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BEVEZETÉS

A protoplaszt technika által nyújtott lehetősé­

geknek a növényi sejt és szövettenyésztés módszere­

ivel való kombinálása uj lehetőségeket nyitott a

növényi sejtbiológia területén.

Egyik legperspektivikusabb kutatási terület

a sejtgenetikai és szövettenyésztési technikák min­

den eszközét felhasználó növényi szomatikus sejtge­

netika. A protoplaszt fúzióval előállitott hibrid-

sejtekből fertilis hibridnövények regenerálásának 

lehetősége a genetikai variabilitás növelésének gya­

korlati szempontból is fontos uj irányát nyitotta

meg. A szomatikus hibridizáció egyedülálló módszer

a citoplazmás öröklődés mechanizmusának kutatására,

a sejtmag - citoplazma interakciók és génregulációs 

kérdések vizsgálatára.

Az eltérő információt hordozó sejtmagok, illet­

ve citoplazmák egyetlen sejtbe kerülése a genetikai 

szabályozás uj kérdéseit vetik fel. Mód nyilik olyan 

funkciók, differenciálódási programok megnyilvánulá-
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sának tanulmányozására, amelyek a klasszikus módszerek­

kel nem végezhetők el. Jelenlegi ismereteink a magasabb- 

rendü növényi sejtek differenciált funkcióinak regulá­

ciójáról meglehetősen korlátozottak. A rendelkezésre 

álló információk elsősorban a növényi hormonok diffe- 

renciációt kontrolláló hatásával kapcsolatos.

Dolgozatunkban egy a sárgarépa sejtekben megnyil­

vánuló differenciált funkció, a cikloheximid reziszten­

cia jellemzésével kapcsolatos eredményeinket foglal­

tuk össze. E differenciáció függő funkcióban különbö­

ző sejtvonalak szomatikus hibridizációval végzett

analízise lehetőséget nyújtott a cikloheximid rezisz-

tens jelleg specifikus regulációjának tanulmányozására

is.



IRODALMI ÁTTEKINTÉS

1. Szomatikus hibridszelekció növényi protoplasztok

fúziója után

A biokémiai, genetikai markerek korlátozott szá­

ma mindezideig a leglimitálóbb tényezője a sikeres

hibridszelekciónak magasabbrendü növények sejtjeinek

fúzióját követően. A bakteriális /Gábor és mtsai,

1978; Hopwood és mtsai, 1978/, a gomba /Ferenczy, 

1976; Peberdy, 1979/, valamint az emlős /Littlefield, 

1964; Chu, 1974/ sejtgenetikában használatos indukált 

metabolikus mutánsok komplementációján alapuló sze­

lekciós rendszerekhez hasonló, általánosan alkalmaz­

ható eljárások magasabbrendü növényekre még nincsenek

kidolgozva. így az eddig alkalmazott szelekciós

rendszerek zöme a megfelelő szexuális hibrid visel­

kedésének ismeretén /Carlson és mtsai, 1972; Smith

és mtsai, 1976/, a viszonylag gyakori klorofill

deficiens mutánsok komplementációján alapult 

/Melchers és mtsai, 1974; Schieder, 1977; 1978;

1979; Cocking és mtsai, 1977; Dudits és mtsai, 1977;

1978; 1979; Power és mtsai,1979/, illetve a fajok

közti természetes metabolikus különbségeket használta 

ki /Power és mtsai, 1976; 1977/.
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A fúziós termékek mechanikai izolálása,

mikropipettával illetve mikromanipulátorral való

kiemelése elsősorban technikai megoldást jelent 

/Као, 1977; Gieba és mtsai, 1978/. Az izolálás

a fúziós termékek azonosítására alkalmas vizuá­

lis markereket igényel, ezért fúziós partnerként 

elsősorban tenyésztett sejtekből és levél 

mezofHiúmból származó protoplasztok jöhetnek 

számításba. A heteroplazmás sejtek a vakuolizált- 

ság, a kloroplasztok és amiloplasztok jelenléte 

alapján azonosíthatok és kiemelhetők. A módszer 

általános alkalmazhatóságának legnagyobb korlátja, 

hogy az eddig ismert médiumok csak néhány sejtvo­

nal esetében alkalmasak individuális sejtek te­

nyésztésére .

Ivaros keresztezésből ismertek tumorképző do­

hány fajhibridek, amelyek kalluszszövetei hormon

autotrofiával rendelkeznek. Ez adta az ötletet az

első sikeres hibridszelekcióhoz. Carlson és munkatársai

/1972/ két szexuálisan is keresztezhető dohányfaj, 

a Nicotiana glauca és Nicotiana langsdorf fii levél 

mezofill protoplasztjainak fúziója után az amfidiplo- 

id növény ismert tumoros jellegét kihasználva hor­

monmentes médiumon szelektáltak az auxin autotrof

hibridre. A sok vitát kiváltott Carlson kisérlet

sikeres megismétlése Smith és munkatársai /1976/ nevé­

hez fűződik, akik a Kao és munkatársai /1974/ által
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kidolgozott nagy hatékonyságú PEG fúziós kezelést

követően az előbb leirt módon 23 szomatikus hibrid­

növényt szelektáltak.

Sokkal általánosabb a levélszint érintő mutá­

ciókra alapozott szelekciós rendszerek alkalmazha­

tósága. A klorofill, karotenoid mutánsok viszonylag 

könnyen előállíthatok, jól felismerhetők, sok közü­

lük már jól jellemzett, protoplasztfuziós munkára 

alkalmas sejtvonal /Melchers és mtsai, 1974; Gleba, 

1978/. Problémát jelent viszont, hogy a zöldülésre 

történő szelekció legfeljebb kalluszokon, általában

csak növényszinten érhető el és nincs mód szelekciós

nyomás alkalmazására.

Melchers és Labib /1974/ nem allélikus gének

közti komplementáció elve alapján szelektált két

haploid, klorofill deficiens, fényérzékeny ЛHcotiana 

tabacum levél mezofill protoplasztjainak fúziója után

interspecifikus hibridnövényeket. A normális, zöld le-

vélszinü szomatikus hibrideket a 4-5 hetes kalluszok

magas fényintenzitáson /3000-6000 Lux/ való tenyész­

tésével szelektálták ki. A módszer hatékonynak bizo­

nyult a Ni.cot-La.na silvestris x Nicotiana tabacum

klorofill deficiens, fényszenzitiv mutánsai inter­

specif ikus hibridjeinek szelekciójában is /Melchers,

1977/ .

Schieder /1977/ Datura innoxia intraspecifikus 

szomatikus hibridnövényt eredményező kisérlete is két 

különböző klorofill deficiens mutáns komplementációján

alapult.
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Az előzőektől némileg eltérő, de szintén klorofill

deficiens mutánsokra épitett szelekciós rendszert fej­

lesztett ki Gleba és munkatársai, /1975/. Kísérletükben

a Nicotiana tabaeum két különböző változatát használták;

egy albino plasztom mutánst és egy sárgászöld homozigóta

szemidomináns nukleáris mutánst. A rendszer figyelemre­

méltó sajátsága az, hogy ha a komplementáció megtörté­

nik, nemcsak a nukleáris fúzióból származó paraszexuális

hibrideket lehet azonosítani, hanem azokat a heterokarion

eredetű citoplazmahibrideket is, amelyekben magfúzió 

nem jött létre, és az egyik mag eliminálódott.

Albino komplementáción alapuló szelekció azonban 

alkalmazható olyan esetben is, ahol csak az egyik szülő

klorofill deficiens, mig a partnerként választott levél

mezofill protoplasztok önmagukban nem képesek osztódni.

így a fúzió után szelektált zöld kalluszok nagy valószí­

nűséggel csak a komplementáció eredményéből származó

hibridek lehetnek. Ezzel a módszerrel szelektáltak

Cocking és munkatársai /1977/ albino Petunia

hybrida x Petunia parodiij Power és munkatársai /1979/ al­

bino Petunia inflata x Petunia parodii3 Schieder /1978/ 

klorofill deficiens Datura innoxia x Datura вtrammonium,

valamint Datura discolor illetve klorofill deficiens

Datura innoxia x Atropa belladonna /Schieder, 1979/ 

protoplasztfuziót követően szomatikus hibrideket.

Dudits és munkatársai /1977/ albino Daucus carota

és normál, zöld Daucus capillifolius sejLszuszpenzió
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eredetű protoplasztok fúziója után első alkalommal

szelektáltak nem Sol.anaceae családhoz tartozó szo­

matikus hibridnövényeket. Az első nem közel rokon

fajok közötti, intergenerikus fúzióból származó

hibridnövényeket is az albino komplementáció elve

alapján szelektálták ki Dudits és munkatársai

/1978, 1979/ albino Daucus carota x Aegopodium 

podagraria> valamint albino Daucus carota x

Petroselium hortense levél mezofill protoplasztok

fúziója után.

Az albino x levél mezofill protoplaszt tipusu 

fúziós kombinációkban előfordulhat, hogy a mezofill

protoplasztok is képesek osztódni - ami jelentősen

zavarja a hibridazonositást - igy szelektálni kell

ellenük. Maliga és munkatársai /1977/ Nicotiana

sylvestris (KR 103) sejtszuszpenzió eredetű, kanamicin

rezisztens, hajtás redifferenciációra defektiv és

Nicotiana knightiana hajtás redifferenciációra nem 

indukálható levél mezofill eredetű protoplasztjainak

fúziós rendszerében a hibridszelekció a Nicotiana

knightiana osztódását gátló auxinmentes magas cito- 

kininkoncentrációju RMB médiumon a pigmentáltság

alapján történt. A zöld kolóniák közül a hibrideket

egy következő lépésben, kanamicin rezisztencia alap­

ján azonosították. A plazmon marker kanamicin rezisz­

tencia szegregációja azonban lényegesen csökkentette

a szelekció hatékonyságát. Az albino NicoЫапа
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tabacum és a zöld Nicotiana knightiana szomatikus 

hibridjét is hasonló módon, az RMB táptalajon mutatott 

növekedéskülönbség, pigmentéItság és hajtásorganizáció 

alapján szelektálták /Maliga és mtsai, 1978/, és az 

előbb leirt dohány szomatikus hibridhez hasonló, nagy­

mértékű szegregációt tapasztaltak.

Az eltérő metabolikus képességekben megnyilvá­

nuló természetes differenciák, amelyek különböző anti-

metabolitokkal szembeni rezisztenciában jutnak kifeje­

zésre uj szelekciós rendszerek kiépítésére adtak lehe­

tőséget. Power és munkatársai /1976/ szelekciós rend­

szere ä Petunia hybrida x Petunia parodii fúziós 

kombinációban a Petunia pavodii aktinomicin D-vel 

szembeni természetes rezisztenciáján és a protoplasz-

tok növekedési képességének MS táptalajon mutatkozó 

különbségén alapult. A mindkét szülő ellen irányuló

egyidejű szelekció - az aktinomicin-D-t tartalmazó

MS táptalajon történő tenyésztés - után szelektált 

kalluszokból növényeket regeneráltak. A morfológiai 

bélyegek, izoenzim mintázat és a kromoszómaszám egyaránt 

a növények hibrid voltát bizonyították. Az szexu­

ális hibrid 2,4-D toleráló képességének ismeretében, 

a táptalaj hormon-összetételéne'k megváltoztatásával, 

több mint egy nagyságrenddel növelhető volt a szelek­

ció hatékonysága /Power és mtsai, 1977/.
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A magasabbrendü növények protoplaszt fúzióval 

történő genetikai manipulációjának nagy lehetőségét

elsősorban az egymással nem keresztezhető fajok által

hordozott genomok, kromoszómák, gének fúziós transz­

ferének megoldása és a hibridkalluszok növénnyé va­

ló regenerálása jelentené. Egy ilyen fúziós program

számos uj sejtgenetikai probléma vizsgálatát is le­

hetővé tenné /génexpresszió, kromoszómaelimináció,

genomok közti rekombináció, génkonverzió, stb./,

amely azonban jól jellemzett genetikai, biokémiai

markerekkel biró sejtvonalakat igényel. Ezeknek az

igényeknek mindezideig csupán Glimelius és munkatár­

sai /1978/ Nicotiana tabacum klorát rezisztens, nitrát

reduktáz deficiens /Mendel és mtsai, 1978/ mutánsai­

nak sejthibridizációs kisérlete felelt meg. A NO^-on 

mint egyedüli nitrogénforráson szelektált hibridek,

a komplementáló mutánsok recessziv genetikai karak­

tere mellett azt is bizonyították, hogy a mutáció

különböző lokuszokba lokalizálható. A kisérlet első

Ízben demonstrálta, hogy a protoplasztfuzió alkalmas 

módszer magasabbrendü növények genetikai analízisére. 

White és munkatársai /1979/ 5-metiltriptofán és

S-2-aminoetilcisztein rezisztens sejtvonalakra alapo­

zott fúziós rendszerében, bár az aminosavanalóg re­

zisztenciák domináns markerként viselkedve megenged­

ték kettős rezisztens szomatikus sejthibridek szelek­

cióját, a szülői sejtvonalak biokémiai jellemzésének

abszolút hiánya jelentősen megnehezíti a kísérlet

értékelését.
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2. A cikloheximid gátlás hatásmechanizmusa, ciklo-

heximid rezisztens mutánsok

A cikloheximid /actidione/ a Streptomyces 

griseus által termelt /Whiffen és mtsai, 1946/ nagy 

antifungális aktivitású antibiotikum. Izolálását és 

tisztítását Ford és Leach /1948/, kémiai szerkezetét

Kornfeld és munkatársai /1949/ Írták le.

A cikloheximid /СН/ különböző eukarióta sejtek­

ben proteinszintézis inhibitor /Pestka, 1971/; spe­

cifikusan a citoplazmikus 80S riboszomákon folyó

proteinszintézist gátolja, de hatástalan a 70S ri­

boszomákon folyó mitokondriális /Pestka, 1971; Yang

és mtsai, 1977/, valamint a kloroplaszt /Criddle 

és mtsai, 1970/ protein szintézissel szemben.

Pontos hatásmechanizmusa még nem teljesen 

tisztázott. Ellentmondó bizonyitékok léteznek arra 

nézve, hogy az elsődleges gátlás a proteinszintézis 

iniciációs /Lin és mtsai, 1966; Cooper és mtsai,

1976/ elongációs /Trakatellis és mtsai, 1965;Г

Kisilevsky, 1972/, illetve terminációs /Rajalakshmi 

és mtsai, 1971/ lépését .érinti.

Oleinick /1977/ kinai hörcsög sejteken kimutatta,

hogy az összes energiafüggő transzlációs lépés érzé­

keny CH-re és a drognak a transzláció különböző lépé­

seire kifejtett hatása koncentrációfüggő. Az alacsony
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-9 -7koncentráció tartományban 10 - 10

renciálisan az iniciációt,

M, a CH prefe- 

10 7 - io 5 M koncentráció

tartományban a terminációt, mig a tesztelt legnagyobb
-3

koncentrációban 10 M, a peptidszintézis minden egyes 

lépését egyenlően gátolta. Mivel a fehérjeszintézis

minden lépése GTP igényes, valószinü, hogy a CH a GTP

kötődésével illetve hidrolízisével interferálhat

Rajalakshmi és mtsai, 1971/.

Számos CH rezisztens mutánst izoláltak már, első­

sorban az alacsonyabbrendü eukarioták köréből: 

Saccharomyces cerevisiae /Middlekauf és mtsai, 1957; 

Wilkie és Lee, 1965/, Neurospora crassa /Howe és 

Terry, 1962; Neuhauser és mtsai, 1970/, Physarum 

polycephalum /Haugli és mtsai, 1972/, Aspergillus 

nidulans /Warr és Roper, 1965/, Tetrahymena 

pyriformis /Roberts és Óriás, 1973/ és Dictiostelium 

discoideum /Katz és Sussman, 1972/.

A CH ismert proteinszintézisgátló hatása alapján

valószínűnek látszott, hogy a rezisztencia riboszomá-

hoz kötött tulajdonság. Először Siegel és Sisler 

/1965/ demonstrálták, hogy a rezisztencia riboszomá-

hoz kötődik, kihasználva, hogy az egyik élesztőfaj 

a Kluyveromyces fragilis 1000 у/ml CH-del szemben is 

rezisztens, mig a Saccharomyces pastorianust már a 

0,17 у/ml is teljesen gátolta. A két törzsből prepa­

rált különböző riboszoma és szupernatans frakciókat

egy poly-U sejtmentes proteinszintetizáló rendszerben
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használva kimutatták, hogy a rezisztencia nem a

szupernatans frakcióhoz, hanem a riboszomához kötött 

jelleg. Rao és Grollmann /1967/ a Kluyveromyces 

fragilisben a rezisztenciát a 60S riboszomális al­

egységre lokalizálták. Saccharomyces cerevisiae CH 

rezisztens mutánsokon végzett kísérletek hasonló

eredményre vezettek /Cooper és mtsai, 1967; Jimenez

és mtsai, 1972/. Megváltozott CH szenzitivitásu ri- 

boszomákkal rendelkező mutánsokat Neurosporaból 

/Pongratz és mtsai, 1973/, Physarumból /Haugli és

mtsai, 1972/ és kinai hörcsög sejttenyészetből

/Poche és mtsai, 1975/ is leirtak már.

Schizosaccharomy ces pombe spontán, illetve indu­

kált CH rezisztens mutánsainak genetikai analízise

során 4, a rezisztenciáért felelős lókuszt azonosí­

tottak /Ibrahim és mtsai, 1976/. A cyh-1 és cyh-4

allélek recesszivnek bizonyultak a vad tipussal szem­

ben diploid dominancia tesztben, mig a cyh-2 és cyh-3

allélek szemidominánsként viselkedtek. Más rendsze­

rekkel való összehasonlitás alapján az első csoport­

ban /cyh-1, cyh-4/ a rezisztenciát a riboszoma megvál­

tozásának tulajdonították. Sejtmentes proteinszin­

tetizáló rendszeren végzett kísérletek ugyanis azt 

bizonyították, hogy egy mutáns és vad alléit hordo­

zó, rezisztens és szenzitiv riboszomákat tartalmazó

heterozigóta diploid sejt a droggal szemben fenoti- 

pusosan szenzitiv /Cooper és mtsai, 1967/. Mivel a
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CH nem gátolja meg a poliszómák képződését /Williamson 

és Schweet, 1965/ de megakadályozza a riboszomák mozgá­

sát az m-RNS-en /Wettstein és mtsai, 1964/, igy a drog 

jelenlétében a kevert poliszómák egy nem-funkcionáló

rendszert alkotnak, mert a rezisztens riboszomákat az

m-RNS-re "ráfagyott" szenzitivek leblokkolják. A cyh-1 

alléleket hordozó törzsek 80S riboszomális proteinjei­

nek kétdimenziós poliakrilamid gélelektroforézisével 

később sikerült egy a 60S alegységbe lokalizálható 

megváltozott mobilitásu proteint szeparálni /Coddington 

és mtsai, 1977/, amelynek molekulasúlya a vad tipusu

protein 22000 daltonnal szemben 25000 dalton volt.

A cyh-1 alléit hordozó mindegyik törzsben /4/ a 66-os

riboszomális protein molsulya 3000 daltonnal haladta

meg a vad tipusu proteinét. A szerzők azt valószinüsi- 

tették, hogy a cyh-1 gén nem a megváltozott 66-os 

riboszomális proteint kódolja, hanem egy specifikus 

modifikáló, illetve processing enzimet, azaz a 66-os

fehérje egy végső működő formája egy eredetileg nagyobb

proteinnek, amelyet specifikusan a cyh-1 gén által kó­

dolt, pl. "endopeptidáz" hasit az érés során. A hipo­

tézis szerint a cyh-1 gén mutációja a specificitását

elvesztő megváltozott enzim-formát eredményez, és igy

a 66-os protein riboszomába beépülő nem módosított,

hosszabb formája felelős a CH rezisztenciáért.

A cyh-2 és cyh-3 allélekhez hasonló, a vad tipussal

szemben diploid dominancia tesztben szemidominánsként

viselkedő három, CH rezisztenciáért felelős lókuszt irt
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le Wilkie és Lee /1965/ Saccharomyces cerevisiaeban.

A sejtmentes proteinszintetizáló rendszeren végzett 

analizis /Cooper és mtsai, 1967/ kimutatta, hogy a 

rezisztenciáért nem a riboszóma megváltozása fele­

lős. Mivel ezekben a mutánsokban a nembrán a CH-re

nézve szabadon permeábilis volt, feltételezték, 

hogy a drognak egy redukált biológiai aktivitású 

származékká való átalakítása a rezisztencia alapja. 

Campbell és Birt /1975/ Lucilla сирггпаЪап а

CH gyors detoxifikációját mutatta ki.

Virágos növények sejtszuszpenziókulturáiból,

az eddig meglehetősen korlátozott számban szelektált

CH toleráns sejtvonalakban is a rezisztencia a drog 

inaktivációján alapult /Maliga és mtsai, 1976;

Gresshoff, 1979/. A rezisztencia azonban mind a

Nicotiana tabacum3 mind a Daucus carota sejtvonalak

esetében átmenetinek bizonyult; a szelektiv körül­

mények között mutatott rezisztens fenotipus drog­

mentes médiumon már egy tenyésztési ciklus után

elveszett. A "rezisztenciát" kallusz kultúrákban

normális körülmények között nem expresszálódó gén

vagy gének aktivációjának tulajdonították /Maliga

és mtsai, 1976/.

A különböző növényfajokból származó sejtkultu- 

rák jelentős mértékben különböznek CH-del szemben

mutatott érzékenységükben /Gresshoff, 1979/. Figye­

lemreméltó a pillangósvirágúak sejtszuszpenzióinak 

természetes, nagyfokú CH rezisztenciája: a Trifolium
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repens 100 у/ml, a Glycine max. 200 у/ml CH-del szemben

is rezisztensnek bizonyult, mig pl. az azonos körülmé­

nyek között tenyésztett Nicotiana tabacum kolóniakép­

ző képességét az 1 у/ml CH már teljesen gátolta. A

pillangósvirágúak sejtszuszpenzióiban detektálható ter­

mészetes CH rezisztencia okának vizsgálatáról azonban

mindezideig nincsen adat.

A magasabbrendü növények körében, az irodalomban

eddig ismert egyetlen stabil CH rezisztens fenotipusu

sejtvonalat Sung /1976/ izolálta Daucus carota L. vad

répából EMS, illetve MNNG mutagénkezelést követően. A 
_8

10 gyakorisággal előforduló spontán rezisztensek 

számát mutagénkezeléssel két nagyságrenddel növelni 

lehetett. A 10 у/ml cikloheximiddel szemben rezisztens,

izolált kolóniák nem-szelektiv feltételek között való

több hetes tenyésztés után ujratesztelve változatlan re­

zisztenciát mutattak. A rezisztens sejtvonalak izolá­

lásának körülményei és a rezisztens fenotipus stabilitá­

sa az epigenetikus változással szemben /Maliga és mtsai,

1976; Gresshoff, 1979/ mutációs változást valószinüsi-

tenek.



ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Sejtvonalak :

A^ albino sárgarépa sejtvonal, a Daucus car óta ssp. 

Nantesi sárgarépából- EMS kezeléssel előállított degene- 

rált növényfejlődést mutató nukleáris albino mutáns

/Dudits és mtsai, 1977; 1979/.

WCH (Daucus carota L.) cikloheximid rezisztens feno-

tipusu, degenerált növényfejlődést mutató vad répa

sejtvonal /Sung, 1976/.

A Daucus carota ssp. Nantesi répa sejtvonal a 

laboratóriumban sterilen csiráztatott növénykék hajtás

eredetű kalluszainak felhasználásával inditott sejt-

szuszpenzió-kultura.

A Daucus carota L. W001C vad répa sejtvonal, a

Berkeley Egyetem Genetikai Intézetében előállított

/Sung, 1976/ sejtkulturában fenntartott tenyészet.

A sejtszuszpenzió-kulturákat 0,5 mg/l 2,4-D jelen­

létében, vitaminokkal kiegészített Murashige - Skoog 

/MS/ médiumon /Sung, 1976/ tartottuk fenn. A növény­

regenerációs kísérletekben a sejteket hormonmentes 

MS médiumon tenyésztettük *
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3A tenyészetek H-leucin inkorporációjának mérése­

kor a logaritmikus növekedési fázisban lévő sejtszusz-
3

penzió-kulturákhoz 5 yCi/ml H-leucint adtunk. Az 

inkorporációt a mintával egyenlő térfogatú jéghideg

10 %-os TCA hozzáadásával állítottuk le. A homogeni-
-4zálás után a mintákat 10 M leucint tartalmazó 5 %-

os TCA oldattal Whatmann GF/C filterre mostuk, szárí­

tottuk, majd toluolos scintillációs koktélban Packard

Tri Carb liquid szcintillációs számlálóval mértük a

TCA precipitátum aktivitását.

A növekedési görbék felvételéhez a szárazsulyo- 

kat, Miracloth filteren sulyállandóságig szárított 

/60°C, 12 óra/ három párhuzamos minta átlagaként ad­

tuk meg.

A szenzitiv sejtek felhasználására alapozott

CH inaktivációs tesztet Gresshoff /1979/ szerint vé­

geztük el.

Az agargéldiffúziós tesztben Saccharomyces

cerevisiae GRF 18 törzsének YPDP táptalajon fenn­

tartott 48 órás tenyészeteit használtuk. A 185 mm át­

mérőjű Petri csészébe 100 ml 2 % agarral szilárdított 

YPDP médiumot öntöttünk, majd a Saccharomyces szusz­

penzióval végzett massziv oltást követően az agarba 

7 mm átmérőjű lukakat vágtunk. A 0,1 ml térfogatban 

bevitt minták gátlóhatását 48 órás 30°C-on történő 

inkubálás után a gátlási udvar átmérője alapján érté­

keltük .
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A sejtszuszpenzió kultúrából és a levélanyagból 

Dudits és munkatársai /1979/ módszere alapján izolál­

tuk a protoplasztokat. A WCH sejtkulturából származó

protoplasztok inaktiválását Nehls /1978/ szerint

5 x 10^ ml30 mM jódacetamiddal 30 percig végeztük,

protoplaszt-denzitás mellett. A levél protoplaszt

preparáláshoz steril körülmények közt fenntartott WCH

sejtszuszpenzióból származó növénykéket használtunk. 

A növények degenerált fejlődése miatt a leveleket

nem lehetett biztonságosan izolálni a hajtástól,

igy a levélprotoplaszt populáció hajtás eredetű 

protoplasztokkal "szennyezett".
£

A fúziót 1:1 arányban összekevert 2 x 10 den-

zitásu protoplaszt szuszpenzió polyetilén glikol 

/PEG/ kezelésével indukáltuk Kao /1974/ szerint.

A szülői kontroll kultúrákat azonos módon kezeltük. Nem

PEG kezelt kevert protoplaszt populációt tartalmazó

kontrollokat minden fúziós kísérletben beállítot­

tunk .

A protoplasztokat plasztik Petri csészékben, 

az MS médiumból az alábbi kiegészítéssel ellátott 

/mg/l/, MS/VI médiumon tenyésztettük: élesztőkivonat, 

200; L-glicin, 10; L-glutamin, 100; L-triptofán,

10; L-cisztein, 10; L-metionin, 10; kolin, 10;

kókusztej, 100 ml; sejtszuszpenzió eredetű kondici­

onált médium, 100 ml; glükóz, 0,38 M; NAA, 0,18 mg/l; 

2,4-D, 0,55 mg/l; és zeatin 0,11 mg/l.
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A fúziós kezelés után két héttel a tenyészeteket

a sejttenyésztéshez használt MS médiummal fokozatosan

kihigitottuk. Az egy hónapos tenyészeteket két részre 

osztottuk: egyik részét 0,5 mg/l 2,4-D-t tartalmazó

MS táptalajra szélesztettük, a populáció másik felé­

ből pedig növényregenerációt indukáltunk. A regene­

rált kis embriókat Erlenmeyer lombikokban egy hónapos 

átoltásokkal tenyésztettük 1500 Lux megvilágitás mel­

lett, 16/8 órás fotóperiódussal.

A citológiai analizist sejtszuszpenzió kultúrá­

ból származó mintákon Dudits és munkatársai /1979/

módszere szerint végeztük.



EREDMÉNYEK ISMERTETÉSE

1. Cikloheximid rezisztens fenotipusu Daucus carota L.

vad répa /WCH/ sejtvonal jellemzése

.WCH sejtkulturák ^H-leucin inkorporációjának

cikloheximid érzékenysége

Annak eldöntése céljából, hogy a CH rezisztens fe-

1. /a.

notipus a citoplazmikus 80S riboszomákon folyó protein­

szintetizáló rendszerben bekövetkezett változásnak tu­

la jdonitható-e , összehasonlítottuk a CH szenzitiv szü­

lői W001C és a rezisztens WCH sejtvonal sejtszuszpen-
3
H-leucin inkorporációjának CH érzékeny-zió kultúrái

ségét.

A kísérletben az alaptáptalajon nem szelektiv kö­

rülmények között fenntartott W001C és WCH sejtkulturá-

kat, valamint 10 у/ml CH jelenlétében tenyésztett WCH

sejtszuszpenziót használtunk.

A nem szelektiv körülmények között előtenyésztett 

szenzitiv és rezisztens sejtvonal ^H-leucin inkorporá­

ciójának CH érzékenysége teljes megegyezést mutatott

/lásd: 1. ábra/.
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WOOlC és WCH vad répa sejtkulturák 3H-leucin 

inkorporációjának cikloheximid érzékenysége

1 ábra

10 у/ml CH hozzáadása után /2. óra/, mind a WOOlC,
3

mind a WCH sejtkulturák H-leucin inkorporációjában 

azonnali gátlást kaptunk, mig a kontroll tenyészetek­

ben folyamatos növekedést detektáltunk. A 10 у/ml CH 

jelenlétében, szelektiv körülmények között előtenyész-
3tett WCH sejtvonal H-leucin inkorporációjának CH ér­

zékenysége is megegyezett a WOOlC sejtvonaléval.
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l./b. WCH sejtkulturák cikloheximid inaktiváló

képessége

Az azonos induló denzitásu / ^ 1 mg/ml/ rezisztens 

/2.a ábra/ és szenzitiv /2.b ábra/ sejtkulturák szá-

razsulynövekedés alapján felvett növekedési görbéinek

lefutása nem szelektiv körülmények között jó megegye­

zést mutatott,-10 у/ml CH jelenlétében viszont már 

lényeges különbség volt kimutatható. A W001C sejt- 

szuszpenzióban CH jelenlétében teljes növekedésgátlást

kaptunk. A WCH sejtkulturák ezzel szemben, a 10 у/ml CH

tartalmú médiumba való inokulálás után, egy két napos 

log. fázist követően a nem szelektiv feltételek között

tenyésztett kontroll WCH sejtkulturával közel megegy-

ző ütemü növekedést mutattak.

Az induló sejtdenzitástói függően eltérő kez­

deti 1-3 napos stagnálás után meginduló, a kontroll

tenyészettel megegyező ütemü növekedés azt valószi-

nüsiti, hogy a drog inaktivációja felelős a rezisz­

tenciáért .

Ennek eldöntése céljából 10 у/ml CH-et tartal­

mazó a log. növekedési fázis végéig benövesztett

WCH sejtkulturák szűrt felüluszó médiumába szenzitiv 

/2.d ábra/ és rezisztens /2.c ábra/ sejteket inoku- 

láltunk. A W001C szenzitiv sejtpopulációnak a rezisz­

tens sejtkulturával megegyező növekedési üteme arra

utalt, hogy a médium már nem tartalmazott gátló kon­

centrációjú CH-et. /Megelőző kísérletekben a 2 у/ml CH
v-N

\már teljesen gátolta a szenzitiv sejtpopuláció növeke-
■

dését./



23

WOOIG

h

66

6

~ 4 4
S
-*5 /г
(Л

О*
“—ct-

Io Í2 I» időlmpl0 2 4 6 80 2 4 6 8 10 12 14

c

68
i
E

4
и

*5
2и 2

12 14 IdS(nap)0 2 4 6 8 100 2 4 8 8 10 12 14

□---------□ HÓDIRÓL
O-—-O 410f/ml CH 
• о CN Inakllvaclós kontrol
a--------- & CH adszorpciói kontrol
a--------- a CH bomlási kontrol

2. ábra WCH és WOOlC sejtszuszpenzió kultúrák növe­

kedésének cikloheximid érzékenysége 

Cikloheximid inaktivációs teszt



24

Két további kontroll beállításával kizártuk an­

nak a lehetőségét, hogy a CH bomlása, illetve a drog­

nak a rezisztens sejtekre való adszorpciója a felül- 

uszó médiumban kapott növekedésképesség alapja.

Az adszorpciós kontroliban 10 у/ml CH tartalmú médi­

umban 10 napig tenyésztett W001C szenzitiv sejtpopu­

lációban kapott növekedésgátlás /lásd: 2.d ábra/ 

gátló koncentrációjú CH jelenlétére utalt. Egy 10 у/ml

CH-et tartalmazó 10 napos, öreg médium a szenzitiv

W001C sejtkulturákra szintén növekedésgátló hatású­

nak bizonyült, kizárva, hogy a CH-nek a médiumban

való kémiai lebomlása a WCH sejtkulturák felüluszó-

jában mért növekedés alapja.

Nem zárható ki azonban annak valószinüsége sem,

hogy a rezisztens sejtek a CH-et a proteinszinteti­

záló rendszerüktől jól elkülönülő kompartmentben 

halmozzák fel, és igy nem a drog inaktivációja, ha­

nem speciális akkumulációja felelős a WCH sejtkul­

turák rezisztens fenotipusáért. A kérdés CH jelenlé­

tében tenyésztett WCH sejtekből nyert kivonat növe­

kedésgátló hatásának tesztelésével egyértelműen el­

dönthető. Az egzaktabb kiértékelés céljából a minták 

CH koncentrációjának mérését a növényi növekedési 

tesztnél egy nagyságrenddel érzékenyebb Saccharomyces 

cerevisiae agargéldiffúziós teszttel végeztük.

Az első képen 10 у/ml CH jelenlétében log. fá­

zis közepéig tenyésztett /4. nap/ WCH és az azonos
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körülmények közt fenntartott W001C sejtkulturák felül- 

uszó médiumának, valamint a megfelelő sejtüledékből 

kloroformos extrahálás után nyert kivonatok növekedés­

gátló hatását mutatjuk be.

CH konc. sor / y/ml /

1

0,75 0,5 0,25 0,1

W001C felüluszó
médium

se j t- 
extraktum

felülus zó 
médium

WCH se j t- 
extraktum

1. kép WCH sejtszuszpenzió CH inaktiváló képességé­

nek agargéldiffúziós tesztje

Gátlási zónát egyedül a W001C sejtkultura felül- 

uszójából származó minta esetén kaptunk, ahol a gát­

lási udvar átmérője alapján a médiumba bevitt 10 y/ml 

CH négy napos tenyésztés után is hiánytalanul vissza­

mérhető volt. Sem a WOOlC sejtextraktumból, sem a WCH 

sejtkivonatból és kultúra felüluszóból származó min­

táknál gátlást nem tapasztaltunk, ami azt bizonyitja,
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hogy a minták CH tartalma a 0,1 у/ml kimutathatósági

szint alatt volt.

A WCH sejtpopuláció CH rezisztenciája tehát a

drog inaktivációjának tulajdonítható.

1. /с. A CH rezisztens fenotipus konstitutiv

expressziója a WCH sejtvonalban

A WCH sejtvonalban a CH nemcsak a de novo pro­

teinszintézis inhibitora, hanem egyidejűleg az inak­

tiváló enzim/ek/ szubsztrátja is.

Egy több mint egy évig nem szelektiv körülmények 

között fenntartott 7 x 10^ sejt/ml denzitásu WCH

sejtkulturában 10 у/ml CH bemérése után öt órával

már nem találtunk az agargéldiffúziós teszt alapján

kimutatható mennyiségű drogot /2. kép/. A közel há-
7romszor nagyobb denzitásu 2 x 10 sejt/ml W001C 

sejtpopuláció felüluszójából a bevitt 10 у/ml CH

hiánytalanul visszamérhető volt.

A WCH sejtpopuláció CH inaktiváló kapacitása 

1 pM CH /sejt/ óra aktivitásnak felel meg. Az inak- 

tivációnak a drog bemérését követő azonnali megin­

dulása az inaktivációért felelős enzimek indukálha­

tó természetével szemben azok konstitutiv voltát

erősitik meg.
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CH konc. sor / у/ml /

1

0,75 0,5 0,25 0,1

30 perces időközökkel vett minták /balról jobbra/

2. kép WCH sejtkultura CH inaktivációjának időfüggése

1. /d. Korreláció a CH rezisztencia és differenciáció

között

A W001C és WCH dedifferenciált sejtszuszpenzió 

kultúráknak valamint differenciálódó embrió és növény­

kultúráinak CH érzékenységét összehasonlitva a diffe- 

renciáció állapotától függő szignifikáns különbség 

volt megfigyelhető.

A dedifferenciált WCH sejtkulturák kolóniaképző 

képessége 15 у/ml CH jelenlétében még közel megegye-
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zett a kontroliéval; mig a W001C dedifferenciált sejt- 

szuszpenzióinak kolóniaképző képességét már a tesz­

telt legalacsonyabb koncentrációjú 5 у/ml CH is tel­

jesen gátolta /lásd: 3. kép/.

A sejtszuszpenzió kultúrákból hormonmentes médi­

umon indukált, az embriogenezis torpedó stádiumában

szelektiv 10-100 у/ml CH tartalmú médiumra kiszé-

lesztett WCH és W001C tenyészetekben, a dedifferenci­

ált sejtkulturáktól eltérően nem tapasztaltunk a drog­

gal szemben szenzitivitás-különbséget. A sejtvonaltól

függetlenül mind a WCH, mind a W001C embriókból rege­

nerálódó növénykultúrákban még 100 у/ml CH jelenlété­

ben is a nem szelektiv kontroll lemezeken detektálha-

tóval megegyező mértékű növekedési ütemet tapasztal­

tunk /lásd: 4. kép/.

A CH szenzitiv W001C sejtpopulációból származó

torpedó stádiumu embriókulturában, a dedifferenciált

sejttenyészettel szemben agargéldiffúziós teszttel 

jól mérhető CH inaktivációt tapasztaltunk.

A dedifferenciáció a W001C vad répában a diffe­

renciált embrió és növényszinten megelőzően expresz- 

szálódó CH rezisztens fenotipus eltűnését eredményez­

te, mig a WCH kultúrákban a CH rezisztens karakter

a differenciált és dedifferenciált sejtekben egya­

ránt detektálható volt.



3. kép
WOOlC és WCH sejtvonal dedifferenciált sejtszuszpenziókulturáinak

cikloheximid érzékenysége

Чтп
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A dedifferenciáció indukciójára és a dediffe- 

renciált sejtkulturák fenntartására azonban minden

esetben a 2,4-D szintetikus auxint használtuk, ezért

nem zárható ki, hogy a CH rezisztencia expresszió­

ját nem a sejtek általános differenciált, illetve

dedifferenciált állapota határozza meg, hanem egy

olyan funkció, amelynek expresszióját specifikusan

a 2',4-D szupresszálja.

Ezért különböző, dedifferenciációt indukáló

ágensek jelenlétében: IAA /1 mg/l/, NAA /0,5 mg/l/, 

2,4-D /0,5 mg/l/, valamint BUdR /6 yM/ jelenlétében

leteszteltük a WCH és W001C sejtvonalak CH érzékeny­

ségét. A dedifferenciáló vegyület jelenlétében törté­

nő három hetes tenyésztés után a sejtkulturákhoz 

10 у/ml CH-et adtunk, majd 8 óra elteltével agar-

géldiffuziós teszttel megmértük a tenyészetek felül-

uszójának CH koncentrációját /lásd: 5. kép/.

A W001C sejtszuszpenziókban a dedifferenciáló

ágens tipusától függetlenül egyik esetben sem mértünk

inaktivációt, mig a WCH sejtkulturákban a 2,4-D je­

lenlétében fenntartott sejtkulturákban.mért CH

inaktivációs képességet minden dedifferenciációt 

indukáló vegyület jelenlétében ki tudtuk mutatni.
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CH konc. sor / y/ml /

1

0,75 0,5 0,25 0,1

2,4-D NAA IAA BUdRW001C

2,4-D NAA IAA BUdRWCH

5. kép W001C és WCH sejtvonalak CH inaktiváló

képességének tesztje különböző, dediffe- 

renciációt indukáló ágensek jelenlétében

A CH rezisztencia vad répában tehát egy dediffe- 

renciált sejtszinten represszált, csak a sejt diffe­

renciált állapotában megnyilvánuló funkció. A WCH 

sejtkulturákban azonban a CH rezisztens fenotipus 

a sejt általános dedifferenciált állapota ellenére 

is képes expresszálódni.
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2. Szomatikus hibridnövények szelekciója és a

cikloheximid rezisztens fenotipus analizise

a hibridekben

2. /a. Cikloheximid szenzitiv szülő kiválasztása,

szelekciós markerek

Mivel a WCH sejtvonalból az embriogenezis induk­

ciója után csak degenerált növénykéket lehet rege­

nerálni, amelyek sosem jutnak el a virágzás stádiu­

máig, a CH rezisztens karakter további jellemzése

a klasszikus módon, szexuális keresztezéssel és

utódanalizissel nem oldható meg. Csak a szomatikus

hibridizáció nyújt lehetőséget a CH rezisztens jel­

leg genetikai analízisére és a CH rezisztens feno­

tipus expresszió regulációjának tanulmányozására.

A W001C vad répa sejtvonal azonban, megfelelő 

biokémiai - genetikai markerek hiányában nem elégiti

ki a protoplaszt fúzió utáni szomatikus hibridsze­

lekció követelményeit, ezért fúziós partnerként a

szelekció feltételeit is kielégitő CH szenzitiv répa

sejtvonalat kellett választanunk a W001C répa helyett. 

A vad répához hasonló differenciáció-függő CH rezisz­

tenciát mutató sárgarépa jNantes-íl nukleáris albino 

mutánsa /A^/ megfelelő fúziós partnernek tűnt.
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Az sejtvonalnak, az 5 y/ml-enként növekvő 

CH dózisokat tartalmazó agarlemezen mutatott, 

kolóniaképző képessége megegyezett a W001C vad ré­

páéval. /lásd: 6. kép/ A CH már az alkalmazott leg­

kisebb koncentrációban teljesen gátolta az A^ sej­

tek kolóniaképzését, mig a WCH sejtvonal 15 у/ml CH 

jelenlétében is a kontroliéval közel megegyező növe­

kedést mutatott.

Az A^ sejtvonal CH szenzitiv fúziós partnerként 

való alkalmazásának további előnye, hogy a proto-

plaszt, illetve sejtkulturából regenerálható albino 

növénykék fejlődési defektet mutatnak és sohasem

nőnek túl a 4-5 cm-es törpe növény stádiumon. így az

A^ x WCH protoplasztfuzió után a hibridszelekció, 

az albino nukleáris mutáció és a két szülő fejlődési 

defektjeinek komplementálása alapján történhet a sza­

bályos fejlődést mutató zöld növényekre.

A várhatóan alacsony hibridgyakoriság mellett 

azonban a WCH protoplasztokból regenerálódó zöld 

növénykék megjelenése zavarná a hibridszelekciót, 

ezért megpróbáltuk a nemfuzionált CH rezisztens 

szülői protoplasztok eliminálását két módon:

WCH levél mezofill eredetű, az alkalmazott te-1.

nyésztési feltételek mellett nem osztódó pro­

toplasztok fúziós partnerként való alkalmazá­

sával .

2. Irreverzibilisen gátló metabolikus inhibitorral,

jódacetamiddal, inaktivált WCH sejtszuszpenzió 

eredetű protoplasztok fúziós partnerként való

alkalmazásával.



6. kép
WCH és sejtvonalak kolóniaképzo képessége növekvő koncentrációjú

cikloheximid jelenlétében
N %\

>\ rrt 
V; О ln *

0 V#
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Egy irodalmi adat alapján kiválasztott 30 mM-os

jódacetamid koncentrációnál, a kezelési id5 változ­

tatásával kerestük a protoplaszt inaktiváció optimá­

lis feltételeit WCH kultúrákban. A kiértékelést a

protoplasztokból regenerálódó sejtpopuláció osztódási 

gyakorisága alapján végeztük /lásd: 3. ábra/.

-• KONTROL
O------О 10min
Д-------д 20 min

▲ 25min25

20

-SI 15
Я'

я
-Я 10

5

О

В Idő(nap)k ВО 2

3. ábra 30 mM-os koncentrációjú jódacetamid proto­

plaszt inaktiváló hatásának függése a ke­

zelési időtől

A jódacetamid kezelést nem kapott kontroll tenyé­

szetekben a protoplasztokból regenerálódó WCH sejtek 

osztódási rátája meredeken emelkedett és az 5. napra 

a sejtpopuláció 25%-a már legalább egy osztódáson át­

ment. AZ 5 napos kultúrákban nem ritkák a többszöri
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osztódáson átment 3-5 sejtes aggregátumok sem.

10 perces jódacetamid kezelést követően az első 

osztódó sejtek egy 3-4 napos lag. fázist követően

jelentek meg a sejtpopulációban. Ezt követően viszont

a tenyészetek osztódási rátája közel megegyezett a

kontroliéval.

20 perces-jódacetamid kezelés után a nyugalmi 

fázis megnőtt, a 4. napon osztódó sejtek még nem voltak 

detektálhatok a tenyészetekben, de a 8. napra az osz­

tódási gyakoriság már megközelítette a 10 perces keze­

lés után ebben az időpontban mért 15%-os értéket.

A 25 perces, illetve ennél hosszabb idejű jódace­

tamid kezelés teljesen inaktiválta a WCH protoplaszt

populációt, osztódó sejtet nem detektáltunk a tenyé­

szetekben. A 4. napra a populáció zöme lizált. A mik­

roszkópos értékelés alapján ép "sejtek" gömb alakúak

üres citoplazmájuak, ozmotikus érzékenységük a pro-

toplasztokéval volt azonos.

2. /b. Protoplaszt fúzió, hibridszelekció

A hibridszelekció és a CH rezisztens jelleg ana­

lízisének lépéseit a 4. ábrán foglaltuk össze.
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A^ /Sejtszuszpenzió 

eredetű proto- 

plaszt/

levél protoplasztX WCH
vagy

sej tszuszpenzió 
eredetű protoplaszt

WCH
vagy 

3o' jódacetamiddal inak­
tivált sejtszuszpen­

zió eredetű protoplaszt

WCH

A protoplasztfuzió indukálása 
PEG kezeléssel

ir
Sej tszuszpenzió

DIREKT SZELEKCIÓINDIREKT SZELEKCIÓ

enbriogenezis

Szélesztés agarlemezekreSzomatikus hibridnövények 
szelekciója

*
A kinövő kolóniák izolálása 
és tenyésztése 10 у/ml CH 

jelenlétében

ÖnbeporzásKallusz indukció

i 1
Sejtszuszpenzió Utódanalizis

I
Növényregeneráció a túlélő 
tenyészetekből

Cikloheximid
rezisztencia

teszt

4. ábra A cikloheximid rezisztens jelleg analízise

szomatikus hibridizációval
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A fúziós kisérletekben a CH szenzitiv sejtvo­

nal sejtkulturából származó protoplasztjainak partneré­

ül a CH rezisztens WCH szülőből különböző eredetű pro-

toplasztokat használtunk :

1. Sejtszuszpenzió eredetű protoplaszt populáció.

2. Sejtszuszpenzió eredetű, jódacetamiddal 30 per-
3o' protoplaszt- populáció.cig inaktivált WCH 

3. Levél mezofill protpplasztok.

A szülői protoplaszt tenyészetek mellett kontroll­

ként a fúziós kísérletével megegyező denzitásban ösz-

szekevert szülői protoplaszt populációk nem PEG kezelt

kultúráit is beállítottuk.

Az 5. ábrán a WCH sejtszuszpenzió eredetű pro- 

toplasztokra alapozott fúziós kísérletekből származó 

tenyészetek osztódási gyakoriságait mutatjuk be a te­

nyésztés első hat napja alatt.

A jódacetamiddal kezelt szülői WCH 

ban sem a tenyésztés első hat napja alatt, sem később 

osztódást nem figyeltünk meg. A populáció zöme már

30' populációk-

az első hét végére lizált.

A kezeletlen WCH kontroll tenyészetben az osztó­

dási gyakoriság már a 3. napon elérte a 25%-os érté­

ket; a populáció közel 70%-a azonban az első hat nap

alatt egyszer sem osztódott.
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Az A^ protoplasztokból regenerálódó sejtkulturák-

ban, valamint az A^ x WCH fúziós tenyészetekben a 6.

napra az osztódási gyakoriságok közel megegyező ér-
3o'téket adtak. A jódacetamiddal előkezelt WCH

3o'
pro-

fuziós tenyésze-toplasztokra alapozott A^ x WCH 

tekben egy viszonylag rövid lag. fázis után az osztó­

dási ráta meredeken emelkedve a 3. napra elérte a

14%-os értéket, ezt követően egy lassan emelkedő

tendencia volt megfigyelhető.

A protoplaszt fúziót követően egy négy hetes te­

nyésztési ciklus után a kultúrákat két részre osz­

tottuk; a tenyészetek felében hormonmentes táptala­

jon indukáltuk az embriogenezist, másik részét MS

táptalajra agarlemezekre szélesztettük.

A hormonmentes médiumon fenntartott kultúrákban,
3o'a jódacetamiddal inaktivált WCH kontroll kivételé­

vel, 1 hónapos tenyésztés után kis növénykéket kap-
3o'/lásd: 7. kép/ Az A^ x WCH 

cióban számos zöld regeneráns jelent meg, az A^ x WCH

fúziós kombiná­tunk .

levél protoplaszt fúziós populációban is kaptunk zöld 

regeneránsokat. A nem PEG kezelt A^ + WCH 

A^ + WCH levél protoplasztkeveréket tartalmazó kont­

roliban is megjelentek azonban zöld regeneránsok, az

induló WCH protoplasztdenzitásra vonatkoztatva 

-55 x 10 gyakorisággal. A fúziós kombinációkban és a

3o' , illetve

kontroll tenyészetekben kinövő zöld növénykéket



7. kép
Szülői kontrol és fúziós sejtpopulációk növényregenerációs

képessége
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izoláltuk és továbbtenyésztettük hormonmentes körül­

mények között. A hibridszelekció a fúziós partnerek

fejlődési defektjeinek komplementálása alapján tör­

tént a szabályos fejlődést mutató zöld növényekre

/lásd: 8. kép/.

A CH rezisztens WCH kontroll abnormálisán fejlő­

dő növénypopulációt eredményezett. Az albinó szülői

sejtvonalból kapott regeneránsok fejlődése is meg­

állt a törpe növény stádiumban. A nem PEG kezelt

kevert populációkból a szülői kontrollokhoz hasonló

tipikus albinó, illetve WCH növény fenotipust mutató 

degenerált növénykéket kaptunk vissza. Szabályos fej- 

lődésü zöld növényeket csak a fúziós populációkból 

tudtunk regenerálni /8. kép/.

Mivel a reguláris fejlődést mutató WCH revertán-

sok megjelenése nem zárható ki, elengedhetetlen a WCH

sejtvonal izolálásához használt vad szülői W001C

sejtpopulációból regenerálható növények fenotipusá-

nak ismerete. Az azonos tenyésztési feltételek között

regenerált W001C vad répa növények noduláltak és már 

a tenyésztés 5. hónapjában elérték a virágzási stá­

diumot. /lásd: 9. kép/ A fúziós populációkból szelek­

tált növények között sem nodulációt, sem virágfejlő­

dést nem tudtunk megfigyelni, még a tenyésztés 10. 

hónapjában sem. Ezek a fenotipusos különbségek lehe­

tővé teszik a szabályos fejlődést mutató WCH rever- 

tánsok felismerését és a hibridnövények egyértelmű 

azonosítását, Reguláris fejlődést mutató WCH rever-



8. kép
fejlődésiA fúziós partnerek

szomatikus hibridekben
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tánst azonban sem a kontroll, sem a fúziós populációk­

ban nem találtunk. A szelektált zöld hibridnövények

morfológiailag uniform, sárgarépa fenotipusuak vol­

tak /lásd: 9. kép/.

A fúziós kisérletek eredményeit a 1. táblázatban

foglaltuk össze. Az A^ x WCH fúziót követően az egy 

hónapos stádiumban leizolált 176 zöld regeneráns a 

továbbtenyésztés során mind WCH répának bizonyult,

hibrid fenotipusu növényt a tesztelt izolátumok között
3o' fúziósnem találtunk. Ezzel szemben az A^ x WCH 

populációban a letesztelt 285 zöld regeneráns közül
3o' kontroll te-57 hibrid fenotipust mutatott. A WCH 

,nyészetekétől eltérően a jódacetamiddal inaktivált 

protoplasztok felhasználására alapozott fúziós és

nem PEG kezelt kevert szülői populációkban is megje­

lentek a WCH regeneránsok. Bár az A^ és WCH 

lói protoplasztok közötti kereszttáplálás következ-

3o' szü-

tében a jódacetamid nem bizonyult alkalmasnak a rezisz- 

tens WCH fúziós partner eliminálására, de alkalmazá­

sával jól reprodukálható dusitást lehetett elérni a

15%/. Az inaktivációs kezelés hatékony­

ságát az A^ x WCH fúziós kísérletekből azonos nagy­

ságrendben letesztelt zöld regeneránsokból kapott ne­

gativ eredmény meggyőzően bizonyltja.

Az A^ x WCH levél protoplaszt fúzióból származó 

6 zöld regeneráns közül a továbbtenyésztés során 3 bi-

hibridekre /

zonyult hibridnek.



1. táblázat

A hibridszelekció hatékonyságának változása az x WCH fúziós kombinációkban

Fúziós kisérletek 
száma

Az izolált és továbbtenyésztett 
zöld regeneránsok száma

Hibrid fenotipusu 
növények számaFúziós kombinációk

A, x WCH 1 671
2 109

Összesen : 176

3o'A± x WCH
/jódacetamiddal 

inaktivált/

1 20 7
2 35 9

I 3 48 5
Vű

4 34 4
I 5 44 7

6 66 20
7 38 5

Összesen : 285 57

A, x WCH 1 6 31 /levél/
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8 független kísérletből 60 hibrid fenotipusu

növényt szelektáltunk. A nukleáris albinó mutáció

nagy stabilitását figyelembevéve kizárható, hogy a 

szelektált sárgarépa fenotipusu növények 

revertánsok lehetnek.

A WCH sejtek kromoszómaszáma 2n = 18 stabil

diploid, az A^ sejtvonalban a kromoszómaszám 2n = 18, 

illetve 2n = 46 között variált. A hibridnövényekből

inditott sejtvonalakban a kromoszómaszám 2n = 36,

illetve 2n = 48 között változott. A szülői A^ és 

WCH sejtek kariotipusának megegyezése azonban lehe­

tetlenné tette, hogy különbséget tegyünk citológiai

analízissel a szülői genomok között.

2. /с. Direkt szelekció

A PEG kezelést követő egy hónapos tenyésztés 

után a fúziós és kontroll sejtpopulációkból drog­

mentes agarlemezekre szélesztettünk. A nem szelek-

tiv körülmények között 0,5 MS táptalajon, a jód-
3o' tenyészetek kivéte-acetamiddal inaktivált WCH

lével minden kultúrában kaptunk kolóniaképzést.
3o' fúziós kombinációkból 162 kolóniátAz A. x WCH1

egyenként leizoláltunk, nem szelektiv körülmények

között folyadéktenyészetben felszaporitottuk, majd 

10 у/ml CH jelenlétében két hétig tenyésztettük.

61 tenyészetben nem tapasztaltunk növekedést. A 

növekedést mutató kultúrákból /101 tenyészet/ hor-
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monmentes médiumon csak WCH fenotipusu degenerált

fejlődést mutató zöld növénykéket tudtunk regene-
3o'rálni. Az azonos módon kezelt, kontroll+ WCHA1

lemezekről származó kolóniákból is csak a WCH szü­

lői fenotipust mutató növénykéket kaptuk vissza a

regenerációs kisérletben.

A 10 у/ml CH-del végzett folyadékszelekció után

sem A^ albinó fenotipusu növényt, sem szabályos nö­

vényfejlődést mutató zöld hibridnövényt nem talál­

tunk a regeneránsok között.

2. Iá. A CH rezisztens jelleg analizise a hibridekben

Az indirekt szelekcióból származó hibridnövények­

ből kallusz kultúrákat, majd sejtszuszpenzió-kulturá-

kat hoztunk létre, és összehasonlítottuk az albinó

és WCH növényekből származó sejtkulturák és a hib­

rid sejtvonalak CH érzékenységét 5 és 10 у/ml CH

jelenlétében /lásd: 6. ábra/.

A két véletlenszerűen kiválasztott'és letesztelt

hibrid sejtvonal /25-12, 26-3/ CH-del szembeni érzé­

kenysége a sejtszuszpenzióban mutatott növekedésük 

alapján megegyezett a szenzitiv A^ szülőével. A pro- 

toplaszttól a növénystádiumig azonos körülmények kö­

zött tenyésztett WCH növényekből származó sejtkultu-

rék a 10 у/ml CH-del szemben is rezisztensnek bizo­

nyultak .
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További 17 hibrid sejtvonal 5, illetve 10 у/ml 

CH tartalmú agarlemezen mutatott kolóniaképző képes­

ségének hiánya a sejtszuszpenziós kísérletekkel meg­

egyező eredményt adott. A 10. képen az és WCH fú­

ziós partnerek, ezek eredeti vad tipusu Nantesi és 

W001C sejtvonalainak, valamint a hibrid sejtvonalakat 

reprezentáló 25-12-es sejtvonal kolóniaképző képes­

ségét mutatjuk be nem szelektiv, valamint 5 és 

10 у/ml CH-et tartalmazó médiumon. Az összes letesz­

telt hibrid sejtvonal a 10. képen bemutatott 25-12-es 

hibrid sejtvonalhoz hasonlóan már 5 у/ml CH-re az

albinó szülőével megegyező szenzitivitást mutatott,

kolóniaképzést csak a kontroll lemezeken kaptunk.

A CH rezisztenciának differenciált növényszin­

ten való összehasonlitása céljából a szülői, valamint

a hibrid sejtvonalakból indukált torpedó stádiumu 

embriókat 100 y/ml-ig növekvő koncentrációjú CH jelen­

létében tenyésztettük /lásd: 11. kép/. A nem szelek­

tiv és szelektiv körülmények között a növényfejlődés 

üteme teljes megegyezést mutatott. Az albinó tenyé­

szetben tapasztalt, a CH koncentráció emelkedésével 

csökkenő mértékű növekedés az A^ tenyészetek embrio- 

gén képességének elvesztésével magyarázható.



lo, kép
A fúziós partnerek, ezek eredeti vad tipusu sejtvonalai 
és egy szomatikus hibrid dedifferenciált sejtkulturáinak

cikloheximid érzékenysége

I)



11, kép
A fúziós partnerek, ezek eredeti vad tipusu sejt­
vonalai és egy szomatikus hibrid embriókulturáinak nö­
vényregenerációs képessége cikloheximid jelenlétében
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2./е. а 25-12-es hibrid sejtvonal instabilitása,

spontán szomatikus szegregáció 

A fúziós kezelés után egy évvel az addig sejtszusz-

25-12-es hibrid sejvo-penzió kultúrában fenntartott 

nalból hormonmentes médiumon indukáltuk a növényrege-

nerációt és agarlemezen 10 у/ml CH jelenlétében ismét 

leteszteltük a sejtvonal kolóniaképző képességét.

10 у/ml CH-et tartalmazó médiumon a 10^
7

képző egységet képviselő 1,08 x 10 kiszélesztett 

sejtből 59 kolóniát kaptunk. A kolóniákat leizolál-

kolónia-

tuk, nem szelektiv körülmények között felszaporitot-

tuk, majd 10 у/ml CH jelenlétében való 24 órás inku-

bálás után 11 véletlenszerűen kiválasztott tenyészet­

ben agar-géldiffúziós teszttel megmértük a sejtkultu-

rák drog inaktivációs képességét. Gátlókoncentrációju

CH-et csak egy tenyészet felüluszójából származó min­

tában tudtunk detektálni, ahol az eredetileg bevitt

10 у/ml CH 24 órás inkubáció után hiánytalanul vissza­

mérhető volt. A másik tiz tenyészetben teljes inakti-

vációt mértünk, az agar-géldiffúziós tesztben a min­

ták körül gátlási zónát nem kaptunk.

A 10 у/ml CH-et tartalmazó szelekciós lemezeken

kinövő, az inaktivációs tesztben negativ eredményt

adó kolónia megjelenése a szélesztésre használt sejt-

szuszpenzió fizikai heterogenitásának következménye;

a nagyobb méretű több 100-1000 sejtet tartalmazó agg­

regátumok antimetabolitokkal szembeni, az individuális

sejtekét lényegesen meghaladó, tolerálóképességének

tulajdonítható.
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Ha az inaktivációs tesztben kapott szenzitiv : 

rezisztens tenyészet = 1 : 10 megoszlás alapján a sze-

lektiv körülmények között megjelenő kolóniák 90 %-át

CH rezisztensnek tekintjük, a spontán szegregációs
-32 x 10 a CH rezisztens karakterre. Ezgyakoriság

az érték 4-5 nagyságrenddel magasabb a W001C vad 

répában a CH rezisztens kolóniák spontán megjelenési 

gyakoriságánál, és ugyancsak legalább 2 nagyságrend­

del meghaladja az domesztikált répában spontán 

megjelenő CH rezisztens kolóniák számát. Az A^ sejt-
5

szuszpenzióból 2 x 10 kolóniaképző egységet képvi- 

- 7selő 2,25 x 10 letesztelt sejtből egy sem bizonyult 

rezisztensnek 10 у/ml CH-re: a 25-12-es hibrid

sejtvonalból a 10 у/ml CH-et tartalmazó lemezeken

kinövő kolóniákon belül a kromoszómaszám 30-100 kö­

zött variált. Az individuális kolóniákban a sejtek

30-40 %-a 30-34 kromoszómás volt.

Az embriogenezis indukciója után, a 25-12-es

hibrid sejtvonalból regenerált zöld növénypopuláció­

ban kis gyakorisággal megjelenő, albino fenotipusu nö­

vénykéket figyeltünk meg. Sem a vad répa W001C és 

sem az A^ fúziós partner eredeti zöld szülői 

Nantesi répa sejtvonalaiból, sem a korábbi tesztek
7

sem a kisérlet kontrolijául szolgáló 1 x 10 

sejt nagyságrendben tesztelt kultúráiból albino növény­

két nem tudtunk regenerálni. Albino szegregánsokat csak 

a hibrid sejtpopulációból származó növények között

WCH,

során,

találtunk.
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Gyökércsucsokból végzett kromoszóma számolás

során az albino növényeket 30-34 kromoszómásoknak 

határoztuk meg. Tetraploid 36 kromoszómás növényt 

nem találtunk az albino szegregánsok között.



MEGVITATÁS

Az irodalomban a magasabbrendü növények köré­

ből eddig ismert dohány /Maliga és mtsai, 1976/ és 

vad répa /Gresshoff, 1979/ instabil CH "reziszten­

ciával" szemben több megfigyelés arra utalt, hogy 

általunk vizsgált vad répa WCH sejtvonalábanaz

mutáció felelős a rezisztens fenotipusért.

A rezisztens fenotipus az előbb emlitett do­

hány és répa sejtvonalakkal ellentétben nagy

1.

stabilitást mutatott. A több mint egy évig

nem szelektiv körülmények között fenntartott

sejtvonal megtartotta eredeti rezisztenciáját.

2. A protoplasztból növénystádiumig regenerált,

majd visszakalluszositott WCH kultúrákban a

CH-del szemben változatlan rezisztencia szin­

tet tudtunk detektálni.

3. A WCH sejtvonal izolálásának körülményei is

azt valószinüsitik, hogy a rezisztens feno­

tipus mutációs változás eredménye.
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Szelektiv körülmények közé való inokulálás

után, a rezisztens sejtvonalnak a szenzitiv szülő-
3ével megegyező, a H-leucin inkorporáció azonnali 

gátlása alapján kimutatható CH-del szembeni érzé­

kenysége arra utalt, hogy a WCH sejtek permeabili- 

sak a drogra és a citoplazmatikus proteinszinteti­

záló rendszer CH-del szembeni érzékenysége megegye­

zik a vad szenzitiv szülőével. A rezisztencia te­

hát nem, az alacsonyabbrendü eukarióták CH rezisz­

tens mutánsainak körében leggyakoribb, riboszomális 

mutánsok /Cooper és mtsai, 1967; Rao és mtsai,

1967; Coddington, 1977/ kategóriájába tartozik.

A 10 у/ml CH jelenlétében tenyésztett WCH 

sejtvonalban az inokulumdenzitástói függő kezdeti 

1-4 napos log. fázis után meginduló, a nem szelek­

tiv körülmények között fenntartott kontroll kul­

túráéval megegyező ütemü növekedés, erősen való-

szinüsitette, hogy a drog inaktivációja felelős a

rezisztens fenotipusért. A szenzitiv W001C sejt-

kulturák felhasználására alapozott növekedési 

teszttel és agar-géldiffúziós teszttel a feltevést 

egyértelműen bizonyítani lehetett. Eredményeink 

jó megegyzést mutatnak Gresshoff /1979/ adataival,

aki Dauaus carota L. vad répából izolált, átmeneti

CH rezisztenciát mutató sejtvonalban a rezisztens

fenotipusért szintén a drog inaktivációját találta

felelősnek. Nicotiana tabacum átmeneti CH rezisz­

tenciát mutató sejtvonalban is a drog inaktiváció-
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jának tulajdonították a kalluszszinten detektálható

rezisztencia okát /Maliga és mtsai, 1976/. A CH re-

zisztens fenotipus azonban csak a hajtásregeneráló, 

előzetesen szelektiv körülmények között fenntartott

kallusztenyészetekben nyilvánult meg, a nem szelek­

tált CH szenzitiv kalluszokból hajtásregenerációt

nem figyeltek.meg. Ezzel szemben az általunk vizsgált

Dauaus aarota vad répa nem szelektiv körülmények kö­

zött fenntartott CH szenzitiv W001C sejtvonalában

az embriogenezis torpedó stádiuma után a rezisztens 

WCH sejtvonaléval megegyező mértékű, CH inaktiváci- 

ón alapuló drog rezisztenciát tapasztaltunk. A re­

zisztens fenotipus a W001C vad répában a sejt álta­

lános differenciált állapotától függő expressziót

mutatott. A WCH sejtvonalban a rezisztens fenotipus-

nak dedifferenciált sejtszinten való megnyilvánulása

a rezisztenciáért felelős gén/ek/ expresszióját re­

guláié mechanizmusban bekövetkezett stabil megvál­

tozásra utal. Az a tény, hogy egy több mint egy évig

nem szelektiv körülmények között fenntartott WCH

sejtkulturában a drog bemérése után azonnal megin­

duló CH fogyást lehet detektálni, az inaktivációért

felelős enzimek indukálható volta ellenében azok

konstitutiv természetét erősiti meg.

A CH rezisztens fenotipus genetikai analizisét

csak szomatikus hibridizációval lehetett megoldani.
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Irreverzibilisen ható biokémiai inhibitorok szo­

matikus hibridizációs kisérletben szelekció céljából

való sikeres alkalmazására eddig csak emlős sejtfu- 

ziós rendszerben van példa /Wright, 1978/. Nehls 

/1978/ növényi protoplaszt fúziós kisérletében az

irreverzibilisen ható biokémiai inhibitorok szelek­

ciós célra való használhatóságát csak valószlnüsi-

teni tudta. Az általunk alkalmazott szulfhidril-csoport

inhibitor, jódacetamid, bár a szülői sejtek közti
3o'kereszttáplálás következtében az x 

kombinációban nem volt alkalmas a rezisztens szülői

fúziósWCH

protoplasztok teljes eliminálására, alkalmazásával 

jól reprodukálható dusitást értünk el a hibridekre.

A kezelés legalább két nagyságrenddel emelte meg a

hibridgyakoriságot a fúziós populációkban.

A hibrideket az albino répa fotoszintetikus 

funkciójának helyreállitása és a két szülő fejlődési 

hibáinak komplementálása alapján szelektáltuk növény­

szinten .

A nem szelektált marker CH rezisztencia, a hib­

ridekben recessziv karaktert mutatott. A hibridnövé­

nyekből visszakalluszositás után inditott sejtkultu-

rákban a szenzitiv A^ szülőével megegyező CH érzékeny­

séget detektáltunk. A 10 у/ml CH-del végzett direkt 

szelekció eredménytelensége is a CH rezisztens jelleg

recessziv voltát erősítette meg.
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A CH rezisztens karakter genetikai természetét

a 25-12-es hibrid sejtvonalból egy éves tenyésztés 

után, CH rezisztens és albino spontán szegregánsok

szokatlan megjelenése bizonyltja. Az eddig szelek­

tált szomatikus hibridnövények kromoszómaszámukat te­

kintve általában nagy stabilitást mutattak és bár a

hibridek között nagy gyakorisággal fordultak elő 

aneuploid növények /Smith és mtsai, 1976; Melchers és

mtsai, 1974; Schieder, 1977; 1978; Dudits és mtsai,

1977/, szülői fenotipusu szegregánsokat nem találtak.

Intenziv kromoszómaszegregációval együttjáró instabi­

litást csak a Nicotiana tabacum x Nicotiana knightiana

/Maliga és mtsai, 1978/, illetve a Nieotiana sylvestris 

x Nicotiana knightiana fúziós kombinációkban, valamint

filogenetikailag távoli, egymással nem keresztezhető

fajok sejthibridjeiben /Као, 1977/ figyeltek meg.

Fajon belüli szomatikus hibrideknél az általunk

tapasztalt szegregációval együttjáró kromoszómális

instabilitásra mindezideig nincsen példa.

Egymással keresztezhető, fajon belüli kategó­

riába eső szomatikus hibridek hosszú ideig sejtszusz- 

penziókulturában fenntartott sejtvonaláról lévén szó, 

feltételezhető, hogy a szülői fenotipusu szegregánsok 

megjelenése a tenyésztett növényi sejtek között gya­

kori kromoszómális instabilitásnak tulajdonitható 

/Orton, 1980/, és nem citoplazmikus vagy nukleáris



59

inkompatibilitási okokra vezethető vissza. Ez utóbbi

esetben már az elsődlegesen szelektált hibridkallusz,

illetve növény populációban már várható lenne a kro­

moszómaszegregációval együttjáró fenotipusos varia­

bilitás /Maliga és mtsai, 1978/.

Tekintve, hogy az sejtvonalban az albino 

fenotipus nukleáris mutáció következménye, a zöld 

hibridnövény populációban megjelenő albino szegregán- 

sok feltehetően az albino mutációt komplementáló 

gént /géneket/ hordozó WCH kromoszóma /kromoszómák/ 

elvesztésének tulajdonítható. Az albino növények 

30-34 közötti, tetraploid alatti kromoszómaszáma is 

ezt a feltevést támasztja alá. A CH rezisztens szeg- 

regánsok a rezisztens fenotipust kontrolláló gént 

/géneket/ hordozó A^ genom eredetű kromoszómák elvesz­

tésének következtében jelenhetnek meg a hibrid sejt- 

populációban. Bár a szelektiv körülmények között ki­

növő kolóniákban a kromoszómaszám jelentősen variál 

/30-100/, valószinü, hogy csak a tetraploid alatti 

/30-34/ kromoszómaszámu sejtek képesek a drog inakti- 

vációjára, lehetőséget nyújtva a kolóniában lévő CH

szenzitiv sejtek túlélésére.

Egy differenciált funkció expresszióját reguláló

mechanizmusnak a szomatikus sejthibridizáció módsze­

rével való vizsgálatára az emlős sejtgenetikában

számos példa van /Thompson és mtsai, 1971; Schneider 

és mtsai, 1971; Weiss és mtsai, 1971/. A differenciált

funkciót expresszáló és nem expresszáló sejtek fúzió­

jából származó, differenciált funkciójukat elvesztő
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emlős sejthibridekhez hasonlóan, az x WCH fúzióból 

származó szomatikus hibridekben mi sem tudtuk detek­

tálni a differenciált funkció CH rezisztencia megnyil­

vánulását. Az a tény, hogy a CH rezisztens fenotipus

recessziven viselkedik a hibridekben, erősen valószi-

nüsiti, hogy a rezisztenciáért felelős gén/ек/ expresz- 

sziója negativ-kontroll alatt áll. Eredményeink jó 

megegyezést mutatnak Thompson /1971/, emlős szomatikus

sejtekből származó heterokarionokban a differenciált

funkció expressziójának negativ kontrollját bizonyitó 

megfigyeléseivel.

A legegyszerűbb génregulációs m’odellt feltételezve 

/Jacob és Monod, 1961/, a vad répa tenyésztett sejtjei­

ben kell lennie egy diffuzibilis represszornak, amely 

a CH inaktivációjáért felelős enzimet /enzimeket/ kó­

doló gént vagy géneket represszálja. A differenciált 

növény sejtjeiben a represszor hiánya a CH rezisztens 

fenotipus expresszióját eredményezi. A WCH sejtvonalban
jr

a represszor mutációs megváltozása a CH gén/ек/ expresz- 

sziójához vezet, amelynek eredményeképpen a rezisztens 

fenotipus dedifferenciált sejtszinten is képes megnyil- 

A hibridekben a vad tipusu szülő /A^/ által 

termelt diffuzibilis represszor a CH gének egyidejű 

represszióját eredményezve helyreállítja a vad tipusu 

dedifferenciált sejtekre jellemző CH szenzitiv fenoti-

vánulni.

pust.



ÖSSZEFOGLALÁS

Daucus caroia L. répában a cikloheximid re- 

zisztens fenotipus öröklődő jelleg, amely diffe- 

renciáció-függő expressziét mutat. Vad répában a 

rezisztens fenotipus csak differenciált sejtszin­

ten, az embriogenezis torpedó stádiuma után nyil­

vánul meg, a dedifferenciált kalluszsejtek CH

szenzitivek.

A vad répából izolált WCH sejtvonalban a CH 

rezisztens jelleg a fejlődési állapottól függet­

lenül mind a differenciált, mind a dedifferenciált

sejtekben expresszálódik. A rezisztencia alapja a

drog inaktivációja. A WCH sejtkulturákban az inak- 

tiváció konstitutiv módon nyilvánul meg, nem igé­

nyel CH indukciót.

A CH rezisztens WCH répa és a CH szenzitiv A-^ 

albino nukleáris mutációt hordozó Daucus car óta L.

Nantesí. répa protoplaszt fúzióját követően szoma­

tikus hibridnövényeket szelektáltunk. A hibridsze­

lekció az albino partner fotoszintetikus funkció­

jának és a két szülő fejlődési defektjeinek komp-

lementálása alapján történt a reguláris fejlődést
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mutató zöld növényekre.

A fúziót megelőzően a WCH partner protoplaszt- 

populációjának jódacetamid kezeléssel végzett inak- 

tivációja jól reprodukálható dusitást eredményezett 

a hibridnövényekre. Az inaktivált protoplasztokkal

végzett fúziós kísérletekben a szelektált hibridek

száma legalább két nagyságrenddel meghaladta a

kontroll populációját.

A hibridnövényekből származó sejtszuszpenzió-

kulturákban a nem szelektált marker CH rezisztencia

recessziv jelleget mutatott; a tesztelt hibrid sejt­

vonalak mind CH szenzitivek voltak. A rezisztens

karakter genetikai természetét a 25-12-es hibrid

sejtvonalban egy éves tenyésztés után spontán meg­

jelenő CH rezisztens szegregánsok bizonyították. A

CH rezisztens jelleg recessziv természete erősen va-

lószinüsiti, hogy a rezisztenciáért felelős gén/ek/

expressziója negativ kontroll alatt áll.
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