KLOROPLASZTISZ ATVITEL DOHANY
PROTOPLASZT FUZIOVAL

MarLicA PAL

MTA SZBK Névényélettani Intézete, Szeged

A Szegedi Biolégiai Kézpont (SZBK) megalakulasa utdn az Intézet veze-
tésége minden — a n6vényi szovettenyésztéssel kapesolatos — témat felkarolt.
Ezt részben az indokolta, hogy tenyésztett sejtekbél szamos fajnal ismét nové-
nyek regeneralhaték, igy varhaté volt, hogy az elméleti kutatési eredmények
késébb valamilyen formaban a gyakorlatban is hasznosithaték lesznek. A méd-
szert az SZBK-ban harom csoport alkalmazza. Mint az SZBK 10 éves fennal-
lasa alkalmabdl rendezett eladéas-sorozat eléadéja, helyénvalénak érzem, hogy
a bevezet6ben megemlékezzem a tobbi munkacsoport éltal elért néhany jelen-
tésebb eredményrél is.

Dupirs Dénes és munkatarsai (SZBK Genetikai Intézet) a testi sejtek
fiziéjaval létrehozott hibridek vizsgalatara specializalta magat. Rendszertani-
lag kozel all6 fajok esetén sikeriilt mindkét sziil teljes kromoszéma szerelvé-
nyét hordozé répa hibrideket eldallitani (4). Besugarzott petrezselyem sejtek-
kel torténd fizié utan a nem-répa sziil§ kromoszémai egy kivételével elvesztek
(6), mig a mas genus-ba tartozé utiflivel (Aegopodium podagraria) valé fiziét
kovetden 1tifti kromoszémat nem lehetett kimutatni, csak a beléle szarmazé
néhany gén jelenlétére lehetett kovetkeztetni (5).

FocLEIN Ferenc és kollégai (SZBK Novényélettani Intézet) médszereket
adaptaltak novények steril tenyészetben torténd gyors szaporitasira, amit
jelenleg a MERIKLON gazdasagi tarsulas hasznosit.

Sajat csoportom ,,hagyominyos’ témaija mutans novények elGallitiasa
tenyésztett dohany sejtek szintjén torténd szelekcié, majd n6vény regenericié
itjan. Erdekesebb eredményeink ezen a teriileten kloroplasztiszban (8, 9, 12) és
sejtmagban (10) kédolt sztreptomicin rezisztencia faktort hordozé mutansok,
valamint izoleucin igényes novények (16) elgallitasa. Ez utébbirél (,,non-leaky”
auxotrof) sokdig azt tartottak, hogy viragos novényeknél a gén-duplikacidk
miatt nem allithaté eld (15). A mutansokat a citoplazmis organellumok
protoplaszt fiziéval torténd manipulaciéjanal hasznositjuk, ami a jelen elGadas
témajat is képezi.
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Miért Eloroplasztisz atvitel ?

A fotoszintézis plasztiszokban, a 1égzés mitokondriumokban zajlik. Ezek
a sejt-szervecskék DNS-t tartalmaznak, amely részben megszabja a sejt-szer-
vecskék tulajdonsagait, igy befolyassal van pl. a fotoszintézis hatékonysagara,
a citoplazmas himster’litas kialakulasara. Keresztezés soran a sejtszervecskék
DNS-e minden gazdasagilag jelentds novényfajban (pl. buiza, kukorica) csak
anyai tuton 6roklédik, ezért az ivaros szaporodas soran organellum keverékek
nem johetnek létre. Igy nincs méd a sejt-szervecskék kozotti genetikai rekom-
binaciéra, a tulajdonsagok — esetleg kedvezébb — tjrakombinélasara, bar erre
gombaknil és algaknal szamos példa ismert (7).

Ivaros ciklus nélkiil, testi sejtek fiziéjaval — mint latni fogjuk — a
probléma megkeriilhetd. Lehet&ség van pl. a plasztiszok megtartasa mellett a
mitokondriumok kicserélésére, az organellumok idegen mag kornyezetbe
juttatasara és a DNS atrendez§dése, rekombinéciéja eredményeként j tipu-
st, addig nem létezd sejtorganellumok létrehozasara.

A virdgos novényekkel folytatott ilyen iranyu kisérletek még gyermek-
cipdben jarnak. Az egyetlen, kloroplasztiszban kédolt, tenyészetben szelektal-
haté marker a sztreptomicin rezisztencia. Mitokondriumban lokalizalt, hasonléan
szelektalhaté6 markert eddig nem irtak le. Erthetd tehat, hogy az organellu-
mok genetikai manipulaciéjat célzé kisérleteket az altalunk korabban elgalli-
tott (8, 9) sztreptomicin rezisztens SRl dohany mutansra alapoztuk. A kérdés,
amit vizsgalni kezdtiiuk, igen egyszerti: hogyan lehet plasztiszokat az egyik
sejtb6l a masikba atvinni anélkiil, hogy a donor sejtmagbél kromoszémat vin-
nénk at. Ez alapkutatasi és gyakorlati szempontbdl is 1ényeges, hiszen atalaki-
tott citoplazmas organellumok fenotipusanak oOsszehasonlitasa csak azonos
maghattér mellett lehetséges (hibrid maghattér tobb okbdl nem johet széba),
mivel néhany, a donorbdl atkeriilt kromoszéma teljesen értéktelenné teheti
a termesztett novényfajtakat. Az atvitel természetesen azt jelenti, hogy a
recipiensben talalhaté organellumok eltiinnek, és helyiiket a donorbdl szar-
maz6 organellumok foglaljak el.

Az atvitel elve

A protoplaszt fiziét kovetden a sejtmagok vagy fuzionidlnak és (mag-)
hibridek jonnek létre, vagy elkiiloniilnek, és sziil§i tipusi maggal rendelkezd
szegregans sejtek keletkeznek. A hibridek és a magszegregansok is kevert
citoplazméval rendelkeznek. Bar eredetileg a sejtekben viszonylag nagy sza-
mu organellum talalhaté (pl. 50—100 db plasztisz egy levél sejtben), a kevert
citoplazma csak rovid ideig marad fenn. A szegregicié a tapasztalat szerint
random, igy dj mag-organellum kombinéciék is keletkeznek (3).
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Uj eredmények

Az irodalomban elsdként leirt organellum-atviteli kisérletekben BELLI-
ARD és munkatérsai sejtes szinten egyaltalan nem alkalmaztak szelekciét, csak
novénnyé regeneraldas utan tudtak megkiilonbéztetni morfolégiai és biokémiai
bélyegek alapjan a sziil&i, hibrid és transzfer kategériakat (1, 2). Mivel a val-
tozatlan sziilGi tipusi sejtek hianyada viszonylag nagy — és minden klonbél
valogatas nélkiil n6vényt kell regeneralni — ezért a rendszer rendkiviil mun-
kaigényes. GALUN és munkatarsai vezették be a letalis dézissal térténé besu-
garzast a donor sziilGi sejttipus osztodasanak gatlasara (18). Mi ez utébbi
rendszert egészitettik ki a besugarzott (nem o0szt6do) sejtbél szarmazé cito-
plazmas sztreptomicin rezisztenciara torténd szelekciéval, igy a fiziébél szar-
maz6 utédsejtek mar 1 mm atmérgji kolénidk szintjén azonosithatékka val-
tak (11). A kisérletek soran besugarzott Nicotiana tabacum (SRI) sejtekbél vit-
tik at a citoplazmas sztreptomicin rezisztencia faktort, azaz a plasztiszokat a
Nicotiana plumbaginifoliavad dohanyfajba (13). A kezeletlen, szenzitiv sejtekkel
torténd fizié ugyanis biztositotta a besugarzott SRI plasztiszok tilélését.
Megallapitottuk a donor mag eliminaciéjat nagy gyakorisaggal eredményezd
sugardézisokat is (13; 1. tablazat). Jodecetsavval osztédasra képtelenné tett
sejtekbdl is at lehetett vinni a plasztiszokat fiziéval (11), de ez a kezelés nem
segitette a donor magvak eliminaciéjat, ami a hibrid képzddés nagy gyakori-
saga miatt kivanatos lett volna (13; 1. tablazat).

A kétféle kezelés kombinaciéjaval sikeriilt szelekciés marker felhasznala-
sat nem igényld, hatékony, iranyitott atviteli rendszert kidolgozni (17). A
fényérzékeny plasztiszt hordozé N. tabacum donort letalis besugarzassal, a
recipienst (vad tipusi NN. plumbaginifolia) jodecetsavval kezeltik. A faziot
kovetden csak a két faj protoplasztjainak osszeolvadasabél szarmazé sejtek

1. tablazat

N. tabacum plasztiszok atvitele IN. plumbaginifolia’ maghattérbe inaktivalt sejtbsl szarmazé
sztreptomicin rezisztenciara torténd szelekciéval

Co sugéirdézis Vizsgélt klénok Klénok szdma, melyekb6l novényt sikeriilt regenerdlni* | Plasztisz 6tzitel
by ——— korisdga
O kg™) e H | HéNo | HéNp | Np RS

0+ 100 69 (5) 3 (0) | @) 1Q1) 0
50 38 10 (0) 0 6(0) 11 (5) 44
120 41 15 (0) 0o 0 20 (0) 57
210 33 5 (0) o | o 26 (0) 84
300 35 9.(0) o 0 21 (1) 69

* H = hibrid; Nt = IN. tabacum, Np = N. plumbaginifolia. A zaréjelben azon klénok
szdma taldlhaté, melyekbdl szenzitiv és rezisztens novényt is kaptunk.

+ SRI protoplasztokat 10 mM jédecetsavval kezeltiink.

§ Regenerilé klonok gyakorisaga, melyekb&l V. tabacum plasztiszokat tartalmazé IN. plum-
baginifolia névényeket kaptunk.
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1. @gbra. MtDNS atalakuldsa N. tabacum és N. knightiana szomatikus hibridekben. Az 4tren-

dez6dés eredményeként létrejott, sziilokben nem taldlhaté BamHI restrikciés fragmenteket

nyil jelzi (A). A riboszomilis RNS géneket hordozé fragmenteket E. coli rRNS gént tartalmazé

prébéaval torténd hibridizaciéval mutattuk ki (B). A fragmentek szeparilasa elektroforézissel

0,7%-o0s agar gélben tortént. Nt és Nk a sziil6i mintazatot jeloli; tk9S, tk17R, tk5R kiilonbozé
szomatikus hibrid vonalak

osztédtak. A besugérzas, a varakozasnak megfelelden, az esetek jelentds részé-
ben a besugarzott mag elvesztését eredményezte. A besugarzott plasztiszok
kompeticiés képessége viszont a jédecetsavval kezelteknél lényegesen jobb

2. gbra. N. tabacum névény (A) és egy N. tabacum mags%eglf,gf\ns (B)A szegregéns N. tuba’cu.rr%
plasztiszt és rekombinins mitokondriumot hordoz. Feltling a virdgok kozoEtl morfolégiai
eltérés, ami a mitokondrium DNS-ben tértént viltozasok kovetkezménye
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volt, igy a heterokarion eredetii kolonidk nagy gyakorisaggal recipiens magot
és donor plasztiszt tartalmaztak.

Citolégiai adatok azt mutatjak, hogy a besugirzott sejtekbdl torténd
kloroplaszt atvitel soran a recipiensbe nem keriiltek at donor kromoszémak
(13).

Kloroplasztisz DNS rekombinaciét transzfer és szomatikus hibridizaciés
kisérletekben sem masnak, sem nekiink nem sikeriilt kimutatni. A mitokond-
rium DNS (mtDNS) atalakuldsa a fiziét kovetden tapasztalatunk szerint a
fajkombinacié figgvénye: A N. tabacum és N. knightiana kombinéciénal min-
den klénban bekovetkezett (14; 1. abra). A N. tabacum és N. sylvesiris kombi-
néaciéban eddig nem talaltunk mtDNS atrendezddést (nem kozolt). A mtDNS
atalakulasa a viragmorfolégia megvaltozasaval jarhat (2. abra).

Tervek, munkahipotézisek, perspektivik

A tovabbi kisérletek célja elssorban médszerek kidolgozasa 1j tipusi
citoplazmaval rendelkez8 novények el8allitasara, melyek koziil néhiny remél-
hetéleg feliilmilja majd a kiindulasi novényeket valamilyen gazdasagilag érté-
kes tulajdonsag (fotoszintézis, energiahaztartas, novekedés) tekintetében. E
moédszerek kiaknazésa megkivanja, hogy a kisérleteket megfelels idében meg-
kezdjiik a népgazdasag szempontjabél kiemelkedGen fontos gabonafélékkel,
bizaval és kukoricaval is, amire még nem éllnak rendelkezésre megfelel§ szo-
vettenyésztési médszerek. A hasznositas terén szerény kezdetként, a debreceni
Dohanykutaté Intézettel egyiittmiikodve, megkezdtik egy termesztett do-
hany himsteril formajanak eldallitasat. Ez a hagyomanyos 6—8 év helyett 2
évet vesz igénybe. A himsteril forma hibrid vetémag elGallitas sordn anyai
sziilfként szerepel majd, igy sziikségtelenné vilik a porzék eddigi kézzel tor-
ténd eltavolitasa.

Tervezziik plasztiszok atvitelét tavoli fajok kozott, és plasztisz-DNS
rekombinacié indukciéjara szolgalé eljarasok kifejlesztését.

Az €l6z6 fejezet végén felvetett jelenség egyik lehetséges magyarazata,
hogy létezik valamilyen fajspecifikus felismeré rendszer, amely megszabja,
bekovetkezzék-e atrendez8dés vagy rekombindcié a mtDNS-ben. Eddigi ta-
pasztalataink szerint a mtDNS megvaltozasa, azonos maghattér mellett, 6sz-
szefiiggésbe hozhaté a plasztiszok tipusaval. Ez felveti azt a lehetgséget, hogy
a mtDNS atalakulasat a plasztisz determinalja. Ezek tovabbi vizsgalatra érde-
mes, kisérletesen részben megalapozott munkahipotézisek, melyek vizsgalata
folyamatban van. Az 1j tipusi mtDNS vizsgalataval szeretnénk meghatarozni
a himsterilitasért felels régickat, és azokat klonozas utan megkiséreljiik ter-
mékeny névényekbe bejuttatni. Vizsgaljuk plasztiszra torténd szelekcio ese-
tén a mitokondriumok egyiittes atvitelének gyakorisagat is.

MTA Biol. Oszt. Kizl. 24 (1981)



ot
SO o= [=2) w L OB

bt et
GO N

P o ot
S o

—
[==]

MALIGA PAl.

TRODALOM

. BELLIARD, G., PELLETIER, G., VEDEL, F.: Molec. Gen. Genet. 165, 231237 (1978).
. BELLIARD, G., VEDEL, F., PELLETIER, G.: Nature 281, 401—403 (1979).
. CEEN, K., WiLpMAN, S. G., SmitH, H. H.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5109—5112

(1977).

. Dupirs, D., HAbrAczky, GY., LEvi, E., FEJER, O., HAyDU, Zs., LAzZAR, G.: Theor. Appl.

Genet. 51, 127—132 (1977).

. Dupirs, D., HApLACzZKY, GY., BAJSZAR, GY., Koncz, Cs., LAzAR, G., HorviTH, G.: Plant

Sci. Lett. 15, 101—112 (1979).

. Duprrs, D., FEJER, O., HApLACZKY, GY., KONCZ, Cs., LAzAR, G., HorvATH, G.: Molec.

Gen. Genet. 179, 283—288 (1980).

. GreLaAaM, N. W.: Organelle heredity. Raven Press, New York (1978).

. MAvrica, P., Sz.—BREzZNOVITS, é., MAirron, L.: Nature New Biol. 224, 29—30 (1973).
. MavLica, P., Sz.—BreznNoviTs, A., MARTON, L.: Nature 255, 401—402 (1975).

. MavLicA, P.: Theor. Appl. Genet. 60, 1—3 (1981).

. MEDGYESY, P., MENCZEL, L., MALIGA, P.: Mol. Gen. Genet. 179, 693—698 (1980).

. MEnczeL, L., NaAcy, F., Kiss, Zs., MALica, P.: Theor. Appl. Genet. 59, 191—195 (1981).
. MEnczeL, L. GALBA, G., NAGY, F., MALIGA, P.: Genetics (1981). (Megjelenés alatt)

. Nacy, F., TOROK, 1., MALIGA, P.: Molec. Gen. Genet. 183, 437—440 (1981).

. REpEr, G. P.: Ann. Rev. Genet. 9, 111—127 (1975).

. Smorov, V. A., MENcZEL, L., NAGY, F., MALIGA, P.: Planta 152, 341—345 (1981).

. Siporov, A., MENCZEL, L., MALIGA, P.: Nature 293, 87 (1981).

. ZELCER, A., Aviv, D., GALUN, E.: Z. pflanzenphysiol. 90, 397—407 (1978).

MTA Biol. Oszt. Kazl. 24 (1981)



	1981 / 3-4. szám
	A MAGYAR TUDOMÁNYOS AKADÉMIA BIOLÓGIAI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYÁNAK TUDOMÁNYOS ÜLÉSE. 1981. ÁPRILIS 22.��������������������������������������������������������������������������������������������������������
	MALIGA PÁL: Kloroplasztisz átvitel dohány protoplaszt fúzióval���������������������������������������������������������������������


	Oldalszámok������������������
	335����������
	336����������
	337����������
	338����������
	339����������
	340����������


