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BEVEZETES

A protoplaszt technika altal nyujtott lehetOsé-
geknek a novényi sejt és szbvettenyésztés mddszere-
ivel valdé kombindléasa uj lehetBségeket nyitott a
ndévényi sejtbioldgia teriiletén.

Egyik legperspektivikusabb kutatasi teriilet
a sejtgenetikai és szdvettenyésztési technikak min-
den eszk6zét felhasznald novényi szomatikus sejtge-
netika. A protoplaszt fuzidval eldallitott hibrid-
sejtekbdl fertilis hibridn&vények regeneralasanak
lehetSsége a genetikai variabilitds névelésének gya-
korlati szempontbdél is fontos uj iranyat nyitotta
meg. A szomatikus hibridizacidé egyediildalldé mdédszer
a citoplazmas 6roklddés mechanizmusanak kutatéasara,
'a sejtmag - citoplazma interakcidk és génregulaciéds
kérdések vizsgalatara.

Az eltérd informacidt hordozd sejtmagok, illet-
ve citoplazmidk egyetlen sejtbe keriilése a genetikai
szabalyozas uj kérdéseit vetik fel. Méd nyilik olyan

funkcidk, differencidlddési programok megnyilvanula-



sadnak tanulmanyozasara, amelyek a klasszikus mdédszerek-
kel nem végezhetdk el. Jelenlegi ismereteink a magasabb-
rendi novényi sejtek differencidlt funkcidinak regula-
ciéjardél meglehetBsen korlatozottak. A rendelkezésre
allé informacidk elsBsorban a ndvényi hormonok diffe-
renciacidét kontrollald hatasaval kapcsolatos.
Dolgozatunkban egy a sargarépa sejtekben megnyil-
vanuldé differencialt funkcid, a cikloheximid reziszten-
cia jellemzésével kapcsolatos eredményeinket foglal-
tuk 6ssze. E differencidcid fliggd funkcidban kiilénbo-
z0 sejtvonalak szomatikus hibridizacidval végzett
analizise lehet®séget nyujtott a cikloheximid rezisz-
tens jelleg specifikus reguldcidéjanak tanulményozasara

is.



IRODALMI ATTEKINTES

1. Szomatikus hibridszelekcid ndvényi protoplasztok

fuzidja utan

A biokémiai, genetikai markerek korlatozott sza-
ma mindezideig a leglimitaldébb tényezbje a sikeres
hibridszelekcibénak magasabbrendi ndvények sejtjeinek
fuzidjat kdvetden. A bakterialis /Gabor és mtsai,
1978; Hopwood és mtsai, 1978/, a gomba /Ferenczy,
1976; Peberdy, 1979/, valamint az emlds /Littlefield,
1964; Chu, 1974/ sejtgenetikaban hasznalatos indukalt
metabolikus mutansok komplementaciéjan alapuld sze-
lekcids rendszerekhez hasonldé, altalanosan alkalmaz-
hatdé eljarasok magasabbrendi ndvényekre még nincsenek
kidolgozva. Igy az eddig alkalmazott szelekcids
rendszerek zbme a megfeleld szexualis hibrid visel-
kedésének ismeretén /Carlson és mtsai, 1972; Smith
és mtsai, 1976/, a viszonylag gyakori klorofill
deficiens mutadnsok komplementacidjan ;lapult
/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
kézti természetes metabolikus kililonbségeket hasznalta

ki /pPower és mtsai, 1976; 1977/.



A fuzids termékek mechanikai izolaléasa,
mikropipettaval illetve mikromanipulatorral vald
kiemelése elsdsorban technikai megoldast jelent
/|Kao, 1977; Gleba és mtsai, 1978/. Az izolalas
a fuzids termékek azonositédsara alkalmas vizua-
lis markereket igényel, ezért fuzids bartnerként
elsBsorban tenyésztett sejtekbdl és levél
mezofillumbOl szarmazdé protoplasztok johetnek
szamitasba. A heteroplazmas sejtek a vakuolizalt-
sdg, a kloroplasztok és amiloplasztok jelenléte
alapjan azonosithatdék és kiemelhetdk. A mdédszer
dltalanos alkalmazhatdésadganak legnagyobb korlatija,
hogy az eddig ismert médiumok csak néhany sejtvo-
nal esetében alkalmasak individudlis sejtek te-
nyésztésére.

Ivaros keresztezésb®dl ismertek tumorképzd do-
hany fajhibridek, amelyek kalluszszdvetei hormon
autotrofiaval rendelkeznek. Ez adta az Stletet az
els® sikeres hibridszelekcidhoz. Carlson és munkatarsai
/1972 két szexualisan is keresztezhetd dohanyfaj,

a Nicotiana glauca és Nicotiana langsdorffii levél
mezofill protoplasztjainak fuzidéja ut&n az amfidiplo-
id novény ismert tumoros jellegét kihaszndlva hor-
monmentes médiumon szelektaltak az auxin autotrof
hibridre. A sok vitat kivaltott Carlson kisérlet
sikeres megismétlése Smith é&s munkatarsai /1976/ nevé-

hez fiizd6dik, akik a Kao és munkatarsai /1974/ altal



kidolgozott nagy hatékonysdgu PEG fuzibds kezelést
kovetBen az eldbb leirt médon 23 szomatikus hibrid-
névéﬁyt szelektaltak.

Sokkal altalanosabb a levélszint érintd muta-
cidkra alapozott szelekcids rendszerek alkalmazha-
tésdga. A klorofill, karotenoid mutdnsok viszonylag
kénnyen eldallithatdék, jol felismerhetdk, sok kozii-
lik mar joél jellemzett, protoplasztfuzids munkéara
alkalmas sejtvonal /Melchers és mtsai, 1974; Gleba,
1978/. Problémat jelent viszont, hogy a zdldiilésre
torténd szelekcid legfeljebb kalluszokon, altaladban
csak névényszinten érhetd el és nincs mod szelekcids
nyomas alkalmazasara.

Melchers és Labib /1974/ nem allélikus gének
kézti komplementacid elve alapjan szelektalt két
haploid, klorofill deficiens, fényérzékeny Nicotiana
tabacum levél mezofill protoplasztjainak fuzidéja utéan
interspecifikus hibridndvényeket. A normalis, z6ld le-
vélszinli szomatikus hibrideket a 4-5 hetes kalluszok
magas fényintenzitason /3000-6000 Lux/ vald tenyész-
tésével szelektdltak ki. A mdédszer hatékonynak bizo-
nyult a Nicotiana silvestris X Nicotiaha tabacum
klorofill deficiens, fényszenzitiv muténsai inter-
specifikus hibridjeinek szelekcidéjaban is /Melchers,
1977/.

Schieder [1977/ Datura innoxia intraspecifikus
szomatikus hibridnovényt eredményezd kisérlete is két
kiilonboz6 klorofill deficiens mutdns komplementdcidjan

alapult.



Az el5z6ektdl némileg eltérd, de szintén klorofill
deficiens mutansokra épitett szelekcids rendszert fej-
lesztett ki Gleba és munkatarsai, /1975/. Kisérletiikben
a Nicotiana tabacum két kildnbdzd valtozatat hasznaltak;
egy albino plasztom mutéanst és egy sargaszdld homozigota
szemidominans nukledris mutanst. A rendszer figyelemre-
méltd sajatsdga az, hogy ha a komplementicid megtdrté-
nik, nemcsak a nukledris fuzidbdl szarmazd paraszexualis
hibrideket lehet azonositani, hanem azokat a heterokarion
eredetli citoplazmahibrideket is, amelyekben magfuzid
nem jott létre, és az egyik mag eliminalddott.

Albino komplementacidén alapuld szelekcidé azonban
alkalmazhatd olyan esetben is, ahol csak az egyik sziild
klorofill deficiens, mig a partnerként valasztott levél
mezofill protoplasztok Snmagukban nem képesek osztddni.
Igy a fuzid utén szelektdlt z6ld kalluszok nagy valdszi-
niiséggel csak a komplementdcid eredményébdl szarmazd
hibridek lehetnek. Ezzel a mdédszerrel szelektaltak
Cocking és munkatarsai [1977/ albino Petunta
hybrida x Petunia parodii, Power és munkatarsai /1979/ al-
bino Petunia inflata x Petunia parodii, Schieder [1978/
klorofill deficiens Datura innoxia X Da%ura strammonium,
valamint Datura discolor illetve klorofill deficiens
Datura innoxia x Atropa belladonna [Schieder, 1979/
protoplasztfuzidt kOvetden szomatikus hibrideket.

Dudits és munkatarsai /1977/ albino Daucus carota

és normal, z81ld Daucus captllifolius sejtszuszpenzid



eredeti protoplasztok fuzidja utan elsd alkalommal
szelektaltak nem Solanaceae csaladhoz tartozd szo-
matikus hibridnévényeket. Az els® nem kdzel rokon
fajok kozbtti, intergenerikus fuzidbdél szarmazd
hibridndvényeket is az albino komplementacid elve
alapjan szelekt&ltdk ki Dudits és munkatarsai
/1978, 1979/ albino Daucus carota x Aegopodium
podagraria, valamint albino Daucus carota x
Petroselium hortense levél mezofill protoplasztok
fuzidéja utan.

Az albino x levél mezofill protoplaszt tipusu
fuzidés kombinacidkban elGfordulhat, hogy a mezofill
protoplasztok is képesek osztdbdni - ami jelentSsen
zavarja a hibridazonositast - igy szelektalni kell
ellenik. Maliga és munkatarsai [/1977/ Nicotiana
sylvestris (KR 103) sejtszuszpenzid eredetii, kanamicin
rezisztens, hajtas redifferenciaciodra defektiv és
Nicotiana knightiana hajtas redifferenciacidra nem
indukalhatdé levél mezofill eredetl protoplasztjainak
fuzids rendszerében a hibridszelekcid a Nicotziana
knightiana osztddasat gatld auxinmentes magas cito-
kininkoncentraciéju RMB médiumon a pigmentaltsag
alapjan tortént. A z61ld koldniadk koziil a hibrideket
egy kovetkezd lépésben, kanamicin rezisztencia alap-
jan azonositottdk. A plazmon marker kanamicin rezisz-
tencia szegregacidéja azonban lényegesen csdkkentette

a szelekcid hatékonysagat. Az albino Nicotiana



tabacum és a z61ld Nicotiana knightiana szomatikus
hibridjét is hasonlé médon, az RMB taptalajon mutatott
novekedéskiildonbség, pigmentaltsag és hajtasorganizaciod
alapjan szelektaltdk [Maliga é&s mtsai, 1978/, és az
eldbb leirt dohany szomatikus hibridhez hasonld, nagy-
mértékii szegregacidt tapasztaltak.

Az eltérd metabolikus képességekben megnyilva-
nuld természetes differencidk, amelyek kiilonb&zd anti-
metabolitokkal szembeni rezisztenciaban jutnak kifeje-
zésre uj szelekcids rendszerek kiépitésére adtak lehe-
t0séget. Power és munkatarsai [/1976/ szelekcids rend-
szere a Petunia hybrida x Petunia parodii fuzids
kombinacidéban a Petunia parodii aktinomicin D-vel
szembeni természetes rezisztencidjan és a protoplasz-
tok nbvekedési képességének MS taptalajon mutatkozd
kilénbségén alapult. A mindkét sziild ellen iranyuld
egyideji szelekcid - az aktinomicin-D-t tartalmazd
MS taptalajon tdrténd tenyésztés - utan szelektalt
kalluszokbdl névényeket regeneraltak. A morfoldgiai
bélyegek, izoenzim mintédzat és a kromoszémaszéq egyarant
a nbévények hibrid voltat bizonyitottadk. Az F, szexu-
alis hibrid 2,4-D toleraléd képességének ismeretében,

a taptalaj hormon-dsszetételének megvaltoztatasaval,
t6bb mint egy nagysagrenddel ndvelhetd volt a szelek-

cié hatékonysaga /Power és mtsai, 1977/.



A magasabbrendi ndvények protoplaszt fuzidval
tO8rténd genetikai manipulacidéjanak nagy lehet8ségét
elsOsorban az egymassal nem keresztezhetd fajok altal
hordozott genomok, kromoszomak, gének fuzids transz-
ferének megoldasa és a hibridkalluszok n&vénnyé va-
10 regeneralasa jelentené. Egy ilyen fuzids program
szamos uj sejtgenetikai probléma vizsgalatat is le-
hetdvé tenné [génexpresszid, kromoszdémaeliminaciod,
genomok kozti rekombinacid, génkonverzid, stb./,
amely azonban jo6l jellemzett genetikai, biokémiai
markerekkel bir6 sejtvonalakat igényel. Ezeknek az
igényeknek mindezideig csupan Glimelius és munkatar-
sail [/1978/ Nicotiana tabacum klorat rezisztens, nitrat
reduktaz deficiens /Mendel és mtsai, 1978/ mutansai-
nak sejthibridizécids kisérlete felelt meg. A No;—on
mint egyedili nitrogénforrason szelektalt hibridek,

a komplementalé mutansok recessziv genetikai karak-
tere mellett azt is bizonyitotték, hogy a mutéacid
kiildnb6z0 lokuszokba lokalizalhaté. A kisérlet elsd
izben demonstralta, hogy a protoplasztfuzidé alkalmas
médszer magasabbrendii ndvények genetikai analizisére.
White és munkatarsai /1979/ 5—metiltri§tofén és
S~2-aminoetilcisztein rezisztens sejtvonalakra alapo-
zott fuzids rendszerében, bar az aminosavanaldg re-
zisztencidk dominans markerként viselkedve megenged-
ték kettds rezisztens szomatikus sejthibridek szelek-
cidéjat, a szlil6i sejtvonalak biokémiai jellemzésének
abszolut hiadnya jelent&sen megneheziti a kisérlet

értékelését.
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2. A cikloheximid gatlas hatasmechanizmusa, ciklo-

heximid rezisztens mutansok

A cikloheximid /actidione/ a Streptomyces
griseus altal termelt [Whiffen és mtsai, 1946/ nagy
antifungalis aktivitdsu antibiotikum. Izolalasat és
tisztitasat Ford és Leach [/1948/, kémiai szerkezetét
Kornfeld é&s munkatarsai /1949/ irtak 1le. |

A cikloheximid /CH/ kiil6nb®zd eukaridta sejtek-
ben proteinszintézis inhibitor /[Pestka, 1971/; spe-
cifikusan a citoplazmikus 80S riboszomakon folyd
proteinszintézist gatolja, de hatastalan a 70S ri-
boszomakon folyo mitokondrialis /Pestka, 1971; Yang
és mtsai, 1977/, valamint a kloroplaszt /Criddle
és mtsai, 1970/ protein szintézissel szemben.

Pontos hatasmechanizmusa még nem teljesen
tisztdzott. Ellentmondd bizonyitékok léteznek arra
nézve, hogy az elsBdleges gatlds a proteinszintézis
inicidcidés [/Lin és mtsai, 1966; Cooper és mtsai,
1976/ elongécids /Trakatellis és mtsai, 1965;
Kisilevsky, 1972/, illetve terminaciés /Rajalakshmi
és mtsai, 1971/ lépését ,érinti.

Oleinick /1977/ kinai hdrcsdg sejteken kimutatta,
hogy az Osszes energiafiiggd transzlacids lépés érzé-
keny CH-re és a drognak a transzlacid kiilénbdzd 1lépé-

seire kifejtett hatasa koncentraciofiiggd. Az alacsony



koncentracié tartomanyban lO_9 = lO_7 M, a CH prefe-

rencidlisan az iniciéaciodt, lO_7 - 10-5 M koncentracid
tartomanyban a terminacidét, mig a tesztelt legnagyobb

3 M, a peptidszintézis minden egyes

koncentracidéban 10
lépését egyenlden gatolta. Mivel a fehérjeszintézis
minden lépése GTP igényes, valdszinii, hogy a CH a GTP
k6tddésével illetve hidrolizisével interferalhat
Rajalakshmi és mtsai, 1971/.

Szamos CH rezisztens mutanst izolaltak mar, elsdo-
sorban az alacsonyabbrendii eukariotdk korébdl:
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 Orias, 1973/ és Dictiostelium
discoideum [Katz és Sussman, 1972/.

A CH ismert proteinszintézisgatld hatasa alapjan
valdszinilinek latszott, hogy a rezisztencia riboszoma-
hoz ko6tott tulajdonsag. E10szOr Siegel és Sisler
/1965/ demonstraltak, hogy a rezisztencia riboszoma-
hoz k&étodik, kihasznalva, hogy az egyik élesztofaj
a Kluyveromyces fragilis 1000 Y/ml CH-del szemben is
rezisztens, mig a Saccharomyces pastorianust mar a
0,17 y/ml is teljesen gatolta. A két tdrzsbdl prepa-
ralt kililonbozd riboszoma és szupernatans frakcidkat

egy poly-U sejtmentes proteinszintetizald rendszerben



hasznalva kimutattak, hogy a rezisztencia nem a
szupernatans frakcidhoz, hanem a riboszomahoz kotott
jelleg. Rao és Grollmann /1967/ a Kluyveromyces
fragilisben a rezisztenciat a 60S riboszomalis al-
egységre lokalizaltak. Saccharomyces cerevisiae CH
rezisztens mutadnsokon végzett kisérletek hasonld
eredményre vezettek /[Cooper és mtsai, 1967; Jimenez
és mtsai, 1972/. Megvaltozott CH szenzitivitasu ri-
boszomadkkal rendelkezd mutansokat Neurosporabdl
/|Pongratz és mtsai, 1973/, Physarumbdl [Haugli és
mtsai, 1972/ és kinai hdrcsdg sejttenyészetbdl
/Poche és mtsai, 1975/ is leirtak mar.
Sehizosaccharomyces pombe spontén, illetve indu-
k&lt CH rezisztens mutansainak genetikai analizise
soran 4, a rezisztencidért felelds ldékuszt azonosi-
tottak /Ibrahim és mtsai, 1976/. A cyh-1 és cyh-4
allélek recesszivnek bizonyultak a vad tipussal szem-
ben diploid dominancia tesétben, mig a cyh-2 é&s cyh-3
allélek szemidominansként viselkedtek. Mas rendsze-
rekkel vald 6sszehasonlitds alapjan az elsd csoport-
ban /cyh-1, cyh-4/ a rezisztenciat a riboszoma megval-
tozasanak tulajdonitottak. Sejtmentes ﬁroteinszin-
tetizald rendszeren végzett kisérletek ugyanis azt
bizonyitottak, hogy egy mutans és vad allélt hordo-
z0, rezisztens és szenzitiv riboszomakat tartalmazd
heterozigbéta diploid sejt a droggal szemben fenoti-

pusosan szenzitiv /Cooper és mtsai, 1967/. Mivel a
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CH nem gatolja meg a poliszomak képzddését [/Williamson
és Schweet, 1965/ de megakadalyozza a riboszomak mozga-
sadt az m-RNS-en [Wettstein és mtsai, 1964/, igy a drog
jelenlétében a kevert poliszomdk egy nem-funkcionald
rendszert alkotnak, mert a rezisztens riboszomakat az
m-RNS-re "rafagyott" szenzitivek leblokkoljak. A cyh-1
alléleket hordozd torzsek 80S riboszomalis proteinjei-
nek kétdimenzids poliakrilamid gélelektroforézisével
késBbb sikeriilt egy a 60S alegységbe lokalizalhatd
megvaltozott mobilitasu proteint szeparalni /Coddington
és mtsai, 1977/, amelynek molekulasulya a vad tipusu
protein 22000 daltonnal szemben 25000 dalton volt.
A cyh-1 allélt hordozdé mindegyik t&rzsben [/4/ a 66-0s
riboszomalis protein molsulya 3000 daltonnal haladta
meg a vad tipusu proteinét. A szerzdk azt valdszinilsi-
tették, hogy a cyh-1 gén nem a megvaltozott 66-os
riboszomé&lis proteint kdédolja, hanem egy specifikus
modifik&1l6, illetve processing enzimet, azaz a 66-0s
fehérje egy végsd miikddo formaja egy eredetileg nagyobb
proteinnek, amelyet specifikusan a cyh-1 gén altal ko-
dolt, pl. "endopeptidaz" hasit az érés soran. A hipo-
tézis szerint a cyh-1l gén mutacidja a specificitasat
elvesztd megvaltozott enzim-format eredményez, és igy
a 66-o0s protein riboszomdba beépiild nem médositott,
hosszabb formaja felelds a CH rezisztencidért.

A cyh-2 és cyh-3 allélekhez hasonld, a vad tipussal
szemben diploid dominancia tesztben szemidominansként

viselkedd harom, CH rezisztencidért felelds ldokuszt irt



le Wilkie és Lee [/1965/ Saccharomyces cerevisiaeban.
A sejtmentes proteinszintetizald rendszeren végzett
analizis /Cooper és mtsai, 1967/ kimutatta, hogy a
rezisztencidért nem a riboszoéma megvaltozasa fele-
16s. Mivel ezekben a mutansokban a nembran a CH-re
nézve szabadon permedbilis volt, feltételezték,

hogy a drognak egy redukalt bioldgiai aktivitasu
szarmazékka valdé atalakitasa a rezisztencia alapja.

Campbell és Birt [/1975/ Lucilla cuprinaban a
CH gyors detoxifikacidéjat mutatta ki.

Viradgos ndvények sejtszuszpenzidkulturaibdl,
az eddig meglehet®sen korlatozott szamban szelektalt
CH tolerans sejtvonalakban is a rezisztencia a drog
inaktivacidéjan alapult /Maliga és mtsai, 1976;
Gresshoff, 1979/. A rezisztencia azonban mind a
Nicotiana tabacum, mind a Daucus carota sejtvonalak
esetében atmenetinek bizonyult; a szelektiv kdril-
mények kozdtt mutatott rezisztens fenotipus drog-
mentes médiumon mar egy tenyésztési ciklus utén
elveszett. A "rezisztenciat" kallusz kulturdkban
normdlis koriilmények kozdtt nem expresszalddd gén
vagy gének aktivacidjanak tulajdonitdtték /Maliga
és mtsai, 1976/.

A kilonbdzd ndvényfajokbdl szarmazd sejtkultu-
rak jelentds mértékben kiildnb&znek CH-del szemben
mutatott érzékenységiikben /Gresshoff, 1979/. Figye-
lemreméltd a pillangdsviraguak sejtszuszpenzidinak

természetes, nagyfoku CH rezisztenciaja: a Trifolium
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repens 100 y/ml, a Glyeine max. 200 y/ml CH-del szemben
is rezisztensnek bizonyult, mig pl. az azonos kOrilmé-
nyek kozott tenyésztett Nicotiana tabacum koldniakép-
20 képességét az 1 y/ml CH mar teljesen gatolta. A
pillangdésviraguak sejtszuszpenzidiban detektdlhatd ter-
mészetes CH rezisztencia okanak vizsgalatardl azonban
mindezideig nincsen adat.

A magasabbrendii névények korében, az irodalomban
eddig ismert egyetlen stabil CH rezisztens fenotipusu
sejtvonalat Sung /1976/ izolalta Daucus carota L. vad
répab6l EMS, illetve MNNG mutagénkezelést kdvetden. A
lO-8 gyakorisaggal eldforduld spontan rezisztensek
szamat mutagénkezeléssel két nagysagrenddel ndvelni
lehetett. A 10 y/ml cikloheximiddel szemben rezisztens,
izolalt koldénidk nem-szelektiv feltételek kozdtt vald
t6bb hetes tenyésztés utan ujratesztelve valtozatlan re-
zisztenciat mutattak. A rezisztens sejtvonalak izola-
lasanak koriilményei és a rezisztens fenotipus stabilitéa-
sa az epigenetikus valtozassal szemben /Maliga és mtsai,

1976; Gresshoff, 1979/ mutacids valtozast valdszinlisi-

tenek.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtvonalak :

A1 albino sargarépa sejtvonal, a Daucus carota ssp.
Nantesi sargarépabdl- EMS kezeléssel eldallitott degene-
ralt noévényfejlédést mutatd nuklearis albino mutéans
/Dudits és mtsai, 1977; 1979/.

WCH (Daucus carota L.) cikloheximid rezisztens feno-
tipusu, degeneralt névényfejlddést mutatd vad répa
sejtvonal /Sung, 1976/.

A Daucus carota ssp. Nantesi répa sejtvonal a
laboratériumban sterilen csiraztatott ndvénykék hajtéas
eredetli kalluszainak felhasznalasaval inditott sejt-
szuszpenzid-kultura.

A Daucus carota L. WOOlC vad répa sejtvonal, a

Berkeley Egyetem Genetikai Intézetében eldallitott

/Sung, 1976/ sejtkulturaban fenntartott tenyészet.

A sejtszuszpenzid-kulturakat 0,5 mg/l 2,4-D jelen-
létében, B5 vitaminokkal kiegészitett Murashige - Skoog
/MS/ médiumon [Sung, 1976/ tartottuk fenn. A ndvény-

regeneracids kisérletekben a sejteket hormonmentes

MS médiumon tenyésztettik.



A tenyészetek 3H-leucin inkorporacidjanak mérése-
kor a logaritmikus noévekedési fazisban 1évd sejtszusz-
penzid-kulturdkhoz 5 uCi/ml 3H-leucint adtunk. Az
inkorporacidét a mintaval egyenld térfogatu jéghideg
10 %-os TCA hozzaadasaval allitottuk le. A homogeni-
zdlas utan a mintakat lO_4 M leucint tartalmazd 5 %-
0os TCA oldattal Whatmann GF/C filterre mostuk, szari-
tottuk, majd toluolos scintillacids koktélban Packard
Tri Carb liquid szcintillacidés szamlaldoval mértik a
TCA precipitatum aktivitasat.

A nbvekedési gorbék felvételéhez a szarazsulyo-
kat, Miracloth filteren sulyallanddésagig szaritott
/6OOC, 12 6ra/ harom parhuzamos minta a&tlagaként ad-
tuk meg.

A szenzitiv sejtek felhasznalasara alapozott
CH inaktivacids tesztet Gresshoff [/1979/ szerint vé-
geztilk el.

Az agargéldiffuzids tesztben Saccharomyces
cerevisiae GRF 18 tOrzsének YPDP taptalajon fenn-
tartott 48 Oras tenyészeteit hasznaltuk. A 185 mm at-
mérdjli Petri csészébe 100 ml 2 ¢ agarral szilarditott
YPDP médiumot ontéttiink, majd a Sacchafomyces szusz-
penzidval végzett massziv oltast kovetden az agarba
7 mm atmérdji lukakat vagtunk. A 0,1 ml térfogatban
bevitt mintdk gatldohatasat 48 oras 30°C-on t&rténd
inkub&las utan a gatlasi udvar atmérdje alapjan érté-

keltik.



A sejtszuszpenzid kulturabdél és a levélanyagbdl
Dudits és munkatarsai /1979/ mdédszere alapjé&n izolal-
tuk a protoplasztokat. A WCH sejtkulturdbdl szarmazd
protoplasztok inaktivalasat Nehls /1978/ szerint
30 mM joédacetamiddal 30 percig végeztiik, 5 x lO5 ml
protoplaszt-denzitds mellett. A levél protoplaszt
prepardlashoz steril koriilmények kézt fenntartott WCH
sejtszuszpenzidbdl szarmazd ndvénykéket hasznaltunk.
A novények degeneralt fejlddése miatt a leveleket
nem lehetett biztonsdgosan izoldlni a hajtastdl,
igy a levélprotoplaszt populdcid hajtas eredeti
protoplasztokkal "szennyezett".

A fuzibét 1l:1 aranyban &sszekevert 2 x 106 den-
zitasu protoplaszt szuszpenzid polyetilén glikol
[PEG/ kezelésével indukaltuk Kao [/1974/ szerint.

A sziildi kontroll kulturédkat azonos mdédon kezeltiik. Nem
PEG kezelt kevert protoplaszt populacidét tartalmazd
kontrollokat minden fuzibs kisérletben bedllitot-

tunk.

A protoplasztokat plasztik Petri csészékben,
az MS médiumbél az alédbbi kiegészitéssel ellatott
/mg/1l/, MS/VI médiumon tenyésztettiik: élesztékivonat,
200; L-glicin, 10; L-glutamin, 100; L-triptofan,

10; L-cisztein, 10; L-metionin, 10; kolin, 1l0;
kékusztej, 100 ml; sejtszuszpenzid eredetii kondici-
onalt médium, 100 mi; gliikdéz, 0,38 M; NAA, 0,18 mg/l;

2,4-D, 0,55 mg/l; és zeatin 0,11 mg/l.



A fuzids kezelés utan két héttel a tenyészeteket
a sejttenyésztéshez hasznalt MS médiummal fokozatosan
kihigitottuk. Az egy hdnapos tenyészeteket két részre
osztottuk: egyik részét 0,5 mg/l 2,4-D-t tartalmazd
MS taptalajra szélesztettilk, a populacid masik felé-
béi pedig novényregeneracidét indukaltunk. A regene-
ralt kis embridkat Erlenmeyer lombikokban egy hénapos
dtoltasokkal tenyésztettiik 1500 Lux megviligitds mel-
lett, 16/8 6ras fotdperiddussal.

A citoldégiai analizist sejtszuszpenz;é kultura-
bél szarmazdé mintdkon Dudits és munkatarsai [1979/

médszere szerint végeztik.



EREDMENYEK ISMERTETESE

1. Cikloheximid rezisztens fenotipusu Daucus carota L.

vad répa /WCH/ sejtvonal jellemzése

l./a. .WCH sejtkulturak 3H—leucin inkorporacidéjanak

cikloheximid érzékenysége

Annak elddntése céljabdél, hogy a CH rezisztens fe-
notipus a citoplazmikus 80S riboszomakon folyd protein-
szintetiz&1l6 rendszerben bekdvetkezett valtozasnak tu-
lajdonithaté-e, Osszehasonlitottuk a CH szenzitiv szi-
15i WOOIC és a rezisztens WCH sejtvonal sejtszuszpen-
zid kulturai 3H—leucin inkorporaci6éjanak CH érzékeny-
ségét.

A kisérletben az alaptaptalajon nem szelektiv k&-
riilmények k&zd6tt fenntartott WOOLlC és WCH sejtkultura-
kat, valamint 10 y/ml CH jeleplétében tenyésztett WCH
sejtszuszpenzidét hasznaltunk. '

A nem szelektiv korilmények kdzott eldtenyésztett
szenzitiv és rezisztens sejtvonal 3H—leucin inkorporéa-
ciéjénak CH érzékenysége teljes megegyezést mutatott

/lasd: 1. abra/.



¥3 leucin inkorporacio cpmx10 ¥
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1 abra WOO1lC és WCH vad répa sejtkulturak 3H—leucin

inkorporacidéjanak cikloheximid érzékenysége

10 y/ml CH hozzaadasa utan /2. éra/, mind a WOO1lC,
mind a WCH sejtkulturak 3H—leucin inkorporacidéjaban
azonnali gatlast kaptunk, mig a kontroll tenyészetek-
ben folyamatos novekedést detektaltunk. A 10 y/ml CH
jelenlétében, szelektiv koriilmények k6zott eldtenyész-
tett WCH sejtvonal 3H—leucin inkorporaci6éjanak CH ér-

zékenysége is megegyezett a WOOlC sejtvonaléval.
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l./b. WCH sejtkulturdk cikloheximid inaktivalé

képessége

Az azonos induldé denzitasu /~ 1 mg/ml/ rezisztens
/2.a abra/ és szenzitiv [/2.b abra/ sejtkulturak sza-
razsulyndvekedés alapjan felvett novekedési gdrbéinek
lefutasa nem szelektiv koérilmények kozdtt jO megegye-
zést mutatott, .10 y/ml CH jelenlétében viszont mar
lényeges kiildnbség volt kimutathatd. A WOO1C sejt-
szuszpenzidban CH Jjelenlétében teljes nbvekedésgatlast
kaptunk. A WCH sejtkulturak ezzel szemben, a 10 y/ml CH
tartalmu médiumba valdé inokulalds utan, egy két napos
log. fazist k6vetbBen a nem szelektiv feltételek kézott
tenyésztett kontroll WCH sejtkulturaval kozel megegy—'
20 ltemi ndvekedést mutattak.

Az induld sejtdenzitastdl fliggben eltérd kez-
deti 1-3 napos stagndlas utan meginduld, a kontroll
tenyészettel megegyezd iitemii ndvekedés azt valdszi-
niisiti, hogy a drog inaktivacidéja felelds a rezisz-
tenciaért.

Ennek elddntése céljabdél 10 y/ml CH-et tartal-
mazd a log. névekeAési fazis végéig bendvesztett
WCH sejtkulturak sziirt feliiluszo médiumaba szenzitiv
/2.4 abra/ és rezisztens /2.c abra/ sejteket inoku-
141tunk. A WOOIC szenzitiv sejtpopuldcidénak a rezisz-
tens sejtkulturaval megegyezd ndvekedési {iteme arra
utalt, hogy a médium mar nem tartalmazott gétié kon-

centracidéju CH-et. /Megeldzd kisérletekben a 2 y/ml CH .__

madr teljesen gatolta a szenzitiv sejtpopulécidé ndveke- a?x

dését. / e ]
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Két tovabbi kontroll beallitasaval kizartuk an-
nak a lehetdségét, hogy a CH bomlasa, illetve a drog-
nak a rezisztens sejtekre vald adszorpcidja a felll-
usz6 médiumban kapott névekedésképesség alapja.

Az adszorpcids kontrollban 10 y/ml CH tartalmu médi-
umban 10 napig tenyésztett WOO1lC szenzitiv sejtpopu-
léciéban kapott névekedésgatlas [/lasd: 2.4 abra/

gatld koncentracidju CH jelenlétére utalt. Egy 10 y/ml
CH-et tartalmazd 10 napos, Oreg médium a szenzitiv
WOO1lC sejtkulturakra szintén ndvekedésgatld hatasu-
nak bizonyult, kizarva, hogy a CH-nek a médiumban

vald kémiai lebomlasa a WCH sejtkulturak feliiluszd-
jdban mért novekedés alapja.

Nem zarhatd ki azonban annak valdsziniisége sem,
hogy a rezisztens sejtek a CH-et a proteinszinteti-
zald rendszeriktdl jol elkiildniild kompartmentben
halmozzak fel, és igy nem a drog inaktivacidja, ha-
nem specidlis akkumuldcidja felelds a WCH sejtkul-
turak rezisztens fenotipusaért. A kérdés CH jelenlé-
tében tenyésztett WCH sejtekb81l nyert kivonat néve-
kedésgatldé hatasanak tesztelésével egyértelmiien el-
dénthetd. Az egzaktabb kiértékelés céljabél a mintdk
CH koncentracidéjanak mérését a nodvényi ndvekedési
tesztnél egy nagysagrenddel érzékenyebb Saccharomyces
cerevisiae agargéldiffuzids teszttel végeztiik.

Az els® képen 10 y/ml CH jelenlétében log. fa-

zls kOzepéig tenyésztett /4. nap/ WCH és az azonos



korlilmények k&zt fenntartott WOO1lC sejtkulturdk feliil-
usz6 médiumanak, valamint a megfeleld sejtiiledékbol

kloroformos extrahdalas utan nyert kivonatok ndvekedés-

gatld hatasat mutatjuk be.

CH konc. sor / y/ml /

d woolc felliluszd sejt-
médium extraktum

WCH felliluszb sejt-
médium extraktum

l. kép WCH sejtszuszpenzid CH inaktivald képességé-

nek agargéldiffuzids tesztije

Gatlasi zo6nat egyediil a WOOlC sejtkultura feliil-
usz0jabol szarmazdé minta esetén kaptunk, ahol a gat-
lasi udvar atmérdje alapjan a médiumba bevitt 10 y/ml
CH négy napos tenyésztés utadn is hidnytalanul vissza-
mérhetd volt. Sem a WOOlC sejtextraktumbdl, sem a WCH
sejtkivonatbol és kultura felliluszdbdl szarmazd min-

tadknal gatlast nem tapasztaltunk, ami azt bizonyitja,



hogy a mintdk CH tartalma a 0,1 y/ml kimutathatdsagi
szint alatt volt.
A WCH sejtpopulacidé CH rezisztenciaja tehat a

drog inaktivacidéjanak tulajdonithatéd.

l./c. A CH rezisztens fenotipus konstitutiv

expresszidéja a WCH sejtvonalban

A WCH sejtvonalban a CH nemcsak a de novo pro-
teinszintézis inhibitora, hanem egyidejlileg az inak-
tivaldé enzim/ek/ szubsztratja is.

Egy tSbb mint egy évig nem szelektiv koriilmények
ko6zodtt fenntartott 7 x lO6 sejt/ml denzitasu WCH
sejtkulturaban 10 y/ml CH bemérése utan 6t o6raval
mar nem talaltunk az agargéldiffuziés teszt alapjan
kimutathaté mennyiségii drogot /2. kép/. A k&zel ha-
romszor nagyobb denzitasu 2 x lO7 sejt/ml WOO1lC
sejtpopulacid felililusz6jadbdl a bevitt 10 y/ml CH
hiadnytalanul visszamérhetd volt.

A WCH sejtpopulacidé CH inaktivaldé kapacitéasa
1 pM Cﬁ /sejt/ ora akti&itésnak felel meg. Az inak-
tivacidnak a drog bemérését kdvetd azonnali megin-
duldsa az inaktivacidért felelds enzimek induk&alha-
td természetével szemben azok konstitutiv voltat

erdsitik megq.
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CH konc. sor / y/ml |/

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

30 perces idokozodkkel vett mintadk /balrdl jobbra/

2. kép WCH sejtkultura CH inaktivacidéjanak iddfiliggése

l./d. Korreldcid a CH rezisztencia és differenciacid

kbzott
A WOO1lC és WCH dedifferencialt sejtszuszpenzid
kulturdknak valamint differencialdédd embrid és ndvény-
kulturadinak CH érzékenységét Osszehasonlitva a diffe-
renciacidé allapotatdl fiiggd szignifikans kiildnbség
volt megfigyelhetd.
A dedifferencialt WCH sejtkulturdk kolodoniaképzd

képessége 15 y/ml CH jelenlétében még kdzel megegye-
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zett a kontrolléval; mig a WOOlC dedifferencidlt sejt-
szuszpenzidinak koldéniaképzd képességét mar a tesz-
telt legalacsonyabb koncentracidéju 5 y/ml CH is tel-
jesen gatolta /lasd: 3. kép/.

A sejtszuszpenzid kulturakbdél hormonmentes médi-
umon indukalt, az embriogenezis torpeddé stadiumaban
szelektiv 10-100 y/ml CH tartalmu médiumra kiszé-
lesztett WCH és WOOlC tenyészetekben, a dedifferenci-
alt sejtkulturaktdl eltérden nem tapasztaltunk a drog-
gal szemben szenzitivitas-kiilénbséget. A sejtvonaltdl
fiiggetlentil mind a WCH, mind a WOOlC embridkbdél rege-
neraldédd ndvénykulturdkban még 100 y/ml CH jelenlété-
ben is a nem szelektiv kontroll lemezeken detektalha-
téval megegyezd mértékii ndvekedési ilitemet tapasztal-
tunk /lasd: 4. kép/.

A CH szenzitiv WOOIC sejtpopulacidébdél szarmazd
torpeddé stadiumu embridkulturadban, a dedifferencialt
sejttenyészettel szemben agargéldiffuzids teszttel
jél mérhetd CH inaktivacidét tapasztaltunk.

A dedifferencidcidé a WOOLlC vad répaban a diffe-
rencialt embrid és novényszinten megeldzden expresz-
s2418dé CH rezisztens fenotipus eltiinését eredményez-
te, mig a WCH kulturdkban a CH rezisztens karakter
a differencialt és dedifferencialt sejtekben egya-

rant detektalhaté volt.



3. kép

WOO1lC és WCH sejtvonal dedifferencidlt sejtszuszpenzidkulturainak

cikloheximid érzékenysége



100 g /ml

4, kép

WOOlC és WCH embridk ndvényregenerdcids képessége cikloheximid jelenlétében



A dedifferencidcid indukcidjara és a dediffe-
rencialt sejtkulturak fenntartasara azonban minden
esetben a 2,4-D szintetikus auxint.hasznéltuk, ezért
nem zérhaté\ki, hogy a CH rezisztencia expresszio-
jat nem a sejtek altalanos differencialt, illetve
dedifferencidlt allapota hatarozza meg, hanem egy
olyan funkcid, amelynek expresszidjat specifikusan
a 2',4-D szupresszalija.

Ezért kiilonb6z6, dedifferenciacidét indukald
adgensek jelenlétében: IAA /1 mg/l/, NAA /O,5 mg/l/,
2,4-D /0,5 mg/l/, valamint BUdR /6 uM/ jelenlétében
leteszteltilk a WCH és WOOlC sejtvonalak CH érzékeny-
ségét. A dedifferenciiald vegyililet jelenlétében tSrté-
nd harom hetes tenyésztés utan a sejtkulturdkhoz
10 y/ml CH-et adtunk, majd 8 Ora elteltével agar-
géldiffuzids teszttel megmértiik a tenyészetek felil-
uszdjanak CH koncentracidjat /[lasd: 5. kép/.

A WOOIlC sejtszuszpenzidkban a dedifferenciald
agens tipusatol fliggetleniil egyik esetben sem mértiink
inaktivacidt, mig a WCH sejtkulturakban a 2,4-D je-
lenlétében fenntartott sejtkulturdkban.mért CH
inaktivaciés képességet minden dedifferencidcidt

indukaldé vegyilet jelenlétében ki tudtuk mutatni.



CH konc. sor [/ y/ml /

WOO1cC 2,4-D NAA IAA BUdR

WCH 2,4-D NAA IAA BUdR

5. kép WOO1lC és WCH sejtvonalak CH inaktivalod
képességének tesztje kiilonbdzd, dediffe-

renciacidét indukaldé agensek jelenlétében

A CH rezisztencia vad répaban tehat egy dediffe-
rencidlt sejtszinten represszalt, csak a sejt diffe-
rencidlt &llapotdban megnyilvanuldé funkcid. A-WCH
sejtkulturakban azonban a CH rezisztens fenotipus
a sejt altalanos dedifferencialt allapota ellenére

is képes expresszalddni.



‘2. Szomatikus hibridndvények szelekcidja és a

cikloheximid rezisztens fenotipus analizise

a hibridekben

2./a. Cikloheximid szenzitiv sziil® kivalasztasa,

szelekcids markerek

Mivel a WCH sejtvonalbdl az embriogeneéis induk-
cib6ja utan csak degeneralt névénykéket lehet rege-
neralni, amelyek sosem jutnak el a viragzas stadiu-
maig, a CH rezisztens karakter tovabbi jellemzése
a klasszikus moédon, szexualis keresztezéssel és
utdédanalizissel nem oldhatdé meg. Csak a szomatikus
hibridizacidé nyujt lehetSséget a CH rezisztens jel-
leg genetikai analizisére és a CH rezisztens feno-
tipus expresszid regulacidéjanak tanulmanyozasara.

A WOOlC vad répa sejtvonal azonban, megfeleld
biokémiai - genetikai markerek hianyaban nem elégiti
ki a protoplaszt fuzid utani szomatikus hibridsze-
lekcid kovetelményeit, ezért fuzids partnerként a
szelekcidé feltételeit is kielégitd CH szenzitiv répa
sejtvonalat kellett valasztanunk a WOolcC répa helyett.
A vad répahoz hasonld differenciacibé-fliggd CH rezisz-
tenciat mutatd sargarépa [Nantesi/ nukleadris albino

mutansa /Al/ megfeleld fuzids partnernek tilint.



Az Al sejtvonalnak, az 5 y/ml-enként ndvekvd
CH dbézisokat tartalmazd agarlemezen mutatott,
koldoniaképzd képessége megegyezett a WOOIC vad ré-
paéval. /[/lasd: 6. kép/ A CH mar az alkalmazott leg-
kisebb koncentracidban Feljesen gatolta az Al sej-
tek koldniaképzését, mig a WCH sejtvonal 15 y/ml CH
jelenlétében is a kontrolléval kdzel megegyezd ndve-
kedésthmutatott.

Az A, sejtvonal CH szenzitiv fuzids partnerként

1
valdé alkalmazasanak tovabbi eldnye, hogy a proto-
plaszt, illetve sejtkulturabdél regeneralhatdé albino
ndvénykék fejlddési defektet mutatnak és sohasem
nonek tul a 4-5 cm-es t6rpé ndévény stadiumon. Igy az
Al X WCH protoplasztfuzidé utan a hibridszelekcid,

az albino nukledris mutdcié és a két sziilo fejlodési

defektjeinek komplementalasa alapjan tOrténhet a sza-

balyos fejlddést mutatd zold ndvényekre.

A varhatdan alacsony hibridgyakorisag mellett
azonban a WCH protoplasztokbdél regeneralddd zold
ndvénykék megjelenése zavarna a hibridszelekcidt,
ezért megprdbaltuk a nemfuzionalt CH rezisztens
szlil6i protoplasztok elimindléasat két mbdon:

1. WCH levél mezofill eredetili, az alkalmazott te-
nyésztési feltételek mellett nem osztddd pro-
toplasztok fuzibds partnerként vald alkalmaza-
saval.

2. Irreverzibilisen gatld metabolikus inhibitorral,
jédacetamiddal, inaktivalt WCH sejtszuszpenzid
eredeti protoplasztok fuzibds partnerként vald

alkalmazasaval.



6. kép

WCH és Al sejtvonalak koldéniaképzd képessége novekvd koncentracidju

cikloheximid jelenlétében



Egy irodalmi adat alapjan kivalasztott 30 mM-os
jodacetamid koncentraciodonal, a kezelési idd valtoz-
tatasaval kerestiik a protoplaszt inaktivacidé optima-
lis feltételeit WCH kulturakban. A kiértékelést a
protoplasztokbdl regeneralddd sejtpopulacid osztddasi

gyakorisaga alapjan végeztiik [/lasd: 3. abra/.

—@ KONTROL
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3. abra 30 mM-os koncentracidéju jodacetamid proto-
plaszt inaktivaldé hatasanak filiggése a ke-

zelési idotol

A jodacetamid kezelést nem kapott kontroll tenyé-
szetekben a protoplasztokb6l regeneraldddé WCH sejtek
osztddasi rataja meredeken emelkedett és az 5. napra
a sejtpopulacid 25%-a mar legalabb egy osztddason at-

ment. Az 5 napos kulturakban nem ritkak a tébbszori



osztb6dadson atment 3-5 sejtes aggregatumok sém.

10 perces jddacetamid kezelést kdvetden az elsd
0sztd6dd sejtek egy 3-4 napos lag. fazist kdvetden
jelentek meg a sejtpopulacidban. Ezt kdvetden viszont
a tenyészetek osztddasi rataja kézel megegyezett a
kontrolléval.

20 percés.jédacetamid kezelés utan a nyugalmi
fazis megndtt, a 4. napon osztddd sejtek még nem voltak
detektalhatdék a tenyészetekben, de a 8. napra az osz-
tédasi gyakorisag mar megkSzelitette a 10 perces keze-
lés utén ebben az iddpontban mért 15%-os értéket.

A 25 perces, illetve ennél hosszabb idejii jodace-
tamid kezelés teljesen inaktivalta a WCH protoplaszt
populacidt, osztddo6 sejtet nem detektdltunk a tenyé-
szetekben. A 4. napra a populacidé z6me lizalt. A mik-
roszkOpos értékelés alapjan ép "sejtek" gdmb alakuak
lires citoplazmadjuak, ozmotikus érzékenységiik a pro-

toplasztokéval volt azonos.

2./b. Protoplaszt fuzid, hibridszelekcid

A hibridszelekcid és a CH rezisztens jelleg ana-

lizisének lépéseit a 4. abréan foglaltuk Ossze.
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A fuzids kisérletekben a CH szenzitiv A, sejtvo-

1
nal sejtkulturabdl szarmazd protoplasztjainak partneré-
il a CH rezisztens WCH szlldbdl kiilonbdzd eredetii pro-

toplasztokat hasznaltunk :

1. Sejtszuszpenzid eredetli protoplaszt populacid.
2. Sejtszuszpenzid eredetli, joédacetamiddal 30 per-
14

cig inaktivalt WCH30 protoplaszt  populéacié.

3. Levél mezofill protoplasztok.

A sziildi protoplaszt tenyészetek mellett kontroll-
ként a fuzids kisérletével megegyezd denzitasban O6sz-
szekevert sziildi protoplaszt populacidk nem PEG kezelt
kulturait is bedllitottuk.

Az 5. 4bran a WCH sejtszuszpenzid eredetii pro-
toplasztokra alapozott fuzids kisérletekbdl szarmazd
tenyészetek osztddasi gyakorisdgait mutatjuk be a te-
nyésztés elsd hat napja alatt.

14
A jédacetamiddal kezelt sziildi WCHSO

populaciok-
ban sem a tenyésztés elsd hat napja alatt, sem késdbb
osztO0dast nem figyeltiink meg. A populécid zémé mar
az elsd hét végére lizalt.

A kezeletlen WCH kontroll tenyészetben az osztd-
dasi gyakorisag mar a 3. napon elérte a 25%-os érté-

ket; a populacid kdzel 70%-a azonban az elsd hat nap

alatt egyszer sem osztddott.



o—e WCH
wen30
0+ Ay
AjXWCH_
Apx WCH30
<20}
o
o
£
©
s |
2
-
2
3 10}
ok e : } . -

0 1 ) 3 4 5 6 idd (nap)

5. abra Jbédacetamid kezelés hatasa a kontroll

-

és fuzids protoplaszt populacidk osz-

todasi gyakorisagara



Az Ay protoplasztokbdl regenerd&ldédd sejtkulturak-

ban, valamint az Al X WCH fuziés'tenyészetekben a 6.

napra az osztdédasi gyakorisagok kézel megegyezd ér-

r
téket adtak. A jodacetamiddal eldkezelt WCH30 pro-

14
toplasztokra alapozott Al X WCH30 fuzidés tenyésze-

tekben egy viszonylag rovid lag. fazis utan az osztd-
dasi rata meredeken emelkedve a 3. napra elérte a
14%-0s értéket, ezt kdvetden egy lassan emelkedd
tendencia volt megfigyelhets.

A protoplaszt fuzidét kdvetBen egy négy hetes te-
nyésztési ciklus utan a kulturakat két részre osz-
tottuk; a tenyészetek felében hormonmentes taptala-
jon indukaltuk az embriogenezist, masik részét MS
taptalajra agarlemezekre szélesztettiik.

A hormonmentes médiumon fenntartott kulturakban,
a joédacetamiddal inaktivalt WCHBO’ kontroll kivételé-
vel, 1 hdénapos tenyésztés utan kis névénykéket kap-
tunk. /lasd: 7. kép/ Az A, x wen3°' fuziés kombina-
cibban szamos z61ld regenerans jelent meg, az Al x WCH
levél protoplaszt fuzibds populacidban is kaptunk zdld
30’

regeneransokat. A nem PEG kezelt A1 + WCH

A, + WCH levél protoplasztkeveréket tartalmazdé kont-

, illetve

rollban is megjelentek azonban z&ld regeneransok, az
induldé WCH protoplasztdenzitadsra vonatkoztatva
5 x lO—5 gyakorisaggal. A fuzids kombinacidkban és a

kontroll tenyészetekben kintvd z61ld ndvénykéket



7. kép

Szl1l0i kontrol és fuzibds sejtpopulécidk ndvényregenericids

képessége



izolaltuk és tovabbtenyésztettilk hormonmentes kdriil-
mények kozdtt. A hibridszelekcid a fuzids partnerek
fejlodési defektjeinek komplementalasa alapjan tor-
tént a szabalyos fejlddést mutatd z61ld ndvényekre
[lasd: 8. kép/.

A CH rezisztens WCH kontroll abnormalisan fejlo-
dd novénypopulacidt eredményezett. Az albind sziildi
sejtvonalb6l kapott regeneransok fejlodése is meg-
a4llt a tdrpe novény staddiumban. A nem PEG kezelt
kevert populacidékbdél a sziildi kontrollokhoz hasonld
tipikus albindé, illetve WCH novény fenotipust mutatd
degeneradlt noévénykéket kaptunk vissza. Szabalyos fej-
16dési z61ld ndvényeket csak a fuzidés populdcidkbdl
tudtunk regeneralni /8. kép/.

Mivel a regularis fejlddést mutatd WCH revertan-
sok megjelenése nem zarhatdé ki, elengedhetetlen a WCH
sejtvonal izolalasahoz hasznalt vad sziiléi WOO1C
sejtpopulacidébdl regeneralhatd ndvények fenotipusa-
nak ismerete. Az azonos tenyésztési feltételek kozott
regeneralt WOOlC vad répa novények nodulaltak és mar
a tenyésztés 5. honapjaban elérték a viradgzasi sta-
diumot. /lasd: 9. kép/ A fuzids populdcidkbsl szelek-
talt ndvények k6zdtt sem noduldcidt, sem viragfejld-
dést nem tudtunk megfigyelni, még a tenyésztés 1O.
hénapjaban sem. Ezek a fenotipusos kiildnbségek lehe-
tové teszik a szabalyos fejlddést mutatd WCH rever-
tansok felismerését és a hibridndvények egyértelmi

azonositasét, Reguléris fejlddést mutatd WCH rever-



8. kép

A fuzids partnerek fejlddési defektjeinek komplementéléasa a

szomatikus hibridekben



9. kép

Protoplasztbdl regeneralt, azonos koru szomatikus hibrid és vad répa

/WOO1C/ fenotipusos kiilénbségei



tadnst azonban sem a kontroll, sem a fuzidés populacidk-
ban nem taldltunk. A szelektalt z6ld hibridndvények
mor foldgiailag uniform, sargarépa fenotipusuak vol-
tak /lasd: 9. kép/.

A fuzids kisérletek eredményeit a 1. tablazatban

foglaltuk Ossze. Az A, x WCH fuzidt kbvetden az egy

1
hénapos stadiumban leizolalt 176 zdld regenerans a
tovabbtenyésztés soran mind WCH répanak bizonyult,
hibrid fenotipusu noévényt a tesztelt izolatumok kozdtt
30’

nem talaltunk. Ezzel szemben az Al x WCH fuziods

populacidban a letesztelt 285 2z26ld regenerans kozil
57 hibrid fenotipust mutatott. A WCH3O’ kontroll te-
. nyészetekétdl eltérden a jédacetamiddal inaktivalt
protoplasztok felhasznalasara alapozott fuzids és

nem PEG kezelt kevert szilildi populacidkban is megje-
lentek a WCH regeneransok. B&r az Al és WCHBO' szli-
16i protoplasztok k&zdtti kereszttaplalas kovetkez-
tében a joédacetamid nem bizonyult alkalmasnak a rezisz-
tens WCH fuzids partner eliminalasara, de alkalmaza-
sdval jol reprodukalhatd dusitast lehetett elérni a
hibridekre / 15%/. Az inaktivacids kezelés hatékony-

sadgat az A, x WCH fuzibs kisérletekbdl azonos nagy-

1
sagrendben letesztelt z81ld regeneransokbdél kapott ne-
gativ eredmény meggy0zden bizonyitja.

Az A; x WCH levél protoplaszt fuzidbdl szarmazd

6 z6ld regenerans k&ziil a tovabbtenyésztés soran 3 bi-

zonyult hibridnek.
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1.

tablazat

A hibridszelekcid hatékonyséagéanak valtozasa az A, X WCH fuzidés kombinédcidkban

T Fuzibs kisérletek Az izolalt és tovabbtenyésztett Hibrid fenotipusu
e SEEDEHaTL szama z61ld regeneréansok szama ndvények szama
Al X WCH 1 67 =
109 -
Osszesen : 176 -
14
A x wen=° 1 20 7
/| jédacetamiddal 2 35 9
inaktivalt/
3 48 5
4 34 4
5 44 7
6 66 20
7 38 5
Osszesen : 285 57
Al x WCH 1 6 3
/levél/
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8 fliggetlen kisérletbdl 60 hibrid fenotipusu
novényt szelektaltunk. A nukledris albindé mutaciod
nagy stabilitasat figyelembevéve kizarhatdé, hogy a
szelektalt sargarépa fenotipusu névények Al
revertansok lehetnek.

A WCH sejtek kromoszdémaszama 2n = 18 stabil
diploid, az Ai sejtvonalban a kromoszomaszam 2n = 18,
illetve 2n = 46 kdzd6tt varialt. A hibridnévényekbdl
inditott sejtvonalakban a kromoszOmaszam 2n = 36,
illetve 2n = 48 k&zb6tt valtozott., A szildi Al és
WCH sejtek kariotipusanak megegyezése azonban lehe-

tetlenné tette, hogy kiilonbséget tegylink citoldgiai

analizissel a szlildi genomok k&zott.

2./c. Direkt szelekcid

A PEG kezelést kovetd egy hdnapos tenyésztés

utadn a fuzids és kontroll sejtpopulacidkbdél drog-
mentes agarlemezekre szélesztettlink. A nem szelek-
tiv ko6riilmények kozétt 0,5 MS taptalajon, a jod-
acetamiddal inaktivalt WCH3O’ tenyészetek kivéte-
lével minden kulturaban kaptunk koldéniaképzést.
Az A x weH>®' fuziés kombiniciokbol 162 koléniat
égyenként leizolaltunk, nem szelektiv koriilmények
k6zbtt folyadéktenyészetben felszaporitottuk, majd
10 y/ml CH jelenlétében két hétig tenyésztettiik.

61 tenyészetben nem tapasztaltunk ndvekedést. A

ndvekedést mutatd kulturakboél /101 tenyészet/ hor-



monmentes médiumon csak WCH fenotipusu degeneralt
fejlédést mutatd z6ld nodvénykéket tudtunk regene-
ralni. Az azonos mdédon kezelt, Al + WCHBO' kontroll
lemezekrol szarmazd koldnidkbdél is csak a WCH szi-
15i fenotipust mutatd novénykéket kaptuk vissza a
regeneracids kisérletben.

A 10 y/ml -CH-del végzett folyadékszelekcid utéan
sem Al albindé fenotipusu novényt, sem szabalyos n&-

vényfejlddést mutatd zdld hibridndvényt nem taldl-

tunk a regeneransok kozott.

2./d. A CH rezisztens jelleg analizise a hibridekben

Az indirekt szelekcibdbdl szarmazd hibridnovények-
bdl kallusz kulturakat, majd sejtszuszpenzid-kultura-
kat hoztunk létre, és Osszehasonlitottuk az albind
és WCH nOvényekbdl szarmazd sejtkulturdk és a hib-
rid sejtvonalak CH érzékenységét 5 és 10 y/ml CH
jelenlétében [lasd: 6. abra/.

A két véletlenszeriien kivalasztott és letesztelt
hibrid sejtvonal /25-12, 26-3/ CH-del szembeni érzé-
kenysége a sejtszuszpenzidban mutatott novekedésiik
alapjan megegyezett a szenzitiv Al szﬁi6ével. A pro-
toplaszttdl a novénystadiumig azonos kdriulmények ko-
z6tt tenyésztett WCH novényekbdl szarmazd sejtkultu-
rék a 10 yvy/ml CH~-del szemben is rezisztensnek bizo-

nyultak.
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Tovabbi 17 hibrid sejtvonal 5, illetve 10 y/ml
CH tartalmu agarlemezen mutatott koldniaképzd képes-
ségének hidnya a sejtszuszpenzids kisérletekkel meg-
egyezd eredményt adott. A 10. képen az A, és WCH fu-
zids partnerek, ezek efedeti vad tipusu Nantesi és
WOOlC sejtvonalainak, valamint a hibrid sejtvonalakat
reprezentald 25-12-es sejtvonal koldniaképzd képes-
ségét mutatjuk be nem szelektiv, valamint 5 és
10 y/ml CH-et tartalmazd médiumon. Az Osszes letesz-
telt hibrid sejtvonal a 10. képen bemutatott 25-12-es
hibrid sejtvonalhoz hasonldéan mar 5 y/ml CH-re az
albind sziildével megegyezd szenzitivitast mutatott,
koldéniaképzést csak a kontroll lemezeken kaptunk.

A CH rezisztencidnak differencialt novényszin-
ten vald 6sszehasonlitasa céljabdél a sziildi, valamint
a hibrid sejtvonalakbdél indukalt torpedd stadiumu
embridkat 100 y/ml-ig ndvekvd koncentraciéju CH jelen-
létében tenyésztettiik /lasd: 1ll. kép/. A nem szelek-
tiv és szelektiv koriilmények k&zdtt a ndvényfejlddés
liteme teljes megegyezést mutatott. Az albind tenyé-
szetben tapasztélt, a CH koncentracido emelkedésével
csBkkend mértékii ntvekedés az Ay tenyészetek embrio-

gén képességének elvesztésével magyarazhatd.



lo. kép

A fuzids partnerek, ezek eredeti vad tipusu sejtvonalai
és egy szomatikus hibrid dedifferencidlt sejtkulturéinak

cikloheximid érzékenysége



11, kép

A fuzids partnerek, ezek eredeti vad tipusu sejt-

vonalai és egy szomatikus hibrid embridékulturdainak nd-

vényregenerédcidés képessége cikloheximid jelenlétében
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2./e. A 25-12-es hibrid sejtvonal instabilitéasa,

spontan szomatikus szegregacid

A fuzids kezelés utan egy évvel az addig sejtszusz-
penzidé kulturaban fenntartott 25-12-es hibrid sejvo-
nalbdl hormonmentes médiumon indukaltuk a ndvényrege-
neracidt és agarlemezen 10 y/ml CH jelenlétében ismét
leteszteltiik a sejtvonal koldoniaképzd képességét.

10 y/ml CH-et tartalmazd médiumon a lO5 koldénia-
képzd egységet képviseld 1,08 x lO7 kiszélesztett
sejtbdl 59 koldéniat kaptunk. A koldnidkat leizolal-
tuk, nem szelektiv koriilmények kozott felszaporitot-
tuk, majd 10 y/ml CH jelenlétében vald 24 6ras inku-
balas utan 11 véletlenszerien kivalasztott tenyészet-
ben agar-géldiffuzids teszttel megmértiik a sejtkultu-
rak drog inaktivacids képességét. Gatlokoncentracidju
CH~et csak egy tenyészet feliilusz6jabol szarmazd min-
tadban tudtunk detektalni, ahol az eredetileg bevitt
10 y/ml CH 24 6réas inkubacidé utan hiadnytalanul vissza-
mérhetd volt. A masik tiz tenyészetben teljes inakti-
vacidt mértiink, az agar-géldiffuzids tesztben a min-
tdk koril gatlasi zoénat nem kaptunk.

A 10 y/ml CH-et tartalmazd szelekciés lemezeken
kintvd, az inaktivacids tesztben negativ eredményt
adé koldénia megjelenése a szélesztésre hasznalt sejt-
szuszpenzid fizikai heterogenitasanak kdvetkezménye;

a nagyobb méretii tobb 100-1000 sejtet tartalmazd agg-
regatumok antimetabolitokkal szembeni, az individuéalis
sejtekét lényegesen meghaladd, toleraldképességének

tulajdonithaté.
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Ha az inaktivacids tesztben kapott szenzitiv :
rezisztens tenyészet = 1 : 10 megoszlas alapjan a sze-
lektiv kOrililmények k&ézott megjelend koldénidk 90 %-at
CH rezisztensnek tekintjiikk, a spontan szegregacibs
gyakoriséag 2 x lO_3 a CH rezisztens karakterre. Ez
az érték 4-5 nagysagrenddel magasabb a WOO1lC vad
répadban a CH rezisztens koldniak spontdn megjelenési
gyakorisdganal, és ugyancsak legalabb 2 nagysagrend-

del meghaladja az A, domesztikalt répaban spontan

1
megjelend CH rezisztens koldéniak szamat. Az Al sejt-
szuszpenzidbdél 2 x lO5 koldéniaképzd egységet képvi-
seld 2,25 x 107 letesztelt sejtbdl egy sem bizonyult
rezisztensnek 10 y/ml CH-re: a 25-12-es hibrid
sejtvonalbdél a 10 y/ml CH-et tartalmazd lemezeken
kindvd koldénidkon beliil a kromoszdmaszam 30-100 k&~
zO0tt varidlt. Az individualis koldéniakban a sejtek
30-40 %-a 30-34 kromoszbdmas volt.

Az embriogenezis indukcidéja utédn, a 25-12-es
hibrid sejtvonalb6l regeneralt z6ld ndvénypopuléacid-
ban kis gyakorisaggal megjelend, albino fenotipusu no-
vénykéket figyeltiink meg. Sem a vad répa WOOLC és
WCH, sem az Al fuzidés partner eredeti'zbld sziloi
Nantesi répa sejtvonalaibdl, sem a korabbi tesztek
soran, sem a kisérlet kontrolljaul szolgdld 1 x lO7
sejt nagysagrendben tesztelt kulturdibdél albino ndvény-
két nem tudtunk regeneralni. Albino szegregansokat csak
a hibrid sejtpopuléacidébél szarmazd ndvények kozdtt

talaltunk.



Gybkércsucsokbdl végzett kromoszdma szamolas
soran az albino nbvényeket 30-34 kromoszdédmisoknak
hataroztuk meg. Tetraploid 36 kromoszbémds ndvényt

nem taldltunk az albino szegregdnsok kdzott.



MEGVITATAS

Az irodalomban a magasabbrendli névények koré-
bdl eddig ismert dohany /Maliga és mtsai, 1976/ és
vad répa /Gresshoff, 1979/ instabil CH "reziszten-
ciaval" szemben tobb megfigyelés arra utalt, hogy
az altalunk vizsgalt vad répa WCH sejtvonalaban
mutacidé felelds a rezisztens fenotipusért.

i A rezisztens fenotipus az el®bb emlitett do-
hany és répa sejtvonalakkal ellentétben nagy
stabilitast mutatott. A t&bb mint egy évig
nem szelektiv koOriilmények kodzbtt fenntartott

sejtvonal megtartotta eredeti rezisztenciajat.

2 A protoplasztb6l novénystadiumig regeneralt,
majd visszakalluszositott WCH kulturakban a
CH-del szemben valtozatlan rezisztencia szin-

tet tudtunk detektalni.

3 A WCH sejtvonal izolalasanak korlilményei is
azt valdszinilisitik, hogy a rezisztens feno-

tipus mutacids valtozas eredménye.



Szelektiv k&riilmények k&zé vald inokuldlas
utédn, a rezisztens sejtvonalnak a szenzitiv sziild-
ével megegyezd, a 3H-leucin inkorporacié azonnali
gatlasa alapjan kimutathatdé CH-del szembeni érzé-
kenysége arra utalt, hogy a WCH sejtek permeabili-
sak a drogra és a citoplazmatikus proteinszinteti-
z416 rendszer -CH-del szembeni érzékenysége megegye-
zik a vad szenzitiv sziiloével. A rezisztencia te-
h&t nem, az alacsonyabbrendii eukaridétdk CH rezisz-
tens mutansainak k&rében leggyakoribb, riboszomalis
muté&nsok /[Cooper és mtsai, 1967; Rao és mtsai,
1967; Coddington, 1977/ kategbriajaba tartozik.

A 10 y/ml CH jelenlétében tenyésztett WCH
sejtvonalban az inokulumdenzitastdl fiiggd kezdeti
1-4 napos log. fazis utan meginduld, a nem szelek-
tiv koriilmények k6z6tt fenntartott kontroll kul-
turdéval megegyezd {litemi ndvekedés, erdsen vald-
szinlisitette, hogy a drog inaktivaciéja felelSs a
rezisztens fenotipusért. A szenzitiv WOO1lC sejt-
kulturdk felhasznalasara alapozott ndvekedési
teszttel és agar-géldiffuzids teszttel a feltevést
egyértelmiien bizonyitani lehetett. E;édményeink
jo megegyzést mutatnak Gresshoff [/1979/ adataival,
aki Daucus carota L. vad répabdl izolalt, atmeneti
CH rezisztenciat mutatd sejtvonalban a rezisztens
fenotipusért szintén a drog inaktivacidjat taldlta
feleldsnek. Nicotiana tabacum atmeneti CH rezisz-

tenciat mutatd sejtvonalban is a drog inaktivacid-



janak tulajdonitotfék a kalluszszinten detektalhatd
rezisztencia okat [Maliga és mtsai, 1976/. A CH re-
zisztens fenotipus azonban csak a hajtasregenerald,
eldozetesen szelektiv kériilmények ko6zdtt fenntartott
kallusztenyészetekben nyilvanult meg, a nem szelek-
talt CH szenzitiv kalluszokbdél hajtasregeneracidt
nem figyeltek meg. Ezzel szemben az altalunk vizsgalt
Daucus carota vad répa nem szelektiv koriilmények ko-
z0tt fenntartott CH szenzitiv WOOlC sejtvonalaban
az embriogenezis torpedd stadiuma utan a rezisztens
WCH sejtvonaléval megegyezd mértékii, CH inaktivaci-
6n alapuld drog rezisztenciat tapasztaltunk. A re-
zisztens fenotipus a WOO1lC vad répaban a sejt alta-
lanos differencidlt allapotatdl fliggd expresszidt
mutatott. A WCH sejtvonalban a rezisztens fenotipus-
nak dedifferencialt sejtszinten vald megnyilvanulasa
a rezisztenciaért felelSs gén/ek/ expresszidjat re-
gulaldé mechanizmusban bekdvetkezett stabil megval-
tozasra utal. Az a tény, hogy egy tSbb mint egy évig
nem szelektiv kOriilmények kozdtt fenntartott WCH
sejtkulturaban a drog bemérése utadn azonnal megin-
duld CH fogyast lehet detektalni, az inaktivacidért
felelds enzimek induk&lhatd volta ellenében azok
konstitutiv természetét erdsiti megq.

A CH rezisztens fenotipus genetikai analizisét

csak szomatikus hibridizacidval lehetett megoldani.



Irreverzibilisen hatd biokémiai inhibitorok szo-
matikus hibridizacidés kisérletben szelekcid céljabédl
vald sikeres alkalmazasara eddig csak emlds sejtfu-
zidés rendszerben van példa [Wright, 1978/. Nehls
/1978 nbvényi protoplaszt fuzids kisérletében az
irreverzibilisen hatd biokémiai inhibitorok szelek-
cidés célra vald haszndlhatdsagat csak valdsziniisi-
teni tudta. Az &altalunk alkalmazott szulfhidril-csoport
inhibitor, jédacetamid, bar a sziildoi sejtek kozti
kereszttaplalas kovetkeztében az A, x WCH3O’ fuziés
kombindcidéban nem volt alkalmas a rezisztens sziiloi
protoplasztok teljes eliminalasara, alkalmazasaval
j6l reprodukalhatdé dusitast értiink el a hibridekre.

A kezelés legalabb két nagysagrenddel emelte meg a
hibridgyakorisagot a fuzids populacidkban.

A hibrideket az albino répa fotoszintetikus
funkcidéjanak helyreadllitasa és a két sziilé fejlodési
hibadinak komplement&lasa alapjan szelektaltuk novény-
szinten.

A nem szelektalt marker CH rezisztencia, a hib-
ridekben recessziv karaktert mutatott. A hibridnové-
nyekbdl visszakalluszositas utan inditbtt sejtkultu-

rakban a szenzitiv A, sziil6ével megegyezd CH érzékeny-

1
séget detektaltunk. A 10 y/ml CH-del végzett direkt
szelekcid eredménytelensége is a CH rezisztens jelleg

recessziv voltat erdsitette megq.



A CH rezisztens karakter genetikai természetét
a 25-12-es hibrid sejtvonalbdél egy éves tenyésztés
utan, CH rezisztens és albino spontan szegregansok
szokatlan megjelenése bizonyitja. Az eddig szelek-
talt szomatikus hibridndvények kromoszdOmaszamukat te-
kintve &ltalaban nagy stabilitast mutattak és bar a
hibridek k6zdtt nagy gyakorisdggal fordultak eld
aneuploid névények /Smith és mtsai, 1976; Melchers és
mtsai, 1974; Schieder, 1977; 1978; Dudits és mtsai,
1977/, sziildi fenotipusu szegregansokat nem talaltak.
Intenziv kromoszémaszegregééiéval egylittjardo instabi-
litast csak a Nicotiana tabacum x Nicotiana knightiana
/Maliga és mtsai, 1978/, illetve a Nicotiana sylvestris
X Nicotiana knightiana fuzids kombinacidkban, valamint
filogenetikailag tavoli, egymassal nem keresztezhetd
fajok sejthibridjeiben [/Kao, 1977/ figyeltek meg.
Fajon belilili szomatikus hibrideknél az altalunk
tapasztalt szegregacidval egylittjard kromoszémalis
instabilitasra mindezideig nincsen példa.

Egymassal keresztezhetd, fajon beliili kategb-
riaba esd szomatikus hibridek hosszu ideig sejtszusz-
penzidkulturdban fenntartott sejtvonaldrél lévén szd,
feltételezhetd, hogy a sziildi fenotipusu szegregansok
megjelenése a tenyésztett ndvényi sejtek kdzdtt gya-
kori kromoszémalis instabilitésnak tulajdonithatéd

/Orton, 1980/, és nem citoplazmikus vagy nukledris



inkompatibilitasi okokra vezethetd vissza. Ez utdbbi
esetben mar az elsddlegesen szelektdlt hibridkallusz,
illetve ndvény populacidban mdr varhatd lenne a kro-
moszdmaszegregacidval egylittjard fenotipusos varia-
bilitas /Maliga és mtsai, 1978/.

Tekintve, hogy az Al sejtvonalban az albino
fenotipus nuklearis mutacidé kdvetkezménye, a z861d
hibridndvény populacidban megjelend albino szegregan-
sok feltehetBen az albino mutacidt komplementald
gént [géneket/ hordozd WCH kromoszdma ./kromoszdomak/
elvesztésének tulajdonithatd. Az albino ndvények
30-34 kozb6tti, tetraploid alatti kromoszdémaszama is
ezt a feltevést tamasztja alada. A CH reziszteng szeg-
regansok a rezisztens fenotipust kontroll&ald gént
/géneket/ hordozd A, genom eredetli kromoszdémak elvesz-
tésének kovetkeztében jelenhetnek meg a hibrid sejt-
populadcidéban. Bar a szelektiv korililmények kodzdtt ki-
ndévd koldéniadkban a kromoszdmaszam jelentdsen varial
/30-100/, valdszinl, hogy csak a tetraploid alatti
/30-34/ kromoszdémaszamu sejtek képesek a drog inakti-
vacidéjara, lehetdséget nyujtva a koldnidban 1évd CH
szenzitiv sejtek tulélésére. ‘

Egy differencidlt funkcid expresszidojat regulald
mechanizmusnak a szomatikus sejthibridizacidé moédsze-
rével vald vizsgdlatara az emlds sejtgenetikaban
szamos példa van /Thompson és mtsai, 1971; Schneider
és mtsai, 1971; Weiss és mtsai, 1971/. A differencialt
funkciodt expresszélé és nem expresszald sejtek fuzid-

jabo6l szarmaz6, differencialt funkcibdjukat elvesztd
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emlds sejthibridekhez hasonldan, az Al X WCH fuzidbdl
szarmazd szomatikus hibridekben mi sem tudtuk detek-
tadlni a differencialt funkcidé CH rezisztencia megnyil-
vanulasat. Az a tény, hogy a CH rezisztens fenotipus
recessziven viselkedik a hibridekben, erdsen valdészi-
niisiti, hogy a rezisztenciaért felelds gén/ek/ expresz-
szi6ja negativ -‘kontroll alatt all. Eredményeink jo
megegyezést mutatnak Thompson [/1971/, emlds szomatikus
sejtekbdl szarmazdé heterokarionokban a differencialt
funkcid expresszidjénak negativ kontrolljat bizonyitd
megfigyeléseivel.

A legegyszeriibb génregulacids modellt feltételezve
/[Jacob és Monod, 1961/, a vad répa tenyésztett sejtjei-
ben kell lennie egy diffuzibilis represszornak, amely
a CH inaktivacidjaért felelds enzimet /enzimeket/ ko-
dold gént vagy géneket represszalja. A differenciadlt
ndvény sejtjeiben a represszor hidnya a CH rezisztens
fenotipus expresszidéjat eredményezi. A WCH sejtvonalban
a represszor mutdcids megvaltozasa a cH® gén/ek/ expresz-
szidéjadhoz vezet, amelynek eredményeképpen a rezisztens
fenotipus dedifferencialt sejtszinten is képes megnyil-
vanulni. A hibridekben a vad tipusu szﬁl6 /Al/ altal
termelt diffuzibilis represszor a cu® gének egyideju
represszidjat eredményezve helyreallitja a vad tipusu

dedifferencidlt sejtekre jellemzd CH szenzitiv fenoti-

pust.



OSSZEFOGLALAS

Daucus carota L. répaban a cikloheximid re-
zlisztens fenotipus Broklddd jelleg, amely diffe-
rencidcid-fliggd expresszidt mutat. Vad répéban a
rezisztens fenotipus csak differencialt sejtszin-
ten, az embriogenezis torpedd stadiuma utdn nyil-
vanul meg, a dedifferencialt kalluszsejtek CH
szenzitivek.

A vad répabdl izolalt WCH sejtvonalban a CH
rezisztens jelleg a fejlddési allapottdl fiigget-
lenlil mind a differencialt, mind a dedifferencialt
sejtekben expresszaldédik. A rezisztencia alapja a
drog inaktivacidéja. A WCH sejtkulturdkban az inak-
tivacidé konstitutiv médon nyilvanul meg, nem igé-
nyel CH indukcidt.

A CH rezisztens WCH répa és a CH szenzitiv Ay
albino nukleéris mgtéciét hordozd Daucus carota L.
Nantesi répa protoplaszt fuzidjat kovetden szoma-
tikus hibridnévényeket szelektdltunk. A hibridsze-
lekcidé az albino partner fotoszintetikus funkcid-
jénak és a két sziild fejlodési defektjeinek komp-

lementalasa alapjan tortént a regularis fejlddést
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mutatd zo6ld névényekre.

A fuzidt megeldzben a WCH partner protoplaszt-
populacidéjanak jodacetamid kezeléssel végzett inak-
tivacidja jol reprodukalhatdé dusitast eredményezett
a hibridndvényekre. Az inaktivalt protoplasztokkal
végzett fuzids kisérletekben a szelektalt hibridek
szama legalabb. két nagysagrenddel meghaladta a
kontroll populacidjét.

A hibridnévényekbdl szarmazd sejtszuszpenzid-
kulturadkban a nem szelektalt 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 évesbtenyésztés utdn spontan meg-
jelend CH rezisztens szegregansok bizonyitottak. A
CH rezisztens jelleg recessziv természete erbGsen va-
l6szinlisiti, hogy a rezisztenciaért felelds gén/ek/

expresszidéja negativ kontroll alatt all.
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