn istráolősál a szövetek megberxmltefc,

nem fejlődtek, éa hajtásképződést is cook elvétve tapasz­
taltunk.

c. áaploié szövetből vényei’ regenerációja, őc tx regenerált 

növények citológiai vizagáláta

A h-g lóid szövetből törtünő rebc: erácié vizsgálatánál 
iámért ploidiaezlntü anyagból akartunk kiindulni« Már a 

n'zoulugoe éi har^adlagoo tenyészetekben in jelentős mértékű 

eneupioiuiát éa jelentős számú diploid sejtet találtunk.
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csert a primer tenyészetből tört én J regeneráció nellett 

döntöttünk«
Heplold növónykák levél éa esárdsrabkáiből 1Ш táp- 

tulajon org nizálődó asövettenyéssetet holtunk létre«
A fejlődő fiatal hajtásokat levágtuk, és 1’ táptalajra 

vittük át« £ hajtások о táptalajon meggyökeresedtek, fej­
lődésnek indultak, én Így a kaiInasból teljes növénykőket 

elkerült .-.ölneválni; as clui«leges levél tenyészetből 18, 
a as Írből 13» öeszeoea 30 «arabot* 4 növényeken végzett 

citológiai vizsgálatok aaetoifc a 3* Oáblázstban foglaltuk 

üeeao•

3* ő.iblázst nloodleges tenyészetből regenerált 

növények citológiai vizsgálata

8./ Sövények megoszlása ploi iieezint sserint

tenyveset -lóid xixrlc-l. üeozea■llnloid

levél 6 1 10 1?
..—.ár 114 81

3018210összes

; «/ Л sejtek megoszlási • ploiulcuzint oseriat A lesd a szöveg­
ben/

nnonnloid* haaaeaon
166 

100

haploid dinloid
34102 30sejt

% 61,G 20,413,1
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f eltol'gi I rleagólat szerint e n'Jv&qrek kdz?>tt 10 

haploid, 2 diploid* c-e 18 t:ixoploid volt /3/a Táblázat/Ф

A plol&lnezist elá3nt4eáhea átírásén 5 sejtet vizsgálunk 

C!^, 116 36"t ^ At 102 haploid* 30 diploid, «ö 34 enauplo- 

11 sejtet bc.láltm& /3/Ь Tóbiásét/. Л£ nneoplelnök fe jben 

43-nái több, u silsik follbea 48-nál kevesebb kvttraoea&aát 
találtunk. írod .lrii ed. tok alapján ezt aam sárfe* tjük ki* 

hogy néklay, сг .„neuploid Irolegrfflóls-sr- szereplő sejt tat»» 

l'loií’ volt /20/* 12 krasoGzoruiO aejtot 2 «аейЬчт a regene­

rált növényekben is találtunk*
III* 3<? jttenyésztée óvá acjtezéleasióe 

e* ^e^ttöE^éegtjie

ülább közöljük ezt a táptalajt, csaeiyet az irodaiét* 

alapján állítottunk ösnse, / /.-/-el jelölt komponensek 

ieleslHo оtetoeltotte a teqjfjtMt iSvaindl ét ée peeessálí* 

hatóságát -i-.egae aejtasáaaál. Ka a tonyóasetei lOval aejfc- 

szf'srél indítottuk a teljes tápts-lsjrs ssíikэág volt.

/7-3 vagy RíPS táptalaj/ 

f RK vtgy ? inoxgenlkua sóólát t

♦ 3 Sí szabaréz

♦ 0,1 *:g/2 2,4-1- 

+ 1 ttg/1 ISS

♦ 0,1 ßig/1 ú

1 ag/l Gihbcrelin acv /73/

/73# 32/

0,25 dg/l Cc-pentoteahi /27/
/60/100 mg/l kórhazaid

+ 1 mg/l B2

50 g/l kezein hidrolizáttua
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/ЪаÍrél/ t5í3 Ь.г-t héttel k4s6bb.

KasMÉs^m msvrtt- nten

A disjiskuaesiébari non követ«?a csißoroen es ereitaé- 

nyék leválásánál alkalmasat* cswportositást, turner as 

alábbi témakörök aserirt tárgysloia a» eredményeket f 

1* Haploid növése!:, hr.ploidl* «*> erövkttenyészetben 

II* fieploid sachret tenyészetek 

111* t»e л t te nyessetek éa aejtaxéleestén
■

I. áaploi'I nővéayeSt* haploid? *• ös^wtteujreeartbe»

■’* táfcreur. ver* Petit й»?»т «miére kultúrában yike- 

ríllt növényeket lseiké Inunk# Helyek késül 92-t virágsá- 

alg rrlnoveltl'nk* i növényik WSseött fonotipikoe varieM- 

Ittéí-rt ne-; tudtunk к taut tai. 13» terawfeKeetss* mivel bel— 

toűyéüi’.tett nnys^bél Indultunk ki. binden esetben ugyan­

is сзаак crnyi félő haploid növényt vórhottmk, shány féle 

ggcaéti a neiosic során Xétrefícbet.

ni fco 11nyéms tett «nyomunkból tehát csuk egy félét*

Táorfolágiá jak oI:.-pt1án e hepl©14 növényeket jel el 

lehet különíteni о dtpXidrktél. Л» eltérő mrfolőgie 

no.'’ . a?«?5 vet teryésetée vary eatáclí, hanem yéndósis 

követkesarénye , mivel dlplolílisádé után ess eredeti mor- 

folégit helyreáll /79/*

A portok kultúrából felnevelt nővények asomáe eejt-
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nein«к cltoléglnl Tis ír'lato s*at aaitct te* hogy *з növények

hoploléok vollnk, mivel le Miük ?Л9 t IT. tubaenia ivr-rsejt- 

jeice ;; ellem 6 saáriu kjpofc.-oessértút találtunk* Seiéalsban e 

krosiesaő.iíék aöae vd&t imivalera* veit jelen« cesk néhány 

Ыт len»t f. láltnnfc. Ess na élt: tdno&a» e!Togf4ott eegy< 

résat 'i'v-rint s ’*?. tnbecnm -illoploi?loid eredetének kö- 

v.>tfcofn*ányG /17/* A blvelenuafc jelenléte « progenitor 

fejoíc e?tol6*yiat rokoné-. í«*£t ritrtje, A ed növény síinkben 

я bivnlr'vßf :: nr,/гг 0-'i~l-p -fé" to? dt, ?si "1"~е1еяЪо véve 

г kro , т-бгу$к ':r*öü belüli el*m1*re«*'«-* éaáMl p -V. fieolé- 

giáo v lessee ©fent aeghstároeé t értenék Mtlönböftéaégébél 

eredé vsrisbildt/nt„ jé! e/^erórrk tekinthété* de

,УГЛГ.лз;:Т áa .v'J’fdv.” АГ/ *r.lnr;tsrt $!■?■'TJ 'n '1‘KATA /73/ 

■letolva!» ; Kik ?-5* illetve 0—4-ig véltoeó száma biva- 

Icmst találtpk«
ír. / tény* hogy e fövényei, olyannak létázottp /ш> 

l’ol/ ri. / és ugy viselkedtek /n terűit ás, leeiéais/ mint 

о fejlői iák* r.&m jelentette o»t* hogy г növények саек hap­

loid sejtekből épülte'r fel. A jdisrens tienms vagy mixoplo-

r éltül.• ’ экЪе» /61, 37/.

I’eplold növényekről eddig

sl'T : -• bál : '11 '* kivételek.

* nővér,7e:cb’за ynüvekedott pictáipssint«! éa tineuploid

eejtek esíársa ? szövet korév;-1 né. Citolégiellng саек a 

hnjtáatonyásssécoaco áe a gyökésemsee homogén. Egyértelműi­

én Így езак ez о két szerv mutatja a növény ploidisseintjét

Wit- к «drtrfc. int ki-

/37/.
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UJ tenyészetek indítása egyszerű feledet* he megfi 
lelő heplold anyag, heploid növények állnak rendelkezésre. 

A heploidok, ateilek lévén, magról nem szaporíthatók. Az 

egynyári növények / csínt pl. a dohány üvegházban e generá­
ciós időn túl пега tartható fenn. ti a heploidok anterábál 
történő iámétélt előáll!teánt a hajtáscsúcs poaszáláeável 
küszöböltük ki* Lombikban nevelt Juvenilis növőnykéink egy 

év után la Jól nőnek, és stabilan heploidok eleredtek. így 

állandóén megfelelő steril Inokulua áll e rendelkezésünk- 

re. Í3z e módszer hasznos lehet mutáns sejtvonalok fenntar­
tására is.

II. Ilcploid szövet tenyészetek

а./ Аше inok és citoklninek hatáoa s haploid eredetű szövet- 

tenyészetek növekedésére

Az suxlnok és citoklninek hatásának viz gálétával cé­
lunk ©z volt, hogy о természetes frakciók használat© nél­
kül a lehető legelacoonyebb hormonkonceatráció mellett 

gyors növekedést érjünk el. A citoklnineket 3 mg/l IKS, 

az ouxinokat 0,04 mg/l kinetin mellett teszteltük. A 

kalluszból történő indukció kepcoán az nuxinok magos kine­
tin koncentrációk / 2,5 éo 10 mg/l / melletti cilkalnasha- 

tóságát is vizsgáltuk. A hormonok hatása oz alkalmazott 
koncentrációtól függött. Ha elég széles volt a vizsgált 

tartomány, e növekvő koncentráció irányában hatást©Ion, 

serkentő és gátló értékeket is találtunk.
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A cltokinineк közül е К, ВА, DPU, EIA ás Ив hatá­
sát vizsgáltuk / 3* ábra /•

А К о vizsgált legalаеаоцуebb koncentrációnál 5 tusi­
nál edtn ez adott sorozaton belüli maximális növekedést* 

SSOOG és mts* /54/ valamint MILLER /31/ eitokinin teszt­
ben 10 illetve 5 ug/l-nél kepták e növekedési optimumot. 
Ezek alapján szövetünk eitokinin igénye megegyezik a 

Wisconsin 33 törzsével* A eitokinin tesztben megállapí­
tott optimális koncentráció e gyakorlatban nem h; aználha- 

tó. A szövetek hosszabb időn keresztül csak ennél maga­
sabb К mennyiségnél tarthatók fenn; a tapasztalat szerint 

legalább 100 ug/l-re van szükség /35 és saját/*
A BA e X-hez hasonló szerkezetű, ennál ektivabb 

eitokinin /85/. Mi © két ©nyög között nem találtunk lé­
nyeges aktivitásban különbséget* A EA negyobb hatékonysá­
ga ebben nyilvánult meg, hogy azonos moláris koncentráció­
nál e szövetek valamivel leosobben nőttek. Ez abból adó­
dott, hogy mi ez aktivitást e gátló tartományban mértük*

A DFÜ-ból a K-hez és BA-hos képest két ncgyságrend*- 

del nagyobb mennyiséget / mólókban/ kellett olkalmazni e 

növekedési optimum eléréséhez* Ez megfelel a DPU gyenge 

eitokinin aktivitásáról szóló közlésnek /66/* Bár e DPU 

eitokinin aktivitása régen ismert, e dohány ozövettenyész- 

elkalmazzák* Ezt a legegyszerűbben úgy 

gyarázhotjuk, hogy о kutt tók továbbra lo e kókusz tejet 

használják*

tésben
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egvizsgáltuk в DFU és X együttes felhasználásának 

в lehetőségét is / 5* ábra /. Szuboptimális, 1 mg/l 
DPU-nál К koncentráció görbét vettünk fel. 10 ug/1 К 

nem befolyásolta о növekedés ütemét, az 1 mg/l DFŰ-nak 

megfelelő értéket kaptuk. 1 ag/1 К kifejezetten gátolté 

e növekedést, Ugyanúgy mintha nem lett volna DPÜ e táp­
talajban. Az eredmény jól értelmezhető, he elfogadjuk 

EEÜCE és mta. /23/ levél szeneozcencia retardáció alap- 

ján levont következtetését. E szerint a DFU és X eito- 

kinin aktivitását ггопоз mechanizmus utján fejti ki, 

függetlenül gz eltérő szerkezettől. E szerint 10 ug/1 К 

jelenlétében a DFU nagyobb koncentrációja következtében 

kiszorítaná s К-t a cítokinin aktivitásához szükséges 

ektiv komplexből, és Így a DFU-ra jellemző növekedési 
értéket kapjuk. 1 mg/l-nél ennek az ellenkezője történ­
ne. Valószínűnek látszik, hogy e két cítokinin együttes 

alkalmazásával nem lehet szinergisztlkus/additiv/ hatást 

elérni. A kérdés egyértelmű tisztázásához további kí­
sérletekre lenne szükség.

A BIA csak igen magos koncentrációban, 100 rr.g/1-nél 
/ 10~3 II / mutatott cítokinin aktivitást /4. ábra / 

Alkalmazásé semmilyen előnyt nem Ígér, ezért a továbbiek- 

ben nem vizsgáltuk.
А Л1 tesztrendszerünkben nem mutatott cítokinin ak­

tivitást /4. ábra /. Ez a megállapítás ellentétes
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SZlEáKI ёэ ] Vi köblösével /75/, eklk dohány sz'dvet- 

tnyászétbon 5-100 вк/l koncentráció tortornanybfm
gyenge citokintn aktivitást t г Hit ük.

A gyakorlatban elterjedt euxinok» IES, 2,4-S 

ёз /ШЗ eXkalt;83hotőeágáfc alacsony /и»04 mg/l / éa ше~ 

Sas / 2,5 cs 10,0 ще/l / ti mellett ie isegviaagáltuk.
As XEO ölocíjony éa magee К koncentráció mellett 

Is jól használhat5» /6. ábra/ Alacsony &. koncentráció­
nál a vizsgált tartományban /0,1-10 m?/l / a szövetek 

anlya arányosan nőtt a* olKaloezoti Tu* mmxmyXaáeetl m 

Magasabb К koncentrációnál /2,5 mg/l / 5 mg/X körül 
& görbe cptinuraot mutatott. lü Mg/l К mellett ь 

aztíve ek gyakorietilо^ nem nőttek.
A ?ÍBS Ikelmazáee alacsony К koncentrációnál írnia 

biztosítja • sej tolató diához szükséges feltételeket 

/6. ábra/. 2,5 mg/l K-nóI о szövetek jól nőnek, az 

optirjuri 3 ag/1 körül van /9- íbra/. 10 ag/l-aél 
súlygyarapodást nem tapasztaltunk. A WES-K kolcsön- 

hatáera vonatkozóan adat htján dohány kailuazienyészet-
tel nlnca ösezehesonlltási lehetőség. MILLER szója

К mennyiségtenyésze ben s M'SS mellett szintén magi 
használatát tartja szükségesnek /31/. Az optimum
egy nagyságrenddel alacsonyabbén volt.

к 2,4-T) csak alacsony К aeonуleég mellett heoznál- 

hetó /G. ábra/* Л magas К koncentrációnál mindenütt igen 

erős gátlást tapasztaltunk /9. ábr©/. ВГ2КАМ /Об/ szerint
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e 2*4-0 Önmagában is biztosítja e dohány kallusz nov« 

kedését* ez az úgy viselkedik, ninth© e 'citokinin ektl- 

vitáso* is lenne* Ist itt nem közölt eredményeink ia 

megerősítik. 3ea zárható ki azonban* hogy ez erős auxin 

mellett az inokulummal átvitt kevés kinetin ia elegendő 

e növekedési aktivitás fenntartásához* Bz igen emlékez­
tet e raagee BA-nen növekvő szövetek viselkedésére? a 

kell1
zálódik jóllehet

aukin nélkül is intenziven proliiéról és orgnni-
közölt eredmény /* 

Velóűsinttleg itt is bz átvitt hormon rendkívül gazdaságos 

hasznosításáról * vagy 8 bioszintézis aktiválódásáró1 

ven szó* Hitelt érdemel viszont FILUEK /10/ közlemény©, 
ekl olyan megváltozott mutáns sejtvonalet izolált* ©mely 

nő 2,4-0-n is. Lehetséges* hogy Filnemél Is a ci tok inin 

dopendenei© megszűnéséről ven szó* sint a FOX /11/ által 
izolált habituálódott se j t vonalak©:'1* Ugyanez в kétely 

merülhet fel TESKEÜTSWAR/dl /32/ munkájával kapcsolatban 

is* aki ©gy speciális klorofil mutánst tenyésztett ered­
ményesen 2,4-D és IBS tertrlrau táptalajon*
Más a helyzet, ha természetes frakció io ven jelen*
5Y0H0 és PUHUYA /73/ 1 mg/l 2,4-0 + 3 g/l éleaztőklvonet ? 

PILULE /10/ 0,5 rag/l 2,4-0 + 200 mg/l kaséin Mdrollsátum 

és 500 mg/l mélát© kivonatot tartalmazó táptalajon eredmé- 

nyeuen tenyésztettek II* tabneum szövetet.
A sejttenyészetek beállítása szükségessé tette a 

2,4-D - IBS kölcsönhatás tanulmányozását* me t a passzol­
ható sejttenyészetekhez szükség volt valamelyik szintetikus 

auxin alkalmazására /47* 02, 73/.

hcbituálódott /
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1 vagy fj ng/1 US ás 0,1 mg/l 2,4-t1 együttesen nagyobb 

srulygyarepodást ás lazább szerkezetű kclluszt biztosított 

mint akár IKS, akár a 2,4-1), vagy a kát anyag más kombi­
nációja /7. ábra/.

Külön szeretnek foglalkozni ez eredmények reprodukál­
hatóságával. /-mint est а К esetében is láttuk, akkor rossz 

a reprodukálhatóság, ha olyan anyag átvitelére van lehe­
tőség, amely kis mennyiségben igen hatásos. RM táptalaj­
ról /К és IBS/ származó inokuluramal jól tesztelhetők 

voltak as ©uxinok К mellett, a DPü mggasabb koncentráció­
nál, de bizonytalan volt minden citokinint nem tartalmazó 

kontrol. A különböző korú szövettenyészetek hormonigénye 

eltérő, ezért csak három passzázsnál ’'idősebb, stnbili- 

zálódott" kal^uszt használtunk a tesztelésre. Ugyancsak 

számit az inokulúrnőt adó tenyészet kora is. Az abszolút 
növekedési értékek rendszerint nen rr.ro dukálhat ók, a 

kvalltotiv сев zefüggé яо к viszont meglehetősen állandónak 

mutatkoznak. A mintavétel időpontját a leggyorsabban növő 

mintához igazítottuk, nehogy egyes minták növekedésének 

leállása miatt hamis eredményt kapjunk.

A hormonok hatásának vizsgálatával gyakorlati célt 

követtük; önkényesen megválasztott szempontok szerint 

rendszeresen vizsgáltuk a gyakrabban használt ©uxinok 

és citokininek kombinációs lehetőségeit. A növekedési 
görbék ismerete lehetővé teszi в különböző szerkezetű 

hormonok egymást helyettesítő elkalmozását, és в tenyészet
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növekedési aebeeeégórck, és г növekedés típusának /oxv 

gonlsílt, org .Elzáiétlen/ mrgszabáoát. redményeirik alap­
ján Moomyrcriek látszik, hogy n bevezetésben felsorolt 

irodalmi hor^orikombl nációk nine a e пак összefüggésben 

& speciális célkitűzéssel? a^' párosításáéi azonos 

©rednényt lehet tt volna elírni*

Ьт/ Ha^táainviukeió haploid kallusztejayéouetben; növények 

regcnarációja

Hnploid keXtusstenyészetben vizsgáltuk e citokininek- 

kel történő hnjtáeindiikciét, 4a a* auxinok hejtávképzésére 

gyakorolt hr*táöát •
ä cl»oklninek közül 2 mg/l IBS mellett csak с К és 

ВA Indukált hatáaképsódést 0*5 én 2,5 vag/1 koncentráció- 

ben, e DPÜ /0,1-10 ag/1 / és BIA /1—100 nxg/l / hotáate- 

lessek bizonyult.
A ha j t áain düheié szempontjából аз auxinok közül 

az IES-t, ВАЗ—t és 2,4-0-t vi2 agil tűk. 2,5 tag/1 К mel­
lett ss 1E3—nél minden mintában /0,1-10 cig/l / c 2,4—D- 

nél 0,005 és 0,05 mg/l—né 1, a T!E3-nál 0,1 mg/l—nél ta­
láltunk hajtásképzédést. 10 aig/1 К mellett a kísérletek 

neo voltok értékelhetők.
hormonnal történő bejtáolndufccióre adatok IT. 

tebacwj. ne-л haploid ke lluszt enyészetben а К-ХЕБ /35/, 

JC-NBS /56/ «n 2,4-3-re vonatkozóan állnak rendelkezésre 

/ВГ>/.
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Lsek loii./ßgdtoii i.agarősitik kísérleti eofednényain» 

kot, &aly oaerl&t К la llett e 2,4~3 süecaouy» ЙЕЭ és I£3 

&кдо&с&1> koocaatráelásál Is fejlődnek hajtások* A BA,
D$U és 3XA fcajfcáakápséare -ifekorolt bétáéért vonr.tkosden 

tiara tolultunk irodalmi г Irtot* A horrioanel történő haj- 

iáolsidiiLció u£ú:.noatjáből ©sok t«se*?itit nlnoa kvalltctlv 

különíts 5g a IiuploAl c3 шг^аззЫ* ploldíassslntfl tenyéssetek 

kaséit* /:at s 1c’jatőséget* hogy a hejt4sképsádés ез idő- 

kosbe-a yolIpIoiJ-isál rdo$t fcalleozbSl ki, e regene­
rált n3fények oitoldgiel vizsgálatával sírtak ki/* Ss s 

tetei lényegétem sár akkor Igetolt Tolt, mikor kiderült» 

hogy koplald kellösztől bemenőkkel lehet fesploid hajtást 

indukálni /1C» 44, 26/, A kísérletek eegkezdéeének Idő— 

pontjába esek e& eiadaéi^yek ay% иеш voltak ismertek*
A hí: plold LelLőcstől növéseiét íe regeneráltunk*

A bajt . . táptalajon saaq^ygkaraatattgfcy majd kitti-
tettük es üveghásbe* A növények e beptoid "eatlXőtől* 

öomsiifcofi. пел MllöűbS'itek*

III. Lejttenyésztás áe eejtesáleastés

As irodeloabdl károm, **z RE táptalaj dohány ©ejt- 

tenyésztésre használt váltós rtf* lomért* sely teljesen 

szintetikus* Lsek cec!: c növekedési nnyegokbsn kttlönhöss- 

дек*
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VENKBNTESWARAN /92/ 2,4-D-t és IES-t, CARLSON /71/ К-t 

és XES-t NUDEL és BAMBERGER /4б/ К-t és KES-t használ. 

Az az össseállitás, órait mi a legjobbnak találtunk, 

lényegében megegyezik a VENKENTESY/ÄRAN félő táptalajjal 
azzal e különbséggel, hogy К-t is tartalmaz. Alacsony 

sejtszámról Indításánál a táptalaj további kiegészítésé­
re volt szükség. Az anyagok kiválasztásánál SYONÖ /73/ 

és STREBT és rats. /60/ közleményét vettük figyelembe.

S.eJ.tcizól^qatés

Sikerként könyveljük el, hogy о kiszáleaztett sejtjeink 

kinőttek, ami a táptalaj és a módszerek helyességét 
igazolja. Knlluszhól rázatással nyert sejtek széleszté- 

sénél jobb effektivitáera ez irodalom alapján /5# 12/ 
sem lehet számítani. A technikai lehetőségek bővülésével 
első feladatunk ez effektivitna növelése leaz standard 

sejttenyészetekből származó anyag felhasználásával.
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CSSZBFOGIALÁS

jtes szintű, növénygene-Célkitüzésünk egy olyan 

tikéi problémák megoldására használható kísérleti rend­
szer létrehozása volt, ahol a sejtek és teljes növényi
szerveset közötti átmenet lehetősége ia biztosítva van. 

Kísérleti objektum a Nicotians tcbocun L. Az eredményeket 
az alábbiakban foglalom össze;

1. / Hicoti. ne tabacus portok kultúrából növényeket 
regeneráltettünk és virágzásig felneveltünk,

2. / A regenerált növények citológiáját laitézisban és 

meiózioben is vizsgáltuk. Ezek alapján e növények haploidok 

voltok. Elsőként mutattuk ki, hogy a mlxoploidia a haploid 

növényekben is megtalálható.
3. / Haploid eredetű kallusztenyészetben vizsgáltuk kü­

lönböző auxinok /IBS, TTE3, 2,4-Э/ és citokininek /К, БА, DJU, 
Е1А/ növekedésre és hajtásképződétre gyakorolt hatását Ш 

táptalajon. Meghatároztuk a gyors növekedéehez és hajtás 

indukcióhoz szükséges hormonkombinációkat és koncentrációkat.
4. / A hormonok kolluaz tenyészetek hsjtáoképzósére gyi 

korolt hatásának vizsgálata bizonyítékot szolgált£ tott erre 

nézve, hogy - r*áe ágensektől eltérően - a hormonális indukció 

szempontjából nincs különbség e haploid és poliploid eredetű 

ozövettenyészetek között.
5. / Haploid növényekből létrehozott kalluaz tenyészetek­

ből növényeket regeneráltunk. A citológiai vizsgálat szerint 

esek haploidok, diploidok illetve nixopbidok voltak.
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?•/ Kolluss tenyészetből származó sejtekből 

szilárd táptalajon коléniákat növesztettünk*

.1 •fe
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