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BEVEZETES

N Az utdébbi években elért eredmények kétségteleniil
bizonyitottdk, hogy a ndvényi szdvettenyésztés a ndvény-
nemesités és szaporitids sokat igérd mddszere. Az elkép-
zelések kibontakozdsa és a kisérleti eredmények gyakor-
lati felhaszndlasa azonban nem minden n&vényfajra kdvet-
kezett be oly robbanasszeriien, mint azt vartak. Ez foként
azzal magyarazhatd, hogy a szdvettenyésztés sajatos
anyagcsere folyamatainak a megismerése, a ndvekedés és
fejlddés beinditisa és szabalyozasa igen Osszetett alap-
kutatasi feladat.

A szdvettenyésztés mddszere lehetdséget nyujt a
hormonok hatésmdédjanak a feltdrasara, azon anyagcsere
valtozasok vizsgalatara, amelyek jellemzden kapcsoltak a
ndvény hormonhatasra adott valaszdhoz. Egy adott szdvet
tenyésztésekor é taptalaj Osszetételének és a tenyészté—
si feltételeknek az allanddsitasa meghatarozott novekedé-
si valaszt valt ki. A ndvekedési valasz analizdlhatd az
anyagcsere folyamatok kiilénb6z® pontjain hatdé gatldanya-
gokkal.

D Jelen munkédnkban a fehérjeszintézis gatldéi koziil

a riboszdéma miik6désére hatd kloramfenikolt és puromicint
hasznaltuk fel az analdg szerkezet és riboszomalis funk-
cid alapjan a kinetin hatéds modellezésére. A kisérlete-

ket dohé&ny szdvettenyészteken végeztiik.



A tenyésztésben 1évd dohany szdvetvonalainak Ossze-
hasonlitdé vizsgdlatat kovetden kivalasztottuk a legjobb
ndvekedést mutatd szdvetvonalat. Ezt hasznaltuk fel a
hormon és gatlbdanyag tesztelésére. A dohényszdvet magas
gatld koncentracidval kezelt tuléld, valamint a gatld-
hatadsra tul érzékeny sejtpopulidcidinak a nyerése is cé-
lunk volt. A hosszu ideje tenyésztett szdvetvonalra az
organizacids képesség elvesztése volt jellemzd, s mint
ilyen, biokémiai jelzok, un. markerek hordozdja lehet.
A biokémiai jelzdk felhaszniladsa a fuzids kisérleteket
kovetd szelekcid soran jelentds a ndévénynemesitOk szama-
ra.

A dohényszdvettel -a kdvetkezO kisérleteket végez-
tik el;

1./ A tenyésztésben 1lévdo szdvetvonalak ndvekedésének a
vizsgalata.

2./ Ujabb szdvetvonalak inditésa.

3./ Szuszpenzids tenyészetek létrehozéasa.

4./ Szilard tapkSzeg hormon Osszetételének a valtozta-
tasa: az optimdlis tenyésztési feltételek meghata-
rozasa.

5./ Optimdlis tenyésztési feltételek kozitt tenyésztett
dohanyszbvet kezelése fehérjeszintézis gatldkkal.

6./ Kisérletek tulérzékeny és rezisztens vonalak izola-

lasara.



7.1

8./

9./

Peroxidaz és nukledz enzim aktivitasanak mérése a
kezelt és kontrol mintakban.

Ribonukleinsavak kivonasa, tisztitasa és hidroli;ise
a kontrol és gatléval kezelt mintakbdl.

Az optimalis Osszetételll tapkdzeghez adott RNS hid-

rolizadtum hatdsa a dohdnyszdvet ndvekedésére.



IRODALMI ATTEKINTES

Az izolalt tenyésztés célja és mddszerei

A novényélettan és a genetika a teljes ndvényt
vizsgalta addig, mig meg nem fogalmazddott az izolalt
novényi részek, vagy akar egyetlen ndvényi sejt élet-
ben tarthatdésidganak a gondolata. Ennek az elképzelés-
nek a helyességét jdé par év elteltével, de teljesen
igazoltédk: folyadékban tenyésztett ndvényi sejtbdl szuszpen-
zids tenyészetet hoztak létre. A mikrobioldgia teriileté-
rol atvett mdédszertani fogds széles teret nyitott a szd-
vettenyésztés tovabbi fejlddésének is. Ekkor mar tdbb
kutatd kezdeményezését kdvetlen a tenyésztés fobb iranyai
is kirajzoldédtak (Mardéti, 1977): igy az embrid~-, a gydkér-
és kallusztenyésztés, a hajtads, portok és pollen kultu-
radk. A szdvettenyésztés kiildnb8dzd teriileteit a fejlddés-—
tOrténeti szempontokon tulmenden a nagy szamu kisérleti
eredmény rendszerezése és a gyakorlati alkalmazasok el-
térései miatt indokolt elkiildniteni.

A szbvettenyésztés terlileteit viszont egymashoz
is kapcsolja az a tény, hogy a tenyésztés soran egy
lépésben kalluszt -~ differencidlatlan szdvethalmazt -
nyerve, a kiinduldsi anyagtdl szinte fliggetleniil azonos
tenyésztési mdédszerrel lehet dolgozni. Ma mar kdzel
160 kiilonbdzd ndvénycsaladba tartozd novényfajbdél hoztak

létre kalluszt, és sikeres embrid vagy hajtas képzésre



tudtdk késztetni, ily mddon ismét teljes ndvényt
nyerve.

Ujabb, a leirtakhoz kapcsolddd lehetOséget te~
remtett az a felismerés, hogy a ndvények testi és
pollen sejtjeit a sejtfal leemésztése utén un. pro-
toplaszt &llapotban eld lehet Allitani. A sejtfal nél-
kiili sejtek megfeleld koriilmények kdzdtt képesek egy-
massal egyesiilni, majd osztdédni és uj sejtfalat ké-
pezni. Ezt kOvetOen kallusz hozhatd létre, ami mar a
"klasszikus" szdvettenyésztés mdOdszereit alkalmazva
elszaporithatd, teljes ndvény képzOdése indukalhatéd-
beldle.

Kallusz és szuszpenzids tenyészetek

A kallusz és szuszpenzids tenyészetek létreho-
zasa és megtartisa steril koriilmények k&zdtt tdrténik.

Az alaptapkdzeg a legtdbb ndvény esetében a Murashige

és Skoog (1962), vagy a Linsmaier és Skgog (1965)

dltal leirt tapkdzeg. Igy a dohany esetében is tObb-
nyire ezeket hasznadljdk. A Gamborg és munkatdarsai
(1968) altal leirt B-5 tépkdzeg pedig a szd6janadl hozott
jé eredményeket. Mas ndvényeknél ezek mddositott val-
tozatait haszndljak a kutatdk. Az alapkdzeg tartalmaz
asvanyi sdkat, szahardzt, vagy gliikézt, mint szénfor-
rast és valamint tiamint, inozitolt. A legtdbb tenyé-

szet hormon igénye auxin és kinetin megfeleld vitamin,



nikotinsav és piridoxin hattérrel. A felsorolt
anyagok kiilonbdzd koncentracidikban és ezek varia-
ciéi az alkalmazott tapkOzegek igen széles skalajat
adjak. A szilardda tételre agart hasznédlnak. A tép-
talaj adott pH értékét puffer hatas biztositja.

Az uj tenyészetek létrehozasa a teljes névény

bdrmely részébdl tSrténhet. Az in vivo szbveti kor-

nyezetébdl kiszakitott szdvet darabot inokulumnak

nevezziik. Az inokulumok heterogenitasa elsddlegesen

az alkalmazott szdvettipus heterogenitéasatdl figgs

Az elkalluszositas hormon igényen alapjan Yeoman (1970)
négy alapvetd ndvénycsoportot kiilénitett el: az elsO-
be azok tartoznak, amelyek hormont nem igényelnek;

a masodikba az auxint igényldk, a harmadikba a ki-
netin igényesek, mig a negyedikbe a két hormont meg-

feleld aranyban igénylok keriiltek. A kallusz fogalman

Dougall (1973) szerint egy tapkdzeg felszinén homogén

masszaként ndvekedd sejteket értﬁnk. Eredetét tekintve

szarbdl, levélb6l( levélnyélbdl, a csucsi merisztémabdl,
portok szdvetbdl, vagy embridbdl nyert kalluszt kiildn-
bdztethetiink meg.

Az inokulumon képz6ddtt kalluszt szilard tapko-
zegrdl folyadékba Attéve, é€s megfeleld mdédon razattatva
sejtekbdl és sejtaggregatumokbdél alld szuszpenzids te-
nyészet allithatdé eld. A leirtak viszonylag hosszu ido-

tartamu (tSbb hdnap), és fajonként eltérd folyamatok.



Utolsd lépésként a nagyobb aggregatumoktdl steril
szliréssel megszabadulva homogén tenyészet &allithatd
eld. Az igy kapott tenyészetek rovid iddtartamu
szinkronizélésa is megoldhatd feladat (Gibbs és
Dougall, 1965). Steril sziiréssel akar egyetlen sejt
is kivalaszthatd, és indukalhatd a kallusz képzése
(Dougall, 1973). A sejt osztdédasait is nyomon tudjuk
kdvetni egy specidlis tenyészedény felhasznalasaval
a Jones és munkatarsai (1960) szerint kidolgozott
mddon.

A tenyésztett szOvetek bizonyos idd eltelté-
vel megkOdvetelik a kornyezetiik regenerdlasat: a téap-

k6zeg frissre tOrténd cseréjét, amit passzélasnak

neveziink. Ekkor kell elvégezni a ndvekvd szbvetdara-
bok osztasat, az Oregedd részek eltavolitasat. A
szbvetvonalak idordl iddre azonos taptalajon térténé
passzalasa biztositja, hogy a kisérletekhez megfeleld

mindségli anyagokkal rendelkezzen a laboratdrium.

Pollen eredetii haploid kulturak

Ez a mddszer nagyszamu haploid névény eldal-
litdsat teszi lehetdvé a pollenbdl indukalhatdé hap-
loid ndvényke vagy kallusz képzddésével. Jelentdsége

a genetikusok és novénynemesitdk szamara abban van,



hogy ily mdédon az indukalt, recessziv mutacidk
konnyen izolalhatdok. A k romoszémaszam megduplazta-
tasaval pedig teljesen homozigdéta vonal &llithatd
eld. A poliploid n®6vényekbOl nyert vonalak azonban
nem igazi monoploidok, és igy un. mutacids hézagok
(leakiness) jelentkeznek a masik genomban torténd
duplikéacidkor, mint azt Carlson (1970) auxotrof
dohany mutansoknal kozdlte.

Pollen eredetii haploid n&vényt elsOként Daturé
inoxidbdl &llitottak eld. A haploid dohany létre-
hozasanak a feltételeit Nitsch és Nitsch (1969)
allapitottdk meg. A szerzdk szerint csak két kritikus
faktor jatszik szerepet a n&vényképzés indukciéjéban:
a pollen allapota és a tapkdzeg. Az alkalmas alla-
pot kOzvetleniil a mikrospdra magjanak kettéosztddasa
eldtti idOben van. A tapkdzegnek pedig asvanyi sodkat,
vasat és cukrot kell tartalmaznia. A mikrospdra kez-
deti osztbdasat kovetden a fejlddési allapotok &lta-
léban analdégok a normdl embridgenezissel. A haploid
névény képzddése kedvezBen befolyasolhatd hdmérsékleti
sokkoléassal, valamint az embridképzd portokok homo-
genizatuménak a tapkdzeghez vald adasaval. Mas ese-
tekben eldszdr haploid kallusz képzddik, és ebbOl
nyerhetOk aztan névények. A haploid szdvettenyésze-

teket kallusz és szuszpenzids kulturaban egyaréant



lehet tenyészteni, azonban a hosszu ideig t6rténd
tenyésztéskor szamolni kell a ploiploidia szint

valtozasaval.

Protoplaszt izoldlasa és tenyésztése

Cocking (1972) szerint a protoplaszt fogalmén

olvan sejteket értiink, amelyek sejtfaladt mechanikai

uton, vagy enzimatikus emésztéssel eltavolitottak.

A protoplaszt izoldlas t¥bb lehetOséget rejt
magéaban: 1. a sejtek igen homogén populéacidjat
nyerhetjik; 2. a sejtfal hidnya lehetdvé teszi a
novényi sejtek egyesiilését, az un. fuzidt; 3. egyet-
len protoplasztbdl t8bb ndvény is nyerhetd a kallusz.
allapoton keresztiil.

A dohany protoplaszt sikeres osztddéasait Vasil
és Vasil (1972) figyelte meg 75 sejtes allapotig.

A dohany Nagata és Takebe (1970, 1971) kisérleteinek
is sikeres alanya volt.

A szomatikus hibridizacidé a protoplaszt ku-
tatds uj kérdéseit hozta felszinre. Az elsd szomatikus
hibridek vizsgadlatait kovetden (Dudits, D. és mts.
1977) a protoplasztokbdl tOrténd kromoszdma izolaléas

médszerét is kidolgoztak (Malmberg é€s Greisbach 1980).



A jelenleg kibontakozd eredményekbdl ugy tiinik,
hogy egyre k&zelebb kerililiink a kiilénbdzd nédvényi
fajok génjeinek kromoszdémak &ltal tOrténd transzfe-
réhez (Szabados és mts. 1981).

A protoplasztokat a ndvényi virus kutatas
terén is alkalmazzak, az itt felmeriild kérdések
részben hasonldak a ndvényi géntranszfer kérdései-
hez. A f6 eltérés abban &ll, hogy a virus virulens
dllapotaban a ndvényi sejtet nem csak sajat felvé-
telére, de az abban torténd replikacid lefolytataséara

is készteti.

Sejtkulturak totipotencidja és embridgenezise, szelek-

cids rendszerek

TObb kutatd munkdja bizonyitotta mar, hogy egyet-
len sejt vagy protoplaszt képes novényregenerédcidra,
azaz totipotens. A ndvény regeneralddasa hormondlis
szabalyozas alatt all, és a kdrnyezeti hatasokra is
érzékeny. Kritikus szdvettenyésztdi feladat a szoma-
tikus és ivari sejtekbdl tSrténd indukcid feltétele-
inek a megvalasztasa, és az indukcidt kivaltd tényezlk
megismerése. A tenyésztés soran a szelekcids rend-
szerek felhaszndléasa tObbnyire megeldzi az embridge-

nezis folyamatat.



Az ezen a teriileten eddig elvégzett kisér-
letek a genetikai valtozasokhoz kapcsoldédd élet-
tani és biokémiai vizsgalatok voltak. Szelektalt
mutansok vizsgdlatat elsdként Carlson (1970) vé-
gezte el. Dohény tenyészetbdl auxotrof muténst és
amindésav analdgokkal szemben rezisztencidt mutatd
vonalakat kiildnitett el. Heiner és Filner (1970)
L-treoninnal szemben rezisztens, Maliga és mts.
(1973) sztreptomicin és 5-brom-deoxiuridin rezisz-
tens vonalakat allitott eld haploid dohanybél.
Widholm (1972, 1976) DL-5-metil-triptofan rezisz-
tens vonaldban az L-triptofan szintje a kontrol
tizennyolcszorosa volt. A mdédszer a specidlis ami-
noésavak felhalmoztatasat tenné lehetdvé, igy a
gabonaban a lizinét, a metioninét pedig a szdjaban.
Az eljaras hiadnyossaga csak annyi, hogy az amindsav.
készletben tdrténd felhalmozddas nem tevddik at
egy az egyben a fehérje szintre, hanem az a C és N
metabolizmusan keresztill is csdkken.

Bizonyos ndvényi betegségekkel szembeni re-
zisztencia kialakitésa is célként szerepel a kallusz
tenyésztéskor. Phytophora parasitica és dohany kallusz
kO6lcsOnhatasat vizsgaltadk. A szelektalt rezisztens

novénybdl elballitott tenyészetekben a gomba nem volt



képes szaporodni, tehat a kallusz is rendelkezett
rezisztenciaval az adott tenyésztési koriilmények
k6z6tt. A mikroplazma jelenléte és eliminacidja a
taptalaj Osszetételével befolyasolhatd volt.,

Az alacsony molekulasulyu antimikrobidlis kompo-
nensek, a fitoalexinek a tenyésztd tapfolyadékban
megtalalhatdk. A szintézisek kivaltasaban a mikrdbadk al-
tal termelt bizonyos metabolitok szerepét feltételezik,
és de novo enzim szintézist is tudtak bizonyitani
(Dixon és mts. 1981). A gomba hifa sejtfal komponen-
seivel, a kis molekulasulyu cukorszarmazékokkal a
protoplasztok agglutinalddasat lehetett eldidézni
(Doke, Timiyama 1980). Ezek a tények ujabb ézelekciés
rendszerek létrehozdsdhoz adnak lehetOséget, akar a
protoplasztalast kovetd lépésben, akar a tenyésztés

SOran.

A k&zeljdvd varhatd kutatidsi témdi: Informicid atvi-

tel a ndévényi sejtbe: genetikai transzformacidk, szo-

matikus hibridizacid

Az eddig elvégzett vizsgalatok eredményeikkel
elsGsorban a lehetGségeket vazoltak fel. Bendich és
Filner (1971) borsd csirandvény és dohany kallusz
Pseudomonas DNS felvételét vizsgaltak. A borsd ndvé-

nyekbdl nyert kivonatban a felvett DNS részlegesen



lebontott formaban volt jelen. Az esetleges
beépiilést nem vizsgaltdk. A dohany kallusz &altal
felvett idegen nagy molekulasulyu DNS viszont a
magfrakcidéhoz kapcsolédva volt kimutathatéb.

Protoplasztok alkalmazdsaval tdbb novény
képes volt nagyobb mennyiségi E. coli DNS felvé-
telére, amely felvétel polikationokkal serkenthetd
volt (Ohyama és mts, 1972). Davey é&s Cocking (1972)
borsé protoplasztok Rhisobium felvételét kozdlték.
A baktérium a sejtfal leemésztésekor volt jelen a
tapkdzegben. Holstein és mts, (1973) szdja és Rhisobium
in vitro indukalt szimbidzisat irték le. Carlson

(1973) kdzlése szerint két T, bakteriofag-specifikus

3
enzim szintézise volt kimutathatd &rpa protoplasztok
T, bakteriofag fertdzését kdvetden. Ez egyben azt is
bizonyitotta, hogy a virus DNS transzkripcids és
transzlacidés templatként egyarant szerepelhet a fer-
t6z6tt ndvényben. E. coli galaktdz és laktbdz operon-
janak haploid paradicsom sejtbe tOrténd atvitelét is
ko6zd1lték. A jelenséget transzgendzisnak nevezték el.
A transzfer és az incorporacidé mdédja pontosan maig sem
ismert.

A kisérletek f6 problémait a genetikai infor-
macidé atvitelekor annak "csomagoléasa" adja. Igy a fel-

vétel mdédja, a felvett anyagot lebontani késziild

enzimek gatlidsa d6ntd tényezd a kisérletek sikerében.



Az informacid beépiilése az eredeti genomba fiigg
még a felvett és citoplazma szinten is megvédett
anyag sejtmagban bekdvetkezd sorsatdl. Ez utdbbi-
ré61 tudjuk a legkevesebbet.

"A genom mdédositas masik lehetdségét a szoma-
tikus sejtfuzidk jelentik. Melhers és Labib (1974)
cikke részletesen foglalkozik a szomatikus sejtek
fuzidés lehetdségeivel. Amennyiben a szomatikus
sejtek egyesiilését kbvetOen a teljes genom atkeriil
a fuzionaldé partnerba, ezt a szerzdk "paraszekszu-
dlis hibridizacidénak" nevezik. A fuzid utan nyerhetd
névény mind a két sziild tulajdonsdgait hordozza.

Az inkompatibilitasi gatak azonban ma még jelentO-
sen lesziikitik a hibridizacidés partnerek szamat.
Fuzid soran az alkalmas partnerek és kdriilmények
megvalasztasa, a fuzids frekvencia egy kivant szint-
re vald nbvelése az elsO feladat. Ezt koveti az On-
fuzids sejtek eltavolitasa a paraszekszudlis hibridek
k6zlil, valamely szelekcids rendszer alkalmazasaval.

A moédositott genommal rendelkez® sejtpopulacid te-
nyésztése és organizaltatasaval novények nyerése

az utolso lépés.

Az elsS szomatikus hibridek nyerését és vizsgéa-
latat kovetden (Dudits és mts, 1977) ma a protoplaszt
kromoszdéma felvételét és annak tovabbi sorsat vizsgal-

jak a kutatdk.



Ezen a téma teriileten meg kell még emliteniink
Gamborg (1977) &sszefoglaldjat, mint ma mar alap-

vetBnek szamitd cikket.

A szdvettenyészetek novényélettani és biokémiai

vizsgalatarol altalaban

A szbvettenyészetekkel elért eredmények fel-
vetik a "Mi és hogyan tortént?" kérdését. A valasz
pedig nem is olyan egyszerii. Tekintsilink az elsd
~ dbrara, melyen Osszefoglaltuk a szdvettenyésztés
lehetséges lépéseit, és képzeljlik magunk elé az
intermedier anyagcsere utakat: a vizsgalati lehetd-
ségek szama oOriasi, még akkor is, ha az abraro6l csak
egyetlen kis nyilat valasztunk is ki.

A szOvettenyészeteken elvégzett ndévényélettani
és biokémiai vizsgdlatok sorén a teljes novényen,
vagy izol&lt szerveken végzett kisérletek modszereit
veszik at, amennyiben szilikséges kelld modositassal.

A szuszpenzidban osztddd sejtek azonos fizioldgiai alla-
pota, a tenyészetek szinkroniziltsdga elengedhetetlen

az izotdpos vizsgalatok (Berlin és Widholm, 1978),

de egy egyszerii gél elektroforetikus fehérje profil
elkészitése, vagy az izoenzim vizsgalatok soran is.

Mar a hatvanas években elvégezték a dohdny levél

oldhatd fehérjéinek, a peroxidazainak, eszterazainak,
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és leucin-aminopeptidazainak vizsgalatat (Hart

és Bhatia, 1967). A szomatikus hibridek jellemzé-
sekor ezt a mddszert hasznaltadk fel a kutatdk.
Szdja- dohédny hibridek esetében az alkohol-dehidro-
gendz és az aszpartdt-aminotranszferaz profillal
jellemezték a fuzids partnereket és a szomatikus
hibridet (Wetter, 1977). E témakdrbe tartoznak az
albind és klorofill hianyos mutansokat, mint a sejt-
fuzids kisérletek alanyait jellemzd vizsgalatok is
(SzilAgyi, Nagy 1977).

A dohény levél és kallusz ribonukleinsavainak
Osszehasonlitd vizsgdlatidt Van Sittert és mts mar
1975~ben elvégezték. A kalluszban magasabb turn
over~t tapasztaltak, mint a ;evélben. A kallusz RNS~-ek
viszonylag alacsony poli-A tartalommal rendelkeztek.

A szerzok kimutattak olyan ribonukleinsavakat, melyek
egyaltalan nem rendelkeztek intramolekularis poli-A
résszel. A tumoros szdvet eltérd RNS profilu volt:

igen magas poli-A tartalommal rendelkezett, és ez
intenziv izotépos jel6lddést mutatott. A szerzdk

az RN-az rezisztens szekvenciakban is intenziv jeld-
18dést mutattak ki, és tSbb hasonld eredményre is
hivatkoztak cikkilikben.

A tenyésztett szOvetek nukleinsavainak vizsgalata
napjaink id0szerii kérdése, és jelenlegi tudasunk
szerint kézvetleniil, de még nem egyértelmiien tisztazott
médon kapcsolédik a citokininek'altal tSrténd hormo--

nadlis szabalyozéashoz. S




Citokininek vizsgalata

A citokininek széles morfogenetikai és élet-
tani hatdsa valt mar ismertté napjainkig. Az ered-
mények egyértelmiien bizonyitotték, hogy az RNS- és
fehérjeszintézis folyamatanak serkentésére képes
a sejtmagban, és a sejten belilill a sejtorganellumok
mikodését is befolyasolja. A kloroplasztiszokra
kifejtett hatdsa a hetvenes években mind ismertebbé
valt. A qurofill szintézis, a fotoszintetikus en-~
zimek szintézisének normdlis lefolyasa igényli az
endogén citokininek jelenlétét. A levelek Oregedési
folyamatanak citokinin gatléasa is bizonyitast nyert.
Feierabend (1970) kisérlete alapjan a fotoszintézis
f6bb enzimeire, igy a karboxi-dizmutézra, a NADP+—
fliggd glicerinaldehid-dehidrogenazra, a transzketolazra
és a ribofoszfat-izomerazra fejt ki a hormon szin-
tézisliket indukaldé hatast.

A dohény szovetkulturak optimé&lis citokinin
koncentracié mellett a normdlis iitemii novekedéshez
auxint és tiamint is igényelnek. Magas citokinin
tartalmu tépkdzegek esetében azonban a tiamin el-
hagyhatd, mert szintézise megtdrténik (D;avniecks és
mts, 1969). A nukledzokra in vivo gatld hatast képesek

kifejteni. A xantin-oxidazok miikddésének a befolyéaso-



lasaval fontos szerepet jatszd vegyliletek szin-
tézisét befolyasoljak (Henderson és mts, 1962).
Doha&nybbl kivont tRNS esetében bizonyitottak, hogy
a citokininek jelenlétében magasabb a tRNS meti-
laltsagi foka, valamint kifejezettebb az aminosa?
k6tS képesség is (Abbels és mts, 1972). A citokinin
kezelést k6vetden a tRNS fajtdk aranya is megval-
tozik.

A felgylilemld ismeretanyag ellenére a citokininek
elsddleges hataspontja még ma sem tisztazott telje~
sen, de a hetvenes évektdl kezdddden a probléma
mind jobban a molekuléaris bioldgia tRNS kutatésainak
témakdrébe kapcsolddott.

Szdvetkulturdban az endogén citokinin szintet és
annak szintézisét adenin és mevalonsav adasaval
kedvezOen tudtdk befolyasolni (Van Staden, 1979).

A ndvényi szbvetekbdl kinyert aktiv citokininek,
valamint az inaktiv szubsztitualt adenin szarmazékok
gaz-folyadék kromatografiaja, tomegspektrofotometra-
lasa és magas nyomasu folyadék kromatografiadja igen
hatékony vizsgidlati médszerként lépett elStérbe az
utdbbi néhany évben. Oszlopkromatografids frakcionaléas-
sal pedig a szdvettenyésztésben is felhasznalhatéd
mennyiségben juthatunk citokininekhez (Hutton,'Van

Staden, 1981).



Folyamatos tenyésztésben 1évd szuszpenzids
kulturdk esetében a citokininek transzlacidban
betd1ltdtt szerepét, a G, sordn a fehérjeszintézisre,
valamint a G2—b6l mitézisba t6rténd atlépéskor ki-
fejtett hatads&t bizonyitottadk (Wang és mts, 1981).

Az egyes ndvényfajok kdzdtt a sejtosztddasi ciklus-
ra kifejtett hatdsban eltérés van, igy példaul a
répa kultura Gy, mig a plapén S fazisba keriil a
hormon megvondst kdvetden. A hormonhidny &altalaban
S fazisban tartja a sejteket (Nishi és mts, 1977).
A leirtak alapjé&n hasznos lehet a citokinin-fliggd
sejtvonalak alkalmazdsa ezekben a Qizsgélatokban.
Véleménylink szerint a specidlis enzimek, valamint més
regulatorok hianya, amelyek a Gl/S és a G2/M at-
menethez lennének sziikségesek, a fehérjeszintézis
gatldk alkalmazésaval is modellezhetOk.

Mivel a puromicin szerkezete nagy hasonlésagot
mutat a tRNS-3’ végének adeninjével, ha az amino-
acilalva van, igen kézenfekvd volt e gatld alkalmazasa
kisérleteinkben, citokinin-fiiggd tenyészeteket alkal-
mazva. Ugyanis az egyik citokininként ismert ndvényi
minor bazis az IPA (6-izopentenil-aminopurin) is
kozvetleniil az antikodon mellett helyezkedik el a
szerint-tRNS-nél (Hess, 1979). Egyfel6l igy biztositija

az antikodin rakapcsoldédast az mRNS kodonjara, mas-



masfelBl a tRNS-ek lebontdsat kdvetden, mint
citokinin hatdsu regulatornak lehet szerepe.

Ma mar altalanosan elfogadottnak latszik egy
citokinin hatasmddrdl alkotott hipotézis (Smith,
1977), bar a nukledzokkal foglalkozdk kSrében vannak
még ellenvetések. A hipotézis mellett szdlnak a
kb6vetkezl3k: A prekurzorként adott IPA nem éplil be
a tRNS-be. A tRNS érése soran j6n létre mevalonsav-
b6l az izopentenil csoport. Tovabba mads citokinin
hatasu anyagokrdl is bizonyitottdk, hogy nincs szere-
plik a tRNS szintézisben. Cherry és Anderson (1971)
szerint a tRNS hasitésakor felszabaduld citokinin
hatasu minorok specifikus nukleazokra fejtik ki ha-
tasukat. A megadllapitast tamogatjak Maab és Kldmbt
(1981) eredményei is. A szerzdk 14C-adenin kezelést
kévetSen 1/70 aradnyban mutattdk ki a tRNS-be tdrténd
beépililést, és ez az IPA-ban volt lokalizdlhatd. A
tRNS-ek felezégi idejét 65-70 Oraban allapitottak
meg. A jeldlt oligonukleotidok felezési ideje 8 ora
koriili érték volt. Erison és Fox (198l) a 80 S nativ
riboszdomaban €s a citoplazmaban k&tetlen allapotban
1évd fehérjét tisztitott meg és karakterizalt. A
fehérje a citokinin aktivitasu 6-szubsztitualt pu-
rinok megk&tésére is képes. A szerzdk esetleges nuk-

ledz aktivitasrél nem tesznek emlitést. Az azonban



igen valdszinii, hogy mas fehérjével, vagy fehér-
jékkel keriil kapcsolatba az IPA, mint a tRNS része

a transzlacidé folyamé&n, és megint masokkal a moleku-
la szallitasa és lebontddasa soran. Az emlitett szer-
z0k a citokinin-k6td fehérjét a riboszdémaval hoztak
kapcsolatba, de emlitették az esetleges hormon re-

ceptor szerepét is.

Fehérjék bioszintézisének gatldi: a puromicin és a

kloramfenikol

A ndvényélettani kisérletekben a fehérjék
bioszintézisének lépéseit gatld két leggyakrabbén
hasznalt kémiai agens a puromicin és a kloramfeni-
kol. Ezek a gatldk a fehérjeszintézis "riboszomalis
lépésekor" hatnak. A puromicin szerkezete nagy ha-
sonlésagot mutat a tRNS-3’ végének adeninjével, ha
az aminoacilalva van. A vegylilet hatasmédja is alap-
vetOen ezzel magyarazhatd: a puromicin képes kap-
cs0lddni az 50, illetve a 60 S riboszdéma alegység
aminoacil-affin helyéhez, és igy képes kOlcsOnhatés-—
ba 1lépni a peptidil~tRNS-sel. Az igy kialakult kon-
figuracidé azonban nem képes kapcsoldédni a peptidil-
transzferaz k&zponttal. Bizonyos szempontbdl a
kloramfenikol is hasonldan hat, mint a puromicin.

Az aminoacil-affin helyhez k6tddik, de a peptidil-

-tRNS-sel nem képes kapcsolddni. A kloramfenikol



csak az 50 S riboszdéma alegységgel 1lép kolcsdn-
hatasba. Baktériumok és sejtorganellumok fehérje-
szintézisét gatolja, ugyanakkor szamos ndvényélet-
tani hatasa is ismert.

" Steril s;évettenyészetekbeh a kloramfenikol
meghatarozott koncentracidjat szoktdk alkalmazni
a tapoldatok eld-inkubalasara. Felhaszndléasakor
102 M-os koncentraciéban alkalmazva mir szamolni
kell mutagén hatidsaval. Ez utdbbi a lapos policikli-
kus molekuldk k&zbeékelddésével és alkilezéssel a
véglegesen DNS-hez t&rténd kdtddésiikkel magyarazhatéd.
NOovényélettani hatasai koziil a plasztisz képzOdés
gitlasa mar régen ismert, sOt az is, hogy a plasztisz
riboszémék érzékenyebbek kloramfenikollal szemben,

mint a plazma riboszomai.

Aktinomicin gatlas

Az aktinomicin polimeraz gatld, a magasabb-
rendli szervezetekben és baktériumokban egyarant haté-
kony. K&lcsbnhatasa kdzvetlen a DNS-el, a gatld nem
hat a polimeraz DNS-hez vald kotddésére. A fehérje-
szintézist nem ga&tolja akkor, ha a DNS helyett az
RNS szolgdl templatul, példaul az RNS virusok eseté-

ben. A denaturalt DNS-re in vivo kevésbé hatékony.



Az é106 végleges DNS strukturaja a gatlas hatékony-
sdgara meghatarozd jellegii. A gatld kromofor csoport-
ja a DNS duplexbe képes beékelddni. A policiklikus
molekuldk kdzbeékelOdésén keresztiil mads molekuléak
véglegesen is kapcsolddhatnak apozicidban a léanc-
hoz, alkilezés révén. Ezt a gatldot azért valasztot-
tuk kisérleteink alanyéul, mert nem szerepelhet
hatasaban citokinin analdgként a transzléacid
folyamatédban. Magas koncentréacidban alkalmazott
kloramfenikol esetében a két gatld tamadaspontja
azonban azonos.

Mivel dolgozatunk célja egy igen hosszi ideje
tenyésztett dohany szdvetvonal Osszehasonlitd vizs-
gadlata volt, és a téma gyér irodalommal rendelkezik,
Osszefoglald attekintést adtunk a szbvettenyésztés
moédszereirdol. Ebben a részben tisztaztunk bizonyos
fogalmakat, mdédszertani fogasokat. Az irodalmi
anyag Osszeidllitdsanil "dohany centrikus" szemléle-
tiink mellett célunk volt egy jellemzd kép adasa a
kisérletek mai allaséardl és a kirajzolodd tovabbi
lehetGségekrdl. Befejezésiil pedig a citokininekrdl
és a kisérleteinkben felhaszndlt gatldkrdl irtunk a
kisérleti bedllitasaink logikai vazat adva.

Kisérleteinkben a citokininek élettani hatéasat

vizsgalva a kdvetkezd kérdésekre kerestilkk a valaszt:



Eltérdek-e az altalunk tenyésztett szdvetvonalak
a citokinin érzékenység tekintetében?
Kimutathatdé-e ribonukledz aktivitasban kiilonbség
a vonalak kozdtt?

Az izolalt tRNS-ek mennyire emészthetlk a rész-
legesen tisztitott nukleazokkal?

Milyen a nukleotid profil az egyes vonalaknal,
gatldok hatiaséra milyen valtozas észlelhet®?

A tRNS preparatumunk hidrolizatuma rendelkezik-e

ndvekedést serkent® hatassal?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Szbvettenyésztési modszerek

SzOvettenyésztésre felhasznalt tapkdzegek

A kisérletek egy részében felhasznalt kiildn-
b6zG bsszetételll tdpkdzegek alapja a Murashige és
Skoog altal 1962-ben dohany tenyésztésére leirt tap-
talaj volt. A kisérletek mas csoportjaiban pedig a
Gamborg és Miller (1968) Altal szdja gyOkér tenyész-
tésére leirt tapkdzegét alkalmaztuk bizonyos moédo-
sitasokkal. A taptalajok pH = 5.8 értékét NaOH O.1 N
oldataval Aallitottuk be autdklavozas eldtt. A steri-
lizalas ideje 45 perc volt 120 c®-on. A hatdéanyago-
kat (hormonok, bomld vitaminok, gatldanyagok) a még
meg nem dermedt agaros taphoz sziirtiik Millipor sziirdn

steril fiilkében.

Alkalmazott tapkdzegek:

Murashige, T., Skoog, F.: A revised medium for rapid
growth and bioassay with tobacco tissue cultures

Physiol. Plant. 15, 473-497. 1962.

NH4NO3 1650 mg/1l
KNO3 1900 mg/1l
CacCl 440 mg/l

2



MgSO4

KH2PO4

H3BO3
MnSo 4
ZnSO4
KJ

A-Z t.o.
Glicin
IES

Kinetin

Gibberellin

Mezo~inozitol

Nikotinsav
Aneurin
Piridoxin
Szaharéz

Agar (por)

pH = 4'8 - 5,2

A-Z Hoagland tOrzsoldat Osszetétele

27

H,BO
MnCl
CuSo4
ZnSO

AlZ/SO4/3

370 mg/1l

170 mg/1l

3 ml
6,2 mg/l
22,3 mg/l
8,6 mg/l
0,83 mg/l
0,5 ml/1
2,0 mg/l
2,0 mg/l
0,2 mg/l

1,0 mg/l

100,0 mg/1

0,5 mg/l
0,1 mg/l
0,5 mg/l
30,0 g/l

5-6 g/l

0,550 g/1
0,350 g/1
0,050 g/1
0,050 g/1

0,050 g/1



NiSO4 0,050 g/1
Co/NO4/, 0,050 g/1
Tio2 0,050 g/1
LicCl 0,025 g/l
suCl, 0,025 g/1
KJ 0,025 g/l
KBr 0,025 g/1

Gamborg, O0.L., Miller, R.A., Ohyama, K.: Nutrient
requirements of suspension cultures of soybean root

cells Exp. Cell. Res. 50, 151-158, 1968.

NH ,NO 1000,00 mg/1l

4773
KNO3 1000,00 mg/1l
KCl 65,00 mg/l
Ca/NO3/2 260,00 mg/l
/NH4/2804 200,00 mg/1l
NaH,PO, 165,00 mg/l
Mgso4 360,00 mg/l
MnsoO, 5,00 mg/l
Znso, 3,00 mg/l
H3BO3 3,00 mg/l
NaMoO4 0,25 mg/l
Cuso, 0,25 mg/l
CoCl, 0,25 ml/1
Fe-Na-EDTA 5,00 ml/1
Nikotinsav 5,00 mg/l

Aneurin 10,00 mg/l



Piridoxin 1,00 mg/l
Ca-pantotenat 0,25 mg/l
Aszkorbinsav 10,00 mg/l
Meso-inozitol 100,00 mg/1l
Glicin 10,00 mg/1l
L-Glutamin 50,00 mg/l
Kasein 250 mg/l (helyette aminisol 25 ml/1l)
2,4~-D 0,44 mg/l
Agar 6,00 g/l
Szaharoz 20,00 g/1

pH = 4'8 - 5,2

A tenyésztett dohdny szdvetvonalak jellemzése

Szdvetvonal alatt az azonos eredeti és egy
adott Osszetétell tapkSzegen novekedd kalluszt
értjliik. Passzalaskor és a kisérletekhez esetenként
250 + 5 mg apikdlis szovetrészt mértiink ki sterilen,
torzids mérleget alkalmazva. 50 ml tapkOzegre cent-
ralisan, kissé az agarba mélyesztve helyeztiik el
az inokulumokat.

Az 1. jelzésli dohanyvonal izolalésa Nicotiana

tabacum szarbhdl k&zel 15 éve tdrtént, és azdta folya-
matos a passzalasa. A kallusz homogén megjelenésii,
halvany sarga szinii. Kulturaban tartasa alatt or-

ganizaciot nem mutatott. A tbrzsanyag fenntartasa



Murashige, Skoog (1962) altal leirt tapkdzegben
folyik.

A 2. jélzésﬁ szbvetvonal Nicotiana tabacum

Wisconsin-38-bdl szarmazik, portok eredetii, €s két
éve 4llt folyamatos passzalas alatt. A kallusz-
képzés indukcidéja a Gamborg, Miller, Ohyama

(1968) altal leirt tapkdzegen tSrtént. Ezen a tapko-
zegen organizacidét nem mutat a viszonylag nagy viz-
tartalmu héfehér szdvet. Oregedéskor intenziv el-
barnulds lathatd a tapkSzeggel érintkezd z6nabdl
kiindulva.

A 3. jelzésii szbvetvonal Nicotiana silvestris por-

tok eredetii, és két éve allt folyamatos passzalés
alatt. A 2. szdvetvonallal azonos koriilmények kdzdtt
tartva tomdtt, fehér szinli, organizacidét nem mutatd
kalluszt képez.

A szbvetvonalakat sOtétben é&s fényen, 25+2 c®-on tar-
tottuk. A megvilagitast 16/8 6ras fény/sdtét perid-
dusban fénycstvekkel biztositottuk 120 W/m2 fényerds~
séggel /Tungsram 20 WF. 33-White és Orion 20 WF. 7-Day
light/.

A tenyésztés soran a Mardti (1971) altal leirt moéd-

szertani fogasokat alkalmaztuk.



Ujabb szbvetvonalak inditéasa

Az 1. jelzésii dohanyvonalbdl egy 4. jelzési

szbvetvonalat is eldallitottunk a Gamborg, Miller,
Ohyama (1968) féle tapkdzegre oltéssal. Az 5. és a

6. jelzésii szbvetvonalat Murashige é€s Skoog (1962)

altal leirt tapkdzeg alkalmazasaval allitottuk eld

a 2. és 3. jelzésii vonalbdl.

A tenyészetek minden vonalabdl, sotétben 22 Co-on,
ugynevezett tOrzsanyagot tartottunk fenn. Az at-
oltasokat 4 hénapig kéthetente, majd ezt kdvetlen
havonta végeztiik. Ekkor a kisérletekhez 34 napja
tenyésztésben 1évd szbvetek apikalis 25045 mg-jat
mértiik ki sterilen egy-egy lombikba, amely 50 ml
agaros tapot tartalmazott. Mas kisérleti bedllitéas-
ban 14 napos szbvet 20045 mg-nyi mennyiségét hasznéal-

tuk fel.

Szuszpenzids kulturdk létrehozasa

A 14 napig tenyésztett szOvetvonalak 300-300
mg-jat Wasserman csdvekben a megfeleld agarhiényos,
folyékony tapoldatba helyeztiik, és Vibroterm rézét
késziilékkel a legkisebb fordulaton razattuk. A szét-

razatott sz6veteket tObbrétegii gézen atsziirtiik, majd



200 ml-es Erlenmayer lombikok 50 ml-nyi t&pkdze-
gébe oltottuk. A munkat steril koriilmények kozdtt,
oltéfiilkében végeztiik. Az igy nyert szuszpenzidkat
150 mg friss suly/50 ml tédpoldat slirliségiire 41l1li-
tottuk be. A razatast horizontdlis New-Brunswick
G-25-6s késziilékkel végeztik (1300 rpm).

A tenyészetek sejteket és kis aggregatumokat
tartalmaztak, amelyek koziil a legnagyobb sem haladta
meg az 50 sejtes allapotot. A tenyészetek fertdzés-

mentességét mikroszkdéppal ellendriztiik.

A kisérletek kiértékelésénél alkalmazott mdédszerek

Sejtszam meghatdrozas

A meghatarozaskor ismert mennyiségli szdvetet ra-
zattunk szét adott térfogatu 5 %$-os krdmsavval, majd
ekvivalens luggal k6zOmbdsitettiik. Az igy nyert
szuszpenzid tovabbi karosodas nélkiil jégszekrényben.
eltarthatd volt. A szamlalast Blirker kamraban végez-
tik, haromszori ismétlésben. A sejtszamot 1lg szdvetre

vonatkoztatva adtuk meq.

Szarazanyag tartalom meghatdrozas

100 mg sulyu szdvet mintat 8 6raig 100 Co-on,

majd egy napon at 60 c®-on szaritottuk és ezutdn mér-



tik a sulyat. Az eredményt a szaraz suly friss suly-

ra vonatkoztatott %-aban adtuk meg.

A szovettenyészetek friss suly mérése.

. A napi nbvekedés és a relativ novekedés

értékeinek szamitasa.

Novényélettani vizsgalatok

" Egyszerre t8rténd DNS, RNS és fehérje

meghatarozas

Az alkalmazott eljarast Pilet é&s Braun (1967)
médszerének mdédositasaval dolgoztuk ki. Potterrel
3 ml TCA-acetonban esetenként 750 mg szdvetet homo-
genizaltunk el, jégben hiitve. A homogenizatumot
Janetzki centrifugénl800 rpm fordulaton 15 percig
centrifugaltuk. A feliiluszdt eldntve a csapadékot
egyszer hiitdtt 3 ml TCA-acetonnal, majd kétszer
0,2 N perkldérsavval mostuk. Ezutan a csapadékot
4 ml 0,4 N NaOH-dal 37 c®-on 24 6rén &t hidrolizal-
tuk. A hidrolizist 1,5 ml 1,5 N perklérsavval allitottuk
le, és a mintékat 1 6rara O c®-ra helyeztiik. 20
percig 8000 rpm—el centrifugaltuk. Az ekkor kapott

fellilusz6 adta az RNS I frakcidt. A csapadékot 2 ml

0,2 N perkldérsavas mosas utan centrifugaltuk. A viz-



‘tiszta feliiluszd adta az RNS II frakcidét. A két
frakcidt egyesitve a ribdz tartalom orcin reakcidval
torténd meghatarozasat végeztiik el. Az RNS tartalmat
kalibracidés gdorbérdl leolvasva kaptuk.

A visszamaradt csapadékot 3,0 ml O,5 N perkldr-
savval 70 Co—on hidrolizaltuk, majd lecentrifugaltuk.
A felilusz6bdl DNS meghatarozast végeztilink ecetsavas
difenilaminnal, a dezoxiribdéz tartalom alapjan. A DNS
tartalmat kalibracids gdrbérdl olvastuk le.

A visszamaradt csapadékot 3 ml 0,1 N NaOH-dal
foztik 15 percig, lehililés utéan ceptrifugéltuk. A min-
tdk fehérje tartalmat Folin-reagenssel, az aromas ami-~-
nbésavak reakcidéja alapjan hataroztuk meg. A kapott
eredményeket ug/l000 mg friss szovetsuly értékben fe-

jeztiik ki.

Peroxidaz—aktivitads fotometrias mérése

A meghatarozashoz esetenként 200 mg friss szdve-
tet haszniltunk fel. A lehiitdtt mintadkat pH = 6,0-0s,
0,01 M-os foszfat pufferben elpotteroltuk, majd
8000 rpm fordulaton 25 percig centrifugaltuk.

A meghatdrozas kilivetta reakcidval tSrtént. Az optikai
denzitas valtozasat 420 nm-en mértiik. A reakcidelegy
Osszetétele a kOvetkezd volt: 1,9 ml foszfat puffer,
0

1,0ml 0,2 $-0s H 1,0 ml 0,1 $-0s guajakol, valamint
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a reakcid inditasat addé 0,1 ml enzim kivonat. Az

enzim aktivitast AOD /g friss suly x perc érték-

420
ben adtuk meg.

Ribonukledz—aktivitas mérése

Az enzim vizsgdlatat els®dleges (crude) kivo-
natbdl végeztiik Udvardy (1967) szerint. A meghataro-
zdsokhoz esetenként 500 mg szdvetmintadt hasznaltunk
fel. Az anyagot hilitve potteroltuk 0,05 M Tris-HCl
pPH = 7,5 oldattal. A szdbvetmintdk intenziv peroxidaz
aktivitasat észlelve bizonyos szdvetek vagy kezelések
esetében a kivond puffert 0,1% aszkorbinsavvl, 0,1%
ciszteinnel és 0,5 M szahardzzal egészitettilk ki. A
kivonatokat 0 c®-on 16000 g-vel 20 percig centrifu-
galtuk. Az enzimreakcidhoz 0,2 ml kivonatot hasznal-
tunk fel. Szubsztratként 2,5 mg/ml élesztd RNS-t, illet-
ve részlegesen tisztitott, magidbdl a dohdny szdvetmin-
takbdl kivont RNS~t haszndltunk. A reakcidk végtérfo-
gata 3 ml volt, az inkubacids id6 1 o6ra, 37 c®-os
termosztatban. A reakcidt mélyhiitObhdl kivett ccHCl-
alkohol 1:3 ardnyu oldaténak 1,6 ml-ével allitottuk le.
A csapadékot két d6rai &llas utén viztisztara centrifu-
galtuk, és a feliiluszdét megfeleld higitds utan spektro-
fotometraltuk 260 nm-en (Unicam spektrofotométer). A
savoldhatd reakcidtermékek elnyelése alapjan O,1 OD

valtozast tekintetiink egy enzim aktivitasi egységének.

A viszonyitdsi alapot a 0-idd mintdk képezték.



A ribonukledz enzim részleges tisztitdsa

Az enzim kivonasahoz 14 napig azonos k&riilmé-
nyek kozOtt tenyésztett szdvetmintdk 10 g-jat hasz-
naltuk fel. A kivondé 0,05 M pH = 7,5 Tris—-HCl puffer
volt. A feltarast 1:3 aranyban, jeges vizben hiitve,
potterolassal végeztiik. Az-igy nyert kivonat sejtmen-
tességét mikroszkdéppal ellendriztiik. A részleges tisz-
titdst Udvardy és mts. (1967) szerint végeztiik,
/NH4/ZSO4—os kicsapast kdvetden Sephadex G-100 oszlo-
pon vald tisztitdst alkalmaztunk. Az aktiv frakcidkat
egyesitve szahardz hozzidadasaval liofilizaltuk az en-

zimet és azt mélyhlitOben taroltuk.

Ribonukleinsavak kivonasa és vizsgalata

" —— - e S Bee = - —— s T G T —

A gatldkkal kezelt és a kezeletlen, 14 napon ét
ndvekedett kalluszokat Kirby (1968) fenolos mbédszere
alapjan tartuk fel. A kivond frissen desztillalt fenol-
viz 0,3% dietilpirokarbonat tartalmu egy-egy aranyu
elegye volt. A homogenizalast Waring Lab. Blendor 5BA.
60 VL 35A tipusu homogenizatorral, megszakitdsokkal
5 percig végéztﬁk. Esetenként 500 g szdvetet 1500 ml
térfogatban homogenizdltunk el, majd kétrétegii steril
gézen atsziirtiikk. A fazisok szétvalasztasa hilitve cent-

rifugalassal tortént: 4 c°, Janetzky K-70, 3000 ford/perc.



A vizes fazisb6l a nukleinsavat 0,1 térfogat kalium-
acetatot tartalmazd két és fél térfogatnyi 96%-os
etanollal csaptuk ki pH = 5.0 értékben. Ezutan a csa-
padékot a teljes kivalasig =20 c®-on taroltuk. Ismé-
telten centrifugaltuk 30 percig 2500 fordulaton. A
csapadékot 150 ml-re oldottuk 0,3 M-os NaCl-ban, majd
szelektive kicsaptuk a nukleinsavakat 30 ml 0,3 M-os
NaCl-ban oldott 5 %~os cetavlonnal. A csapadék ki-
alakuldsa 4 c®-on 30 perc alatt megtdrtént. A csapa-
dékot 30 percig 2500 fordulat/perc értékben centri-
fugaltuk. A csapadékot 100 ml 0,3 M-os NaCl-ban oldott
cetavlonnal mostuk, majd ujra centrifugaltuk és harom-
szor mostuk hiitdtt steril desztillalt vizzel. A csapa-
dékot 96 %-os 50 C° hdmérsékletii etanollal kevertiik
el, és 15 percig ezen a hOmérsékleten tartottuk viz-
flirdSben, a maradék fenol és fehérje szennyezés kicsa-
pasa céljabdl. Lecentrifugdltuk, és a feliiluszdhoz

0,5 térfogatnyi 2 M-os NaCl-ot adtunk, a nukleinsavak
Na-s6jat képeztetve. 2 O6rédn at -20 c®-on taroltuk, majd
30 percig 2500 fordulat/perc értéken centrifugaltuk.

A csapadékot 20 ml 0,3 M-os NaCl-ban oldottuk, és le-
csaptuk 2,5 térfogatnyi 96 %-~os etanol hozzdadasaval.
Az igy nyert RNS egy részét oszlopon t6rténd sbétala-
nitast kdvetben szubsztratként alkalmaztuk a ribonukle-

az aktivitasok mérésekor.



A csapadék masik részét centrifugalas utan 100 ml

2 M-os NaCl-ban extrahaltuk 30 percig. A kis moleku-
lasulyu RNS-ek a tRNS-ek és az 5S RNS, ekkor oldéd-
tak, és a csapadék a 18 S és a 26 S RNS-t tartalmaz-
ta. A csapadékot centrifugidlas utan (30 perc, 2500
rpm) vakum excikatorban =20 c®-on taroltuk. Az RNS

/ AOD

tisztasagat a AOD arany mérésével ellen-

260 280
Oriztik Unicam spektrofotométeren. A DNS esetleges

jelenlétét difenilaminos reakcidval ellendriztik.

A savas hidrolizist 1N sobsavval 100 Co—on, zart
fioldban, vizfiirddn végeztiik. Az enzimatikus bontéas-
hoz tisztitott elsddleges kivonatot hasznaltunk (1 mg
RN-azt tartalmazott 0,2 ml O,1 M-os Tris-puffer,
pH = 7,5 értéken) 8 &ran at 37 C°-on. A reakcid ledlli-
tasat 1,5 térfogat Tris-HCl pufferrel telitett fenol-
lal végeztikk. A fehérjék kicsapisat még kétszer ismé-
teltik meg két térfogatnyi ugyanilyen fenol hozzaadasa-
val. A vizes fazisbdl a maradék €enolt haromszori di-
etiléteres kiradzassal tavolitottuk el. A sdétalanitott

liofilizalt hirolizatumot -20 Co—on taroltuk.

Az MN-300-as celluloz réteget Desaga 65630L ti-

pusu rétegkészitdovel 20x20 cm-es liveglapra 0,5 vagy



1,0 mm-es vastagsagban készitettilk, a felviendd
anyagmennyiségtdl filiggben. A mintat 1 ul-es rész-
letekben mikropipettaval vittiikk fel. (Felvitel

20 OD/lap).

A kromatogrammokat 2 dimenzidban fejlesztettiik

ki: Bj6rk és Svensson (1967) mddszere alapjén. Elsd
futtatas A iranyban: n-butanol/viz 86/14 aranyban,
telitett amméniads goztérben. Masodik futtatéds B
iranyban (A-ra merSlegesen): izopropanol /ccHCl/viz
170/41/39 aranyban.

A kromatogrammok kiértékelése UV fény segitségével
tértént. A lapokat telitett ammdnids gOztérben tart-
va 15-20 percig a bazisok UV megvilagitaskor elnyel-
nek. A foltokat k&rililhatdroltuk, majd lekapartuk és
2,5 ml 0,1 N HCl-ban oldottuk fel.

A foltok azonositasa az ismert bazisok (adenin, uracil,
citozin, guanin) azonos koriilmények k&z6tti futtata-
sdval, majd a mintak és a viszonyitd bazisok spektru-

manak felvételével t&rtént.

A tapkdzegek hormondsszetételének valtoztatasa

Az alaptap agaros Murashige és Skoog (1962)
altal leirt taptalaj volt. A mdodositasok csak a £0
hormon alkotékat, az idolecetsavat és a kinetint érintet-

ték. A hormonhié&ny hatadsat a fényperiddus hatasaval



egyidejlileg teszteltik. A kisérleti Osszeadllitéast
az I. tablazat foglalja Gssze. Az itt alkalmazott
jelbléseket hasznaltuk fel az eredmények értékelése-

kor is. A kisérleteket kétszer ismételtiik meg.

I. tablazat

A t3ptalaj hormon 8sszetételének hatadsa a ndvekedés-
re sbtétben és fényperiddus alatt. I. és III. megvila-
gitas 16 6ra fény + 8 dra sdtét, 30 c°, II. és IV.

megvildgitas nélkil 25+2 c®.

Taptalaj variacidék

Kontrol Hormon hianyos Hormon nél-
kili
Inokulum
+/IES+ -/IES/+ ~/kinetin/ -~ /IES+
kinetin/ kinetin +[/IES/ kinetin/
250 mg 30 napos
doh&nyszdvet s&- I /2 /3 /4
tétben tenyész- :
tett kulturabodl 11/1 I1/2 I1/3 11/4
250 mg 14 napos
dohanyszdvet 14 I11/1 ITI/2 III/3 III/4
napig fényen no-

vekedd kultura-

IvV/1 IV/2 Iv/3 Iv/4
bdl ‘

Gatldanyagok alkalmazisa

A fehérjeszintézis gatldi koziil az elsd kisérle-

ti bedllitadsban az aktinomicint, a kloramfenikolt, és a



puromicint nagy (10_6 M-o0s) koncentrdcidban alkal-
maztuk. A szildrd téaptalajba az agar megszilardula-
sa eldtt kevertilk be a gatldét, steril szlirést kdvetd-

en. A kOBvetkezd kisérleti bedllitdsndl a leirtakkal

egyezd mddon a kloramfenikol és puromicin 10—6,

5x10-7 és 10_6 M-os koncentracidit és az aktinomicin

4x10"%, 2x107°, 10°% &s 5x10”7 M-os koncentracidit

mértikk be a tapkdzegbe.

A rezisztens és tulérzékeny vonalak elkiilonitésekor

a razatott folyékony tapkdzegli tenyészetek 10_6 M-os
koncentracidéban tartalmaztdk a gatldokat. A kezelési
idd 3x24 o6ra volt, ezutadn a kulturdkbdl vett mintakat
=6 és 10—6

10 M koncentracidban tartalmazd szilard

tapkdzegre szélesztettiik, és tovabbi 14 napig tenyész-

tettiik.



KISERLETEK ISMERTETESE ES MEGBESZELESE

Dohadny szdvetvonalak Osszehasonlitd vizsgalata

Az Osszehasonlitd vizsgalatokban a Murashige és
Skoog 1962 altal leirt tépkdzegen ndvekvd 250+5 mg
sulyu, torzids mérlegen sterilen bemért inokulumok
jellemzd paramétereit hataroztuk meg a tenyésztés
14. napjan. A kisérleteket két varidcidban &llitottuk
be: egy s6tétben ndvekvOo és egy fotoperiddus szerint
megvilagitott tenyészetet haszndlva. A kapott eredmé-

nyeket a II. és III. tablazatban foglaltuk Ossze.

II. tablazat

So6tétben 14 napig novekedett dohany szdvetvonalak

jellemzd adatai

Szdvetvonal

jeldlése 1. 3. 6.
Friss suly 972424 31549 265+10
(mg) - - -

Szarazsuly

a friss suly 5,6+0,2 2,640,2 3,2+40,2
%~aban

Sejt ézém

(x 107 /1000 1,8+0,3 1,4+40,4 1,8+0,5

mg szdvet)




III. Tablazat

Megvilagitott (16 b6ra fény és 8 Ora sbtét), 14 napig
ndvekedett dohdny szbvetvonalak ndvekedést jellemzd

adatai

Szovetvonal
jeldlése 1. 5. 6.

Friss suly
(mg) 1700+200 534+38 980+32
szdras

Szaraz suly
a friss suly 6,9+0,6 6,6+0,6 6,9+0,7
$~aban .

Sejt szam
(x 107 /1000 2,5+0,3 3,0+3 2,3+0,3
mg szdvet)

Az 1. szovetvonal (Nicotiana tabacum) esetében
foként mennyiségi valtozasok jelentkeztek a fénykezelt
és sotétben ndvekedett szé&etminték k6zbtt. A sz8vetmin-
tdk sulya mindhdrom esetben kdzel megkétgzerezdddtt a
fény hatasara; ez mondhatd el a sejt szamrdl is. Az
l. szdvetvonal kallusza kissé megzdldiilt, organizaciod
azonban nem kdvetkezett be a vizsgalt idotartamon beliil,
sOt a tenyésztés idejét 54 napra meghosszabbitva sem.

Az 5. szdvetvonal (Nicotiana tabacum ﬁiSCOnsin-BS) sz6-
veteit 14 napon at megvilagitva, azok sulya atlag 219

mg-al gyarapodott jobban a s&tétben tenyésztetteknél.



A szarazsuly értékek ndvekedése ennél a variéns-
nal volt a legnagyobb, valamint a fehérje tarta-
lom valtozasa is. Ez utdbbit a IV. tablazatban
tiintettiik fel. A szbveteken az organizacid - hajtéas
képzGdés - jelei a tenyésztés 1l4. napjan mar
jelentkeztek, szemmel lathatdk voltak.

A 6. szbvetvonal igen intenziv zoldiilést mutatott,
azonban az organizacid a tenyésztés 1l4. napjan még
nem volt megfigyelhetd. A szdvet igen aprd sejtek-
bol allt, és tmott szerkezetll volt. A fehérje
tartalom valtozasa az organizacidt szintén nem mu-
tatd 1. szdvetvonalndl mért értékekhez hasonld no-
vekedést mutatott. A nukleinsavak mennyisége a
harom megvilagitott szdvetvonalndl egyarant emel-
kedett, és ez a fokozottabb fehérjeszintézishez

kapcsolt. Az értékeket a IV. tablazat tartalmazza.

A harom szdvetvonal az elsd Osszehasonlitd

vizsgadlat alapjan alkalmasnak bizonyult egy organi-

z416d6 rendszer modellezésére, hiszen az altalunk

valasztott tenyésztési kdrilmények kozdtt igen
eltérd "fejlddési valaszt" adtak, bizonyos hasonlé-

sadgi tendenciak ellenére is. Igy ebben a modellben



IV. tablazat

Dohdny szdvetvonalak nukleinsav és fehérje tartalma

a tenyésztés 14. napjan

Megvilagitasi koriilmények

Fényperiddusos Sotét
varians varians
Szovetvonalak
jeldlése 1. 5. 6. 1. 5. 6.
Ribonukleinsav
tartalom |
(ug /1000 mg 1927,0 1772,5 1834,3 1425,6 1568,1 1880,
. szdvet)
Fehérje tarta-
lom 4,3 5,85 4,65 3,8 2,4 2,8
(mg /1000 mg ’ ! ! ! ! !
szdvet)

az 1. szbvetvonal jelenti az igen jol ndvekedd, dif-
ferencidlatlan, megvilagitas hatasara kevésbé z51ldiild
kallusz tipusu szOvetet. Az 5. szbvetvonalban jatszdd-
tak le a mennyiségi gyarapodast kovetd minGségi val-
tozasok a megvilagitas hatdsara a tapkdzeg kihaszna-
lédésat kovetden. Ez a szdvet modelliinkben a spontan
organizaldéddé kalluszt képviseli. A 6. szOvetvonal
&tmenetet jelent a kallusz és organizaldédd kallusz
k&6zdtt az igen jo6l1 z$1diild, de nem orggnizélédé, to-

nétt szbvetstrukturajaval.
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Ezen els® kisérleti beallitasunkban azonos tapkd-
zegeket alkalmaztunk: azonos hormonhatasok érvénye-
sliltek. Az eltérd ndvekedési valasz és a vizsgalt
paraméterek kiilénbozOségei a szdvetek eltérd élet-
tani sajatossagaival magyardzhatdk.

A taptalaj hormon Osszetételének megvaltoztatasa: a
kinetin és az indolecetsav (IES) egyenkénti, valamint
egylittes kihagydsa a tapkdzegbdl tSrténd hormon fel-
hasznalas haﬁéreseteit hozta létre mesterségesen.
Vizsgalataink k&vetkezd lépése igy a hormonhianyos
tapkdzeg tesztelése volt az 1. szdvetvonal felhasz-
ndlasaval. (Az I. tablazat foglalja Ossze a kisérleti

variaciodkat).

Az 1. szdbvetvonal ndvekedése hormonhidnyos tapkdze-

geket alkalmazva. Organizacids lehetdségek

Mind a harom szdvetvonal eldallitasakor a kalluszo~-
sodast kivaltd tapkdzeg tartalmazott 2,4-dikloérfenoxi-
ecetsavat. Valdszinii, hogy elszaporitasukkor eltérd
ideig ndvekedtek 2,4~D tartalmu taptalajon. A kisér-
leteinket megeldzd egy év soran IES-t és kinetint egyiitt
tartalmazd tiapon ndvekedtek. Az 1. szdvetvonal esetében
a 15 év tenyészidd t6bb szaz atoltast 'jelentett. A
masik két szdvetvonal esetében ez joéval szaz alatti

érték. Az 1. szdvetvonal hosszu tenyészideje miatt itt



indokoltabb a kérdés felvetése, hogy nem rendelkezik-e
a szdvet kinetin vagy IES autonomiaval. A masik két
szbvetvondlnal is felmeriilhet ez a kérdés, de az or-
ganizaldodéasi képesség jelentkezése miatt az 1. és

az 5., 6. szbvetvonal nem vethetd Ossze ebbdl a szem-
pontbdl.

A dohadny 1. szdvetvonalanak ndvekedését mutatja a

2. abra. Fényen a kallusz gyarapodas liteme gyorsabb.

A tenyésztés 54. napjan mérve a kallusz sulyértékeket
a szdveti elbregedés jelel tapasztalhatdk, mig fényen

a nbvekedés iliteme még k&zel linearis.

V. tablazat

Dohdny 1. szdvetvonal friss suly értékeinek valtozéasa
a taptalaj hormon Osszetételétdl, az inokulum és a
tenyésztett szbvet tartési korlilményeitdl fliggden.

Esetenként 16-18 minta keriilt feldolgozasra.

Jeldblések:

1. hormonokat tartalmazd MS tapkdzeg

2. IES hianyos variacid

3. kinetin hidnyos variéacid

4, hormon nélkiili MS tapkdzeg

I. SBtétben ndvekedett inokulum atoltasa utan fényen

ndvekedett tovabb.



II. sbtétben ndvekedett inokulum atoltéasa utéan
sdtétben novekedett tovabb

III. fényen ndvekedett inokulum atoltésa utédn fényen
ndvekedett tovabb

IV. . fényen ndvekedett inokulum atoltasa utén

s6tétben ndvekedett tovabb

Fényen to6rténd Friss suly
inkubalas (mg)
I/1. 2500+500
I/2. 2000+150
I/3. 1300+370
1/4. ' 1390+130
III/1. 1750+280
III/2. 1280+300
ITI/3. 1150+430

III/4. 1080+100




So6tétben tdrténd Friss suly

inkubdléas (mg)
II/1. 1110+100
II/2. 960+100
I1/3. 790+220
II/4. 1040+130
Iv/1. 920+70
Iv/2. 810+200
Iv/3. 700+350
Iv/4. 500+ 200

Az V. téablazatban 6sszefoglalt kisérleti ada-

tokbdl megadllapithatd, hogy a kallusz szdvet nbvekedését

az IES és kinetin interakcidja serkentette a legjobban.

Kiemelked® ndvekedési értékeket kaptunk (2500 mg)

amennyiben a tenyészidd alatt a fény ndvekedést indu-

kald hatdsa a hormonhatassal egylitt érvényesiilt. A

fényen novekedett inokulum sotétben tovabb tenyésztve

a megfeleld hormon-ellatottsidg mellett is a leggyengébb
szaporulatot hozta.

Amennyiben az eredetileg fényen novekedett inokulum
fényen ndvekedett tovabb (III. varidcidk) hasonld
ndvekedési valaszt adott a hormon megvonasokra, mint az

I. variacidé, csak aranyosan csdkkent értékkel. A fényen
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névekedett inokulum hormon megvonisos, sOtétben
tOorténd tenyésztése a kezdeti szdvetsuly megdup-
l4z6dasat valtotta ki (500 mg) a két hét alatt.

A sbtétben novekedett inokulum az eldzdkkel egyezd
feltételek k&6z6tt azonban kdzel négyszeresére gya-
rapodott a szbvet friss sulyéftékei alapjan.
Megallapithattuk, hogy a sz&vet névekedésének be-
folyasolasaban a fény hatdsanak, melyet valdszinii-
leg a fényindukalt enzimszintézisek révén fejt ki,
kodzel azonos szerepet tulajdonithattunk, mint az

alkalmazott hormon kombindcidénak. Hormon hiany esetén

a kinetin hidnyos varians sulynbvekedése csdkkent,

az IES endogén szintézise azonban kielégitOnek

mondhatd. A klorofill tartalom kvantitativ meghatéa-
rozasahoz 250 mg szdvet, mint kiinduld mennyiség

nem volt elegendd, még a hormonokkal ellatott fényen
novekedett kallusz esetében sem, igy a fény ndvekedést
serkentd hatasa nem a fotoszintézisen keresztiil érvé-
nyesiilhet elsddlegesen.

A tenyésziddt a 14 napos periddus meghosszabbitasaval
49 napra bOvitettiik, és 7 naponkénti mintavétellel
meghataroztuk a hormon 8sszetétel hosszabb tavu hata-
sat. Az ekkor kapott ndvekedési valaszt tartalmazza

a 3. abra. Az IES kielégitd endogén szintézise igy
hosszabb tenyésztési iddn beliil is bizonyitottnak

tekinthetd, sOt a kinetin endogén szintézise is



valdszinili, bar kifejezetten kisebb mértékd.

A fény hatdsat vizsgdlva a 2. abran lathatjuk, hogy

az a tenyésztés els® 14 napjén hozza a legmarkansabb
eltérést, és az még az esetleges organizacid idejére
is atterjed.

Az 1. szbvetvonalnidl a 2 mg/l IES és a 0,2 mg/l
kinetin egylittes hatédsa nem képes az organizacid hor-
mondlis szintjét biztositani, sOt a szdvet az iroda-
lomban fellelhetd mas hormon kombindcidkat alkalmazva
sem mutatott differencidlodast. Az organizacids fel-
tételeket és a szdbvetvonalaink viselkedését a VI.
tablazatban foglaltuk Ossze.

A Gamborg, Miller, Ohyama (1968) taptalaj kine-
tint nem tartalmaz, a 2,4-D tartalma pedig 0,44 mg/l.
A szbvetvonalaink mindegyike kallusz formajaban te-
nyészik ezen a tapkdzegen.

Az organizacid sponté&n jelentkezett az 5. szbvet-
vonalnédl a tenyésztés 14. napja koriil, itt a hormon
Osszetétel: IES 2,0 mg/l és kinetin 0,2 mg/l. Ezt a
szbvetet a Lismaier, Skoog (1965) taptalajra atoltva,
ahol a hormon arany 2:1 {IES 4,0 mg/l és a kinetin
2,0 mg/l), madr az atoltést kdévetd nyolcadik napon hajtas-
képzés volt megfigyelhetd. A tenyésztés 14. napjan at-
lagosan 20 %-kal volt t&bb a fejlddd hajtasok széama
ennél a varidcidndl a spontén organizaldéddashoz viszo-

nyitva.




A 2. szdvetvonalat atoltva Murshige, Skoog
(1962) és a Linsmaier, Skoog (1965) tapra szintén le-
jatszdédott az organizacid. Ebben az esetben a kallu-
szositd téptalaj 2,4-D-t tartalmazott,és a differen-
cidltatd tapkdzegben 2:1 aranyu volt az IES és kinetin
tartalom. Igy 0,44 mg/l 2,4-D tartalomrdl a 2,0 mg/l
IES tartalomra tértiink at, mikézben a kinetin szintet
1 mg/l-re emeltiik. Atlagosan 1 g szbveten 5 hajtéas
indult fejl6désnek.

Kisérleteink eredményeil jo egyezést mutatnak az
irodalomban k&z8lt eredményekkel és megallapitasokkal.
Barg és Umiel (1977) megallapitdsa szerint a kutatdk
dontd tObbsége a Wisconsin 38 standard genetikai vona-
14t hasznalja fel az organizacid feltételeit vizsgald
kisérleteiben. A mi esetiinkben a 2. és 5. sz0vetvonal
mutatott organizacids képességet, és ezek szintén a
Wisconsin 38-b6l inditott vonalak voltak. A fenti szer-
20k és az altaluk emlitett irodalmak szerint is a hajtas-
kezdemények a tenyésztés 15-21. napja koriil jelentkez-
tek. A hormondsszetétel megvaltoztatasa mellett még
meg kell emliteniink a tapkdzegbdl t8rténd cukor, mint
C forrads felhasznilddast, mivel a hajtas képzésre ser-
kentd hatéasu.

Mint megdllapitottuk, a kinetin jelenléte illet-
ve hidnya a sdtétben tdrténd tenyésztéskor érezteti

leginkdbb hatdsat, ezt mutattdk a hormonhiényos tapon



tenyésztett szdvetek (V. tédblazat). Az irodalomban
Lance és mts. (1976) kiilénb®6z0 koncentracidju ki-
netin sotétben kifejtett szabalyozd hatasat az
endogén gibberellin szint befolyasoléasara vezetik
vissza. A magasabb gibberellin szint pedig megemeli
a szabad aminosav készletet, az aminoacil-tRNS szintet
és az aminoacil—tRNé—szintetéz aktivitasat (Wray és
mts, 1974). Az emlitett szerzdk altal tenyésztett
dohany szuszpenzids kulturakban a 8. nap kdrnyékén
érte el a ndvekvO fehérje tartalom a maximalis értékét,
korreldcidéban a szintetazok aktivitéaséaval.

Meg kell még jegyezniink, hogy a szilard tapko-
zegen tOrténd tenyésztéskor masok az anyagfelvételi
és novekedési viszonyok, mint a szuszpenzids kultu-
rakban. Tapasztalataink alapjdn a tenyésztés céljabdl
leoltott kallusz kora befolyésolﬁa a szilard tapkdzegen
torténd novekedést (2. és 3, abra). Az idGsebb inokulum
esetében (34 napig tenyésztett szbvet) sokkal karak-
terisztikusabb valtozdsok jatszddnak le a tenyésztés
elsd 7-14 napja alatt. A fiatal (14 napig tenyésztett

szbvet) inokulumok ndvekedése viszont allanddbdb ilitemil.

DNS, RNS és fehérje meghatarozas azonos mintabdl a

tenyésztés 1l4. napjan

A szilard tapon tdrténd tenyésztés 1l4. napjara

az altalunk vizsgdlt szdvetvonalak ko&ziil a 2. és 3.



szbvet egy tenyészedényben gyarapodd friss suly
értéke nem érte el a meghatidrozashoz sziikséges
750 mg-ot, mig a tdbbi meghaladta azt. Ebben az
esetben az Osszes tenyésztett szbvetet egyesitettiik,
és 5x750 mg-ot kimérve végeztiik el a meghataroza-
sokat Pilet és Braun (1967) mddszere alapjan. A te-
nyésztés ezen iddpontjaban a kalluszok ndvekedési
liteme k&6zel allandd volt.

A DNS tartalom a meghatarozas alapjan mind-
egyik mintdban 450-600 ug/mg értékek k&zé esett.
A meghatirozasok tdbbi eredményét a VII. tablazat-
ban foglaltuk 6ssze. A tenyésztés 14, napjan az 1.
sz8vetvonal anyagmennyisége lehetdvé tette a DNS,
RNS és fehérje meghatadrozason tul a ribonukleaz és
peroxidaz aktivitas meghatarozasat is, mivel az egy
tenyészet friss sulyanak értékei meghaladték a
vizsgalatok egylittes anyagmennyiségét, az 1450 mg-ot.
A szbvet gyarapodasa megfelelOnek latszott a nukleéaz
és nukleinsav preparalasara is. Ugyanis az ekkor
egyszerre sziikséges 510 g-nyi szdvetmennyiséget 50
leoltott minta tenyésztésébdl megkaphattuk. A gatlds
kezelésekkor szamolnunk kellett a friss suly csdkke~
néssel egyidejiileg fellépd nukleinsav és fehérje
mennyiség valtozassal is. E szempontokat Osszevetve
a tovabbiakban az 1. szdvetvonalon Végeztiik a vizsga-

latainkat, és csak a preparalt RNS mintdk tenyészté-



VII. tablazat

Fényen 14 napig tenyésztett szdvetvonalak Osszehasonlitd vizsgilata

(mg/1l000 mg szdvet)

Szdévetvonalak
Jelolese 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Fr t;fj)suly 1740+200 690+60 1120470 1330+40 530+40 980+30

Napi névekedés 124,2 49,58 80,28 94,7 38,14 70,0

Szaraz suly a

friss suly 6,87 8,58 8,97 7,06 6,6 6,9

$~-aban

Sejt gzém

(x 107/1000 mg 2,48 2,6 3,0 2,89 2,9 2,32
. szbvet)

Ribonuklelnsav

tartalom "(ng /1000 1927 2304 2384 1698 1772 1834

mg szovet)

Fehérje tartalom 4,3 7,6 6,04 3,75 5,85 4,65

LS



tésre kifejtett hatadsat vizsgaltuk a tSbbi szdvet-
vonal felhaszndléaséaval.

A VII. tablazat alapjan megallapithattuk, hogy
a szbvetvonalak 1 g-ra vonatkoztatott RNS és fehérje
tartalmadban eltérések mutatkoztak. A kallusz jellegi
szOveteket Osszehasonlitva a 2. és 3. szOvetvonal kis-
sé magasabb nukleinsav és fehérje szintet mutatott,
mint a tdbbi. A 3. vonal szdvetmintaindl a friss suly
és a sejt szam értékek nagyobbnak adddtak, mint a 2.
szbvetvonalnal. A Wisconsin 38 két eltérd tapk&zegen
tenyésztett vonala (a 2. és az 5. szdvetvonal) koziil
a nem organizaldédd 2. vonal 1,8 mg/g fehérje és 532
Hg/g ribonukleinsav tobblettel rendelkezett. Ugyanakkor
ez a varians 3x105-ennel kevesebb sejtet tartalmazott,
de a szarazsuly értéke 1,98 mg/l0O0 mg szérazsuly
tobblettel rendelkezett. Az eltéréseket a Gamborg,
Miller, Ohyama (1968) tapkdzeg 0,44 mg/l 2,4-D tartal-
maval hozhatjuk 6sszefiiggésbe. Valdszinilinek tartjuk,
hogy ekkor az organizacidt biztositd lépések helyett
més, ezen folyamat szamara nem kedvezd Osszetételi
nukleinsav és fehérje készlet felhalmozddasa torté-
nik meg. Az 1. és 4. szbvetvonalnal is helytadlld a
megallapitasunk, ha 1. szdvetvonal igen jO6 adaptaltsagat
a 2,4-D-t nem tartalmazd tapkdzeghez figyelembe vessziik.
Meghatarozasaink tajékozdé jellegll Usszehasonlitassal
szolgaltak. Napjaink ilyen jellegi meghatarozasai

mar jdéval kevesebb anyag (50 ug/szdvet minta) és



vizsgdlati idd (30 perc) felhaszndlasaval végezhetdk
el a radidaktiv jeldlt nukleotidok (14C timidin és
14C uridin) és amindsav~(l4c leucin) szb6vetbe tdrténd

beéplilését kdvetden (Ferrari és Widholm, 1973).

A fehérjeszintézis gatldk hatadsa az l. szdvetvonal

ndvekedésére

A fehérjeszintézis gatléinak alkalmazadséaval
az organizalddas folyamatai egyértelmiien gatolhatdk.
A nem organizalddd kallusz ilyen jellegli kezelése-
kor bizonyos anyagok felszaporodasdnak lehetOségével
kellett sza&molnunk.

A kisérletsorozatban célul tiiztiik ki, hogy a
megfeleld gatldét és annak a leghatékonyabb koncentra-
cidéjat valasszuk ki a rezisztens és tulérzékeny vonal
izolalasara; az esetleges RN-az aktivitas emelkedés
esetén az enzim, illetve a "kdérosan" szintetizalt nuk-
leinsavak preparaléaséra.

6 M-os koncentra-

A 4. abran tiintettiik fel a 10
cidban alkalmazott gatldk: az aktinomicin, a puromicin
és a kloramfenikol hatéasat. A kisérlet inditéasakor
14 napos szdvetet haszniltunk inokulumként. Az elsd
hét nap alatt a 200 mg kiindulasi szdvet mennyiéég

310 mg-ra szaporodott fel a kezelt mintédkban, mig a

kontrol mennyisége megduplazdédott. A mind jelentOsebbé
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vald eltérés a 8. naptdl bontakozott ki. A tenyésztés

14. napjan az aktinomicinnal kezelt mintdk elérték

a 600 mg-ot. A kloramfenikollal kezelt mintdk sulya

1420 mg volt, 450 mg—-al kevesebb a kontrolnal. A puro-

micinre a kloramfenikolhoz hasonldan reagdlt a szévet.
A kbvetkezd kisérleti bedllitasban, amikor a

7

kloramfenikolt 10 ' M koncentrécidban alkalmaztuk a

tenyésztés 9. napjaig tartd, a kontrol gyarapodasat meg-

haladé ndvekedést tapasztaltunk a friss suly értékek
6 és lO—7
6

alapjan. A 10 M puromicin gatlé hatasa kdzel

azonos, és a 10 ° M kloramfenikoléval egyezdnek mutat-

kozott.

VIII. Tablazat

Fehérjeszintézis gatldkkal kezelt 1. dohanyszdvet

friss suly értékei a tenyésztés 9. napjéan

Gatld koncentracid Szévet friss suly
(mg)
Aktinomicin 107° M 368
Puromicin  10°® &s 107’ M 625
Kloramfenikol 107 ° M 620
1077 M 968

Kontrol 1000
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A szévetmintak friss suly erteker
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[
1800 kontroll
1600 1

]
1600 1 7 kloramfenikol
/7
/7
1200 /
//

+ o omo—T 10-6’1

1000 / ' " klo-amfenikol
/ //
V4

L  /

600- /'
7/ /

L00+t // /

b/
200 —t—t e

S 6 7 8 9 10 11 12 13 {4

Tenyesztes ideje napokban
Inokulum : 34 napos szovet

5b. &bra. Kloramfenikol kis koncentracidinak hatéasa

az 1. dohany sz&vetvonal ndvekedésére /3

ismétlés atlag értékei/.



Az 5a. abran tintettik fel a 10~ ' M-os kloramfenikol
hatasidt a tenyésztési i1d6 fiiggvényében. Az eredmények
harom eltérd iddben beadllitott kisérletsorozatban
kis szoréasértékekkel egyeztek.

Megallapitottuk, hogy a gatldk kozil a kloram-

fenikol 10_7

M-os koncentricidéban alkalmazva a tenyész-
tés elsd napjaiban ndvekedést serkentd hatassal ren-
delkezik. Magyardzatként a nagyobb mértékii vizfelvételt
feltételeztiik a mért friss suly adatok és a korai

tenyészidd alapjan (5a és 6 abra).

IX. tablazat

A kloramfenikol kiilonbdzd koncentracidinak hatasa a

szbvet friss suly értékekre a tenyésztés 14. napjéan

Gatld koncentracid Friss suly értekek

/ (mg)
Kontrol 1850
1073 M kloramfenikol 195
10™> M kloramfenikol 358
10"% M kloramfenikol 1410
10"7 M kloramfenikol 1615

Amennyiben ez a jellemzd szdvetgyarapodas a viz-
felvételhez kapcsoldédd folyamat, akkor a hatasnak az

O6regebb, 34 napos inokulum felhasznalasakor is kell



jelentkeznie. Az 5b. abran szemléltettilk a kapott
eredményeket. A tendencia hasonlénak adddott. A 107 M
kloramfenikollal kezelt mintak gyarapodasa itt is
meghaladta a kontrol értékeit az glsé napokban. A két
névekedési gdrbe a nyolcadik napon keresztezte egymést.
A vizfelvétel befolyasa mellett sz6lt szerintiink az

a tény is, hogy az 1id0sebb szdvetinokulum gyarapodasa-

6

kor a 10 ° M-os koncentracid gatld hatasa kifejezettebb.

X/a. Tablazat

Kloramfenikol eltérd hatésa az idGs (34 napos) és a
fiatal (14 napos) inokulumok ndvekedésére a tenyésztés

14. napjan

Variacidk A B
Kloramfenikol Id%s Fiatal
koncentraciod szbvet

végsuly (mg)

10 ° M 1012 1345

100’ M 1400 1750

Magyar&azatként a serkent® hatasra a kovetkezdket
feltételeztiik:
1. A hosszu ideje tenyésztett sz6vetnek valamely anyag-

felvételi sajatossaga megvaltozott.



2. A kloramfenikol spontan lebomlasanak ismeretében,
amely 5-7 nap alatt kdvetkezik be, elképzelhetd,
hogy a g&tld hatdson annak megsziintével tulld
a rendszer.

3. Bakteridlis fertOzdttség esetén a gatld a baktériumok
elpusztitasdval kedvezObb ndvekedési feltételeket
biztosit.

Az utolsd feltételezést vizsgalataink alapjén egyér-

telmiien elvethetjiik. A gatld hatas megsziintével je-

lentkezd serkentés magyarazatara megvizsgaltuk a kezelt
és kontrol mintadk nukleinsav és fehérje tartalmat

(X/b. téablazat).

X/b. tablazat

Koramfenikol hatdsa a tenyésztés 14. napjan (B variéacid)

Kloramfenikol -3 -5 -7

koncentracid 10 M 10 M 10 M oM
Friss suly (mg) 192,5 332,1 1800 2003
Szarazanyag

(mg /100 mg friss 9,6 10,2 3,2 5,9
suly)

Ribonukleinsav

(vg/g9) 4567 4799 4865 1328
Fehérje

(mg/g) 3,7 4,0 4,3 5,5




A fehérjetartalom egyértelmi csdkkenést mutatott,.
mig ezzel egyiddben az RNS mennyisége majdnem négysze-
rese lett a kontrol RNS tartalmanak. A szaraz suly

3 &5 1072 M-os

is majdnem megkétszerezdddtt a 10~
gatld koncentrécid esetében. A lO“7 M koncentracids
gatlasnal a friss suly kOzes azonos volt a kezelt és
kezeletlen mintaknal. A keéélt mintak szaraz anyag
tartalma k&zel felére csdkkent.

Mivel a nukleinsav és fehérje értékek kozti kiilonb-
ség jelentéktelen a to&bb mint hAromszoros szaraz anyag

5 7 M-os kloramfe-

tartalomhoz viszonyitva a 10 > é&s 10
nikollal kezelt mintdkban, feltételezéseink k&ziil a viz-
felvételi és sejtfal-képzési folyamatokat megzavard ha-
tasat lattuk bizonyitottnak. Az utdbbi megallapitasunkat
tamogatta az a tény, hogy a puromic¢in a leirtakkal e-
gyezd koncentracidi a nukleinsav és fehérje értékek
hasonld valtozasat idézték eld, de itt a friss suly
és szaraz anyag tartalomban nem jelentkezték kirivd ér-
tékek, mint azt a XI. tablazatban szemléltettiik.

A gatldékkal végzett ezen kisérletsor eredményei
a szOvettenéysztd szamara egy é€rdekes tobblet infor-
macidval is szolgaltak, amely a sz8vet protoplasztalasa-
kor hasznosithatdé. A protoplaézt képzésre felhasznalt
leveleket a sejtfal leemésztését megel§z6en a kutatdk
tébbsége valamely fehérjeszintézls gatloval kezeli,

hogy a protoplasztalaskor emelkedd hidrolaz aktivita-

sokat gatolja (Galston és mts, 1976). Az &altalunk



.XI. tablazat

A puromicin gitld hataséanak jellemzd biokémiai para-

méterei a fiatal inokulum tenyésztésének 1l4. napjan.

Puromicin -3 -5 -7
koncentracidk 10 " M 10 "™ M 10 " M [Kontrol
Friss suly (mg) 200,8 356,0 385,0 2003,0

Szaraz suly a

friss suly 9,6 10,2 10,1 5,9
%-aban .

Ribonukleinsav

(ug/g) 4678 4977 4990 1328
Fehérije

(mg /g) 3,5 3,9 4,1 5,5

vizsgdlt szdvetvonalnil a kloramfenikol vizfelvételi
problémékat okozd kocentracidja helyett a puromicin
alkalmazasa latszik célszeriinek. Ugyanakkor az egyes
szbvetvonalak eltérd kloramfenikol érzékenysége egy
szelekcids rendszer gondolatat is felvetheti a pro-
toplasztalast k&vetden. Tovabba hangsulyoznunk kell,
hogy az alkalmazott gadtldk felhaszndlas eldtti tesz-
telése a protoplaszt tenyésztés kedvezOtlen eseménye-
itdl védheti meg az embert az organizacid folyamaténak

lejatszdédasakor, vagy mar azt megeldzden.
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A puromicin és kloramfenikol kezelés mellett
a DNS szinten hatdé aktinomicin hatasat is vizsgdltuk

5x10~ !, 10~° 6 6

. 2x10° ’ 4x10 ° M-os koncentracidkban
felhaszndlva a gatldét. Eredményeinket a 6. é€s 7. abra
szemlélteti: a gatldhatds egyértelmiien koncentraciod-

fliggést mutatott.

Szuszpenzids kulturidk kezelése fehérjeszintézis gat-

16kkal. Enzim aktivitds meghatarozdsok a mintakbdl

A szuszpenzids kulturdkat a létrehozéasukat
k6vetd 3x24 6raig tenyésztettiik, ellendriztilk a
tenyészetek fertOzésmentességét, majd a kulturak-
ba sterilen bemértiik a gatldékat. A mintak feldol-
gozasat a tenyésztés 7. napjén végeztiik, és eredmé-
nyeinket a XII. tablazatban foglaltuk Ossze.

A relativ ndvekedési értékekbdl, amelyekkel a sejt;
szédm és a fehérje tartalom is j6 egyezést mutatott,
lathatd, hogy a szildrd tédpon t8rténd tenyésztiskor
jelentkezd valtozasok szuszpenzidban a tenyésztés
7. napjén mar jol regisztralhatdk voltak.

Mivel célul tiztiik ki a tulérzékeny és rezisz-
tens vonalak izolaléasét,a tenyésztdi munka cstkkenté-
sére olyan jelzdt kerestlink, amely alapjén a szélesz-
tésre kerilild folyadék-kulturédkat osztalyohattuk: ez a

jelzd a mi esetilinkben a peroxiddz enzimaktivitds val-




XII. tablazat

Szuszpenzidéban hatd fehérjeszintézis gatldk tesztelése
a relativ ndvekedés, sejtszam és fehérje tartalom alap-
jan (7 egyidlben tenyésztett szdvetmintabdl tdrtént

meghatarozas atlaga).

Hatdanyag Relativ Sejtﬁszém Fehérije
koncentracidk nbvekedés (x 107 /1g tartalom
szbvet) (mg/g)
Kontrol 6,32 2,05 3,87
Aktinomicin
4x10" °m 0,85 . 1,44 2,72
2x10” oM 0,82 1,63 3,07
10 %M 1,00 2,00 3,17
5x10" 'M 1,89 2,12 3,72
Kloramfenikol
10"°M 0,62 1,27 2,3
10 6Mm 4,67 1,84 3,47
5x10 'M 5,09 1,86 3,6
10" M 6,27 2,00 3,9

tozdsa volt. A XIII. tablazatban a gatldk peroxidaz

aktivitasara kifejtett hatasat szemléltettiik.



XIIXI. tablazat

Peroxidaz enzimaktivitdsok értékei a kezelt minték

tenyésztésének 7. napjén,és kapcsolatuk az ezen

iddpontban végzett szélesztésekkel

Gatlé OD4zo/g friss Sikeres szélesz-
koncentracid suly x perc tések
Kontrol 26,1 +
Kloramfenikol

1077 u 26,9 +

10°%m 55,4 + (5)

1072 M 94,6 -
Aktinomicin

10°% M 30,2 -

107> M 35,4 -
Puromicin

10°% M 60,8 + (1)

107° M 65,2 -

A peroxidiz aktivitast a mintakban meghatarozva

csak az 55+5 AOD

/g friss suly x perc értékkel ren-

delkez® szuszpenzid mintainkat szélesztettiik szilard

tapkdzegre, amely tovabbra is tartalmazta a gatlot
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M-os koncentracidban. Ilyen médon 3x50 szélesz-
tést végeztiink minden gatld esetében.

A 150 leoltas ko&zlil 1 esetben tapasztaltunk
a puromicin 10_6 M-os koncentracidéjan kallusz gyara-
podadst. Az aktinomicinnal kezelt mintdk a tenyésztés
1l4. napjara mind elpusztultak, egészen megbarnult és
Osszezsugorodott szdvetek voltak. A kloramfenikollal
kezelt mintakbdl S5 tenyészet indul fejlddésnek, és
szépen gyarapodott. Ezeket egyesitettiik és a gatlét
tartalmazd tapkdzegen passzaltuk tovabb, CAP/l. jeld-
léssel lattuk el.

A 10°°

M gatld koncentricidra tulérzékeny vona-
lak izolalasakor a 14 napos szilard tapkSzegen ndve-
kedett mintak 50 mg-os szdvetdarabjait mértiikk be 400 mg
szbvet /50 ml tapoldat végkoncentracidéban. A kezelés
harmadik napjén kivalasztottuk az igen megbarnult szdve-
teket a mintak ko&ziil, é€és gatldét nem tartalmazd szilard
tadpon tenyésztettiik tovabbi 14 napig. Ekkor a fent
leirtakat megismételtiik, de a gatldét a folyékony tenyé-

szet lO_5

M koncentriciéban kapta. Véglil a folyékony
tap lO“7 M koncentraciéban tartalmazta a gatldt, és

24 6ras kezelés utdn valasztottuk ki a megbarnult szd~-
veteket. Az igy nyert szdvetet tekintettiik a gatlora

tulérzékenynek. A kloramfenikol esetében nyert vonalat

CAP /l.-nek neveztiik el.



8. &bra Kloramfenikol riboszdémdlis szinten hatd gatléasat

a Sephadex G-100 oszlopon felvett elucids profil

is jelzi.

10°"M CcAP
\ 10-6M _CAP




Osszefoglalva az elvégzett kisérleteket meg-
allapithatjuk, hogy a citokinin analdg gatlék kdziil
a kloramfenikol kifejezetten befolyasolta a kulturak
gyarapodasat a tenyésztés alatt, és a hatas koncent-
racio figgonek mutatkozott. Kis koncentracidban no-
vekedést serkentd hatast észleltiink. Itt a gatld a
sejtfalon, a membranokon lejatszoddé és fdként a
vizfelvételi folyamatokra fejtette ki hatasat, mig
a koncentracid emelésével a riboszémalis szinten tOr-
ténd gatlas valt kifejezetté (8. abra). A szinteti-
zalt fehérje mennyiség csdkkenése és bizonyos RNS
felhalmozddas volt ekkor mar a jellemzd.

A rezisztens izoldlasira végzett kisérleteink
kozil a kloramfenikolos kezelést tekinthetjiik ered-
ményesnek. A tovabbiakban a riboszomdlis szinten tor-

ténd gatlas vizsgalatat tliztiik ki célul.

A ribonukleadz enzim vizsgalata

A szO8vetvonal ribonukleazainak a vizsgalataho:z
egy kis kisérleti kitérd utan érkeztﬁnk el. A fehér~
jeszintézis gatldkkal kezelt szbdvettenyészetekben az
RNS mennyisége megnégyszerezoddtt, igy kézenfekvd
volt ezen nukleinsavak vizsgdlata. Az els® lépés:

a nukleinsavak kivondsa a gatldkkal kezelt és kontrol
mintabdl. A kivondsi kisérlet t&bbizben is, kildSnbo-

286 médszerek alkalmazadsa ellenére is sikertelennek



bizonyult, a nukleinsavak ddntd hényada elhidroli-
zdlt. Végiil Kirby (1968) kivonasi mbédszerét moédosi-
tottuk: a kivonaskor alkalmazott fenol-viz elegyet
dietilpirokarbonittal, erGteljes nukleaz gatldval
egészitettiik ki. A dietilpirokarbondtot, mint nukleéz
gatlot t8bb szerzd is emliti (Solymosi és mts, 1968;
Abadom és Elson, 1970). A nukleédzok jellemzésére és
viszonyitasu alabul az 1. szdvetvonalat hasznaltuk
fel.

A szbvetmintdkat hiitve elhomogenizaltuk pH = 7,5
0,05 M-o0os Tris-HCl pufferben, és az elsddleges kivo-
natban vizsgaltuk az enzimaktivitast. Az enzim pH
fliggését vizsgadlva megallapitottuk, hogy pH = 5,0-nal
valamint 5,7-6,0 pH tartoményban van optimadlis ak-
tivitasa.

A kivonat ezen optimidlis pH értékeken DNS bontd
aktivitast nem mutatott. Elesztd RNS~t hasznalva
szubsztratként, az enzim K. értéke 0,5 mg/ml-nek add-
dott. Az aktivitas szinte teljesen gatolhatd volt

nehézfém-ionokkal. A Zn2+ 10_3 M koncentricidban és

a cu?t 107°

M koncentracidban mar gatolta az enzimet.

Az enzim fenollal szembeni érzékenygégét a Kirby
(1968) féle kivonds soran vizsgaltuk. A fenol-viz elegy-
gyel t6rténd feltarast kodvetden a vizes fazisbdl vet-
tiink mintadt az enzimaktivitas meghatéarozasara a kalium-

acetitot tartalmazd etanolos kicsapas eldtt. Az enzimak-

tivitasi értékek csak 0,3% dietilpirokarbonat alkal-



mazasakor tintek el.

Vizsgalatainkkor egy enzim egység alatt (1lEU)
az egy O6ra inkubacids 1dd alatt felszabaduld nukle-
otidokbdl adddd 260 nm-en mérhetd O,1 OD valtozast
értettiink. Az enzim kivonatok elég nagy hdstabilitéas-
sal rendelkeztek: 60 Co—on tartva fél 6raig a kivo-
natot 20%-os aktivitds cstkkenést mértink. A XIV.
tadblazatban foglaltuk 6ssze a szdvetvonalak nukleaz
aktivitasi értékeit. A szOvettenyésztés és az enzim-

aktivitas mérés koriilményei azonosak voltak.

XIV. tablazat

A tenyésztett szdvetvonalak RN-az aktivitasi

értékei szildrd tapkdzegen tSrténd tenyésztés

14. napjéan

. Enzimaktivitas

Szdbvetvonal (EU)

1. 93

2. 78

3. 76

4, 80

5. 95

6. ' 94
6

Az 1. szdvetvonal kloramfenikol 10 ° M-os keze-

lésekor a nukleaz aktivitas 126%-ra emelkedett. A



CAP /1. tenyészetekben - tehdt a CAP érzékeny tenyé-
szetekben - az aktivitis emelkedése a 30%-ot is meg-
haladta. A rezisztens vonal aktivitésa a kontroléval
"egyezd volt. ]

Az emelkedd nukledz aktivitasi értékek egy Ore-
gedés jellegii folyamat jelzdi ebben.az esetben, amely
Oregitést a fehérjeszintézis gatloi valtottak ki, a
tenyészetek fizioldgiai Oregedését megeldzden.

A dohany levél nukledzairdl Jervis (1974) vizsga-
latai alapja&n tudjuk, hogy a levélbsOl két endonukleéaz
az RN--ézl és az RN—éz2 volt kimutathatdé. Specificita-
sukat tekintve relative guanin és adenin specifikus en-
zimet jellemzett a szerzO. Az enzimek tisztitéasat is
elvégezte: 905-s5z8rds tisztitast értek el az RN—ézz-nél,
~-nél 4000-szerest. Az RN-&z

mig az RN-az bizonyult

1l 2
a tisztitasra érzékenyebbnek, és az elsddleges kivo-
natban mért aktivitadsanak csak 22%-at tartotta meg. Az
enzimek j6l gatldédtak poliaminokkal (0,5 mg/ml spermin).
Az ion érzékenységet vizsgilva az Ag' ion 1074 M kon-
centracidja 100%-os gatlast idézett eld. 100 mM fe-
letti koncentrécidban a KCl is gatolt, a kétértéki kati-

onokon kiviil. Az RN-&z, oldékonynak bizonyult a frakcio-

1
nalaskor, mig az RN—éz2 mikroszoma-kotéttnek. A leve-
lek korosodasaval az enzimek aktivitasa fokozddott. A

szerz® ezen nukledzok affinitds kromatografiajara is



kidolgozott egy mdédszert, az 5’ /4-aminofenilfoszforil/
—-guanozin-2' /3’ /foszfatjat Sepharose 2B-hez kotdtte

és hasznalta fel kromatografidlasra. A pH = 5,4-nél
k6t8d5 enzimet aztadn az eludld puffer pH-janak és
ioner3sségének a valtoztatasaval eludltattdk. Hasonld
jelenség jatszdédhat le az RN-azok kivonasakor is, ami-
kor az enzim a funkciondlisan é&s strukturalisan fel-
boritott rendszerben olyan komponensekhez kapcsolod-
hat, melyek az adott k&riilmények kozott képesek kivé-
deni a denaturdcidjat. A poliszaharidok, a DNS és RNS
lehet védd hatésu.

A dohany kalluszbd6l kivont enzimek sajatsagaikat
tekintve j6 egyezést mutattak a Jervis altal leirt és
jellemzett nukleadzokkal, igy varhatd volt, hogy a tisz-
titott RNS-ek teljes enzimatikus hidrolizisére alkal-
masak lesznek.

Az RNS kivonasa és tisztitdsa a kloramfenikol lO_6 M

koncentradcidéjara rezisztens é€s a kontrol dohdny szdvet-

bol

Az RNS kivondsat Kirby (1968) fenolos mddszere
alapjan végeztiik az 1. szbvetvonalbdl, a CAP érzékeny

6 M koncentra-

és rezisztens szdvetekbdl és a CAP 10
ciéjaval kezelt szuszpenzids mintdkbdél. Esetenként

500 g szOvetet haszn&ltunk fel a kivonésra.



A tisztitéskor nyert és sod6talanitott RNS min-
takat egydntetiien jobban bontotta az 1. szdvetvonal-
bdl kivont és részlegesen tisztitott RN-az, mint az
élesztd RNS szubsztratot. A kontrolbdl és CAP rezisz-
tens vonalbdél kivont RNS~t 40%-kal, a CAP kezelt és
CAP érzékeny mintdkbdl kivont RNS-t valtozd értékkel,
23-30%-kal bontotta jobban. A szubsztrat koncentracid
azonosan 2,5 mg/ml~re volt beallitva.

A 8 O6ran at t6rténd totélis enzimatikus bontaskor a
szubsztratokat teljesen lebontotta az enzimkivonat.

Az RNS tisztitasakor minden mintdbdél izolaltunk kis
molekulasulyu RNS-eket: a tRNS—-eket és az 5S RNS-t
tartalmazd RNS I. kivonatot, valamint az altalunk

RNS II-nek nevezett mintdkat, amelyek a 18 és 265
RNS-eket tartalmazta. Ezen kivonatoknak esetenként

500 OD mennyiségét adtuk a taptalajhoz, viszgalva azok

ndvekedésre kifejtett hatéasat.

A tisztitott RNS kivonatok hatdsa a szdvettenyészetek

novekedésére

Mivel a tRNS—-ek és citokininek k&lcsdnhatasa bi-
zonyitottnak tekinthetd, megvizsgadltuk, hogy az alta-
lunk preparalt RNS I és RNS II kivonatok befolyasol-
jak-e a szOvettenyészetek névekedését.'

A kiildnbbzd szdvetmintdkbdl kivont RNS-ek hatésat
azonos, 500 OD/1l téapkdzeg tenyésztési feltételek mellett
teszteltiik. A kapott eredményeket a XVI. téblézatbanfm

foglaltuk Ossze.



XVI. tébléazat

Kilonbdzd szdvetek RNS I kivonatanak hatasa a tesztelt

szO0vet gyarapodasara

Eldidézett val-

RNS-t adod RNS hatasat tesz- P
szbvetvonal teld szdvetvonal ;;gizéoggiss suly
1. -
1. szbvetvonal +
CAP /1. -
RNS I. _
CAP /1. 30%
+ 1. -
CAP /1. szdOvet- +
cap /1. -
vonal RNS I. _
CAP /1. 20%
_ 1. -
CAP /1. szOvet- +
CAP /1. -
vonal RNS I. _
CAP /1. -

Az RNS II. frakcid kdzel egydntetii és kis mértékii
gyarapodast okozott a sz&vetmintak friss suly értékeiben
a tenyésztés 14. napjan vizsgalva. Az RNS I. frakcid
hatasénal a 10% alatti szbvet friss suly gyarapodasat
nemleges valasznak tekintettiik a nagy szdras értékek
miatt. Jelent®s valtozast igy csak a kloramfenikol ér-
zékeny vonalndl tapasztaltunk: az 1. szdvetvonal RNS I.
kivonata 30%-al, a CAP rezisztens vonalé pedig 20 %-al
emelte a kallusz friss suly gyarapodasat a tenyésztés

14. napjara.



Az RNS II. frakcid, amely £fdleg riboszdémalis
RNS~eket tartalmaz, nem valtott ki jelentds valto-
zast. Ezt a szOvetek specidlis szénhidréat ellatott-
sagaval, a fotoszintézis hattérbe szoritottsagaval
magyardazhatjuk. A kloroplasztisz képzOdésének és funk-
cidéjanak stagndlisa ugyanis nem jar magas RNS turn
over~rel, igy az nem is hasznositddott.

Mivel a citokinin analdg gatldok vizsgalatanak
kis részteriiletét tiiztiik ki célul, itt csak megemlé-
keziink az RNS metabolizmus olyan élettani megfigye-
léseirdl, amelyek kifejezetten a kloroplasztisz dif-
ferencialddasara és az etioplaszt megvilagitasat ko-
vetd keletkezésére vonatkozik. Az rRNS szintézise a
kloroplasztiszban elég rovid iddszakra, a plasztisz
differencialdédias idejére esik. Ez szbvetkulturaknal
a sejtek gyors osztddasat kdvetden jatszdodik le. A
plasztiszok rRNS tartalma az bregedés folyamdn csok-
ken (Wollgieun és mts, 1976).

Mas szerzdk eredményei is ramutatnak a rRNS fény-
indukalt valtozasaira. A citoplazmatikus enzimek kozilil
az RNS-t mbédositd enzimek milkodésére és ezaltal a
minor komponensek mennyiségi valtozasara hat a fény
(Racz és mts, 1978). A fehérjeszintézis gatldi koziil
a cikloheximid az etiolalddasi folyamaphoz hasonldan
valtoztatta a minor tartalmat. A kloramfenikol 10“4 M
koncentracibéja nem befolyadsolta a minor tartalmat a

szerz8k szerint. A szOvettenyészetek felhasznalasaval



is torténtek ilyen jellegili vizsg&latok, de az igen
alacsony plasztisz rRNS szint miatt ezek sikertelenek
voltak. A szerzdk utaltak a kallusz alacsony plasztisz

tartalmaval vald kapcsolatra (Ibrahim &s mts, 1975).

A szbvet ndvekedését serkentd ribonukleinsav kivonat

vékonyréteg kromatografiaja

A vékonyréteg kromatografias vizsgadlatokhoz az 1.
szbvetvonalbdl, a CAP+/1. szdvetvonalbél és a CAP /1.
szdvetvonalbdl kivont és tisztitott RNS I. frakcidt
hasznaltuk fel. Az RNS-t az l. szdvetvonalbdl kivont
és részlegesen tisztitott nukledz preparatummal emész-
tettiik, valamint nem enzimatikusan teljes sdsavas hid-
rolizisnek vetettiik ala.

A sbésavas hidrolizis eredményeként szabad purin
bazisokat és pirimidin nukleotidokat nyertiink. A mddszer
azért jbé, mert nem befolyasolja a mddositott, igy pél-
ddul a metildlt nukleotidok mennyiségét.

Az enzimes és savas hidrolizis eredményei jo
egyezést mutattak az l. szdvetvonalnal + 0,2 Mol %
eltérési értékekkel. A masik két szdvetvonalnal sem
haladta meg az eltérés a + 0,5 Mol % értéket.

A kapott eredmények alapjan Osszefliggést feltételez-
hetilink a ndvekedés serkentés és a CAP+/1. és 1. szbvet~-

vonal magasabb adenin tartalma kozott, bar kis mennyi-



XVII. Tablazat

A nukleinsav mintadk f& bazisainak Osszetétele a so-

savas emésztés utdn, négy ismételt meghatarozasa alap-

¢ -

jan

Vizsgadlt RNS I Nukleotid tartalom Mol %-~ban megadva
minta C A U G

l.wszévetvonalbél 22.0 23.8 22.5 31.7

CAP /1. szbvetbdl 18.1 25.7 26.0 30.2

CAP /1. szdvetbdl 24.0 21.5 22.8 31.7

ségli mbédositott adenin jelenlétét sem zarhattuk ki.
Itt keld megemliteniink azt a tényt is, hogy a tumoros
szbvetek adenin tartalma jelentdsen magasabb, valamint
a jelzett adenin beépililése is. A minor nukleotidok
kimutatisara tett prdbalkozasaink a csirandvények
vizsgdlatanil bevalt mddszerek alapjan (Racz és mts,

1978) sikertelenek voltak.



OSSZEFOGLALAS

A szdvettenyésztés soran szamtalan ndvényélet-
tani jellemzd vizsgalatara nyilik lehet®ség. Mind a
mai napig kiemelt szerepilik van a hormén kutatasoknak
ezen a teriileten, mert erre a célra kifejezetten al-
kalmasak a tenyésztett, habitualt és valamely hianymu-
tans szOvetek.

Az altalunk vizsgdlt hosszu ideje tenyésztett
dohédnyszdvet auxin indukalta ndvekedését és bizonyos
enzimeinek vizsgalatat mar elvégezték (Vetter, 1973).
Igy a tenyésztésben 1évd dohany szdvetvonalak Ossze-
hasonlitd vizsgdlata utdn most a kinetin hatas analizi-
sét tiliztlik ki célul. A kinetin specialis riboszdma szin-
ten tOrténd hatdsat analdg gatldk, a kloramfenikol és
puromicin felhasznalasaval vizsgaltuk.

A sz8vettenyésztési feladatok k&zilil elvégeztiik a
rendelkezésiinkre all6 szdvetvonalak tenyésztését,
vizsgalatat: a friss suly, szarazanyag tartalom, nuk-
leinsav és fehérje tartalom meghatarozasokat. Kiva-
lasztottuk a legjobban gyarapodd, kallusz jellegli szo-
vetvonalat. Teszteltiik ndvekedését hormonhianyos
tapkdzegek alkalmazasaval. Megallapitottuk, hogy a
fény hatasa és az inokulum kora is befolyasolja a te-
nyésztés eredményét. Az auxin endogén szintet kielégi-

tOnek taladltuk, mig a kinetin hianyos varians ndvekedése



sdtétben nem volt megfeleld. A szbvetvonalak orga-
nizacidés készségét tekintve az organizalddd kallusz
esetében a spontan organizacidé megindulasahoz a

0,2 mg/l kinetin kiilsO koncentracid megfeleldnek bi-
zonyult. A régen tenyésztett kallusz szbvet organi-
zacidéjat azonban nem tudtuk kivaltani.

Szuszpenzids kulturikat hoztunk létre, és vizs-
galtuk é fehérjeszintézis gatldk hatasat mind szilard,
mind folyékony tapkdzegen t6rténd tenyésztéskor.

Kloramfenikolra tulérzékeny és rezisztens vonalat
tudtunk izoldlni. A sikeres szélesztések és a peroxi-
daz enzimaktivitdsok k&z8tti Osszefliggést a tenyésztdi
munka csOkkentésére hasznaltuk fel. Mivel puromicines
kisérleteinkben nem tudtunk rezisztens vonalat izo-
lalni, feltételeztiik, hogy a kloramfenikol iranti eltérd
viselkedés alapja nem riboszdomalis eredeti.

Elvégeztiik a szdvetvonalak nukleazainak vizsgéla-
tat. Megéllapitottuk, hogy az egyes szdvetvonalak el-
térd aktivitasi értékekkel rendelkeztek. A gatlodkkal
to6rténd kezelés befolyasolta a nukleidz aktivitast is.

A kivont és nukleazoktdl megvédett, tisztitott
RNS I. és RNS II. frakcidk eltérd hatadsat mutattuk ki.

Az RNS I.  frakcid, amely a tRNS-eket is tartalmaz-
ta, teljesen bonthatd volt a dohdny szovetblSl kivont és

részlegesen tisztott nukledzzal. A savas hidrolizis és



az enzimatikus bontads utdn végzett vékonyréteg
kromatografids meghatarozas alapjan a nbvekedést
serkentd mintakban magasabb adenin tartalmat tud-
tunk kimutatni. A fehérjeszintézis gatldéinak ha-
tasara az RNS mennyiség k&zel megnégyszerezdddtt,

azonban a f0 bazisok aranya nem valtozott.
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