NOVENYI SZOVETTENYESZTES

MAaRrOTI MIHALY

ELTE Biolégiai Allomésa, God

A névényi embrié-, szerv-, szovet- és sejttenyésztést ma a novényélet-
tan, névényi sejtélettan és genetika differencialt, specialis iranyanak és terii-
letének tekinthetjiik. Ezt kiilonleges objektumai mellett az is indokolja, hogy
az utébbi évtizedekben szamos elméleti és gyakorlati genetikai, élettani, bio-
regulaciés probléma megoldasara sikerrel alkalmazzak.

Attekintésiink soran elsésorban a szoros értelemben vett embrié-, szerv-,
szovet- és sejttenyésztésre tériink ki és csak a magasabbrendd névények
izolalt részeivel végzett munkakat vessziik alapul.

I. Az izolalt tenyésztés célja

A névényi részek tenyésztésének céljat mar mintegy 70 éve megfogal-
mazta HABERLANDT (1902). Vildgosan leszdgezte, hogy a magasabbrendi
névények izolalt vegetativ sejtjeit azért sziikséges kultirakban tanulma-
nyozni, hogy igy vizsgalhassuk miikédési mechanizmusukat, amelyek igy mint
,.elemi organizmusok’ miikédnek. Tovabba, hogy feltarjuk azokat a kélcson-
hatasokat, amelyeknek a tébbsejtii ndévény egyes sejtjei ki vannak téve.
HABERLANDT el8re latta, hogy — ha sikeriil az izolalt névényi sejtek, szovetek
tenyésztése — kisérletileg tudjuk bebizonyitani a fejlettebb névények vala-
mennyi €16 sejtjének addig csak feltételezett totipotenciajat. Ezzel pedig
megnyitjuk az utat a sejtdifferencialédas folyamatai iranyitasahoz és reverzi-
bilis valtoztatasahoz. Ugyanakkor tisztazédik barmely (merisztémas és diffe-
rencialt) névényi sejt metabolikus anyagcseréje, a sejtekre haté kornyezeti,
taplalkozasi és hormonalis tényezdk szerepe is. A tenyésztés lehetdsége infor-
macidkat adhat a kultdraban tartott sejtpopulacidk, szévettomegek és szer-
vek kolesonos taplalkozasi, differencialédasi, organizalédasi és morfogenetikus
korrelaciéjarél is, amelyek a novényi fejlédés szabalyozasanak, a hormonalis
bioregulaciénak az alapjait érintik és a biolégiai kutatasok legfontosabb prob-
lémait jelentik.

II. A névényi részek tenyésztésének torténete

A novényi részek mesterséges tenyésztésének legrégibb nyomait mar az
idGszamitasunk eldtti idGszakban megtalaljuk. Ilyenek voltak pl. az egyes
novényi részek dsszendvesztésének kiilonbozd formai, amelyek a mai névényi
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transzplantaciés kutatasoknak az el6futarai. VocaTiNG (1892) emliti, hogy a
kinaiak, ezektdl atvéve a foniciaiak, punok, majd a gorogok, romaiak ismerték
a novények, féként a gyiimélesfak nemesitési célbél torténd osszendvesztését.
A tudomanyag histériajat — novényi vonalon — azonban legfeljebb csak az
1870-es évek végétdl lehet szamitani, amikor VOcHTING a kivagott ndévényil
frag mentumok, sejtek polaritisat tanulminyozta, illetve gumdék meggyoke-
rezte tésével és szovetek atiiltetésével kisérletezett. Arra szeretett volna fele-
letet kapni, vajon a regenericié fiigg-e a kivagott szovetdarab nagysagatol;
mi okozza, hogy egyszer gyokér, maskor hajtas keletkezik a szar-gumdék vagas-
felilletén; a fragmentum egészként foghaté-e fel; a sejtek totipotenciaja wvalé-
sag-e? Ezek a prébalkozasok azonban még nem tekinthet6k mai értelemben
vett szévettenyésztésnek, mivel ezeket nem sterilen és in vitro, hanem a né-
vényen és in vivo végezte el VOCHTING.

1. Sikertelen prébalkozasok

Az izolalt névényi részek tenyésztése a legnehezebbel, a sejtekkel kezdd-
dott. A noévényi sejtek izolalt tenyésztését in vitro, tehat mesterséges labora-
tériumi kérilmények kozott a német HABERLANDT (1902) kezdte meg és tulaj-
donképpen vele kezd8dik a névényi szovettenyésztés torténete is (1. kép).

[ 1. kép. Gottlieb]Haberlandt (1854—1946). A novényi sejt- és szovettenyésztés elinditdja.
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A tenyésztésnek, mint médszernek a lényegét abban latta, hogy a magasabb-
rendi névények izolalt sejtjeinek megfeleld tenyésztésével olyan eredményeket
fog kapni, amelyekbél a soksejtes organizmusokban lejatsz6dé dsszefiiggésekre
lehet majd kévetkeztetni. Ezt a lényegében helyes meglatast mais — tobb év-
tizedes tapasztalat és sok eredmény utan — elfogadhaténak tartjuk. HABER-
LANDT ugyan ezt nem tudta bizonyitani, mert kisérletei sikertelenek marad-
tak. Egyrészt ugyanis olyan névényi anyagot (pl. epidermisz, bél parenchima
és paliszad sejteket, szoveteket) valasztott, amely mar nem, vagy alig oszté-
dott, tehat tenyésztésre nem volt alkalmas, masrészt nem ismerte még a né-
vekedés igényeit sem taplalkozasi téren, sem a kiilsé fizikai tényez8k oldalarél,
még kevéshé anévekedés hormonalis tényez6it (auxinokat, citokinineket, gibbe-
rellineket stb.). HABERLANDT kezdeményezései azonban nem voltak hidbavalék,
mert a novényi sejtek totipotenciajanak elméletét megfogalmazta és 6sztonzést
adott a késdbbi hasonlé jellegii steril tenyésztési kisérletekhez. Az embriéte-
nyésztésben HANNIG (1904) ért el el8szor sikereket, csaknem egyidében
HABERLANDT miikédésével. Tobb keresztes viragi faj: Raphanus (retek), Co-
chlearia embrigjat tenyésztette eredményesen asvanyi sokat és szaharézt tar-
talmazé tapkozegeken.

2. Az elso sikeres tenyésztések

A névényi részek tenyésztésével foglalkozé kisérletek HABERLANDT és
HANNIG utan kb. 20 évig semmi djat sem eredményeztek, illetve sem szervek,
sem szdvetek, még kevésbé sejtek tenyésztése nem sikeriilt egzakt médon.
1922-ben azutan HABERLANDT egyik tanitvanya, KorTe (1922) és az amerikai
RoBBins (1922) egymastél fiiggetleniil sikeresen tenyésztettek mesterséges
taptalajon gyokércsucsokat. Ez tekinthetd a novényi szdvettenyésztés fejls-
dése mdsodik szakaszanak. KoTTE Zea (kukorica) és Pisum (borsé), RoBBINS
és MANEVAL (1923) pedig a Pisum (borsé), Zea (kukorica), Gossypium (gyapot)
és Lupinus (csillagfiirt) gyokércsicsok novekedésével foglalkoztak. Ok figyel-
ték meg elGszor, hogy ha a gyokéresticsokat j tapkozegbe viszik (szubkultura-
las) a névekedés folytatédhat, de a novekedés iiteme fokozatosan csokken,
majd megsziinik. Korlatlan idejii tenyésztést azonban még egyik kutaténak
sem sikeriilt elérnie, jollehet kultdraik tébb héten at életben maradtak és
novekedtek.

Az embriétenyésztésben ugyanezen idében a francia Morriarp (1921)
és a német LaiBacH (1925) ért el sikereket. El6bbi tapkozegiil a szervetlen s6k
kiegyensilyozott keverékét, amelyben mar mikroelemek is voltak és nagy
szahar6z koncentraciokat hasznalt. LaiBacH pedig 159%,-0s dextrézzal atita-
tott gyapoton nevelt fel Linum (len) embriékat. Fenti kutaték objektum-va-
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lasztiasa mar szerencsésebb volt, mint el§deiké. Ok jottek ra elGszor, hogy szo-
vet-, szervkulturak létesitése csak akkor lehetséges, ha a tenyésztéshe vont
sejtek, szovetek képesek még normalis proliferaciéra, azaz osztédasra. A sike-
res tenyésztés egyik feltétele tehat, hogy merisztémasak legyenek a sejtek.

3. A szerv- és szovettenyésziés dltaldnos torvényszeriiségeinek a
felismerése

A tudomanyteriilet ujabb, harmadik szakasza a harmincas évek elején
kezd6dott GAUTHERET francia és WHITE amerikai kutaték miikodésével,
akik mindketten a gyokércsics tenyészetek korlatlan idejli novekedését
kivantak elérni. GAUTHERET (1939) a kiilonb6z6 faji névények gydkéresicsai
folyamatosan tenyésztésénél azt tapasztalta, hogy barmilyen téaptalajon is
tartotta a gyokérdarabkakat, azok kezdeti élénk novekedése csak rovid ideig
tartott. WHITE (1943) kezdetben a Triticum (btza) csiranévény gyokércsicsait
hasznalta teszt-anyagnak. A kiilonboz8 tapkozegeken beliil a szerves és szer-
vetlen komponensek aranyat, a fény és hdéfok hatasat, a levegfztetést, a
kezd§ inokulum ‘nagysagat, valamint a pH valtozésait is figyelembe vette a
gyokérdarabkak tenyésztésénél. Azonban a legjobbnak mutatkozé feltételek
mellett sem néttek 14 napnal tovabb az izolalt gyokércsicsok, jollehet ezalatt
nemegyszer tetemes nagysagot elértek. Kiilondsen a szubkulturalas lassi-
totta, st legtobb esetben teljesen megsziintette kisérleteiben is a novekedést.

1. dbra. A White-féle Lycopersicon esculentum (paradicsom) gyiokértenyészete. Balra: Az ino-
kulum, 15 mm-es csiicsdarab.
Kozépiitt: a 27 éve folyamatosan tenyésztett ,,vonal”’-bél lemetszett 15 mm-es inokulum 10 na-
pos inkubdcié utan (1960).
Jobbra: A tenyésztés kezdetén (1934) a 15 mm-es inokulum egy éves inkubdcié utdn (23 pas-
sage). (WHITE 1943 utan).

MTA Biol. Oszt. Kozl 20, (1977)



NOVENYI SZOVETTENYESZTES 367

Késébb WHITE szénforrasként dextréz helyett szaharézt kezdett hasznalni és
ezen mar sikeresen, a névekedés mértékének, iitemének a csokkenése nélkiil
folyamatosan tenyésztette a Lycopersicon esculentum (paradicsom) kimetszett
gyokércsicsat. A tenyészetek a szubkulturalas utéan is j6l névekedtek, a kelet-
kez8 oldalgyskerekbsl pedig klénokat is sikeriilt létrehoznia, amelyeket
7—14 naponként tovabb szubkulturalt. WaITE halalakor (1968) ez a gyokér-
cstics mar 1726 szubkulturalason ment at, bizonyitva a gyékércstics tenyész-
tés iddbeli korlatlansagat, atlagosan napi 5 mm-es névekedési rataval. Ugyan-
ebben az id6ben WHITE a szoros értelemben vett szovettenyésztés teriiletén is
sikereket ért el. A Nicotiana glauca és N. langsdorffii keresztezéséb6l szarmazé
hibrid névény szaranak prokambialis szévetébdl olyan kallusz kultdrat alli-
tott el6, amelynek sejtjei nem differencialédtak és a folyamatos tenyésztés
feltételeinek is megfelelt (1. dbra). Kézben (1934 —39) GAuTHERET kutata-
sait is siker koronazta. A Salix caprea (kecskefiiz) és a Populus nigra (fekete
nyar) hajtasanak kambiumabél Knop-oldatot, dextrézt és ciszteint tartalmazé
taptalajon t6bb hénapon at névekvé tenyészetet létesitett. Ezek a tenyészetek
tiamin és TES hatasara azutan igen jelentds gyarapodast mutattak. GaAur-
HERET igazi sikerét a sargarépabol kimetszett szovet tenyésztésével érte el.
Ez a tenyészet olyan vilaghirnévre tett szert, mint a WHiTE-féle paradicsom-
gyokér kultdira, mivel azéta is folyamatos kultdraban van, belgle szamtalan
klént allitottak el§ és elterjedt az egész vilagon. Ez a tenyészet az in. Nobé-
court-féle szervetlen sékeverékbdl, dextrézbél, tiaminbél, ciszteinbdl és
IES-bél allé tapkézegen igen j6l névekedett, nem differencialédott és alkal-
mas lett barmilyen hosszd idejd, ill. sokszorosan ismételt szubkulturalasra is
(2. abra).

Ez utébbi kisérletek olyan szerv- és szovetkultirak megvalésitasat je-
lentették, amelyek a tudomanyag torténetének kétségkiviil a legjelent8sebb
eredményei lettek. Nevezettek pedig a mai értelemben vett szovet- és szerv-
tenyésztd iskolik elinditéiva valtak. Munkajuk alapjan ismertté valt, hogy
eredményes tenyésztéshez az asvanyi soékon, szén- és nitrogénforrasokon kiviil
altalaban aminosavak (cisztein, glicin), vitamin (tiamin) és auxin (IES) is
sziikséges. Ezzel lényegében a ma is hasznalatos tapkozegek legfdbb ossze-
tevdit adtak meg.

Idérendben ismét az embriétenyésztés erdményei kovetkeznek a steril
kultirak torténetében. Az embriétenyésztés az oltasi és megtermékenyitési
inkompatibilitas (osszeférhetetlenség) legy6zése, illetve dj hibridek el8allitasa-
nak lehet8sége viszonylag mar koran osztondzte a kutatékat. A LAiBACH
altal hasznalt 4j technikai eljarast széles korben alkalmaztak az embrié-kul-
tiraknal faj és nemzetség hibridek el8allitasara és az embrié nyugalmi perio-
dusanak megsziintetésére.

A szervkultirdk kozil a hajtas tenyészeteket aranylag késén sikeriilt
csak megvalésitani. Loo (1945—1946) tenyésztett el§szor Asparagus (sparga)
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2. dbra. A Gautheret-féle Daucus carota (sargarépa) szovettenyészet. (GAUTHERET 1959 utén.)

3. abm Phaseolus vulgaris (bab) csiranovénybél izolalt hajtds tenyészet 21 napon inkubécié
utan agaros tapkozegen. (Eredeti.)
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és Cuscuta (aranka) hajtascsiicsot, amely a tenyésztés mai fogalmanak is meg-
felelt. Késébb BarL (1946) Tropaeolum (sarkantyika), Lupinus (esillagfiirt),
majd WETMORE (1954) Adiantum (vénuszhaj), Selaginella (csipkeharaszt),
Lycopodium (korpafii), Equisetum (zsurlé), Syringa (orgona), Parthenocissus
(vadsz6l6) hajtas tenyészetekrdl szamolt be. Ezek az eredmények az eddig
sikertelen hajtastenyészetekkel szemben bebizonyitottik, hogy a hajtas is
tenyészthetd. Sziikséges feltételeknek pedig a tapkozegbe adagolt szervetlen
ionokon és szaharézon kiviil a kékusztej, a gibberellinsav és féként a fény
bizonyult (3. dbra).

Az izolalt névényi részek tenyésztésének torténete soran a ndvény f6bb
részeinek, a gybkérnek és hajtasnak a tenyésztésével szinte egyidében egyes
specialis részek tenyésztésére is torténtek kisérletek. Igy izolalt leveleket, levél-
primordiumokat, tovabba viragokat, viragrészeket is sikerrel tenyésztettek.
Levélkezdeményekkel igen sokat igérének mutatkoztak a kisérletek, mivel a
kisméretii levelek majdnem a normalis méretekig megndttek és még sokaig élet-
ben maradtak ,,teljes” nagysaguk elérése utan is.

A virag és viragrészek (portok, pollen, ovula, ovarium), valamint a ter-
més (gyiiméles) aszeptikus tenyésztésének elveit és technikai médszereit
GREGORY (1940, Tavror (1950), Sparrow, Ponp és Kojan (1955), VasiL
(1957, 1959), MAHESHWARI és LAL (1958), illetve NitscH (1951) dolgoztik ki.
Kiilsnésen a portokok és pollen tenyésztésében jutottak jelentds eredményre,
amelyek ma a pollenbél kiindul6é jarulékos embriétenyésztés alapjaul szol-
galnak. A kisérleti objektumok kezdettdl fogva a legkiilonb6z6bb névény-
csoportok koziil keriiltek ki, igy eredményesen tenyésztették a Trillium (har-
mas szirom), Allium (véréshagyma), Cucumis (uborka), Aquilegia (haranglab).
Iberis (tatarvirag), Althaea (malyvarézsa), Ranunculus (boglarka), Anethum
(kapor), Nicotiana (dohany) viragrészeit, illetve a Lycopersicon (paradicsom)
termését steril kultirakban (4. abra).

A névényi részek steril tenyésztése torténetének harmadik szakaszat az
50-es évekkel lehetne lezarni. Erre az idére igen sok névény embriéit, kiilon-
b6z8 szerveit, szoveteit sikeriilt steril kultirdkban tenyészteni. A szorosan
vett szovettenyésztéshen mar specialis teriiletek is elkiiléniiltek, igy WHITE
(1939) a genetikai tumoros szdvetek kulturalasat, GaurHErRET (1939) és
NosEcourr (1939) a normalis kalluszok vizsgalatat, WaITe (1943) a bakteria-
lis eredetd tumorok (crown gall), BLack (1947) és MoREL (1948) a virus okozta
tumorok tanulmanyozasat kezdte meg. Skooc (1944) és Camus (1949) pedig
az elsd lépéseket tették meg a kallusz szovetek morfogenetikai vizsgalata terén.
Erre az idére a tapkozegek osszetev@inek és hatasuknak elsd vizsgalata és a
fizikai faktorok (hé, fény) ellendrzése is megtortént, valamint az altalanos
technikak és eljarasok is kialakultak. Mind tébb laboratérium kezd izolalt
névényi részek tenyésztésével kapesolatos vizsgalatokba, mivel egyes élettani
és genetikai problémak megoldiasaban csak ez az 1t latszik eredményesnek.
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4. dbra. Dianthus (szegfii) hajtas-tenyészcsiicsbol organizaltatott virdg agaros tapkozegen.
(Eredeti.)

4. Specialis tenyészetek kialakuldsa

Az izolalt steril tenyésztés kovetkezs, negyedik szakaszdt az 50-es évek
kozepétdl lehet szamitani. Ennek a periédusnak legjellemz6bb vonasa az ira-
nyitott szervez8dés kivanalma, valamint a sejtek totipotencidjanak a teljes
bizonyitasa. A kisérleti munkak ebben az id6ben mar a kallusz tenyészetek
igen széles spektrumat mutatjak. A legkiilonb6z6bb rendszertani egységekbe
tartozé novények szoveteit, fas- és lagyszartakét, két- és egyszikiiekét (Di-
cotyledonopsida, Monocotyledonopsida), zarva- és nyitvatermékét (Angiosper-
matophyta, Gymnospermatophyta), s6t néhany haraszt (Pteridophyta)
szovetét is sikeriilt mar tenyészteni. GAUTHERET 1959-ben mér tébb mint
szaz fajbél késziilt kallusz kultdrat tartott nyilvan. Azéta ez a szam tobbszo-
rosére emelkedett. A novényi teszt-objektumok gyarapodasaval egyiittjart
a médszerek fejlédése is, amely végiil is lehetdvé tette az egyes sejtek tenyész-
tését is.

A sejttenyésztés felé az atmenetet a kallusz kultirakbél létesitett szusz-
penziés tenyészetek jelentették (5. abra). Ebben folyékony tapkozegen egyiitt
névekedtek a szovetdarabok, sejtaggregatumok és kis mennyiséghen maganyos
sejtek is. A szuszpenziés technikdban STEWARD, MAPEs és SmitH (1958) spe-
cialis tenyésztérendszert konstrualt, TurLEckE és Nickern (1959, 1960),
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5. dbra. Sejtszuszpenziés kultirdk készitésére alkalmas Dianthus (szegfii) levél kallusz tenyé-
szet. (Eredeti.)

Patant
3,448,

6. dbra. Automata szovetfermentor sejtszuszpenzibs tenyésztésekhez.

BYRNE és KocH (1962) pedig mar nagyméretii tenyésztésre is alkalmas beren-
dezést szerkesztett. MELCHERS és BERGMAN (1959) aztan az iizemszerid tenyész-
tésre is alkalmas folyamatos tenyészt8-apparatus modelljét is kidolgoztak.
Ma pedig mar ismeretesek a fermentor rendszerli automata sejt- és szdvette-
nyészt6 berendezések (6. abra) és kemosztatok, turbidosztatok is.
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7. dbra. Izoldlt egysejtes tenyészet borsé gyokérbil. A tenyészetet csak 16 sejtes (A—E
allapotig sikeriilt fenntartani még 1957-ben. (TorrREY 1957 utan.)

A szorosan vett izolalt sejttenyésztést Muir, HILDEBRANDT és RIKER
(1954, 1958) kezdeményezték, akik Nicotiana (dohany) és Tagetes (barsony-
virag) gyokérnyakgolyva kallusz szivetébsl egyes sejteket kiilonitettek el,
amelyek in vitro hosszabb ideig életben maradtak. Kés6bb az egyes sejtek
osztodasat is — amit eddig hidba prébaltak meg — sikeriilt kivaltani és meg-
figyelni a Picea glauca (fenyd) és Pisum (borsé) gyokér kallusz sejtjein (REI-
NERT 1956, TorREY 1957). Az izolalt sejttenyésztést mind szilard (TORREY
1959), mind folyékony tapkézegen (DE Ropp 1955), specialis tenyésztékam-
rakban (TorrEY 1957), cseppkultirakban (Jones, HILDEBRANDT és Wu 1960),
uvegfelileteken (BarvL 1963), tapkozeg felilletén valé szétteritéssel (BERG-
MANN 1959) oldottak meg. Késébben pedig sejtaggregatumok, illetve koléniak
és izolalt egyes sejtek kozos tapkozegen vald egyiittes tenyésztésével értek el
sikereket az Acer pseudoplatanus (hegyi juhar) izolalt sejtjeinek a tenyésztésé-
ben (STrReET 1966, 1969) (7. abra).

A szbvet- és sejttenyésztés eredményei kozott néhany specialis irany
kiilondsen figyelemremélto ebben az idészakban. Egyik az a felismerés, hogy
a diploid kromoszéma szerelvénnyel rendelkez8 vegetativ sejt a fejlettebb
noévénycsoportoknal is teljes n6vény regeneraciéjara képes. A kiilonb6z6 méd-
szertani eljarasokkal nevelt szévetkultiraknal figyelte meg elszér STEWARD,
MarEs és MEARs (1958), majd késébb REINERT (1959), HALPERIN és WETHE-

MTA Biol. Ost. Kasl. 20, (1977)



NOVENYI SZOVETTENYESZTES 373

8 dbra. A diploid sejtbél keletkezd embrioid fejlddésének sémaja (1—10: egy sejttdl a torpedd
stadiumig).

RELL (1964), VasiL és HILDEBRANDT (1965) és masok is igazoltdk, hogy nem-
csak szerv organizacié indulhat meg a kallusz szévetekbdl, hanem egy-egy
sejt jarulékos embriova alakulhat at és szomatikus embriogenezisen keresztiil
beléliik viragos novények fejlédhetnek. Ezt a folyamatot késébb az izolalt
egyes sejteken is megfigyelték, ahol a jarulékos embriogenezis soran a gémb-,
sziv-, és torpedéfazis éppen tigy megjelenhet, mint a normalis embriogenezis-
ben. Az utébbi években azutan szamos ndvény kiilonb6z§ szerveib§l (sarga-
répagydkér, vadmurokgyokér, dohanyszar, aprészulakgyékér, liliomriigypik-
kely, voréshagyma stb.) szarmazé kalluszok sejtjeib8l regeneraltattak tel-
jes novényt (8., 9. abra). Késébb portokok steril tenyésztése soran is tapasz-
taltak, hogy a kultirakbél némelykor novények fejlddnek. GunA és MAHESH-
WARI (1964, 1966), majd KoNAR és NATARAJA (1965/a, 1965/b), NAKATA és
TANAKA (1968) nevelt elGszor portokbél, pontosabban pollenbdl differencia-
16d6 kalluszt és ebbdl embrioidokat, illetve névénykéket. Kisérleti novényiik a
Datura (maszlag), Ranunculus (boglarka), Nicotiana (dohény) volt. A pollen-
szemekkel is hasonlé eredményre jutottak djabban NiTschm és Nitscu (1969),
SUNDERLAND és Wicns (1969) a kiilonb6z6 dohanyoknal, megerdsitve Tu-
LECKE (1957), Guna és MAHESHWARI (1966) és masok régebbi eredményeit.
A haploid szévetekbdl, illetve embrioidokbél spontin endomitézis itjan, vagy
kémiai (kolhicin) vagy fizikai (sugarzas) kezelés hatasara, illetve kiillonboz6
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9. dbra. Hatsejtes embriékezdemény séargarépa sejtbsl (HEszKY 1973 utdn.) (Nagyitas: 40 obj.
és 6 proj.).

auxinok és citokininek kombinaciéival haploid, diploid és mas ploid foku
novényeket is sikeriilt felnevelni, amelyek fertilis viragokat hoztak. Ezek az
eredmények egyuttal a novényi diploid, de a haploid sejtek totipotenciajat is
igazoljak.

Ugyancsak az izolalt részek torténetének djabb eredményei kozé kell
sorolni a kallusz szévetek, illetve a belgliik regeneraltatott merisztémak és
szervek felhasznalacat vegetativ szaporitasra (meriklgaozas) és virusmentes
vagy virusszegény, tovabba patogén szervezetektdl mentes névény-klénok
eldallitasara. Mindkét technikanak MoreL (1965) volt a kezdeményezdje és
azéta mar elterjedten alkalmazzak a meriklénozast a kertészeti gyakorlatban,
elsGsorban az orchideaknal és a lagyszard disznévényeknél. Még egy érdekes
felhasznalasi lehetfség felvetése is a szovettenyésztés torténetéhez tartozik.
BaLL (1969) az oltasi szévet-inkompatibilitas, illetve dsszeférhetség eldonté-
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sére az egymis mellett tenyésztett kallusz szdvetek ,,egymisba’ novéséhdl
kivant kévetkeztetni. Ez a kisérleti irany a vegetativ hibridizdciéban a homo-
és heterogenerikus transzplanticié biokémiai hatterét segit majd eldén-
teni.

A noévényi szovettenyésztés az utébbi fél évtizedben olyan eredményeket
ért el, hogy szinte 1j szakaszként lehetne szimontartani. Az embrié tenyésztés
médszereinek tokéletesitésén kiviil kidolgoztak az in vitro és in vivo megter-
mékenyitett magkezdeményekbdl kiindulé intra- és interspecifikus hibridek
elgallitasanak és felnevelésének technikajat a Datura, Cucurbita, Phaseolus,
Hordeum, Oryza, Lilium, Lathyrus, Gossypium fajoknal, illetve Datura x
Brugmensia, Hordem x Secale, Elymus x Triticum, Tripsacum x Zea, Festuca x
Lolium fajhibrideknél (Bajay és Bopp 1971, Heszky 1973, BeEasLEY, TINg,
Linskens és BirnBaum 1974). A diploid és haploid sejtek spontan vagy in-
dukalt embrié- és organogenezise mechanizmusanak felismerése, homozigéta
diploid névények eléallitasi technikaja pollenbél és kallusz kultirakbél is erre
az idére tehetd (Heszky 1975, STREET és WitHERS 1974, SUNDERLAND 1973,
1974). Lényeges elérehaladast értek el a szervtenyésztés, valamint sejt- és
szovettenyésztés technikajaban. Nagymértékben béviiltek ismereteink a szo-
vettenyészetek hormonilis regulaciéja és bioszintetikus potencidja teriiletén.
A sejtszinkronizacié és névényi tumorkutatis, valamint a sejt és virus in-
terakci6éi vonalan is jelent8s lépések torténtek (KovAcs 1972, MEeins 1974,
ReINHARD 1974, SmiTH 1974, YEOMAN 1974, ZAITLIN és BEACHY 1974). Eze-
ken tidl azonban olyan eredmények is sziilettek — kiilénosen az utébbi néhany
évben —, amelyek egyrészt a bioregulécié specialis lehet§ségeit a gyakorlati
genetikai és nemesitési kutatasok kozelségébe hoztak, masrészt pedig a labo-
ratériumi bioregulaciés eredményeket a kézvetlen termelési techonolégiaval
tudtik dsszekapcsolni.

A genetikai kutatasok el6tt nagy tavlatokat nyité bioregulaciés ered-
mény az a felismerés, hogy a névényi sejtekbél tin. protoplasztok, fal nélkiili
csupasz protoplazma egységek alakithatdk. Ezek megfeleld koriilmények ko-
z6tt fizionaltathaték és beldlik homoiokarionok és heterokarionok képzéd-
hetnek, amelyekbdl valédi intakt hibrid névények nevelheték fel. Ez lehetgvé
teszi intra-, interspecifikus és esetleg intergenerikus szomatikus hibridek ki-
alakitasat. Ezek a kisérletek a hetvenes évek elején indultak el (Power,
Cummins és Cocking 1970, Kao, KELLER és MiLLER 1970, KELLER, HARVEY,
GAMBORG, MILLER és EveLEIcH 1970, Cocking 1973). Az ismert Nicotiana
glauca és N. langsdorffii paraszexualis hibriden kiviil sikeres heterokarionokat
hoztak létre a Vaucheria alga és Daucus carota (sargarépa) kalluszsejt, vagy a
Rhizobium japonicum (baktérium) és a borsélevél mezofillum sejtje kozott
(BAjay 1974, CARLsON 1973, CARLSON, SmiTH és DEARING 1972, CockinG 1973,
Cockine és Evans 1974, ErikssoN, BONNETT, GLIMELIUS és WALLIN 1974,
ZA1TLIN és BEAcHY 1974).
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Az izolalt tenyésztett sejtek kutatisaban igen jelentfs¢k azok az ijabb
vizsgalatok, amelyek a sejtek biokémiai mutaciéinak kivaltasat célozzak.
Az ilyen kisérletek olyan mutins sejtek és novények eldallitasat is lehetdvé
teszik, amelyek hasznosak lehetnek a névények minGségének megvaltoztata-
saban, betegségekkel szemben rezisztencia szelektalasaban, anyagesere palyak
biokémiai ellendrzésében stbh. Ezen sokat igér( teriileten még csak kevés olyan
eredmény ismeretes, amely a mutacié fogalmanak megfelel. Ilyennek tekint-
het§ a haploid dohanysejtek és azokbél felnevelt novények rezisztenciaja a
5-bromdeoxiuridinnel, a sztreptomicinnel, a DL-5-metiltriptofannal, P-fluor-
fenilalaninnal szemben (MarLica, MARTON és BRrEzNovITs 1973, MaLica,
BrezvoviTs és MARTON 1973, WipHOLM 1974). :

A mutaciéhoz hasonléan genetikai jelentGsége van a sejtek transzforma-
ci6janak, amely a n6vény gén-készletének bivitésével vagy megvaltoztatasaval
nyit nagy tavlatokat a kutatas elgtt. A genetikai informécié atadasa, illetve
bgvitése a DNS sejtbe valé transzplantalasa tjan valésulhat meg, amelyhez
tenyésztett sejtek (és protoplasztok) a legalkalmasabbak. Itt is csak kezdeti
eredmények vannak még, igy pl. egyes fagok sejtbe juttatasaval elérték, hogy
a Lycopersicon esculentum kallusz szovete az egyediili szénforrasként alkalma-
zott laktézon vagy galaktézon is novekedett, amelyek normalis kériilmények
kozott nem voltak kielégitd szénforrasok. Az idevonatkozé kisérletek fontos
problémai ma még a donorforrdsok, a recipiens anyagok kivalasztasa és f6-
ként a hatast specifikusan kimutaté jelzérendszerek megtalalasa is (BAJAJg
1974, HoLL, GAMBORG, OHYMA és PELCHER 1974, REINHARD 1974).

Az utébbi fél évtized a novényi szovetfejlédés hormonalis regulaciéjaban
elért eredményekbdl olyan vegetativ és patogén-mentes elit szaporité eljaras
technolégiajat tudta kifejleszteni, amely egyrészt a nagyiizemi kertészeti sza-
poritas, masrészt virus- és mikroorganizmusokt6l mentes tenyésztés egyik leg-
tobbet igérd utja. Uzemszeri meriklénozéssal eddig mintegy 57 csalad 150
fajat, koztik tobb mint 20 orchidea fajt szaporitottak. Virus- és baktérium-
mentes meriklénos szaporitassal pedig kb. 25 névényfajnal értek el sikereket,
elsGsorban a lagyszara disznovényeknél (szegfd, muskatli, dalia). Sokat igérd-
nek latszanak azok a kezdeményezések, amelyek a gyiimélesfak és cserjék
(alma, cseresznye, malna stb.) virusmentes vegetativ elszaporitasat célozzak
(Bayay és Bopp 1971, MAROTI, VAGUJFALVI és Domokos 1972, MAROTI, GER-
BAR és NATTAN 1973, MURASHIGE 1974) (10—-13. abra).
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10. dbra. Tenyészicesiicsbél izolalt szegfli meriklénok agaros tipkozegen 6 hetes inkubdcié

utén. (Eredeti.)

11. dbra. Tenyészscsiicsbél izolalt szegfii meriklénok virusmentes sza

porité anyag elgallitasara.
(Eredeti.)
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12. Gbra. Orchidea meriklonok agaros tapkdzegen. (Eredeti.)

13. dbra. Gyimélesfak hajtds tenyészgesticsabol létesitett kallusz tenyészetek virusmentes
szaporité anyag elgallitdsa céljabol. (Eredeti.)
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III. Sejttenyészetek

Az izolalt tenyésztési technika a legtobbet igérd eredményeket a szorosan
vett sejttenyésztéssel érte el az utobbiiddben, ezért nem lesz érdektelen ennek a
specialis teriiletnek az attekintése. Médszertanilag a sejttenyésztéseket szusz-
penziés és izolalt kultirdkra szoktik felosztani.

1. Szuszpenzios kultirdk

A szuszpenziés kultirakat altaliban mar meglevd kalluszszévetbdl indit-
jak el ugy, hogy ismert szévetmennyiséget sziirés, vagy centrifugalas utan
atvisznek folyékony tapkozegre. A sejteknek és szévetdaraboknak kalluszbél
valé levalasztasat, valamint a megfelel§ egysejtes szuszpenzié fenntartasat
nagyban elGsegiti, ha a folyékony tipkézegben nagy koncentraciéji auxin is
van, vagy megfelel6 egyensilyt alakitunk ki az auxin és élesztSkivonat, az
auxin és kokusztej vagy az auxin és kinetin kozott (STEwARD 1970).

Az is ismert médja a szuszpenziés kultirak létesitésének, hogy a steril
szervekbdl kivagott darabokat sterilen homogenizaljik, majd folyékony tap-
kozegbe helyezik.

A szuszpenzibés kultirakat rendszerint 25 C°-on inkubiljak sététben,
vagy kis intenzitasd fénynél. A lombikos, kémeséves kultirak folyamatos for-
gatasat a legegyszeriibben horizontalis keverdvel végzik, amely percenként
50—200 fordulatot végez, mialatt mindegyik edény 5—6 cm atmérGji kort
ir le. Kidolgoztak névényi sejtek szinkronozalt és folyamatos tenyésztéséhez
megfeleld automatizalt és programozhaté tenyészté berendezést, amely ke-
mosztat- és turbidosztatként miikédik és nagy mennyiségi (4—20/1) szusz-
penzié elGallitasara is alkalmas (SHORT, BROWN és STREET 1969, RAJASEKHAR,
EpwArps, WiLsoN és STREET 1971, STREET 1973a, STREET, KING és MASFIELD
1971, WiLson, King és STrREET 1971).

A szuszpenziés kultirak atoltasa, tehat a folyamatossag fenntartéasa fon-
tos kovetelménye a tenyésztésnek. Ugy készitenek szubkultirakat, hogy sza-
balyos id6ko6zokben kis mennyiségii inokulumokat visznek at a régi szusz-
penzi6bol egy masik friss tapkozegre. Kivanatos ennek az atviendd sejt, vagy
szovet mennyiségnek nagysagrendi szétvalasztisa is gyakran. Ezt ismert
poérusnagysagi nylon-szovettel vagy esetleg gézen valé atsziiréssel, de meg-
feleld atmérdji pipettaval, injekcids fecskendGvel is el lehet végezni. Az atvitt
inokulumnak minden esetben elegendd sejt-siirliséget, sejtszamot kell tar-
talmaznia, hogy névekedése folytatédjon. Jelenlegi ismereteink mellett azon-
ban nem tudjuk pontosan meghatarozni az optimalis sejtsiirtiséget. A Street-
iskola pl. Acer pseudoplatanus (hegyi juhar) sejtek folyamatos szuszpenzids
kultdrainal 18.10% sejt/ml inokulummal indul el. A kritikus szintnél tébb sejt-
re, nagyobb siiriiségi értékekre van sziikség ahhoz, hogy leréviditsiik vagy ki-
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kiiszoboljik a nyugalmi fazist. A kisméretd inokulumnak a kezdeti noveke-
désre gyakorolt lassité hatasa csak akkor nem jelentkezik, ha elégséges meny-
riyiségfi un. ,,kondicionalt™, sejttenyésztésre mar hasznalt tapkozeget visziink
at a sejtanyaggal egyiitt.

A sejtszuszpenziok novekedésének, fejlédésének mérésére a friss sily
gyarapodasat hasznaltak, az Gn. novekedési értéket vagy relativ novekedést,
amely a végs6 és kiindulé friss sily hinyadosa (NickELL és TuLeEcke 1960).
REINERT és MERKEL (1962) pedig a tenyészetek mitézis-indexét vette a nove-
kedés mértékének. A novényi sejtkultirdk novekedési ratajat azonban sem
a silygyarapoda.. valtozasok, sem a mitézis-index nem fejezik ki pontosan.
Ezért mas anyagcesere mutaték analizisét, igy a légzés intenzitas mérését, a
nukleinsavak és proteinek valtoziasinak ellendrzését, kiilonboz§ enzimakti-
vitasok mérését is elvégzik ma mar a névekedés ratajanak a megallapitasahoz.

Kultdraban a diploid szerelvényii sejtekbdl gyakran tetra-, s6t még
oktoploid sejtpopulacié is kialakulhat. Szamos olyan megfigyelés is ismeretes,
hogy a kulturalas kiozben a sejtmagok térfogatanak gyarapodasa és ezzel kap-
csolatban a mag DNS tartalmanak novekedése is el6fordult mar akar a ploidi-
tas valtozasaval, akar anélkiil (List 1963).

A szuszpenziés sejttenyészetek anyageseréjének vizsgalataban a mar
emlitett kemo- és turbidosztatos technika mellett az utébbi években meg-
valésitott szinkron tenyésztési eljaras jelentett elgrelépést. Bebizonyosodott,
hogy a fejlettebb névényi szervezetek izolalt sejtjeinek osztédasa is halmoz-
haté fizikai faktorokkal. A névényi sejtek osztodasi itemének szabalyozasanal
nincs szelekciés, csak indukeiés szinkronizmus. Természetesen eléfordulé
szinkronizmus a névényi sejteknél ritka, ilyen pl. a mikrospora keletkezésének
a mechanizmusa. Leggyakoribb indukciés tényezdk a regulatorok, tipkszegek
és a fény. Az Acer pseudoplatanus (hegyi juhar) szuszpenziés sejtjei aj tap-
kozegre vive, 5—06 egymas utani szinkronosztédast mutattak. A Helianthus
tuberosus (csicséka) izolalt raktirozé gumoé szévete sejtjeinek 359-a egy-
szerre osztodott 2,4-D hatasara. Kiilonb6z8 fajok szuszpenziés sejtjeinél,
amelyeket fényrél sotétbe helyeztek, 609, -0s osztédasi szinkronizmust értek
el és a mitézis index 459,-ot is elért. A sejtpopulécié ilyen jellegli és méreti
,,homogenizalasa” mar alkalmas a sejtosztédasi mechanizmusok, a sejtcik-
lusban keletkez8 makromolekuldk (DNS, RNS, protein) szintézisének tanul-
manyozasara. Ennek soran megillapitottak, hogy az enzimek a sejtciklus
kiilonb6z6 szakaszaban, f6ként a protein szintézissel egyidében keletkeznek.
A sejtosztodas egy szelektiv gén-aktivalas folyamatan keresztil zajlik le.
A genom egymas uténi sorozatos aktivalédasa egy idézitett jel reakciéjaként
kovetkezik be a sejten beliil (Kine és STREET 1973, STREET 1973a, STREET
1973b, YEoMAN 1973, YEoMAN 1974, YEOMAN és STREET 1973). Megallapi-
tottak azt is, hogy az in vitro sejttenyészetekben a DNS szintézist fokozott
RNS és protein szintézis el8zi meg a sejtciklus S-szakaszadban. A RNS-bdl
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felszabadulé nukleotidik mind a DINS-be, mind a RNS-be ismételten beépiil-
kézott torténik altalaban. A mitézis minden szakaszat gének, vagy hormonok
szabalyozzak. Ez utébbiak kéziill az auxinok elsGsorban a DNS és DNS-
polimeraz szintézisét serkentik. A 2,4-D a DNS kett§zést normalis mitézisban
gatolja, de endomitézisban serkenti. Ezen ellentétes hatas mechanizmusa
még tovabbi kutatast igényel. A citokininek, elssorban a kinetin mitazis
aktivator, de a DNS duplikéciéjat nem serkenti. A gibberellinsav (GS,) hatasa
részben ellentétes a 2,4-D-ével, mivel a DNS szintézist serkenti a mitézis
ciklusban. A DNS tartalom és az in vitro, szévettenyészetbdl kiindulé virdgzas
kozott parhuzamos korrelacié ismerhetd fel. A DNS replikaciéjat még a szén-
hidratok és befolyasoljak (MArETzKI, THOM és NickeLL 1974, Nacu 1974,
SZWEYKOWSKA 1974).

2. Izolalt sejtek tenyésztése

A sejt-szuszpenziés kisérletek felkeltették az 'érdeklddést az egyes,
maganos sejtek tenyésztése irant is. A fejlettebb névények szoveteibél azon-
ban technikailag csak igen nehezen sikeriilt kiilonallé (szoliter) sejteket
izolalni. Ezek taplalkozasi igényei is ismeretlenek voltak, és az egyes sejtek
fejlédése atjanak megfigyelése, ellendrzése is nehézséget jelentett.

A magasabbrendi névények egyes sejtjeinek tenyésztését mintegy hisz
éve sikeriilt elGszoér megvalésitani. Izolalt maganos sejteket kiilonitettek el
a Nicotiana (dohany) és Tagetes (barsonyvirag) fajok gyéskérnyakgolyva laza,
torékeny kallusz szoveteibdl, s ezeket egyenként 8 X 8 mm-es, olyan sziirg-
papir-négyzetek fels feliiletére helyezték, amelyeknek alsé feliilete j6l érint-
kezik ugyanennek a szdvet torzsnek aktiv novekedésben levd ,,dajka’
kalluszaval (Muir, HILDENRANDT és RIKER 1954). A sejtek nagy része csak
néhanyszor osztédott, kisebb részé azonban tovabb osztédott és kis kallusz
tomegeket hozott létre a sziirGpapir felszinén (14. abra). Torrey (1957)
kimutatta, hogy gy is kialakithatunk egyetlen sejthdl tenyészetet, hogy a
szlirdpapirt kis pérusi (0,5—0,75 u lyukméretii) hartyaval helyettesitjiik.
Ezekkel a megoldasokkal csak igen csekély szamu sejtet lehetett tenyészteni.
Ezenkiviil nehezen lehetett mikroszkopikus dton egyszerre megfigyelni az
,anya’ sejtet és azokat az osztédasokat, amelyek a kallusz szévet kiindula-
sahoz vezetnek. JoNEs, HILDEBRANDT, RIKER és WU (1960) egy dohanyhibrid
( Nicotiana tabacum X N. glutinosa) elkiilonitett kallusz sejtjeinek gyarapo-
dasat vizsgaltik semleges asvanyi olajjal lezart mikrokamraban folyékony
tapkozegen. Csak akkor kovetkezett be sejtosztédéas, ha a cseppben nagy-
szami sejt (kb. 30) volt, vagy ha a tapkézeg ,,kondicionalt” volt. BaLL (1963)
a Sequoia sempervirens szuszpenzios kultiraibél szdrmazé magéanyos sejteket
iivegfelilletre rogzitette. Igy lehetdvé valt az ilyen feltapadt sejtek néveke-
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14. dbra. Izolalt sejttenyésztési modszer: a dajka-technika. A kallusz szovetre helyezett sejt
az ateresztd hartyan sejtkolénidva nd. (STREET és OpPIik 1970 utén.)

désének és osztédasanak a megfigyelése olyan kamrakban, amelyekben folyé-
kony tapkozeget cirkulaltattak. at. Ez a mikrokamras technika alkalmas
izolalt sejtek mikroszképos megfigyelésére, de ezzel a modszerrel sem konnyil
terjedelmes sejtpopulaciék tanulmanyozéasa, s nem lehet kielégitd eredménnyel
egyetlen sejthél eredd klonokat kialakitani (DE Ropp 1955).

A sejttenyésztés megkozelitésének djabb médjat, a szétszélesztést BERG-
MANN (1959, 1960) fejlesztette ki agarral (0,6%,) szilarditott tapkozegen.
A Nicotiana tabacum (var. Samsun) (dohéany) és a Phaseolus vulgaris (var.
Early Golden Cluster, bab) szuszpenziés kultdraibél kiindulva olyan filtra-
tumot készitett, amelynek 909,-a szabad sejtekbdl allott és ezt teritette el
azutdn a lagy agar felszinén. Itt a sejtek 209,-a ismételten osztédott, ezek
kis koléniakka alakultak, amelyeket ismét eredményesen lehetett atvinni
agar tapkozeget tartalmazé csévekbe. Késébb a Convolvulus arvensis (aprd
szulak) és Haplopappus gracilis szuszpenziés kulturajabol is sikeriilt sejtes
tenyészetet, illetve egy sejthdl koloniat kialakitani (TORREY és REINERT
1961, BLAKELY és STEWARD 1961). A STREET-laboratérium és masok szusz-
penziés kultirabol aszeptikus sziiréssel és centrifugélassal allitottak el
sejttenyészethez inokulumot. A Petri-csészében vékonyan elteritett tapkoze-
gen a sejtek 25 C°-on sotétben vagy szért fényben inkubélédtak. Kézben
fotomikrografiasan ellendrizték a sejtek osztédasat, illetve a sejtkolomiak
kialakulasat.

Az elteritéses technika sokat igérdnek latszik a sejtosztédast szaba-
lyozé tényezbk felmérésében. A kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy az
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" 15. dbra. Az agaros tapkozegen szélesztett Acer pseudoplatanus sejtek 28 napos inkubédciéban
csak akkor osztédnak, ha ugyanazon faj nagyobb meéretii sejtaggregatumai kozelében he-
lyezkednek el. (STREET és OPIK 1970 utén.)

o0szt6d6 és lathaté sejtkoloniakat fejlesztd sejtek szdzalékos ardnya csokken,
s6t teljesen el is tinik, ha az elteritett sejtek siirtiségét fokozatosan bizonyos
kritikus szint ald csokkentjik. Ha a sejti egységeket elterités eldtt friss tap-
kozeggel mossuk at és igy nem visziink at ,.kondicionalt” tapkozeget, az
osztédasok eléfordulasa és a kolénidk kialakuldsa szintén csokken. Ha nagy-
méretli sejtkolénidkat (aggregatumokat) visziink a lemezekre, ezek eldmoz-
ditjak a szomszédos szabad sejtek és kis sejtesoportok osztédasat is (15. Abra).
Azt is észrevették, hogy a kallusz szovetbdl ered§ szuszpenzié annal tébb
koléniat fejleszt, minél kevesebb szubkulturalason esett at (Kine és STREET
1973, STREET 1973a, 1973b, STREET és HENsHAW 1966).

3. Tenyésztett sejtek szerkezete, osztéddsa, differencialoddsa

Mind a szuszpenziés, mind a maganyos sejtek névekedését, fejlédését
és differenciaciéjat (morfogenezisét) a sejtek szerkezete, osztédasi mechaniz-
musa is szabalyozza. Mindkét kultiraban a sejtek alakja, nagysiga igen
kiilonb6z8. N1ckeLL (1956) a Phaseolus vulgaris (bab) szuszpenziés kultdrai-
ban féleg géomb alakd, 1240 u atmérdji sejteket talalt, de palack formaja
(95x45 wu) sejtek is eldfordultak. Normalis és hibrid dohanybél szirmazé
szuszpenziékban 300X 2500 p nagysagi sejteket is mértek. Ugyanezek a
tenyészetek kevés spiralis vastagodasi, elfasodott fald tracheidakat is tartal-
maztak.

A sejtek alakja egyrészt a sejtek eredetének, masrészt az osztédas
mechanizmusanak is fiiggvénye a faji kiilonbségeken és a korrelaciés viszo-
nyokon kiviil. STEWARD, MAPES és SmiTH (1958) szerint a gomb alakd szabad
sejtek tipikusan az equatorialis sik mentén osztédnak és igy néhany sejtbdl
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allé egységeket adnak (16. abra). Lattak tovidbba olyan megnagyobbodott
és tobbé-kevéshé izodiametrikus sejtet is, rendszerint aggregatumok felszini
sejtjei kozott, amelybdl fonalas kinovések fejlddnek ki. Sargarépa és mas
fajok feliileti szuszpenzidés kultdraiban talaltak olyan gémb alakd sejteket,
amelyekb6l papillak néttek ki, és amelyekbe azutan az ,,anya-sejtb6l” szar-
maz6 citoplazma és mag helyezkedett el. Az ilyen papillik azutin meg-
nagyobbodhatnak és alapjuknal elvilnak gy, hogy j sejtek keletkeznek
olyan folyamat dtjan, ami emlékeztet az éleszt§ sejtek ,,bimbézasara™ (17.
abra).

A kisérletekb8l megallapithats, hogy a sejtek feliileti és szuszpenzids
kultirdkban a ndvekedés és alak igen széles variaciéit mutatjak, amelyek
megjelenésiik és viselkedésiik tekintetében nem mindig azonosithaték a nor-
malis szévetckben vagy merisztémakban megismert sejttipusokkal. Azt is
megfigyelték, hogy az érias sejtekben a mitokondriumok végeikkel kapcso-
lédhatnak egymashoz és igy 2—12 egységbdl all6, fonalszerd képzddményt
alkotnak, amelyek a citoplazma kiils6 hatarhartyajan helyezkednek el. Ezek
bizonyos mozgasjelenségei eloregedésiiket és kozeli elhalasukat is jelzik
(SorokiN 1965). A szuszpenziés kultirdk szabad sejtjeinek altalaban egy
nagy koézponti vakuolajuk van és aktiv citoplazma aramlast mutatnak,
amely kiterjed a citoplazma vakuolakon tili széleire is, ahol a mag helyez-
kedhet el.

A tenyésztett sejtek fejlddésének feltételeit segitették tisztazni azok a
vizsgalatok is, amelyek a sejtek nitrogén és szénhidrat anyageseréjével,
valamint a citokininek pontosabb szerepével foglalkoztak (HArLBROCK 1974,
SzweykowskA 1974). Kiilonésen figyelemremélté az a megallapitas, hogy
a novény kiilonboz6 tajairdl excizalt sejtek tizszeresen eltérd novekedési
reakciét is mutathatnak ugyanazon szénhidrat hatasara, amelyet a tenyésztés
soran kialakult genetikai médosulassal hoznak kapesolatbha. A sejtszuszpenzidk
az inkubacié 4—6. napjan igénylik a legtobb energiaforrast, ekkor két vagy
tobhszorosére is megnd a légzésintenzitas (O,/sejt/perc). A sejtnovekedés meg-
szlinése utan a szuszpenziés sejtek glukézban bévelkedd poliszachariddkat
exudalnak a tapkozegbe, de protein, lignin exudaciét is megfigyeltek (Ma-
RETZKI, THOM és NIcKELL 1974).

A citokininek koziil a kinetin sejt-regulalé szerepének tanulmanyozasa
is fontos megallapitasokra vezetett. Kimutattdk, hogy a kinetin mind a
mitézishoz, mind citokinezishez sziikséges, elsGsorban a folyamatok induka-
lasdhoz. Hianyaban a metafézis igen elhtzédik, amibdl arra kévetkeztetnek,
hogy talan a mitézis apparatushoz szitkséges specifikus protein szintézisében
van szerepe. Azt is tapasztaltdk, hogy kinetin nélkiill a szuszpenziékban a
mitézisok néhany nap milva teljesen megsziinnek, ha a DNS szintézis nem
is gatlédik. Ez arra mutat, hogy nem a DNS szintézisen keresztiil hat az oszté-
dasra. Jelentds hatast gyakorol a sejtek differencialédasara is, fokozza a
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8

16. abru. Egy sejtbdl alakult embrioid-szerti sejtaggregdtum Nicotiana tabacum szuszpenziés
kultarajabol. (Eredeti.)

17. dbra. Sejt-,,.bimbézéasra™ emlékeztets papillik a Nicotiana tabacum feliileti kultiraban.
nétt sejtjein. (Eredeti.)
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lignin szintézist, a keményit8 akkumulaciét, a vakuolizalédast. A sejt organel-
lumaira is hat, nagy riboszéma stirliséget okoz, fokozza az endoplazmas
retikulumok szaméat, noveli a plasztidok tilakoidjait, segiti a proplasztok
atalakulasat, a klorofill képzddését. A mitézis indukalasan kiviil szerepe van
a sejtek hajtas-iniciaciéjaban, de gatolja az embriogenezisiiket (SzwEY-
KOWSKA 1974).

4. Sejttenyészetek organo- és embriogenezise, fuzidja

A nodvényl szdvettenyésztés legijabb és nagy perspektivakat igérd
eredményei kozé tartoznak a diploid és haploid sejtek organo- és embrio-
genezisével és a protoplasztokkal végzett vizsgilatok, mint mar emlitettiik.

A diploid sejtbél a teljes névénnyé valé organizalédas egyik lehetséges
médja az alabbi lehet mai tudasunk szerint. A maganyos vagy aggregatumban
1év§ diploid sejt sokszoros osztédas révén kallusz tomeget hoz létre. Ennek
egyik sejtje bipolaris struktiraji lesz és a két pélus ennek megfelelgen osztédik
tovabb. Igy a hajtas- vagy gyokérnovesztd pont, illetve merisztémas gée
spontan vagy kivaltott differencidlédasa egyszerre indul meg. Ezek a nove-
kedési pontok azutan osztédasok révén tovabbfejlédnek és azonnal leveles
hajtast és gyokeret is képeznek. Az igy kifejldott embrié-, majd csiranévény-
szer(i képz8dmény elkiiloniil a kallusztél és tovabbnovekszik, hogy fiiggetlen,
autotréf névénnyé valjék. Ezt a médot jarulékos embriogenezisnek nevezziik
(Vasin, HILDEBRANDT és RIKER 1964). A Nicotiana (dohédny), Daucus (sirga-
répa), Ranunculus (boglarka) diploid sejtjeinek embriogenezisén kiviil tobb
egyszikii faj sejtjeinek embriogenezisét is ismertették az utébbi években,
igy az Asparagus officinalis-ét (sparga, WiLMAR és HELLENDOORN 1968), a
Lilium longiflorum-ét (liliom, SHERIDAN 1968), s6t a Gramineae-k eddig lehe-
tetlennek tartott embriogenezisét is.

A Ranunculus (boglarka) és Atropa (nadragulya), valamint a sargarépa
szuszpenzids sejttenyészeteivel djabban tébb oldalrél is megerdsitették a
diploid sejtek embriogenezisének lehet8ségét (STREET és WirHERS 1974).
Mikroszkopikus és elektronmikroszkopikus szerkezet-vizsgalatokkal kimutat-
tak, hogy 2,4-D tartalmi folyékony tapkézegen a sargarépa sejtek intenziv
osztédassal sejtaggregatumokat képeznek. Ezeket 2,4-D hidnyos taptalajra
helyezve, az osztédasok lecsokkennek és a feliileti, dis plazmaja sejtekbdl
hamarosan embrioidok indulnak fejl§désnek. Ezeket a sejteket embriogén
sejteknek is nevezziik. Ezeknek az osztédasat legalabbis kezdetben nem
lehet megkiilonboztetni a sejtek aggregatumokat gyarapité osztédasatsl. Az
embriogén sejtek biokémiai tartalma azonban eltér a sejtaggregatumok belsé,
vakuolas sejtjeinek tartalmatsl. Az elbbiek siirdi citoplazméja, nagy magja
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18. dbra. Ranunculus (boglarka) virdgriigyb8l létesitett kallusz tenyészet embriogenezise.

1. A sejtaggregatum egyes diploid sejtjei embrioidokka alakulnak. 2. A jarulékos (szomatikus)

embriogenezis egyik stadiuma: gémb allapot. 3. Az embriogenezis torpedé stidiuma. (KoNAR
és NATARAJA 1965 utdn.)

ergsen festddik és RNS tartalmuk, valamint dehidrogenaz aktivitasuk nagyobb,
mint a belsé sejteké. Sejtmag hartyajuk is erlsen poérusos. Az embriogén
sejteket a szomszédos felilleti sejtektsl, amelyekbdl nem lesz embrioid, rela-
tive vastag, plazmodezma nélkiili falak valasztjak el.

Az embriogén sejtekbdl osztédassal hamarosan gomb alakd proembrioi-
dok alakulnak. A szomatikus embriogenezis legalabbis a gomb-stadiumig,
de legtobbszor a sziv- és torpedé stadiumban is kézel azonos a zigétas embrio-
genezissel mind morfolégiai, mind anatémiai vonatkozasban (18. abra). Igy
mindkét eredetdi embriéban a gémb-stadium elérése utan hamarosan kialakul-
nak a felileti epidermisz sejtek és proplasztiszok, amelyek azutin fényre
keriilve pl. az embrioidoknal hamarosan megzoldiilnek. Mivel a szévetnove-
kedést jelentd sejtosztodast az embriogén sejtek osztéodasatol ma még sem
morfolégiailag, sem anatémiailag nem lehet pontosan megkiilonboztetni, vals-
sziniileg molekularis szinten kell a kiilonbséget kutatni. Ehhez pedig kiva-
natos lenne szinkronizalt embriogenezist kivaltani (STREET és WITHERS 1974)
és a spontan embriogenezisre is alkalmas teszt-anyagot talélni. Ilyen kisér-
letekre alkalmasnak latszik a Ruta graveolens szar kallusza, amely azonos
tapkozegen igen konnyen organizil embrioidokat és intakt névényeketis
(MaRrOTI, VAGUJIFALVI és Domokos 1972). (19. abra.)
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19. abra. Ruta graveolens szarbol 1étesitett kallusz kultirakbél egyszerre indulnak fejlsdésnek
a gyokerek és hajtasok. (Eredeti.)

A diploid vegetativ sejtekbdl intakt novény keletkezésének masik médja
az, amikor a kallusz sejttomegébél egy sejt olyan osztédasi sorozat elinditéja
lesz, amelybdl egy apikalis merisztéma centrum alakul ki. Ebb§l azutan
gyokér vagy hajtas inicialis, majd a megfeleld szerv keletkezik. Az egyik
kialakuldsa rendszerint hamarosan indukalja a hianyzé szerv kifejlédését is.
Ezt a médot organogenezisnek nevezziik és végeredménye ugyancsak teljes
névényke, mint az embriogenezisnél (HEszky 1973a, 1975). (20—22. abra).
Szamos névénynél igen konnyen kivalthaté a gyokér vagy hajtas, esetleg
mindkét szerv szervez8dése, igy pl. az Amorphophallus, Armoracia rusticana
(torma), Cichorium intybus (katang), Convolvulus (szulak), Crepis capillaris
(zorgdfid), Daucus carota (sargarépa), Haplopappus, Helianthus tuberosus
(csics6ka), Lunaria annua (holdviola), Medicago (lucerna), Nicotiana tabacum
(dohéany), Plumbago indica, Scorzonera hispanica (feketegyokér), Sequoia,
Solanum dulcamara (ebsz6l3), Taraxacum (gyermeklancfd) stb. kallusz kultd-
raibél (REINERT 1973).

A szomatikus diploid sejtek totipotenciijanak bizonyitdsa utan hama-
rosan a pollenekkel is igazoltak, hogy a genetikailag régzitett faji tulajdon-
sagokat a haploid sejtek is teljes egészében birtokoljak. Mar az tvenes évek
elején mintegy 30 zarvaterm§ és 17 nyitvaterm8 faj pollenjét vizsgalva,
észrevették, hogy egyik-masik faj pollenjébdl sikeres kallusztenyészet indit-
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20. dbra. A szomatikus embriogenezis vazlata. 1—12: A kallusz sejthgl kialakul az embrié.

13—15: Az embriébél teljes novény lesz. 16—20: Az embriébdél elgbb a gyokér indul fejlsdés-

nek, majd intakt novénnyé alakul. 21-—25: Az embriébél elébb a hajtas indul fejlédésnek,
majd intakt novény alakul. (HEszxy 1975 utdn.)
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21. dbra. Az organogenezis vazlata. 1—4: A differencidlatlan kalluszb6l merisztéma alakul.

5—9: A merisztémabél elgbb hajtas differencialédik, majd gyokér és teljes névénnyé (10)

alakul. 11—15: A merisztémabél elébb gyokér differencialédik, majd hajtds és teljes novénnyé
(10) alakul. (HEszkY 1975 utén.)
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DIFFERENCIALATLAN  KALLUSZ SEJTEK

\

TENVESZOKUP DIFFERENCIALODAS SZOMATIKUS EMBRIOGENEZIS
HAJTASTENYE SZOKUP GYOKERTENYESZOKUP KIFEJLETT EMBRIO
1 " £ ‘ . i
HAJTASFEJLODES GYOKERFEILODES CSIRAZAS INDUKALASA
4 A , o e
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lNDUKALASA INDUKALASA
CSIRANOVENY CSIRANOVENY CSIRANOVENY CSIRANGVENY CSIRANOVENY

T AR G

22. abra. Az organogenezis és szomatikus embriogenezis lehetséges ttjai a kallusztél az intakt
novényig. (HEszky 1975 utén.)

hat6 el (Konar 1963). Elbszor a Ginkgo biloba csirdzé pollenjébsl hoztak
létre ilyen szovettenyészeteket élesztSkivonattal, 2,4-D-vel és TES-sel kiegé-
szitett tapkozegen (TuLeckE 1953, 1957). Kés6bb hasonlé kultdrakat létesi-
tettek Taxus (tiszafa) és Torreya, Ephedra (csikéfark) pollenjébdl is. Kez-
detben csak nyitvatermd fajokon sikeriilt a haploid szévet dedifferencialé-
dasat elinditani, de késébb a zarvatermd fajok pollenjeibél is készitettek
kallusz szovettenyészeteket (GumA és MAHESHWARI 1966). (23a, 23b abra.)
Ezekben kékusztej és kinetin hatasara embrioidok is fejlddnek. A dohany
haploid alakjanak elGallitasat elGszor Nakara és Tanaka (1968) prébalta
meg, kiilonboz6 tapkézegeken nevelve a portokbél kiindulé és embrioidokat
is organizal6 kultirakat. A dohédnyok alkalmas tesztnek bizonyultak a tovabbi
kisérletekben, mert Nitsch és NiTscu (1969) hamarosan kézdlte, hogy Nico-
tiana tabacum, N. silvestris, N. affinis és N. rustica pollentenyészeteivel foly-
nak sikeres kisérletek haploid névények elGallitasara és sikeresen neveltek
is beléliik viragzasig egyedeket. Majd a Datura innoxia (maszlag) pollenjébél
is neveltek fel viragzé novényt (Nitsca 1971). A haploid névények, bar nor-
malis viragokat hoztak, nem kotottek magokat sterilitasuk miatt. A sterilitas
feloldasa spontian vagy indukalt (sugarzas, kolhicin) rediploidizaciéval tértént.
Portokbdl, illetve pollenbdl ma mar szamos névényfaj haploid alakjat sikeriilt
elgallitani, igy tébbek kozétt Datura-bél (maszlag, GuaA és MAHESHWARI
1966), Nicotiana-b6l (dohany, NiTscrm és Nitsca 1969), Atropa-bél (nadra-
gulya, ZENKTELER 1971), Lycopersicon-bél (paradicsom, SHARP, RASKIN és
SOMMER 1972), és az egyszikiick koziil az Oryza-bél (rizs, N1z és Oono
1968), Festuca-Lolium (csenkesz-angolperje)hibridekbél (Nirsca 1970), Triti-
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24. dbra. Datura stramonium (maszlag) portok kultirai par hét alatt differencidlatlan kalluszt
fejlesztenek. (Eredeti.)

cum-bél (biza, Fugir 1970), Lolium-bél (angolperje, Crapuam 1971), Hor-
deum-bél (arpa, Crapmam 1971, 1973), Setaria-bél (muhar, Ban, Kokusu
és Mrvajyr 1971). (24—26. abra).

A pollen és portok tenyésztéssel az utébbi években igen jelentds ered-
ményeket éitek el a haploid és homozigota diploid névények eldallitasaban.
Ijgy tiinik, hogy ma a portok kultirdk mddszere az egyik leghiztosabb és
leggyorsabb it a homozigota novények elgllitaisahoz gén-duplazédas altal.
(Burk, GwWyNN és CHAPLIN 1972, EncviLp 1973, Heszky 1973b, NiTscH és
MorreL 1973, RayNA és Iver 1973, RAQuIN és PiLET 1972, RASHID és STREET
1973, SUNDERLAND 1973, SUNDERLAND 1974, SUNDERLAND és DUNWELL
1974). Haploid novény vagy kallusz kialakitasa pollen és portok kultirabdl
altalaban a pollen fejlettségi allapotanak és a tapkozegnek a fiiggvénye.
A proembrioidok rendszerint egyszerd taptalajon kiilsé novekedési regula-
torok nélkiil is kifejlédnek. Az embringenezis leggyakrabban az els6 game-
tofita mitézis eldtt (az osztédasi ciklusban: S és G2 fazis), vagy alatt (M fazis),
esetleg utan (Gl fazis) indul meg. Az izolalt portok, illetve pollenek mikrosz-
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95. dbra. A Nicotiana silvestris portok kultirai elkalluszosodnak, majd hamarosan hajtasokat
fejlesztenek. (Eredeti.)

26. abra. A Nicotiana tabacum (Wisconsin 38) portok kuitdraibél kallusz, majd intakt haploid
névény fejlédik. (Eredeti.)
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képos és elektronmikroszképos vizsgalata alapjan megillapitottik, hogy az
embriogenezisnek t6bb alternativ ttja lehetséges. Ezek egyazon névénynél
is megvalésulhatnak, de egy fajra egyik it jellemzd is lehet. Amelyik fajban a
t6bb 1t lehetfsége is megvan, ezek kozott bizonyos versengés (kompeticid)
léphet fel, amelynek kovetkeztében az egyik méd jut tilsilyba és a valoban
kialakult embrioidok mar csak az egyik mod eredményeiként fejldnek
névényekké. A megfigyelések tanulsiga szerint egyes fajoknal eldszor a
haploid proembrioidok kezdenek szervezédni, utana a diploid és a magasabb
szintli embrioidok. Gyakran bizonyos ,,versengés’ is felismerhetd a kiilonb6z8
ploid szintdi embrioidok kialakult ardnyaiban. Ha azonban az embrioidok a
mitézis utani pollenbdl kezdenek szervezddni, csak kevés haploid embrioid
alakul ki és tdlsilyba keriilnek a nem haploid alakok (SUNDERLAND és DUN-
weLL 1974). Egyes kisérleti adatokbdl arra is kovetkeztetni lehet, hogy a por-
tokok megfeleld hidegkezelésével egyrészt szinte szinkronizalni lehetett a
pollen sejtek osztédasat és masrészt a diploid proembrioidok szervezddésének
elinditasat (NirscH és NorRREEL 1973).

A haploid és homozigéta diploid névények elGallitaisanak nem egyediili
médja a pollenbél, illetve portokbél kiozvetlen indukalt proembrioidok, illetve
embrioid és intakt névény. Gyakran a pollenbdl vagy portokbél elGszor
kiilonb6z6 ploid foku kallusz sejtpopulacié fejlédik. A haploid névénybdl
elgallitott kallusz sejtekben is végbemehet endomitézis és a DNS endoredup-
likacidja, vagy a sejtek fizidja, tehat kialakulhat ebbél is homozigéta diploid
novény. A heterogén kalluszbél a diploid sejtek gyorsabban proliferialnak,
mint a mas ploid foki sejtek, ezért a mozaikos kalluszb6l szamos diploid
noévényt lehet felnevelni. Ha a kallusz nem a pollenbél, vagy nemcsak a pol-
lenbél, hanem a portok szoveteibdl, pl. a tapetum sejtekbdl is fejlodik,
heterozigéta diploid névénykék is kifejlédhetnek. A portok szévet anya-
gainak bizonyos esetekben jelentds szerepet tulajdonitanak az embrioidok
kialakitasidban is (Heszky és PaAn 1972). A gyakorlati nemesités szem-
pontjabél, mivel a portok és pollen kultirakbél nyert androgén haploid
névények magrél nem szaporithaték, fontos a haploid vonal fenntartasa is.
Ezt a haploid névényke hajtascsicsanak izolalasaval és tovabbnevelésével
megoldottak (KiMBER és Rirey 1963, Nirscm 1969, SunpeErrLAnDp 1970,
Mavrica és SziLAcyr 1973). A pollenbdl vagy haploid névénybél létesitett
kallusz kultirak sejtjei gyakran heterogének a ploid szint tekintetében,
ezért alkalmasak arra is, hogy kiilonb6z& ploid fokd noévénykéket allit-
sunk el§ beldliik, de egyidttal az ilyen névénykékbsl éppen sejtjeik mo-
zaikossdga miatt, elkalluszositassal barmely ploid szintii sejttenyészeteket
is lehet létesiteni, ez pedig a nemesités igen nagy segitsége (Heszky 1973b,
1975). :
A sejttenyésztés legtijabb eredményeit a protoplasztokkal érte el. Ezek
a novény kiilonboz8 szerveibdl, kallusz szovetébdl vagy a pollenbél eldalli-
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27. dbra. A zab és kukorica (<) gyokér sejtjeibl fiizionéltatott protoplaszt. (Nagyitas: 380 X.
Powegr, Cummins és Cockine 1970 utan.)

tott sejtfal nélkiili csupasz sejtek (27. abra). A sejtfalakat a plazmolizalt
sejtekrél kiilonbozd faloldé enzimkeverékekkel (pl. cellulaz, pektinaz) tavo-
litjak el megfelels inkubalas utan (pl. 37° C-on 4—6 6raig) lassd centrifugalas
(100 g alatt) segitségével. Az izolalt csupasz sejtek, protoplasztok natriumsék
hatasara (pl. 0,25 M NalNO,) ésszeolvadnak, fuzionalnak, majd falat rege-
neralnak és osztédnak. A protoplasztok izolalasara, fiziéjara szimos technikai
eljarast dolgoztak ki, ezek koziil ma az 1n. polietilén-gliikol-os (PEG) méd-
szer latszik a legmegfelelGbbnek. ﬁgy tiinik, hogy a megfelel§ enzimeken
kiviil a sikeres fuziéban fontos szerepe van a tipkézeg ozmotikus nyoma-
sanak, a szénhidratok és natrium koncentraciéjanak, valamint a pH-nak és
a kalium mennyiségének. Ez az eljards alkalmasnak latszik homo-és hetero-
karionok létesitésére, amelybél intakt novények nevelhetdk fel. Segitségével
létrehoztak az elsG paraszexualis hibridet a Nicotiana glauca és N. langsdoffii
kézott és ez biztatd kezdet arra, hogy az intraspecifikus vegetativ hibriden
kiviil interspecifikus és intergenerikus szomatikus hibridek elgallitasa is lehe-
t6vé valik. (28. abra).

A protoplasztok el@allitasanak és felhasznalasanak lehet§ségei szinte
korlatlanok. Kimutattak, hogy felvetethet8k a protoplasztokkal kiilonbozd
mikro- és makromolekuldk. Ezek koziil az RNS és DINS, illetve a sejtmag
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28. dbra. A Nicotiana glauca és N. langsdorffii levélsejtjei protoplasztjainak szomatikus
hibridizalasiabél keletkezett paraszexudlis névény. (CARLSON, SMITH és DEARING 1972 utdn.)

felvétele latszik a legjelentGsebbnek. A magasabb szervezettségli névények
transzformaciés kisérleteihez a protoplasztok alkalmasabbak, mint a szévet-
tenyészetek, mivel homogénebb a kiindulédsi objektum és kénnyebben szin-
kronizalhaték, tovabba a ploidia fok is egyforma és a sejtfal hianya miatt
sokkal nagyobb a felvevé kapacitasuk is. A teljes genom vagy egy részének
bevitele a NS-k vagy a sejtmag altal (pl. Petunia hybrida sejtmag a P. hybrida,
Zea mays, Nicotiana glauca protoplasztjaiba) lehetdvé valik és sejt-modifikacié
is elGidézhetd (Basay 1974, Cockinc 1973). Szamos mutaciét is allitottak
mar el§ protoplasztokbél (CarLson 1973).

A protoplasztok igen alkalmasak a virus- és baktériumkutatasok sejt-
szintre torténd kiterjesztésére is. Megallapitottik, hogy mind a levél mezo-
fillum, mind a termés (paradicsom) izolalt protoplasztjai felveszik a TMV-t
(dohany mozaik virus) és igen jol megfigyelhet§ rajtuk az infekcié mechaniz-
musa, a citoplazmaban valé szaporodasuk. A nitrogén-fixalé Rhizobium japo-
nicum baktériumot a borsélevél protoplasztjaiba, alga kloroplasztokat pedig
kiilonb6z6 névények protoplasztjaiba sikeriilt bejuttatni. A protoplaszt-
kutatas az alabbi teriileteken igér eredményeket: 1. Inkompatibilis és rokon-
sagilag tavoli névények protoplasztja fizidja révén szomatikus paraszexualis
hibridek eldallitasa; 2. N-fixalé baktériumok és kék-z6ld algak nem hiivelyesek
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protoplasztjaiba valé bejuttatasa; 3. Rezisztencia indukécié bevitele a proto-
plasztba genom altal; 4. Mutansok indukalasa és detektalasa; 5. Elégteleniil
vagy gyengén fotoszintetizalé rendszerbe idegen kloroplaszt transzplantalasa;
6. Protoplaszt kultirakbél klénok eldallitasa vegetativ szaporitas céljabdl,
végiil; 7. teljes vagy részleges genom bevitele transzformacié, mutacié, modi-
fikacié kivaltasa céljabol kiillonbo6z6 fajok protoplasztjaiba (Power, Cum-
mins és CockinGg 1970, KELLER, HARVEY, GAMBORG, MILLER és EVELEIGH
1970, CaArLsoN, SmitH és DEARING 1972, Cocking 1973, CARLsON 1973, Bajag
1974, Cocking és Evans 1974, ErikssoN, BoNNETT, GLIMELIUS és WALLIN
1974, ZartuiN és BeEacmy 1974, Wipaorm 1974, Horn, GAMBORG, OHYMA
és PELCHER 1974).

Osszefoglalas

A névényi szovettenyésztés alig haromnegyed szdzados miltra tekinthet
vissza. Eredményei és perspektivai alapjan azonban ma mar olyan 4j tudo-
manyteriiletként ismerjiik, amely nélkiil egyes életfolyamatok, pl. a névényi
totipotencia nem lett volna bizonyithaté. Segitségével mind a diploid, mind
a haploid novényi sejtek organo- és embriogenezise megismerhet§vé és bizo-
nyithatéva valt. A szovettenyésztés elvei és modszerei egyrészt a valddi
szomatikus interspecifikus és intergenerikus hibridek elGallitasanak lehetd-
ségeit teremtették meg, masrészt pedig a felismert bioregulaciés torvény-
szeriiségek olyan gyakorlati vegetativ szaporitasi és mikroorganizmustél men-
tes elit szaporité eljarasok alapjaiul szolgaltak, amelyek a nagyiizemi szapo-
ritasokat is lehetévé teszik.

A novényi szovettenyésztés fejlédésében négy szakaszt lehet megkiilon-
boztetni: 1. A sikertelen prébalkozasok ideje (—1920); 2. Az els§ sikeres
szervtenyésztés (gyokér) ideje (1920—-1935); 3. A szerv- és szovettenyésztés
altalanos torvényszeriiségeinek felismerése (1935—1955); 4. A novényi sejtek
tenyészthetdségének és totipotencidjanak, organo- és embriogenezisének,
mutaciéjanak és transzformaciéjanak bebizonyitasa, a sejtek bioregulacié-
janak gyakorlati alkalmazasa (1955—).

A novényi sejttenyésztés az izolalt névényi részek steril tenyésztésének
legnehezebb teriilete. Lényegében a szovettenyésztés specialis részeként
foghato fel és két médszertani formaja alakult ki: a szuszpenzids tenyészetek
és maganyos sejtek tenyésztésének technikdja. A sejttenyészetek kiilonosen
alkalmasak a sejtek anyagcseréjének, novekedési és fejlédési mechanizmusuk
megallapitasara, de jol felhasznalhatok a sejtek transzformalasara és genetikai
informaciék Aatvitelére is.

(Az eldadas felolvasasaért dr. Heszky Laszl6 tud. munkatarsnak, a
technikai segitségért pedig Lévi Eva tud. segédmunkatirsnak fejezem ki
koszonetemet.) ;
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