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1. BEVEZETÉS

1.1. A növényi sc-jtgonetlka eredményeinek áttekintesz

A növényi szövet- és sejttonyésztés, valamint a pro- 

toplaszt módszer fejlődése lehetővé tette mikrobiológiai 

módszerek alkalmazását magasabbrendü növények genetikájá­

ban is. Akár egyetlen növényi sejt is képes egy teljes 

növénnyé regenerálódni, igy a sejtok szintjén végzett 

munka eredménye átvihető teljes növények szintjére és 

felhasználható a klasszikus genetikában, növénynemesité3-

ben.

A növényi sejtgenetika területén egyre több labora­

tórium kezd dolgozni. A közelmúltban már megszülettek az 

első jelentős eredmények a következő területeken:

a. paraszexuális hibridizáció,

b. genetikai információ átvitele,

c. biokémiai mutánsok izolálása.

a. Paraszexuális hibridizáció vagy sejtfúzió alatt 

azt értik, hogy szomatikus sejtekből olyan utódsejteket 

hoznak létre, amelyek két sejt citoplazmájának és magjá­

nak egyesüléséből keletkeznek, hasonló módon, mintha a két 

fuzionáló sejt hint és női ivarsejt volna.

A növényi sej telt szomatikus hibridizációjának lehető­

ségére az emlős sejtekkel végzett sikeres kísérletek hív­

ták fel a figyelhet.
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/. növényi sejtek vastag, aerev fala azonban lehetetlen­

né teszi a sejtek fúzióját. A szomatikus ftibritíiaáció 

akkor vált realitássá, amikor sikerült sejtfal nélküli 

sejteket un. protoplasztokat izolálni, regenerálhatni 

és tenyészteni.

hz első osztódó protoplaszt tenyészetekről Таhóba, 

Lalib és Melchers számoltak be 1971-ben /2/. Kísérle­

teiket dohánnyal végezték, ahol zár adott volt az osztó­

dó tenyészetből teljes növény regeneráltatás módszere

/3, 4/.

1974-ben két jól használható fúziós módszert közöl­

tek. Az egyik a polletllénglikol /PEG/, /5/, a másik a 

magas píi kezelésen alapul /6/.

Szomatikus hibridet két dohányfaj protoplasztjalnak 

fúziójával először Carlson állított aló. & szomatikus 

hibridek azonosak volta*: a keresztezéssel kapott hibri­

dekkel. A hibrid sejtes, kiszelek tálasára a szülei sej­

tek tömegéből azt az adott lehetőséget, hogy a két do­

hányfaj hibridje tumoros, Így a hibrid-sejtek hormonok 

hozzáadása nélkül is képesek Osztódni /7/.

A kísérletet Molchcrs és Labib két fényérzékeny 

dohány mutáns felhasználásával ismételte шg. A mután­

sok protoplasztjait fuzionáltatta, na kapott olyan 

fényérzékeny kolóniát, majd növényt, amelyből önbepor­

zás után kihasadtak a szülői fényérzékeny típusok, te-
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hát valóban szomatikus hibridizáció következett be /8/.

Nem kereszteződő fajok szomatikus hibridjeit még 

nem sikerült előállítani. A kísérleteket a hatékony 

szelekciós rendszerek hiánya hátráltatja.

L. Idegen genetikai információ átvitelét növényi 

sejtekbe először intakt növények, csiranövények szint- 

jén végezték. Erre a területre Ledoux és mtsai hívták 

fel a figyelmet. Bakteriális eredetű DNS-t vetettek fel 

különböző csiranövényekkel, majd vizsgálták mi történik 

az idegen DE3S-el a növényben. Azt találták, hogy az exo­

gen DNS integrálódik a gazda DlíS-be és replikálódik /9, 

ÍO, 11/. Ez utóbbi következtetés helyessége nem általá­

nosan elfogadott. Egy másik kísérletben timin igényes 

AraLidopsis mutánsokat korrigáltak autotroffá bakteriá­

lis DUS-sel /13/.

Stroun és mtsai sikeres turaoros transzformációt Ír­

tak le A. tuiaefaciens DlíS-el /12/. Sejtes rendszerben 

Ohlyansa végzett sikeres transzformáción kísérletet, szó­

ja sejtekbe vitte be a manit hasznosításáért felelős gé­

neket /14/.

Doy és mtsai eredményes transzgenózist végeztek 

lambda és ф 80 fággal /a transzgenózist mint a "bevitt 

idegen gén fennmaradása, transzkripciója, transzlációja 

és metabolikus funkciójának megnyilvánulása" definiál­

ták/. A lambda fág a gáláktóz, а ф 80 fág pedig a lak-
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tóz felhasználósáért felelős géneket transzdukálja spe­

cifikusan, A gének a lizogón gazda baktérium genomjából 

szárutaanak. A lambda és а ф-ЬО fággal a fenti géneket 

feldúsítva tudtál; a sejtekbe vinni. & kezelés után kimu­

tatták« hogy a laktőz és a gal&któs uctabolizuus enzimei 

termelődnek. i rre mutat az is, hogy a sejtek képesek vol­

tak csak laktost vagy galaktózt tartalmazó táptalajon is 

növekedni /15/.

A fenti rövid áttekintésből kitűnik, hogy minden 

kisérletten valamilyen szelekciót alkalmaztak a sike­

res genetikai manipuláció bizonyítására.

A sejttenyészetekben a sejtek működése lényegében 

csak az alapanyagcserére korlátozódik. A sejtgenetikai 

munkák során, ahol különböző sejtek megkülönböztetése 

szükséges, pl. sejtfúzió után a szüld- sejtek és a szoma­

tikus hibridek vagy egy transzformációs kísérletten a 

transzformált sejtek és az eredeti anyag, az alapanyag- 

cserében mutáns sejtekkel célszerű dolgozni.

c. A növényi sejtkulturákból izolált naatdnsoknál a 

mutáció olyan funkciót érintett, amely manifesztálódott 

sejttenyészatben is. begegyezerübb esetten a sojtok va­

lami extra tápanyagot igényeltek a növekedéshez, pl. egy 

aiuinosavat, vagy osztódtak a vad tipusu sejtek számára 

laérgezo drog koncentráció rellett is.
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A növényi mutánsok izolálásában nagy előrelépést 

jelentett amikor sikerült androgenetikus haploid növé­

nyeket előállítani. Először Guha és Mahesvari, Datura 

sp.-ből, majd Kitsch és Kitsch dohányportokkulturából 

nevelt fel haploid növényeket. Később egymagvu pollen­

ből is sikerült embriogenezist indukálniuk /16, 17, 18, 

19/. A haploid kiindulási anyag használata igen előnyös

mutáns izolálásnál. Pl. egy recassziv mutáció esetében

n x gyakorisággal jelenik meg a mutáns fenotipus haplo- 

-2x gyakorisággal diploidból, ami rendkí­

vül nagy különbség. Haploid anyagól diploidizációval

id anyagból, n

rögtön homozigóta növényeket lehet előállítani.

Ezt az elméleti megfontolást bizonyltja, hogy Carl­

son 197o-ben 6 auxotrof mutánst izolált haploid dohány 

sejtszuszpenzióból. Ez több mint amennyit a diploid em­

lős sejttenyészetekből előtte összesen izoláltak. Sejt­

vonalai ncvekedésüknöz hipoxantint, biotint, paraamino- 

benzoesavat, arginint és lizint, vagy prolint igényel­

tek. Mutánsok izolálásánál 5-bromodeoxyuridines dusitást 

használt, mutagén kezelés után /2o/.A dúsítás lényege a 

következő: a kiindulási sejtek heterotrófok, Így minimál 

táptalajon is tudnak osztódni és a táptalajban adott BUdR- 

t beépítik DKS-ükbe. Az auxotrof sejtek nes> osztódnak mi­

nimál táptalajon, mert tápanyag igényük van, igy a BUdR-t
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ecaa építik be. 315 ша hullámhosszú fénybe.sugárzással 

a vad sejtek elpusztíthatok.

Carlson sejtvonalaiból növényeket izolált, és aeg- 

állapi tóttá, hogy az auxotrófiáért egy mendeli faktor 

felelős.

keiner és Filner /1570/ treonia rezisstens sejt- 

vonalakat izolált dohány sejtszuszpenzióból /a treonin 

akadályozza a nitrát felvételét, ezért ha a nitrát az 

egyedüli nitrogén forrás, a treonin toxikus/, A. mutáci­

ós frekvencia Ю~7 körüli értéket mutatott /21/.

dilduolí. Iá 72-Len 5-iné111 -*trip tofan misztwe 

sejtvonalakut izolált diploic sárgarépa sej tszuszi «maié­

ból. A r©riszten* sejtvonalak m,ás triptofán analógokkal 

szüléén is rezisztenciát mutattak. Az izolálás ős a

jellemzés során a sej tvooalak elvesztették organizációs 

képességüket, Így ihm» tudott belőlük növényeket regene­

rálni. őzért uj sejtvonalakat izolált és ezekből már 

kapott növényeket, amelyek egy rész© rémisztőm; fenoti- 

pusu volt* Ezeken kívül izolált para-fluoro-fenllalanin 

rezisstens sejtvonalakut is sárgarépa, valamint dohány 

sej tszuszpenzióból, de ezekből ne» tudott növényeket elő­

állítani /22, 23/. Mind a két esetben olyan tipusu re- 

zisztenseket kapott, «ш1увк úgy védtek ki az asdnosav 

analóg toxikus hatását, hogy a megfelelő aminosavból sok­

kal többet termeltek.
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Carlson 1S> 73-ban tioninasulfoxiiain rezisztene

sejtvonalat saajd növényüket izolált dohány protoplasz- 

tohból Biutayén kezelés után. kimutatta, hogy a rezisz­

tencia öröklodiK /24/.

binding és mts&i streptoi^iciu reslsxteoe 3cjtvo 

salakat izolált haploid Petunia kalluszból /1970/. A 

sejtvonalból növényeket nem tudtak előállítani /25/.

1971-be» laboratőrluaunkban sikerült streptomycin 

rezieztens sejtvonalakat izolálni haploid áoiiány fcal- 

luestenyészetböl, jaajd növényeket regeneráltatni /20/.

A streptomycin rezisztencia öröklődött a vizsgált SR 1 

mutáns esetében. As és F„ netused&k vizsgálata alap­

ján a rezisztencia anyai öröklödé&menetfct mutatott. 

Elektronmikroszkópos vizsgálatokból kiderült, hogy mig 

a ssenzitiv sejtéit klocoplasztlszal streptomycin hatá­

sára elvesztik grammos strui túrajukat és nltokondriuaa- 

ik elektron deaxebbé válnak, addig a rezisztens sejtekre 

паю hat igy a strpptomycin. Ez az eredmény a kloroplaaa- 

tisz és a iiiitokondrium mutációjára utal /27, 20/.

Az előzővel párhuzamosan 5-broKOdeoxyuriűin reziss- 

tens sejtvonalakat is izoláltunk két dohányfaj haploid 

kallusztenyószetébSl /29/. A sej tvor.alaknól növényeket 

regenerálhattunk, és azt találtuk, hogy egy fsoadelien ő- 

röklodo mutáció felelős & rezisztenciáért /30/.
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1973-ban Lescure 5-bromodeoxyuridin és 8-azaguanin 

rezisztens sejtvonalakat izolált diploid dohány kallusz- 

tenyészetből. Szerinte mind a BUdR, mind a 8-azaguanin 

rezisztencia mutáció következménye, mert a sejtvonalak 

nem vesztették el rezisztenciájukat drog mentes táptala­

jon. fövényeket azonban nem sikerült izolálni az örök- 

lödésmenet vizsgálatához. /31/.

1974-ben Bright és Korthcote diploid juhar, majd 

Ohiyama szója sejtszuszpenziőból izolált 5-bromodeoxyuri- 

din rezisztens sejtvonalakat, fövényeket nem tudtak rege­

nerálta tni a sejtvonalakből igy a BUdR rezisztencia örök- 

lödésmenetéröl ezeknél a sejtvonalaknál nincs adaunk /32,

33/.

1.2. Célkitűzés

Célunk uj, sejttenyészetben megnyilvánuló genetikai

markerekkel rendelkező mutánsok előállítása volt.

A disszertációban haploid dohány kalluszfcenyészetből 

5-bromodeoxyuridin /BUdR/ rezisztens mutánsok izolálását 

és jellemzését dolgoztam fel.

Azért választottuk ezt a markért, mivel az emlős sejt- 

genetikiiban széles körben sikeresen alkalmazzék szelekció­

ra. Azt várjuk, hogy hasonló jól használható a növényi 

sejtgenetikéban is.

1.3. Irodalmi áttekintés; A BUdR anyagcseréje és hatása
a se j tmüködősre

A BUdR /5-bromodeoxyuridin/ egy tiraidin analóg szer-
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kezeti képlete a következő*

l.i.l. Л Büda beépülése

Mind az eukariéta, mind a prokariőta szervezetek be­

építik a BUdft-1 a tJuaidir* helyér© a ÜMS~be. A különbség 

mindössze annyi, hogy a prokarióták a bázist, a bromou- 

racilt is beépítik /34, 35/, iáig az eukariőták csak a

nukleozidot, a bromodeoxyuriUint hasznosítják шадfelelő­

en beépítésre /37,30,39/. л BüüR és a 3U beépülésében 

szereplő eoclaek azonosak a tlmidin és timin beépülésé­

ben szerep®lökkel. Erre először azok a koiai vizsgálatok 

matattak rá, lyek a BUdR és a öü kompetitiv hatásét 

mutatták ki a timin, tiaidin, THF, sőt a timidin prekur- 

zorainak beépülésére /41/. Hind a prokarióták, mind az eu- 

karióták képesek a TMP szintézisére, Így az endogén TKP 

kompetitiv a Bt-dR inkorporációjában. A DAS-Len a tiaidin 

csaknem 100%-Lan helyettesíthető BüdR-rel, ha о belső THP 

szintézist suainopterJLn /42/ vagy fluorodeoxyuridin /43/ 

hozzáadásával gátoljuk. A két drog a dbMP 

lést gátolja neg /44, 45/.

А ШЬ-ье épült 3UÜE eloszlását több csoport vizsgálta 

&z elsült években, kimutatták, hogy a BUdR beépülés purin- 

-BUdR-purla helyzetben gyakoribb mint egyéb helyzetekben /46/.

f TMP átalaku-
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_ч
Alacsony /1а л/ dUdH, Koncentrációt használva а 

liDdR a repetitiv és as intermedier szekvenciákba épül be 

elsősorban és az unique szekvenciákba 5-10-szer kisebb 

mértékben /47/.

Magasabb /Ю ’* I/ bbdk-t alkalmazva az eloszlás egyen­

letes volt.

"Timiéin kedvelő" Melyeket találtaK növényi rendsze­

ren, Vicia faba-val végzett kísérletekben. Akármennyi 

BUdfi-t adtak, csak 75 %-os behelyettasitéat kaptak a iäS- 

ben. A maradék 25 % tinidint csak a dUMi> - TMP lépés 

gátlása után tudták BUctR-ro cserélni. Ha ezután kevés ti- 

micint ép. sok iáUdR-t adtak a táptalajba, a sejtek preferen- 

ciáliaan a timidint építették be 25-30 % t Imiéin behelyet­

tesítésig /48/.

1.3.2. Az 5-f ronsodeoxyuridin szubsztitúció hatása а В 

fizikai jellemzőire.

A tiwidin üüdK-rel való behelyettesítése a behelyette­

sítés mértékétől függőón megváltoztatja a DSíS fizikai pa­

ramétereit. i-sek a változások a következőks

a. hő az olvadási hőmérséklet /Т./, /49/,

b. áo а ШБ sűrűsége /50, 51/,

c. Változik a cirkuláris dikroizatus spektrum, ami a 

DUS eeuperstruktúrájának változására mutat /52/,

d. A DNS fény és egyéb »sugárzásra érzékenyebbé válik.



- 11 -

£*«m utóbbi tulajdonság mechanizmusa fcöbbé-kevésbé is­

mert. A bücR molekula könnyen gerjesztődik uár 315 шя 

hullámhosszú fény kvantumjaitól is és dehalogénexödik. 

Az igy kialakuló szerkezet a cukorrészből elvont proton 

segítécégvei stabilizálódik deoxyuridinné. na a fenti 

változás ШЗ-be épült BUdR molekulát őrint láncszaka­

dás következik be. Hasonló reakciót eredményez a Rönt­

gen vagy gainr&a sugárzás is /53/.

1.3.3. A őr,5-Le épült 5~Ьгог;юиеохуиг1а.1п biológiai hatá­

sai»

a. Mutagón Íratás

«. BUdR toxikus Hatásának egyik lényeges faktora, bogy 

a DNS-bö épülés után pontnaitáaiókat okoz. A mutáció ш- 

chanizmueát lenzer és Frees« derítette ki bakteriofágok­

kal. Kimutatták, hogy a BUdR egy tautomer niutagén. h 

BUdR keto formája timiciinként viselkedik, azonban az 

enol fonua cltininként, aai a következő r«plikáclóban pá­

rosodási Libát okoz. /bU-А helyett bü-G pár/, bz a bázis­

pár sift aiainopur innal meg fordítható, amely a guanin he­

lyére épül be és ébenfaként viselkeuvc korrigálhatja a 

SUdf? okozta hibát.

A EUáR okozta iontmutációk finomtérképozeaéből kide­

rült, hogy kitett i re Ivek /un. i»ot spots/ vannak a ШВ-Ьео 

ahol nagy gyakorisággal jelenik tg mutáció, míg másutt 

ritkán, vagy nem. A BüdR-rel indukált mutációk eloszlása
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különbözik e sántán, vagy pl, a proflavinnal Indukált 

mutációk eloszlásától /54, 55/.

b. Súg árérz&kenyifcd katas

A soaR-t inkorporált, majd besugárzott sejtek vizs­

gálatából kiderült, hogy az izolált DNS aoUulya /1. 1.3. 

2.ű/ egyenes arányban csökken a ueópült BUdK mennyiségével 

/56/. Fotokémiai reakció következtében létrejövő DNS lánc- 

szakadás a repear kapacitás kimerülése után színténs sejt­

halálhoz vezet.

Kimutatták ezen kívül, bogy a besugárzás hatására 

uUS-DUS keresstkötásek, valamint IMS - protein kovalens 

keresztkötések keletkeznek /57/,

A fenti molekuláris változások eredményeként a sej­

tek citológiai képe drasztikusan megváltozik, kromoszóma- 

törések, transzlokációk ús egyéb aberrációk jelennek meg 

nagy gyakorisággal /58/.

Nagyarányú SUdR behelyettesítés esetén as S fázis, 

amikor az uj IMS szintetizálödik, 3-5-szőr hosszabb, ugyan­

ekkor a sejtciklus többi fázisa neu változik /59/. In 

vitro kísérletben a DNS polimeré* lasabban szintetizálta 

az uj ШЗ molekulát ha TTP helyett «ЗОВДО-t adtak, 

u. hl-.S szintézist érintő hatása

iiüdl4-t beépített flbroplaaztck KiS szintézisét vizs­

gálva azt találták, hogy az Ш bázisösszetétele drasasti-



13

kusan megváltozott a bUdR-rel nem kezelt sejtekéhez ké­

pest. Adeninbűl kevesebb, guaninból több épült be. In 

vitro BUdR-kroiaatint /BU:/BÜ+T/>=0.33Jf használva tenp- 

látként azt kapták, hogy 1,2 pM ЛТР épül be 1,7 pM he­

lyett, amig 2,2 pM GTP épül be 1,7 helyett. Az UTP 

és CTP beépülés nem változott. A 33 %-os BUdE behelyet­

tesítés kb. 33 %- változásnoz vezet az adenin beépülé- 

séban. Ezt úgy értelmezik, hogy az RNS szintézis során 

a transzkripció a BUdR behelyettesítés következtében 

nem az eredeti kódnak megfelelően zajlik le, így ez meg­

változott aminosavszekvenciáju fehérjék szintézisére 

vezet /60/.

1.3.e. Regulációs változások

Számos közlemény foglalkozik a BUdR beépülés spe­

cif ikuc, egy-egy gén expressziét értintő hatásával. így 

a BUdR gátolta a myosin szintézisét fejlődő myoblasztok- 

ban /61/, az indukálható tirozin aminotranszferáz szin­

tézisét hepatóma sejtekben /62/, mukopoliszaharidok szin­

tézisét amnion sejtekben /63/, melanin szintézisét és a 

tumorogenitást melanoma sejtekben /64/, valamint indu­

kálta az alkalikus foszfatázokat.

A BUdR beépülés sajátos morfológiai változásokat 

idézett elő a humán neuroLlasztoma sejteknél /65/, speci­

ális differenciálódási folyamatot indukált tengerisün emb­

rióknál, amelynek típusa az embriók korától függött /66/.
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Ä BLdH fonti specifikus, a génműködést érintő hatásainak 

közös jellenzői:

a/ A tulajdonság kialakuláséhoz a BUdE beépülése 

szükséges,

Ь/ Л tulajdonság eltűnik a bUdk Unlőinre vissza- 

helyettesítése után.

Cook a üVáíi beépülés hatására bekövetkező reguláci­

ós változásokat két >a©chanizaiussál magyarázta /67/:

a/ A ~Ch3 és a -Br szubsztituens közötti kis van 

der Baals sugár különbség egy olyan makromolekulánál, 

mint а DNS már jelentős “szuperstruktúra” változást o~ 

koz, és az un. isakroreguléciót xaeg változtat ja.

b/ A protein - Ш& kötések erősebbek a BütiK-rei szub- 

aztituált ШШ esetében, es a protein - ШБ kötéseknek a

raikroregu Lacidban tulajdonítanak nagy jelentőségét« 

Baktérium rendszerben, a lac orerátor lokusz /Ш*Ь/ és

a tisztított lac reprónszór protein között a disszociá­

ció tízszer lassabb, na a DNS 90 % büdk-t tartalmazott 

a tiniéin helyén /ъ8/.

1.3.4p bedé rezisztencia

baktériumokból, növényi és emlős sejtteuyésxetek- 

bol számos BUÖR rezisztens mutánst izoláltak /34,29, 30, 

31, 32, 33, 58/. balos sejttenyészetből Izolált sejtvo­

nalak nagy részénél a rezisztencia mechanizmusát is tisz­

tázták /69, 70/.
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hVáR rezisztenciát okozotts

a/ ha a BUdR épült be a DKS-be

vette fel#

>rt

1» a eejt

2» fel vett о a sejt# de a tiiuidin kináz oá­

zist ne« működött. - A timidin kináz enzim

szerepel az endogén Ti!P szintéziseken# 

a TMP ugyanis dUMP-ból keletkezik. A ti- 

raitíin kináz csak timlüinből és analógjai- 

böl készít íüonofoszfátot, és teszi lehető* 

vé a hUdR DMS-be történd beépülését, 

b/ Ka a BűdR beépült a i®S~fcsaf azontan egy mechaniz~ 

aus kivédte a DtiS-ba épült BUdR toxikus hatását.

Egér cejttenyészetböl izoláltak olyan 3tJdR reziszteas sejt- 

vonalakat# amelyek beépítették a BUclR-t azonban a BUdR

indukálta kroijoszoíua törések száma 1%-ra csökken a szen-

zltiv sejtekhez képest /58/. Szíriái hörcsögök sejtéiből 

pedig BUdR dependents sajtvonalakat izoláltak#

Építettek be a tiiiidin helyére /71,72/. A rezisztencia Me­

chanizmusára vonatkozó adatot

lyek 99%

közöltek.
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2. ANYAG ÉS MÓDSZER

2.1. Kísérleti növény

Nifcotiana tabacum L.cv. Petit Havanna /2n = 48/, 

valamint a Nicotiana silvestris / 2n = 24/ diploid és

haploid alakja.

2.2. Kallus z tényé s z té s

2.2.1. Táptalaj összetétele és elkészítése

A Linsmayer és Skoog féle RM inorganikus táptalajt 

használtuk /4/ az alábbi módosításokkal /26,27,73/:

KMO: RM alapoldat + 0,5 ml/l benziladenin " 2 mg/l indol-

ecetsav.

Felhasználása: hajtások regeneráltatásához kallusz-

tenyészetből.

RMNOí RM alapoldat + 0,04 mg/l kinetin +0,1 mg/l 2,4-D- 

-diklórfenoxiecetsav + 3 rag/l indolecetsav. 

Felhasználása: differenciálatlan kallusztényészét

előállítására hajtás vagy levélda­

rabkákból, valamint a sejtvonalak

fenntartására.

A növekedési görbék felvételénél, teszteknél 10 ml-es hepa- 

rinos üvegeket használtunk 5 ml táptalajjal. A táptalajt 

1 mg/l Bx vitaminnal egészítettük ki. A tenyészetek fenntar­

tása 100 ml-es Erlenmeyer lombikban /50 ml táptalaj, 0,5 

mg/l vitamin/ történt.

A táptalaj sterilizálása is különbözött a két eljárás
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során, я nnparinon üvegek esetében a dugókkal /papír­

vatta/ együtt lesterilizáXt üvegekbe steril táptalajt 

«értünk ki. As üvegeket 3d perc autoklávozás után szárí­

tószekrényben /1 óra, 12G°C~on/ szárítással sterilizáltuk. 

A táptalaj sterilizálása 15 perces autóklávozással történt.

A tenyészetek fenntartásánál 2x töménységű tápol­

datot és 2x tömény agar-agar oldatot készítettünk. Az a- 

gart lO perces autoklávozással felolvasztottuk, és össze- 

öntöttük a uideg tápoldattal. így megkaptuk a kívánt lx 

végkoncentrációt. A kb. 50°C-os oldatot szétosztottuk az 

Srlentmayer loesblkokba, usajd a táptalajokat leáugóztuk és 

autokiávozássál sterilizáltuk /15 perc/.

2.2.2. Tenyészetek indítása növényi részelt Öl

А вея steril körülmények között nevelt növény levelét 

vagy hajtását előbb dotergens oldattal mostuk 10 percig, 

ina ja 7u%-os alkotóiban áztattuk 2 porcig és 0,5 %~os 

kereskedelmi hipo oldattal mostuk 3 percet. A Alpot desz­

tillált viszel |5x öblítve/ távolítottak el. Az Így steri­

lizált növényi részeket 10-30 mg nagyságú darabokra vágtuk 

és a táptalaj felszínére helyeztük.

2.2.3. Tenyészete,'. folga. ,ntos fen»tartana

A kai iuszteayészeteket 4 betonként passz éltük ШЖ> 

táptalajra. A BtídSi rezisztens sejtvonalakat ßUdR-t tartal­

mazó es nem tartalmazó táptalajon egyaránt fenntartottuk.

A táptalajban 30 mg/l üUdR-t használtunk a bicotlana taba-



- IS -

cum sejtvonalak esetében és 10 mg/1 BUdR-t a N. sil- 

vestris sejtvonalaknál. Az inokulun nagysága b mg szö­

vet/ml táptalaj.

2.3. Mutánsok tesztelése

2.3.1. Kallusz teszt.

A Buda növekedést gátló hatásának vizsgálatát minden 

tben a kalluaztenyésztésnél említett módon eíókószi­

ta tt nepurinos Üvegekben végeztük. Akár a sejtvonalsk, 

akár a növények vagy esiranövények BUdK rezisztenciáját 

vizsgáltuk előbb egy teljesen differenciálatlan kallusz- 

tenyéssetet indukáltunk és ebből inokuláltuk a BUdA-t 

tartalmazó táptalajra a tenyészeteket, kivel a BUdR 

autoklávozáao utáni valamint sterilre szűrés utáni hatá­

sa Között nem tapasztaltunk különbséget, a továbbiakban 

együtt autoklávofctuk a táptalajjal.

2.3.2. Csiranövény teszt

A BUdR rezisztencia vizsgálatához először steril

cairanővényeket állítottunk elő a magvak felületi steri­

lizálásával, majd csíráztatásával desztillált vizes agor- 

-agar médiumon. A lü-12 napos csiranövényeket használtuk 

föl kallusztenyészet indítására RKNö táptalajon, Így egye­

denként teszteltük a BUdR rezisztenciát 30 mg/l BUdR-t

tartalmazó táptalajon.

A magva]', sterilizálását a 2.2. pontban fogalaltak 

alapján végeztük azzal a különbséggel, hogy minden lépés
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után a magvakat Buccs-szürővel szűrőpapíron gyűjtöttük

ÖSSZfö.

2.4. uövényvonalak fenntartása

A fontos vonalakat, amt&pwokat steril körülmények 

között növény alakban tartjuk fans. lOO lul-ea Erlea- 

iueyor lombikban 30 ml "T” táj. talajt /19/ használunk.

A növényük csúcsát két-havonta passzoljuk uj táptalajra, 

ahol egy hét múlva meggyökereaedtoek •

2.5. Sejtss&B mognatárezás

ííasí* és Davies módszerével végeztük /74/. 5 ral 5 % 

CrÖ^-ot tartalmazó 2 a 1*2SÖ4 oldatban 250 mg szövetet 

24 órát inküdültünk, majd 0,2 ml absz. alkoholt adtunk 

hozzá és baborther» rázógépen maximális fordulattal egy 

percig ráxattuk. 200 ml™re higitotfcuk, majd saját gyárt­

mányú kamrával, mikroszkóp alatt számcituk a sejteket. 

Mintásként három alkalommal lO látómezőt számoltunk le, 

és a számtani átlagot szoroztuk az előzetesen kiszámí­

tott faktorral.

2.6. Kromoszóma száaiolás

A gyökér csúcsokat 4 órát kolhicineztük /0,05 % 

kölniéin, 2 % glukóz/ majd etanolsjágecet 3sl arányú ke­

verékében minimum 4 órát fixáltuk a preparátumot, 

hzután 0,1 Ы HCl-ben, 60°C-on hidrolisáltuk a prepará­

tumot és Teulgen reagenssel festettük 0,5-1 órát. 45 % 

alkoholban dörzspreparátuiaot készítettünk és számláltuk 

a krc* üos zómákat.
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2.7, Midie—M~ 3 cs timid! n~ái~ 3 felvételének és beépül ész­

nél: vizsgálata.

2.7.1. .áconitott ScibbLatérhaumhauser-braalder módszer

& beépülés és a felvétel vizsgálatára ax eredeti mód- 

szer tovább módosított formáját használtuk fel /75, 7С/.

A felvételt és a beépülést ugyanis egy mintában akartuk 

vizsgálni, da a King és latsai által leírt ötödszert hasz­

náljuk és a savoldhatő frakció előállitásához 5 % fcri- 

klórcceteavot használunk, a savóIdántó frakcióban а ma­

gas quench miatt lehetetlen kielégitó hatásfokkal aérni 

az aktivitást. Esért a következe lépésekben végeztük el 

a beépülés és felvétel vizsgálatát.

- 2uú mg súlyú ssövetdaraLot 1 «1 ШШО táptalajban

5 uCi/ml tiíaidln-é-ii~3 vagy Шй-6-а-З jelenlétében 

inkubáltuk különböző ideig,

- 5~s*ör mostuk a mintát hideg táptalajjal, amely 50 rng/1 

timldint tartalmazott,

- a kalluszfc hojwogenisáltuk Potter féle aomogenizátorral

- 1,5 ml lO %-os perklóreavat adtunk a hcmogeniz á ttmkюг 

0°C*“On,

- két óra állas után flillipor© szűrőkészülék segítségével 

szűrőpapír korongra szűrtük a hideg perklórsavban old­

hatatlan frakciót /Dliő, Ш>, fehérje és más makromole­

kulák/ ,
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- a szűr latét /PCS oldható frakció/ KOíi-dal közömbös!“

tettük« a kicsapódó KClQ.-ot lacentriíuglltuk, maja a 

felüluszóből megmértük. az aktivitást. Ezt tekintettük

felvételnek.

- A hideg PCS oldhatatlan frakciót 5 %~os PCS-el iuostuk, 

iaajd szűrőpapírral együtt 2 ml 0,3 К KOlI-ot tartalma­

zó centrifugacsőbe tettük« és 37°C~or* 18 órát inkubál- 

tuk, hogy lehidrolizáljuk az íShS-t.

- lécéntrifágáltuk, majd 50 %-os triklórecetsawal ph 1,6- 

ra állítottuk és 0,003 M MgCl^ jeleslétében két térfo~ 

gat 20uC-os abs. alkoholt adtunk:.

- két órát mélyhűtőben tartottuk, majd a csapadékot üveg­

rost fiitarra szűrtük /ülhetman Зр/С/, mostuk hideg 70%- 

03 alkohollal.

- A csapadékot a filterrel együtt ecintllláclós számláló- 

Lan értékeltük / radioaktivitás mérése s 1. 2.7.5. poat 

alatt/.

2.7.2* Fehér j eme.ntes nuklclasav preparátum készítése

A fehérj orseates ossz auklelnaav preparálás során 

Kirby /77/ módszerét követtük, amelynek lényege a követ­

kező*

- íiomogealzálás lOx térfogat kivonőpufferben. A pufferői­

det összetételei O,dl M Tris-iáJl, píi 7,6; 1 ft ТЫБ JTri- 

izopropll-naftalin-szulfét/; 6 ft PAS /para-amino-száll- 

cilsavf 0,05 M KaCl;

- deprotelnizálás agyonlő térfogatú fenol-krezollal /30 %
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fenol« XU % m-кrázol; 0,01*á-Oü-kiaolin, lo % viz/

- centrifugáidé, majd « felső fázist leszlvatnl, és 0,15 

térfogat 3 í4 K«C1 hozzáadása után iarcét egyenlő térfo­

gatú fenol-krezollal fehérjamtntesitenl.

- centrifugálni, és a felnő fáslet laeaivatai, ina ja két 

térfogat absz. alkohollal kicsapni a nukleinsavakat 

/egy éjszaka állás mélyhűtőben/,

- a csapadékot összegyűjteni és ыо*т± 7o %-os alkohollal. 

Amennyiben a SUdR-a-3 vagy támláin-* il-3 beépülést vizsgál­

tuk, és poliakrilotild gél-elektroforéziseel választottul; 

szét az egyes nuklelns&vakat 1 g kalluazböl ináultünk Li, 

amelyet 5 ml Ш-ШО táptalajban 5 uCi/ml aktivitás mellett 

43 órát sötétben inkubáltunk. A használt izotóp prepará­

tumok: 5-broiíiodeoxyuridin-€-H-3, 2,2 Cl/®??, Amersham,

2,2 Ci/гаИ UVWH, Csehszlovákia.thymidin-6-к-З,

2.7.3. Poliakrilatiid gél-elektroforézia

A fentiekben leirt .^ódon elkészített ősaz-nuklein-

sav preparátumot Loaning /73/ módszerével választottuk 

szét, és értékeltük.

Térssoldatok i 1. Anrilamid: 15 g akri luxaid,
+ 0,75 g bls-akrilazűLd 

lOO iol-re feltöltve. 

130 isi: Trie 

150 iai-! BöH2P04 

5 EM lia2EDTA

2. Puffer:

pH 7,7 /НС1/
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3. TEMBDs 'i,u, # ü ' -to tr amu ti 1-
-eti lémllml n

4. A№aónJLuB*perssíuXfát.i Ю % frissen
feloldva.

- Gél összeállítás«« 1.toizsoldat 2,5 ml
3,1 ml 
9,8 ral

3.törzsoldat 12,5 ul 
12S ul

2.
Ü...Ü

«4.

Légtelcaités vákuumban, majd dializáló 

hüvellyel lekötött végű 1СЮ x IO x 6,5 

ваз plexi ceövekbe töltés.

- A csövek szabad végére, a gél fölé az oxidáció megaka­

dályozására. vizet rétegez tünk. 30 pere múlva a gél ki­

alakul, a polimarizáció befejeződik.

- éus elektroforézis tatkba alul ~ felül 0,2 l-os nátrium 

lauril-szulfáttal kiegészített 5ac hígított puffert ön­

töttünk, iöogfelelö magasságig, és 30 percet 5 uA/eea áram­

erősséggel /Shaeuon tápegység/ elcfuttatúst végeztünk.

- 100 ul 5x hígított, 5 % rihonuklcáz-mentas szaharózsal 

kiegészített pufferen feloldottuk az előző fejezetben 

leirt módon elkészített össz nukleinsev preparátumot, 

jaegsaértíik az abszorbanciát 260 nm-nél, és 1-2 OD kon- 

strikciós iaikropipettával a gélre ró tegeztünk.

- hz ölektroforézis tank elektródjait ismét úgy kötöttük 

be, hogy a felülre? a negativ, alulra a pozitív elektród 

kerüljön. A preparátumokat 5 шк/езо áramerősséggel 3,5
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érit futtatok.

- A csövüket kiemeltük és a dializáló hüvely eltávolító- 

ка után a géleket desztillált vízbe kifújtuk majd 2 

órát áztattuk desztillált vízben esélyét félóránként 

cseréltünk;

- СШй^4ЬЬС7Ш-к0ь2й1екЪеп felvettük a relativ abezoman-

cia megoszlást a geli.cn.

~ A géleket rézcsőbe helyeztük, rögzítettük és szárazjég­

gel meg fagyasztottuk.;

- A félfagyott, már neu rideg állapotú gélt 1 túra-ez dara- 

kokra szeleteltük JOVCt gélszeletelc készülékkel.

- A szeletelhet 0,5 ml ttöa&ny kldrogénperoxid oldatban 12 

órát hiórolizáltuk, és mértük a radioaktivitását /0,2 ni 

oldatból/.

2.7.4. h brotaouracil vékonyréteg kroaatoc/ráfiaz elválasz­

tása a DbO sósavas hidrollgátuuaból

h bödR-6-М-З jelölés után a DüS-t kétféle nődön

izoláltuk:

/а/ Л 2.7.1. pontban leírt preparálást úgy foly­

tattuk, hogy az üveg-filterre szűrt és a ONS-t valamint 

egy kevés proteint tartalmazó frakciót forró 5 %-oe tri- 

klőreceteavval extrái iáitok, az extraktamot Lepárol tűk,

6 M tíCl-ben felvettük és lezárt ampullában lGO°C~on 3 órát 

hidrolizáltűk /79/.
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/Ъ/ h 2.7.2. pontban leifct &odon kapott 5s3Z nuk- 

leinsav preperátuiaböl ©1távolítottak az KNS-fc és fehérjét. 

Az anyagot feloldottuk,0,5 та K*C 1, 0,01 xa Trie, pB 8 ,

és 50 ug/ail RiHzzal kezeltük /bokoréit, Korfcningtoa, Со./ 

1 érát 37°C~o*i. Az irtkubálás után íki^áUTA-t 0,C1 £f, 

és SOe-t /nátriim lauril-szulfáfc/ 0,5 %, adtunk az oldathoz

Bajd 60°C~on peoaüml /25 ug/xul/ kezeltük.

1,5 óra után az oldatot к loro fórra-aatl lalkoáol /25x1/ ke­

verékével fehérjeraentesitottük /10 perc rázás 25°C~on, 

aajd centrifugálna/. А Ш& a felüluazóhan maradt, taig a

kicsapódott fehérje az iaterfézisfcám helyezkedett el.

A felü1úszóból G°C-on, adsz. alkohollal kicsaptuk a 

MiS-t, üvegbotra csavartuk, szárítottuk, és az előző pont­

ban leírtak alapján hídrólÍzáltűk, A hidrolizátuaot foo- 

p&rlócaészében bepároltuk, raajd 0,1 Я HCl-ben feloldottuk?

/0x2/ ősz-kapillárissal Ш* 300 cellulóz, Kieselgél hí?254
szetételű 20x20 ш aiérotő 0,25 тага vastagságú rétegre vit­

tük fel /8G/. Köt dimenzióban futtatok /31/а I - n-buta- 

nol, metanol, viz, ammónia, /G0:2G:2ü:1/; II - 1 M nát-

riuxa—hidrogenfoszfát, 1,2 M araraeniuraszulf&t, 1-propanol,

/132x74:1/.

& foltok láthatóvá tételére 45 ug/кгошаtogram bróia- 

uracilt, uracilt, tiu.int, adenint, guanint, adtunk. így 

üV-baa a világos háttérbe» jól azonosítható foltokat kap­

tunk. A bázisoknak megfelelő foltokat kikapartuk és a
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radioaktivitást meghatároztuk.

2.7.5. Radioaktivitásmérése /Н-3/

/а/ Vizes oldatból.

Az aktivitást tartalmazó oldatból 0,20 íal~t 5 ml

dioxános oldatba, Packard küvettákta töltöttük, éa scin-

tillációs számlálóval értékeltük /Packard Iri-Carb ké­

szülék/. A dioxános scintillácids oldat összetételei

20 ш! etiléaglikol 
ÍOO ml —*tanol

4 g PPű /2,5-difcmiloxazol/
0,2 g POPOP /1,4-bis/2~/S~fenll/-oxazol/benzol/ 

GO g naftalin

1 IJaerre feltölteni dicxánnai.

/Ь/ Vízmentes mintákban.

Az aktivitást tartalmazó csapadékot vagy oldatot 

üvegrost-f literre /Wbfttaan GF/C/ szári tot tűi; infralém- 

pával, A filtereket küvettákba tettük és 5 ml tol ue la a 

scintillációs folyadékot mértünk rá. Az aktivitást 

Packard Tri-Carb scintillációs számlálóval határoztuk meg.

A toluolos scinfeillációs oldat összetétele:

5 g PPO 

0,3 g POPOP

IGOO iái toluolban.
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3. gXaSßUSn ЕВБДО£НУСК

3.1. &-broaoaooacyurl-.»lu reziszttma ее jtvonala-., izolálása

La&oratóriunimkuan «lecPéot sikerűit üüdU reslex-

tans sej tvon« Irtat Izolálni növényi anyagból. & bUdR 

rezisitcoe rajtvonalakat 30 u*g/l /I». tabaottw/ és 3 wg/1 

/М. öilvestris/ Ш0В-г*о1 kiegészitett RMiJO táptalajon 

izoláltuk. A űíüleiciüt haploid hlootiana tabacum és Ki. 

eiiveatris növények pri. xar hallasztenyészetekben végez­

tük. Nagyazénu tenyészetet Indítottunk 10 ml-es hepari- 

uoö üvegekben /Зо mg inokulum/, melyeket három hétig, 

27°C-oa, sötétben inkuöáltunk. Többségűkben nem kaptunk 

osztódást. Héháa/ tenyészetben jól osztó-ló fehér színű 

régiót találtunk а юта osztódó, pusztuló, barna szinti 

kolluuzott /1. Ura/. Az osztódó régiókat izoláltuk és 

továbbvittük SlJdk-t tartalmazó táptalajra, ahol jól nö­

vekedtek .

& ШЕ-ШШ táptalajra inokulált szenzitiv kallusx- 

tenyéezetekből izolált osztódó kolóniák шт mindegyike 

untatott stabil rezisetenciát a további teaztelca során.

A haploid 8. allvertrl& kalluaanál löö tenyészetből 17 

ШМШ. rezisztens kolóniát Izoláltunk, de csak 4 bizonyult 

stabil rezisztengnek. ÍOO tenyészetben /3 g kallóez/í 

kb. 3 r löfc sejt/ 4 rezlaztesia vonalat izoláltunk, Így m 

rexiszteoseh gyakorisága 1,3 a 1Э volt a kiindulási
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l._ ábrás öUOR reziíistcns ;nutóra»ok szelekciója
h fokiér kailusz a raaerotizHlő JLnokuluiaon &gy
i *~zi 'j L -* - i&.
Szölefcei.0: 30 ieg/1 ЫШ-®в /leir&s 3.1. fojo-
zetbcii/.

5
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sejfcsz&siioz viszonyítva, A resist г tens sejtek gyakori- 

ságát a haploid И* tabacum tényéesetekben hasonlónak

találtuk.

Végül la N. taLacum-böl а Ш 3, BR 23, BR 37, BR 39 

jelzésű? K.sllvestris—bol Б1 4, Si 5, SÍ 7, Si 17 

jelzési! BUdR rezlsztens sejtvonalat kaptuk, aawdLyeket 

1972-6ta folyamatosan fenntartunk./2. a és 2« a ábrák/.

3.2* Sojtvonalak rezisztenciája kül«3nl>6z3 monnyiaégü 

auxlnfc 6a citokinlnt tartalmazó táptalajon

Előzetes eredményeink arra mutattak, hogy a BUdR 

rezisztencia inértéke függ a táptalajban jelenlévő 'aor­

táénak relativ шдаnyiaégétől, ezért mind КИО mind ШШО 

táptalajon elvégestük a rezisztencia tesztelését.

As eredmények szórint:

1/ h BUdR érzékenység a rezisztens és a szenzitiv 

tenyészeteknél Is Ю-szer nagyobb EMO táptala­

jon mist EMdö-n /3. ábra/.

2/ Az izoláláshoz hasznait 3 mg/l illetve 30 ng/1 

SIMA koncentrációnál jóval magasabbat is elvi­

selnek a rezisztens sejtvonalak ШЗ táptalajon. 

/4. ábra/



2. a. ábra: У. tabacura Stkill 
realestens sejtvonalak re­
zisztenciájának bemutatása.

A tenyészetek 4 hatig nőttek 
30 rsg/1 EUcUi-fc tartalmasé 
táptalajon.
TK * szenzítiv kontroll.

s
w
f
i



2,b. ábra; N. silvestris 
BUöß rezisztens cejtvonalak 
rezisztenciájának bemutatá­
sa.
A tenyészetek 20 mg/l BU<iR-t 
tartalmazó táptalajon nőttek.
К * szeczitiv kontroll

<
wи
I
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3. ábrát а Ж 3 Mjtvewal BüdR realsztenciaj&nafc 
"* ellenorxúac.

A «sensitiv /fent/ és a reziaatens /lent/ nfigy 
hétig nőtt SUdB-SMMO táptalajon. Balról-jobbra; 
ű, 30, loo, 300 és 10ÖQ шд/1 йШЯ a táptalajban.
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4. ábra: A BUdR rezisztens N. tabacum sejtvonalak rezisztencia 
tesztje RMO /а/ és RMNO /b/ táptalajon.

ordináta: A tenyészetek súlya négy hét után a BUdR mentes táp­
talajon nőtt kallusz súlyának százalékában.

abscissza: BUdR koncentráció /mg/l/ a táptalajban.
Sejtvonalak jelölése: BUdR szenzitiv /Д /; BR 3 /Д/; BR 23 /□/;

BR 39 / o./; BR 37 / • /.
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3.3, ht'vények reteneráItatása а ШШ rezisatfeas sejt- 

vonalakból

■'iután a növekedési tesztekben mggySzödtink arról, 

hogy a sejtvonalak resiszttnoiaja stabil az etöúik in- 

okulálá® után /ki . 4 hónap/, növényeket regeneráltattunk. 

Ezért a reziszteas kultúrákat ШЮ táptalajra oltottuk,

4-5 hét után a tenyészetekben hajtások fejlődtek. Д haj­

tásokat levágtuk és “T* táptalajon taeggyöfeere*tettük.

A vonalakat azóta növény fonaájában steril körülraányek 

között tartják font, vagy szükség esetén kiültetjük az 

üvoghésba.

Скак a öSL 23 sejt vonal or janizálódott jól. Д többi 

íiejtvonalbói csak néhány életképes növényt sikerült izo­

lálni /X. Táblásat/.

X. Tábl&zat

blövénvek reqeneráltatása a oUdH rozisztens sejtvonaiakbcl

Ebből
rosinstens

Sejtvonal Izolált növ&~ 
jelzése nyék százsa

.életképes nővé-• 
nyék azár'ia

1419BR 23 

ÜP 3 

БР 37 

BE 39

20
1lű 1

1 140
. m -40



- 35 -

Uindoa hajtást egyedileg kezeltünk. к növény***, ei- 

t«;v<a*éséban as öIaő oaé» a sojtvonalat ja lenti«

b31 irö^fcäiMiurültattiik« а második as isolators egyedi aeá-

. Pl. а Ш 3/3 а В8 3 aejtmalból regener5Itatott

3. тштш hajtás.

A BR 23 sejtvomlbúl reg«a«cáltafeott aOviayeh át­
lagos aagasséga a felét 

leik visszásán tojfiadadok« kifejesetten szűrövek, már­
ványozottak. Virágaik között rend*a*«rtelar*31 aberráa* 

sok jelennek aeg, piroe-fehér csíkozott* ogy vagy tfiöt 

poraidból 8*iroí3levói alakul ki« a porzók rövidé.,bek mint 

a bibe. /Да eredeti növényeknél a levél lándzsa alakú« 

gyöngén »sörös:« egyesinü; a virág egyesi»Ű rózsaszín« 

a '„.»őrsök. asonoe laagaeságuaJk a bibével; 5. ábra/. A virá­
goknál naV:/ío'ra sterilitást tapasztaltunk* A növényiek 

triploiciiok.
A № 3/3 és a Bt? 37/21 növény morfológiája tors 

/5. ábra/. Саак a BR 3/3 növény virágzott növényházban, 
de uagot neiv- elkerült kapni. Mindkét növény triple id«

/ Б. ábra/.
A regeaeráltatott növények rezisztenciáját szávat- 

tmiy&azetben ellenőriztük* A növényekből primer kallusz- 

tenyészeteket indítottunk Э»» táptalajon« rajd a négy 

Ikct&ii tényéeseteket használtuk fel a BUdíi rezisztencia 

tesztekben. A tesztek «redőnyét az I. táblázatban tüu- 

tottk. föl. Láfcbat.6« bogy lies» rdaden növény /a belőle in-

iy-

éri el as eredetinek. Lave-



5 «a. ábra:

A BüdR rezisztans nova- 
nyék levél"* és virág- 
morfológiája.
Üvegházi anyag.

i
*>

t
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6. Atга:
őtMR rezisztens sejtvonalak 
b61 regenaráltatott növények 
steril körülmények között.

«
u
СО
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tiltott: kalluez/volt reziaztens. ”. SUdR reslzstene növé­

nyek a s©jfcvonal&khoz husoolÖ saértékben tolerálták a 

hUűii-t. /7. .ara/.
*

3.4. л a? IP _ reziaat«:;kléjs-'«ar»^t«íft<ak vlasjc lata

Az üveghásbea virágáé в:-1 23/1 is at &-Ш 23/5 növénye­

ket kereszteztünk az eredeti. a tanait Ív növényekkel annak 

eldönt*', »'.-rí», hogy a BC Ш rezisztencia 6rékl-:>:Uk~e, ée 

t«x öröklődik, akkor mi Lyon ÖrökXédéíjaaenetet «utat.

A kapott iaagokat fe&rülnánye&. között csíráz­

tattuk t ftsajcí a ce iran5vénye&bo X primer kai luestényо sz«~ 

ttokat indítottunk. A 4--5 hetes tényé-ízeteket /V.b. 2 g/ 

használtuk fel a WJáíi mÍ8St«aoii«lMsttfhi>. a teszt

-

•rectoSay&t a Sí. táblázatban «does мед.

A csiránövéa/ eredetű kalluaabol а МШ resiesttm- 

cia tesztekben a következő fonetikusokat találtuk.

14 Szeazitiv; ш képez néni 30 zg/1 Щ11 tártaim 

ЯНМО táptalajon.

2. Ю&вереякда refisítöos; Az első tesztben 30 юд/l 

ШК saelXett jól sC /70* 90 % fries súly а ШЙ 

toontea iíHüO-íiű* fcépezt/ , azonban Шак táptalaj­

ról Хшйбк űCOB táptalajra inokulálva rosszul né, 

/15-25 S fries súly/.

3. hazieateney a második, harcsadüc ogyzaSzt kővető 

tesztben la jól ЫЗ 8?JdH táptalajról ВШ tápta­

laj ra inokulá1va.
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7. ábra; BUdR rezisztens növényekből regenerálhatott 
növények rezisztenciájának ellenőrzése kal- 
lusztenyészetben, BUdR-RMNO táptalajon.

ordináta:A tenyészetek súlya négy hét után a BUdR men­
tes táptalajon nőtt tenyészetek súlyának szá­
zalékában.

abscissa:BUdR koncentráció / mg/l / a táptalajban.
jelölések: BR 23/1 /Д /; BR 37/1 /□/; BR 3/3 / о /;

BUdR szenzitiv kontroll /А/.
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A fenti 3 fenotipua a ssensitiv, heterozigata, és hotao-

zig&ta geiiOfcipuara utal.

II. fiúsat

bUcii, rezisztencia ürüblödésének. vizsgálata з BE 23 seit- 

vonalieOl гоуокгг .»Itatott növényeknél.

Vizsgált Erősen Közepesen Szén-
egyed»*áa rczisztena rezieztens zitiv

20/0/ О20 0BS
7 3Ü» 23/5 /:i/

Bi: 23/1 /0/
BE 23/S ^ к bí О IO 

■ÜS g x 23/5 C 

a& ^ x 23/1 о

10
i131G

7 30
6 1420 0
s 1520 О

Kövekeáéa a BLdR aentea táptalajon 
nőtt kallasz súlyának százalékában

Első teszt BütiR 
táptalajon 5-2050 - 95u5 - 35

líásoóik teszt S0öRgü _ 12 - 26 Оtáptalajon

hűi Ы, talaout- /ШсШ. szenzitiv/; 
/0 / г (Snheporzáa .
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3.5. A Bücifc és g tinid in felvétele» beépülése szenzi-

fciv és rézis2tens sejtvonalakéa

3.5.1. BUdR-6-Н-З és ti.miáin-C-H- 3 felvétel és beépü­

lés vizsgálata STS módszerrel

Kísérleteinkben felvételnek a jelzett timidinnel 

és BüdR-el inkubált tenyészetek horiiogenizátimáimk hi­

deg perklórsav oldható frakciójában mért aktivitást 

tekintettük, mig beépülésnek a hideg perklórsavban nem 

oldódó, 0.3 ff KOK-ban oldódó, onnan pH 2-nél alkohollal 

kicsapható frakció aktivitását /lásd. 2.7.1./

Az aktivitás mérése alapján a BUdR rezisztens sejt­

vonalak mindegyike felvette és beépítette a DfíS~be mind 

a BUdR-t, mind a timidint, a ssenzitiv sejtvonalhoz ha­

sonló mértékben /III. táblásat/.

Annáit eldöntésére, hogy a sejtek előnyben részesí­

tik- e a timidint a BüdR-al szemben, a BUdfi-G-K-3 mellett

hideg timidint vagy BüdR-t adtunk ás inkubációs médium­

hoz.

Azt az eredményt kaptuk, hogy azonos spec, aktivi­

tás és aktivitás, valamint molárisán azonos ‘nnyiségü

hideg timidint és BüdR-t használva iaind a BUdR, mind pe­

dig a tiriidin közel azonos mértékben csökkentette a

BÜdÜR-6-Н-З felvételét és beépülését. /IV. táblázat/
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III. Táblázat

А ШаР-б-Ь-З felvétele és beépülése a szcnzitiv SE 3,

bR 23, BR 39 tenyészetek DHS frakciójába /срга jk IQ /

Inkubációs Ide

5h I: i24 4 з

„„ felvétel
beópíilé g

1691 1427 1635
7 12 29

felvétel
beépülés

438 1705BR 3 9 11

felvétel
beépülés

2613 2098 1691BR23 3 9 62

felvétel
beépülés

2244 1722 3725ВИЗ 9 373 56

A kísérlethez 5 uCi/ml 3-H Timi dint /2,2 Cl/mii/ és
/2,2 Ci/mM/ használtunk.5 uCi/ml 3~H BUdR—t

3.5.2. A BödR- 6-H-3 és a timidin-6-й-З beépülés vizsgá­

lata poliakrilamid gél elektroforézissel.

A kísérleteket BUdR mentes táptalajon előnevelt,

10-14 napos BUdR réziszten* és szenzitiv tenyészetekből 

indítottuk. Hogy a BUdR és a tiii idin beépülést összehason­

líthassuk egy-egy sejtvonalnál, a kb. 2 g súlyú tenyésze­

teket megfeleztük, egyik felét timidin-6“H~3-al, a mási­

kat BUdR-ö-H-3-al inkubáltuk. 48 óra inkubálás után fe­

hérjementes ossz mtkleinsav preparátumot készítettünk 

/2.7.2./ amelyet poliakrilamid gél elektroforézissel szét­

választottunk komponenseire / 2.7.3. /



IV. Táblázat

A Tiuti.dln--6~Ii~3 6s & BUdR-6~H~3 felvétc-le és beépülése a BR 37 sejtvonal DNS-frakciójába,
~2valamint a Tilidin és £UdR kompettciójának vizsgálata STS módszerrel /10 ерш/ 1Q0 хлд

friss súly/

BüdR-6-Н-З 
+ 50 UÍ4 BUdR

BUdR-6-Н-З 
+ 50 uK timidin

fölvetel beépülés felvétel beépülés felvétel beépülés felvétel beépülés

Inkubációs BÜdP.-6-Н-З firidin“6-H~3
idő

5a 1366
2176
1232

»7 52b 3263 447 42
24h .с*139 640 12 920 10 1011620

20274Sk «133 1065 ÍO 624 10 124

A kísérlethez 5 uCi/ial BUdR-6-H~3 /2.5 Ci/етЫ/ és
5 uCi/al Tiaiőin-6-B-3 /2.5 Ci/atM/ használtunk.
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A nukleinsav frakciókat a gól hosszában felvett abszorp­

ciós görbe /260 шд-nél/ alapján azonosítottuk. A futta­

tási ideit úgy választottuk кед, hogy csak a DNS, 25 S 

rllES, 18 S rí-KS maradt a gélben, a kisebb molekulasúlya 

frakció kifutott. Az RMNO táptalajon nevelt kallusz o- 

lyan kevés 23 S rRNS-t és 16 S rKftfS-t tartalmaz /kevés 

kloroplasztisz van jelen? fehér azinü/, hogy nem ad csú­

csot /В, ábra/. Az egyes frakciókba épült aktivitást a 

gél teljes felszeletelése után a szeletekben egyenként 

mért aktivitás alapján határoztuk sieg. A kiértékelésnél 

a DíiS UV abszorpciós görbéje alá eső területet kiszámí­

tottuk, amely egyenesen arányos a DnS mennyiségével 

0.2 - 0.8 A között. A DNS-t tartalmazó gélszakasz sze­

leteiben mért aktivitás összeget területegységre vonat­

koztatva adtuk meg, amely igy egységnyi DNS mennyiségre 

vonatkozik. /4, Táblázat/

A triciált BUdR-el vagy tlialdinnel történt jelölés

után számottevő aktivitást csak а DNS сзисзЬап találtunk

/Н. és 9. ábrák/. 

egyes sejtvonalak esetében, azonban mindegyik azonosnak 

tekinthető aktivitást épített be BUdR-6-И-З és tiraiüin- 

-6-H-3-ból /V. táblázat/.

A sejtvonalakból izolált növények, valamint a 3R 23/1 

növény önmegtermékenyitésébol származó F növény tenyé­

szetei is hasonlóan viselkedtek /8. ábra és V. táblázat/.

A jelőlödés mértéke különbözött az
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8. ábra: Aktivitás megoszlása timidin-6-Н-З /А, С/ 
BUdR-6-Н-З /В, О/ jelölés után a BUdR 
szenzitiv /А, В/ és a BR 23 rezisztens /C,D/ 
kalluszból izolált nukleinsav frakciókban.

A folyamatos vonal az abszorbancia /260 пш/, a szag­
gatott az aktivitás eloszlását mutatja a gélben elektro- 
forézis után.
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9. ábra: Az aktivitás megoszlása BUdR-6-Н-З jelölés 
után a BR 23/1 x BR 23/1 /F-J és BR 37/21 

. ' növények kallusztenyészetébcl izolált nuk-
leinsav frakciókban.

A folyamatos vonal az abszorbancia /260 nm/, a szag­
gatott vonal az aktivitás megoszlását mutatja a gél­
ben az elektroforézis után.

V. Táblázat

A Timidin-6-Н-З és BUdR-6-Н-З beépülés összehasonlítása

a DNS görbe alatti terület egységére vonatkoztatva

cpm
2cm

Sejtvonal
Timidin-6-Н-З BUdR-6-Н-З

1905 1530BS
BR 3 

BR 23 

BR 37 

BR 39 

BR 37/21 

BR 23/ 1 /0/

509 609
1150
1302

1107
2972

686 540
1230
1774
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3.5.3. A BUdR jelenlétének igazolása a DKS-ben bázis-

analizissel.

Megvizsgáltuk, hogy a DSS-bcn кir.iutatha t ő ~ « az in­

takt jelolt BUdR, vagy csak a BUdR átalakulása után a 

jelölés épült foe. Ezért RNS mentes DNS preparátumot ké­

szítettünk, 6 N HCl-ban lehidrolizáltuk bázisokig.

Ä hidrolizátumot két dimenzióban vékonyrétegen megfuttat­

tuk és analizálta!'.

A BUdR-6-Н-З Leépüléséhez csak 1 g szövetet hasz- 

lyben nincs olyan mennyiségi DNS ami lahid-náltunk.

rolizálva látható bázis-foltokat adna. Az azonosítás

megkönnyítésére hordozókat, nuklainsev bázisokat futtat­

tunk az aktiv hidrolizát unna1 együtt /az egyes nuklein- 

eav bázisok foltjainak pozícióját egy kifejlesztett kro- 

laatograiiaaon - а 10. ábrán - mutatóra be /.

Az UV-ban azonosított foltokat kikapartuk, és 

mértük az adenin, guanin, citozln, tiiain, broiuouracil és

uracil foltok aktivitását. Csak a bromouracil és az ura­

cil foltban találtunk jelentős aktivitást. Az adatokat 

részletesen a VI. táblázatban adom meg.
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ábra: Nukieinsav bázisok elválasztása vékonvréteg 
kromatográfiával /lásd. 2.7.4./

A=Adenin; G=guanin; C=citozin; T=timin; BU=brómuracil; 
U=uracil.

10.

VI. TÁBLÁZAT

A BUdR beépülés után 
sósavas hidrolizátumának 2 dimenziós vékonyréteg kromatog- 
ramjában.

az aktivitás megoszlása a DNS

A foltokban talált cpm
Sejtvonal

A G C UT BU

BS 9 16 21049 254

BR3 6 6 16636 26259

BR23 14 17 56 276 570860

BR37 2 3 85 98 397 322

BR39 4 42 78 220249
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4. EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

4.1. 5-bromodeoxyuriöin rezisztens sejtvonalak izolálása

A BUdR reziaztens sejtvonalakat a lehető legegyön- 

tetübb differenciálatlan sejtpopulációból szelektáltuk. 

Ilyen tipusu tenyészeteket RMNO táptalajon lehet előállí­

tani, ezért itt végeztük a mutánsok izolálását.

A BUdR mutagen hatására vonatkozóan nincs adatunk,

mivel a szelekció és a mutagenesis ebben a rendszerben

nem választható el.

4.2. A sejtvonalak rezisztenciája különböző mennyiségű

auxint és citokinint tartalmazó táptalajon

A BR-3, BR-23, BR-37, BR-39 jelzésű N. tabacum ere­

detű rezisztens sejtvonalak között nem találtunk különb- 

séget a BUdR tartalmú táptalajon mutatott növekedésben. 

Az RMNO és RMO táptalajon tolerált BUdR koncentrációk

lényegesen különböztek. A jelenség magyarázatát nem is­

merjük.

4.3. Növények reyeneráItatása a BUdR rezisztens sejtvo-
»»«ал»Ю&ЛЯЛ***И№ам>

nalakből

A rezisztens sejtvonalakból a lehető legrövidebb

időn belül növényeket regeneráltattunk. Ismert ugyanis, 

hogy a kallusz vagy szuszpenzió kultúrák ploidiája gyor­

san változik l&B/i euploidia, aneuploidia, citológiai
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aberrációk alakulnak ki és ez a regenerációs képesség 

gyors csökkenéséhez vezet.

Л viszonylag korai növény regeneráltatás ellenére 

/4 hónap után/ csak a BR 23 sajtvonal organizációs ké­

pessége volt megfelelő. Аж eredetileg haploid sejtek 

poliploidizálódtak. A sejtvonalakbő! előállított növé­

nyek triploidok /3n = 72/ voltak. A triploidla következ­

ménye a nagyfoKu sterilitás és a morfológiai eltérések.

A sejtvonalakat növény formában tartjuk fenn, Így 

a regeneráció óta újabb változásokat nem tapasztaltunk.

A szenzitiv növények jelenléte a BR 23 sejtvonalból re­

generálhatott növényeit között arra mutat, hogy a BR 23 

kallusz kimérés volt.

4.4. AJBUóR rezisztencia öröklésmenetének vizsgálata

A keresztezések, de különösen az önmegporzás kivi­

telezését megnehezítette a triploidia, illetve az ebből 

adódó nagyfokú sterilitás, A kapott viszonylag ki3 szá­

mú utód analíziséből az alábbiakra következtettünkг

1. A BR 23 sejtvonalból regeneráltatott növények ön- 

meg te rrné kényitétebő1 származó utódok rezisztens 

fenotipuauak, Így a BUdR rezisztencia öröklődik.

2. A rezisztens és szenzitiv növények mindkét irányú 

keresztezéséből kaptunk rezisztenseket, igy a re­

zisztenciáért egy laendeli faktor felelős.

3. A rezisztens és szenzitiv növények keresztezé­

séből származó utódok átmeneti erősségű rezisz-
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tenciát mutattak, ezért a rezisztencia hetero- 

2igötálban ko-doiaináns.

4. A rezisztens és szenzitiv növények keresztezé­

séből kaptunk szenzitiv növényeket, az önmegter- 

mékenyltésbol pedig közepesen rezisztens, sőt 

szenzitiv növényt, ezért a bR 23/1 és a BR 23/5 

növény heterozigota vagy/és mozaikos a BüdR r 

zisztenciára.

A BR 23 BüdR rezisztens sejtvonalból izolált növények jel­

legzetes morfológiája is öröklött /márványozott, sző­

rös levél/, azonban függetlenül a BüdR rezisztenciától. 

Minden rezisztens utód ilyen morfológiája, azonban nem 

minden márványozott és szőrös levelű utód rezisztens.

Az ömiegtermékenyitésből szarrazó utódok aneuploidok, 

kromoszóma számuk 5G és 92 között változik.

A továbbiakban önAteg termékenyítéssel próbálunk elő­

állítani homozigóta, rezisztens, diploid /2n = 48/ nö- 

llyel a teljes genetikai analízist el tudjukvényt,

végezni.

4.5. A.BUdR felvétele és beépülése a szenzitiv és a re­

zisztens sej tvonalakba

A BüdR rezisztencia mechanizmusát vizsgálva legfon­

tosabb annak eldöntése, hogy a BüdR beépül«« a sejtek

DivS-óbe vagy sem. Ezen adat ismeretében eldönthetjük,
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hogy azért rezisztens a sejt mert a BUdE nem jut el a 

hatóhelyére a DNS-be, vagy egy mechanizmus a beépült 

büdR toxikus hatását kompenzálni képes /lásd. 1.3.4. /

A vizsgálatokat több módszerrel is elvégeztük, hogy ki­

kerüljük az egyes Módszerekből adódó bizonytalanságokat.

4.5.1. BUdR-6-Н-З és tiJaidin-6-К-З felvétel és beépülés

vizsgálata STS módszerrrel.

Az STS módszerrel kapott eredmények arra utalnak, 

hogy a rezisstens és szenzitiv sejtvonalak azonos mér­

tekben veszik fel és építik be a DNS-be mind a timidinból 

mind a BUöR-foől eredő jelölést /III. táblázat/. Nem ta­

láltunk preferenciáiis timidin beépülést ha egyidejűleg 

timidin és BüdR is volt az inkubációs táptalajban /IV. 

táblázat/.

As STS módszer jól használható nagy mintaszáia esetén 

gyors frakcionálásra. A 3avoldható kismolekulák, RNS,

DNS, protein jól elválaszthatók és meghatározhatók.

Az STS módszer hátránya: a DNS-ként kezelt frak­

ció fehérjével erősen szennyezett. Márpedig az eukario- 

ta sejtek nagyjaér tékben lebontják mind a timid int utind 

a BüdR-t. Az egyik bomlástermék arainosav prekurzor / bé­

ta-aminobutil sav/, tartalmazza a pirimidin gyűrű 156я 

szénatomját is /82, 83, 84, 85/.

iilvel mi 6-H-3 vegyületeket használtunk, jelentős 

aktivitás épült be a fehérje frakcióba. így a DNS pre-
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parátumban maradt fehérje szennyezés meghamisíthatta 

az eredményeket.

Mivel az STS módszernél nagy mintás záxraal és kis 

mintámérattel dolgoztunk, a preparáláshoz /hogy a DNS 

kicsapódjon/ lOO ug/ml hideg hordozó DNS-t kellett ad­

nunk. A mintában lévő DNS mennyiséget igy nem használ­

hattuk összehasonlítási alapul, csak a preparáláshoz 

használt kallusz friss súlyát. A kallusztenyészetek 

heterogenitása miatt ez megbízhatatlanabb.

Hogy a módszerből adódó hibákat kiküszöböljük, a 

beépülést tisztított fehérjementes DNS-el is Eiegvizsgáltuk.

4.5.2. A BüdK-6-Ы-З és a tiiaidin-6-Н-З beépülés vizsgálata 

poliakr Hamid gél elektroforézissel.

A poliakrilamid gél elektroforézis kísérletekben 

kiküszöböltük az előző módszer hiányosságait. A gélre 

fehérjejuentes nukleinsav preparátumot vittünk fel és az 

egyes nukleinsav frakciókat a 260 шя-nél mutatott abszor- 

bancia alapján azonosítottuk. Tehát mind a fehérjék szeny- 

nyezésből adódó, jaint a nexa DNS mennyiség alapján történő 

összehasonlítás hibáját kiküszöbölhettük.

A módszerrel sikerült megállapítani, hogy aktivitás a 

BDdR-6~H~3-ból és a timidin-6-H-3-ból csak a DNS-be épült 

be. Jelentős aktivitást a BUdi< és a timidin gyors metaboli- 

zációja ellenére sera találtunk az RNS frakciókban. A jelö­

lés raértéke sejtvonalanként eltérő. Elvileg ez az eltérő
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nagyságú endogén pool vagy a különböző növekedési se­

besség következéénye lehet. tapasztalataink szerint az

utóbbiról von szó.

4.5.3. A BüúR jelenlétének igazolása a DWS-Len bázisana-

lizissel.

Az eddigiek alapján az egyértelmű, hogy BUdR-6-Н-З- 

ból a jelölés beépül a rezisztens sejtvonalak DNS-ébe 

a szenzitivhes hasonlóan. Wem egyértelmű azonban, hogy 

a DNS-ben mért aktivitás intakt BUüR molekuláktól szár­

mazik. A BUdR könnyen metabolizálódik, dehalogéneződik 

a sejtben vagy már kivül az izotóp-preparátumban. Deoxy- 

uridinné alakul /UdR/ , /87,88/, amely szubsztrátja a tiiai- 

din kináz enzimnek, Így deoxyuridinmonofőszfát / dUMP / ke­

letkezik. A düííP-ból a tiiuidilát szintetáz timidimnono-

foszfátot /ТМР/ készit. A DNS-ben talált aktivitás igy 

eredhet a BUdR átalakulásából származó tisidin beépülésé­

ből is, aiig a jelenlévő BUdR be sem épül.

Amint az a VI. táblázat adataiból kiderül, a bróm-

uracil és az uracil folt tartalmazta az aktivitás döntő

részét. Az uracil folt aktivitását hozzászámít jut. a bröm- 

uracil folt aktivitásához, mert az eljárás során abból 

keletkezik dehalogéneződéssel /56/. A tirain foltban ta- 

léit aktivitás alig magasabb mint a háttér.

Az adatok alapján egyértelmű, hogy a rezisztens sejt­

vonalak a szenzitiv kalluszhoz hasonlóan BUdR-t építenek

be a DNS-be.
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Az eredményeket alátámasztják a fluordoxyuridin- 

nel kapott eredmények /az endogén timldin szintézisét 

gátló, cie a DííS-be nem be épülő analóg/.
-5A BüdR szenzitiv sejtek elpusztulnak IO M Füdli 

jelenlétében, mert éheznek timidinre. Az FUdR hatása

felfüggeszthető a táptalajba adott tiiaidinnel. Ha a 

táptalajba tiiaidin helyett BUdR-t adtunk a szenzitiv 

sejtek természetesen elpusztultak. A BUdR rezisztens 

sejtvonalak ugyan úgy érzékenyek az FUdR-га, azonban

a gátlás nem csak timldinnel hanem BUdR-rel is felfüg­

geszthető, ami jelentős BüdR Leépülésre mutat.

A többi BüdR rezisztens növényi sejtvonalról kevés 

adat áll rendelkezésre, Így komoly összehasonlításra

nemigen van mód.

Öhyama szója sejtszuszpenzióból izolált BüdR rezisz- 

tens sejtvonala a szenzitiv sejtekhez képest kevesebb 

BüdR-t épit be a DNS-be. A rezisztencia magyarázata az, 

hogy a rezisztens sejtek több tiiaidint /ТМР-t/ termelnek,

nagyobb az endogén pool, igy az analóg kisebb valószínű­

séggel épül a DNS-be /90/.

Lescure BUdR rezisztens sejtvonalairöl nem ismerünk 

adatokat /31/. Bright és Northcote juhar sejtszuszpenzi­

óból izolált BUdR rezisztens sejtvonalában timidinkináz 

aktivitást talált, ami a BüdR beépülés lehetőségére u~ 

tál. A DNS-be épülésről azonban nem közöltek adatot /32/.
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5. ÖSSZEFOGLALÁS

1. Elsőként izoláltunk növényi anyagból/haploid N. 

tabacum és N. silvestrÍ3 kallusztenyészete/ BUdR

rezisztens sejtvonalakat.

2. Ä sejtvonalakból növényeket regeneráltattunk.

3. A rezisztens és szenzitiv sejtek keresztezésével meg­

állapítottuk, hogy a BUdR rezisztenciáért egy szeiai- 

doraináns mendeli mutáció felelős.

4. A BUdR rezisztens mutánsok felveszik és a DNS-be

építik a BUdR-t. A szenzitiv sejtek a BUdR beépítés

következtében elpusztulnak.

Nem ismert a mechanizmus amely a rezisztens sejtek 

túlélését a BUdR beépülés ellenére biztosítja.
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