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1. S. tuberosum+ S. brevidens szomatikus hibridek: eldallitas
¢és komplex jellemzés

1. Bevezetés és célkitizések

A termesztett novényfajok vadon €l0 rokonai gazdag
rezisztenciaforrasnak bizonyultak a novénynemesités évszazadai soran.
Tavoli fajok esetében azonban az ivarsejtek dsszeférhetetlensége, illetve
az embrid és az endospermium fejlddési zavarai gitat szabnak a
hagyomanyos keresztezési mddszerek alkalmazésnak. A mesterséges
keresztezéssel  létrehozott - fajhibridek  fontos  objektumai  a
névénygenetikai kutatasoknak, hasznalhato forrdst jelentenek a genetikai
variabilitas noveléséhez és nemesitési alapanyag létrehozasahoz. A testi
sejtek fizidja, a szomatikus hibridizacié alkalmas az egyes novényfajok
kozti ivari inkompatibilitdis  bizonyos mértékl  athidalasara.
Alkalmazasaval olyan, genetikailag modositott egyedeket hozhatunk
létre, melyek egyedillallo lehetdséget nyljtanak a ndvénynemesités,
valamint az elméleti genetikai és novényélettani kutatdsok szamara. A
szomatikus hibridekben vizsgalhatok a két, egymatdl nagy evolucios
tavolsagra esd faj genetikai allomanyanak és az éltaluk kodolt fehérjek
kolcsonhatdsai. A szomatikus hibridekben a sziildi sejtmagok és a
sejtszervecskék DNS  allomanya  rekombindlédhat, —ezdltal — yj
tulajdonsagok is létrejohetnek.

A morfoldgiai bélyegek éltalaban tobb gén altal meghatdrozottak.
A genetikai és morfologiai jellemzok Osszefliggésének vizsgalata
sokvaltozos analizissel valaszt adhat arra, mennyiben van hatdsa a
hibridek genetikai Osszetételének a megjelend tulajdonsdgokra. A
fajspecifikus repetitiv DNS szakaszok a szomatikus hibridek vizsgalatan
kiviil j6 eszkézll szolgalnak a novényi genetikai allomany
szervezddésének és evolucigjanak tanulmanyozasahoz.



Célkitizéseim voltak:

- olyan S. tuberosum+S. brevidens szomatikus . fajhibridek létrehozésa,
melyek hordozzak a S. brevidens-re jellemzd agronémiai
szempontbol értékes rezisztencia tulajdonsagokat s

- a hibriditas bizonyitasa molekularis biolégiai és citologiai eszkozokkel

- a szildi fajokra jellemzd fenotipus megjelenésének vizsgalata a
hibridekben sokvaltozos analizissel _

-a S. brevidens-re jellemzd fagytiirés kimutatdsa a hibridekben

- S brevidens-bdl fajspecifikus repetitiv DNS szekvencia izoldlasa,
szekvencidjanak jellemzése és lokalizécidjanak megallapitdsa in
situ hibridizacioval.

2. Anyag és modszer
2.1 Sejt-és szovettenyésztési modszerek

A sejtfizichoz hasznélt protoplasztokat in vitro fenntartott S.
tuberosum (2n=4x=48) illetve S. brevidens (2n=2x=24) fiatal leveleibdl
izolaltam Fehér és mtsai (1989) modszere szerint. A protoplasztok
faziojat 40%-os PEG oldat hozzaadasaval segitettem eld (Dudits és
mtsai, 1987). A hibrid sejteket Shepard és Totten (1977) modszere
alapjan regeneraltam. A potencidlis hibrid mikrokolonidkat a sziildi
kolonidknal erdteljesebb novekedésiik alapjan (hibrid vigor) valasztottam
ki tovabbtenyésztésre.

2.2 Molekularis bioldgiai és citologiai mddszerek

A genomi bank készitéséhez a S. brevidens-bdl tisztitott sejtmagbdl
szarmazé DNS-t részlegesen emészettiink Mbol restrikciés enzimmel,
majd pGY97 klénozé vektorba épitettiik, a genomi bankot E.coli K-1400
térzsében tartottuk fennt. Fajspecifikus szekvencia keresésekor a
klontarbol szarmazé 1200 rekombinans konstrukciét tartalmazo
baktérium klont hibridizaciés membréanra- vittem, és radioaktivan jeldlt
S brevidens ill. S. tuberosum novényi DNS-sel hibridizaltam. A S.
bhrevidens-sel erds, a S (uberosum-mal viszont gyenge jelet ad6 klonokat



EcoRI restrikcios endonukledzzal emésztettem és hasonlé maodon
differencialis hibridizacioval teszteltem. A fajspecifikus fragmentumokat
pUC18 plazmidba klénoztam.

Southern analizishez a névényi DNS-t CTAB-t tartalmaz pufferrel
izolaltam, Gill és mtsai (1991) modszere szerint. Restrikcios
endonukledz emésztéseket az enzimet gyartod cég (BRL, ill New England
Biolabs) utmutatéja alapjan végeztem. Az emészett DNS mintdkat 0.8%
agaroz-gélen, TEB pufferben (90mM Tris/bérsav, 10mM EDTA)
szeparaltam, nylon membranon UV sugarzassal immobilizaltam.

A DNS-DNS hibridizacidhoz 25-50 ng fragmentumot jel6ltem
"random priming" médszerrel, alfa-’P-dCTP vagy alfa-“P-dATP
radioaktiv izotopok felhasznalasaval. A hibridizald oldat Osszetétele:
{IM NaCl, 0.IM Nas-citrat, 10mM Tris-HCI puffer pH:8.0. I mM
EDTA, 0.25% zsirszegény tejpor}. A hibridizaciot 65°C-on 6-12-6ra
hosszat végeztem, a filtereket kétszer harminc percig 65 °C -on mostam
0.3M NaCl/30mM Naj-citrat/0.1% SDS oldatban.

Az in situ hibridizacioban a fajspecifikus DNS fragmentet nick-
transzlaciés modszerrel, biotinilalt dUTP beépitésével jeloltem. A probat
a hibridizaciés oldatban (50% formamid, 10% dextran-szulfat, 0.5mg/ml
tRNS) denaturdltam, majd a citologiai prepardtumra helyezve 12 orat
370C-on inkubaltam. A prepardtumrél a nem hibridizalt probat a
Southern - hibridizacidhoz = hasonléan mosassal tavolitottam el. A
hibridizacios jelet 3mg/ml fluoreszcein-izotiocianathoz kotétt avidinnel
(FITC-avidin) hivtam eld. A hibridizacios jelet tgy erdsitettem fel, hogy
biotinilalt anti-avidin antitestet kotottem a FITC-avidinhoz, majd Gjra
FITC-avidinnal inkubaltam. E lépést hdaromszor ismételtem. A
kromoszomak DNS allomanyat  propidium-jodiddal festettem. A
preparatumokat fluoreszcencia mikroszkdppal vizsgaltam, 450-490 nm-
es gerjesztési tartomanyban a fluoreszcein-diacetatra és 530-560 nm-nél
propidium-jodidra.

Az izolalt fajspecifikus DNS szekvenciajat Applied Biosystems
szekvenalé rendszerrel hataroztuk meg, elemzését a MICROGENIE,
MULTALIN és DNASIS programokkal végeztiik.

A hibridek morfoldgiai analiziséhez iiveghazban nevelt hibridek
huszonegy fenotipusos paraméterét hatdroztam meg, harom ismétlésben.
A fokomponens-analizishez Podani SYN-TAX Il programcsomagjat
hasznaltam (Podani, 1988).



Az izoenzim mintizatot glutaminsav-oxélacetat transzaminaz €s
szuperoxid-dizmutaz enzimeknél hatdroztam meg Yagi és mtsai (1981)
illetve Beauchamp és Fridovich (1971) modszerével.

A kromészaszam meghatarozasahoz fiatal hajtasdugvanyok
gyokereit 0.002M hidroxi-quinolin oldatban kezeltem 3-4 ¢éra hosszat,
majd Carnoy reagensben fixaltam. A gyokércsucsokat 10% pektinazt és
1.5% cellulazt tartalmazé oldatban puhitottuk 370C-on 30-60 percig. A
preparatumot karbol-fukszinnal festettem.

A szomatikus hibridek fagytOrésének vizsgélatat &tven-Otven
egyeden, egy hetes 50C-on térténd akklimatizalas utdn -2,-3 és -4 0C-o0s
fagyasztassal végeztiik, majd iveghazi koriilmények kozott harom hétig
torténd regeneracios periédus utan az oldalriigyekbdl kihajté Gij hajtasok
mindségét és zold tomegét értékeltiik Ki.

3. Eredmények és értékeléstik.

3.1. Szomatikus hibridek eldéllitasa és szelekcioja

A sziildi fajok levélprotoplasztjai vizualisan hasonléak, ezért a
heteroplazmas sejtek ardnya (s ezen keresztlil fuzios gyakorisdg) nem
volt megallapithaté. A novekvd kolonidk szelekcidjat  korabbi
megfigyelésekre tdmaszkodva arra alapoztuk, hogy a hibrid koléniak
erdteljesebb fejlddéstek lehetnek, mint a sziildi egyedek. A S. brevidens
sejtek nem képesek az adott in vitro regenerécios koriilmények kozott
kolonidkat képezni. A kontroll S. tuberosum és a fuziés kezelésbdl
szarmazod mikrokallusz populaciobdl a legintenzivebben ndvekvd
kolénidkat valasztottam ki a tovabbi tenyésztésre és regenerdciora. A
fazids populdcidbél szarmazé szelektalt ‘kolénidk = méretben és
regeneracios képességben feliilmultdk a burgonya protoklonokat. Ez a
kiilonbség a tenyésztés tovébbi fazisaiban is fennmaradt, bar nem
minden hibridre volt jellemzd, mint az a részletes morfologiai
felméréskor tapasztalhaté volt. A hibrid vigorra alapulé szelekcidval
azonos fajkombindcional koézel szdz szdzalékos hibrid gyakorisag volt
elérhetd, melyet a hibrid koléniak fajspecifikus DNS felhasznaldséaval
elvégzett jellemzése is igazolt (Polgar és mtsai, 1993)



3.2 Hibriditas bizonyitasa

A restrikcios fragment hossz-polimorfizmus (RFLP) analizishez
olyan probat hasznaltam, mely a burgonya ll-es kapcsoltsagi
csoportjahoz tartozik, és a S. brevidens-ben is e helyen lokalizalt. A
vizsgalt hét, kiilonbozd kromoszomaszami hibridben a sziilok RFLP
mintazatanak addicioja volt megfigyelhetd. A S. brevidens-re és a S.
tuberosum-ra jellemzd fragmentumok mennyiségi ardnya (melyre a
hibridizaciés jel erdsségébdl kovetkeztethetiink) a legtébb hibridben
megkozelitdleg 1:2, mely megfelel a kozel hexaploid hibridek genctikai
Osszetételének. A glutaminsav-oxdlacetat transzamindz és szuperoxid-
dizmutdz enzimek 4altal adott mintazatot huszonharom klénnal
vizsgaltam. A feltételezett hibridek mindegyikénél megfigyelhetd volt a
sziilokre jellemzd enzimformdk egyidejl jelenléte. A mintdzat minden
vizsgélt hibridnél azonos volt. Az RFPL analizis eredményéhez
hasonldan a hibridekben a vizsgalt enzimek mindegyik lokusza legaldbb
egy példanyban megtalalhato.

Harmincegy, flziés sejtpopulaciébdl szérmazd regeneréns
kromoszémaszdmét hatdroztam meg. A két sziiloi faj eltérd
ploidiaszintje (S. tuberosum :2n=4x=48 illetve S. brevidens: 2n=2x=24)
lehetdvé tette a hibridek azonositdsat additiv kromoszémaszamuk
alapjan. A S. brevidens ¢és a protoplaszt eredetl S. tuberosum
névényeknél csak igen kis eltérés volt tapasztalhaté a vart értéktdl. A
vizsgalt szomatikus hibrideknél azonban nagy kromoszémaszambeli
variabilitast talaltunk. A vizsgalt klonok 19%-a rendelkezett a hexaploid
szinthez koézeli kromoszéma garnitraval (1-2 kromoszéma veszett el).
A hibridek mintegy felénél (52%) fordult eld kissé nagyobb mértéki
kromoszémavesztés (3-6 kromoszoma), mig a 16%-uknal a genetikai
dllomany 8-12 kromoszémaval csokkent. Az ennél nagyobb mértéka
kromoszdmavesztés, csakugy mint a hexaploid szintet meghalado értéke
aneuploid hibrid jelenléte magyardzhaté a hibridek megnovekedett
ploidiaszintjével, mely a genetikai dllomany instabilitdsat okozhatja. A
magas ploidia szint a hibrid sejtben kromoszémavesztést indukalhat,
mellyel egy viszonylag stabilabb allapot johet létre, ugyanakkor az egyes
kromoszémak elvesztése nem jar sziikségszerGen egylitt az életképesség
csdkkenésével. Az alkalmazott szelekcids eljaras eldsegitette a populdcid
hexaploid klénokban valo feldisuldsat, az oktoploidok gyengébb



novekedésiik miatt nem Keriiltek tovabbtenyésztésre. Kismértéki
kromoszdéma-eliminaciot a hibridek -valdszinlleg magas
ploidiaszintjiiknek kdszénhetden- morfoldgiai aberracié megjelenése
nélkiil toleraltak. A hibrid ndvények a vegetativ szaporitds és fenntartas
mintegy masfél éve alatt megdrizték a megfigyelt citoldgiai jellemzdket.

3.3 A hibridek morfoldgiai analizise

A szomatikus hibridek két, a Solanum nemzetségbe tartozo, de ezen
beliil tavol all6 faj hibridjei. A két sziildi faj egymaéstdl szémos
tulajdonsagban kiilonbézik, ezek koziil a leglényegesebb, hogy a S.
brevidens gumoét nem képez. A hibridek altalanos megjelenése a
burgonyara hasonlitott, a kiilénbdzo szervek (szér, gumo, pérta) fokozott
antocidnos pigmentéltséga jelezte a S. brevidens-bdl szarmazé genetikai
hatésok jelenlétét. A levelek mérete és a szar atmérdje a két faj kozotti
atmeneti értéket mutatta. Ugyanez jellemzd az 4ltalunk "ndvény-alak"-
ként definialt tulajdonsagra, melyet a névény magassaganak és a levelek
hosszanak aranyaval fejezhetiink ki. A hibrid novények hajtdsai a
legtdbb esetben magasabbak és fejlettebbek voltak, mint a burgonyaé.
Legnagyobb varidciot a hibridek gumoképzési tulajdonsagaiban
figyelhettiink meg. A vizsgalt huszonegy klon koziil 6t nem termelt
gumot. A gumodk szamat es Osszsulyat tekintve a hibridek mindegyike
messze elmaradt a S. tuberosum protoklonok maogott.

A morfoldgiai valtozatossag a szomatikus hibrid populaciéban
altalanos jelenség, a szomaklonalis variacio illetve a hibridek eltérd
genetikai Osszetételének eredményeként. A morfologiai bélyegek
altalaban tobb gén altal meghatarozottak. A genetikai és morfoldgiai
jellemzok osszefliggésének vizsgalata sokvaltozos analizissel valaszt
adhat arra, mennyiben van hatasa a hibridek genetikai dsszetételének a
megjelend tulajdonsagokra. Huszonkét morfoldgiai jellemzét vontam be
a fokomponens-analizisbe (PCA). Ez a sokvaltozés mddszer lehetdvé
teszi a vizsgalati objektumok (estiinkben a hibridek és a sziilok)
elhelyezését egy multidimenzionalis faktortérben, miutan linedrisan nem
korrelalo faktorokat (fokomponenseket) képez az alapadatokbol. Ezeket
a fokomponensket a mért adatokbdl alkotott korrelaciés matrixokbdl
szamitottam ki (centralt és standardizalt PCA) és ezek szolgéltak a
multidimenzionalis tér tengelyeiként. Az elsd harom fo komponens
sorrendben az Osszvariancia 37.0, 19.6, és 13.1 szazalékat irja le. Az
elsd fo komponenst a gumohéj szine,a gumo hossza és az indahossz adta.



A masodik 3komponenst foként a levelek szélessége, hosszisaga €s a
véglevélke zlakja alkotta. A noduszok €és a masodlagos levélkék
szémanak volt a legnagyobb korrelacidja a harmadik fo komponenssel. A
sziildi és hibrid klénok egymdashoz viszonyitott helyzetét az 1-3
fokomponens altal képzett scattergramon abrazoltam (1. abra).

A PCA térben a hibridek és a sziildi klénok csoportositasaban az
elsd két komponens jatszotta a foszerepet. A S. tuberosum és a S.
brevidens egymastdl igen tavol helyezkedik el, eltérd morfolégigjuknak
megfelelden. A hibridek alakbeli diverzitasat a klénok széles
tartomanyban val6 szérodasa is jelzi. Négy hibrid csoport elkiiloniilése
figyelhetd meg, s ez a hibridek valos morfolégidjara visszavezethetd. Bar
az analizisbe csak behatarolt szamu hibridet vontam be, valds
morfoldgidjuk és a PCA térben elfoglalt helyiik jo egyezést mutatott. A
klénok relativ és abszolut helyzete azonban nem volt 6sszefliggésben a
kromoszémaszamukkal. A morfoldgiai jellegek sok-génes
meghatarozottsagat, a sziildi génkészletek esetleges kélcsonhatasait
figyelembe véve az egyed fenotipusa nem kothetd szorosan a
kromoszomavesztés mértékéhez. Amikor a hexaploid populdciot, mint
egészet vizsgaltam, dsszefliggés mutathato ki a genetikai dsszetétel (a
sziildi genomok aranya) és a PCA térben elfoglalt pozicid kozott. A
térben a sziildi klonok kozti szakaszra vetitve a hibrid populdcio
stlypontjat, a vetiileti pontnak a S. tuberosum-S. brevidens szakaszt
olyan aranyban kell metszenie mely megfelel a sziildi génkészletek
aranyanak a hibridekben (1/b abra). E metszéspontnak két egységnyire a
S. brevidens-tdl és egy egységnyire a S. tuberosum-tol kell
elhelyezkednie, mivel a hexaploid szinten levd hibridek a tetraploid
burgonya és a diploid'S. brevidens genetikai készletét tartalmazzak.
Esetiinkben a metszéspont 1:1.87 ardnyban osztja a S. tuberosum-S.
brevidens tavolsagot. Ez.igen jo kozelitése az elméletileg vart értéknek,
annak ellenére, hogy mind a hibridek, mind a PCA tengelyek szdma
szamos gén kolcsonhatasanak eredményekeént jott 1étre, az alkalmazott
statisztikai mddszerrel kimutathaté volt.
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1. abra A morfoldgiai felmérés alapjan végzett fGkomponens analizis nvom’ln a
hibridek és a sziilGi klonok eloszldsa a faktortérben. (a) Az elsg két
fokomponens dltal meghatdrozott eloszlds. ZarGjelben a hibridek
kromoszémaszama ldthat6. (b) A hibridek eloszldsa a hdrom (hmcnnm térben.
W.p.: a pontok dltal meghatdrozott felhd salypontja.



3.4. A S. brevidens ‘fagytﬁrésének megnyilvanulasa a hibridekben.

A fagytlrési vizsgalatok céljara két hibrid vonalat valasztottam ki.
A termesztett burgonya hajtasai mar -20C-on teljesen elfagytak, s a
tovabbi, iveghazi koriilmények kozott sem regeneréltak. A S. brevidens
névények -30C-on szintén elfagytak, azonban a hérom héttel késobbi
vizsgalat idejére a tuléld also oldalriigyekbdl Gj hajtasokat képeztek. A
hibridek viselkedése a S. brevidens-éhez hasonlo volt, bar az (] hajtasok
szama és mindsége nem érte el a vad fajra jellemzo értéket.

Fagyasztasi
homérséklet '
S.tuberosum T28 Al2 S brevidens
hibridek

-20C  Elhalt (%) ' 100 4.0 15.0 0
Mindség* ' 0 2.1 1.9 4.6
Zo6ld tomeg (gr) 0 3.29 1.94 7.67

-30C  Elhalt (%) - 100 44 54 38
Mindség* 0 1.1 1.4 3.4
Z6ld tomeg (gr) 0 0.48 0.40 428

-40CElhalt (%) 100 100 100 100
Mindség* 0 0 0 0
Zo6ld tomeg (gr) 0 0 0 0

*mindség: A novények fizioldgiai allapota egy Onkényes skala
alapjan 5 (normalis) - 0 (elpusztult)

3.5 S. brevidens- specifikus DNS szekvencia jellemzése és lokalizacidja

A fajspecifikus repetitiv DNS szakaszok a szomatikus hibridek
vizsgalatan kivil jo eszkoziil szolgdlnak a novény genetikai allomany
szervezddésének és evollcidjanak tanulméanyozasahoz. Az S. brevidens-
bdl izolalt szekvencia még alacsony homérsékleten sem hibridizalt a S.



tuberosum DNS-hez, ebben a viszonylatban tehat fajspecifikusnak
tekinthetd. Kiilonbozd restrikciés endonuklazokkal emészett S. brevidens
DNS-hez hibridizalva az izolalt szekvenciat, jellegzetes "létras"
mintazatot kaptunk, mely a nagy kopiaszamban jelenlevd és ismétlddo
DNS szekvencidkra jellemzd. Az imétlddo szekvencia elhelyezkedése a
genomban nem egyenletes. /n situ hibridizaciéval kimutathaté volt, hogy
legalabb 20 S. brevidens kromoszéma végén megtaldlhatd az izolalt
szakasz, s két (valoszindleg homolog) kromoszéman rendkiviil nagy
kopiaszamban fordul eld.

A meghatarozott szekvencia harom ismétldds (A, B és C) és egy
nem ismétlodo alegység épiti fel, melyek egymashoz nem hasonlitanak
(2.abra). Az alegységek egymast A1B1C1B2C2B3A2XA3B4C4Bs5
sorrendben kovetik. Az azonos tipusti alegységek kozotti homoldgia
valtozd és nem koveti az alegységek imétlddési sorrendjét. Az A(-A3,
B1-B4 ¢és B3-Bs alegységparok kozott taldlhatdo a legnagyobb fokt
hasonldsag, tehat a homoldgia nem a térben legkdzelebb es6 alegységek
kozott a maximalis. Feltételezhetd, hogy a kiilonbozd alegységek
egymastol fliggetlen megsokszorozddasa - utdn, nagyobb egységek
fliggetlentil is amplifikalédtak. Ugyanakkor megtaldlhaték a genomban
az A ¢s B alegységek tandem ismétlddésben is, amint azt Southern
hibridizdciéval bizonyitottuk. A vizsgalt szekvencia egy szakaszan
(AXA) homologia mutathatd ki paradicsombél és két vad Solanum fajbol
izolalt, 162 bazis hosszl repetitiv szekvencidval (Stadler és mtsai, 1995).
A homoldgia minden esetben kisebb, mint 80%. A csokkent homoldgia a
molekularis evoldcid sordn bekdvetkezett mutacidknak koszonhetd. Mig
az emlitett fajokban a homoloég szakasz tandem elrendezddésben
ismétlodik, a S. brevidensben mas, nem-rokon szekvencidkkal egyiitt
Osszetett ismétlddd elemet alkot. Stadler és mtsai (1995) kimutattak,
hogy ez az altaluk leirt, s az AXA szakasszal 80%-ban homolog szakasz
nem taldlhaté meg a Solanaceae rend Datura és Nicotiana tagjainal.
Ugyanakkor azonban csaknem minden Solanum fajban eldfordul, bar a
szekvencia kopiaszama a S. tuberosum-ban igen alacsony. Valdszin,
hogy az AXA szakasz a Solanum és Lycopersicon fajok kozos Gsében
mar jelen volt, és amplifikacioval illetve mutacidkkal és
rekombinaciokkal alakultak ki a ma megfigyelhetd szekvencia- és
szervezddésbeli kiilonbségek.
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II. Széja (Glycine max) alkohol dehidrogenaz gén és
promoterének izolalasa és jellemzése

1.Bevezetés és célkitlizések

1.1 Az alkohol-dehidrogenaz szerepe a névények arasztéastlirésében

Az ADH enzim aktivitisa a legtobb novényfajban anaerob
kortilmények kozott fokozodik. Az enzimaktivitds novekedése elsdsorban
a megnovekedett mRNS szintnek koszonhetd. Az enzim 4ltalanos
funkcioja az acetaldehid etanolla redukaléasa, ezaltal NADt képzadik,
amely anaerob kortlmények kozott a glikolizisben felhasznalodik.
Oxigén hidnyaban ez a folyamat biztositia a NAD"-ot a glikolizis
szdmdra, ennek hidnydban nem termelddik elegendd ATP, melyet a
szintetizald folyamatok hasznalnak fel. Az Adh gén expresszidja nem
csak a novényi szovetek bizonyos anaerob fejlddési stddiumaiban (pl
pollen érés) fokozddik, hanem barmilyen, oxigénhidnyos éllapotot
kivalto kornyezeti hatasra is. A USA kozépnyugati teriiletein a
szojatermésben jelentds kart okoznak a kora-tavasztol kora-nyérig tartd
esdzés kovetkeztében kialakuld belvizek. Az ADH enzimnek kulcs-
szerepe van a novények drasztastlrd-képességében. A viz ald meritett
novényi részekben az alapallapotban csak kismértékben kifejezddd Adh
gén expresszoja akar 10-15-sz6rosére is novekedhet, igy biztositva a
megfeleld NAD™ szintet a glikolizis szamara (Roberts et al 1989). A
génexpresszio ilyen nagyfokl névekedését az Adh gén promotere teszi
lehetové. Béar a gén terméke szdjaban ismert (Newman & VanToai,
1991), a gén pontos strukturdja és promoterének szekvencidja fontos
informdciét nyujthat a tovabbi kutatdsok szdméra. A promotert -eredeti
formdjaban  vagy hatékonysagat novelve- szandékunk  szerint
felhasznalhatjuk, mint egy anoxia altal indukalhaté promotert, mely a
moge épitett gén expresszidjat az oxigén jelenlététdl fliggd mabdon
szabalyozza.

Célkithizésem volt a szdja Adh gének szerkezetének és promoter-
szekvencidjanak, valamint a szdja Adh géncsaldd nagysdginak
meghatdrozasa.



Anyag és modszer

A széja genomi konyvtarat Dr Goldberg (UCLA) bocsatotta
rendelkezésiinkre. A Charon4A vektorba kldnozott szubsztiticids
konyvtar készitésekor EcoRI restrikcios enzimmel emésztett Glycine
max cv. Dare genomikus DNS-t hasznaltak fel. A génkonyvtart egy szdja
Adh #10 cDNS-sel teszteltik (Newman & VanToai, 1991), 370C-o0s
hibridizaciés hdmérsékleten. A pozitiv fagklonokbol nyert DNS
restrikcids térképét meghatéroztuk és a kodold szekvenciat pBluescript
SK (+/-) vektorba klénoztuk. A kukorica Adh gén elsd exonjaval
hibridizalé, és négy Kkilobazisnal nagyobb fragmenteket (ezek
feltételezhetden tartalmazzak a promotert) is pBluescript SK (+/-)
vektorba klénoztam.

A DNS-DNS hibridizaciéhoz 25-50 ng fragmentumot jeléltem
"random priming" modszerrel, alfa-32P-dCTP vagy alfa-32P-dATP
radioaktiv izotopok felhasznalasaval. A hibridizald oldat Osszetétele:
{IM NaCl, 0.1M Trinétrium-citrat, 10mM Tris-HCI puffer pH:8.0, 1
mM EDTA, 0.25% zsirszegény tejpor}. A hibridizaciét 650C-on 6-12-
6ra hosszat végeztem, a filtereket kétszer harminc percig 650C-on
mostam 0.3M NaCl/30mM Naj3-citrat/0.1% SDS oldatban. Az izolélt
fajspecifikus DNS szekvencidjat Applied Biosystems szekvenald
rendszerrel hatdroztuk meg, elemzését a MULTALIN és DNASIS
programokkal végeztiik

3. Eredmények és azok értékelése
3.1 Szdja alkohol-dehidrogenédz gének.széma és struktlrdja

A széja Adh gén negyedik exonjét hasznaltam Southern
hibridizaciéban probaként, hogy megallapitsuk géncsaldd nagysagat. A
hét kiilonboz restrikcids endonukledzzal hasitott széja genomikus DNS
négy-6t kiilonbozd méretd fragmentjéhez hibridizdlt a proba.
Eredményeim megerdsitik Gorman és Kiang (1978) kovetkeztetéseit,
mely szerint -az ADH izoenzim mintdzatit és annak O6roklddését
tanulmanyozva- 6t taga géncsalad-modellt javasoltak elfogadasra.



A génkonyvtarban négy egyedi Adh gént taldltam, két klont
jellemeztem részletesen. A szoja Adh gének a tobbi novényi Adh génhez
hasonldan tiz exonbdl és kilenc intronbdl allnak (3. abra).

Az exonok mérete igen erdsen konzervativ, szekvencidjuk Kkis
mRNS megfeleltethetd az eddig ismert haromféle széja Adh cDNS
szekvencia valamelyikének. A kddold régidban és az intron/exon
hatdrokon semmiféle olyan mutaci6 nem taldlhatd, mely
megkérddjelezné az izolalt gén aktiv voltat. Az intronok mérete még az
egy fajon beliili gén killonbozd tagjainal is valtozd. A szdja Adhl és a
szoja Adh2 génben a masodik intron méretében mintegy haromszoros a
kiilénbség. Az intronok mérete és szekvencidja nem csak a gén méretére
van hatassal, hanem befolyasolhatja az in vivo génexpressziéo mértékét
is, amint azt mas fajokban mar kimutattak (Yu és Edenberg, 1995). A
szoja Adh gének elsd intronjdnak szekvencidja igen eltérd, bar
mindkettdben taldlhatok GGTTTTT szekvencia-motivumok (GT-
motivum). Ezek a motivumok az anoxia altal indukéalhatd névényi gének
(p! Adh, glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz) promotereiben feleldsek
az anoxia-specifikus indukcidért (Manjunath & Sachs, 1997; Dolferus et
al, 1994). Tovabbi vizsgéalatokat terveziink annak eldontésére, hogy a
sz6ja Adh gén elsd intronjanak jelenéte vagy hidnya mennyiben
befolyasolja a gén kifejezdodését.
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3.3 Széja Adh gén promotere

Az Adh gén kodold régidjatdl 5' iranyban talalhato DNS szakasz
mintegy ezer bazisparnyi szekvenciajat hataroztam meg. A transzlaci6
kezdd kodonjatdl -110 bazisparnyira talalhat6 a feltételezett TATA-box
(TATAAAAAAA). A TATA-box pozicidja a transzkripci6
kezdopontjatol hatvankét bazisnyira esik, a cDNS szekvencidja ugyanis
tartalmaz egy mintegy Gtven bazisparnyi nem-transzlalédo un. "leader"-
szekvenciat.

Tobb olyan szekvencia-motivum van, mely felelds az Adh gének
expresszidjanak  anaerob  kdoriilmények  hatdsara  bekovetkezd
indukcidjdért. Ezek a motivumuk (ARE-k: Anoxia Responsive Elements)
a gének promotereiben kiilonbozd elrendezésben talalhatok, jelenlétiik
elengedhetetlen az anoxia-specifikus indukcié folyamataban. Az Adh
promotereken megtalalhaté kovetkezd motivumok  bizonyitottan
feleldsek az indukcidért: GGTTTTT (GT-motivum, Dolferus és mtsai,
1994), G-box (GTGG, Paul & Ferl, 1991), GC-motivum (CG/CGGC,
Olive és mtsai, 1991). A szdja Adh gén promoterén ezek a motivumok
szintén eldfordulnak (4. dbra). Az Adh géncsalad e tagjanal a ndvény
szdveteiben az alapexpresszio rendkiviil alacsony, s mig levélben nem
indukalhat6 a transzkripcid, a névény gydkerében, a hipokotilban és a
sziklevélben anoxia hatasara mintegy 6tszordsére novekszik (Newman &
VanToai, 1991). Feltételezhetd, hogy az ARE-k relativ es abszolat
helyzete felelds a specifikus szoveti reakcidért, tovabbi kisérleteket
folytatunk e feltételezés igazolasara.



A szdja Adh gén promotere (jelen tanulmany)
-255 -175
5' AGTTTACGTGGCATGTGTATTGTGTGTACCAAACGAACCTATGGCGCCGCTTGGAACTAAACCAAA TTTTGTCAT 3'
3' TCAAATGCACCGTACACATAACACACATGGTTTGCTTGGATACCGCGGCGAACCTTGATTTGGTTT AAAACAGTA 5’

Kukorica Adh-1 gén promoter (Paul & Ferl, 1991)
=177 -104
5' GAACCACGGTCCACGGCTATGTTCCAGGTGGAGCTGCAGCCCGGTTCGCAAGCCGCGCCGTGEGTTTGCTTGCC 3!
3' CTTGGTGCCAGGTGCCGATACAAGGTCCACCTCGACGTCGGGCCAAGCGTTCGGCGCEGGCACCAAACGAACGG 5'

Petunia Adh-2 gén promoter (Gregerson et al, 1993)

-110 -30
5' TTTGTAAACCAAACCAGAGACTAAAACCTGCAAACGGTTTTACCATGGCCTATTGTTCTTTGTTTTTAACCAAATTTCAG 3'
3' AAACATTTGGTTTGGTCTCTGATTTTGGACGTTTGCCAAAATGGTACCGGATAACAAGAAACAAAAATTGGTTTAAAGTC 5'

Borsé Adh gén promoter (Llewellyn et al, 1987)
-243 -168
5' AGAAGATTCGAAAAACCATCAGCTACAGTTGGTGTCTGGTCCGGTTAAGTCAAACCCAAAAGGCGCCCGCCGCCTGG 3!
3' TCTTCTAAGCTTTTTGGTAGTCGATGTCAACCACAGACCAGGCCAATTCAGTTTGGGTTTTCCGCGGGCGGCGGACC 5'

Arabidopsis Adh gén promoter (Dolferus et al, 1994)
-220 -140
5' AGAATGCCAC ACGAATACTAGCAACCCAAGTGGAAGAGCGTTCGAGAGAACAAGGCAAACCAAATACGCCCCTAGT 3!
3' TCTTACGGTG TGCTTATGATCGTTGGGTTCACCTTCTCGCAAGCTCTCTTGTTCCGTTTGGTTTATGCGGGGATCA 5

GT motivum: GGTTTT G-box: GC motivum: CG/CGGGC
CCAAAA GC/Geece
(Dolferus et al, 1994) (Paul & Ferl, 1991) (Dolferus et al, 1994)

4 .abra A szbéja Adh gén promoterén megtaldlhatdék az anaerob indukcibdhoz
szikséges roévid szekvenciamotivumok



Osszefoglalé

1. S tuberosum és S. brevidens fajok levélprotoplasztjainak faziojat
kovetden hibrid mikrokolénidkat szelektaltunk, melyek novekedési
erélye meghaladta a sziildi vonalakét, s e tulajdonsdguk alapjan a
szovettenyésztés korai fazisaban a hibrideket azonositani tudtuk.

2. A regeneralt klonok hibrid voltdt RFLP- és izoenzim mintazat
vizsgdlatdval, valamint citoldgiai analizissel bizonyitottam.

3. Béar a hibridekben kromoszémavesztés eldfordult, az aneuploidia
mértéke nem volt hatranyos hatéassal a hibridek életképességére.

4. A regeneralt hibrid novényekben mindkét sziild tulajdonsagai
egyidejlleg kifejezddtek. Tobbvaltozos analizissel kimutattam, hogy a
hexaploid vonalak fenotipusai a két sziild kozti atmenetet képviselnek,
mégpedig a sziildi genomok aranyanak megfelelden.

5. A hibridekben megnyilvanul a S. brevidens-re jellemzd fagy-
tolerancia, melynek eredményeként fagyhatdas utan az also
oldalriigyekbdl uj hajtasokat képesek a hibrid névények létrehozni.

6. A S. brevidens-bdl leirt repetitiv szekvencia organizacidja nem azonos
a vele bizonyos foki homolodgiat mutatd, mas Solanaceae csaladbdl -
ismert tandem ismétlddésben eldforduld szakasszal. Valdszind, hogy egy
egyszer(l, 0si szekvencia evolucidjanak eredményeként alakultak ki a
jelenlegi szervezddési kiilénbségek a vizsgalt fajokban.

7. lzolaltam a szdja alkohol-dehidrogendz enzim géncsalddjanak két
tagjat, valamint az Adh gén promoterét. A gének felépitése hasonld mas
novényi 4dh génekhez, jelentds kiilonbség az intronok méretében van.

8. A szoja  Adh  gén  promoterén  megtalalhatok  olyan
szekvenciamotivumok, melyek feleldsek mas, novényekben talalhato
anoxia altal indukalhato gének differencialis expresszidjaért.
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