
ъ

FEHÉRJESZINTÉZIS GÁTLÓK ÉS A TÁPTALAJ ÖSSZETÉ­

TELÉNEK HATÁSA DOHÁNY SZÖVETTENYÉSZETEKRE

egyetemi doktori értkezés

Készítette: Groma Gézáné

Lévi Éva

Készült: ELTE Növényélettani és a

JATE Biofizikai Tanszékén

Szeged

1981



i
г



KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS

Köszönetét mondok Dr. Maróti Mihály egye­

temi tanárnak, hogy a témát számomra kijelölte, 

a szövettenyésztési kísérleteket figyelemmel 

kisérte, és támogatta. A növényélettani vizsgá­

latok feltételeinek biztosításáért Dr. Láng

Ferenc docensnek és az ELTE Növényélettani Tan­

szék egész kollektívájának tartozom köszönettel. 

A disszertáció megírásához adott segítségét

Dr. Horváthné Dr. Mészáros Mária docensnek és

Dr. Szalai Lászlónak a Biofizikai Tanszék veze­

tőjének köszönöm.



TARTALOMJEGYZÉK

BEVEZETÉS
IRODALMI ÁTTEKINTÉS

Az izolált tenyésztés célja és módszerei
Kallusz és szuszpenziós tenyészetek
Pollen eredetű haploid kultúrák
Protoplaszt izolálása és tenyésztése
Sejtkultúrák totipotenciája és embriógenézise,
szelekciós rendszerek
A közeljövő várható kutatási témái: Információ 

átvitel a növényi sejtbe: genetikai transz- 

formációk, szomatikus hibridizáció 

A szövettenyészetek növényélettani és 

biokémiai vizsgálatairól általában 

Citokininek vizsgálata
Fehérjék bioszintézisének gátlói: a puromicin 

és a kloramfenikol 
Aktinomicin gátlás 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Szövettenyésztési módszerek
Szövettenyésztésre felhasznált tápközegek 

A tenyésztett dohány szövetvonalak 

jellemzése
Újabb szövetvonalak inditása 

Szuszpenziós kultúrák létrehozása 

A kísérletek kiértékelésénél alkalmazott mód­
szerek

1
4
4
5
7
9

10

12

15
18

22
23
26
26
26

29
31
31

32
Sejtszám meghatározás 

Szárazanyag tartalom meghatározás 

A szövettenyészetek friss súly mérése 

Növényélettani vizsgálatok
Egyszerre történő DNS, RNS és fehérje 

meghatározás
Peroxidáz-aktivitás fotometriás mérése

32
32
33
33

33
34



Ribonukleáz-aktivitás mérése 

A ribonukleáz enzim részleges tisztítása 

A ribonukleinsavak kivonása és vizsgálata
a. / Az RNS kivonása és tisztítása
b. / A tisztított RNS hidrolízise
c. / Hidrolizált RNS vékonyréteg

kromatográfiája
A tápközegek hormonösszetételének változ­
tatása
Gátlóanyagok alkalmazása 

KÍSÉRLETEK ISMERTETÉSE ÉS MEGBESZÉLÉSE 

Dohány szövetvonalak összehasonlitó vizsgálata 

Az 1. szövetvonal növekedése hormonhiányos 

tápközegeket alkalmazva. Organizációs lehető­
ségek
DNS, RNS és fehérje meghatározás azonos 

mintából a tenyésztés 14. napján 

A fehérjeszintézis gátlók hatása az 1. szövet­
vonal növekedésére
Szuszpenziós kultúrák kezelése fehérjeszintézis 

gátlókkal. Enzim aktivitás meghatározások a 

mintákból
A ribonukleáz enzim vizsgálata 

Az RNS kivonása és tisztítása a kloramfenikol 
10 M koncentrációjára rezisztens és a kontrol 
dohány szövetből
A tisztított RNS kivonatok hatása a szövet­
tenyészetek növekedésére
A szövet növekedését serkentő ribonukleinsav 

kivonat vékonyréteg kromatográfiája 

ÖSSZEFOGLALÁS 

IRODALOMJEGYZÉK

35
36
36
36
38

38

39
40
42
42

47

55

59

71
76

80

81

84
86
89



BEVEZETÉS

Az utóbbi években elért eredmények kétségtelenül 

bizonyították, hogy a növényi szövettenyésztés a növény- 

nemesités és szaporítás sokat Ígérő módszere. Az elkép­

zelések kibontakozása és a kísérleti eredmények gyakor­

lati felhasználása azonban nem minden növényfajra követ­

kezett be oly robbanásszerűen, mint azt várták. Ez foként 

azzal magyarázható, hogy a szövettenyésztés sajátos 

anyagcsere folyamatainak a megismerése, a növekedés és 

fejlődés beindítása és szabályozása igen összetett alap-

kutatási feladat.

A szövettenyésztés módszere lehetőséget nyújt a 

hormonok hatásmódjának a feltárására, azon anyagcsere 

változások vizsgálatára, amelyek jellemzően kapcsoltak a 

növény hormonhatásra adott válaszához. Egy adott szövet 

tenyésztésekor a táptalaj összetételének és a tenyészté­

si feltételeknek az állandósítása meghatározott növekedé­

si választ vált ki. A növekedési válasz analizálható az

anyagcsere folyamatok különböző pontjain ható gátlóanya­

gokkal .

Jelen munkánkban a fehérjeszintézis gátlói közül 

a riboszóma működésére ható kloramfenikolt és puromicint 

használtuk fel az analóg szerkezet és riboszómális funk­

ció alapján a kinetin hatás modellezésére. A kísérlete­

ket dohány szövettenyészteken végeztük.
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A tenyésztésben lévő dohány szövetvonalainak össze­

hasonlító vizsgálatát követően kiválasztottuk a legjobb

növekedést mutató szövetvonalat. Ezt használtuk fel a

hormon és gátlóanyag tesztelésére. A dohányszövet magas 

gátló koncentrációval kezelt túlélő, valamint a gátló­

hatásra túl érzékeny sejtpopulációinak a nyerése is cé­

lunk volt. A hosszú ideje tenyésztett szövetvonalra az 

organizációs képesség elvesztése volt jellemző, s mint 

ilyen, biokémiai jelzők, un. markerek hordozója lehet.

A biokémiai jelzők felhasználása a fúziós kísérleteket 

követő szelekció során jelentős a növénynemesitok számá­

ra.

A dohányszövettel-a következő kísérleteket végez­

tük élt

1. / A tenyésztésben lévő szövetvonalak növekedésének a

vizsgálata.

2. / Újabb szövetvonalak inditása.

3. / Szuszpenziós tenyészetek létrehozása.

4. / Szilárd tápközeg hormon összetételének a változta­

tása: az optimális tenyésztési feltételek meghatá­

rozása.

5.1 Optimális tenyésztési feltételek között tenyésztett 

dohányszövet kezelése fehérjeszintézis gátlókkal. 

6./ Kísérletek tulérzékeny és rezisztens vonalak izolá­

lására.
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7./ Peroxidáz és nukléáz enzim aktivitásának mérése a

kezelt és kontrol mintákban.

8. / Ribonukleinsavak kivonása, tisztítása és hidrolízise

a kontrol és gátlóval kezelt mintákból.

9. / Az optimális összetételű tápközeghez adott RNS hid-

rolizátum hatása a dohányszövet növekedésére.



4

IRODALMI ÁTTEKINTÉS

Az izolált tenyésztés célja és módszerei

A növényélettan és a genetika a teljes növényt 

vizsgálta addig, mig meg nem fogalmazódott az izolált 

növényi részek, vagy akár egyetlen növényi sejt élet­

ben tarthatóságának a gondolata. Ennek az elképzelés­

nek a helyességét jó pár év elteltével, de teljesen 

igazolták: folyadékban tenyésztett növényi sejtből szuszpen- 

ziós tenyészetet hoztak létre. A mikrobiológia területé­

ről átvett módszertani fogás széles teret nyitott a szö­

vettenyésztés további fejlődésének is. Ekkor már több 

kutató kezdeményezését követően a tenyésztés főbb irányai 

is kirajzolódtak (Maróti, 1977): igy az embrió-, a gyökér­

és kallusztenyésztés, a hajtás, portok és pollen kultú­

rák. A szövettenyésztés különböző területeit a fejlődés- 

történeti szempontokon túlmenően a nagy számú kísérleti 

eredmény rendszerezése és a gyakorlati alkalmazások el­

térései miatt indokolt elkülöníteni.

A szövettenyésztés területeit viszont egymáshoz 

is kapcsolja az a tény, hogy a tenyésztés során egy 

lépésben kalluszt - differenciálatlan szövethalmazt - 

nyerve, a kiindulási anyagtól szinte függetlenül azonos 

tenyésztési módszerrel lehet dolgozni. Ma már közel 

160 különböző növénycsaládba tartozó növényfajból hoztak 

létre kalluszt, és sikeres embrió vagy hajtás képzésre
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tudták késztetni, ily módon ismét teljes növényt

nyerve.

Újabb, a leírtakhoz kapcsolódó lehetőséget te­

remtett az a felismerés, hogy a növények testi és 

pollen sejtjeit a sejtfal leemésztése után un. pro- 

toplaszt állapotban elő lehet állítani. A sejtfal nél­

küli sejtek megfelelő körülmények között képesek egy­

mással egyesülni, majd osztódni és uj sejtfalat ké­

pezni. Ezt követően kallusz hozható létre, ami már a 

"klasszikus" szövettenyésztés módszereit alkalmazva 

elszaporitható, teljes növény képződése indukálható

belőle.

Kallusz és szuszpenziós tenyészetek

A kallusz és szuszpenziós tenyészetek létreho­

zása és megtartása steril körülmények között történik. 

Az alaptápközeg a legtöbb növény esetében a Murashige
t

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

által leirt tápközeg. így a dohány esetében is több­

nyire ezeket használják. A Gamborg és munkatársai 

(1968) által leirt B-5 tápközeg pedig a szójánál hozott 

jó eredményeket. Más növényeknél ezek módosított vál­

tozatait használják a kutatók. Az alapközeg tartalmaz 

ásványi sókat, szaharózt, vagy glükózt, mint szénfor­

rást és valamint tiamint, inozitolt. A legtöbb tenyé­

szet hormon igénye auxin és kinetin megfelelő vitamin,
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nikotinsav és piridoxin háttérrel. A felsorolt 

anyagok különböző koncentrációikban és ezek variá­

ciói az alkalmazott tápközegek igen széles skáláját 

adják. A szilárddá tételre agart használnak. A táp­

talaj adott pH értékét puffer hatás biztosítja.

Az uj tenyészetek létrehozása a teljes növény 

bármely részéből történhet. Az in vivo szöveti kör­

nyezetéből kiszakított szövet darabot inokulumnak

nevezzük. Az inokulumok heterogenitása elsődlegesen 

az alkalmazott szövettípus heterogenitásától függ?

Az elkalluszositás hormon igényen alapján Yeoman (1970) 

négy alapvető növénycsoportot különített el: az első­

be azok tartoznak, amelyek hormont nem igényelnek; 

a másodikba az auxint igénylők, a harmadikba a ki- 

netin igényesek, mig a negyedikbe a két hormont meg­

felelő arányban igénylők kerültek. A kallusz fogalmán 

Dougall (1973) szerint egy tápközeg felszínén homogén

masszaként növekedő sejteket értünk. Eredetét tekintve

szárból, levélből, levélnyélből, a csucsi merisztémából, 

portok szövetből, vagy embrióból nyert kalluszt külön­

böztethetünk meg.

Az inokulumon képződött kalluszt szilárd tápkö­

zegről folyadékba áttéve, és megfelelő módon rázattatva 

sejtekből és sejtaggregátumokból álló szuszpenziós te­

nyészet állítható elő. A leirtak viszonylag hosszú idő­

tartamú (több hónap), és fajonként eltérő folyamatok.
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Utolsó lépésként a nagyobb aggregátumoktól steril 

szűréssel megszabadulva homogén tenyészet állítható 

elő. Az igy kapott tenyészetek rövid időtartamú 

szinkronizálása is megoldható feladat (Gibbs és

Dougall, 1965). Steril szűréssel akár egyetlen sejt 

is kiválasztható, és indukálható a kallusz képzése 

(Dougall, 1973). A sejt osztódásait is nyomon tudjuk 

követni egy speciális tenyészedény felhasználásával 

a Jones és munkatársai (1960) szerint kidolgozott

módon.

A tenyésztett szövetek bizonyos idő eltelté­

vel megkövetelik a környezetük regenerálását: a táp­

közeg frissre történő cseréjét, amit passzálásnak I

nevezünk. Ekkor kell elvégezni a növekvő szövetdara­

bok osztását, az öregedő részek eltávolítását. A 

szövetvonalak időről időre azonos táptalajon történő 

passzálása biztosítja, hogy a kísérletekhez megfelelő 

minőségű anyagokkal rendelkezzen a laboratórium.

Pollen eredetű haploid kultúrák

Ez a módszer nagyszámú haploid növény előál­

lítását teszi lehetővé a pollenből indukálható hap­

loid növényke vagy kallusz képződésével. Jelentősége 

a genetikusok és növénynemesitők számára abban van,



8

hogy ily módon az indukált, recessziv mutációk 

könnyen izolálhatok. A kromoszómaszám megduplázta- 

tásával pedig teljesen homozigóta vonal állitható 

elő. A poliploid növényekből nyert vonalak azonban 

nem igazi monoploidok, és igy un. mutációs hézagok 

(leakiness) jelentkeznek a másik genomban történő 

duplikációkor, mint azt Carlson (1970) auxotrof 

dohány mutánsoknál közölte.

Pollen eredetű haploid növényt elsőként Datura 

inoxiából állítottak elő. A haploid dohány létre­

hozásának a feltételeit Nitsch és Nitsch (1969)

állapították meg. A szerzők szerint csak két kritikus 

faktor játszik szerepet a növényképzés indukciójában: 

a pollen állapota és a tápközeg. Az alkalmas álla­

pot közvetlenül a mikrospóra magjának kettéosztódása 

előtti időben van. A tápközegnek pedig ásványi sókat, 

vasat és cukrot kell tartalmaznia. A mikrospóra kez­

deti osztódását követően a fejlődési állapotok álta­

lában analógok a normál embriógenezissel. A haploid 

növény képződése kedvezően befolyásolható hőmérsékleti 

sokkolással, valamint az embrióképző portokok homo- 

genizátumának a tápközeghez való adásával. Más ese­

tekben először haploid kallusz képződik, és ebből 

nyerhetők aztán növények. A haploid szövettenyésze­

teket kallusz és szuszpenziós kultúrában egyaránt
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lehet tenyészteni, azonban a hosszú ideig történő 

tenyésztéskor számolni kell a ploiploidia szint

változásával.

Protoplaszt izolálása és tenyésztése

Cocking (1972) szerint a protoplaszt.fogalmán

olyan sejteket értünk, amelyek sejtfalát mechanikai

utón, vagy enzimatikus emésztéssel eltávolították.

A protoplaszt izolálás több lehetőséget rejt 

magában: 1. a sejtek igen homogén populációját 

nyerhetjük; 2. a sejtfal hiánya lehetővé teszi a 

növényi sejtek egyesülését, az un. fúziót; 3. egyet­

len protoplasztból több növény is nyerhető a kallusz 

állapoton keresztül.

A dohány protoplaszt sikeres osztódásait Vasil 

és Vasil (1972) figyelte meg 75 sejtes állapotig.

A dohány Nagata és Takebe (1970, 1971) kísérleteinek

is sikeres alanya volt.

A szomatikus hibridizáció a protoplaszt ku­

tatás uj kérdéseit hozta felszínre. Az első szomatikus

hibridek vizsgálatait követően (Dudits, D. és mts. 

1977) a protoplasztokból történő kromoszóma izolálás

módszerét is kidolgozták (Malmberg és Greisbach 1980).
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A jelenleg kibontakozó eredményekből úgy tűnik, 

hogy egyre közelebb kerülünk a különböző növényi 

fajok génjeinek kromoszómák által történő transzfe­

réhez (Szabados és mts. 1981).

A protoplasztokat a növényi virus kutatás 

terén is alkalmazzák, az itt felmerülő kérdések

részben hasonlóak a növényi géntranszfer kérdései­

hez. A fö eltérés abban áll, hogy a virus virulens 

állapotában a növényi sejtet nem csak saját felvé­

telére, de az abban történő replikáció lefolytatására 

is készteti.

Sejtkulturák totipotenciája és embriógenezise, szelek-

ciós rendszerek

Több kutató munkája, bizonyította már, hogy egyet­

len sejt vagy protoplaszt képes növényregenerációra, 

azaz totipotens. A növény regenerálódása hormonális 

szabályozás alatt áll, és a környezeti hatásokra is 

érzékeny. Kritikus szövettenyésztői feladat a szoma­

tikus és ivari sejtekből történő indukció feltétele­

inek a megválasztása, és az indukciót kiváltó tényezők 

megismerése. A tenyésztés során a szelekciós rend­

szerek felhasználása többnyire megelőzi az embrióge­

nezis folyamatát.
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Az ezen a területen eddig elvégzett kísér­

letek a genetikai változásokhoz kapcsolódó élet­

tani és biokémiai vizsgálatok voltak. Szelektált 

mutánsok vizsgálatát elsőként Carlson (1970) vé­

gezte el. Dohány tenyészetből auxotrof mutánst és 

aminósav analógokkal szemben rezisztenciát mutató 

vonalakat különített el. Heiner és Filner (1970)

L-treoninnal szemben rezisztens, Maliga és mts.

(1973) sztreptomicin és 5-brom-deoxiuridin rezisz- 

tens vonalakat állitott elő haploid dohányból.

Widholm (1972, 1976) DL-5-metil-triptofán rezisz-

tens vonalában az L-triptofán szintje a kontrol 

tizennyolcszorosa volt. A módszer a speciális ami- 

nósavak felhalmoztatását tenné lehetővé, igy a 

gabonában a lizinét, a metioninét pedig a szójában. 

Az eljárás hiányossága csak annyi, hogy az aminósav

készletben történő felhalmozódás nem tevődik át

egy az egyben a fehérje szintre, hanem az a C és N

metabolizmusan keresztül is csökken.

Bizonyos növényi betegségekkel szembeni re­

zisztencia kialakítása is célként szerepel a kallusz 

tenyésztéskor. Phytophora parasitica és dohány kallusz 

kölcsönhatását vizsgálták. A szelektált rezisztens 

növényből előállított tenyészetekben a gomba nem volt
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képes szaporodni, tehát a kallusz is rendelkezett 

rezisztenciával az adott tenyésztési körülmények 

között. A mikroplazma jelenléte és eliminációja a 

táptalaj összetételével befolyásolható volt.

Az alacsony molekulasulyu antimikrobiális kompo­

nensek, a fitoalexinek a tenyésztő tápfolyadékban 

megtalálhatók. A szintézisek kiváltásában a mikrobák ál­

tal termelt bizonyos metabolitok szerepét feltételezik, 

és de novo enzim szintézist is tudtak bizonyítani 

(Dixon és mts. 1981). A gomba hifa sejtfal komponen­

seivel, a kis molekulasulyu cukorszármazékokkal a 

protoplasztok agglutinálódását lehetett előidézni 

(Doke, Timiyama 1980). Ezek a tények újabb szelekciós 

rendszerek létrehozásához adnak lehetőséget, akár a 

protoplasztálást követő lépésben, akár a tenyésztés 

során.

A közeljövő várható kutatási témái: Információ átvi­

tel a növényi sejtbe; genetikai transzformációk, szo-

matikus hibridizáció

Az eddig elvégzett vizsgálatok eredményeikkel 

elsősorban a lehetőségeket vázolták fel. Bendich és 

Filner (1971) borsó csiranövény és dohány kallusz 

Pseudomonas DNS felvételét vizsgálták. A borsó növé­

nyekből nyert kivonatban a felvett DNS részlegesen
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lebontott formában volt jelen. Az esetleges 

beépülést nem vizsgálták. A dohány kallusz által 

felvett idegen nagy molekulasulyu DNS viszont a 

magfrakcióhoz kapcsolódva volt kimutatható.

Protoplasztok alkalmazásával több növény 

képes volt nagyobb mennyiségű E. coli DNS felvé­

telére , amely felvétel polikationokkal serkenthető 

volt (Ohyama és mts, 1972). Davey és Cocking (1972) 

borsó protoplasztok Rhisobium felvételét közölték.

A baktérium a sejtfal leemésztésekor volt jelen a 

tápközegben. Holstein és mts,(1973) szója és Rhisobium 

in vitro indukált szimbiózisát Írták le. Carlson

(1973) közlése szerint két bakteriofág-specifikus 

enzim szintézise volt kimutatható árpa protoplasztok 

bakteriofág fertőzését követően. Ez egyben azt is 

bizonyította, hogy a virus DNS transzkripciós és 

transzlációs templátként egyaránt szerepelhet a fer­

tőzött növényben. E. coli galaktóz és ^aktóz operon- 

jának haploid paradicsom sejtbe történő átvitelét is 

közölték. A jelenséget transzgenózisnak nevezték el.

A transzfer és az incorporáció módja pontosan máig sem

ismert.

A kísérletek fő problémáit a genetikai infor­

máció átvitelekor annak "csomagolása" adja. így a fel­

vétel módja, a felvett anyagot lebontani készülő 

enzimek gátlása döntő tényező a kísérletek sikerében.
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Az információ beépülése az eredeti genomba függ 

még a felvett és citoplazma szinten is megvédett

anyag sejtmagban bekövetkező sorsától. Ez utóbbi­

ról tudjuk a legkevesebbet.

A genom módositás másik lehetőségét a szoma­

tikus sejtfúziók jelentik. Melhers és Labib (1974) 

cikke részletesen foglalkozik a szomatikus sejtek 

fúziós lehetőségeivel. Amennyiben a szomatikus 

sejtek egyesülését követően a teljes genom átkerül 

a fuzionáló partnerba, ezt a szerzők "paraszekszu- 

ális hibridizációnak" nevezik. A fúzió után nyerhető 

növény mind a két szülő tulajdonságait hordozza.

Az inkompatibilitási gátak azonban ma még jelentő­

sen leszűkítik a hibridizációs partnerek számát.

• Fúzió során az alkalmas partnerek és körülmények 

megválasztása, a fúziós frekvencia egy kivánt szint­

re való növelése az első feladat. Ezt követi az ön-

fuziós sejtek eltávolítása a paraszekszuális hibridek

közül, valamely szelekciós rendszer alkalmazásával.

A módosított genommal rendelkező sejtpopuláció te­

nyésztése és organizáltatásával növények nyerése 

az utolsó lépés.

Az első szomatikus hibridek nyerését és vizsgá­

latát követően (Dudits és mts, 1977) ma a protoplaszt

kromoszóma felvételét és annak további sorsát vizsgál­

ják a kutatók.
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Ezen a téma területen meg kell még említenünk

Gamborg (1977) összefoglalóját, mint ma már alap­

vetőnek számitó cikket.

A szövettenyészetek növényélettani és biokémiai

vizsgálatáról általában

A szövettenyészetekkel elért eredmények fel­

vetik a "Mi és hogyan történt?" kérdését. A válasz 

pedig nem is olyan egyszerű. Tekintsünk az első 

ábrára, melyen összefoglaltuk a szövettenyésztés 

lehetséges lépéseit, és képzeljük magunk elé az 

intermedier anyagcsere utakat: á vizsgálati lehető­

ségek száma óriási, még akkor is, ha az ábráról csak 

egyetlen kis nyilat választunk is ki.

A szövettenyészeteken elvégzett növényélettani 

és biokémiai vizsgálatok során a teljes növényen, 

vagy izolált szerveken végzett kísérletek módszereit 

veszik át, amennyiben szükséges kellő módosítással.

A szuszpenzióban osztódó sejtek azonos fiziológiai álla­

pota, a tenyészetek szinkronizáltsága elengedhetetlen 

az izotópos vizsgálatok (Berlin és Widholm, 1978), 

de egy egyszerű gél elektroforetikus fehérje profil 

elkészítése, vagy az izoenzim vizsgálatok során is.

Már a hatvanas években elvégezték a dohány levél 

oldható fehérjéinek, a peroxidázainak, eszterázainak,
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és leucin-axninopeptidázainak vizsgálatát (Hart 

és Bhatia, 1967). A szomatikus hibridek jellemzé­

sekor ezt a módszert használták fel a kutatók.

Szója- dohány hibridek esetében az alkohol-dehidro- 

genáz és az aszpartát-aminotranszferáz profillal 

jellemezték a fúziós partnereket és a szomatikus 

hibridet (Wetter, 1977). E témakörbe tartoznak az

albinó és klorofill hiányos mutánsokat, mint a sejt- 

fuziós kisérletek alanyait jellemző vizsgálatok is 

(Szilágyi, Nagy 1977).

A dohány levél és kallusz ribonukleinsavainak 

összehasonlitó vizsgálatát Van Sittért és mts már 

1975-ben elvégezték. A kalluszban magasabb turn 

over-t tapasztaltak, mint a levélben. A kallusz RNS-ek 

viszonylag alacsony poli-A tartalommal rendelkeztek.

A szerzők kimutattak olyan ribonukleinsavakat, melyek 

egyáltalán nem rendelkeztek intramolekuláris poli-A 

résszel. A tumoros szövet eltérő RNS profilú volt: 

igen magas poli-A tartalommal rendelkezett, és ez 

intenziv izotópos jelölodést mutatott. A szerzők 

az RN-áz rezisztens szekvenciákban is intenziv jelö- 

lődést mutattak ki, és több hasonló eredményre is

hivatkoztak cikkükben.

A tenyésztett szövetek nukleinsavainak vizsgálata 

napjaink időszerű kérdése, és jelenlegi tudásunk 

szerint közvetlenül, de még nem egyértelműen tisztázott 

módon kapcsolódik a citokininek'által történő hormo­

nális szabályozáshoz.
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Citokininek vizsgálata

A citokininek széles morfogenetikai és élet­

tani hatása vált már ismertté napjainkig. Az ered­

mények egyértelműen bizonyították, hogy az RNS- és 

fehérjeszintézis folyamatának serkentésére képes 

a sejtmagban, és a sejten belül a sejtorganellumok 

működését is befolyásolja. A kloroplasztiszokra 

kifejtett hatása a hetvenes években mind ismertebbé 

vált. A klorofill szintézis, a fotoszintetikus en­

zimek szintézisének normális lefolyása igényli az 

endogén citokininek jelenlétét. A levelek öregedési 

folyamatának citokinin gátlása is bizonyítást nyert.

Feierabend (1970) kísérlete alapján a fotoszintézis

a NADP+-föbb enzimeire, igy a karboxi-dizmutázra, 

függő glicerinaldehid-dehidrogenázra, a transzketolázra

és a ribofoszfát-izomerázra fejt ki a hormon szin­

tézisüket indukáló hatást.

A dohány szövetkulturák optimális citokinin 

koncentráció mellett a normális ütemü növekedéshez

auxint és tiamint is igényelnek. Magas citokinin 

tartalmú tápközegek esetében azonban a tiamin el­

hagyható, mert szintézise megtörténik (Dravniecks és 

mts, 1969). A nukleázokra in vivo gátló hatást képesek 

kifejteni. A xantin-oxidázok működésének a befolyáso-
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lásával fontos szerepet játszó vegyületek szin- 

tézisét befolyásolják (Henderson és mts, 1962). 

Dohányból kivont tRNS esetében bizonyították, hogy 

a citokininek jelenlétében magasabb a tRNS meti- 

láltsági foka, valamint kifejezettebb az aminosav 

kötő képesség is (Abbéis és mts, 1972). A citokinin 

kezelést követően a tRNS fajták aránya is megvál­

tozik.

A felgyülemlő ismeretanyag ellenére a citokininek 

elsődleges hatáspontja még ma sem tisztázott telje­

sen, de a hetvenes évektől kezdődően a probléma 

mind jobban a molekuláris biológia tRNS kutatásainak 

témakörébe kapcsolódott.

Szövetkulturában az endogén citokinin szintet és

annak szintézisét adenin és mevalonsav adásával

kedvezően tudták befolyásolni (Van Staden, 1979). 

A növényi szövetekből kinyert aktiv citokininek,

valamint az inaktiv szubsztituált adenin származékok

gáz-folyadék kromatográfiája, tömegspektrofotometrá- 

lása és magas nyomású folyadék kromatográfiája igen 

hatékony vizsgálati módszerként lépett előtérbe az 

utóbbi néhány évben. Oszlopkromatográfiás frakcionálás- 

sal pedig a szövettenyésztésben is felhasználható 

mennyiségben juthatunk citokininekhez (Hutton, Van

Staden, 1981).



20

Folyamatos tenyésztésben lévő szuszpenziós 

kultúrák esetében a citokininek transzlációban

betöltött szerepét, a G2 során a fehérjeszintézisre, 

valamint a G2~ből mitózisba történő átlépéskor ki­

fejtett hatását bizonyították (Wang és mts, 1981).

Az egyes növényfajok között a sejtosztódási ciklus­

ra kifejtett hatásban eltérés van, igy például a 

répa kultúra G^, mig a platán S fázisba kerül a 

hormon megvonást követően. A hormonhiány általában 

S fázisban tartja a sejteket (Nishi és mts, 1977).

A leirtak alapján hasznos lehet a citokinin-függö 

sejtvonalak alkalmazása ezekben a vizsgálatokban. 

Véleményünk szerint a speciális enzimek, valamint más 

regulátorok hiánya, amelyek a G^/S és a G2/M át­

menethez lennének szükségesek, a fehérjeszintézis 

gátlók alkalmazásával is modellezhetők.

Mivel a puromicin szerkezete nagy hasonlóságot 

mutat a tRNS-3' végének adeninjével, ha az amino- 

acilálva van, igen kézenfekvő volt e gátló alkalmazása 

kísérleteinkben, citokinin-függö tenyészeteket alkal­

mazva. Ugyanis az egyik citokininként ismert növényi 

minor bázis az IPA (6-izopentenil-aminopurin) is 

közvetlenül az antikodon mellett helyezkedik el a 

szerint-tRNS-nél (Hess, 1979). Egyfelől igy biztosítja 

az antikodin rákapcsolódást az mRNS kodonjára, más-
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másfelől a tRNS-ek lebontását követően, mint

citokinin hatású regulátornak lehet szerepe.

Ma már általánosan elfogadottnak látszik egy 

citokinin hatásmódról alkotott hipotézis (Smith, 

1977), bár a nukleázokkal foglalkozók körében vannak

még ellenvetések. A hipotézis mellett szólnak a 

következők: A prekurzorként adott IPA nem épül be 

a tRNS-be. A tRNS érése során jön létre mevalonsav- 

ból az izopentenil csoport. Továbbá más citokinin 

hatású anyagokról is bizonyították, hogy nincs szere­

pük a tRNS szintézisben. Cherry és Anderson (1971)

szerint a tRNS hasitásakor felszabaduló citokinin

hatású minorok specifikus nukleázokra fejtik ki ha­

tásukat. A megállapitást támogatják Maab és Klämbt 

(1981) eredményei is. A szerzők ^ 

követően 1/70 arányban mutatták ki a tRNS-Ье történő 

beépülést, és ez az IPA-ban volt lokalizálható. A 

tRNS-ek felezési idejét 65-70 órában állapították 

meg. A jelölt oligonukleotidok felezési ideje 8 óra 

körüli érték volt. Erison és Fox (1981) a 80 S nativ

C-adenin kezelést

riboszómában és a citoplazmában kötetlen állapotban 

lévő fehérjét tisztított meg és karakterizált. A 

fehérje a citokinin aktivitású 6-szubsztituált pu- 

rinok megkötésére is képes. A szerzők esetleges nuk- 

leáz aktivitásról nem tesznek emlitést. Az azonban
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igen valószinü, hogy más fehérjével, vagy fehér­

jékkel kerül kapcsolatba az IPA, mint a tRNS része 

a transzláció folyamán, és megint másokkal a moleku­

la szállítása és lebontódása során. Az emlitett szer­

zők a citokinin-köto fehérjét a riboszómával hozták 

kapcsolatba, de említették az esetleges hormon re­

ceptor szerepét is.

Fehérjék bioszintézisének gátlói: a puromicin és a

kloramfenikol

A növényélettani kísérletekben a fehérjék 

bioszintézisének lépéseit gátló két leggyakrabban 

használt kémiai ágens a puromicin és a kloramfeni­

kol. Ezek a gátlók a fehérjeszintézis "riboszomális

lépésekor" hatnak. A puromicin szerkezete nagy ha­

sonlóságot mutat a tRNS-3' végének adeninjével, ha 

az aminoacilálva van. A vegyület hatásmódja is alap­

vetően ezzel magyarázható: a puromicin képes kap­

csolódni az 50, illetve a 60 S riboszóma alegység 

aminoacil-affin helyéhez, és igy képes kölcsönhatás­

ba lépni a peptidil-tRNS-sel. Az igy kialakult kon­

figuráció azonban nem képes kapcsolódni a peptidil- 

transzferáz központtal. Bizonyos szempontból a 

kloramfenikol is hasonlóan hat, mint a puromicin.

Az aminoacil~affin helyhez kötődik, de a peptidil- 

-tRNS-sel nem képes kapcsolódni. A kloramfenikol
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csak az 50 S riboszóma alegységgel lép kölcsön­

hatásba. Baktériumok és sejtorganellumok fehérje- 

szintézisét gátolja, ugyanakkor számos növényélet­

tani hatása is ismert.

Steril szövettenyészetekben a kloramfenikol 

meghatározott koncentrációját szokták alkalmazni 

a tápoldatok elö-inkubálására. Felhasználásakor
-310 M-os koncentrációban alkalmazva már számolni

kell mutagén hatásával. Ez utóbbi a lapos policikli-

kus molekulák közbeékelődésével és alkilezéssel a

véglegesen DNS-hez történő kötődésükkel magyarázható. 

Növényélettani hatásai közül a plasztisz képződés 

gátlása már régen ismert, sőt az is, hogy a plasztisz 

riboszómák érzékenyebbek kloramfenikollal szemben, 

mint a plazma riboszómái.

Aktinomicin gátlás

Az aktinomicin polimeráz gátló, a magasabb- 

rendü szervezetekben és baktériumokban egyaránt haté­

kony. Kölcsönhatása közvetlen a DNS-el, a gátló nem 

hat a polimeráz DNS-hez való kötődésére. A fehérje- 

szintézist nem gátolja akkor, ha a DNS helyett az 

RNS szolgál templátul, például az RN£> virueok eseté­

ben. A denaturált DNS-re in vivo kevésbé hatékony.
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Az élő végleges DNS struktúrája a gátlás hatékony­

ságára meghatározó jellegű. A gátló kromofor csoport­

ja a DNS duplexbe képes beékelődni. A policiklikus 

molekulák közbeékelődésén keresztül más molekulák

véglegesen is kapcsolódhatnak apozicióban a lánc­

hoz, alkilezés révén. Ezt a gátlót azért választot­

tuk kísérleteink alanyául, mert nem szerepelhet 

hatásában citokinin analógként a transzláció 

folyamatában. Magas koncentrációban alkalmazott 

kloramfenikol esetében a két gátló támadáspontja

azonban azonos.

Mivel dolgozatunk célja egy igen hosszi ideje 

tenyésztett dohány szövetvonal összehasonlitó vizs­

gálata volt, és a téma gyér irodalommal rendelkezik, 

összefoglaló áttekintést adtunk a szövettenyésztés 

módszereiről. Ebben a részben tisztáztunk bizonyos

fogalmakat, módszertani fogásokat. Az irodalmi 

anyag összeállításánál "dohány centrikus" szemléle­

tünk mellett célunk volt egy jellemző kép adása a 

kísérletek mai állásáról és a kirajzolódó további 

lehetőségekről. Befejezésül pedig a citokininekről 

és a kísérleteinkben felhasznált gátlókról irtunk a

kísérleti beállításaink logikai vázát adva.

Kísérleteinkben a citokininek élettani hatását

vizsgálva a következő kérdésekre kerestük a választ:
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1. Eltéroek-e az általunk tenyésztett szövetvonalak 

a citokinin érzékenység tekintetében?

2. Kimutatható-e ribonukleáz aktivitásban különbség

a vonalak között?

3. Az izolált tRNS-ek mennyire emészthetök a rész­

legesen tisztított nukleázokkal?

4. Milyen a nukleotid profil az egyes vonalaknál, 

gátlók hatására milyen változás észlelhető?

5. A tRNS preparátumunk hidrolizátuma rendelkezik-e

növekedést serkentő hatással?
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Szövettenyésztési módszerek

Szövettenyésztésre felhasznált tápközegek

A kísérletek egy részében felhasznált külön­

böző összetételű tápközegek alapja a Murashige és 

Skoog által 1962-ben dohány tenyésztésére leirt táp­

talaj volt. A kísérletek más csoportjaiban pedig a 

Gamborg és Miller (1968) által szója gyökér tenyész­

tésére leirt tápközegét alkalmaztuk bizonyos módo­

sításokkal. A táptalajok pH = 5.8 értékét NaOH 0.1 N 

oldatával állítottuk be autóklávozás előtt. A steri­

lizálás ideje 45 perc volt 120 C°-on. A hatóanyago­

kat (hormonok, bomló vitaminok, gátlóanyagok) a még 

meg nem dermedt agaros táphoz szűrtük Millipor szűrön 

steril fülkében.

Alkalmazott tápközegek:

Murashige, T., Skoog, F.: A revised medium for rapid

growth and bioassay with tobacco tissue cultures

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

1650 mg/1nh4no3
1900 mg/1KNO 3

440 mg/1CaCl2
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370 mg/lMgS04

170 mg/lkh2po4
3 mlFe-Na-EDTA t.o.

6,2 mg/1H3BO3

22,3 mg/lMnSo4

8,6 mg/lZnS04

0,83 mg/1KJ

0,5 ml/lA-Z t.o.

2,0 mg/l 

2,0 mg/l

Glicin

IES

0,2 mg/1Kinetin

1,0 mg/lGibberellin

100,0 mg/l 

0,5 mg/l 

0,1 mg/l 

0,5 mg/l 

30,0 g/l

Mezo-inozitol

Nikotinsav

Aneurin

Piridoxin

Szaharóz

5-6 g/lAgár (por)

pH = 4,8 - 5,2

A-Z Hoagland törzsoldat összetétele

0,550 g/l 

•0,350 g/l

Н3Ю3

MnCl2

CuSo 0,050 g/l4
0,050 g/lZnSO4
0,050 g/lAVSV3
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0,050 g/lníso4
0,050 g/lco/no3/2
0,050 g/ltío2

LiCl 0,025 g/l

0,025 g/lSuCl2

0,025 g/lKJ

0,025 g/lKBr

Ohyama, K.: NutrientMiller, R.AGamborg, O.L • 9• 9

requirements of suspension cultures of soybean root

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

1000,00 mg/1NH.N0o 4 3
.1000,00 mg/1KNO 3

65,00 mg/1KC1

260,00 mg/1Ca/N03/2

/nh4/2so4
NaH2P04 

MgS04 

MnSO

200,00 mg/1

165,00 mg/1

360,00 mg/1

5,00 mg/14
3,00 mg/1ZnSO4
3,00 mg/1h3bo3 

NaMo04 

CuSO

0,25 mg/1

0,25 mg/14
0,25 ml/1CoCl2

Fe-Na-EDTA 5,00 ml/1

5,00 mg/1Nikotinsav

10,00 mg/1Aneurin
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1/00 mg/1Piridoxin

0,25 mg/1Ca-pantotenat

10,00 mg/lAszkorbinsav

100,00 mg/lMeso-inozitol

10,00 mg/lGlicin

50,00 mg/lL-Glutamin

250 mg/l (helyette aminisol 25 ml/l)Kasein

0,44 mg/l2,4-D

6,00 g/lAgár

20,00 g/lSzaharoz

pH = 4,8 - 5,2

A tenyésztett dohány szövetvonalak jellemzése

Szövetvonal alatt az azonos eredetű és egy 

adott összetételű tápközegen növekedő kalluszt 

értjük. Passzáláskor és a kísérletekhez esetenként 

250 + 5 mg apikális szövetrészt mértünk ki sterilen, 

torziós mérleget alkalmazva. 50 ml tápközegre cent­

rálisán, kissé az agarba mélyesztve helyeztük el

az inokulumokat.

Az 1. jelzésű dohányvonal izolálása Nicotiana

tabacum szárból közel 15 éve történt, és azóta folya­

matos a passzálása. A kallusz homogén- megjelenésű,

halvány sárga szinü. Kultúrában tartása alatt or­

ganizációt nem mutatott. A törzsanyag fenntartása
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Murashige, Skoog (1962) által leirt tápközegben

folyik.

A 2. jelzésű szövetvonal Nicotiana tabacum

Wisconsin-38-ból származik, portok eredetű, és két 

éve állt folyamatos passzálás alatt. A kallusz- 

képzés indukciója a Gamborg, Miller, Ohyama 

(1968) által leirt tápközegen történt. Ezen a tápkö­

zegen organizációt nem mutat a viszonylag nagy víz­

tartalmú hófehér szövet, öregedéskor intenziv el- 

barnulás látható a tápközeggel érintkező zónából

kiindulva.

A 3. jelzésű szövet.vonal Nicotiana silvestris por­

tok eredetű, és két éve állt folyamatos passzálás 

alatt. A 2. szövetvonallal azonos körülmények között

tartva tömött, fehér szinü, organizációt nem mutató

kalluszt képez.

A szövetvonalakat sötétben és fényen, 25+2 C°-on tar­

tottuk. A megvilágitást 16/8 órás fény/sötét perió- 

dúsban fénycsövekkel biztosítottuk 120 W/m fényerős­

séggel /Tungsram 20 WF. 33-White és Orion 20 WF. 7-Day

light/.

A tenyésztés során a Maróti (1971) által leirt mód­

szertani fogásokat alkalmaztuk.



31

Újabb szövetvonalak indítása

Az 1. jelzésű dohányvonalból egy 4. jelzésű 

szövetvonalat is előállítottunk a Gamborg, Miller, 

Ohyama (1968) féle tápközegre oltással. Az j>. és a 

6. jelzésű szövetvonalat Murashige és Skoog (1962)

által leirt tápközeg alkalmazásával állítottuk elő 

a 2. és 3. jelzésű vonalból.

A tenyészétek minden vonalából, sötétben 22 C°-on, 

úgynevezett törzsanyagot tartottunk fenn. Az át- 

oltásokat 4 hónapig kéthetente, majd ezt követően 

havonta végeztük. Ekkor a kísérletekhez 34 napja 

tenyésztésben lévő szövetek apikális 250+5 mg-ját 

mértük ki sterilen egy-egy lombikba, amely 50 ml 

agaros tápot tartalmazott. Más kísérleti beállítás­

ban 14 napos szövet 200+5 mg-nyi mennyiségét használ­

tuk fel.

Szuszpenziós kultúrák létrehozása

A 14 napig tenyésztett szövetvonalak 300-300 

mg-ját Wasserman csövekben a megfelelő agarhiányos, 

folyékony tápoldatba helyeztük, és Vibroterm rázó­

készülékkel a legkisebb fordulaton rázattuk. A szét-

rázatott szöveteket többrétegű gézen átszűrtük, majd
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200 ml-es Erlenmayer lombikok 50 ml-nyi tápköze­

gébe oltottuk. A munkát steril körülmények között/ 

oltófülkében végeztük. Az igy nyert szuszpenziókat 

150 mg friss súly/50 ml tápoldat sűrűségűre állí­

tottuk be. A rázatást horizontális New-Brunswick

G-25-ös készülékkel végeztük (1300 rpm).

A tenyészetek sejteket és kis aggregátumokat 

tartalmaztak, amelyek közül a legnagyobb sem haladta 

meg az 50 sejtes állapotot. A tenyészetek fertőzés- 

mentességét mikroszkóppal ellenőriztük.

A kísérletek kiértékelésénél alkalmazott módszerek

Sejtszám meghatározás

A meghatározáskor ismert mennyiségű szövetet rá-

zattunk szét adott térfogatú 5 %-os krómsavval, majd

ekvivalens lúggal közömbösítettük. Az igy nyert

szuszpenzió további károsodás nélkül jégszekrényben, 

eltartható volt. A számlálást Bürker kamrában végez­

tük, háromszori ismétlésben. A sejtszámot lg szövetre

vonatkoztatva adtuk meg.

Szárazanyag tartalom meghatározás

100 mg súlyú szövet mintát 8 óráig 100 C° 

majd egy napon át 60 C°-on szárítottuk és ezután mér-

-on,
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tűk a súlyát. Az eredményt a száraz súly friss súly­

ra vonatkoztatott %-ában adtuk meg.

A szövettenyészetek friss súly mérése.

.A napi növekedés és a relativ növekedés 

értékeinek számitása.

Növényélettani vizsgálatok

Egyszerre történő DNS/ RNS és fehérje

meghatározás

Az alkalmazott eljárást Pilet és Braun (1967)

módszerének módosításával dolgoztuk ki. Potterrel 

3 ml TCA-acetonban esetenként 750 mg szövetet homo­

genizáltunk el, jégben hütve. A homogenizátumot

Janetzki centrifugán 800 rpm fordulaton 15 percig 

centrifugáltuk. A felüluszót elöntve a csapadékot

egyszer hütött 3 ml TCA-acetonnal, majd kétszer 

0,2 N perklórsawal mostuk. Ezután a csapadékot 

4 ml 0,4 N NaOH-dal 37 C°-on 24 órán át hidrolizál-

tuk. A hidrolízist 1,5 ml 1,5 N perklórsawal állítottuk 

le, és a mintákat 1 órára 0 C°-ra helyeztük. 20 

percig 8000 rpm-el centrifugáltuk. Az ekkor kapott 

felüluszó adta az RNS I frakciót. A csapadékot 2 ml

0,2 N perklórsavas mosás után centrifugáltuk. A viz-
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tiszta felüluszó adta az RNS II frakciót. A két

frakciót egyesitve a ribóz tartalom őrein reakcióval 

történő meghatározását végeztük el. Az RNS tartalmat 

kalibrációs görbéről leolvasva kaptuk.

A visszamaradt csapadékot 3/0 ml 0,5 N perklór- 

sawal 70 C°-on hidrolizáltuk, majd lecentrifugáltuk.

A felüluszóból DNS meghatározást végeztünk ecetsavas 

difenilaminnal, a dezoxiribóz tartalom alapján. A DNS 

tartalmat kalibrációs görbéről olvastuk le.

A visszamaradt csapadékot 3 ml 0,1 N NaOH-dal 

főztük 15 percig, lehűlés után centrifugáltuk. A min­

ták fehérje tartalmát Folin-reagenssel, az aromás ami- 

nósavak reakciója alapján határoztuk meg. A kapott 

eredményeket yg/1000 mg friss szövetsuly értékben fe­

jeztük ki.

Peroxidáz-aktivitás fotometriás mérése

A meghatározáshoz esetenként 200 mg friss szöve­

tet használtunk fel. A lehűtött mintákat pH = 6,0-os,

0,01 M-os foszfát pufferben elpotteroltuk, majd

8000 rpm fordulaton 25 percig centrifugáltuk.

A meghatározás küvetta reakcióval történt. Az optikai 

denzitás változását 420 nm-en mértük. A reakcióelegy

összetétele a következő volt: 1,9 ml foszfát puffer,

1,0 ml 0,2 %-os H202, 1,0 ml 0,1 %-os guajakol, valamint



35

a reakció indítását adó 0,1 ml enzim kivonat. Az

/g friss súly x perc érték­enzim aktivitást AOD 420
ben adtuk meg.

Ribonukleáz-aktivitás mérése

Az enzim vizsgálatát elsődleges (crude) kivo­

natból végeztük Udvardy (1967) szerint. A meghatáro­

zásokhoz esetenként 500 rag szövetmintát használtunk 

fel. Az anyagot hütve potteroltuk 0,05 M Tris-HCl 

pH = 7,5 oldattal. A szövetminták intenzív peroxidáz 

aktivitását észlelve bizonyos szövetek vagy kezelések 

esetében a kivonó puffert 0,1% aszkorbinsavvl, 0,1% 

ciszteinnel és 0,5 M szaharózzal egészítettük ki. A 

kivonatokat 0 C°-on 16000 g-vel 20 percig centrifu­

gáltuk. Az enzimreakcióhoz 0,2 ml kivonatot használ­

tunk fel. Szubsztrátként 2,5 mg/ml élesztő RNS-t, illet­

ve részlegesen tisztított, magából a dohány szövetmin­

tákból kivont RNS-t használtunk. A reakciók végtérfo­

gata 3 ml volt, az inkubációs idő 1 óra, 37 C°-os 

termosztátban. A reakciót mélyhűtőből kivett ccHCl- 

alkohol 1:3 arányú oldatának 1,6 ml-ével állítottuk le.

A csapadékot két órai állás után viztisztára centrifu­

gáltuk, és a felüluszót megfelelő higitás után spektro- 

fotometráltuk 260 nm-en (Unicam spektrofotométer). A 

savoldható reakciótermékek elnyelése alapján 0,1 OD 

változást tekintetünk egy enzim aktivitási egységének.

A viszonyitási alapot a О-idő minták képezték.
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A ribonukleáz enzim részleges tisztítása

Az enzim kivonásához 14 napig azonos körülmé­

nyek között tenyésztett szövetminták 10 g-ját hasz­

náltuk fel. A kivonó 0,05 M pH = 7,5 Tris-HCl puffer 

volt. A feltárást 1:3 arányban, jeges vizben hütve, 

potterolással végeztük. Az igy nyert kivonat sejtmen­

tességét mikroszkóppal ellenőriztük. A részleges tisz­

títást Udvardy és mts. (1967) szerint végeztük,

/NH^^SO^-os kicsapást követően Sephadex G-100 oszlo­

pon való tisztítást alkalmaztunk. Az aktiv frakciókat 

egyesítve szaharóz hozzáadásával liofilizáltuk az en­

zimet és azt mélyhűtőben tároltuk.

Ribonukleinsavak kivonása és vizsgálata

a.I Az_RNS kivonása_és_tisztítása

A gátlókkal kezelt és a kezeletlen, 14 napon át

növekedett kalluszokat Kirby (1968) fenolos módszere 

alapján tártuk fel. A kivonó frissen desztillált fenol- 

viz 0,3% dietilpirokarbonát tartalmú egy-egy arányú 

elegye volt. A homogenizálást Waring Lab. Blendor 5BA.

60 VL 35A tipusu homogenizátorral, megszakításokkal 

5 percig végeztük. Esetenként 500 g szövetet 1500 ml 

térfogatban homogenizáltunk el, majd kétrétegű steril 

gézen átszűrtük. A fázisok szétválasztása hütve cent- 

rifugálással történt: 4 C°, Janetzky K-70, 3000 ford/perc.
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A vizes fázisból a nukleinsavat 0,1 térfogat kálium- 

acetátot tartalmazó két és fél térfogatnyi 96%-os 

etanollal csaptuk ki pH = 5.0 értékben. Ezután a csa­

padékot a teljes kiválásig -20 C°-on tároltuk. Ismé­

telten centrifugáltuk 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

alakulása 4 C°-on 30 perc alatt megtörtént. A csapa­

dékot 30 percig 2500 fordulat/perc értékben centri­

fugáltuk. A csapadékot 100 ml 0,3 M-os NaCl-ban oldott 

cetavlonnal mostuk, majd újra centrifugáltuk és három­

szor mostuk hütött steril desztillált vizzel. A csapa­

dékot 96 %-os 50 C° hőmérsékletű etanollal kevertük

el, és 15 percig ezen a hőmérsékleten tartottuk víz­

fürdőben, a maradék fenol és fehérje szennyezés kicsa­

pása céljából. Lecentrifugáltűk, és a felüluszóhoz 

0,5 térfogatnyi 2 M-os NaCl-ot adtunk, a nukleinsavak 

Na-sóját képeztetve. 2 órán át -20 C°-on tároltuk, majd 

30 percig 2500 fordulat/perc értéken centrifugáltuk.

A csapadékot 20 ml 0,3 M-os NaCl-ban oldottuk, és le­

csaptuk 2,5 térfogatnyi 96 %-os etanol hozzáadásával.

Az igy nyert RNS egy részét oszlopon történő sótala- 

nitást követően szubsztrátként alkalmaztuk a ribonukle-

áz aktivitások mérésekor.
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A csapadék másik részét centrifugálás után 100 ml 

2 M-os NaCl-ban extraháltuk 30 percig. A kis moleku-

lasulyu RNS-ek a tRNS-ek és az 5S RNS, ekkor oldód­

tak, és a csapadék a 18 S és a 26 S RNS-t tartalmaz­

ta. A csapadékot centrifugálás után (30 perc, 2500 

rpm) vákum excikátorban -20 C°-on tároltuk. Az RNS

arány mérésével ellen-/ AODtisztaságát a AOD 280
őriztük Unicam spektrofotométeren. A DNS esetleges

260

jelenlétét difenilaminos reakcióval ellenőriztük.

b./ A tisztított RNS hidrolízise

A savas hidrolízist IN sósavval 100 C°-on, zárt 

fiolában, vízfürdőn végeztük. Az enzimatikus bontás­

hoz tisztított elsődleges kivonatot használtunk (1 mg 

RN-ázt tartalmazott 0,2 ml 0,1 M-os Tris-puffer, 

pH = 7,5 értéken) 8 órán át 37 C°-on. A reakció leállí­

tását 1,5 térfogat Tris-HCl pufferrel telitett fenol­

lal végeztük. A fehérjék kicsapását még kétszer ismé­

teltük meg két térfogatnyi ugyanilyen fenol hozzáadásá­

val. A vizes fázisból a maradék fenolt háromszori di-

etiléteres kirázással távolitottuk el. A sótalanitott 

liofilizált hirolizátumot -20 C°-on tároltuk.

c./ Hidrolizált_RNS_vékonyréteg_kromatográfiája

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

pusu rétegkészitővel 20x20 cm-es üveglapra 0,5 vagy
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1,0 пот-es vastagságban készítettük, a felviendő 

anyagmennyiségtől függően. A mintát 1 yl-es rész­

letekben mikropipettával vittük fel. (Felvitel

20 OD/lap).

A kromatogrammokat 2 dimenzióban fejlesztettük 

ki: Björk és Svensson (1967) módszere alapján. Első 

futtatás A irányban: n-butanol/viz 86/14 arányban, 

telitett ammóniás gőztérben. Második futtatás В 

irányban (A-ra merőlegesen): izopropanol/ccHCl/viz

170/41/39 arányban.

A kromatogrammok kiértékelése UV fény segítségével 

történt. A lapokat telitett ammóniás gőztérben tart­

va 15-20 percig a bázisok UV megvilágitáskor elnyel­

nek. A foltokat körülhatároltuk, majd lekapartuk és

2,5 ml 0,1 N HCl-ban oldottuk fel.

A foltok azonosítása az ismert bázisok (adenin, uracil,

citozin, guanin) azonos körülmények közötti futtatá­

sával, majd a minták és a viszonyító bázisok spektru­

mának felvételével történt.

A tápközegek hormonösszetételének változtatása

Az alaptáp agaros Murashige és Skoog (1962) 

által leirt táptalaj volt. A módosítások csak a fő 

hormon alkotókat, az idolecetsavat és a kinetint érintet­

ték. A hormonhiány hatását a fényperiódus hatásával
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egyidejűleg teszteltük. A kísérleti összeállitást 

az I. táblázat foglalja össze. Az itt alkalmazott 

jelöléseket használtuk fel az eredmények értékelése­

kor is. A kísérleteket kétszer ismételtük meg.

I. táblázat

A táptalaj hormon összetételének hatása a növekedés­

re sötétben és fényperiódus alatt. I. és III. megvilá- 

gitás 16 óra fény + 8 óra sötét, 30 C°, II. és IV. 

megvilágitás nélkül 25+2 C°.

Táptalaj variációk

Hormon hiányos Hormon nél­
küli

Kontrol

Inokulum
-/IES/+ -/kinetin/ —/IES+
kinetin +/IES/

+/IES+
kinetin/ kinetin/

250 mg 30 napos 
dohányszövet sö­
tétben tenyész­
tett kultúrából

1/41/1 1/2 1/3

±1/3 II/4II/l II / 2

250 mg 14 napos 
dohányszövet 14 
napig fényen nö­
vekedő kultúrá­
ból

III/4III / 2 III/3III/l

IV/4IV/2IV/1 IV/3

Gátlóanyagok alkalmazása

A fehérjeszintézis gátlói közül az első kísérle­

ti beállításban az aktinomicint, a kloramfenikolt, és a
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puromicint nagy (10 ^ M-os) koncentrációban alkal­

maztuk. A szilárd táptalajba az agar megszilárdulá­

sa előtt kevertük be a gátlót, steril szűrést követő­

en. A következő kísérleti beállításnál a leírtakkal

egyező módon a kloramfenikol és puromicin 10 

— 7 —65x10 és 10 M-os koncentrációit és az aktinomicin 

4x10 ^, 2x10 10 ^ és 5x10 ^ M-os koncentrációit

mértük be a tápközegbe.

A rezisztens és tulérzékeny vonalak elkülönítésekor

a rázatott folyékony tápközegü tenyészetek 10 ^

koncentrációban tartalmazták a gátlókat. A kezelési

idő 3x24 óra volt, ezután a kultúrákból vett mintákat 

““6 ”610 és 10 M koncentrációban tartalmazó szilárd

M-os

tápközegre szélesztettük, és további 14 napig tenyész­

tettük.
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KÍSÉRLETEK ismertetése és megbeszélése

Dohány szövetvonalak összehasonlító vizsgálata

Az összehasonlitó vizsgálatokban a Murashige és 

Skoog 1962 által leirt tápközegen növekvő 250+5 mg 

súlyú, torziós mérlegen sterilen bemért inokulumok 

jellemző paramétereit határoztuk meg a tenyésztés 

14. napján. A kísérleteket két variációban állítottuk 

be: egy sötétben növekvő és egy fotoperiódus szerint 

megvilágított tenyészetet használva. A kapott eredmé­

nyeket a II. és III. táblázatban foglaltuk össze.

II. táblázat

Sötétben 14 napig növekedett dohány szövetvonalak 

jellemző adatai

Szövetvonal
jelölése 5. 6.1.

Friss súly 
(mg) 972+24 265+10315+9

Szárazsuly 
a friss súly 
%-ában

3,2+0,22,6+0,25,6+0,2

Sejt szám 
(x 10°/1000 
mg szövet)

1,8+0,3 1,4+0,4 1,8+0,5
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III. Táblázat

Megvilágított (16 óra fény és 8 óra sötét), 14 napig 

növekedett dohány szövetvonalak növekedést jellemző

adatai

Szövetvonal
jelölése 1. 5. 6.

Friss súly 
(mg) 

szórás
534+38 980+321700+200

Száraz súly 
a friss súly 
%-ában

6,9+0,?6,9+0,6 6,6+0,6

Sejt szám 
(x 10b/1000 

mg szövet)
3,0+3 2,3+0,32,5+0,3

Az 1. szövetvonal (Nicotiana tabacum) esetében

foként mennyiségi változások jelentkeztek a fénykezelt

és sötétben növekedett szövetminták között. A szövetmin­

ták súlya mindhárom esetben közel megkétgzereződött a 

fény hatására; ez mondható el a sejt számról is. Az 

1. szövetvonal kallusza kissé megzöldült, organizáció 

azonban nem következett be a vizsgált időtartamon belül, 

sőt a tenyésztés idejét 54 napra meghosszabbitva sem.

Az 5. szövetvonal (Nicotiana tabacum Wisconsin-38) szö­

veteit 14 napon át megvilágítva, azok súlya átlag 219 

mg-al gyarapodott jobban a sötétben tenyésztetteknél.
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A szárazsuly értékek növekedése ennél a variáns­

nál volt a legnagyobb, valamint a fehérje tarta­

lom változása is. Ez utóbbit a IV. táblázatban

tüntettük fel. A szöveteken az organizáció - hajtás

képződés - jelei a tenyésztés 14. napján már 

jelentkeztek, szemmel láthatók voltak.

A 6. szövetvonal igen intenziv zöldülést mutatott, 

azonban az organizáció a tenyésztés 14. napján még 

nem volt megfigyelhető. A szövet igen apró sejtek­

ből állt, és tömött szerkezetű volt. A fehérje 

tartalom változása az organizációt szintén nem mu­

tató 1. szövetvonalnál mért értékekhez hasonló nö­

vekedést mutatott. A nukleinsavak mennyisége a 

három megvilágított szövetvonalnál egyaránt emel­

kedett, és ez a fokozottabb fehérjeszintézishez

kapcsolt. Az értékeket a IV. táblázat tartalmazza.

A három szövetvonal az első összehasonlitó

vizsgálat alapján alkalmasnak bizonyult egy organi­

zálódó rendszer modellezésére, hiszen az általunk

választott tenyésztési körülmények között igen 

eltérő "fejlődési választ" adtak, bizonyos hasonló­

sági tendenciák ellenére is. így ebben a modellben
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IV. táblázat

Dohány szövetvonalak nukleinsav és fehérje tartalma 

a tenyésztés 14. napján

Megvilágitási körülmények

Fényperiódusos
variáns

Sötét
variáns

Szövetvonalak
jelölése 1. 5. 6. 1. 5. 6.

Ribonukleinsav 
tartalom 
(yg/1000 mg 

. szövet)
1927,0 1772,5 1834,3 1425,6 1568,1 1880,!

Fehérje tarta­
lom
(mg/1000 mg 
szövet)

5,85 4,65 3,8 2,4 2,84,3

az 1. szövetvonal jelenti az igen jól növekedő, dif­

ferenciálatlan, megvilágitás hatására kevésbé zöldülő 

kallusz tipusu szövetet. Az 5. szövetvonalban játszód­

tak le a mennyiségi gyarapodást követő minőségi vál­

tozások a megvilágitás hatására a tápközeg kihaszná- 

lódását követően. Ez a szövet modellünkben a spontán 

organizálódó kalluszt képviseli. A 6. szövetvonal 

átmenetet jelent a kallusz és organizálódó kallusz

között az igen jól zöldülő, de nem organizálódó, tö­

mött szövetstrukturájával.
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Ezen első kísérleti beállításunkban azonos tápkö­

zegeket alkalmaztunk: azonos hormonhatások érvénye­

sültek. Az eltérő növekedési válasz és a vizsgált 

paraméterek különbözőségei a szövetek eltérő élet­

tani sajátosságaival magyarázhatók.

A táptalaj hormon összetételének megváltoztatása: a 

kinetin és az indolecetsav (IES) egyenkénti, valamint 

együttes kihagyása a tápközegből történő hormon fel- 

használás határeseteit hozta létre mesterségesen. 

Vizsgálataink következő lépése igy a hormonhiányos

tápközeg tesztelése volt az 1. szövetvonal felhasz­

nálásával. (Az I. táblázat foglalja össze a kisérleti

variációkat).

Az 1. szövetvonal növekedése hormonhiányos tápköze­

geket alkalmazva. Organizációs lehetőségek

Mind a három szövetvonal előállításakor a kalluszo-

sodást kiváltó tápközeg tartalmazott 2,4-diklórfenoxi- 

ecetsavat. Valószinü, hogy elszaporításukkor eltérő 

ideig növekedtek 2,4-D tartalmú táptalajon. A kísér­

leteinket megelőző egy év során IES-t és kinetint együtt 

tartalmazó tápon növekedtek. Az 1. szövetvonal esetében 

a 15 év tenyészidő több száz átoltást 'jelentett. A 

másik két szövetvonal esetében ez jóval száz alatti 

érték. Az 1. szövetvonal hosszú tenyészideje miatt itt
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indokoltabb a kérdés felvetése, hogy nem rendelkezik-e 

a szövet kinetin vagy IES autonómiával. A másik két 

szövetvonálnál is felmerülhet ez a kérdés, de az or-

ganizálódási képesség jelentkezése miatt az 1. és 

az 5.f 6. szövetvonal nem vethető össze ebből a szem­

pontból .

A dohány 1. szövetvonalának növekedését mutatja a 

2. ábra. Fényen a kallusz gyarapodás üteme gyorsabb.

A tenyésztés 54. napján mérve a kallusz sulyértékeket 

a szöveti elöregedés jelei tapasztalhatók, mig fényen 

a növekedés üteme még közel lineáris.

V. táblázat

Dohány 1. szövetvonal friss súly értékeinek változása 

a táptalaj hormon összetételétől, az inokulum és a 

tenyésztett szövet tartási körülményeitől függően. 

Esetenként 16-18 minta került feldolgozásra.

Jelölések:

1. hormonokat tartalmazó MS tápközeg

2. IES hiányos variáció

3. kinetin hiányos variáció

4. hormon nélküli MS tápközeg

I. Sötétben növekedett inokulum átoltása után fényen

növekedett tovább.
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II. sötétben növekedett inokulum átoltása után

sötétben növekedett tovább

III. fényen növekedett inokulum átoltása után fényen

növekedett tovább

IV. fényen növekedett inokulum átoltása után

sötétben növekedett tovább

Fényen történő 
inkubálás

Friss súly 
(mg)

1/1. 2500+500

1/2. 2000+150

1/3. 1300+370

1/4. 1390+130

III/1. 1750+280

III/2. 1280+300

III/3. 1150+430

III /4. 1080+100
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Sötétben történő 
inkubálás

Friss súly 
(mg)

II/l. 1110+100

II/2. 960+100

II/3. 790+220

1040+130II / 4.

920+70IV/1.

810+200IV/2.

700+350IV/3.

IV/4. 500+200

Az V. táblázatban összefoglalt kísérleti ada­

tokból megállapítható, hogy a kallusz szövet növekedését

az IES és kinetin interakciója serkentette a legjobban.

Kiemelkedő növekedési értékeket kaptunk (2500 mg)

amennyiben a tenyészido alatt a fény növekedést indu­

káló hatása a hormonhatással együtt érvényesült. A

fényen növekedett inokulum sötétben tovább tenyésztve 

a megfelelő hormon-ellátottság mellett is a leggyengébb

szaporulatot hozta.

Amennyiben az eredetileg fényen növekedett inokulum 

fényen növekedett tovább (III. variációk) hasonló 

növekedési választ adott a hormon megvonásokra, mint az 

I. variáció, csak arányosan csökkent értékkel. A fényen
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növekedett inokulum hormon megvonásos, sötétben

történő tenyésztése a kezdeti szövetsuly megdup­

lázódását váltotta ki (500 mg) a két hét alatt.

A sötétben növekedett inokulum az előzőkkel egyező 

feltételek között azonban közel négyszeresére gya­

rapodott a szövet friss sulyértékei alapján. 

Megállapíthattuk, hogy a szövet növekedésének be­

folyásolásában a fény hatásának, melyet valószinü- 

leg a fényindukált enzimszintézisek révén fejt ki,

közel azonos szerepet tulajdoníthattunk, mint az 

alkalmazott hormon kombinációnak. Hormon hiány esetén

a kinetin hiányos variáns súlynövekedése csökkent,

az IES endogén szintézise azonban kielégítőnek

mondható. A klorofill tartalom kvantitatív meghatá­

rozásához 250 mg szövet, mint kiinduló mennyiség 

nem volt elegendő, még a hormonokkal ellátott fényen 

növekedett kallusz esetében sem, igy a fény növekedést 

serkentő hatása nem a fotoszintézisen keresztül érvé­

nyesülhet elsődlegesen.

A tenyészidőt a 14 napos periódus meghosszabbításával 

49 napra bővitettük, és 7 naponkénti mintavétellel 

meghatároztuk a hormon összetétel hosszabb távú hatá­

sát. Az ekkor kapott növekedési választ tartalmazza 

a 3. ábra. Az IES kielégítő endogén szintézise igy 

hosszabb tenyésztési időn belül is bizonyítottnak 

tekinthető, sőt a kinetin endogén szintézise is
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valószínű, bár kifejezetten kisebb mértékű.

A fény hatását vizsgálva a 2. ábrán láthatjuk, hogy 

az a tenyésztés első 14 napján hozza a legmarkánsabb 

eltérést, és az még az esetleges organizáció idejére 

is átterjed.

Az 1. szövetvonalnál a 2 mg/l IES és a 0,2 mg/l 

kinetin együttes hatása nem képes az organizáció hor­

monális szintjét biztosítani, sot a szövet az iroda­

lomban fellelhető más hormon kombinációkat alkalmazva

sem mutatott differenciálódást. Az organizációs fel­

tételeket és a szövetvonalaink viselkedését a VI.

táblázatban foglaltuk össze.

A Gamborg, Miller, Ohyama (1968) táptalaj kine- 

tint nem tartalmaz, a 2,4-D tartalma pedig 0,44 mg/l.

A szövetvonalaink mindegyike kallusz formájában te­

nyészik ezen a tápközegen.

Az organizáció spontán jelentkezett az 5. szövet­

vonalnál a tenyésztés 14. napja körül, itt a hormon 

összetétel: IES 2,0 mg/l és kinetin 0,2 mg/l. Ezt a 

szövetet a Lismaier, Skoog (1965) táptalajra átoltva, 

ahol a hormon arány 2:1 (IES 4,0 mg/l és a kinetin 

2,0 mg/l), már az átoltást követő nyolcadik napon hajtás­

képzés volt megfigyelhető. A tenyésztés 14. napján át­

lagosan 20 %-kal volt több a fejlődő hajtások száma 

ennél a variációnál a spontán organizálódáshoz viszo­

nyítva.
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A 2. szövetvonalat átoltva Murshige, Skoog

(1962) és a Linsmaiör, Skoog (1965) tápra szintén le­

játszódott az organizáció. Ebben az esetben a kallu- 

szositó táptalaj 2,4-D-t tartalmazott, és a differen- 

ciáltató tápközegben 2:1 arányú volt az IES és kinetin 

tartalom. így 0,44 mg/l 2,4-D tartalomról a 2,0 mg/l 

IES tartalomra tértünk át, miközben a kinetin szintet 

1 mg/l-re emeltük. Átlagosan 1 g szöveten 5 hajtás 

indult fejlődésnek.

Kísérleteink eredményei jó egyezést mutatnak az 

irodalomban közölt eredményekkel és megállapításokkal. 

Barg és Umiel (1977) megállapitása szerint a kutatók

döntő többsége a Wisconsin 38 standard genetikai vona­

lát használja fel az organizáció feltételeit vizsgáló

kísérleteiben. A mi esetünkben a 2. és 5. szövetvonal

mutatott organizációs képességet, és ezek szintén a

Wisconsin 38-ból indított vonalak voltak. A fenti szer­

zők és az általuk emlitett irodalmak szerint is a hajtás­

kezdemények a tenyésztés 15-21. napja körül jelentkez­

tek. A hormonösszetétel megváltoztatása mellett még 

meg kell említenünk a tápközegbol történő cukor, mint 

C forrás felhasználódást, mivel a hajtás képzésre ser­

kentő hatású.

Mint megállapítottuk, a kinetin jelenléte illet­

ve hiánya a sötétben történő tenyésztéskor érezteti 

leginkább hatását, ezt mutatták a hormonhiányos tápon
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tenyésztett szövetek (V. táblázat). Az irodalomban 

Lance és mts. (1976) különböző koncentrációjú ki-

netin sötétben kifejtett szabályozó hatását az 

endogén gibberellin szint befolyásolására vezetik 

vissza. A magasabb gibberellin szint pedig megemeli 

a szabad aminosav készletet/ az aminoacil-tRNS szintet 

és az aminoacil-tRNS-szintetáz aktivitását (Wray és 

mts, 1974). Az emlitett szerzők által tenyésztett 

dohány szuszpenziós kultúrákban a 8. nap környékén 

érte el a növekvő fehérje tartalom a maximális értékét,

korrelációban a szintetázok aktivitásával.

Meg kell még jegyeznünk, hogy a szilárd tápkö­

zegen történő tenyésztéskor mások az anyagfelvételi 

és növekedési viszonyok, mint a szuszpenziós kultú­

rákban. Tapasztalataink alapján a tenyésztés céljából 

leoltott kallusz kora befolyásolja a szilárd tápközegen 

történő növekedést (2. és 3. ábra). Az idősebb inokulum

esetében (34 napig tenyésztett szövet) sokkal karak­

terisztikusabb változások játszódnak le a tenyésztés 

első 7-14 napja alatt. A fiatal (14 napig tenyésztett 

szövet) inokulumok növekedése viszont állandóbb ütemü.

DNS, RNS és fehérje meghatározás azonos mintából a

tenyésztés 14. napján

A szilárd tápon történő tenyésztés 14. napjára 

az általunk vizsgált szövetvonalak közül a 2. és 3.
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szövet egy tenyészedényben gyarapodó friss súly 

értéke nem érte el a meghatározáshoz szükséges

750 mg-ot, mig a többi meghaladta azt. Ebben az 

esetben az összes tenyésztett szövetet egyesitettük/ 

és 5x750 mg-ot kimérve végeztük el a meghatározá- 

sokat Pilet és Braun (1967) módszere alapján. A te­

nyésztés ezen időpontjában a kalluszok növekedési

üteme közel állandó volt.

A DNS tartalom a meghatározás alapján mind­

egyik mintában 450-600 yg/mg értékek közé esett.

A meghatározások többi eredményét a VII. táblázat­

ban foglaltuk össze. A tenyésztés 14. napján az 1. 

szövetvonal anyagmennyisége lehetővé tette a DNS,

RNS és fehérje meghatározáson túl a ribonukleáz és 

peroxidáz aktivitás meghatározását is, mivel az egy 

tenyészet friss súlyának értékei meghaladták a 

vizsgálatok együttes anyagmennyiségét, az 1450 mg-ot.

A szövet gyarapodása megfelelőnek látszott a nukleáz 

és nukleinsav preparálására is. Ugyanis az ekkor 

egyszerre szükséges 510 g-nyi szövetmennyiséget 50 

leoltott minta tenyésztéséből megkaphattuk. A gátlós 

kezelésekkor számolnunk kellett a friss súly csökke­

néssel egyidejűleg fellépő nukleinsav és fehérje 

mennyiség változással is. E szempontokat összevetve 

a továbbiakban az 1. szövetvonalon végeztük a vizsgá­

latainkat, és csak a preparált RNS minták tenyésztő-



VII. táblázat

Fényen 14 napig tenyésztett szövetvonalak összehasonlitó vizsgálata

Szövetvonalak
jelölése 1. 2. 3. 4. 5. 6.

Friss súly 
(mg) 1740+200 1120+70 1330+40 530+40 980+30690+60

Napi növekedés 124,2 80,2849,58 38,1494,7 70,0

ISzáraz súly a 
friss súly 
%-ában

6,87 8,58 8,97 7,06 6,6 6,9 U1

Sejt szám 
(x 10°/1000 mg 

• szövet)
2,48 2,89 2/9 2,322,6 3,0

Ribonukleinsav 
tartalom ‘ (yg/1000 
mg szövet)

16981927 23842304 1772 1834

Fehérje tartalom 
(mg/1000 mg szövet) 4,3 5,85 4,657,6 6,04 3,75
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tésre kifejtett hatását vizsgáltuk a többi szövet­

vonal felhasználásával.

A VII. táblázat alapján megállapíthattuk, hogy 

a szövetvonalak 1 g-ra vonatkoztatott RNS és fehérje 

tartalmában eltérések mutatkoztak. A kallusz jellegű

szöveteket összehasonlitva a 2. és 3. szövetvonal kis­

sé magasabb nukleinsav és fehérje szintet mutatott,

mint a többi. A 3. vonal szövetmintáinál a friss súly 

és a sejt szám értékek nagyobbnak adódtak, mint a 2. 

szövetvonalnál. A Wisconsin 38 két eltérő tápközegen 

tenyésztett vonala (a 2. és az 5. szövetvonal) közül 

a nem organizálódó 2. vonal 1,8 mg/g fehérje és 532

yg/g ribonukleinsav többlettel rendelkezett. Ugyanakkor
5ez a variáns 3x10 -énnél kevesebb sejtet tartalmazott, 

de a szárazsuly értéke 1,98 mg/100 mg szárazsuly 

többlettel rendelkezett. Az eltéréseket a Gamborg,

Miller, Ohyama (1968) tápközeg 0,44 mg/l 2,4-D tartal­

mával hozhatjuk összefüggésbe. Valószínűnek tartjuk, 

hogy ekkor az organizációt biztositó lépések helyett 

más, ezen folyamat számára nem kedvező összetételű 

nukleinsav és fehérje készlet felhalmozódása törté­

nik meg. Az 1. és 4. szövetvonalnál is helytálló a 

megállapitásunk, ha 1. szövetvonal igen jó adaptáltságát 

a 2,4-D-t nem tartalmazó tápközeghez figyelembe vesszük. 

Meghatározásaink tájékozó jellegű összehasonlítással 

szolgáltak. Napjaink ilyen jellegű meghatározásai 

már jóval kevesebb anyag (50 yg/szövet minta) és
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vizsgálati idő (30 perc) felhasználásával végezhetők 

el a radioaktiv jelölt nukleotidok (^C timidin és

uridin) és aminosav ("^C leucin) szövetbe történő

beépülését követően (Ferrari és Widholm, 1973).

A fehérjeszintézis gátlók hatása az 1. szövetvonal

növekedésére

A fehérjeszintézis gátlóinak alkalmazásával 

az organizálódás folyamatai egyértelműen gátolhatok. 

A nem organizálódó kallusz ilyen jellegű kezelése­

kor bizonyos anyagok felszaporodásának lehetőségével 

kellett számolnunk.

A kisérletsorozatban célul tűztük ki/ hogy a 

megfelelő gátlót és annak a leghatékonyabb koncentrá­

cióját válasszuk ki a rezisztens és tulérzékeny vonal 

izolálására; az esetleges RN-áz aktivitás emelkedés 

esetén az enzim, illetve a "kórosan" szintetizált nuk- 

leinsavak preparálására.

A 4. ábrán tüntettük fel a 10 ^ M-os koncentrá­

cióban alkalmazott gátlók: az aktinomicin, a puromicin

és a kloramfenikol hatását. A kísérlet indításakor

14 napos szövetet használtunk inokulumként. Az első 

hét nap alatt a 200 mg kiindulási szövet mennyiség 

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

kontrol mennyisége megduplázódott. A mind jelentősebbé
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váló eltérés a 8. naptól bontakozott ki. A tenyésztés 

14. napján az aktinomicinnal kezelt minták elérték 

a 600 mg-ot. A kloramfenikollal kezelt minták súlya

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

micinre a kloramfenikolhoz hasonlóan reagált a szövet.

A következő kísérleti beállításban, amikor a
_7kloramfenikolt 10 M koncentrációban alkalmaztuk a

tenyésztés 9. napjáig tartó, a kontrol gyarapodását meg­

haladó növekedést tapasztaltunk a friss súly értékek

A 10 ^ és 10 7 M puromicin gátló hatása közel 

, és a 10 ^ M kloramfenikoléval egyezőnek mutat-

alapján.

azonos

kozott.

VIII. Táblázat

Fehérjeszintézis gátlókkal kezelt 1. dohányszövet 

friss súly értékei a tenyésztés 9. napján

Gátló koncentráció Szövet friss súly 
(mg)

-6 368Aktinomicin 10 ~ M

10~6 és IO-7 M 

lO-6 M 

10~7 M

625Puromicin

Kloramfenikol 620

968

1000Kontrol
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-7ábrán tüntettük fel a 10 M-os kloramfenikol 

hatását a tenyésztési idő függvényében. Az eredmények 

három eltérő időben beállított kisérletsorozatban

Az 5a.

kis szórásértékekkel egyeztek.

Megállapítottuk, hogy a gátlók közül a kloram- 

— 7fenikol 10 M-os koncentrációban alkalmazva a tenyész­

tés első napjaiban növekedést serkentő hatással ren­

delkezik. Magyarázatként a nagyobb mértékű vizfelvételt 

feltételeztük a mért friss súly adatok és a korai 

tenyészidö alapján (5a és 6 ábra).

IX. táblázat

A kloramfenikol különböző koncentrációinak hatása a

szövet friss súly értékekre a tenyésztés 14. napján

Friss súly értékek 
(mg)Gátló koncentráció

f

1850Kontrol
-310 M kloramfenikol 

10'5

10 ^ M kloramfenikol 

IO'7

195

358M kloramfenikol

1410

1615M kloramfenikol

Amennyiben ez a jellemző szövetgyarapodás a viz- 

felvételhez kapcsolódó folyamat, akkor a hatásnak az 

öregebb, 34 napos inokulum felhasználásakor is kell
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jelentkeznie. Az 5b. ábrán szemléltettük a kapott

eredményeket. A tendencia hasonlónak adódott.

kloramfenikollal kezelt minták gyarapodása itt is

meghaladta a kontrol értékeit az első napokban. A két%

növekedési görbe a nyolcadik napon keresztezte egymást.

A vizfelvétel befolyása mellett szólt szerintünk az 

a tény is, hogy az idősebb szövetinokulum gyarapodása­

kor a 10 ^ M-os koncentráció gátló hatása kifejezettebb.

A IO-7 M

X/a. Táblázat

Kloramfenikol eltérő hatása az idős (34 napos) és a 

fiatal (14 napos) inokulumok növekedésére a tenyésztés

14. napján

Variációk A В

Idős FiatalKloramfenikol
koncentráció szövet

végsuly (mg)

10 6 M 1012 1345

Ю“7 M 17501400

Magyarázatként a serkentő hatásra a következőket

feltételeztük:

1. A hosszú ideje tenyésztett szövetnek valamely anyag­

felvételi sajátossága megváltozott.
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2. A kloramfenikol spontán lebomlásának ismeretében/ 

amely 5-7 nap alatt következik be, elképzelhető, 

hogy a gátló hatáson annak megszűntével túllő

a rendszer.

3. Bakteriális fertőzöttség esetén a gátló a baktériumok 

elpusztításával kedvezőbb növekedési feltételeket

biztosit.

Az utolsó feltételezést vizsgálataink alapján egyér­

telműen elvethetjük. A gátló hatás megszűntével je­

lentkező serkentés magyarázatára megvizsgáltuk a kezelt 

és kontrol minták nukleinsav és fehérje tartalmát

(X/b. táblázat).

X/b. táblázat

Koramfenikol hatása a tenyésztés 14. napján (B variáció)

10“5 M 10“7 MKloramfenikol
koncentráció 10“3 M 0 M

2003Friss súly (mg) 332/1 1800192,5

Szárazanyag 
(mg/100 mg friss 
súly)

3/2 5,99,6 10,2

Ribonukleinsav
(yg/g) 132848654567 4799

Fehérje
(mg/g) 3/7 4,0 4/3 5,5
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A fehérjetartalom egyértelmű csökkenést mutatott, 

mig ezzel egyidőben az RNS mennyisége majdnem négysze­

rese lett a kontrol RNS tartalmának. A száraz súly
-3 -5is majdnem megkétszereződött a 10 és 10
-7gátló, koncentráció esetében. A 10 M koncentrációs 

gátlásnál a friss súly közes azonos volt a kezelt és 

kezeletlen mintáknál. A kezelt minták száraz anyag 

tartalma közel felére csökkent.

M-os

Mivel a nukleinsav és fehérje értékek közti különb­

ség jelentéktelen a több mint háromszoros száraz anyag
-5 -7tartalomhoz viszonyítva a 10 és 10 M-os kloramfe- 

nikollal kezelt mintákban, feltételezéseink közül a viz- 

felvételi és sejtfal-képzési folyamatokat megzavaró ha­

tását láttuk bizonyítottnak. Az utóbbi megállapításunkat 

támogatta az a tény, hogy a puromicin a leírtakkal e~ 

gyezö koncentrációi a nukleinsav és fehérje értékek

hasonló változását idézték elő, de itt a friss súly 

és száraz anyag tartalomban nem jelentkeztek kirivó ér­

tékek, mint azt a XI. táblázatban szemléltettük.

A gátlókkal végzett ezen kisérletsor eredményei 

a szövettenéysztő számára egy érdekes többlet infor­

mációval is szolgáltak, amely a szövet protoplasztálása- 

kor hasznosítható. A protoplaszt képzésre felhasznált 

leveleket a sejtfal leemésztését megelőzően a kutatók 

többsége valamely fehérjeszintézis gátlóval kezeli, 

hogy a protoplasztáláskor emelkedő hidroláz aktivitá­

sokat gátolja (Galston és mts, 1976). Az általunk
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XI. táblázat

A puromicin gátló hatásának jellemző biokémiai para- 

méterei a fiatal inokulum tenyésztésének 14. napján.

10”3 M lO-5 M 10~7 MPuromicin
koncentrációk Kontrol

Friss súly (mg) 200,8 385,0 2003,0356,0

Száraz súly a 
friss súly 
%-ában

10,2 10,19,6 5,9

Ribonukleinsav
(yg/g) 13284678 4977 4990

Fehérje
(mg/g) 4,1 5,53,5 3,9

vizsgált szövetvonalnál a kloramfenikol vizfelvételi 

problémákat okozó kocentrációja helyett a puromicin 

alkalmazása látszik célszerűnek. Ugyanakkor az egyes 

szövetvonalak eltérő kloramfenikol érzékenysége egy

szelekciós rendszer gondolatát is felvetheti a pro- 

toplasztálást követően. Továbbá hangsúlyoznunk kell, 

hogy az alkalmazott gátlók felhasználás előtti tesz­

telése a protoplaszt tenyésztés kedvezőtlen eseménye­

itől védheti meg az embert az organizáció folyamatának 

lejátszódásakor, vagy már azt megelőzően.
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A puromicin és kloramfenikol kezelés mellett 

a DNS szinten ható aktinomicin hatását is vizsgáltuk 

, 10~6, 2x10 6, 4x10 6 M-os koncentrációkban 

felhasználva a gátlót. Eredményeinket a 6. és 7. ábra 

szemlélteti: a gátlóhatás egyértelműen koncentráció­

függést mutatott.

-75x10

Szuszpenziós kultúrák kezelése fehérjeszintézis gát­

lókkal. Enzim aktivitás meghatározások a mintákból

A szuszpenziós kultúrákat a létrehozásukat 

követő 3x24 óráig tenyésztettük, ellenőriztük a 

tenyészetek fertőzésmentességét, majd a kultúrák­

ba sterilen bemértük a gátlókat. A minták feldol­

gozását a tenyésztés 7. napján végeztük,és eredmé­

nyeinket a XII. táblázatban foglaltuk össze.
*

A relativ növekedési értékekből, amelyekkel a sejt­

szám és a fehérje tartalom is jó egyezést mutatott, 

látható, hogy a szilárd tápon történő tenyésztéskor 

jelentkező változások szuszpenzióban a tenyésztés 

7. napján már jól regisztrálhatók voltak.

Mivel célul tüztük ki a tulérzékeny és rezisz- 

tens vonalak izolálását,a tenyésztői munka csökkenté­

sére olyan jelzőt kerestünk, amely alapján a szélesz- 

tésre kerülő folyadék-kulturákat osztályohattuk: ez a 

jelző a mi esetünkben a peroxidáz enzimaktivitás vál-
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XII. táblázat

Szuszpenzióban ható fehérjeszintézis gátlók tesztelése 

a relativ növekedés, sejtszám és fehérje tartalom alap­

ján (7 egyidoben tenyésztett szövetmintából történt 

meghatározás átlaga).

Fehérje
tartalom
(mg/g)

Hatóanyag
koncentrációk

Sejtfiszám 
(x 10°/lg 

szövet)

Relativ
növekedés

3,87Kontrol 6,32 2,05

Aktinomicin
4xlo“6M

2xlo“6M

2,720,85 1,44 ,

0,82 1,63 3,07
-6 3,1710 'M 

5x10”7M

1,00 2,00

3,721,89 2,12

Kloramfenikol 
10“ 5M

10“6M

1,27 2,30,62

1,84 3,474,67
-7 1,86 3,65,095x10 M
-7 6,27 3,92,00ÍO M

tozása volt. A XIII. táblázatban a gátlók peroxidáz

aktivitására kifejtett hatását szemléltettük.
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XIII. táblázat

Peroxidáz enzimaktivitások értékei a kezelt minták

tenyésztésének 7. napján,és kapcsolatuk az ezen 

időpontban végzett szélesztésekkel

Sikeres szélesz- 

tések
OD420/g friss 
súly x perc

Gátló
koncentráció

26,1Kontrol +

Kloramfenikol 
10“7 M

lO-6 M

lO-5 M

26,9 +

+ (5)55,4

94,6

Aktinomicin 

10“6 M 

10“5 M

30,2

35,4

Puromicin

10“6 M 

lO-5 M

+ (1)60,8

65,2

A peroxidáz aktivitást a mintákban meghatározva 

/g friss súly x perc értékkel ren­

delkező szuszpenzió mintáinkat szélesztettük szilárd 

tápközegre, amely továbbra is tartalmazta a gátlót

csak az 55+5 AOD420
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— fi10 M-os koncentrációban. Ilyen módon 3x50 szélesz- 

tést végeztünk minden gátló esetében.

A 150 leoltás közül 1 esetben tapasztaltunk 

a puromicin 10 ^ M-os koncentrációján kallusz gyara­

podást. Az aktinomicinnal kezelt minták a tenyésztés 

14. napjára mind elpusztultak, egészen megbámult és 

összezsugorodott szövetek voltak. A kloramfenikollal 

kezelt mintákból 5 tenyészet indul fejlődésnek, és 

szépen gyarapodott. Ezeket egyesitettük és a gátlót 

tartalmazó tápközegen passzáltuk tovább, CAP/1. jelö­

léssel láttuk el.
— fA 10 M gátló koncentrációra tulérzékeny vona­

lak izolálásakor a 14 napos szilárd tápközegen növe­

kedett minták 50 mg-os szövetdarabjait mértük be 400 mg 

szövet/50 ml tápoldat végkoncentrációban. A kezelés

harmadik napján kiválasztottuk az igen megbámult szöve­

teket a minták közül, és gátlót nem tartalmazó szilárd 

tápon tenyésztettük további 14 napig. Ekkor a fent 

leirtakat megismételtük, de a gátlót a folyékony tenyé­

szet 10 ^ M koncentrációban kapta. Végül a folyékony 

táp 10 M koncentrációban tartalmazta a gátlót, és 

24 órás kezelés után választottuk ki a megbámult szö­

veteket. Az igy nyert szövetet tekintettük a gátlóra 

tulérzékenynek. A kloramfenikol esetében nyert vonalat

CAP /1.-nek neveztük el.



8. ábra Kloramfenikol riboszómális szinten ható gátlását 
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Összefoglalva az elvégzett kísérleteket meg­

állapíthatjuk, hogy a citokinin analóg gátlók közül 

a kloramfenikol kifejezetten befolyásolta a kultúrák 

gyarapodását a tenyésztés alatt, és a hatás koncent­

ráció függőnek mutatkozott. Kis koncentrációban nö­

vekedést serkentő hatást észleltünk. Itt a gátló a

sejtfalon, a membránokon lejátszódó és főként a 

vizfelvételi folyamatokra fejtette ki hatását, mig

a koncentráció emelésével a riboszómális szinten tör­

ténő gátlás vált kifejezetté (8. ábra). A szinteti­

zált fehérje mennyiség csökkenése és bizonyos RNS 

felhalmozódás volt ekkor már a jellemző.

A rezisztens izolálására végzett kísérleteink

közül a kloramfenikolos kezelést tekinthetjük ered­

ményesnek. A továbbiakban a riboszómális szinten tör­

ténő gátlás vizsgálatát tüztük ki célul.

A ribonukleáz enzim vizsgálata

A szövetvonal ribonukleázainak a vizsgálatához 

egy kis kísérleti kitérő után érkeztünk el. A fehér­

jeszintézis gátlókkal kezelt szövettenyészetekben az 

RNS mennyisége megnégyszereződött, igy kézenfekvő 

volt ezen nukleinsavak vizsgálata. Az első lépés: 

a nukleinsavak kivonása a gátlókkal kezelt és kontrol 

mintából. A kivonási kísérlet többizben is, különbö­

ző módszerek alkalmazása ellenére is sikertelennek
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bizonyult, a nukleinsavak döntő hányada elhidroli- 

zált. Végül Kirby (1968) kivonási módszerét módosí­

tottuk: a kivonáskor alkalmazott fenol-viz elegyet 

dietilpirokarbonáttal, erőteljes nukleáz gátlóval 

egészítettük ki. A dietilpirokarbonátot, mint nukleáz 

gátlót több szerző is emliti (Solymosi és mts, 1968; 

Abadom és Elsőn, 1970). A nukleázok jellemzésére és 

viszonyitásu alapul az 1. szövetvonalat használtuk

fel.

A szövetmintákat hütve elhomogenizáltuk pH = 7,5 

0,05 M-os Tris-HCl pufferben, és az elsődleges kivo­

natban vizsgáltuk az enzimaktivitást. Az enzim pH 

függését vizsgálva megállapítottuk, hogy pH = 5,0-nál 

valamint 5,7-6,О pH tartományban van optimális ak­

tivitása.

A kivonat ezen optimális pH értékeken DNS bontó 

aktivitást nem mutatott. Élesztő RNS-t használva 

szubsztrátként, az enzim Km értéke 0,5 mg/ml-nek adó­

dott. Az aktivitás szinte teljesen gátolható volt
2+ —310 M koncentrációban és

2+ -510 M koncentrációban már gátolta az enzimet.

Az enzim fenollal szembeni érzékenységét a Kirby 

(1968) féle kivonás során vizsgáltuk. A fenol-viz elegy- 

gyel történő feltárást követően a vizes fázisból vet­

tünk mintát az enzimaktivitás meghatározására a kálium- 

acetátot tartalmazó etanolos kicsapás előtt. Az enzimak­

tivitási értékek csak 0,3% dietilpirokarbonát alkal-

nehézfém-ionokkal. A Zn

a Cu
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mazásakor tűntek el.

Vizsgálatainkkor egy enzim egység alatt (1EU) 

az egy óra inkubációs idő alatt felszabaduló nukle- 

otidokból adódó 260 nm-en mérhető 0,1 OD változást

értettünk. Az enzim kivonatok elég nagy hostabilitás-
osál rendelkeztek: 60 C -on tartva fél óráig a kivo­

natot 20%-os aktivitás csökkenést mértünk. A XIV.

táblázatban foglaltuk össze a szövetvonalak nukleáz 

aktivitási értékeit. A szövettenyésztés és az enzim­

aktivitás mérés körülményei azonosak voltak.

XIV. táblázat

A tenyésztett szövetvonalak RN-áz aktivitási 

értékei szilárd tápközegen történő tenyésztés

14. napján

Enzimaktivitás
(EU)Szövetvonal

931.

782.

763.

804.

955.

946.

szövetvonal kloramfenikol 10 ^ M-os keze-Az 1.

lésekor a nukleáz aktivitás 126%-ra emelkedett. A
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CAP /1. tenyészetekben - tehát a CAP érzékeny tenyé-

az aktivitás emelkedése a 30%-ot is meg-szetekben

haladta. A rezisztens vonal aktivitása a kontroléval

egyező volt.

Az emelkedő nukleáz aktivitási értékek egy öre­

gedés jellegű folyamat jelzői ebben az esetben, amely 

öregitést a fehérjeszintézis gátlói váltották ki, a 

tenyészetek fiziológiai öregedését megelőzően.

A dohány levél nukleázairól Jervis (1974) vizsgá­

latai alapján tudjuk, hogy a levélből két endonukleáz 

az RN-áz^ és az RN-áz2 volt kimutatható. Specificitá- 

sukat tekintve relative guanin és adenin specifikus en­

zimet jellemzett a szerző. Az enzimek tisztitását is 

elvégezte: 905-szörös tisztítást értek el az RN-áz2~nél, 

mig az RN-áz^-nél 4000-szerest. Az RN-áz2 bizonyult 

a tisztításra érzékenyebbnek, és az elsődleges kivo­

natban mért aktivitásának csak 22%-át tartotta meg. Az

enzimek jól gátlódtak poliaminokkal (0,5 mg/ml spermin).
+ -4Az ion érzékenységet vizsgálva az Ag ion 10 

centrációja 100%-os gátlást idézett elő. 100 mM fe­

letti koncentrációban a KCl is gátolt, a kétértékű kati­

onokon kivül. Az RN-áz^ oldékonynak bizonyult a frakcio- 

náláskor, mig az RN-áz2 mikroszóma-kötöttnek. A leve­

lek korosodásával az enzimek aktivitása fokozódott. A

M kon-

szerző ezen nukleázok affinitás kromatográfiájára is



80

kidolgozott egy módszert, az 5'/4-aminofenilfoszforil/ 

-guanozin-2' / 3' / foszfátját Sepharose 2B-hez kötötte 

és használta fel kromatografálásra. A pH = 5,4-nél 

kötődő enzimet aztán az eluáló puffer pH-jának és 

ionerösségének a változtatásával eluáltatták. Hasonló 

jelenség játszódhat le az RN-ázok kivonásakor is, ami­

kor az enzim a funkcionálisan és strukturálisan fel­

borított rendszerben olyan komponensekhez kapcsolód­

hat, melyek az adott körülmények között képesek kivé­

deni a denaturációját. A poliszaharidok, a DNS és RNS

lehet védő hatású.

A dohány kalluszból kivont enzimek sajátságaikat 

tekintve jó egyezést mutattak a Jervis által leirt és 

jellemzett nukleázokkal, igy várható volt, hogy a tisz­

tított RNS-ek teljes enzimatikus hidrolízisére alkal­

masak lesznek.

“6Az RNS kivonása és tisztítása a kloramfenikol 10 M

koncentrációjára rezisztens és a kontrol dohány szövet-

ből

Az RNS kivonását Kirby (1968) fenolos módszere 

alapján végeztük az 1. szövetvonalból, a CAP érzékeny 

és rezisztens szövetekből és a CAP 10 ^ M koncentrá­

ciójával kezelt szuszpenziós mintákból. Esetenként 

500 g szövetet használtunk fel a kivonásra.
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A tisztításkor nyert és sótalanitott RNS min­

tákat egyöntetűen jobban bontotta az 1. szövetvonal­

ból kivont és részlegesen tisztított RN-áz, mint az

élesztő RNS szubsztrátot. A kontrolból és CAP rezisz-

tens vonalból kivont RNS-t 40%-kal, a CAP kezelt és 

CAP érzékeny mintákból kivont RNS-t változó értékkel, 

23-30%-kal bontotta jobban. A szubsztrát koncentráció

azonosan 2,5 mg/ml-re volt beállítva.

A 8 órán át történő totális enzimatikus bontáskor a

szubsztrátokat teljesen lebontotta az enzimkivonat.

Az RNS tisztításakor minden mintából izoláltunk kis

molekulasulyu RNS-eket: a tRNS-eket és az 5S RNS-t

tartalmazó RNS I. kivonatot, valamint az általunk

RNS II-nek nevezett mintákat, amelyek a 18 és 26S

RNS-eket tartalmazta. Ezen kivonatoknak esetenként

500 OD mennyiségét adtuk a táptalajhoz, viszgálva azok 

növekedésre kifejtett hatását.

A tisztított RNS kivonatok hatása a szövettenyészetek

növekedésére

Mivel a tRNS-ek és citokininek kölcsönhatása bi­

zonyítottnak tekinthető, megvizsgáltuk, hogy az álta­

lunk preparált RNS I és RNS II kivonatok befolyásol­

ják-e a szövettenyészetek növekedését.

A különböző szövetmintákból kivont RNS-ek hatását

azonos, 500 OD/1 tápközeg tenyésztési feltételek mellett

teszteltük. A kapott eredményeket a XVI. táblázatban;- 

foglaltuk össze.
%

I I
*
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XVI. táblázat

Különböző szövetek RNS I kivonatának hatása a tesztelt

szövet gyarapodására

Előidézett vál­
tozás: friss súly 
gyarapodás

RNS-t adó 
szövetvonal

RNS hatását tesz­
telő szövetvonal

1.
1. szövetvonal

CAP+/1. 

CAP_/1.
RNS I.

30%

1.+САР /1. szövet-
CAP+/1.

cap”/1.
vonal RNS I.

20%

1.
САР /1. szövet-

CAP+/1. 

CAP~/1.
vonal RNS I.

Az RNS II. frakció közel egyöntetű és kis mértékű 

gyarapodást okozott a szövetminták friss súly értékeiben

a tenyésztés 14. napján vizsgálva. Az RNS I. frakció 

hatásánál a 10% alatti szövet friss súly gyarapodását 

nemleges válasznak tekintettük a nagy szórás értékek 

miatt. Jelentős változást igy csak a kloramfenikol ér­

zékeny vonalnál tapasztaltunk: az 1. szövetvonal RNS I. 

kivonata 30%-al, a CAP rezisztens vonalé pedig 20 %-al 

emelte a kallusz friss súly gyarapodását a tenyésztés

14. napjára.
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Az RNS II. frakció, amely főleg riboszómális 

RNS-eket tartalmaz, nem váltott ki jelentős válto­

zást. Ezt a szövetek speciális szénhidrát ellátott­

ságával, a fotoszintézis háttérbe szőritottságával 

magyarázhatjuk. A kloroplasztisz képződésének és funk­

ciójának stagnálása ugyanis nem jár magas RNS turn

over-rel, igy az nem is hasznositódott.

Mivel a citokinin analóg gátlók vizsgálatának

kis részterületét tűztük ki célul, itt csak megemlé­

kezünk az RNS metabolizmus olyan élettani megfigye­

léseiről, amelyek kifejezetten a kloroplasztisz dif­

ferenciálódására és az etioplaszt megvilágitását kö­

vető keletkezésére vonatkozik. Az rRNS szintézise a

kloroplasztiszban elég rövid időszakra, a plasztisz 

differenciálódás idejére esik. Ez szövetkulturáknál

a sejtek gyors osztódását követően játszódik le. A 

plasztiszok rRNS tartalma az öregedés folyamán csök­

ken (Wollgieun és mts, 1976).

Más szerzők eredményei is rámutatnak a rRNS fény­

indukált változásaira. A citoplazmatikus enzimek közül

az RNS-t módositó enzimek működésére és ezáltal a

minor komponensek mennyiségi változására hat a fény

(Rácz és mts, 1978). A fehérjeszintézis gátlói közül

a cikloheximid az etiolálódási folyamathoz hasonlóan
-4A kloramfenikol 10 Mváltoztatta a minor tartalmat.

koncentrációja nem befolyásolta a minor tartalmat a 

szerzők szerint. A szövettenyészetek felhasználásával
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is történtek ilyen jellegű vizsgálatok, de az igen 

alacsony plasztisz rRNS szint miatt ezek sikertelenek 

voltak. A szerzők utaltak a kallusz alacsony plasztisz 

tartalmával való kapcsolatra (Ibrahim és mts, 1975).

A szövet növekedését serkentő ribonukleinsav kivonat

vékonyréteg kromatográfiája

A vékonyréteg kromatográfiás vizsgálatokhoz az 1.

a CAP+/1. szövetvonalból és а САР /1. 

szövetvonalból kivont és tisztitott RNS I. frakciót

szövetvonalból,

használtuk fel. Az RNS-t az 1. szövetvonalból kivont

és részlegesen tisztitott nukleáz preparátummal emész­

tettük, valamint nem enzimatikusan teljes sósavas hid­

rolízisnek vetettük alá.

A sósavas hidrolízis eredményeként szabad purin 

bázisokat és pirimidin nukleotidokat nyertünk. A módszer 

azért jó, mert nem befolyásolja a módosított, igy pél­

dául a metilált nukleotidok mennyiségét.

Az enzimes és savas hidrolízis eredményei jó

egyezést mutattak az 1. szövetvonalnál +0,2 Mól %

eltérési értékekkel. A másik két szövetvonalnál sem

haladta meg az eltérés a + 0,5 Mól % értéket.

A kapott eredmények alapján összefüggést feltételez­

hetünk a növekedés serkentés és a CAP+/1. és 1. szövet­

vonal magasabb adenin tartalma között, bár kis mennyi-
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XVII. Táblázat

A nukleinsav minták fő bázisainak összetétele a só­

savas emésztés után, négy ismételt meghatározása alap­

ján

Nukleotid tartalom Mól %-ban megadvaVizsgált RNS I 
minta GC A U

31.71. szövetvonalból 23.8 22.522.0

CAP+/1. szövetből 18.1 30.225.7 26.0

31.7САР /1. szövetből 22.824.0 21.5

ségü módosított adenin jelenlétét sem zárhattuk ki.

Itt keld. megemlítenünk azt a tényt is, hogy a tumoros 

szövetek adenin tartalma jelentősen magasabb, valamint 

a jelzett adenin beépülése is. A minor nukleotidok 

kimutatására tett próbálkozásaink a csiranövények 

vizsgálatánál bevált módszerek alapján (Rácz és mts,

1978) sikertelenek voltak.
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ÖSSZEFOGLALÁS

A szövettenyésztés során számtalan növényélet­

tani jellemző vizsgálatára nyílik lehetőség. Mind a 

mai napig kiemelt szerepük van a hormon kutatásoknak 

ezen a területen, mert erre a célra kifejezetten al­

kalmasak a tenyésztett, habituált és valamely hiánymu­

táns szövetek.

Az általunk vizsgált hosszú ideje tenyésztett 

dohányszövet auxin indukálta növekedését és bizonyos 

enzimeinek vizsgálatát már elvégezték (Vetter, 1973). 

így a tenyésztésben lévő dohány szövetvonalak össze- 

hasonlitó vizsgálata után most a kinetin hatás analízi­

sét tüztük ki célul. A kinetin speciális riboszóma szin­

ten történő hatását analóg gátlók, a kloramfenikol és 

puromicin felhasználásával vizsgáltuk.

A szövettenyésztési feladatok közül elvégeztük a 

rendelkezésünkre álló szövetvonalak tenyésztését, 

vizsgálatát: a friss súly, szárazanyag tartalom, nuk- 

leinsav és fehérje tartalom meghatározásokat. Kivá­

lasztottuk a legjobban gyarapodó, kallusz jellegű szö­

vetvonalat. Teszteltük növekedését hormonhiányos 

tápközegek alkalmazásával. Megállapítottuk, hogy a 

fény hatása és az inokulum kora is befolyásolja a te­

nyésztés eredményét. Az auxin endogén szintet kielégí­

tőnek találtuk, mig a kinetin hiányos variáns növekedése
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sötétben nem volt megfelelő. A szövetvonalak orga­

nizációs készségét tekintve az organizálódó kallusz 

esetében a spontán organizáció megindulásához a 

0,2 mg/l kinetin külső koncentráció megfelelőnek bi­

zonyult. A régen tenyésztett kallusz szövet organi­

zációját azonban nem tudtuk kiváltani.

Szuszpenziós kultúrákat hoztunk létre, és vizs­

gáltuk a fehérjeszintézis gátlók hatását mind szilárd, 

mind folyékony tápközegen történő tenyésztéskor.

Kloramfenikolra tulérzékeny és rezisztens vonalat 

tudtunk izolálni. A sikeres szélesztések és a peroxi- 

dáz enzimaktivitások közötti összefüggést a tenyésztői

munka csökkentésére használtuk fel. Mivel puromicines

kísérleteinkben nem tudtunk rezisztens vonalat izo­

lálni, feltételeztük, hogy a kloramfenikol iránti eltérő 

viselkedés alapja nem riboszómális eredetű.

Elvégeztük a szövetvonalak nukleázainak vizsgála­

tát. Megállapítottuk, hogy az egyes szövetvonalak el­

térő aktivitási értékekkel rendelkeztek. A gátlókkal 

történő kezelés befolyásolta a nukleáz aktivitást is.

A kivont és nukleázoktól megvédett, tisztított 

RNS I. és RNS II. frakciók eltérő hatását mutattuk ki.

Az RNS I.' frakció, amely a tRNS-eket is tartalmaz­

ta, teljesen bontható volt a dohány szövetből kivont és 

részlegesen tisztott nukleázzal. A savas hidrolízis és
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az enzimatikus bontás után végzett vékonyréteg 

kromatográfiás meghatározás alapján a növekedést 

serkentő mintákban magasabb adenin tartalmat tud­

tunk kimutatni. A fehérjeszintézis gátlóinak ha­

tására az RNS mennyiség közel megnégyszereződött, 

azonban a fő bázisok aránya nem változott.
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