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I. SISSE J U H А T U S

Isoleeritud taimekudede ja -rakkude kultiveerimine 

kunstlikul söötmel on viimasel ajal leidnud rakendust mit­

mete probleemide lahendamiseks füsioloogias (biosünteesi- 

protsesside teed ja nende sõltuvus mitmesugustest teguri­

test) , morfoloogias (morfogeneesi ja diferentseerumisnähtus­

te olemus), samuti tsütogeneetikas (kromosoomide garnituuri 

püsivuse ja muutumise tingimused). Saab ju koekultuure suh­

teliselt kergesti mõjutada söötme kaudu selle koostisse li­

satavate kemikaalidega.

Loomsete koekultuuridega võrreldes on taimsete koekul- 

tuuride uurimine veel Üsna vähe välja kujunenud suund ning 

seetõttu esineb palju lahendamata probleeme.

Laialdaselt kasutatakse koekultuurina taimede haavakude 

e. kallust. Kalluse hulka laiemas mõttes loetakse kõik vigas­

tuse tagajärjel tekkinud diferentseerumata koed nii lõike- 

pinnal kui ka vigastatud organi sees. Organilt või koetukilt

isoleeritud kalluskude võib edukalt kasvatada vastava koosti-
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sega tehissöbtmel. •

Isoleeritud kultmrina kasvatatav kallus on iiea materjal 

tsütoloogiliseks uurimistööks: teda on võrreldes tervete tai­

medega suhteliselt kerge kasvatada ja uurida. Niisugune kal- 

luskultuur koosneb põhiliselt parenhUUmsetest rakkudest.

Teatud tingimustel toimub aga kalluskoes diferentseeru­

mine: parenhütmsete rakkude seas eristuvad jagunemisvõimelis- 

test rakkudest haavameristeemi kolded, moodustuvad haavapuidu 

elemendid, algab organogenees - adventiivpungade ja -juurte 

areng. Täieliku organogenees! tagajärjel kujunevad terved 

taimed, mis on võimelised vilju kandina.

Isoleeritud kudedes ja rakkudes puudub organismi kui ter­

viku reguleeriv mõju ja sellepärast avalduvad selgemini üksi­

kute rakkude omadused ja võimed.

Isoleeritud kalluskoe välise homogeensuse kõrval ei saa 

märkimata jätta päriliku materjali küllaltki suurt heterogeen- 

sust. Märgatavalt varieerub koekultuuri tingimustes nii kromo­

soomide arv kui ehitus, esineb kõrvalekaldeid normaalsest- mi - 

toosist. Nimetatud asjaolu tuleb eriti arvestada juhul, kui 

tahetakse välja selgitada kallus^ rakkudes aset leidvate muutus 

te sõltuvust ühest või teisest mõjutegurist.
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Käesoleva töö ülesandeks on iseloomustada herbitsiidina 

tuntud ja praktikas küllaltki laialdaselt rakendatava 2,4—D 

toimet Haplopappus gracilis’e diferentseerumata kalluskoe 

rakkudele•

Töö eksperimentaalne osa on teostatud TRU geneetika ja 

darvinismi kateedris aastail 1966-1969• Kasulike näpunäide­

te ja vajalike nõuannete eest võlgnen tänu töö juhendajale, 

dotSe H.Kallakule ja vanemlaborant L. Järvekuljele.
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11 KIRJANDUSE ÜLEVAADE

Taimedelt eraldatud koetükike ste, nn. eksplant aatide 

kultiveerimisel moodustub neil enamasti kallus- 

diferent seerum ata, suure potentsiaalse arenemi svõimega 

haav akude,. Kallust võib lähtekoelt eraldada ja iseseis­

valt edasi kasvatada, Passeerimisega on võimalik kallust 

kultuuris säilitada aastaid» Sõltuvalt sisemistest ise­

ärasustest ja kultiveerimistingimuste st kasvab kallus 

ühtlase diferentseerumata koemassina või moodustab võsu- 

pungi ja jUurealgmeid,, millest omakorda võivad areneda 

terved tai morganismid,.

Kirjanduse andmeil koosneb diferentseerumata kallus 

põhiliselt jagunemisvõimeliste st parenhüümrakkudest 

( Eriksson, 1967Kallak, 1967; Venketeswaran, 1963;

B^ieWKO ,1964), Kallusrakkude kuju, suurus ja sisemine ehitus 

( sisaldlsed, tsütoplasma ja tuuma mahuline vahekord, tuu­

made kuju ja arv jne«.) võivad seejuures märgatavalt va­

rieeruda« Kalluses leiame ümmargusi, ovaalseid ja korra­

päratu kujuga rakke,. Kõik nad asuvad koos samas kalluskoe 
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tükis, sõltudes väga vähe lähtekoe iseärasustest. Kallus* 

koe rakkude kuju mitmekesisus tuleneb nende suhteliselt 

vabast paiknemisest: puudub koele iseloomulik rakkude tl* 

he seos.

Märgatavalt varieerub kallusrakkudes ka tuumade suu­

rus Ja ehitus ning neis sisalduv kromosoomide arv.

Mõningates rakkudes esinevad ebatavaliselt suured Ja 

korrapäratu, sagalise kujuga tuumad. Neid nn, polümorfseid 

ttuumi leiame eelkõige suurtes rakkudes. On avaldatud arva­

must, et polümorfsetest tuumadest võib edaspidi tekkida mi­

tu uut tuuma s.t. tuum võib Jaguneda ilma korrapärase mi­

toosita (Kallak, 196?).

Taimseid koekultuure käsitclevas kirjanduses valitseb 

üldiselt seisukoht, et kallusrakud Jagunevad põhiliselt mi- 

übeks 
toosi teel. Kuivõrd käesoleva töö ülesandeks oli selgitada 

Haplopappus gracilis’e kalluskoe rakkude mitooti- 

Ilse Jagunemise ööpäevast dü­

naamikat , osutus vajalikuks mõnevõrra lähemalt tut­

vuda mitooside ööpäevase dünaamika kohta avaldatud seisukoh­

tadega.
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J* Alovi ( АлоЬ ,1964) andmeil on mitooside ööpäevane 

ja sesoonne dünaamika sagedaseks nähtuseks nii taime- kui 

loomariigis. Nii nagu teised füsioloogilised protsessid, 

muutub rütmiliselt ka mitooside aktiivsus ööpäevase ja aas­

tase tsükli jooksul* Rakkude jagunemise intensiivsus teeb 

läbi seaduspärased muutused ka ontogeneesi jooksul,

Erilist huvi pakuvad mitooside ööpäevase rütmi mehha­

nismid. Väliskeskkonna rütmilised muutused (valgus, tempe­

ratuur, toitumisrrežiim jt.), rakkude funktsionaalse aktiiv 

suse rütm ja ainevahetusreakttsioonide muutused võivad 

olla ühenduslülideks protsesside ahelas, mis kindlustavad 

mitootilise aktiivsuse perioodilisuse. Esimesed andmed 

valgustusrežiimi mõjust rakkude jagunemisele saadi taimse­

tel objektidel, millel kestva pimeduse tingimustes ööpäeva­

sed rütmid muutusid või kadusid täielikult. Näiteks D.F.van 

Leyden ( АлоЬ , 1964) kasvatas kahte sibula taime ühes nõus 

püsival temperatuuril, kuid erineva valgustusrežiimi tingi­

mustes: üht pidevas pimeduses, teist normaalse ööpäevase 

valgruse-pimeduse vahelduses. Mitootilise aktiivsuse maksi­

mum oli mõlemal taimel kell 23°° , miinimum kell 1100 ,kuid



* 9 -

pimedas hoitud taimel kõikus mitootiline aktiivsus palju 

väiksemal määral kui normaalse öö ja päeva, vaheldumise 

tingimustes kasvatatud taimel. Pideva ööpäevase valgusta­

mise korral muutusid mitooside ööpäevased rütmid vastu­

pidisteks: maksimum märgiti hommikul, miinimum - öösel.

Analoogilisi katseid on tehtud ka loomadel. S.Mamon- 

tov ( чМмонгоЬ ,1968) uuris näiteks rakkude jagunemise 

ööpäevast rütmi hiire keele ja silma sarvkesta epiteelis. 

Ilmnes, et ööpäevane dünaamika nii terves sarvkestas kui 

tema üksikutes kihtides on väljendatav Ühetipulise kõvera­

ga. Sarvkesta epiteeli kõrgema mitootilise aktiivsuse pe­

riood langeb kella 7°° ja 13°0 vahele. Keele epiteeli mi- 

toosiindeks tõuseb ja saavutab maksimaalse väärtuse kell 

700 ning langeb jälle kella 10oo-ks.

Kirjanduses võib leida üksikuid andmeid ka mitooside 

ööpäevasest dünaamikast taimsetes koekultuurides.

Tubaka rakkude suspensioonis on mitootilise aktiivsu­

se ööpäevast rütmi määranud T. Hayashi (1968). Loomuliku 

valguse tingimustes täheldas ta kaht mitootilise aktiivsu­

se tippu - hommikul ja öösel; pideva pimeduse tingimustes
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tipud vaheldusid sagedamini.

H, Kallak (1968) on kirjeldanud tardsöötmel kultiveeri­

tava tubaka kalluskoe mitooside aktiivsuse dünaamikat, sõl­

tuvalt subkultuuri east ja ööpäevasest perioodist. Kuuen­

dal päeval pärast järjekordset passaazi esineb tubaka kal- 

lusrakkude mitooside ööpäevases aktiivsuses kaks tippu: 

kell 4°° ja kell 16°°. Kolmekümne päeva vanuses subkultuu­

ri s väljendub mitooside ööpäevane dünaamika aga ainult 

ühetipulise kõveraga, maksimumiga kella 24°° paiku. Nelja­

kümnendaks päevaks pärast passaazi langeb märgatavalt mi­

tooside üldine intensiivsus ning kaob praktiliselt ööpäe­

vane rütm.

Märgatavalt muutub rakkude jagunemise intensiivsus 

koekultuurides, sõltuvalt subkultuuri east. T.Kõvaljova 

jt. ( КоЬалека и др. , 1968) on jälginud mitootilist jagu­

nemist Rauwolfia serpentiana ja Haplopappus gracilis’e 

rakkude suspensioonides. Uurimustest Ilmneb, et alates ka­

heksandast ööpäevast algab Rauwolfia serpentiana koekul- 

tuuris mitootilise aktiivsuse tõus. Kümnendal päeval pärast 

passaazi langeb mitootiline aktiivsus mõningal määral ja
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kahe nädala pärast algab uus tõus, mis vältab viis kuni 

kuus päeva.

Haplopappus gracilis’e rakkude suspensioonis tähelda­

ti rakkude jagunemisi esimese kahe nädala jooksul pärast 

passaaži, kõrgema sagedusega seitsmendal ööpäeval (1,2-2,?-).

R. Butenko jt. ( бугенко u cjp,,1967) andmetel püsib 

rakkude jagunemine Haplopappus’e ja tubaka rakkude suspen­

sioonis võrdlemisi madalal tasemel kuni kolmanda päevani, 

seejärel tõuseb üheksa korda Haplopappus’e1 ja kolm kuni 

viis korda tubakal ja saavutab neljateistkümnendal ööpäe­

val maksimaalse väärtuse,mis vältab peaaegu kahekümne esi­

mese ööpäevani pärast passaaži.

Osa tuumi jaguneb kalluses ilmselt ka otseselt - 

amitoosi teel. Kallusrakkudes võib laida tüüpilisi 

amitoosi figuure vähemal või suuremal määral sissesoondu- 

nud tuumadega (Kallak,1968; Partanen, 1963; Venke te. a war an 

et al.,1964; bnoqcku > 1966;).

Mõned autorid käsitavad tuuma otsest jagunemist kui 

raku füsioloogilist reaktsiooni tuuma pinna ja mahu suhte 

parandamiseks ( Биооскии , 1966). selline vajadus tekib

eestkätt suurtes polüploidse te s rakkudes, kus tuuma ja 
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tsütoplasma kontaktid on häiritud. Et polüploideerumine 

viib aga tasakaalust välja tuuma pinna ja raku mahu suhte 

ning halvab sellega tsüto- ja karUoplasma vahelist aine­

vahetust, toimubki suurtes polüploidse te s rakkudes sageli 

amitoos. Amitoos normalisee rlb polüploidse te rakkude aine­

vahetust. Tuuma amitootilisele jagunemisele enamasti raku 

jagunemist ei järgne ja nii võivadki tekkida mitme tuumali- 

sed rakud. *

Paljud autorid viitavad kromosoomaber- 

ratsioonide kõrgendatud sagedusele koekultuurl 

tingimustes (Eriksson, 1965; Kallak, 1967,1968; Partanen, 

1963; Sawamura, 1964; Venketeswaran e t. ai. , 1963; Строе b, 

1966; ШеЬгенко ,1965).

Jagunevates kallusrakkudes võib sageli kohata kromo- 

soomlrfragmente , samuti "sildu11, mis räägivad mitmesugus­

test aberratsioonidest. Kromosoomides toimuvad murdumised, 

mis võivad põhjustada üksikute kromosoomiosade eraldumist 

ja viia murdunud osade taasühinemisele uues kombinatsioo­

nis. Kui on murdunud mitu kromosoomi, võivad vahetusse min­

na erinevate kromosoomide osad ja sealjuures võib mõni kro- 
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mosoom omandada kaks tsentromeeri, teine aga jääda täiesti 

ilma tsentromeerita. Anafaasis hakatakse kahe tsentromeeri- 

gta kromosoome samaaegselt mõlemale rakupoolusele tõmbama ja 

tekib “sild” * kahe rakupooluse vahel väljaveninud kromo- 

soom. C. Partanenl (1963) arvates on kromosoomaberratsioo- 

nid üheks aneuploldsete rakkude tekkimise eelduseks.

Iseloomulikuks nähtuseks kallusrakkudele peetlakse ka 

muutusi kromosoomide arvus (Blakely, 

Steward, 1964; D‘ Amato ,1965; Kallak, 1967,1968; Каллан., 9p- 

Ьекк7ЯЫ?1968; Muir, 1965; Mühling et.al., 1960; Partanen,1963; 

Shamina, 1965; Torrey, 1965; Venketeswaran ’., 1963;

Bnoqcku, 1966; Бутенко , 1964; Kobonebo uqn., 1968).

Koekultuure iseloomustab kromosoomide arvu pideva suu­

renemise tendents. On ilmne, et polüploidsus seostub mingisu­

gusel viisil kultiveerlmis tingimuste* 

g а ,eelkõige - söötme koostisega.

A. Reinert ja J. Torrey (1961) täheldasid Haplopappus 

gracilis’e kalluse kasvatamisel kookosplima sisaldavas söötmes

. näiteks rohkem polüploidseid rakke kui sünteetilise söötme kor­

ral. Polüploidsus tõusis kuni 16 n-nl, kuigi te traploidsed ra­
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kud olid kõige sagedasemad. Mitra et.al.,(1960) katsed por­

gandi koekultuuriga räägivad samuti kultuuri erinevast käi­

tumisest, sõltuvalt kultivee rimis tingimuste st. Vedelas sööt- 

mes kultiveerimisel ilmnevad erinevate kloonide vahel eri­

nevused polüploidsuse astmes, samuti esineb mitmetuumalisi 

rakke, anaf aasis ” sildu11 ja kromosoomifragmente. Tardsõõtmel 

kultiveerimisel säilib rakkudes kromosoomide arv diploidsena 

ja ei esine ka aberratsloone. Võib arvata, et vedelsöötme pu­

hul avaldab mõju rakupindade vahetum kokkupuutumine toite- 

keskkonnaga,

T, Kovaljova jt. ( Kobojebaugp,1968) on täheldanud 

Haplopappus gracilis’e rakkude kultiveerimisel suspensiooni- ■ -------- ---- - 

dena mõnede kloonide täielikku polüploideerumist paari aasta 

jooksul, 2,4-D lisamisel söötmele aga juba kaheksa kuu pärast.

Kultiveerimi stingimuste toimet kultuuride polüploideerumi- 

sele seletatakse eri autorite poolt erineval viisil. Ühed au­

torid (Shamina, 1965) oletavad, et söötme vastavate komponen­

tide mõjul toimub diploidsete rakkude otsene polüploideeru- 

mine, Z.Shamina (1965) kirjeldab Haplopappus graoilis*e di- 

ploidse kalluskultuuri järkjärgulist polüploideerumist sõltu-



- 15 -

vait söötme mõnedest komponentidest. Põhisöötmena kasutab 

ta White’i söödet, kuhu on lisatud O,lmg/1 kinetiini Ja 

0,5mg/l 2,4-D. Pärast kaheksakuist kultiveerimist olid 

kõik rakud polüploidsed. Autori arvates põhjustasid po- 

lüploidsuse teket kinetiin Ja 2,4-D.

Teiste autorite (Torrey,1965) arvates avaldab sööde 

kultuurile esmajärjekorras selekteerivat toimet, mingil 

viisil soodustades lähtekoes algselt olemasolevate polü- . 

ploldsete rakkude Jagunemist. See seisukoht eeldab, et 

polüploidseid rakke esineb Juba lähte kudedes ning et koe- 

kultuuri tingimustes suureneb ainult nende hulk. Seoses 

sellega Jõuame C.Partanenl(1965) poolt tehtud Järelduseni; 

in vitro avaldub vaid see, mis on olemas in vivo.

Df Amato (1965) Järgi on diploidne seisund üldse omane 

põhiliselt diferentseerumata algkudedele: Juure apikaalsele 

meristeemile , kasvukuhiku inltslaalrakkudele , prokambiumile 

perl tsüklile Jne., polüploidsus aga vanadele, dlf erentseeru 

nud kudedele. Üksikasjalisemalt on D1Amato poolt Jälgitud 

sibula Juure karüoloogilist pilti. Epidermise rakud osutu­

sid dl- Ja tetraploidse teks, Juure kesksilindri Ja endoder-
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. mise rakud peamiselt tetraploidseteks, üksikud - oktoploid- 

seteks, peritsükli ja prokambiumi rakud olid aga eranditult 

diploidsed. Siit võib Järeldada, et kromosoomide diploidne 

seisund püsib vaid kudedes, kus toimuvad mitoosid Ja kus 

on vaja täpselt edasi anda geneetilist informatsiooni.

Peale kulti verimistingimuste mitmekülgse toime sõltub 

isoleeritud rakkude muutlikkus ka nende sisemistest 

iseärasustest, eelkõige vastava liigi genotüübist. 

Ühtede liikide kudedel on kalduvus polüploideerumiseks suu­

rem kui teistel. S.Kuplla ( D-Amatto , 1965) tõstab esile sel­

liseid liike nagu Helianthus annuus Ja Helianthus ^berosu s, 

mis säilitavad neile omase dlploldse garnituuri ka koekul­

tuuri tingimustes. Seevastu tomati, herne, hübriidtubaka Jt. 

taimede diploidsed lähtekoed muutuvad kestvate passaažide 

Järel üha polüploidsemateks.

Kromosoomide komplekti kordistumise peamiste mehha­

nismidena tuuakse esile endomitoos Ja tuumade lii­

tumine (D‘ Amato, 1965; Partanen,1965; Ата8екоЬа,1965)•

Endomitoos! ehk kromosoomide tuumasisese kordistumise

korral ei moodustu ml toosile iseloomulikku käävl, mistõttu
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on takistatud kromosoomide lahknemine raku poolustele.

Kui ka järgnevate tuumaj agunemiste käigus käävl ei 

moodustu, kahekordistub kromosoomide arv iga endomi- 

toosi järel. Endopolüploldsete tuumade tekkimisel 

endoreplikatsiooni teel täheldatakse ”diplokromosoomi- 

de" (4- kromatiidiga kromosoomid), "kvadrikromosoomi- 

de11 (8-kromatiidiga kromosoomid) jne. teket.

Tuumade liitumine leiab aset suurtes kahe- ja 

enamatuumalistes rakkudes.

G. Partanen (1965) iseloomustab koekultuurides 

aset leidva polüploideerumise teid alljärgneva skee­

miga (joon,l.).

zRe pl 1 к at s io оn-------------------- — Li s are pl 1 к a t s 100 ni
tsükke

endopolüploidsus)

Kariokinee s

Tsütokinees
( polüploidsus )

Ji

Tsütokineesi 
ärajäämine

Liitumine

Mi tmetuumallne 
rakk
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A. Fernandes ( Атабекобо , 1965)grupeerib kromosoomi­

de komplekti kordi stumlse võimalused järgmiselt:

1) Kaks järjestikust kromosoomide piki jagunemist profaasls 

ühe järgneva lahknemisega anafaasls.

2) Polüploidse tuuma moodustumine kromatiidide mittetäie­

liku lahknemise tõttu poolustele.

3) Tsütokineesi ärajäämine pärast tuuma jagunemist viib 

kahetuumallste rakkude moodustumisele, milledes tuuma­

de liitumisel moodustub tetraploidne tuum.

4) Mittetäieliku vaheseina moodustumine tütarrakkude vahel 

järgneva tuumade liitumisega.

5) Vaheseina kadumine kahe raku vahel ja tuumade liitumine.

On niäha, et kõigis viles grupis toimub paralleelselt, 

polüploidsete tuumade ja kahe tuumal1ste rakkude moodustumine. 

Seejuures, on suur tähtsus tütartuumade seisundil. Kui kroma- 

tiidid anafaasls ei liigu poolustele, vaid jäävad ekvatoriaal 

plaadil lähestikku, siis moodustuvad kahe tuumal!sed rakud. 

Interfaasi tuumade liitumisest sagedamini tekivad polüploid- 

sed tuumad jagunevate (metafaasi) tuumade liitumisel kahetuu- 

malistes rakkudes. Seejuures kahe tuuma liitumine aluseks on 
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kaks tingimust - tuumade lähedus ja ml topsi faaside üht 

sus - sünkroonsus,

Ulatiuslikust morfoloogilisest Ja geneetilisest 

varieeruvusest hoolimata on kcekultuure kasutattud uuri 

misobjektina mitmesuguste bioloogiliselt 

aktiivsete ainete tolme kindlaks­

tegemisel, Koekultuuride mõjutamisel on erinevad auto­

rid saanud väga mitmekesiseid tulemusi, sõltuvalt mõju- 

aine liigist, selle kontsentratsioonist ja mõjutatavast 

koest,

S. Venke te swaran jt. (1964) uurisid nukleiinhapete 

nende eelkäijate ja derivaatide mõju mitooside aktiivsu­

sele Viola f а Ъ a koekultuuri s, mida kasvatati Torrey ve­

delas põhisõõtmes, DNH või RNH lisamine söötmesse ei 

avaldanud märkimisväärset efekti rakkude jagunemisele, 

kuna aga DNH või RNH - Na - sool juba madalas kontsen­

tratsioonis avaldas üsna olulist stimuleerivat mõju. 

Märgatavalt suurenes Viola faba koekultuuris polüploid 

sete rakkude arv. Eriti suur oli viimane tsütidiini ja

uridiinlga mõjutatud kultuuris. Lisaks ilmnesid arvukad 
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varieerumised tuumade käitumises ja morfoloogias nagu meta- 

faasi kromosoomide tugev kontraktsioon, fragmentatsioon, 

11 sillad ” anafaasis jne.

Põllumajanduses kasutatakse umbrohtude tõrjeks mitme­

suguseid herbitsiide. Nimetus "herbiz trsiid" tu­

leneb ladinakeelsetest sõnadest "herba" - rohi ja "tsido"- 

-tapma. Keemilise koostise järgi jagattakse herbitsiidid 

anorgaanilisteks (väävelhape, Na-kloraat jt,) ja orgaanilis- 

teks(pentakloorfenool, simasiln). Paljud autorid on uurinud 

herbitsiidida, sealhulgas ka 2,4-D mõju mitmesugustele taime­

liikidele, 2,4 - D kujutab endast kõrge aktiivsusega kasvu- 

regulaatorit. Keemiliselt on 2,4-dikloorfenoksüäädikhappe 

struktuurvalem järgmine:

A, Leopoldi (Леополбу , 1968) andmetel kloori viimine 

mõlemasse ortoasendisse vähendab tunduvalt 2,4-D aktiivsust. 

Spetsiifilise aktiivsuse Ilmutamiseks on tingimata vajalik 

vaba orto-asendi aromaatrõngas. 2,4-D aktiivsust vähendab ka 

karboksüülrühma puudumine külgahelas. Ruumilise konfigurat­

siooni poolest on aktiivne ainult paremale pöörav vorm.
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В. Faludi jt. (1965) poolt on näiteks kindlaks tehtud, 

et kartuli koekultuurl kasvu stimuleerimisel etendab olulist 

osa klooriga asendamine neljandas asendis.

V. Strojev (СтроеЬ, 1966) on uurinud näiteks simasiini 

ja maleiinhappe hüdrasiidi geneetilist toimet odra idujuurte- 

le ja võrrelnud nende toime aktiivsust spontaanse muteerumise 

sagedusega kontrollis. Maleiinhappe hüdrasiid (0,0075 ja 0,005 

M) surub täielikult alla rakkude jagunemise, suurendab aga 

kromosoomaberratsioonide arvu kromosoomide fragmenteerumise 

ja "sildade" näol. Simasiin ei takistanud oluliselt rakkude 

jagunemist, tõstis aga märgatavalt kromosoomaberratsioonide 

arvu, võrreldes kontrollega.

V. Ševtšenko (Шебтенко, 1965) on täheldanud maleiin­

happe hüdrasiidi mõjul Crepis capillaris’e võrsete rakku­

des kromatiidset tüüpi aberratsioonide sagenemist ja murdu­

miste tekkimist ainult kindlates kromosoomi osades.

S.Sawamura (1964) onuurinud erinevate herbitsiidide 

(2,4-dikloorfenoksüäädikhappe , 2,4,5 - trikloorf enoksüäädik- 

happe, 2,5 -dikloorfenoksüäädlkhappe jt.) mõju Tradescantla 

tolmuka karvakeste ja Vicia faba abilehe rakkude ainevahetu­
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sele ning mi toosidele. Need herbitsiidid kutsuvad esile 

mitmesuguseid häireid mitooside käigus: "sildu" anafaasis, 

kromosoomide kokkukleepumist, kromosoomide aeglustunud 

liikumist anafaasis, kahe- ja mitmetuumalisi rakke, mik- 

rotuuml, ebatäielikke rakukest! jne.

G. Mühling jt. (1960) on mõjutanud aedherne (Pisum 

sativum) idu juuri arvukate fenooli- tüüpi ühenditega (2,4- 

dlkloorfenool, 2,4-* dikloorfenoksüetanool, 2,4-dikloor- 

fenoksüäädlkhape jt.) ja analüüsinud mitooside kulgu. Mõju­

tamise tulemustest Ilmneb, et need ühendid põhjustavad

kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt kolhitsiinile sarnase 

reaktsiooni ja inhibeerivad rakkude jagunemist. Katsetest 

selgub, et fenooli-tüüpi ühendid on potentsiaalselt polü- 

plo idee riivad agendid.

Mitmesuguste katsetega on näidatud, et 2,4-D, tungi­

des kaheidulehelistesse taimedesse, häirib teravalt nende

elutegevust. Esmalt surutakse alla fotosüntees, seejärel

langeb järsult orgaaniliste ainete moodustumise kiirus,

toimub suhkrute lagunemine, surutakse alla valgu süntees

ja tõuseb hingamisfermentide aktiivsus ( BoeboquH , 1964 ).



2,4-D mõju avaldub ka välistes tunnustes; taime kasv seis­

kub, lehepungad hukkuvad, lehed deformeeruvad ja keerduvad.

B.Faludl jt. (1963) andmetel on teada, et 2,4-D muu­

dab suhkrute ainevahetust. Hingamine kaldub otsese oksü­

datsiooni suunas, mitmed ketoonhapped mobiliseeritakse 

aminohapete desamiinimisel. On kindlaks tehtud, et 2,4-D 

kui kasvuregulaator vähendab suhkru inkorporeerumist pek- 

tilnl ja tselluloosi molekulidesse, mis kaudselt soodustab 

diferentseerumata kasvu jätkumist. B.Faludl jt. (1963) 

poolt võrreldi mitmesuguste suhkrute mõju kartuli kasvaja- 

tüüpi kalluskoele, mida indutseeriti 2,4-D-ga. Tehti kind­

laks, et mõju osas koekultuuride kasvule võib suhkrud ja­

gada kolme gruppi: a) suhkrud, mis stimuleerivad kasvu 

(sahharoos, trehaloos, D-glükoos); b) suhkrud , mis avalda­

vad väga nõrka toimet (D-riboos, D-fruktoos, maltoos); 

c) toksilise toimega suhkrud, ehk suhkrud, mis takistavad 

kasvu soodustavate suhkrute kasutamist (L-arabinoos, Dga- 

laktoos, L-sorboos, laktoos).

2,4- D avaldab pärssivat toimet ka valgu biosünteesile 

(Ottep, 1968). Lämmastiku ainevahetuse iseloomulikumaks



- 24 -

muutuseks on märgatavad, nihked valgulise Ja ml ttevalgulise 

lämmastiku suhtes, mittevalgulise lämmastiku fraktsiooni 

suurenemise ja valgulise lämmastiku fraktsiooni vähenemise 

7 _ <suunas. 10"' M ja 10" M 2,4-D kasutamise tulemusena suhe 

valgulinre lämmastik - mittevalguline lämmastik tatrta 

võrsete hüpokotüülis langes üle kahe korra, võrreldes 

vastava suhtega väiksemate kontsentratsioonide juures.

Väheseid andmeid leidub kirjanduses ka 2,4-D m Õ - 
/ 

just taimsetele koe kultuurid e-

1 e. Näiteks J. 3purr jt. (1962) on uurinud 2,4-D mõju 

tomati kalluskoe kasvule ja ensümaa tilisele aktiivsusele. 

Kallus pärines kas normaalsest varrekoest või varrekas- 

vajatest. Kultuure’ i kasvatati Ca-pantotenaati? 2,4-d ja 

kookosplima sisaldaval söötmel. Katsetest selgus, et nor- 

maalkudede kalluse kasv on intensiivsem 2,4-D sisaldaval 

söötmel kui ilma 2,4-D-ta söötmel. Ensümaatiline aktiiv­

sus oli kõrgem ilma 2,4-D-ta söötmes.

Kasvajatelt isoleeritud koe kasv oli, vastupidi, 

väiksem 2,4-D sisaldavas söötmes ilma 2,4-D-ta söötmega 

võrreldes. Ensümaatiline aktiivsus oli sel korral kõrgem
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2,4-D sisaldavas söötmes. Katsetest Ilmneb, et 2,4-D 

mõjutab erinevalt eri tüüpi kalluskudede kasvu Ja ensü- 

maatilist aktiivsust,

J. Rerabek (1967) on kindlaks teinud 2,4-D kui kasvu- 

faktori osa Solanum laciniatum’i Juurekalluse formeeru­

misel White’i söötmel. Ilmnes, et lisatud 2,4-D (lmg/1) 

kutsub esile juuretipu basaalse osa paisumise. Ainult 

kombinatsioonis vitamiinidega (müoinosi tool, koliin, ribo- 

flaviin, askorbiinhape, Ca-pantotenaat, biotiin) toimub 

tüüpiline kalluse proliferatsioon.

B, Faludi Jt. (1959) on uurinud 2,4-pmzju fosfori 

ainevahetusele kartuli koekultuurls. Vastavate katsete 

põhjal Järeldas ta, et 2,4-D takistab fosfori omastamist 

_z Ja toksilise kontsentratsiooni IC VM mõjul kaotavad ra­

kud märgatava osa oma fosfori sisaldusest. Eriti langeb 

fosfori sisaldus fosfolipoidse te s fraktsioonides.

B. Faludi Jt. (1965) on Jälginud ka fenoksüäädik- 

happe Ja tema dikloorderivaatide toimet kartuli koekul- 

tuuri kasvule. Kasutades kontsentratsioone 10-‘M, 10-“M 

*3 . кJa 10 M täheldas ta, et 10“^ fe noksüäädikhape stimu-
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leerib kasvu. Kõige intensiivsem oli kalluse kasv kul­

tuuris, mida töödeldi 2,4-D-ga, kuna 2,5~D Ilmutas vaid 

minimaalset efekti. 2,3-D,.2,6-D ja 3,5-D kontsentratsioon

-4 -3nii 10 M ei stimuleerinud kasvu ja kontsentratsioonil 10 M

-3 
surusid täielikult alla rakkude jagunemise. 10 M fenoksü- 

äädikhape avaldas vaid vähemärgatavat pidurdust.

Kuivõrd käesoleva töö põhiliseks ülesandeks oli uuri­

da 2,4-D mõju Haplopappus gracilis’e kalluskoele, osutus 

vajalikuks tutvuda töödega, milles iseloomustatakse Hap­

lopappus gracilis’e kalluskude ja selle kultiveerimi g tin­

gimusi Eriksson (1967a.,b)Lähemalt on selle probleemiga 

tardsöötme tingimustes tegelenud Z.Shamina.

Z,Shamina (1965) katsete eesmärgiks oli selgitada 

mutatsiooniprotsessi printsiipe Haplopappus gracilis’e 

erinevates kloonides. Katsetes kasutas ta varre kasvu- 

kuhikutelt või segmentidelt eraldatud kallust ja kulti­

veeris White'i pohisöötmel kinetiini ja auksilni lisan­

diga. ühes katse variandi s lisas Shamina põhisöötmele 

kinetiini ja lmg/1 naf tüüläädikhape t, teises-

- 0,lmg/1 kinetiini ja 0,5mg/l 2,4-D.
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Kinetiini Ja <£-naftüüläädlkhappega söötmel osutusid 

Haplopappus gracilis’e Uh© kuu vanuse kultuuri rakud 

peamiselt diploidse teks, Järgnevate passaažidega aga suu­

renes pidevalt rakkude hulk, mis sisaldavad 6,8,10 Ja 

enam kromosoomi. Märgatavalt suurenes eriti trlploldsete 

rakkude arv. Autori arvates võib triploidide moodustumist 

tingida somaatiline reduktsioon, kromosoomide ebavõrdne 

jaotumine mitoosis või söötme selekteeriv tolme. Ka kine­

tiini Ja 2,4-D sisaldaval söötmel suurenes tugevasti 

polüploidsete rakkude arv, kusjuures pärast kaheksakuist 

kultiveerimist olid praktiliselt kõik rakud polüploidsed. 

Z.Shamina (1965) arvates ei soodusta klnetiin või 2,4-D 

olemasolevate polüploidsete rakkude selektiivset jagune­

mist nagu väidab J.Torrey (19^5),vald nad Indutseerivad 

otseselt polüploidsust, sest esimesed oksplantaadid olid 

peamiselt diploidsed.

Kultuurides ilmnesid lisaks polüploidsetele rakkude­

le ka kromosoomaberratsioonid, kuld nende arv ei olnud 

suur. 85% kromosoomaberratsioonidest olid seotud frag­

mentide moodustumisega.
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Oma uurimistulemuste alusel iseloomustab Z,Shami-

na Haplopappus gra^i/Lis’0 koekultuuri järgmiselt:

1. Haplopappus gracilis’e koekultuuri kasvatamisel sün- 

teetlllstel söötmetel tõuseb polüploidse te rakkude 

arv.

2. 2,4-D lisamine söötmesse kontsentratsioonis 0,5mg/l 

viib polüploidsete kloonide moodustumisele.

3. Polüploideerumise aste ei sõltu klooni päritolust.

4. Uuritud kloone iseloomustab aneuploidse te rakkude 

puudumine.

5» Kromosoomaberratsioonide arv väheneb passaažide jook­

sul.

6. Kromosoomaberratsioonid on seotud peamiselt fragmen­

tide moodustumisega.
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- - Materaal da metoodika

Töö koekultuuridega nõuab nii ruumi, söötmete, nõude, ins­

trumentide kui ka kudede ranget steriilsust. Sellega väldime 

koekultuuride saastumise bakterite ja seentega ning vabastame 

konkurentsist mikroorganismidega.

Vajalikud klaasnöud ja teised vahendid (paberi, vati) ste- 

riliseerisin autoklaavis 20 niin. 0,?-1at rõhu juures. Enne auto- 

klaaviga tööle asumist kuulasin ära instrueerivad loengud ja 

sooritasin vastava arvestuse. Töötamisel pidasin silmas keh­

testatud eeskirju ( ~ pabu/icu. .1962) , jälgisin, et auboklaav 

oleks töökorras ning maandatud/manomeetrite näidud Uhtuksid, 

aurukambris küllaldaselt vett ning et autoklaav ei jääks järele­

valveta.

Boksi ettevalmistamisel kalluskoe passeerimiseks kiirita- 

sin seda kahel korral 2 tundi ultraviolettkiirtega (bakterit- 

siidne lamp bYB-30). Steriliseerimisel hoidusin kiirguse alla 

sattumast ( Xou anob uQp.,1958) .

Instrumente steriliseerisin termostaadis 2 tundi, vahetult 

enne kasutamist kastsinneid veel kord 96° etanooli ja kuumuta— 

sin piiri tuslambi leegis. Piirituslamnbi kasutamisel jälgisin 

tuleohutust (Lasteasutuste ... 1965). Tagavarapiirituse hoid-
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sin eemal lahtisest leegist.

Passeerimisel on tähtis, et koekultuurid puutuksid 

võimalikult vähem kokku välisõhuga. Viimane eeldab võimalikult 

kiireid ja täpseid liigutusi töö käigus.

Boksis töötamisel kasutasin spetsiaalset kitlit, samuti 

mardist suumaski.

Katsemater jaliks oli kalluskude liigilt Haplogappus sE?” 

cilis. Katsematerjali valikul lähtusin kahest põhimõttest:

1) nimetatud liigi väikesest kromosoomide arvust (26=4) »

2) HapiopappusT e kalluse suhteliselt heast kasvust koe- 

kultuuri tingimustes.

Kude pärineb R.G. Butenko koekultuuride laboratooriumist 

NSVL TA Taimefüsioloogia Instituudist Moskvas, kus see algselt 

eraldati 10-15 cm pikkuste seemikute varresegmentideit ja ala— 

tes 196-'+.a. passeeriti korrapäraste vaheaegadega (4 nädala jä­

rel) vastavale tardsöötmele. Esimesed 10 passaa±i (subkultuuri) 

tehti White'1 söötmele, millele oli lisatud 1 mg/1 {-naftuml_ 

äädikhapet ja 0,1 mg/1 kinetiini. Edasi kasutati sbbtmena ura- 

shige lahust, millele lisati « - naftuulasaikhapet (2 mg/1), 

heteroauksiini (0,5 mg/1) ja kinetiini (0,01 mg/1).

Alates 196?.a. maikuust kultiveeritakse Hapiopappus'e
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kalluskude TRÜ geneetika ja darvinismi kateedris.

Haplopappube kalluse kultiveerimiseks lrasutasin T'u- 

rashige-Skoogi söödet,mille koostisse kuuluvad peale Tn- 

rashige makro- ja mikroelementide järgmised ained: 

sahharoos - 30 s/1

.. „.. L 1 g/1kaseiinhudrolusaat -

2,4- 0 - 1 mg/l

adeniin - 1 mg/l
A 

agar - 6 g/1

vitamiin-B, - >4 mg/l

Ca-nitraat - 288 mg/l

Fe-tsitraat - 3»5 mg/l

Sööde on valmistatud ainetest,millede kogused on an­

tud R.G.Butenko (бугенко, 1964) poolt. Nimetatud ained 

lahustasin destilleeritud vees. Seejärel jaotasin valmis­

tatud söötme viieks osaks. Üks jäi kontrollvariandiks ja 

neljale ülejäänule lisasin vastava koguse 2,4-dikloorfen- 

oksüäädikhapet (2,4-D) ;

I variant - 5 mg/l 2,4-D

II variant - 10 mg/l 2,4-D

III variant - 20 mg/l 2,4-D

IV variant - 50 mg/l 2,4-D

Seejärel valasin söötmed 100ml Erlenmeyerli kolbi- 

dess e, igasse ca 40-50 ml ja autoklaavisin kaks korda 20 

min. jooksul +115-120°0 juures 0,75-lat rõhu all.
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, Autoklaavitud ning jahutatud ( tardunud ) söötmeile ase­

tasin pintsettide abil vöimalikult ühe suurused kalluskoe t - 

kid eelnevalt kloneeritud kultuurist. Kolvid eksplantaatide- 

ga paigutasin termostaati +27° C juurde kas varna. Kui tuuri de 

asetamisel termostaati kontrollisin selle töökorras olekut 

ja maandust vastavalt kehtestatud eeskirjadele (Elektrisead­

mete .. .1966) .

2,4-D mõju tsütogeneetiliseks iseloomustamiseks fik­

seerisin üheksandal päeval pärast passeerimist kell 14 

igast katse variandi st koetükke seguga, mis koosnes kolmest 

osast 96 % etanoolist ja ühest osast ää-äädikhappest .

Fikseeritud materjalist valmistasin ajutised surupre- 
/ 

paraadid atseeto-ortseiini(modifitseeritud La Cour,i)mee- 

todil. Selleks võtsin väikese tüki kallust ja asetasin sel­

le alusklaasile. Seejärel viisin sinna tilga atseetoortse- 

iini värvilahust ja jätsin umbes 10 min. värvuma. Edasi 

asetasin peale katteklaasi ja surusin tiku otsaga katte- 

klaasile vajutades kallusetüki ühtlaselt laiali,s.o.ühe- 

rakukihiliseks,

Surupreparaate vaatasin mikroskoopide -6(ок.Юх , ,

2OX5ja 40X) jaMBU-3 (ок.Юх, 0b.20x ja 40x) all.

Kab^ed viisin läbi neljas korduses. Igas korduses "mää — 

räsin mitooside sageduse ,amit oot iii selt jagunevate, nekroo- 

tiliste ja polümorfsete tuumade ning mitme tuumaga rakkude
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suhtelise hulga (indeksi) analüüsitavas materjalis, s.o. 

nii katsevariantides kui ka kontrollis. Igast variandist 

valmistasin iga kord kümme preparaati,milles määrasin ülal­

märgitud indeksid а 500 raku kohta. Kokku oli vaatluse all 

100 000 kaIlusrakku.

Kallusrakkude jagunemise ööpäevase dünaamika määrami-

I risin nimetatud etanooli-jää-•

äädikhappe seguga kuuel korral: kell 047kell8t,Jkell127kell16c’w 

kell20,ke1124. Valmistasin ajutised surupreparaadid eespool 

kirjeldatud meetodil ja määrasin nende järgi mitoosiindeksi 

s.o. mitootiiiselt jagunevate rakkude suhte interfaasis ole­

vatesse rakkudesse.

Mikrofotod tegin fotoaparaadiga "3°ркий -4,mis oli 

külge monteeritud mikroskoobile MEM-6.



■ -34-

IV EKSPERTMENTAALNE OSA

Murashige-Skoog’i söötmel kasvatatud 

cilis’e kalluskloon on pehme,kasvajatüüpi haavakudeljo ♦ •

Mikroskoopilised uurimused näitasid, et Haplopappus 

gracilisfe kallus koosneb põhiliselt parenhüümrakkudest 

(joon,3,). Seejuures varieeruvad kallusrakud niikujult, suu­

ruselt kui sisemiselt ehitus e lt(tsüt op la sma ja tuuma mahu­

liselt vahekorralt,tuumade arvult jne.), vöib näha kujult 

ovaalseid, ümmargusi, piklik-toru jäid ja korrapäratu kujuga 

rakke.Kailusrakkudes varieerub märgatavalt ka tuumade suu­

rus ja ehitus. Analoogilisest kirjanduse andmetele leidub 

ka uuritavas Haplopappus gracilis’e kloonis üksikuid puure- 

möötüelisi, korrapäratu, sagaralise kujuga tuumi. Neid nn. 

polümorfseid tuumi leiame kontrollvariandis siiski suhteli­

selt vähe. Üksikutes tuumades soondub membraan sisse ning 

ilmnevad amitoosilaadsed kujundid( joon .4.) ,£@ni on raske 

otsustada, kas kõikidel niisugustel juhtudel toimub tõepoo­

lest tuuma amitootiline jagunemine või on tegu mingisuguse 

pseudomi toosi vormiga. Kaks lähestikku paiknevat või - 

selt kattuvat-tuuma meenutavad ka mõnel juhul amitoosi( jc - , ,

. Kõrvuti ühetuumaliste rakkudega esineb Haplopappus 

acilis’e kalluses ka kahe ja enamatuumalisi rekke(j ■ . " 

Mitmetuuznalised rakud- võivad olla t nii mitooside

kui amitooside teel. Nende päritolu selgitamine nõuab vastavaid



Joon.2.. Isoleeritud Haplopappus ^racilis’e 
kalluskude tardsöötmel.

Joon.3. Kakud Haplopappus gracilis’e 

kalluskoes. (0k.20X, ob.20x)



Joon.4. Amitootiline tuum Haplopamrus grasilis’e 

kallusrakus. (Ok. 2OX,ob. 6OX,.)

Joon.5.. Amitoosi sarnane kaksiktuum Haplopappus 

gracilis’e kallusrakus. (0k.20x,ob,60xe.) .



Joon.6.. Kahetuumaline rakk Haplopappus 
gracilis * e kallu skoe s,.(Ok. 20X,ob..60Xe )

Joon.7.. Hulgatuumallne rakk Haplopappus

gracilis’ kalluskoes. (Ok. 2OX,ob.iOXe.)



Joon. 8. Polüploidne ^6n) rakk Haolooaopus

gracilis’e kalluskoes. (Ok. 20X,ob. 60X. )

Joon. 9. Polüploidne №n) rakk Haplopappus

gracilis’e kalluskoes. (Ok. 20X,ob.60xe )



Joon. 10, Aberratiivsed ana- ja telof sasid 
Hap1о pappus gr acilis1 e к ai lu s koe s. 
(0k.20x ,ob.40X. )

Joon.II. Kromosoomaberratsioon Haplopappus

5Га£111а*е kallusrakus. (0k.20X,ob. 60X.)
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eriuurimusi,mis ei mahu olemasoleva töö raamidesse. 

Mikroskoopilised uurimused näitavad,et lähtekallus,s.t. 

kontrollvariant on juba kõrgelt polüploidne. Valdav ena­

mik rakke on heksa- kuni oktoploidsed( joon.8. . Kolme­

saja kahekümnest loetud metafaasist olid ainult -,aks tet- 

raploidsed ja üks triploidne, üle jäänud kõik enam kui tet- 

raploidsed.

Vaadeldud ana- ja telofaasid kontrollvariandis osu­

tusid enamasti aberratiivseteks( joon.10) . Kahesaja kuue­

teistkümnest loetud ana- ja telofaasist osutusid neli nor­

maalseteks, ülejäänud olid kas kromosoom- või kromatiid- 

aberratsioonidega. Tunduva ülekaalu paistsid omandavat 

kromosoomaberratsioonid(joon.ll,). Analoogiliselt kirjan­

duse andmetele esinesid aberratsioonid ”sildade" ja frag- 
♦ ' 

mentide näol, j "

Minu poolt uuritud Haplopappus gracilisTe kalluse 

rakud jagunevad põhiliselt mitoosi teel, nagu seda väida- 

*vad teisedki autorid mitmesuguste kalluskultuuride kohta. 

Käesoleva tõõ üheks ülesandeks kujunes mitooside Ööpäeva­

se dünaamika määramine. Selleks määrasin kahel korral(pä- 

rast kolmekümne kuuendat ja kolmekümne üheksandat passaa- 

ži) ,iga nelja tunni järel- kell 4\kell 8,kell I.S^cell'iG, 

kell 20*,ке112^- mitooside sageduse s.o. mitootiliselt ja­

gunevate rakkude hulga mittejagunevate rakkude suhtes.

Määramiste tulemused on esitatud tabelis' ,, a joonise'12 •
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]“n- 12. iTlitoosicle ööpäevane, dünaamixa 

Jianlonannus qracilis’e xaltusKoes.
— /. Kordus
— 2. xordus



Magu nähtub jooniselt 12,.esineb Haplopappus gracilis’e 

rakkude mitootilise jagunemise aktiivsusel kaks tippu: esi­

mene kell £cv'( mit oosi indeksid vastavalt 3,84% ja 4,2%) ja 

teine kell 2Oc<D(mitoosiindeksid vastavalt 4,56% ja 6,68%). 

Kõige vähem mitoose esines antud kloonis keskpäeval,suhte­

liselt vähem ka varahommikul.

Töö põhiliseks ülesandeks oli 2,4-D toime tsütogenee- 

tilise efekti selgitamine Haplopappus gracilis^fe kalluskoe 

abil. Uurisin,millist mõju avaldavad erinevad 2,4-D kont- 

setratsioonid Haplopappus gracilis’e kallusrakkude tuumade 

jagunemisele ja. morfoloogiale. Katsevariante oli neli, vas­

tavalt 2,4-D kontsetratsioonile söötmes: 5mg/l,10mg/l, 

20mg/l ja 50mg/l. Kontrolliks jäi kalluskude Murashige-Skoo- 

gi põhi söö tmel, mis sisaldas 2,4-D 1 mg/l.

Katsed viisin läbi neljas korduses. Igas korduses mää­

rasin mitootiliselt jagunevate rakkude, amitootiliste, po­

lümorfsete ja nekrootiliste tuumade ning mitme tuumaga rak­

kude suhtelise hulga (indeksi) analüüsitavas materjalis.Nelja

Y . -.korduse igas variandis,kaasaarvatud kontrollvariandi^,ana-
A

lüüsisin kümme preparaati (a 500 rakku igas preparaadis) ♦ 

üldse kokku oli vaatluse all 100 000 kallusralcku.

Uurimuste tulemused on matemaatiliselt töödelduna esi­

tatud tabelites 2-5 ja joonistel 13-17. Kuna indeksid on 

küllalt madalad, siis nad alluvad Poissoni jaotusele ja -cs._-
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mine ruut hä Ive on v r ] b juurega rakkude |

tavast arvust (Ур5лх,1963). * x

Mitooside sagedus j ,4-] kontsetratsioonist 

söötmes on toodud jooniseid - 3..Selgub, et kontrollsöötmel 

( 1 mg/l . ,4- ' kasvaval kallusel on mit о о sünde ks suhteli­

selt kõrge.Eri kordustes on see vastavalt 5,76% ; 5,08 %,' 

6,06 / ja 4,8 %. 8,4—D suurema koguse lisandumine söötme- 

le vähendab mitootilist aktiivsust. Kui söötmes on 5 mg/l 

2,4-D,siis mitoosiindelssid korduste kaupa on vastavalt 

4,?2 %, 4,92 5,5,- 5 ja 3,9 .Eriti tugevasti pidurdub mi- 

tootiline akbiivsus 2/i—Y mõjul 5 mg/l— 10 mg/lqntsetrat- 

sioonide puhul .Mit о о sünde ksid on eri kordustes vastavalt 

2,12%, 2,0%, 2,18% ja 2,0%. Edaspidi langeb mitootiline ak­

tiivsus veelgi ja on 20 mg/l 2,4-Dsisalduse puhul söötmes 

vastavalt 1,78 %,1,8 %,1,86 % ja 1,9 % ning 50 mg/l 2,4-D 

puhul 1,2 %, 1,28 %, 1,4 % ja 0,$ %.

2,4-D kõrgete kontsetratsioonide pärssivast toimest 

kallusrakkudele räägib selgesti ka nekrootiliste tuumadega 

rakkude indeksi pidev ja järsk tõus 2,4-D kontsetratsiooni 

suurenemisel (jo 1,14,148.4). korduste kontrollvariantides 

on nekrootiliste tuumadega rakkude indeksid vastavalt 0,4 %, 

0,5 %,0,52 % ja 0,5 %. 5Ö mg/l 2,4-D mõjul ulatub nekrooti­

liste tuumade sisaldus aga juba 7,72 %-ni,6,96 %-ni,7,3< 5-ni 

ja 6,6 %-ni.



Joon.13». Mi tooside hulga (%); sõltuvus 2,4-D 

kontsentratsioonist söötmas., 

------ I. kordus 

-6,-------2,. kordus

----- ----- 3». kordus 

-------- 4.. kordus





Joon»74V Nekrootiliste tuumadega rakkude 

hulga(%) ..sõltuvus 2,4-D kontsent­

ratsioonist söötmes.

------  I.. kordus

-eee 2*. kordus

3». kordus

4.. kordus



о/ /е



Joon.j^a> Nekrootili se a tuumad Haplopappus 

gracilis’e kallusrakus, 

(Ок.2ОХ,оЬЛОХе)

Joon. 14bNekrootiliste tuumadega rakud HaplopaPPuS 

gracilißekalluskoe s. (0k20x ,o b. 20 X. )
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2>4-D mõju ai3.it о oti li selt jagunevate tuumade hulgale 

■ on esitatud joonisel15. Amitootiliselt jagunevate tuumade 

hulgale ei avalda 2,4—D kontsetratsiooni tõus söötmes nii 

teraval.- väljendunud mõju nagu mitootiliselt jagunevatele 

tuumadele,icuid võib täheldada siiski teatavat korrelat­

siooni amitootiliste tuumade hulga ja 2,4—D kontsetrat­

siooni vahel söötmes. Korduste kõntrollvariantides on 

amitootiliselt jagunevate tuumade protsent 0,7;0,82;0,74 

ja 0,4. 5 mg/1 2,4-D mõjul muutub amitootiliste tuumade 

protsent suhteliselt vähe(0,78;0,88;1,12 ja 0,5). 10 mg/1 

2,4-D lisandamine tõstab juba märgatavalt amitootiliste 

tuumade hulka (1,26; 1,3; 4,54 ja 0,6). Kõige rohkem ami- 

tootiliselt jagunevaid tuumi on kontsetratsiooni 20 mg/1 

2,4-Dkorral (1,42%, 1,4%, 4,64% ja 0,7%)» Kontsetratsi- 

oon 50 mg/1 2,4-D vähendab ka amitootiliselt jagunevate 

tuumade arvu: vastavad indeksid on jälle kontrollvrian- 

di tasemel vöi alla selle (0,8%, 0,74%, 1,16% ja o,4%).

Mitme tuumaga rakkude ja polümorfsete tuumadega rak­

kude hulga sõltuvus 2,4-D kontsetratsioonist söötmes on 

toodud joonistel 46 ja1?.

Joon.16 analüüsil selgub,et eri korduste andmed on 

suuresti erinevad. Esimeses korduses on mitme tuumaga 

rakkude hulga sõltuvus 2,4-D kontsetratsioonist söötmes 

väga kõikuv. Kontrollvarian is on mitme tuumaga rakkude



Joon.15»- Amitootiliselt jagunevate

tuumade hulga (%); sõltuvus

2,4- D . kontsentratsioonist söötmes.

--------  I.. kordus

-........ 2e. kordus

----- -- 3». kordus

----------4.. kordus



о/

А A



Joon.16.. Mitme tuumaga rakkude hulga(%))

sõltuvus 2,4-D kontsentratsioonist 

söötme s..

---------- I.. kordus

o.. kordus

---------  3. • kordus

----------- 4,. kordus





Joon.17..Polümorfsete tuumadega rakkude 

hulga(%)) sõltuvus 2,4-D kontsent­

ratsioonist söötmes,.

-------- I. kordus

..........  2,. kordus

3. kordus

4. .kordus
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protsent 2,76, 5 mg/1 2,4-D mõjul langeb see 2,02-ni,10 mg/l 

2,4-D mõjul tõuseb järsult 4,04-ni,langedes jälle 1,88-ni, 

kui söõtmes on 20 mg/1 ja tõustes 50 mg/1 2,4-D mõjul 2,84-ni. 

Teise korduse kontrollvariandis on mitme tuumaga rakkude prot­

sent 3,34,tõuseb pidevalt ja ulatub 10 mg/1 2,4-D mõjul 4,68-ni 

/seejärel langeb järsult ja 50 mg/1 2,4-D mõjul on 1,96- Kol­

mandas korduses on mitme tuumaga rakkude hulga sõltuvus 2,4-D 

kontsetratsioonist söõtmes märksa väiksem kui teistes kor- 

dustes. 1 mg/1 2,4-D puhul en vastav indeks 1,54 , tou; e

10 mg/1 2,4-D mõjul 2,3%-ni ja 20mg/l 2,4-D mõjul 2336%-ni 

ning langeb jälle 50 mg/1 2,4-D puhui 1 ,68%-ni. Neljanda kor­

duse kontrollvariandis tn mitme tuumaga rakkude protsent teis­

te kordustega võrreldes küllalt kõrge,tõuseb 5mg/l 2,4-D mõ­

jul veelgi, langeb mõnevõrra 10 mg/1 2,4-D mõjul, tõuseb see­

järel 20 mg/1 2,4-D mõjul 4,4-ni ning langeb järsult 50 mg/1 

2,4-D mõjul.Kõrge kontsetratsiooni mõjul ilmnesid üksikud 

eriti suure tuumade arvuga rakud (joon.7.)-

Joonise 17 analü Isi , lümorfsete tuuma—

' dega rakkude hulk varieerub tunduvalt korduste kaupa. Esime­

ses korduses teeb v - ,4- mõjul läbi te: -

* d. Kontrollvariai is on polümorfsete tui s

1,02%, 5 mg/1 2,4-p kont set ratsiooniga söötmel juba 2%.

1o mg/1 2,4-D mõjul 1 ’
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rel 20 mg/1 2,4-D mõjul jälle 4,6%-ni ja langeb lõpuks 

50 mg/1 2,4-D puhul peaaegu esialgsele tasemele (1,06%). 

Teise korduse kontrollvariandis on polümorfsete tuumadega 

rakke 3,58%,vastav indeks püsib 5mg/1 - 20 mg/1 2,4p 

kontsetratsiooni puhul peaaegu ühtlasel tasemel (4,9%)

93% ja 4, 3%) ning langeb 50 mg/1 2,4-D mõjul järsult 

2,92%-ni. kolmanda korduse kontrollvariandis on polümorf­

se tuumaga rakke 0,96%. 2,4—D kontsetratsiooni suurenedes 

soötmes tõuseb vastav indeks pidevalt ja ulatub 10 mg/1 

2,4-D mõjul 2,02%-ni, 20 mg/12 '2,4-D kontsetratsiooni 

puhul tõuseb polümorfsete tuumadega rakkude indeks järsult 

4,76%-ni ja langeb 50mg/l 2,4-D mõjul 1,5%-ni. Neljanda 

korduse kontrollvariandis on polümorfsete tuumadega rak­

kude indeks 0,9%, tõuseb pidevalt kuni 2,4%-ni 10 mg/1 

2,4-D kontsetratsiooni puhul sõõtmes, 20 mg/1 2,4-D mõ­

jul saavutab maksimaalse väärtuse (4,4%) ja 50 mg/1 2,4-D 

mõjul langeb jälle 1,8%-ni.

Kuna mitme tuumaga rakkude hulga ja polümorfsete 

tuumadega rakkude hulga sõltuvused 2,4-D kontsetraisioo- 

ni tõusust sööt .es osutusid eri kordustes nii erinevatel s 

ja sageli isegi vasturääkivateks, siis ei olnud vöimali 

täheldada mingisuguseid seaduspäraseid kõrre latsio< e 

möjuaine hulga ja vastavate indeksite vahel.
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KOKKUVÕTE

2,4-D lisandiga (1 mg/l) Murashige-Skoog’i söötmel kas- 

vaiatud Haplopappus gracilisre kolme aasta vanust kallus- - 

klooni iseloomustabrakkudeüldine) polüploisus (enamasti 

6n-ßn). Viimast võis eeldada ka Z.Shamina (19^5) andmete 

järgi, kellel Haplopappus cracilis polüploideerus 0,5 mg/l 

2,4-D mõjul juba kaheksa loiu jooksul.

Erinevalt Z.Shamina (1905) andmetest sisaldasid minu 

poolt uuritud klooni rakud hulgaliselt kromosoomaberratsioone. 

Vaadeldud ana- ja telofaasidest osutusid 98 % aberratiiV- 

seteks. Kui Z.Shamina -järgi väheneb passaažide vältel aber- 
„hul, 

ratsioonide,siis käesoleva klooni kohta seda ei saa öelda.

" Antud klooni on kasvatatud kolm aastat pidevas pimedu­

ses, kuid vaatamata sellele on säilinud mitooside ööpäevane 

rütm. Mitootilise jagunemise intensiivsusel on ööpäevas • 

kaks maksimumi:hommikul kell 8 ja õhtul kell 20.

Kirjanduse andmetel on seni uuritud, 2,4-D madalate 

kontsetratsioonide toimet koekultuuridele,käesolevas töös 

voeti aga vaatluse alla kõrgete kontsetratsioonide (5 mg/1- 

50 mg/1) toime. Ilmnes,et 2,4-D kontsetratsiooni tõustes 

es langeb üldiselt mitootiline aktiivsus. Eritj 

langus toi u f 8 8 L”

iagib ka nekrooti -- •
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kontsetratsiooni suurenemisel.Vaatamata mitooside indeksi 

üldisele langusele ja nekrootiliste tuumade hulga suurene­

misele ilmutab antud Haplomappus gracilis T e 'kloon suhteliselt 

tugevat resistentsust 2,4—D suhtes. Võib oletada, et resis­

tent sus seostub koe polüploidsuse kõrge astmega. .

Teatavat korrelatsiooni,kuigi mitoosidega võrreldes 

märksa nõrgemat,võib täheldada ka 2,4-D kontsetratsioon^de 

ja amitootiliselt jagunevate tuumadega rakkude arvu vahel: 

2,4-D kontsetratsiooni tõusul suureneb esialgu amitootiliste 

tuumade hulk,2,4-D kontsetratsiooni edasisel suurenemisel 

hakkab aga uuesti vähenema. Ühtlasi ilmneb teatav vastand­

likkus mitootilise aktiivsuse kõveraga 5 mg/l ja 10 mg/l 

2,4-D vahel. Võib arvata, et mitootilist jagunemist pärssi­

vad tingimused mingil viisil soodustavad rakkude otsest 
- / 

jagunemist.

Polümorfsete tuumadega ja mitme tuuma liste rakkude hulga 

ning 2,4-D kontsetratsioonide vahel ei olnud võimalik kind­

laks teha mingisugust seaduspärast seost.

Alun • 4ouu-< .

)
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VI РЕЗЮМЕ

. Выращиваемая в течение трех лет на питательной среде 

noMypacure- и Скугу с добавлением^2,4-Д (1мг/л) каллусная 

ткань ^5^1^ характеризуется обще: полиплоидизацией

клеток (6n-8n) Даннжи клон выделяется и высоким содержанием 

хромосомных перестроек - 68% из изученных ана- и телофаз 

оказывались аберративными.

Несмотря на трехлетнее культивирование каллусной тка­

ни в условиях постоянной темноты, сохранялся суточный ритм 

митозов. Максимумы митотической активности отметились в 

8) и 20 ч.

Основной задачей работы было изучение воздействия высс* 

ких концентраций 5мг/л — 50мг/л на каллусную ткань Hoplo- 

PCEPUS • Оказывалось, что с повышением концентраций

2,4-Д в среде уменьшается митотическая активность,особен­

но резко при концентрациях 5-Юмг/л. О тормозящем влияний 

2,4-Д на каллус ■ . з _ -

E ~ .„кротических ядер с повышением концентраций 2,4-Д. 

При всем этом нельзя не указывать на весьма сильную резис­

тентность ткани в от ошениивозде'ствия 2,4-Д митозы про­

являются дажеп при добавлении к среде 50-мл/л 2,"-Д • 

Можно подумать, что такая резистентность связывается с вы­

сокой степенью полиплоидн/еоти клеток каллуса.

Определенная корреляция проявляется и между7 kohlентрации 

2,4-Д и количеством амитотичеких ядер в каллусе: с повышением 
vсперва увеличивается^ потом снова падает, 

концентрации 2,4-Д число амитотических яде^ .Обнаруживается 

и некая противоположность с митотической активностью при 
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концентрации 5-10 мг/л 2,4-Д» Условия, ингибирующие 

митозы, невидимому, каким-то образом содействуют амито- 

тическому делению ядер.

Между нречим количеством полиморфных ядер и концент- 

* рации 2,4-Д, а также между количеством многоядерных кле­

ток и концентрацией 2,4-Д не удалось установитьккакой-то 

определенной корреляции«
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