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BEVEZETES ES CELKITUZES

A novényi életciklus két szakaszdnak (sporogenezis, gametogenezis), hdrom
fazisdban (vegetativ, generativ, reproduktiv) kifejl6dé négy merisztéma
(gyokércsics-, hajtdscsiics-, levél-, és virdg merisztéma) differenciiléddsaval
kialakulé ot specializdlédott szervben (tapanyagfelvételi gyokér,
tipanyagszillité szar, fotoszintetizdlé levél, generativ virag, és reprodukcids
termés, mag) taldlhatd, 25 citolégiailag elkiilénithetd tipusd sejtben, tdbb mint

50.000 struktirgén mikodik in vive

Novényi hormonkezélésekkel az in vitro kultirdkban az életciklus egyes
szakaszai egymastdl elvalaszthatdk, illetve alternativ morfogenetikai utakra
terelhetok (pl. gyokérfejlodés - gyokér kultira, hajtisfejlddés- hajtdstenyészet,
virdgzds - de novo virdgindukcié, megtermékenyités és magfejlédés -
szomatikus embridégenezis). Ez a lehetoség inspirdlja a kutatdsokat tijabb
morfogenetikailag aktiv anyagok (hormonok) kifejlesztésére és in vitro
alkalmazasara (pl. dicamba, pikloram stb), illetve élettani-genetikai

hatdsmechanizmusaik biotesztben torténd vizsgalatdra.

Az alternativ morfogenetikai utak koziil az egyik legjelentdsebb a haploid,
ivarsejt eredetu embriégenezisnek (androgenezis, gynogenezis) az in vitro dtja:

a diploid, testi sejt eredetii, szomatikus embridgenezis.

Bebizonyosodott, hogy a szomatikus embriégenezis sordn az embrié fejlodése a
zigétikus embriégenezis szakaszait koveti az identikus névényregenerdcidig. E
folyamat fontosabb stadiumai az egy- és kétsziki virdgos novényekben a

kovetkezok: (1) sirid citoplazmdji, izodiametrikus, embriogén sejt, (2) embriogén



KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejt és szdvettenyésztés
Dohany (Nicotiana tabacum L.)

Novényi tesztanyag, inokulum: A vizsgalatokhoz a Nicotiana tabacum SR1
vonalanak (Maliga & mtsi. 1975. Nature, 225:401-402) sterilen nevelt
hajtistenyészetébdl, a csticstdl szamitott elsé kifejlett levél alapi részérol
vagott, adaxidlis felszinével a taptalajra  helyezett,0.6 cm atmeroji
levélkorongokat alkalmaztam.

Kontroll hormonok: A kévetkezd auxinok: indolecetsav, indolvajsav, naftilecetsav,
2,4-diklorfenoxiecetsav, 2,4,5-triklorfenoxiecetsav, és citokininek: zeatin,
benziladenin, kinetin szlirve sterilezett oldatait vizsgdltam a 10-9 - 10”4 mol
koncentracié tartomanyban.

Tdptalajok: A hajtistenyészet tdptalaja 2/3 mennyiségli MS sokat (Murashige &
Skoog 1962.Physiol.Plant.,15:473-495), 2 % szachardzt és 0.8 % agart, pH 5.8,
tartalmazott. A bioteszt taptalaja 1/10-re csdkkentett CaClp tartalmi, 2/3 MS
sékat, 2 x mennyiségli LS-vitaminokat (Lihsmaier & Skoog 1965. Physiol. Plant.,
18:100-127), 2 % szachardzt, 0.8 X agart, valamint a szlirve sterilezett
hormonokat tartalmazta (pH 5.8).

Inkubdcid: 21 napig 24 C-on, sotétben tortént.

Kiértékelés: Egy-egy petri csészében (9 cm ¢), 30 ml tdptalajon, 10-10
levélkorong inkubdcidjit végeztem hdromszoros ismétlésben. A kiértékelés alapja
a kifejlodott’ jArulékos gyckerek és hajtdsok friss silya alapjdn szdmitott Atlag-,

szoras- és szignifikancia értékek voltak.



Agromus nemzetséghibrid (Agropyron repens L.,Beauv. x Bromus inermis Leyss.

cVv. nanus)

Explantum: Az AGROMUS nemzetséghibrid kétéves, virdgzds elstt 4ll6 egyedeinek,
a kaldszkezdeményt (2 cm) magdba zArd utolsd nodusz tagjait gyijtSttem be. A
zdszlés levél visszavdgdsdt kdvetSen, a mintdkat 4°C-on, sttétben, 5 napig, 2
mg/l GAj tartalmdi MS tdpoldatban kezeltem, zart térben. Az ezt kovetd 0.2 %
HgClp sterilezés, 3 x steril vizes mosds utdn, a felnyitott levélhiivelybdl a
kaldszkezdemény feldarabolt (0.5 cm-es) .szegmentjeit.. kallusz indukcids
tiaptalajon inkubdltam. #

Kallusz indukciés tﬁpmla:;' Két kontroll (MS, 3$MS), valamint kilenc MS-alapi,
makroelem kombinéciéjéb;n valtoztatott bépta.lajt alkalmaztam, amelyekben a
mezo- és mikroelem, vg;h;minl. a vitamin kiegészitések azonos.koncentréciéjuak
voltak. Tiz-tiz explantumot (9 ecm @, 30 ml autéklivozott, 0.8 % agarral
szilarditott tidptalajon), hdromszoros ismétlésben alkalmaztam.

Kallusz indukcié és ndvényregenerdcié: sStétben (21 nap), majd 1000 lux
fényerdn (14 nap) tortént. A regenerinsokat hormonmentes F-tdptalajon (Gyulai
& mtsi.1992a., Plant Cell Rep., 11:266-269), (5.000 lux, 4 hét) hajtissokszorozé
tenyészetben neveltem. A nyert klénok egyik részét citolégiai vizsgilatokra,
masik részét iiveghdzi kililtetésben, morfolégiai vizsgdlatokra alkalmaztam.
Statisztikai vizsgédlatok: Az indukalédott kallusz tenyészetek friss silya (az
indukcié 28. napjdn), valamint a regenerdlédott hajtdsok (az indukcié 42.
napjin) Atlagértékeibdl (hdromszoros ismétlés, 10-10 belsd ismétlés) szamfitott
Atlag, szdérds és szignifikancia (P = 0.1 %) §rtékek keriiltek analizisre, az F-

tiptalajon kapott eredmények szazalékdban.



Sziki mézpazsit (Puccinellia limosa Schur.,Holmbg.)

A sterilizdlt (detergens mosds, 0.2 % HgClp, 5 perc), magokbdl (Agrobotanikai
Kozpont, Tdpidszele), a kalluszindukciét az MS elemeket és 1 mg/l tiamint, 2
mg/l 2,4-D-t tartalmazé tdptalajon, 28 napig, sotét inkubdciéval végeztiik. A
névényregenerdciés tdptalajban csckkentett mennyiségi 2,4-D-t (0.2 mg/1) és 0.5

mg/l kinetint alkalmaztunk.

Rizs (Oryza sativa L.)

A rizs (Oryza sativa L.) cv. Orizella magkallusz indukcidjat a sterilizdldast
kovetéen 2 mg/l 2,4-D, és 0.5 mg/l kinetin tartalmi, MS elemeket és 1 mg/l
tiamint tartalmazé szildird (0.8 % agar) tdptalajon végeztiik. A sotét inkubAcidt
(28 nap, 24 °C) kévetden a képzodstt kallusz kolénidk embriogén részeibol
(globuldris strukturdji, kompakt szerkezetl és sargds-fehér szini) inditottuk -
és tartottuk fenn a szuszpenziés kultirat; AA tdaptalajon (Toriyama & Hinata
1985. Plant Sci.,41:179-183, Miiller & Grafe 1978.Mol.Gen.Genet.,16:67-76). A
névényregeneraciét N6 tdptalajon (Chu & mtsi 1975.5c¢i.Sin.,18:659-668) végeztiik,
a taptalaj N6 elemeket, 2 mg/l benziladenint, 0.5 mg/l1 naftilecetsavat
tartalmazott. A regeneraciot megeldzéen az 1.5 %-os NaCl kezelést, 3 hdénapig,

heti passzdldssal, AA tdpoldatban alkalmaztuk.

Széja (Glycine max L., Merr.)

Kalluszindukcik A szdja névények (Glycine max L., Merr. cv. IS5Z-15) 4 mm

nagysdgu embridinak excizdlasdt a feliiletileg sterilizalt hiivelyekbdl végeztiik. A

csiratengely eltdvolitdsa utdn, mindkét sziklevélfelet adaxidlis feliilettel, MS



kalluszindukciés taptalajon, sététben, 24 °C-on inkubéltuk. A tdptalaj kiilénbozd
koncentrdciéja (10, 20, 40 puM) 2,4-D hormont tartalmazott.

Novényregenerdcid@ A 28 napos kalluszindukciét kévetden a sziklevéieket., a
feliiletiikén megjelend gdmb-, és korai torpedé stidiumi szomatikus embridkkal
egyiitt, ¥ MS elemeket, 1.7 pM benziladenint és 0.2 pM indolvajsavat tartalmazé
névényregenerdciés tdptalajon, 1000 lux fényerdn, 24°C-on inkubaltuk. A 21
napos inkubédcié sordn a teljes embridgenezis végbement; ezt kovetden a
regenerdlédott ndvényeket az 3 MS elemeket és 0.1 % polivinil-pirrolidon,

(Policlar AT, Serva) tartalmi gySkeresits tiptalajon neveltiik fel.

Vadgesztenye (Aesculus hippocastanum L.)

A jirulékos embriégenezis indukéldsit a sterilen izoldlt, 10 + 0.3 mm nagysagui
zigotikus embridkbsél végeztiik, mdédositott MS tiptalajon. A tdptalajban MS
elemeket, naftilecetsavat (1 mg/l, 5.4 pM), benziladenint (10 mg/l, 44 uM), 2 %
szacharézt és 0.8 % agart alkalmaztunk. A differencidlédott adventiv embriék
{késoi szikleveles stddiumtél) regenerdciéjit, az 4 makroelemeket tartalmazo,
hormonmentes WPM tiptalajon (Llyod & McCown 1980. Proc.Intern.Plant
Prop.Soc.,3:367-394) végeztiik. A regenerdns ndvények iveghazi kiiiltetéséhez

sterilizalt perlitet alkalmaztunk.

Fény- és elektronmikroszképos vizsgdlatok

A fénymikroszképos vizsgélatokban 4 x objektiv és 2.5 x projektiv lencsét

alkalmaztam.
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A pasztdzé elektronmikroszképos vizsgdlatokhoz a mintdk elokészitését a
kovetkezo lépéseken keresztiil végeztem: (1) fixdlast (5 X glutidraldehid, foszfat
pufferben 0.07 M, pH 7.2, 3-6 éra), (2) a fixdlé oldat kimosdsat foszfat pufferrel
(0.07 M, pH 7.2, 3 x 10 perc), (3) a viztelenitést aceton sorozatban (30-50-70-90-
100 %), (4) a szdritdst COp kritikus pont szaritéban (Balzer CPD 020), (5)
valamint az aranyozdst (30 um) goézdltetett a.ranny_ai- A mintdk elemzését Tesla BS

300 Scanning Electron Mikroszképpal végeztiik.

Citologiai vizsgalatok

A citologiai vizsgalatokhoz alkalmazott mintdkat a kiilonbozé citokinin (2 mg/1
benziladenin, kinetin vagy zeatin) tartalmi F-tdiptalajokra oltott masodlagos
kallusz koléniakbdl vettiik. A mintdkat 24 o6rdaig, 2 C'-on, 2 %-os szachardz
oldatban elokezeltiik, 3 napig fixdltuk 95 % etanolijégecet = 3:1 aranyu
keverékében, ezt kovetoen festettiik tmr:ébbi 3 napig, 4 %-os kéarminecetsav
oldatban, majd hidrolizaltuk forrd, 45 %-os ecetsavban. A mikroszképos
vizsgdlatokhoz dorzspreparatumot alkalmaztunk 45 %-os ecetsavban {Dudits &

mtsi. 1975, Can.J.Genet.Cytol., 18:263-269).

Molekuliris biolégiai vizsgdlatok

Total RNS izoldlds. A vadgesztenye (Aesculus hippocastanum L.) 3 kiilonbozo
stadimiu (g&mb, sziv, és szikleveles embrié 4llapoti) adventiv embrisibdl, forré
fenolos moddszerrel végeztem a totdl RNS izoldlasidt. Az RNS koncentracié
megdllapitdsdhoz az O.D. 260 nm értéket alkalmaztam.

RNS glioxildcié é5 gélelektroforézisz Az RNS mintdk denaturaldsit a glioxdl-DMSO

egyiittes alkalmazisdval végeztem (Sambrook, Fritsch, Maniatis 1989. Molecular



cloning. A laboratory manual. vol.1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press). A
gélelektroforézishez 1 X-os agardzt, 10 mM foszfdtpuffert (pH 7.0) alkalmaztam,
allandé kevertetés mellett.

Northern blott : A glioxililt RNS mintidknak és a prébdnak (EP-2) a Genescreen
membrdnra tSrténd Aatviteléhez 25 mM foszfdt puffert alkalmaztam, 16 é&rén
keresztiil.

Prehibridizdcié: A denaturdlt és blottolt mintdkat hordozé Genescreen membrin
prehibridizdldsdhoz formamidot (50 %), Denhardt reagenst (5x), és alacsony
ionkoncentriciéji puffert (5x NaCl - Na-citrdt, SSC puffer + 1 % SDS)
alkalmaztam.

A préba (EP-2) rddidaktiv jelzése. A préba random primer jelzését (a—SZP)
izotéppal jelzett [a-SZP]dATP és oligonukleotidok (dGTP, dCTP, dTTP)
jelenlétében végeztem.

Centrifugdl-oszlop kromatogrdfia. A radidaktiv  jelzést kovetden a neﬁ;n

inkorporalédott (a- 3z P)

izotép eltdvolitdsdhoz TE pufferrel (Tris-HCl 10 mM,
EDTA 1mM, pH8.0) ekvilibrdlt Sephadex G-50 mikro oszlopot (1 ml), 1000 rpm-el
centrifugaltam.

A Jjelzett DNS préba denaturdlisa. A jelzett préba (EP-2) Sephadex G-50
tisztitdsdt k&vetden a denaturdldst 5' (100 °C), és 5’ (jég) kezeléssel végeztem.
Hibridizdcié. A glioxildlt és Northern blottolt RNS mintdkat, valamint a keresett
gént (EP-2) hordozé Genescreen membrénnak az [u—szP]dATP—vel random primer
Jelzett és denaturdlt génnel (EP-2) tdrténd hibridizdldsdt a prehibridizdciét
kvetden, 16 6ran keresztiil, 42 "C-on végeztem. A reakciét k&vetd mosis (a,
2xSSC + 1 % SDS, 42°C; b, 2 x S5C + 1 % SDS, 65 °C) utdn az autoradiogrammok

expondldsahoz (-70°C, 24 6ra) Kodak x Omat AR filmet alkalmaztam.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES GYAKORLATI ALKALMAZASUK

1. Szelektiv morfogenezis indukcién alapulé bioteszt auxinok és citokininek

specifikus kimutatdsdra

A névényi bioaktiv anyagok: hormonok, hormonanalégok, hormongatlok,

" regulitorok, antidétumok, és hormonhatasii gyomirtdszerek

hatdasmechanizmusanak felderitésére es igazolasdra bioteszt vizsgalatok
sziikségesek. Az eddig kifejlesztett biotesztek hormonszelektivitdsa, kiiléndsen

az egyes hormonok kereszthatdsa kévetkeztében nem kielégits.

Az altalunk = szabadalmaztatott eljardssal; (1) megfeleld in vitro tdptalaj
kidolgozasaval kifejlesztettem az elsd szorosabb értelemben vett auxin-specifikus
biotesztet, amely egy auxin-fiiggd, de novo, jarulékos gyokérindukcidén alapul,
(2) a citokininek in vitro tdptalajban térténd egyediili alkalmazasaval
kifejlesztettem az elsé virdgos névényre kidolgozott citokinin-specifikus
biotesztet, amely egy de novo jarulékos hajtasindukcién alapul, valamint (3) a
két, az auxin és a citokinin-fiiggd morfogenezis indukcid egy rendszerben
torténd alkalmazdsdval elSszér oldottam meg az auxin és citokinin hormonhatés
szelektiv kiilonvdlasztisdt, a két hormon szinerg hatisinak elimindldsdval (Gyulai
& mtsi. 1988-1992, Magyar Szabadalom, Lajstromszdm: 204360). A biotesztben a
gibberellinek és az abszcizinsav kereszthatdsat sikeriilt kizdrni. A médszer igy
alkalmas egy ismeretlen hatdsd, bioaktiv anyag hormoncsoportba soroldsdra,

auxin illetve citokinin (induktiv) aktivitisinak meghatdirozdsara.



2. Az Agromus (Agropyron repens L.,Beauv x Bromus inermis Leyss. cv. nanus)

nemzetséghibrid szomatikus embriégenezise kallusz kultirdban

A legtobb termesztett n6vényfajt magdba foglalé pazsitfiifélék (Gramineae)
csaladjdba szdmos gazdasdgilag fontos fiifaj is tartozik. Ezek kéziil kiemelkedd
fontossdgu a nagy szirazsdgtlrésl tarackbiza (Agropyron repens L., Beauv.) és
a magas beltartalmi értékii magyar rozsnok (Bromus inermis Leyss. cv. nanus).
A két faj nemzetséghibrid keresztezéssel -eldallitott hibridje (AGROMUS)
egyesitette a tarackbiza és a magyar rozsnok elonyds tulajdonsidgait, azonban
egy a nemzetség hibridekre jellzemzdé nagyfokid magsterilitdssal, A klasszikus
nemesitési eljirdsokkal pidrhuzamosan megindulé bioctechnolégiai program célja
egy Jjavitott fertilitisd szomaklon elddllitisa volt. A sejttenyészetekben fellépd
szomaklondlis variabilitds indukciéjaval olyan hibrid kombindciék (hibrid
szomaklénok) eldillitdsa lehetséges, amelyekbdl javitott fertilitdst szubsztitiicids

hibridek szelektdlhatdk,

A feladat els6 részét, az in vitro novényregenericiés kidolgozdsat (Gyulai &
mtsi. 1992a, Plant Cell Rep., 11:266-269), a disszerticiéban kozolt eljardsokkal;

a kallusz indukcidhoz sziikséges explantum megvélasztdsdval (2 cm nagysagi
kalaszkezdemény), megfeleld, az MS-tdptalajhoz viszonyitva 4-szeres KHy POy
(1160 mg/l, B.4 pM) és 3-szeres NH4NO3-t (956 mg/l, 12 pM) tartalmq,
valamint felére csokkentett ossz tdpelem koncentraciéju (2.6 g/l, 22.5 uM)
tiptalaj kifejlesztésével, tovdbba sikeres szomatikus embridgenezis indukciéval

oldottam meg.
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3. A sziki mézpazsit (Puccinellia limosa Schur.,Holmbg.) szomatikus

embriégenezise kalluszkultirdban

A sotiirésre torténd szelekciéban, valamint a sdtiires genetikai és élettani
kutatdsdban az extrém kornyezeti koriilmények kozott 816 névényfajok
szolgdltatjidk a természetes vizsgalati anyagot (Puccinellia, Suaeda, Camphorosma
fajok). Ezeknek a vizsgdlatoknak az eldfeltétele hatékony in vitro
névényregenerdciés rendszer alkalmazdsa. Munkank sorin ezért dolgoztuk ki a
sziki mézpazsit ndvény - sejt - névény rendszerét (Heszky & mtsi. 1989, Plant

Cell Rep., 8:174-177).

Ebben a rendszerben pidsztdzé elektronmikroszkdpos vizsgdlattal igazoltam a
szomatikus embridgenezisen keresztiili n&vényregenericist. Meghatdroztam az
egysziki fajok embridégenezisére jellzemzd embrié stddiumokat, a korai és kései

szkutellaris, valamint a koleoptiliris embrié allapotokat.

4. A rizs (Oryza sativa L.) szomatikus embriégenezise sejtszuszpenziéban, magas

NaCl séstressz elokezelést kdvetoen

A ndvényi sejt- és szdvettenyészetek a hosszi in vitro inkubAcid soran
elvesztik regenericiés képességiiket. Az Altalunk vizsgalt kisérleti rendszerben
az embriogén-képességiiket vesztett rizs szuszpenziés tenyészetekben 3 hénapos
NaCl (1.5 %) kezeléssel, a ndvényregenericiés potenciil visszaallithats volt. A
disszertdcicban kozdlt pdsztdzd elektronmikroszkopos vizsgilatokkal igazoltam, _

hogy ebben a rendszerben a rizs novényregeneracidéja szomatikus
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embriogenezisen keresztiil megy végbe (Binh & mtsi. 1992, Plant Cell Tissue
Organ Cult.,, 29:75-82). Meghatdroztam az embriogén kalluszokra jellzemzd
izodiametrikus sejteket, valamint jellemeztem a rizs szkutelliris és koleoptilaris

stddiumi szomatikus embrigit.

5. Elsédleges és mésodlagos szomatikus embriégenezis széja (Glycine marx L.,

Merr.) szovettenyészetben

A disszertdciéban a szdja sziklevél eredetil novényregeneracid jinak
fejlodésbiolégiai elemzését végeztem el (Gyulai & mtsi. 1992c, Acta Biol. Hung.,
kdzlésre elfogadva) . Pasztdzé elektronmikroszképos vizsgilatokkal igazoltam a
novényregeneracid embriogén (tjit, és a neomorf eredetii masodlagos
embriégenezis fejlodési stadiumait. Meghatdroztam az embriogén
kallusztenyészetben végbemend, a- szomatikus embriégenezisre jellzemzd
embriéfejlédési stidiumokat: az elsé inekvilis, embriogén sejtosztéddst, a 2—,- 3-,
és 4-sejtes proembrié, valamint a globuldris és szivstidiumd embriddllapotokat.
A szomatikus embriék felszinén végbemend masodlagos embriégenezisben

jellemeztem a korai merisztéma centrum kifejlodését, valamint a globuliris és

szivstddiumi mdsodlagos embridkat.

6. Adventiv embriégenezis a vadgesztenye (Aesculus hippocastanum l.) zigétikus

embridkultirajiban

A kalluszfdzis nélkiili embriégenezis sordn indukdlédé embriék nagyfoku
genetikai stabilitisa lehetové teszi a szintetikus mag kultira kialakitisit. Egy
ilyen zigétikus—embrié eredetidi kultdrdaban (Kiss & mtsi. 1992, Plant Cell Tissue

Organ Cult.,, 30:59-64) pdsztdzé elektronmikroszképos vizagdlatokkal igazoltam,
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hogy a vadgesztenye noévényregenericidja, kallusz fazis nélkiili, kozvetlen
Jirulékos embirogenezisen keresztiil torténik. Meghatdroztam a kétsziki
névényekre jellzemzd gémb-, sziv-, torpedé- és szikleveles embriéstidiumokat,

valamint jellemeztem a 3- és 5 szikleveles embrié aberrinsokat.

7. A sirgarépa (Daucus carota L.) embriégenezis marker génjének (EP-2)
expresszios vizsgdlata a vadgesztenye (Aesculus hippocastanum L.) jirulékos

embridiban

A novényi morfogenezis génregul{iciéje‘mak kutatisiban az elsédleges cél olyan
Jelzd gének kimutatdsa, amelyek specidlis markerei az egyes morfogenetikai
folyamatoknak. A szomatikus embridgenezis, mint a zigétikus embriégenezis in
vitro alternativ itja lehetSséget ad az embridspecifikus gének izoldlisira és

expresszidjuk vizsgalatira. g

A disszerticiéban a sdrgarépa eredetii, 737 bp hosszisagid, 10 kD molekulasiily,
extracelluldris lipid transzfer proteint kédolé EP-2 génnek a vadgesztenye
szomatikus embridiban térténd expresszidjit vizsg-;élt;am. Kisérleteimben a pozitiv
kontroll kisérletek ellenére, nem sikeriilt kereszthibridizdciét kimutatni, amely
eredmény feltételezi, hogy a keresett EP-2 g2én a vadgesztenye

embriégenezisének vizsgalt stidiumaiban nem expresszalédik.
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