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Sissejuhatus

Taimede morfogeneesi uurimine in vitro on tead­

lasi köitnud juba aastakümneid, laialdased võimalused 

selleks avas meristeemmeetodi kasutuselevõtmine ja taim­

sete kasvuregulaatorainete rak endamine. Kaevur egulaat or it e­

na võivad teatud kontsentratsioonis mõjuda ka mitmed 

herbitsiidid, levinum nendest on maleiinhappehüdrasiid.

1951 »aastal tuvastati № klastogeenne toime ja seetõt­

tu leiab ta mutageenina kasutamist sordiaretuses. Tähtis 

on ka küsimus MH klastogeensest toimest.

Organismi tasemel toimub mojuainetega regulatsi­

oon väga keeruliselt, tuleb arvestada rakkude, kudede ja 

ka organitevahelisi seoseid. Sobivaks mudelsüsteemiks, mil­

le najal saab uurida kasvuregulaatorainete ja mutageenide 

toimet, on taimsed koekultuurid.

Käesoleva töö ülesandeks oli tutvuda kirjanduse­

ga, mis käsitleb mõningaid regulaatoraineid(indool-3-äädik- 

hapet, kinetiini ja 6-bensüülaminopuriini) ja herbitsiid 

maleiinhappehüdrasiidi. Töö eksperimentaalses osas uuriti 

ülalmainitud ühendite mõju aednelgi ja koeratubaka me- 

risteemkultuuride kasvule ja arengule ning karüoloogi- 

lisele ja histoloogilisele ehitusele.
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Olen väga tänulik oma juhendajale, dotsent Henni 

Kallakule kasulike nõuannete ja märkuste eest kirjan­

duse ülevaate koostamisel ning töö tulemuste analüüsil 

Tänan ka nooremteadur Maere Reidlat ja insener Anu 

Kõiveeri praktiliste nõuannete eest katsete läbiviimisel



I KIRJANDUSE ÜLEVAADE

1, Regulaatorainete mõjust vitro.

Tai ив de morfogeneesi määravad mitmed tegurid. Täh­

tis osa kuulub regulaatorainetele.

Tänapäevaks on teada viis regulaatorainete rüh­

ma: auksiinid, tsütokiniinid, giberelliinid,abst5issiinid ja 

etüleen(kaks viimast on inhibiitorid). Käesolevas töös 

leiavad lähemat käsitlust auksiinidest indool-3-äädikhape 

(IAA) ja tsütokiniinidest 6-bensüülaminopuriin(BAP) ning 

6-furfüülmetüülaminopuriin(kinetiin),sest neid regulaatoraineid 

kasutati katsete läbiviimisel.

Mitmed autorid kinnitavad, et kasvust imulaat ori te 

kasutamisel väheneb stabiilse kariotüübiga rakkude arv 

‘Кунах,Алпатова,1978). HaplQBaRRuS gacilise kalluskultuuris 

kahanes kasvuregulaatoritega söötmel diploidsete rakkude 

arv 20%-ni ,70% osutus tetraploidseteks. Kasvuregulaatoreid 

pidasid njmetatud teadlased miksoploidsuse peamiseks põh­

justajaks. Mõju peab olema suunatud olulistele protsessidele 

mis muudavad raku põhiainevahetust ( '^зева, I98o).

1,1, lndool-3-äädikhappe mõjust

Esimeste eksogeensete kasvuregulaatorainetäna voeti ka-
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sutusele auksiinid • Juba 1926» aastal sooritas hollandlane 

Went vastavad katsed, mille tulemused jäid aga 1950. 

aastani unustusse(Overbeek,1966).IAA on peamine auksiin, 

mida leidub kasvavates kudedes väikestes kogustes na- 

tiivsel kujul.

Kõige enam on in vitro uuritud IAA mõju juurte 

moodustumisele. Katsed näitavad IAA soodsat* mõju võsu- 

regeneraatide juurdumisele(Skoog,Miller,1957;Gorst et ai., 

1981 ;Slaytor, 1981; долевой, 1981 ).Gorsti ja kaasautorite and- 

meil(198l) näiteks kasvasid auksiine mittesisaldaval 

söötmel üksikud pikkade juurtega Fusalvatus 

regeneraadid. Auksiini lisandiga söötmel asuvatel tai­

medel oli palju lühikesi juuri ning soodustus juure- 

karvade teke. IAA võib indutseerida juuri kogu võsu 

ulatuses(Полевой, 1981).

Võsude moodustumine inhibeerub auksiinide juu­

resolekul (Tanimoto , Harada,1984;S2Iraki,Maroti,1971).Pärssiva 

toime intensiivsus sõltub mojuaine kontsentratsioonist. 

Auksiinide transpordi häired võivad soodustada vosumist 

njng tekitada anomaalseid regeneraate.In vitro on sel­

list anomaaliat kirjeldanud aednelgil Dianthus 

lus., ^ersani(Gersani et ai., 1986) .Regeneraatidel puudusid 

juured,lehed olid kitsad ja klaasja välimusega,vaEred 

ebatavaliselt lühikesed.Autorid põhjendasid ülalmainitud 

anomaaliaid häiretega kasvuregulaatorite transpordis.Auk­

siinid liiguvad vorsetipust juurestiku suunas mööda 

floeemi rakke kiirusega 5-15mm/h ning ainult erandjuh­

tudel võib transport toimuda vastupidises suunas.
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Auksiinide transport ja taimekudede diferentseerumine 

on põhjuslikus seoses. IAA mõjutab juhtkoe moodustumist, 

seejuures esineb koostoime IAA ja sahharoosi vahel(H0JieB0®, 

Бутенко, 1974). Katsetes 1,5%-2,5%-se sahharoosi lahusega 

tekkis ksüleem, 3-4% lahus soodustas floeemi moodustumist, 

2,5-3,5% lahus auksiini lisandiga tekitas niifloeemi 

kui ksüleemi ning keskele kujunes kambium.

Gersani on juhtinud tähelepanu mitmetele anomaa­

liatele ka regeneraatide histoloogilises ehituses:juht­

koe elemente esines väga vähe,epidermise-ja mesofüllirakud 

olid silmatorkavalt suurenenud, ohulohed puudulikult välja 

arenenud. Gersani mainib tõsiasja,et IAA polaarne trans­

port mitte ainult ei suuna juhtkoe kujunemist,vaid ka 

sõltub sellest,sest rakukesta läbilaskevõime määrab ära 

auksiinide liikumise rakust rakku. Anomaalse lehe struk­

tuur on seega nii põhjus kui ka tagajärg polaarsuse 

häiretele.

Auksiinid mõjutavad rakkude jagunemist ,venimist 

ja diferentseerumist(Overbeek,1966;Wozni et ai.,1972;Nash, 

Borman,1973; Gersani et ai.,Полевой,1981).

Auksiinide mõju rakkude venimisele põhjendatakse 
(-huo~oQ, 986)

nende otsese või kaudse toimega. /Otsese teooria ko­

haselt indutseerib auksiin prootonitc sekretsi- 



ooni,mis mõjutab spet siif ilist e, kasvuks vajalikke 

polüpeptiide kodeerivate, mRNA-de sünteesi. Kaudsel 
regilatsioonil mõjustavad need polupeptiidid gee­

ni d e avaldumist.
Auksiinide mõjul suureneb ka plasmalemmi 

läbitavus.Sellele järgneb tsütoplasmas olevate val­

kude aktiveerumine ja mRNA süntees .Kõik ülalmainitu 

viib DNA replikatsiooni indutseerimisele.Auksiinid 

tõstavad seega mitootilist aktiivsust.Katsed on 

näidanud, et auksiinita söötmel toimub regeneraatide 

kasv rakkude suurenemise,mitte aga jagunemise teel 

^Гамбург,Леонова, Рекославская ,1974 ). Kasvab ka 
RNA ja valga hulk rakkudes (Гамбург, Ошарова, Конд_ 

рашова , 1974 ) . Auksiini manulusel vallandub 

aktiivne DNA süntees.Katsed näitasid

et LAA põhjustab valikulist DNA replikatsiooni, 

mille tagajärjel suureneb A-T rikas DNA fraktsi- 

oon(Nagi,1976)• 

ühe ja sama liigi piires on täheldatud eri­

nevat vastusreaktsiooni kasvuregulaatori toimele. 

Porgandi y&ucjis garete. vosuregeneraatide kasvatamisel 

lAA-d sisaldaval söötmel saadi n äiteks erineva 

rohelise Värvusega võsuregeneraadid(Caplin,1965)*

Kõrgematel kontsentratsioonidel võivad auksii­

nid toimida inhibiitoritena ja isegi toksiinidena 

(Булатов ,1987 ) . Wozny ja kaasautorite and-

metel(1972)inhibeerub kõrgetel IAA kontsentratsiooni- 



del tülakoidide areng ning protoplastid arenevad 

amüloplastideks. Samal ajal pärssub organogenees 

ning tekkib kallus.

Katsetes sibula Allium juurregeneraatide-

ga on täheldatud, et IAA kaitseb röntgenikiirte 

mõju eest,sest ta aktiveerib reparatsioonisüsteemi 

(Mandal,Basu,1976).

1.2. Kinetiini ja BAP-i mõju

Üks esimesi puhtal kujul saadud tsütokiniine oli 

kinetiin,mille F.Skoog eraldas 1955»aastal (Поле­
вой, 1981). Tänapäevaks on sünteesitud mitmeid tsü­

tokiniine,mis aktiivsuselt ületavad kinetiini. Niisu­

gune ühend on ka BAP(6-bensüülaminopuriin).Põhiliselt 

on tsütokiniinid adeniini derivaadid,millel kuuendas 

positsioonis asetseb erinev külgahelKülgahela pik­

kus ja küllastamatus määrab ära tsüt okini ini ak­

tiivsuse.

Tsütokiniinid indutseerivad rakujagunemist 

(Skoog,Miller, 1957) (Overbeek, 1966; Szweykowska, 1976- 

Полевой,1981), Кунах,Зосимович,1977).
On leitud,et in vitro intensiivistab kinetiin kõi­

kide RNA-de ja valgu sünteesi ning takistab sün­

teesitud valgu lagunemist(Кулаева,1885).
Tsütokiniinid moodustavad tsütoplasmaatili- 

se retseptoriga hormoon-retseptor kompleksi,mis kan­
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dub tuuma ja indutseerib RUA polimeraaside tööd. 

Sünteesitakse kindlad RNA-d ja neile vastavad 

valgud,mis toimivad raku metabolismile. Igale tsü- 

tokiniinile vast ab mit u erisugust retseptorit,see 

on kooskolas erinevate metaboolsete reaktsioonidega. 

Erinevate retseptorite olemasolu seletab ära regu- 

laat oraine t e polüfunkt sionaal suse .

Tsütokiniinid mõjuvad ka rakkude diferentsee­

rumisele (Overbeek, 1966; Szweykowska, 197б;Полевой, 1981;.

Nad indutseerivad plastiidides tülakoidide ja 

graanide t eket.Szweykowska andmetel( 1976) tekivad ki- 

netiini toimel protoplastidest ja BAP toimel amülopla 

tidest kloroplastid.

Tsütokiniinid modifitseerivad teiste hormoo­

nide mo ju(Overbeek, 1966; Szweykowska, 1976 Долевой, 1981* 

Кулаева,1985 ).Kinetiin moodustab teiste ainete suh­

tes külgetombe-e.atraktsioonitsentreid.Sellisel teel 

koguneb rakku mitmesuguseid aineid(ka aminohappeid 

ja auksiine).Arvatakse,et tsütokiniinid võivad muu­

ta rakumembraani läbitavast (Szweykowska, 1985)*

Eksogeensete tsütokiniinide vajadus erineb 

taimeliigiti,kusjuures esineb ka hormoon-soltumatust. 

Katsetes kinetiiniga on näidatud, et kaheidulehelised 

sõltuvad tsütokiniinidest rohkem kui üheidulehelised 

(Полевой,1981).

Mõjutamise efektiivsus sõltub mitte ainult 

sobivast kontsentratsioonist,vaid ka mõjutamise kest­

vusest (Полевой ,1981). Kinetiini kõrged kontsentratsi-
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oonid võivad osutuda mutagecnideks( Кунах,Зосимович, 

1977 ). Katsetes HalQappU& grasilise. kallusega 

suurendas kinetiin(3m®/l) aberratiivsete kromosoomi­

dega anafääside hulka 8,2%-lt 35,8%-le. Tekkis pal­

ju kromosoomifragmentidega rakke.Kinetiin indutseeris 

jagunema polüploidseid rakke,mis tavaliselt ei pool- 

du ja kus võis olla kahjustatud kromosoome.

Phaseqlu vulgaris vosuregeneraatidel tekkisid 

kõrge kinetiini kontsentratsiooni mõjul paksenenud 

lehed(Bosselaers,1983)«Anomaaliaid esines ka lehe 

histoloogilises ehituses :intratsellulaame ruum vähe- 

nes,ohulohed ei sulgunud nii t idalt kui kinetiinita

söötme regeneraatidel.Kõik ülalmainitud anomaaliad 

ei takistanud CO, diffusiooni,kuid ohulohede puudu­

lik suletus põhjustas liigset veekaotust.

Tsütokiniinide ja auksiinide omavaheline 

suhe määrab kindlaks morfogeneesi suuna«Коekultuuri 

tingimustes soodustavad eksogeensed tsütokiniinid 

võsude regenereerumist ning inhibeerivad juurdumist 

(Skoog,Miller,1957;Overbeek,1966;Szweykowska,1976;Tani­

moto,Harada, 1984 Шолевой, 1981).Tsütokiniinid soodustavad 

nii tipu kui ka külgpungade kasvu«Tugeva tsütoki- 

niinse mõju korral puudub apikaalne domineerimine. 

Regulaatorainete jaotuse täpset mehhanismi võsus ei 

teata«Oletatakse,et võsuosade vahel esineb konkurents 
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sünteesitud tsütokiniinile,Apikaalset domineerimist 

mõjutab auksiini ja tsütokiniini suhe,Püsival ki- 

netiini kontsentratsioonil kasvas IAA kontsentratsioon: 

suurenedes kalluse moodustumine tubaka Nic^t^^r^,.

vosuregeneraatidel(Skoog,Miller,1957),

1•3«Malciinhappehüdrasiidi mõjust

Maleiinhappehüdrasiidi(MH) kasutatakse herbit siidina 
1950,aastast (Swilinska,žuk, 1978) ,MH on tuntud efek­

tiivse ainena umbrohutõrjeks,kartuli säilitamjseks 

ja õitsemise pärssimiseks ning puude külmakindluse 
suurendamiseks(Гидразид...,1973).

Ш on selektiivse toimega kemikaal, Swietlins- 

ka ja Žuki na andmetel kuulub MH herbitsiidide 

hulka, mis peaaegu ei kahjusta loomorganisme,kuid 

avaldavad taimedele toksilist ja mutageenset toimet, 

Kihlman (1966) jagas mutageenid kahte tüüpi, 

sõltuvalt rakutsükli perioodist,mille vältel nad mõ­

juvad:

1 )mutageenid,mis avldavad mõju nii Q1 ,Skui G2 

perioodil(not-delayed type)

2)mutageenjd,mis mõjuvad G1 ja S perioodil(delay- 

ed type)

MH kuulub teise tüüpi, 

MH tuntakse efektiivse kromosoome lohkuva ainena

juba 1951•aastast(Swietlinska,Zuk,1978)•Ta põhjustab 
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katkemisi kromosoomi kindlates piirkondades ,n.n. "kuuma­

des punktides", mis vastavad kromosoomistiku hetero- 

kromatiinsele osale(Mc Leish,1953; Andersson, Kihlman,1987!, 

Шевченко,1965). Lobov tõestas katseliselt, et muutunud 

anafaaside arv seostud heterokromatiini hulgaga( Л GŽ)В 

И др.,1969)* Katsed näitasid, et Visia fabal tekitab MH 

katkemist metatsentrilise kromosoomi kindlas osas, IV 

segmendis(Schubert et ai.,1981). Vastava segmendi vimmisel 

kromosoomistiku erinevatesse osadesse säilis tema tund­

likkus mutageeni suhtes. Ülalmainitud segment koosneb 

kahest heterokromatiinsest piirkonnast. Schubert! katse 

kummutas väite, nagu sõltuks MH mõju NOR-i asukohast. 

Põhiliselt kuuluvad Ш poolt indutseeritud aberratsioonid 

isokromat iidsete katkemiste, duplikaatsete ja interkalaar- 

sete deletsioonide ning retsiprooksete kromatiidide 

translokatsioonide hulka(Heindorff etal,1984).

Kromatiidsete aberratsioonide teke kromosoo­

mide reduplikatsioonil näitab vastavate muutuste toimu­

mist varases interfaasis(Evans,Scott,1964)• Katsed radio­

aktiivselt märgistatud timidiiniga näitasid, et kui rakke 

mõjutada Gp perioodil, ilmnesid aberratsioonid teises 

mõjutusjärgses mitoosis. Seevastu G, ja 8 peioodil mõju­

tatud rakkudes esinesid juba esimese mitoosis kromatiid- 

aberratsioonid. Järelikult toimusid Ж poolt indut­

seeritud kromosoomide struktuuri muutused S ja
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G. perioodis.Autorid, pidasid selle põhjuseks vigu 

kromosoomide duplikatsioonil,DNA sünteesi ajal.Šev- 

tsenko arvates mõjutab MH G, staadiumis DNA sün­

teesi eellasi voi kromosoome,sest realiseerub mu- 

tageeni toime varases interfaasis(ffleB46HK0 ,1965). 

Duplikatsiooni käigus tekivad vastavalt kromatiidsed 

aberratsioonid.

Katkenud kromatiidid võivad taasühineda (Mc Leish, 

1953).Taasühinemine sõltub katkenud pindade suhteli­

sest asukohast ja nende liikuvusest.Ühinemise või­

malikkus seostub kromosoomi immob il ise eritus ega :ana- 

faasis ilmnevad katked liituvad uuesti telof aasis. 

Mc Leish esitab ka teise,eelmisele vastandliku hü­

poteesi,mille kohaselt kromosoomi vähene liikuvus 

välistab ühinemise.

Mitmete teadlaste andmetel indutseerib MH aber- 

ratsioone viivitusega(Evans,Scott,1964;Swietlinska,Žuk, 

1978).Katsetes Crepis idujuurtega kas­

vas aberratsioonide arv 12 tunni möödudes peale mõ­

jutamist ning saavutas maksimumi 24-36 tunni järel 

(Шевченко , 1965 ). Mutageeni kontsentratsiooni 

suurenemisel saabus maksimum veelgi hiljem. 

MH alandab ka mitootilist aktiivsust.Mitoo- 

si inhibit siooni ja aberrat sioonde vahel puudub 

otsene side(Mc Leish,1953).Korrelatsiooni puudumisel 

võib oletada,et need realiseeruvad erinevate reakt­

sioonide tulemusena.Lobovi arvates ühineb MH taime- 

rakus desoksüriboosiga, mille tagajärjel tekkib ano-
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maalsete nukleosiidide ja nukleotiidide segu;

Anomaalsete nukleotiidide lülitumisel DNA-ssete te­

kivadki aberratsioonid.MItootilise aktiivsuse langust 

tolgendas Lobov kui MH ühinemist kromatiinsete val­

kudega,mis reguleerivad MRNA biosünteesi.

MH toimemehhanismi selgitamisel lähtuvad mit­

med teadlased asjaolust,et MH on uratsiili analoog 

ja võib teda asendada nukleotüdides(Mc Leish,1953; 

Evans,Scott, 1964;Szvjietlinska,Žuk, 1978;Лобов v др. ,1969). 

Asendatud lammastihalusega nukleotiid blokeerib DNA 

polümeraasi ning DNA replikatsioonikiirus langeb. 

Evans ja 8cott(1964) tõestasid , et MH-ga mõjuta­

misel pikeneb DNA sünteesi periood ning langeb 

mitootiline aktiivsus.Spektrofotomeetriat kasutades 

ei avastanud Lobov MH ühinemist RNA või DNA-ga 

(Лобов и др. , 1969). Vastavalt ülalmainitule ar­

vavad mõned teadlased,et MH ühineb tuuma valku­

dega (Evans , Scott ,1969 Шевченко,1965).

Gichneri järgi oleneb mutageensus MH spet­
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siifilisest metabolismist taimerakkudes(Gichner et al«, 

1981).Heindorff kaastöölistega ei nõustu antud sei­

sukohaga, sest seni teadaolevatel andmetel on meta- 

bolismi vaheproduktidest mutageenne ainult hüdrasiin 

ning sellegi aktiivsus on märgatavalt nõrgem kui 

MH-l ning seega oleks vaja pikaajalist või kõrge- 

kontsentratsioonilist mõjutust(Heindorff et al«,1984)* 

Gichneri seisukohale räägib vastu ka fakt , et hüd­

rasiin ja MH mõjutavad erinevaid kromosoomiosi.Heindor- 

fi arvates võib MH-l olla kaudne mõju raku meta- 

bolismi vahendusei«Mõningad ained(katalaas) võivad suu­

rendada MH poolt tekitatud aberratsioonide sagedust.

MH kui mutageeni toime efektiivsus oleneb 

mitmetest teguritest:temperatuurist,ph-st ja hapniku 

kontsentratsioonist (Шевченко , 1965 ) . Vicis skal 

tekitas MH ph 7,3 puhul neli korda vähem katkemisi 
kui ph 4,7 juures(KihIman ,1966).Otsene seos MH kont­

sentratsiooni ja mutageensuse vahel puudub :korged 

kontsentratsioonid võivad põhjustada madalamat mutat- 

sioonisagedust kui madalad kontsentratsioonid(Mc Leish, 

1953)«Koeratubaka Crepis cpillgi kalluskultuuras 

osutus mutageenne toime maksimaalseks MH kontsent­
ratsioonil 4,5 *10”^M(Kallak,Vapper,1985)«Kontsentrat­

siooni edasisel tõstmisel 1,4«10”^M aberratsioonide 

hulk enam ei kasvanud. Kofeiini ja teiste metileeri- 

tüd oksüpuriinide juuresolekul aberratsioonisagedus 
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touseb(Swietlinska,Žuk,1978).Kofeiini võimendav toi­

me seostub DNA reparatsiooni inhibeerivate oma­

dust ega. Katset es Vicia fabaga leiti, et ka DNA sün­

teesi inhibiitorid suurendavad kromatiidaberratsioonide 
sagedust(Andersson,Kihlman 19872).Pärssivat toimet 

avaldavad MH-le hingamise inhibiitorid(tsüaniid,sü­

sinikoksiid) •. ■ 

Taimede tundlikkus MH suhtes varieerub lii- 

giti.Arabidamsisel inhibeerivad MH kõrged doosid 

juurte kasvu,kuid ei tõsta mutatsioonisagedust ega 

suurenda steriilsust (Gichner et ai., 1982) .Tradessantial 

tõstavad samad doosid oluliselt mutatsioonisagedust. 

Noored taimed on tundlikumad kui vanad(Swietlinska, 

Žuk,1978).Swietlinska ja Žuki arvates määrab tund­

likkuse taimede võime lagundada Ш-d.

Kõik ülalmainitu kinnitab, et Ш kasutami­

seks mutageenina jaherbitsiidina on avarad võima­

lused.



1 т EKSPERIMENTAALNE OSA

1,Materjal ja metoodika

Katsetes kasutati lähtematerjalina ühe nädala 

vanuseid koeratubaka (Crepis capillsris)idandeid ja 

aednelgi (Diantus noori

võsusid. 

Koeratubaka idandite saamiseks kasutati kahte moo­

dust. Esimese meetodi kohaselt idandati steriilimata 

seemneid Petri tassil niiskel filterpaberil kahe idu- 

lehe staadiumini. Idandeid steriiliti samaselt nel­

gile. Kuna esimene meetod osutus väheefektiivseks,siis 

teisel menetlusel steriiliti seemneid 8-10%-lises klo­

ramiini lahuses (15 min), hoiti 70%-lises etanoolis( 1min) 

ning loputati seejärel kolm korda destilleeritud 

autoklaavitud veega ja tetratsükliini 0,001%-lise la­

husega. Selliselt ettevalmistatud seemned külvati koe- 

kultuuride boksis, steriilsetes tingimustes, tardsöötmele 

ning kasvatabi kahe idulehe staadiumini. Idulehtede va­

hel paiknev tipupung eksplanteeriti( Joon. 1) .Eksplantaa- 

did olid läbimõõduga 0,2-0,4 mm.

Aednelgi kultuuris paljundatud steriilsetelt re- 

regeneraatidelt ja Järva-Jaani koekultuurie labora­

tooriumis kasvatatud vegetatiivvorsetelt eraldati kaen­
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la ja tipupungad. Eksplantaadid olid läbimõõduga 0,5­

0,6 mm*, nõrgalt diferentseerunud lehealgmetega. Koos kas- 

vukuhikuga eraldati ka üks või kaks lehealget( joon.2).

Joonis 1 .Koeratubaka eksplantaatide päritolu.

Sõlmekoht

eksplanteeritav 
tipupung

eksplanteeritav 
kaehlapung

Joonis 2. Nelgi eksplantaatide päritolu.
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Materjali ettevalmistus:

1)nelgi wegetatiivvorsete tükeldamine 1,5-2,5 cm pik­

kusteks lõikudeks või juurte eemaldamine koeratubaka 

tousmetelt

2)pesemine seebivees (ligikaudu 3 minutit) 

3)loputamine jooksva kraanivee all 

4)hoidmine 10%-lises kloramiini lahuses (ligikaudu 5 

minutit)

5)loputamine 70%-lises etanoolis (ligikaudu 1 minut) 

6)loputamine destilleeritud autoklaavitud veega(vähe- 

malt 3 korda)

7)vorsetükkide kuivatamine autoklaavitud filterpaberi­

te vahel.

Neli viimast etappi, samuti eksplantaatide eraldami­

ne ja kasvamapanek viidi läbi keekultuuride boksis, 

steriilsetes tingimustes.Kuituuris paljundatud nelgire- 

generaatidel jasteriilsetes tingimustes kasvatatud kee- 

ratubaka idanditel jäeti ülalmainitud ettevalmistuses 

ära 2-7 etapp.

Eksplantaatide eraldamiseks kasutati binokulaari. 

Pungadest eraldatud meristeemkoetükid pandi kasvama 

Müra shige-S koogi tardsöötmele. Mineraal element idele oli 

lisatud vitamiine(B^ (1^/1) ,B^( 1m^/l) ,PP( 1m^/l) ,kaseiin- 

hüdrolüsaati(500mg/l),mesoinosiiti(100m^/l),sahharoosi 

(2%) ja agarit(0,7%).Auksiinideiaa lisati söötmele in- 

dool-3-äädikhapet (IAA) ,naftüül-1 -äädikhapet (NAA),maleiinhap- 

pehüdrasiidi(MH) , tsütokiniinidena kinetiini( 6-furfüülme-
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tüülaminopuriini, kin) ja 6-bensüülamknopuriini(BAP).Katse- 

variandid on esitatud tabelis 1 •

Tabel 1. Katsevariandid

Söötmevarian- 
di nr.

Auksiin 
(UM)

Tsütokiniin
(FM)

Korduste 
arv 
nelgil

Korduste 
arv koera- 
tubakal

1. — — 2 2

2. — BAP 4,45 2 1

3. IAA 6 BAP 4,45 
kin 4,65 2 —

4. HAA 0,5 BAP 2,54 2 —■

5. MA 5 BAP 4,45 
kin 4,65 •* 2

6. MH 4,45 * 2 7

7. MH 4,45 kin 4,65 2 —

8. MH 8,9 — 2 7

9. MH 8,9 kin 4,65 2 —

10. MH 13,35 — 2 3

11. MH 13,35 kin 4,65 2 1

12. MH 17,8 — 2 3

13. MH 17,8 kin 4,65 2 —

14. MH 22,25 — 2 —

15. MH 22,25 kin 4,65 2 —
. - -______ ______

Kõikides variantides valmistati söödet 20 katse­

klaasi jaoks,arvestades, et igas katseklaasis kasvab 

üks eksplantaat 10 ml. süömel. Söödet steriiliti auto-

klaavis rohul 1 atm. poole tunni vältel. Kultuure kas- 
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vatati valguskapis temperatuuril 20-25C, valgustugevusel 

3-4 klx., valgustuse kestusega 16 ööpäevas, niiskuse % 

oli 55-75%.

Meristeemkultuuridel viidi läbi visuaalseid vaat- 

lisi, määrates kallusetekke, võsude ilmumise ja kasvu, 

juurdumise ning regeneraatide anomaalsuse. Selliseid 

vaatlusi tehti regulaarselt, kuuajalise intervalliga 

2-3 kuu jooksul.

Koeratubaka organogeneesi histoloogiliseks ise­

loomustamiseks valmistati püsipreparaadid. Materjal fik­

seeriti Navasini fiksaatoriga( 10 osa 1%-list kromm- 

trioksiidi, 4 osa formaliini, 1 osa jää-äädikhapet), 

pesti kraaniveega, veetustati tõusva kontsentratsiooni­

ga etanoolilahuste reas ning sisestati läbi metüül- 

bensoaadi parafiini. 10-15 m paksused loigud valmista­

ti rotaatormikrotoomil.Preparaadid värviti Heidenheini 

r audh ema t о к s ül i ini ga.

Regeneraatide karüoloogiliseks iseloomustamiseks 

fikseeriti «0,1 mm paksused loigud juurctippudest ja 

kallusest etanooli ja jää-äädikhappe lahuses. Surupre- 

paraate värviti atseetortseiiniga. Preparaate vaadeldi 

ja fotografeeriti mikroskoobiga "Docuval".

Söötmevariantide erinevust hinnati Studenti t- 

testiga , võttes aluseks regeneraatide keskmised kõr­

gused.



2.Töö tulemused

2.1. Regulaatorainete mõju nelgi meri st e erakult uut idele

Aednelgi sordi "Schocking" merist eemkul tuure kasva­

tati erinevate regulaatorainete sisaldusega söötmetel.

Regulaatorainete mõju iseloomustamiseks viidi läbi 

regeneraatide visuaalseid vaatlust, mis toimusid kuuaja­

lise intervalliga 2-3 kuu jooksul. Toimeainete mõju hin­

damisel voeti aluseks võsusid, juuri ja kallust moodus­

tanud kultuuride hulk ning visuaalselt jälgitavad häl­

bed normaalsest morfogeneesist. Vaatluste tulemused on 

esitatud joonistel 3-5 ja tabelina lisas(lisa 1), 

Katsete tulemused näitasid,et nelgi meristeemkultuu­

ride kasv ja areng sõltuvad regulaatorainete sissaldu- 

sest söötmes. Katsetes kasutati 14-t, regulaatorainete si­

salduselt erinevat söötmevarianti. Kõigis variantides soo­

ritati katsed kahes korduses(tabel 1), 

Visuaalsed vaatlused näitasid, et esimesed rohelised 

lehekesed ilmusid eksplamtaatidel nende teisel arengu- 

nädalal. Esimesel neljal arengunädalal kasvasid eksplan- 

taadid kiiresti, edasi kasv aeglustus. Teise kuu lõpuks 

ilmnesid regeneraatide kõrguses selged erinevused, sõl­

tuvalt söötmevariandist(joon. 3>4 ,lisa 1).
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Joonis 3. Aednelgi regeneraadid 60. päeval pärast 

meristeemi eks plan te erimi st erinevatel 

söötmetel: 

a) ilma regulaatoraineteta sööde 

b) BAP(4,43 M) 

с) №(8,9 M) 

d) Ш(13,35 M) 

e) №(13,35 M),kin(4,65 M).
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Nelgimeristeemide kasv oli kõige intensiivsem ka­

heksandas ja üheksandas variandis, kus söötmele oli li­

satud vastavalt 8,9^М MH või 8,9^^ № ja 4,65 M ki- 

netiini (joon 3 c,d).Katse näitab, et teatud kontsentrat­

sioonis võib herbitsiidina tuntud Ш ilmutada auksii n- 

seid omadusi. Suhteliselt sobivad olid kasvu intensiiv­

suse seisukohalt ka söötmed, mis sissaldasid ainult MH 

kontsentratsioonis 13,35^või koos kinetiiniga(4, 65. M) • 

MH kontsentratsiooni edasisel tostmisel(koos kinetiiniga 

või ilma) kasvu intensiivsus mõnevõrra langeb. BAP-i si­

saldavatest söötmetest soodustas vosuregeneraatide kasvu 

kõige enam NAA(0,5JM) ja BAP-i(2,65 M) sisaldav sööde. 

Teisel söötmevariandil(6 cPM IAA, 4,45J*MBAP, 4)65C/,M kinetii- 

ni) kasvasid vosualgmed kahe nädalaga 3-5mm kõrguseks, 

edasi kasv lakkas.

Söötmevariantide erinevust vosuregeneraatide kasvu 

intensiivsuse seisukohalt hinnati Studenti t-testiga. Stu- 

denti koefitsiendi väärtused näitasid erinevate MH kont­

sentratsioonide erinevat mõju kasvu intensiivsusele. Kõr­

gematel kontsentratsioonidel(üle 17,8 M) väheneb kasvuin- 

tensiivsus ja kaob erinevus MH ja regulaatoraineteta 

söötme vahel. Samadel MH kontsentratsioonidel ei muuda 

kinetiini lisamine Studenti ta väärtust kriitilisest suu­

remaks ja seega ei saa rääkida vastavate söötmete eri­

nevast toimest kasvu intensiivsusele. Studenti ta väär­

tused ei kajastanud erinevust söötmete vahel, mis sisal­

dasid MH üle 8,9^M ja NAA-d 0,5^ ning BAP-i 2,65c/*M.
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Koigil kasutatud, s öö tme variantidel hakkasid meris- 

teemkultuuridest arenema võsud, ehkki erineva sagedusega 

(joon 5, lisa 1). Kõige efektiivsemalt(100%) toimus võsude 

regenereerumine söötmetel, mis sisaldasid BAP-i(variandi 

2-4) või madalamates kontsentratsioonides (8,9-13,4<//M) MH 

(variandid 9-11)• Suhteliselt vähem(70%) võsusid regeneree- 

rus eksplantaatidest, mis olid kasvanud MH kõrgema kont- 

sentratsiooniga(17,8-22,3^ M) söötmetel. Kinetiini lisamine 

ei mõjutanud märgatavalt MH toimet võsude kasvule, väl­

ja arvatud soötmevariant nr.8(nr.-ga 9 võrreldes).

Meristeemkultuuride arengu erinevused ilmnesid veel­

gi selgemalt, kui jälgiti ka võsude juurdumist,kalluse 

teket ja võsude morfoloogiat(joon. 5)..

Nelgi meristeemeksplantaatidest regenereerunud võ­

sude morfoloogias võis täheldada mitmesuguseid anomaa- 

liaid(joon. 3e). Anomaalseid taimi iseloomustas tipmise 

domineerimise puudumine, lühenenud sõlmevahed ning liha- 

kad klaasja välimusega lehed. Ülalmainitud regeneraatidel 

esines ühtlasi rohkesti kallust. Meristeemkultuurisel esi­

nes ka geotropismi häireid- võsu voi selle haru kasvas 

söötmesse ja juured ülespoole.

Erinevatel söötmetel moodustus anomaalseid regene- 

raate erineval hulgal. Regulaatoraineteta ning IAA-d(6^M), 

BAP-i(4,45H M) ja kinetiini(4,65^M) sisaldaval söötmel 

arenesid valdavalt normaalsed regeneraadid. Hulgaliselt 

(üle 5O%7 anomaalseid võsusid arenes söötmetel, mis si- 
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saldasid 13,4-22,З^М Ш-d vol 13,4-22,З^М Ш-d ja 4,65 

kinetiini.Kinetiini lisamisel Ш-ga söötmele kasvas 

anomaalsete regeneraatide hulk.

Juurdunud võsude hulk oli suurim(üle 85%) söötme- 

tel, mis sisaldasid 4,45^ M Ш-d või 8,9 M Ш-d,üle 50% 

juurdunud võsusid regenereerus 8,9^МШ ja 4,65. Mkihe- 

tiini lisandiga söötmel. Üksikud juured tekkisid regulaa- 
MH 

toraineteta söötmel kasvanud ja 13,35 MMisaldusega sööt­

mel regenereerunud võsudel.

Mitmete söötmevariandi regeneraatidel tekkis hele­

roheline kallus, mis vananedes muutus tumeroheliseks või 

pruunikaks. Võsude regeneratsiooni kallusest ei trähelda- 

tud, kallus moodustus juba regenereerunud võsude alusel. 

Kõige rohkem(l00%) kallusega võsusid regenereerus 13-s 

söötmevariandis, mis sisaldas 17,9^M MPd. Paijud(üle?O%) 

võsud moodustasid kalluse ka söotmetel, mis sisaldas 

NAAja BAP-i(variant nr.4) või Ш koos kinetiiniga(vari­

andid nr. 7,9 ,11,15)* Katsete tulemusäd näitasid, et ki- 

netiini lisamisel Ш-ga söötmele suurenes kallusega re­

generaatide hülk, sõltumata Ш kontsentratsioonist.
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2. P.Regulaatorainete mõju koeratubaka meris­

te erakult uur ide le

Koeratubaka meristeemkultuure kasvatati kaheksal 

regulaatorainete sisalduselt erineval söötmevariandil(ta- 

bell).

Katseid sooritati kuni seitsmes korduses. Sarnaselt 

nelgi meristeemkultuuridele viidi läbi visuaalseid vaat­

lusi, määrates võsude ilmumise jakasvu, juurdumise ning 

kalluse tekke ja anomaalsete regeneraatide hulga. Vaat­

luste tulemused on esitatud joonistel 6-9 ja tabelina 

lisas.

Katsed näitasid, et meristeemeksplantaatide kasvus 

ja arengus kuulub määrav osa regulaatorainetele. Koigil 

söötmevariantidel moodustusid kahe kuu jooksul võsud 

vähemalt pooltel eksplantaatidest, Kõrgeim regeneratsiooni- 

rpotsent(90-100%) saavutati kahel söötmevariandil, mis si­

saldasid vastavalt NAA-d(0,5<//M) ,BAP-i(4,4^ M) ja kinetiini 

(4,65^M) või M-d(13,35^M) ja kinetiini (4,65 M). Katsed 

№ sisalduselt erinevate söötmetega näitasid, et MH kont­

sentratsiooni tõusmisel regeneratsioon mõnevõrra väheneb.

Kasvu intensiivsuse seisukohalt osutusid söötmed, 

mis sisaldasid MH-d madalamates kontsentratsioonides(4,45 

HM või 8,9(/*М) (joon. 6d; joon.7a). MH kontsentratsiooni eda­

sisel tõstmisel vähenes regeneraatide keskmine kõrgus. 

Pärssivalt mõjus eksplantaatide kasvule sööde, mis sisal-
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a b c d

Joonis 6. Koeratubaka regeneraadid 60. päeval pärast 

meristeemi eksplanteerimõst erinevatel söötmetel: 

a) ilma regulaatoraineteta 

b) HA.A(5 M), BAP(4,45 M), kin(4,65 M) 

c) BAP(4,45 M)

Joonis 7. Koeratubaka regeneraadid 60. päeval pärast

meristeemi eksplanteerimist erinevatel söötmetel

а) Ш(8,9 M)

b) MH(13,35 M)
с) МН(13,35 М), kin(4,65 М)

d) МН(17,8 М).
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das ainult BAP-i(4,45(/yM) : teise kuu lõpuks mõõdeti sel­

les variandis regeneraatide keskmiseks kõrguseks vaud 

4,6mm •

Kolmel söötmevariandil arenesid võsudel juured. 

Kõige enam(31,5%) juurdus võsusid ilma regulaatorainete- 

ta söötmel, mõnevõrra vähem (vast avalt 27,2% ja17,3%) tekkis 

juuri ka regeneraatidel МН 1 i sandiga (4,45C/#M ja8,9/M) 

söötmevariantidel.

MH kontsentratsiooni tõustes vähenes juurdumine 

ja kasvas anomaalsete regeneraatide hulk. Anomaalseid re- 

generaate iseloomustas normaalsest tihedam vosukodarik 

ning väiksemad klaasjad lehed; esines geotrop_ismi häi­

reid. Eriti palju(1OO%) kõrvalekalletega võsusid tekkis 

söötmel, kus 13,3 M-le Ж-le oli lisatud 4,65 Mkinetiini 

(joon.7c). Regulaatoraineteta ja 4,45j^M Ш sisaldusega 

söötmel regenereerusid ainult normaalsed vosud(joon.6a,d).

Koigil söötmetel, millele oli lisatud regukaatr- 

aineid, arenes regeneraatidel kallus. Suurim(üle 90%f kal­

lusega taimede hulk regenereerus söötmel, mis sisaldas 

5^M NAA-d, 4,45 MM BAP-i ja 4,65^ M kinetiini. Hulgaliselt 

(88,9%) esines kallust ka BAP-i(4,45^ M) lisandiga sööt­

mel. Ж kontsentratsiooni tõustes regenereerus rohkem kal­

lusega võsusid. Sarnast tendentsi võis täheldada ka ju- 

hui,kui Ж-le lisati kinetiini.

Katsed koeratubaka meristeemkultuuridega näitavad 

eksplantaatide morfogeneesi sõltuvust rgulaatorainete kont­

sentratsioonist . Madalatel kontsentratsioonidel (4,45JL1M ja
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8,9^M) võib herbit siidina tuntud MH toimida auksiinina:
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2.3- Regeneraatide karioloogiline ja histoloogiline

analüüs

Nelgi anomaalsete regeneraatide histoloogiliseks 

uurimiseks valmistati 8,9^М MH ja 4,63t//M kntiini 

lisandiga söötmel kasvanud kahe kuu vanustest regeneraa- 

tidest pisipreparaadid. Püsipraparaatideks fikseeriti var- 

reloike nii normaalsetelt kui ka anomaalsetelt regene- 

paatidelt. Anomaalseid regeneraate iseloomustasid tipmise 

domineerimise puudumine, klaasjad lehed ning lühenenud 

varred. Histoloogiliselt ei osutunud aga ülalmainitud 

regeneraadid anomaalseteks. Morfogeneesianomaaliatega re­

generaatide vartes olid eristatavad epidermis, esikoor, 

juhtkimbud ja säsiparenhüüm, mis ei erinenud normaal­

se lehe vastavatest elementidest(joon.10 a,b).

Vaadeldi ka №(8,9^ Ю söötmel kasvanud anomaal­

sete koeratubaka regeneraatide lehtede histoloogilist 

ehitust ja võrreldi seda normaalsete regeneraatide leh­

tede ehitusega. Anomaalsetel regeneraatidel võis tähel­

dada lehtedes väiksemat ohulohede arvu, kusjuures eri­

nev oli ka ohulohede väliskuju(joon. 11 a,b). Anomaalsetel 

regeneraatidel esines ka vähem juhtkoe elemente(joon.12, 

joon. 13)-Võrrelduna normaalse lehe epidermiserakkudega 

torkas silma, et anomaalsete lehtede epidermiserakud 

olid suuremad ja ümaramad.

Püüti selgitada ka 8,9^ M-17 ,8 J M Ш-d sisalda-
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Joonis 10, Ristlõiked Ш(8,9 M) ja kinetiini(4,65 M)

sisaldanud söötmel regenereerunud koera- 

tubaka vartest 

a7normaalselt regeneraadilt

b)anomaalselt regeneraadilt.
Suurendus 200x
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Joonis 11. Regenereerunud koeratubaka lehe epidermi- 

se rakud 60. päeval pärast meristeemi

eksplanteerimist

a) normaalse regeneraadi lehest

b) anomaalse regeneraadi lehest. 
Suurendus380 x



Joonis 12. MH(8,9 M) sisaldavalt söötmelt regeneree-

runid koeratubaka normaalse lehe juht-

kude.
Suurendus 26 x
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Joonis 13. Ш(8,9 М) sisaldavalt söötmelt regeneree- 

runud koeratubaka anomaalse lehe juht- 

kude.
Suurendus 26 x
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vai söötmel kasvanud koera tubaka regeneraat ide kario- 

■tüüpe. Analüüsiti kallusrakke. Uuritud materjali hulgas 

oli vähe mit oose, enamik rakke oli interfaasis. Madala­

ma kontsentratsiooniga(8,9^ M) Ж söötmel arenenud re- 

generaatidel tuvastati vaid normaalseid, diploidseid, 

kuue kromosoomiga rakke (joon. 14 a). MU kõrgemad kont- 

sentrats®oonid(17,8^ М) tekitasid üksikuid aberratsioone 

regeneraatide kallusrakkudes(joon. 14 b, joon. 15 a,b). 

Üldiselt jäi ka kõrgemate Ж hulkade (13,4</*М 0a 17,8

HM) pullul aberratsioonisagedus väikeseks.
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a

Joonis 14. a)Koeratubaka normaalse karüotüübiga(2n=6)

rakk regeneraadi kallusest

b) tetraploidne(2n=4x=12) rakk regeneraadi

kallusest.
Suurendus 2?00x
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Joonis 1 5, Jaotushäired ' regenereerunud koeratubaka

kallusrakus
a mahajäänud kromosoomid telofaasis

b) anomaalne metafaas.
Suurendus 2?00x



ARUTELU

Katsete tulemused on üldiselt kooskolas kirjandu­

ses toodud andmetega, mille kohaselt regulaatorainetel 

on taimede morfogeneesis oluline osa.

Üldiselt väljakujunenud arusaamade järgi soodusta­

vad auksiinid juurdumist ja võsude kasvu ning tsüto- 

kiniinid võsude kaenlapungade arengut. Põhilises osas 

kinnitasid läbiviidud katsed ülalmainitud seisukohta. 

Mojuaineteta söötmel kasvanud regeneraatide suhteliselt 

intensiivne juurdumine ja vosumine seletub endogeense- 

te regulaatorainete olemasoluga. Ilmselt on pungades 

eksplanteerimise hetkeks endogeensete regulaatorainete 

poolt välja kujundatud teatav arengusuund.

BAP-ga söötmevariantidel(variandid 2-5) ilmnes sel­

gesti tsütokiniinide vosumist mõjutav toime. Nende sööt- 

mevariantide nelgi ja koeratubaka regeneraadid õlid 

tugevasti harunenud, apikaalne domineerimine oli pär­

situd. Esines ka morfogeneesianomaaliatega regeneraate. 

BAP lisand söötmele välistas apikaalse domineerimise ja 

tekkisid vosupuhmad..

Meristeemeksplantaatide arengus ilmnevatele mor- 

f ogeneesianomaaliat ele-lühenenud Solmevahedele , lihakatele 

ja klaasja välimusega lehtedele ning apikaalse domi­

neerimise puudumisele-on viidanud oma töös ka Gersani 
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kaasautoritega(Gersani et al., 1986). Nimetatud autorid 

peavad anomaaliate põhjuseks häireid kasvuregulaatorai- 

nete transpordis.

Nelgi merist eemeksplantaatide kasvu pärssumine 

IAA-d( 6 , BAP-i(4,45^М) ja kinetiini(4, 65JM) sisalda­

val sötmel näitas, et tähtis on ka regulaatorainet e 

omavaheline suhe.
Et enamikus söötmevariantides sisaldus Ж,võimal­

das see hinnata № mitmekesist osa taimede morfogenee­

sis. Katsed toetasid seisukohta, mille järgi herbitsii- 

dina tuntud Ж toimib madalas kont snt rat ioonis auksiini- 

na. Ж ausiinsele toimele osutab asjaolu, et Ж madala 

sisaldusega variantides (koeratubakal 4,45^^! ja nelgil 

8,9(/^M) arenesid juurdunud ning intensiivselt kasvavad 

võsud. Kõrgetes kontsentratsioonidesClT^^M ja 22,3</'M) 

inhibeerig Ж regeneraatide kasvu.

Meristeemkultuuride kasvu ja arengu sõltuvus re­

gulaatorainet est ilmneb eriti selgelt koeratubaka regene- 

raatidel: Ж kontsentratsiooni kasvades vähenesid võsu­

de kavu intensiivsus ja juurdumine ning suurenes ano­

maalsete ja kallusega regeneraatide hulk. Nelgi meris- 

reemkul tuuridel ei ilmnenud ülalmainitud tendents nii 

selgesti.

Kinetiini lisamisel Ж-d sisäldavale söötmele 

kasvas anomaalsete ja kallusega nelgiregeneraatide hulk. 

Ilmselt sisaldavad meristeemeksplantaadid piisavas kogu­

ses endogeenseid tsütokiniine ja seega puudub vajadus 



-46-

neid eksogeenselt lisada. Ka kirjanduse nandmeil pärsi­

vad kõrged kinetiini kontsentratsioonid apikaalset do­

mineerimist ja tekivad lühenenud sõlmevahedega, tugevalt 

harunevad regeneraatide puhmad.

Kirjahduse andmeil tekitavad kõrgemad katsetes 

kasutatud Ж kontsentratsioonid karüotüübi anomaaliaid. 

MH-ga(17,8j4M) mõjutatud koeratubaka regeneraatide kallus- 

rakkudes esines kr omoao omi fragmente ja mõningaid jaotus- 

häireid, kuid täheldati, et isegi kõrgete Ж kontsent 

ratsioonide puhul säilis regeneraadi kallusrakkudes 

valdavalt normaalne diplõidne(2n=6) karüotüüp, kromosoomi- 

aberratsioone esines vähe.Ülalkirjutatu viitab aisemistele 

reparatsiooni süsteemi de. olemasolule, mis vähendavad muta- 

geentde kahjulikku toimet regeneraatide kallusrakkudes.

Anomaalsete koeratubaka regeneraatide lehtede 

histoloogilisel uurimisel tuvastati, et morfogeneesiano- 

maaliatega lehes oli vähem ohulohesid ja juhtkudet. 

Sarnastele hälvetele on viidanud ka Gersani (Gersani et 

ai.,1986).

Regulaatorainet e mõju sõltuvust eksplantaadi 

lähteliigi iseärasustest võimaldas hinnata katsetulemus­

te võrdlemine koeratubaka ja nelgi meristeemkultuuridel. 

Katsete tulemused näitasid, et vaadeldavate liikide me- 

risteemkultuurid on eksogeensete regulaatorainet e toime 

suhtes erineva tundlikkusega. Koeratubaka merist eemeks- 

plan taatide kasv pärssus söötmel, mis sisaldas regulaa-
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orainetest ainult BAP-i(4,45сММ), kuid nelgi meriteem- 

kultuuridel sellist nähtust ei täheldatud. Koeratubaka 

regeneraadid osutusid tundlikumaks ka MH toksilisele 

toimele. 17,8^M MH-d pärssis tugevalt koeratubaka re- 

generaatide kasvu, nelgi meristeemkultuurid kasvasid suh­

teliselt intensiivselt ka 22,3(//M MH sisaldusega sööt- 

mel.Tundlikkus regulaatorainete toimele varieerub ka lii­

gi ja katsekorduse piires: samade mojuainetega samas 

kontsentratsioonis mõjutamisel tekib nii normaalseid 

kui ka morfogeneesianomaaliatega võsusid. Erinevused ilm­

nevad ka regeneraatide juurdumises ja võimes moodustada 

kallust.

Kokkuvõtteks võib öelda, et taimede morfogeneesi 

in vitrg mõjutavad niiregeneraa tide sisemised kui ka 

välised tegurid. Sisemiste tegurite toime määravad ge­

neetilised ja epigeneetilised mõjutused. Geneetiliste 

tegurite osas on oluline roll liikide erinevustest 
tulenevatel tendentsidel, epigeneetilised tegurid on 

määratletud eksogeensete regulaatorainete poolt.

Katsed näitasid regulaatorainete mitmekülgset 

toimet. Soodustades taimede kasvu põhjustasid toimeai­

ned ühtlasi morfogeneesianomaaliate ja kalluse teket 

ja intensiivistusid mõningatel juhtudel ka juurdumist.



KOKKUVÕTE

Käesolevas töös püüti selgitada mõnede regulaator- 

ainete(indool-3~äädikhappe, kinetiini ja6-bensüülaminopu~ 

riini) ning auksiinilaadse herbitsiidid maleiinhappehüd- 

rasiidi toimet taimede morfogeneesile koekultuuri tingi 

mustes. Nimetatud ühenditega mojutati koeratubaka(Cr^)is 

capilleris) ja aednelgi(Dianthus "Schocking"

mer i st eemkul tuure.

Katsetes kasutati Mürashige~Skoogi tardsöödet kolme 

tüüpi variantidena: 

1) ilma regulaatoraineteta 

2) BAP-i sisaldusega(2,65-4,45^ M) 

3) MH sisaldusega(4,45 M-22,3t/*M).

Kasvuregulaatorainete mõju ilmnes võsusid, juuri 

ja kallust moodustanud regeneraatide hulga ja võsude 

morfoloogia võrdlemisel. Kasvuregulaatorite mõju erines 

ka liigiti.

Nelgi meristeemkultuuride kasvatamisel 14-1, regu- 

laatorainete sisalduselt erineval söötmevariandil näitas 

et vosuregeneraatide kasvu intensiivsuse ja juurdumise 

ning normaalsete regeneraatide hulga poolest osutus 

suhteliselt sobivamaks sööde, mis sisaldas 8,9M MH.
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Kõrgematel MH kontsentratsioonidel regenereerus hulgali­

selt anomaalseid ja kallusega võsusid. Kõige ebasobivam 

soode sisaldas IAA ’ d( 6 JM) , BAP-i(4,45</4М) ja kinetiini 

(4,6VM).

Koeratubaka meristeemkultuuride kasvatamisel kasu­

tati kaheksat, regulaatorainete sisalduselt erinevat Mu- 

rashige-Skoogi tardsaödet. Sobivaimaks osutus sööde, mil­

lele oli lisatud 4»45сЛМ MH. Sellel söötmel regenereeru- 

sid normaalsed, intensiivselt kasvavad, juurdunud regene- 

raadid. ВАРб4,45</* M) lisandiga sööde pärssis regeneraatide 

kasvu ja tekitas hulgaliselt kallust.

Katsete tulemused kinnitasid üldiselt levinud 

seisukohta, mille kohaselt MH mõjub madalates kontsent­

ratsioonides auksiinina, kõrgemates kontsentratsioonides 

inhibeerib aga regeneraatide kasvu ja tekitab karüotüü- 

bi anomaaliaid. Kõrgete MH kontsentratsioonidega(17,8 M) 

mõjutamisel tekkis kromosоomifragmente ja jaotushäireid.

Anomaalsete võsude siseehituse uurimine püsiprepa- 

raatide abil näitas, et nende varre ehitus sarnaneb 

normaalsete võsude omale, lehtedel esineb aga normaal­

sest vähem juhtkoeelemente ja ohulohesid ning erineb 

ka ohulohede ehitus.
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SUMARY

Shoot tip merist cultures of hawk‘s-beard(Cxexis 

capillaris) and carnation(Dj^iyius caxxQRhyLus) cv."Scho- 

eking" were used to investigate the influence of so­

me growth regulatoFs(indole-3-acetic acid, kinetin and 

6-benzylaminopurine) and herbicide maleic hydrazide on 

plant morphogenesis and histollogical structure under 

in vitro conditions.

Three groups of Murashige-Skoog culture media, dif­

ferent by growth regulators ,have been used: the medi­

um iwithout growth regulators and the media containing 

BAP(2,46-4,45^M) or W(4,45^M-22,3^M)with or without 

kinetin, respectively.

Shoots were developed from the meristem explant 

on allthe media variants. Among the 14 different cul­

ture media used for the regeneration of carnation 

meristems, the best one was that with МН(8,9^ M). OK 

this medium there developed normal, rooted plante.

Among the 8 different culture media used for 

the regeneration of Grspis capillaris meristems, the 

best one contained 4,45^M MEI. One that medium there 

developed normal regenerates with roots.



The results our experiments support the standpint 

by which MH in lower concentrations(4,45(//t'I and 8,9c/*M) 

acts as an auxin, whereas in the higher c onto ent rat ion 
(22,3/M) it provides the herbicidal as wellas clasto- 

genic activities. There were found some chromosome

ce of rhizogdnesis and callusogenesis as well.

aberrations in the callus cells of CrepisA-~~~ S&Ri—saci8

cultured on the medium with MH('17,8<//M).

Some histological abnormalities (stomatas and

case tissue were fewer) in the abnormal leafs of car-

nation were also found.

There were differences in the mode of regene-

ration and growth rate of shoots, and in the frequen-



РЕЗЮМЕ

В настоящей работе исследовано влияние некото­
рых фитогормонов(индол-3-уксусной кислоты, кинетина и 
6-бензиламинопурина) и ауксинового гербицида гидразида 
малейновой кислоты на морфогенез, гистологическую и 
кариологическую структуру меристемных культур. Объекта­
ми исследования служили меристемы изолированное от 
проростков Epencalrepis и гвоздики (Diant-
hus

В опытах использовали питательную среду Мураси- 
ге и Скуга в тпи типах вариантов: без фитогормонов 
и дополненных ВАП(2,46-4,45^М) или ГМК(4,45-22,ЗсАМ).

Меристемные кулбтуры гвоздики выращивали 14 ва­
риантах питательной среды, лучшим из которых оказалаь 
среда с8,9^М Ж. На етой среде регенерировали интен­
сивно растущие с нормальной морфологий укорененные 
растения.

Менистемные культуры кррписа выращивали на 8 ва­
риантах питательной среды ,лучшим из которых был ва­
риант, содержащий 4,45^М МК. В етом варианте регенери­
ровали нормальные укорененные растения.

Резултаты опытов потвердили положение, по котопо- 
му в низких концентрэциях(4,45-8,9^/1) ГМК проявляет



ауксинное действие, а в больших количествах(например 
22,3^1^) ингибирует рост регенерантов и оказывает 
кластогенное действие на хромозомы. Цитогенетическим 
анализом были установлены хромозомные аберрации в 
каллусных клетках регенеранта креписа.
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