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1. BEVEZETES

Novénygenetikai ismereteink nagy része mutdns genotipusok analizisébdl és
ivaros keresztezésekbsl szdrmazik. Az ivarsejtek egyesiilésével hibrid novények
jonnek létre és vizsgdlatukkal a tulajdonsdgok determindltsdgdrdl informaéciét
nyerhetiink. A klasszikus genetikai modszerek kibdvitése a szomatikus sejtek
kutatdsaval csak akkor valt lehetévé, amikor kidolgozéasra keriiltek a novényi
s€jttenyésztés modszerei. Kiilondsen 1) helyzetet teremtett a novényi sejtek
totipotencidjanak felismerése. Ezltal lehetdvé -valt teljes novények felnevelése
tenyésztett sejtekbdl. Igy hidat lehetett kialakitani a klasszikus genetikai és a
szomatikus sejtgenetikai vizsgdlatok kozott. A novényi sejtgenetikai kutatdsok
esetében széles korben hasznédlt objektumokké véltak a sejtfaluktél megfosztott
novényi sejtek az Un. protoplasztok. A sejtfal eltdvolitasaval lehet6vé vélt a sejtek
hibridiz4cibja, illetve DNS molekuldk bevitele a sejtbe. A kilencvenes évek elejére
mintegy szadzotven novényfajra dolgoztdk ki a protoplasztbol valé organo- vagy
embriogenezisen keresztiil torténd novényregeneraldst. A genetikai transzformacio
megvalodsitdsdhoz sziikség volt a molekuldris genetika fejlédésére. A génizolécis
technika kidolgozdsaval lehetévé valt ismert vagy ismeretlen funkciéju gének
klénozasa illetve beépitése a novényi genomba. Bizonyos tulajdonsdgok esetében,
melyeket sok gén kolcsonhatdsa hatdroz meg, a rekombindns DNS technika
lehetGségei is korlatozottak. Az izolalt gének hidnydban a protoplasztok fazidja
illetve a szomatikus hibridek el6éllitdsa adhat lehetdséget a genetikai 4llomény
megvaltoztatasira és 1) tulajdonsagokkal rendelkez6 novények eldallitasara.

A termesztett novényfajok vadon él6 rokonai gazdag rezisztenciaforrdsnak
bizonyultak a névénynemesités évszdzadai sordn, azonban tdvoli fajok esetében az
ivarsejtek Osszeférhetetlensége, illetve az embrié és az endospermium fejlédési
zavarai géatat szabnak a hagyomdnyos modszerek alkalmazasdnak. A mesterséges
keresztezéssel létrehozott fajhibridek fontos objektumai a novénygenetikai
kutatdsoknak, hasznalhat6 forrast jelentenek a genetikai variabilitds noveléséhez és
nemesitési alapanyag létrehozdsdhoz. A testi sejtek fuzidja, a szomatikus
hibridizacié alkalmas az egyes névényfajok kozti evoliciés szakadék bizonyos
mértékii athidaldsara. Alkalmazédsaval olyan, genetikailag modositott egyedeket
hozhatunk létre, melyek egyediilallé lehet&séget nyijtanak a ndvénynemesités,
valamint az elméleti genetikai és novényfiziologiai kutatdsok szamara.

A keresztezéssel elgallitott faj- és nemzetséghibridekhez hasonléan a sejtek
fazidjaval létrehozott szomatikus hibridekben is a sziil6i tulajdonsidgok a
legkiilonb6z6bb kombindcidokban nyilvanulhatnak meg. Ez egyardnt érinti a
novénynemesitési szempontb6l hasznos és nemkivanatos tulajdonsigokat. Eppen

ez€rt Gigy mint a hagyomédnyos nemesités "athidalé" hibridjei esetében sziikség van



tovabbi visszakeresztezési 1épésekre. A hibridek csak e keresztezések €s a megfeleld
szelekci6  utdn  jelenthetnek  megfelel6  nemesitési  alapanyagot. A
visszakeresztezések sordn varhat6, hogy mind az ivaros, mind a szomatikus
fajhibridek citologiai rendellenességei mérséklddnek. A szomatikus hibridizéci6
moédot ad a keresztezés sordn megnyilvanuld Osszeférhetetlenségi tiinetek egyes
tipusainak kizdrasédra, tdvoli fajkombinaciok esetében azonban szdmolni kell a
szomatikus inkompabilitds megnyilvanulasaval. Ezért ez a modszer is csak
meghatarozott feltételrendszer mellett ad modot Gj hibrid populac10k létrehozéaséra
és azok novenynemesnem felhasznélasara. '

- Jelen dolgozat S. tuberosum + S. brevidens szomatikus fajhibridek letrehozasarol
szdmol be. Célunk az volt, hogy olyan hibrideket hozzunk létre, melyek hordozzék a
S.  brevidens-re jellem$ agron6miai szempontbdl értékes rezisztencia
tulajdonsdgokat. A fuziéval kivantunk egy olyan hibrid populaciét létrehozni,
melynek bizonyos egyedei a két faj kozti keresztezési akadalyokat athidalo szerepet
toltenek be a burgonyanemesitésben. A névénynemesitésben valo tavlati hasznositas
lehet6sége miatt olyan szelekciés rendszert alkalmaztunk, melynek nem volt
el6feltétele a sziilGi sejtek morfoldgiai vagy biokémiai kiillonbsége. Megvizsgéltuk a
hibridek levélsodrodasi virussal szembeni ellenalloképességét, illetve els6ként
teszteltik a S. brevidens fagytolerancidjanak megnyilvanuldsat. A szomatikus
hibridek molekularis jellemzése soran izolaltunk és felhasznaltunk a S. brevidens
genomjara fajspecifikus repetitiv. DNS szekvencidt. E szekvencia szervezddését
elemezve feltételezhetjik a szekvenciacsaldd evoliciés divergencidjat. A
molekuldris genetikai jellemzésen til értékeltiik a létrehozott hibridek
kromoszémaszamat, morfoldgiai tulajdonsagok variabilitdsat. A hibridek komplex
jellemzésével kivdantunk 1j ismereteket szerezni illetve alapot szolgdltatni a

nemesitési felhasznalashoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Novényregeneralas protoplasztokbél.

A novényi protoplasztok specialis, sejtfaluktél megfosztott sejtek, melyek

plazmamembrénja kozvetleniil érintkezik a sejt kiils6 kornyezetével, e tekintetben
alapvetfen kiilonboznek az eredeti szovet sejtjeitdl. Egy regenerdcios folyamat
~ sordn a protoplasztok még’felelé koriilmények kozott sejtfal wjraképzésére €s
© sejtosztodasra képessé valhatnak. A névéhyi pro'toplas'ztok a novényfiziologia,
genetika és biotechnolégia szdmara egyediilallo lehetéséget teremtettek s
felhasznalasukkal az emlitett tudoméinydgak metodoldgiai skdldja is szélesedett.
Protoplasztokat el6szor 1892-ben Klercker nyert plazmolizalt sejtekbdl a sejtfal
mechanikus sértése utdn. E moddszer azonban csak bizonyos fajoknal s alacsony
hatékonysaggal alkalmazhat6. A protoplasztokkal kapcsolatos kutatasoknak nagy
lendiiletet adott a Séjtfalbonté enzimek els6é alkalmazasa (Cocking 1960), mely
nyoman szamos, gyarilag késziilt cellulazt, hemicelluldzt és pektinazt tartalmazoé
készitmény haszndlata valt a protoplasztizolalas kizdr6lagos modjava.

Az eddigi igen gazdag tapasztalatok alapjan ugy tlinik, hogy a kiinduldasi szovet
tipusa gyakorlatilag barmilyen lehet (lasd Maheshwari és mtsai 1986 attekintését).
Altal4nos irényelv, hogy juvenilis éllapotﬁ és ezért aktivan osztodo sejtekbdl allo
szovetek (csirandvény, gydkércsiics, szuszpenzié vagy fiatal levél) biztositanak
megfeleld mennyiségli olyan protoplasztot, amelyek a tovabbi tenyésztés sordn
osztddasra képes sejtekké regenerdlnak. A protoplasztok tenyésztési igényei
alapjaiban nem kiilonboznek az in vitro tenyésztett sejtekétdl, azonban specidlis
allapotuk miatt szamos kiegészitésre van sziikség. A protoplasztok tdpkozegében
biztositani kell a megfelelé kezdeti ozmotikus nyomast, s a taptalaj gyakran gazdag
vitaminokban, szerves vegyiiletekben (pl. kazein hidrolizitum). Az {j
anyagcserefolyamatok  beinduldsat, ezen keresztil a sejtfalképz6dést és a
sejtosztodas megindulasat és fenntartasat a taptalaj hormonjai, mint az auxinok és
citokininek biztositjak. A sejtfal szintézisét kovetden az egymads utani sejtosztodasok
sorozata struktirdlisan nem szervezett szovetet eredményez, mely a sériilt novényi
szoveteken képz6ds kalluszszovethez hasonlé. E szovet sejtjeinek differencidlédasa
két tton indithaté el. Szamos esetben, els6sorban a forrdsként hasznalt novényfaj
genotipusatol fliggben, auxinkezelés hatdsara szomatikus embriok képzddnek (lasd
Dudits és mtsai 1991 attekintését). Az egyszikiiek, nyitvatermdk és néhany kétsziki

- faj esetében a novényregeneracio egyetlen ismert Gitja az embriogenezis.



Egy gyakoribb novényregeneraciés méd az organogenezisen keresztil vezet. E
folyamat els¢ lépéseként a kalluszszovet bizonyos sejtjei merisztematikus
struktirdkat képeznek. A kiils6 kozeg citokinin/auxin ardnyétél fiiggéen jon létre
hajtas-, vagy gyokérmerisztéma, majd tovéabbi fejlédési 1épések sordn teljes novény
kialakulasara keriil sor. A protoplaszt izoldcid, tenyésztés és novényregeneracio
kiilonb6z6 szakaszai erdsen meghatdrozottak nemcsak a novény faja, hanem az
adott faj genotipusa 4ltal is. Ezért az alkalmazott médszerek, téptalajok €s
hormonok egyiittes optimalizdl4sa sok esetben tapasztalati uton torténik.

Az els6 sikeres novényregenerdciot dohény levél eredetli protoplasztok
felhasznalasaval -sikeriilt elérni (Takabe 197-1). A -Solanaceae csaldd fajai a
protoplaszti tenyésztés azota is viiszonylag konnyen kezelhet6 tagjai. Ezzel szemben a
tenyésztési prébalkozasoknak hoszzi ideig er6teljesen ellenall fajok, foként a
pillangésok, gabonafélék és a kiilonboz6 éveld novények esetében, csak az utobbi
évek intenziv kutatdsai nyoman sikeriilt a tenyésztési koriilményeket optomalizalni
(Fehér és Dudits 1993 4attekintése).

A burgonya (S. tuberosum L.) a fent emlitett Solanaceae csaldd tagja, igy nem
meglepd, hogy az esetében alkalmazhaté sejt- és szovettenyésztési eljarasok mar
régoéta ismertek. ElsGként Shepard és Totten (1977) szamoltak be a Russet Burbank
fajta levélprotoplasztjainak tenyésztésér6l és novényregenerdciorol. Azoéta
regeneraciora képes burgonya protoplasztokat sikeresen izolaltak a legkiilonfélébb
szovetekbdl, igy gyokércsicsbol (Laine .€s Ducreaux 1987), hipokotilbdl és
sziklevélbdl (Dai és mtsai 1987), gumoszovetbdl (Jones és mtsal 1989) és tenyésztett
sejtekbdl (de Vries és Bokelman 1986). Legelterjedtebben azonban az in vitro (pl.
Creissen és Karp 1985) illetve iiveghdzi novények leveleit (pl. Shepard és Totten
1977) hasznéljak protoplasztforrasként. A burgonya protoplasztok tenyésztésének €s
a novényregeneracié alapelvei lényegében nem kiillonboznek a més novényfajokra
alkalmazottakt6l. Néhany 0j koriilményt azonban sziikséges volt megvéltoztatni a
hatékonysag novelésének érdekében. A levélprotoplasztok létrehozasakor a
novények el6kezelése javithatja a protoplasztalasi és osztodasi gyakorisdgot. A
novények révidnappalos korilmények kozott tartdsa (Shepard és Totten 1977) és a
levelek 40C-on torténd "kondicional6” folyadékban valé néhdny napos inkubalédsa
altalaban jotékony hatdsi a protoplasztok életképességére (Shepard és Totten 1977,
Haberlach és mtsai 1985). Az in vitro hajtaskultirdk esetében az etilén
felhalmozo6das hatéasara kis levelli novények, vastag sejtfallal rendelkez6 mezofillum
sejtek fejlodnek. Az ilyen novényekbdl szarmazd protoplaszt eredetli sejtek igen
rosszul osztédnak. Az etilén kédros hatdsanak csokkentése a kultirdk megfeleld
ventillaciéjaval (pl. Fehér és mtsai, 1989) vagy a taptalaj etilén-antagonistakkal (pl.
ezust-ionok) torténd kiegészitésével érhetd el (Perl és mtsai 1988). A tenyésztett



protoplasztokra a médium NHy ¥ ionjai szintén kéros hatédstak (Shepard és Totten
1977, Bokelman és Roest 1983), igy a tdptalajb6l 4ltaldban hidnyoznak az ezt
tartalmazé vegytletek.

A Solanum  fajok és igy a kilonbozd burgonyafajtdk esetében a
novényregeneracié organogenezisen keresztiil torténik. Eddig mintegy huszonot
Solanum tuberosum fajta és genotipus, valamint hasonlé szdmu vad Solanum faj
esetében dolgoztak ki hatékony novényregenerdcidos rendszert (Zuba és Binding
1989 attekintése).

2.2. Protoplasztok fizi6ja és a hibridek azonosit4sa

A protoplasztok membrédnja negativ toltésti, ezért a sejthartyak spontan
Osszeolvaddsanak eloforduldsa ritka esemény. Az izoldlt protoplasztok nagy
gyakorisagi fuziéja specidlis koriilményeket igényel. Els6 1épésként a
sejtmembrdnok szoros érintkezését kell el6idézni, ennek kovetkeztében a
szomszédos sejthartydk egyesiilnek, lehet6vé téve a citoplazmak elkeveredését, a
kiilonbo6z6 sejtorgahellumok egyetlen sejtbe keriilését. A fuzogén (membranfiziét
indukél6) vegyiiletek és ionok széles skéldja ismert mint pl. NaNO3 (Carlson és
mtsai 1972), polivinil-alkohol (Nagata 1978), Ca?* ionok (Keller és Melchers
1973). A legelterjedtebben hasznalt polietilén-glikol (PEG) alacsony toxikus hatasa
mellett hatékonyan képes faziét indukalni (Kao és Michayluk 1974, Wallin és mtsai
1974). A magas pH és Ca?™* ion koncentrdcié tovabb fokozza a membranok
Osszeolvadasanak gyakorisdgdt (Kao és Michayluk 1974). A protoplasztok
egyarami impulzus létrehozasara képes aramforrdsra van sziikség, hasznalatdval
tobb esetben igen nagy fuziés gyakorisdgot értek el (Zimmermann €s Scheurich
1981). Mikroelektrodakat alkalmazva el6re kivalasztott, meghatarozott protoplaszt
parokat egyesithetiink, mely lehetdvé teszi a hibrid sejtek egyedi elkiilonitését €s
tenyésztését (Schweiger és mtsai 1987).

A protoplasztok nagy tomegben yéézét_t fazidja utdn a nem fazionalt, nagy szamu
szil6i sejt jélenléte sziikségessé teszi a hibrid sejtek minél korabbi szelekciojat.
Ennek érdekében a sziil6i sejteknek j61 definidlhat6 fiziol6giai vagy biokémiai
kiilonbséggel kell rendelkeznitik. Dominans vagy recessziv mutdciok pl. auxotrofia,
enzimdeficiencia, spontdn rezisztencia illetve  mesterségesen  beépitett
rezisztenciamarkerek lehet6vé teszik, hogy legalabb az egyik partnert elimindlni
tudjuk a sejttenyészetb6l. Ha mindkét sziil6i vonal rendelkezik szelektalhato
tulajdonsdggal, a hibrid sejtek mindkét jelleget hordozni fogjak és kettds szelekciot
alkalmazva a sziil6i sejtek, mikrokol6nidk elpusztulnak. Antimetabolitokkal és/vagy



ioniz4l6 sugarzédssal inaktivalt sejtekb6l a fuzié utan életképes hibrid sejtek
hozhaték létre. A komplementdcion alapulé modszerek kiilonb6z6 varidcios
lehet6ségeir6l gazdag attekintést nyijt Gleba és Shlumukov (1990). A hibrid sejtek
egyedi szelekci6jat teszi lehetové a kiilonbozd fluoereszeens festékkel jelolt sziil6i
sejtekbsl  1étrejott, kettds fluoreszcenciat kibocsdté heteroplazmas sejtek
automatizalt kivalogatdsa (Galbraith és mtsai 1984).

A szovettenyésztés késobbi fazisaiban lehetséges a hibrid mikrokoldnidk illetve
regenerdlt novények azonositdsa morfolégidjuk vagy novekedési tulajdonsagaik
alapjan. Mivel tokéletesen miikodd szelekcios rendszer nincs, minden esetben a
hibriditast sziikséges valamllyen tovabbi bizonyitékkal is alidtdmasztani. A
sejtfizibbdl szdrmazd kolénidk sziil6kétdl eltérd novekedési iiteme (pl. Schieder
1978) illetve pigmentaci6ja (pl. Dudits és mtsai 1977) alapul szolgalhat a
feltételezett hibridek kivdlogatdsara. A regeneralt névények hibrid morfolégidja a
habitusban és bizonyos specidlis struktirdk (pl. trichdmdk) megléteként vagy
hidnyaként nyilvdnulhat meg (1asd Evans 1984 attekintését).

Molekuléris biolégiai médszerekkel nem csak a hibriditds bizonyithat6, hanem a
hibridek kozti genetikai kiilonbségekre is fény deriilhet. Mind a DNS, mind a
fehérjemarkerek esetében fontos, hogy az alkalmazott technikdval a két sziilGi
genotipus ko6zott j6l meghatdrozhaté kiilonbségeket lehessen kimutatni. A
. sejtszervecskék DNS 4dllomédnya’ restrikciés mintdzatukon keresztiil kozvetleniil
vizsgalhat6 (pl. Scowcroft és Larkin 1981, Schiller és mtsai 1982, Spangenberg és
mtsai 1990). A sejtmagi DNS vizsgilata molekularis hibridiz4ciéval béarmilyen,
polimorfizmust detektalé probaval lehetséges, tekintet nélkiil arra, hogy az adott
DNS szakasz funkci6ja ismert-e. Interspecifikus hibridek esetében a hibriditas
igazol4sara alkalmasak a riboszémalis DNS prébédk (pl. Pehu és mtsai 1989). A
haszonnovények esetében el6zetesen kidolgozott RFLP markerek a szomatikus
hibridek genetikai Osszetételének analizisében nagy segitséget nytjtanak (Williams
és mtsai 1990, Fehér és mtsai 1992). Az ismétl6d6 (repetitiv) DNS szakaszok
el6forduldsa a kozeh rokonségban allo fajokban is eltérd lehet, igy bizonyos
szekvenciak puszta jelenléte - blzonyltekkent szolgalhat a hibriditasra (Saul és
Potrykus 1984, Schweizer és mtsai 1988). A genomban egyenletesen szétszort
(diszperz) repetitiv elemek felhaszndlasaval végzett in situ molekularis hibridizéci6
tobb esetben ravilagitott a sziil6i kromoszémédk kozotti transzlokaciok létére
(Piastuch és Bates 1990, Itoh és mtsai 1991).

Fehérjék szintjén a citoplazméban oldott illetve a sejtszervecskékben taldlhato
kiilonb6z6 proteinek vizsgdlataval végezhetd el a feltételezett hibriditas bizonyitésa.
A fehérjék funkci6janak ismerete nélkiil, pusztdn a két dimenziés elektroforetikus

elvalasztasi mintazatuk analizise alapjan lehetdség van a sziil6i fajokra jellemz0



fehérjék kimutatdsira (Imai és mtsai 1992). Az azonos aktivitdsi, de kilonbozo
elektroforetikus tulajdonsagot mutaté enzimek (izoenzimek) vizsgalata a szomatikus
hibridek esetében mar az 0ttoré protoplaszt hibridizacios kisérleteknél bevezetésre
keriilt (Carlson és mtsai 1972, Dudits és mtsai 1977), és azé6ta is a hibriditds
biokémiai bizonyitasdnak egyik legegyszeriibb médszere. A ribuldz-1,5-bifoszfat
karboxil4dz-oxigendz enzim ("fraction-1-protein”) a novényi sejt fehérjeallomédnyéanak
mintegy negyven szdzalékat alkotja. Az izoelektromos fokuszdlds sordn létrejott
fehérjemintdzat nem csak a hibriditds igazolasara alkalmas. Az enzim kulonbozé
alegységei a nukleuszban €s a z06ld szintestben kodoltak. Szé€les korben alkalmazott
a sejtmagl és kloroplasztisz genek miikodésének és bizonyos tulajdonsdgok
szegregaci6janak vizsglatdban (pl Melchers és mtsai 1978, Douglas és mtsai 1981). |

2.3. A hibridek citolégiai jellemzdi.

A tenyésztett sejtekbsl regenerdlt novények a szomaklondlis variacié
eredményeképpen sok esetben eleve citologiailag heterogén populaciot alkotnak
(Larkin és Scowcroft 1981). Ezen kiviil a fazionalt sejtekben a kétféle citoplazma
illetve sejtmag kolcsonhatdsai révén 1ényeges kromoszomalis véltozasok
jatsz6dhatnak le. A szomatikus inkompatibilitds eredményeként az evoliciésan
tavoli fajok sejthibridjeinek genetikai dllomanya &ltaldban instabil (Harms 1983).
Pontosan nem ismert kolcsonhatdsok  mitotikus zavarokat, az egylk partner
kromoszémadinak részleges vagy teljes elvesztését illetve poliploiditast okoznak. A
spontdn vagy indukalt kromoszémavesztés eredményeként un. "aszimmetrikus"
hibrid sejtek illetve szomatikus hibrid névények jonnek létre (Dudits és mtsai 1979,
1980). A sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban levé sejtek fizidjakor az osztodés sordn az
egyik parner kromoszomainak fragmentdlodésa figyelhet6 meg (Szabados és Dudits
1980). A sziiloi sejtek eltérd hosszisdgi sejtciklusa a fuzié utdn az egyik faj
genetikai allomdnydnak bizonyos mértékli elvesztését eredményezheti (Kao 1977,
Gleba és Hoffmann 1978). A sziil6i kromoszomak elvesztésének mértéke €s iranya
befolyasolhato az egyik szil6i partner sejtjeinek magas dozisu besugarzasaval. Ily
médon ~ elérhetd, hogy a besugarzott partnerbdl akar csak néhany
kromoszémafragment illetve az ezen levé gének maradjanak meg a hibridekben (pl.
Dudits és mtsai 1980, Gupta és mtsai 1984).

Az kozelebbi rokonsdgban allé (nemzetségen beliili) fajok szomatikus hibridjei
esetében a sziilGi sejtek és sejtorganellumok az osztédasban és a metabolikus
folyamatokban altaldban jobban egyiittmiikodnek. A hibridek kromoszémaszdma
stabilabb, mint a tdvoli hibrideké és kevésbé tér el a sziil6i fajok Gsszegétol
("szimmetrikus" hibridek) (pl. Melchers és mtsai 1978, Ehlenfeldt és Helgeson 1987,



Glimelius és mtsai 1991). A lokuszok illetve kromoszémak végleges elvesztése tehat
elére nem megjosolhaté folyamat. Kozeli rokon fajok hibridjeiben a
kromoszomavesztés az anaeuploidia érintheti mindkét, vagy csak az egyik sziil6
kromoszémaalloméanyéat (de Vries és mtsai 1987, Pijnacker és mtsai 1987). A
veszteség mértéke is igen valtozé lehet, még azonos fajkombinécio esetében is (pl.
S. tuberosum +S. brevidens: Fish és mtsai 1987, 1988a, Austin és mtsai 1985b, 1986,
Preiszner és mtsai 1991).

2.4. A morfolégiai bélyegek megnyilvdnuldsa szomatikus hibridekben

A szomaklondlis variabilitas 'eredményeképpen a sziiléi klénok mutathatnak
morfolégiai variabilitdst, a hibridek kiilsé megjelenése még valtozatosabb lehet. A
hibrid populaciok esetében a genetikai heterogenitds egyardnt kifejezésre jut
ploidiaszint véaltozasokban, kromoszéma-vesztésben, transzlokdciokban illetve gén
szintli valtozasokban. A magas ploidiafoki vagy aneuploid kolénidkbdl gyakran
nehézségekbe iitkozik normdlis novényt regenerdlni (Evans 1984). A regeneralt
aszimmetrikus hibridek altaldban a genetikailag domindl$ sziilére hasonlitanak
jobban (pl. Dudits és mtsai 1987). Az aszimmetrikus hibrideknél a
kromoszémavesztés a hibrid névények in vitro fenntartdsa soran is folytatédhat,
mely sordn 1j fenotipusi egyedek jelennek meg (Fehér és mtsai 1992). |

A rendszertanilag kozeli sziil6k sejtjeinek fuzidjat kovetden genetikailag stabil
hibridek altaldban hatékonyan regeneralhaték névényekké (Melchers és mtsai 1978,
Dudits és mtsai 1979, Austin és mtsai 1985b, Spangenberg és mtsai 1990). A
genetikai dllomdny hatdsat kovetni bonyolultabb, mint az egygénes tulajdonsdgok
esetében. Néhdny intra- és interspecifikus hibridnél a megnovekedett ploidiaszint a
hibridek er&teljesebb fejl6dését okozta (Schieder 1977, Austin és mtsai 1985a). A
hibrid novények kiilonbozd szerveinek fejlddésének mértéke nagyon valtozo lehet.
Az egymast6l fliggetleniil regeneralt hibrid klénok jelent6sen kiilonbozhetnek
egymastol méretben, a levelek alakjaban (Gleba és Hoffmann 1979), a virdgok
szinében és alakjaban (Melchers és mtsai 1978) illetve a jarulékos szervek
fejlodésében. Ezzel kapcsolatosan legjellemz&bb példdk a burgonya szomatikus
hibridek esetében taldlhatok. A S. tuberosum és mas, gum6t nem képzd fajok
hibridjei kozott el6fordulnak gumotlanok illetve olyanok is melyek sok gumot
képeznek, s a gumok szinezettsége €s alakja is nagyon valtozatos (Melchers és mtsai
1978, Austin és mtsai 1986, Fish és mtsai 1988b, Preiszner és mtsai 1991).



2.5. Solanum fajokkal végzett szomatikus hibridizaci6 f6bb eredményei.

A burgonyat szamos inter- és intraspecifikus hibridizdciés kombinacioban
hasznaltak, alap- és alkalmazott kutatds céljaira. A kovetkezd tabldzat a fGbb

kisérletekr6l nyujt attekintést:

Intraspecifikus hibridek S. ruberosum-mal:

Ix (+) Ix: Uijtewaal és mtsai 1987

2x  (+) 2x: Austin és mtsai 1985a; Debnath és Wenzel 1987,
Deimling és mtéai 1988; Masson és mtsai 1989;
Waara és mtsai 1989

Interspecifikus, intragenerikus hibridek S. ruberosum-mal:

(+) S. brevidens: Barsby és mtsai 1984; Austin és mtsai 1985b, 1986;
Fish és mtsai 1987, 1988; Preiszner és mtsai 1991;
Fehér és mtsai 1992

(+) S. bulbocastanum: Helgeson és mtsai 1987

(+) S. chacoense: Butenko és Kuchko 1980
(+) S. nigrum: Binding és mtsai 1982
(+) S. phureja: Puite és mtsai 1986

(+) S. pinnatisectum:  Sidorov és mtsai 1987
(+) S. berthaultii: Serraf és mtsai 1991

(+) S. circaeifolium: Mattheij és mtsai 1992

Intergenerikus hibridek S. ruberosum-mal:

(+) Lycopersicon esculentum: Melchers és mtsai 1978
(+) Lycopersicon pimpinellifolium: Okamura 1987
(+) Nicotiana plumbaginifolia: De Vries és mtsai 1987

A burgonya szomatikus hibridek l1étrehozdsa sordn f6ként a PEG-indukalt fizios
modszert alkalmaztak (pl. Barsby és mtsai 1984, Austin és mtsai 1985a,b). Magas
Ca2* koncentrdci6 és pH jelenlétében fuzionaltak burgonya €s paradicsom
(Melchers és mtsai 1978) valamint S. brevidens protoplasztokat (Fish és mtsai 1987).
Az elekrofizié is sikeres modszernek bizonyult a hibridek eldallitisa soran (pl.
Puite és mtsai 1986, de Vries és mtsai 1987, Fish és mtsai 1987). A hibridek
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azonositdsa az  altalanosan  hasznalt —modszerekkel — tortént:  mutdnsok
1985b), vigoros novekedésen alapuld szelekcioval (Debnath és Wenzel 1987).
Felhasznaltak a hibridek izoenzim mintazatanak vizsgalatdnak eredményeit a
jellemzés soran (Sidorov és mtsai 1987). A hibriditést citologiai (pl. Pehu és mtsai
1989, Pijnacker és mtsai 1987), morfoldgiai (Austin és mtsai 1986, Pehu és mtsai
1989) valamint molekuldris biolégiai bizonyitékok tamasztottdk ala (Williams és
mtsai 1990, Pehu és mtsai 1990, Fehér és mtsai 1992).

A S. brevidens tekinthet6 kiilonb6z$ rezisztencia tulajdonsagokban az egyik
leggazdagabb vad fajnak, azonban a nemesitésbe még "athidalé" fajokkal valé ivaros
keresztezéssel is csak csekély sikerrel volt bevonhaté (Johnston és Hannemann
1982). Ez a Andokban 6shonos vad Solanum faj bakteridlis gumoérothadas (Erwinia
sp.), burgonya X és Y virus fert6zés elleni rezisztencian kiviil a levélsodrodasi
virussal szemben is ellendllé (Jones 1979). F6ként ez utébbi értékes tulajdonsagat
kivantdk atvinni a termesztett burgonyafajtdkba, ezért a sejtfuzids kisérletekben
mint flziés partnert tobbszor alkalmaztak. Diploid (Fish és mtsai 1987, 1988a,
Austin és mtsai 1985b) valamint tetraploid (Barsby és mtsai 1984, Austin és mtsai
1986) burgonyafajtdk protoplasztjait egyardnt flazionaltattdk S. brevidens
protoplasztokkal. A hibridek mindegyik esetben morfologiai sajatsdgaikat tekintve
igen véltozatos populdciot alkottak, azonban mindkét szil6i fajra jellemz6
bélyegekkel egyarant rendelkeztek (Fish és mtsai 1988b, Austin és mtsai 1986). A
hibridek esetében kisebb-nagyobb genetikai instabilitdst dllapitottak meg, ennek
mértéke fliggott a 1étrehozott hibridek ploidiafokatél (Fish és mtsai 1988b, Pehu és
mtsai 1989). A hibridekben a sziil6i rezisztencia tulajdonsdgok is megnyilvanultak, a
vad fajra jellemz6 Erwinia (Austin és mtsai 1988), levélsodrodasi virus (Helgeson és
mtsai 1986, Gibson és mtsai 1988, Pehu és mtsai 1990), X és Y virus (Gibson és
mtsai 1988, Pehu és mtsai 1990) ellen, csakagy mint a S. tuberosum
ellenalloképessége Phytophtora fert6zéssel szemben (Helgeson és mtsai 1986). Az
euploid hibridek mint term&s partner megfelel6en kivdlasztott burgonyafajtaval
keresztezhetSk lehetnek (Ehlenfeldt és Helgeson 1987, Williams és mtsai 1990), igy
a szomatikus hibridek a tovabbi nemesitési folyamatba bevonhatok.

2.6. A szomatikus hibridek novénynemesitési felhasznalasanak lehetgségei

A fajok kozti keresztezés a haszonnovények genetikai valtozatossdganak
novelésében, a jobb tulajdonsagokkal rendelkezé genotipusok kialakitasaban
alapvetd modszer. Az ivaros keresztezésnek azonban hatart szab a fajok kozti

evolicios tavolsdg, mely a megtermékenyitést vagy a hibrid embrio fejlodését
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lehetetlenné teszi. Protoplaszt fazidval olyan 0j fajok vonhatok be a nemesitésbe,
melyek értékes tulajdonsdgai mds modon nem épithet0k be a termesztett faj
genetikai alloméanyaba. A szomatikus hibrideket azonban nem végterméknek kell
tekinteniink, hanem mint egy hasznos kiindulési tenyészanyagot a tovabbi nemesités
szamdra. Lényeges azonban hangstlyozni, hogy tovabbi keresztezésekkel sziikséges
az esetleges karos tulajdonsdgokat elimindlasa. Igy a szomatikus hibridek szerepe
mint "athidalé" genotipusoké jelentds. Nemesitési célt szolgaltak azok a kisérletek,
melyekben protoplasztfizioval az egyébként nehezen keresztezhets burgonya fajtak
hibridjeit allitottak eld pl. Uijtewaal és mtsai (1987), Austin és mtsal (1985a). A
moédszer gyakorlati jelent6ségét nagy mértékben noveli az a tény, hogy a tobb gén
altal kodolt tulajdonsdgok sikeresen transzferalhatok a szomatikus hibridizécio
segitségével. Az utobbi években e modszerrel virusfert6zésekkel (Gibson €s mtsai
1988, Pehu és mtsai 1990, Helgeson 1989), Erwinia okozta rothadassal (Austin €és
mtsai 1988), fagyhatassal (Preiszner és mtsai 1991) valamint Globodera fert6zéssel
(Mattheij és mtsai 1992) szemben fokozott ellenalloképességii burgonya hibrideket
hoztak létre. Figyelmet érdemel, hogy a sziil6i anyagcsere folyamatok
kolcsonhatdsanak eredményeként a sziilékre nem jellemz6 alkaloidok
szintetizdlodhatnak a hibridekben (Roddick és Melchers 1985, Mattheij és mtsai
1992), melyek a rovarkdrtevok elleni bioldgiai védekezésben hasznosak lehetnek.
Nem csak a sejtmagi DNS altal, hanem a sejtszervecskékben kddolt tulajdonsagok
genetikai modositdsdra is lehetGséget nyujt a sejhibridizdci6. Elérheté a
mitokondriumok &ltal meghatarozott citoplazmatikus himsterilitds (Zelcer és mtsai
1978, Menczel és mtsai 1983) illetve a kloroplasztiszokban  kodolt
herbicidrezisztencia (Binding és mtsai 1982) datvitele kiilonbozd fajok kozt. Az
eddigi eredmények alapjan a szomatikus hibridek agrondmiai felhasznéldsa 0)
tavlatokat nyithat a novénynemesitésben.
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Sejt- és szovettenyésztési modszerek
3.1.1. Novényi anyag
Az in vitro fenntartott S. tuberosum L. cv. Grécia (2n=4x=48) novényeket az

azOta megsziint Meriklon Gazdasagi Tarsuldstdl szereztiik be. A levélsodrodasi
virusrezisztencidra ellendrzott  S. brevidens Phil. (Pl. 218228) (2n=2x=24)

genotipust Dr. Horvath Jézsef (Pannon Agrartudomdnyi Egyetem, Keszthely)

bocsatotta rendelkezésiinkre (Horvath és mtsai 1987). A felhasznalt novények
fenntartdsa és szaporitdsa in vitro hajtaskultiraban, steril korilmények kozott
tortént hormonmentes MS tédptalajon, (Murashige és Skoog 1962) mely 0.8% agart
tartalmazott. A névényeket fitotronban neveltiik, melyben 12 é6ras fényperiodus (52-
120 umolm™s 1 fényintenzitas) és 20 ©OC (s6tétben 15 ©OC) hémérsékletet
biztositottunk a névények fejlédéséhez.

3.1.2. Protoplasztok izoldldsa, tenyésztése és  novényregenerici6  a
tenyésztett sejtekbdl

A protoplaszt izoldciot megel6zéen a fiatal (3-4 hetes) novényeket két napra
sOotétbe helyeztiik, mert el6zetes megfigyeléseink alapjan a sotétkezelésen atesett
novényekbdl szdrmaz6 protoplasztok jobban tolerdltdk a protoplasztdlassal jaro
stresszt, igy nagyobb osztodasi gyakorisdgot kaphattunk (Fehér és mtsai., 1989). A
leveleket vékony csikokra véagtuk, és 10-12 6rdn at V-KM téptalajban inkubdltuk
(Bokelman és Roest, 1983), mely ozmotikumként 0.42 M glik6zt, valamint
sejtfalbonté enzimeket: 1% Cellulazt (Onozuka R-10) és 0.5% Macerozyme-ot
(Onozuka R-10) tartalmazott. Az izolalt protoplasztokat 0.45 M glikozzal
kiegészitett V-KM tdptalajban tenyésztettiik. A sejtek elsé néhany osztodasa utan a
mikrokol6nidkat 0.6% agarozba agyaztuk, az agar6zblokkokat folyékony taptalajban
tartottuk, melyet hetente frissre cseréltiink, mikozben a tapoldat ozmotikus
nyomasat fokozatosan csOkkentettiik. A protoplaszt eredetli kolonidkbdl valo
hajtasindukcié Shepard és Totten (1977) szerint: C, D (2 mgl'1 zeatin-riboziddal 0.5
mgl‘1 zeatin helyett) és E taptalajon tortént, a regeneracios modszer eldzetes
optimalizdci6ja nyomadn (Fehér és mtsai 1989). Minden protoplaszt-eredeti
koloniarol egy hajtast vagtunk le és ezeket hormonmentes MS tdptalajon tartottuk

fenn.
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3.1.3. Protoplaszt fazi6 és a fuzi6s termékek azonositasa

A két fajbol izolalt protoplasztokat 1:1 aranyban Osszekevertiik, 10° sejt/ml
denzitds mellett 40%-0s PEG oldat hozzaadasaval indukéltuk a faziot, melyet 20
tartalmazo6 oldattal vald kihigitds kovetett (Kao és Salem 1986, Dudits és mtsai
1987). A kisérletben kontrollként a kezeletlen sziil6i protoplasztokat hasznéltuk. Az
erételjes novekedésl kezelt és kontroll protoplaszt-eredetli koloniakat szelektaltuk
a szovettenyésztési periddus korai szakaszdban. Ennél a szelkciés modszernél
feltételeztiik, hogy a hibrid kolénidk fokozott novekedési erélyt (hibrid vigort)
mutatnak. Ily moédon kétszaz, C taptalajon leggyorsabban -nové kolénia
kivalogatésara kertilt sor a kezelt, és kb. szaz a kontroll S. fuberosum populdciobol.

3.2, Molekuléris genetikai médszerek
3.2.1. Plazmid molekuldk, DNS fragmentumok izol4ldsa

A DNS-DNS hibridizaci6hoz hasznélt plazmidokat az RFLP mintazat
megallapitdsahoz paradicsom genomikus klontarbol (Tanksley és mtsai 1987)
kaptuk. A fragmentumok pUCI18 plazmidba voltak kl6nozva, a rekombinéns
plazmidokat Martin és Burke (1989) médszerével juttattuk be HB 101 ill. XL1-Blue
baktérium torzsekbe (Sambrook és mtsai 1989). A transzforméns baktériumokat LB
taptalajon, a megfelelg antibiotikum jelenlétben szelektdltuk és tartottuk fenn. A
rekombindns plazmidokat a megfelel§ restrikciés enzimmel emésztettiik, majd 1%-
os agar6z gélen elekroforetikusan elvalasztottuk. A megfelel méretdi fragmentumot
a géllel egyiitt kivagva, dializis membréant alkalmazva izoldltuk (Sambrook és mtsai
1989). 50-100 ng fragmentumot radioaktivan jeloltiink Feinberg és Vogelstein
(1983) modszerével. Az a-32P-dATP-t vagy «-52P-dCTP-t (3000Ci/mmol) az
Amersham cégtol szereztiik be. A jelolt DNS fragmentumok specifikus aktivitasa
elérte a 109 cpm/ug DNS értéket.

322, S.  brevidens Klontar Kkészitése €s fajspecifikus  szekvencia
izolalasa.

S. brevidens-b6l tisztitott sejtmagi DNS-t részlegesen emésztettik Mbo 1
restrikciés enzimmel a célbol, hogy maximdlis szamu 10-20 kilobdzis nagysagu
fragmentet kapjunk. A DNS fragmenteket ApGY97 kl6nozé vektorba (Vincze és
Kiss 1990) épitettiik be. A ligdlas a kovetkezo korilmények kozott tortént: a vektor
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DNS-t foszfatdzzal kezeltiik, majd a kl6nozand6 DNS szakasz beépitését 0.1 pg/pl
DNS koncentraci6ji oldatban végeztiik, melyben a vektor:inszert arany 2:1 volt,
BRL Biochemicals ligiz pufferben, amely 12% PEG6000-et és 1-2 U T4 DNS
ligdzt/pg DNS tartalmazott. A reakcié 16 ©C-on 4 6ras inkubaciés periddus alatt
ment végbe. A ligdtum in vitro fagfejbe csomagoldsa és a fagok E. coli K-1400
térzsbe val6 juttatidsa soran Sambrook és mtsai (1989) modszerét kovettiik azzal az
eltéréssel, hogy a sejteket 32 ©C-on novesztettiik. Fajspecifikus szekvencia
keresésekor a klontarbol szdrmazé 1200 rekombindns konstrukciot tartalmazo
bakérium kl6nt vittiink 4t hibridizdciés membranra, majd a sejtek feltdrdsa utan
(Sambrook és mtsai 1989) a filtereket radioaktivan jelolt S. brevidens illetve S.
tuberosum névényi DNS-sel hibridizaltuk. Azokat a klénokat valasztottuk ki tovabbi
analizisre, melyek a S. tuberosum probdval nem vagy igen gyengén hibridizaltak,
ugyanakkor a S. brevidens-sel erés jelet adtak. A kivédlasztott konstrukciokbol 24-et
Eco RI restrikciés enzimmel emésztettiink és elekroforetikus elvalasztas utén
hasonl6 moédon differencidl hibridizdcidval teszteltiink, majd kivalasztottuk a
fajspecifitdst mutaté S. brevidens fragmenteket. A pSb4 jeld plazmidbol egy
fragmentum (Sb4/1) szerkezetét és eloszlasit elemeztiink részletesen, illetve ezt
hasznaltuk a szomatikus hibridek jellemzésére.

3.2.3. Novényi DNS tisztitasa

Uveghdzban fenntartott ndvények fiatal leveleib6l Gill és mtsai (1991)
modszerével tisztitottunk DNS-t. E moddszer Murray és Thompson (1980)
eljarasdanak modositasa, a CTAB-t mint poliszacharid kicsap6 agenst tartalmazo
extrakciés puffert 1ImM o-fenantrolinnal egészitik ki. Két gram kiindulasi anyagbdl
altalaban 100-150 wg-nyi DNS-t nyertiink.

3.2.4. DNS-DNS hibridizacié ("Southern" analizis)

7-10 pg tisztitott novényi DNS-t a kisérlet céljatol fiiggéen Dra I, Eco RI, Hae 111
illetve Taq I restrikcios enzimekkel emésztettiink, a gyart6 cég (BRL ill. New
England Biolabs) altal el6irt korilmények kozott. Az enzimeket a javasolt
koncentracional nagyobb mennyiségben (6-8 U/pg DNS) hasznéltuk, hogy
biztositsuk a DNS tokéletes emésztését. A DNS fragmentumok méret szerinti
elektroforetikus elvalasztdsa 0.8%-o0s agar6z gélben tortént TEB puffer (90mM
Tris/borsav, 2 mM EDTA) alkalmazédsaval. A gélbél a DNS-t nylon hibridizacios
membrénra (Hybond-N, Amersham) vittik 4t Sambrook és mtsai (1989)

modszerével. A DNS-t a membranhoz 60 masodperc UV besugarzassal kotottuk.



A DNS-DNS hibridizaciét a TG46 jell, paradicsombol szdrmaz6 RFLP
markerrel illetve a fajspecifikus szekvencidbdl izoldlt "A" és "B" fragmenttel (8.
abra) 15 ml hibridizalé oldatban (6xSSC, 0.1% SDS, 10 mM Tris/HCI puffer pH:
8.0, 1 mM EDTA, 0.25% zsirszegény tejpor) 6-12 oOrdig 65°C-on végeztik. A
filtereket 2xSSC, 0.1% SDS oldatban kétszer tiz percig szobahOmérsékleten,
0.1xSSC, 0.1% SDS oldatban 659C-on kétszer harminc percig mostuk. Az
autoradiogram készitése Forte Medifort RP diagnosztikai rontgenfilmre tértént, egy
er6sitd ernys (Cronex Lightning Plus, DuPont) segitségével.

3.2.5. A fajspecifikus fragment lokalizdci6jdnak meghatdrozasa in situ
hibridiz4ci6val. '

Az in situ hibridizacioban és a jel detektdlasaban Pinkel és mtsai (1986)
moédszerét kovettik. A 3.3.4. alpontban leirt médon citologial prepardatumot
készitettiink. A fajspecifikus Sb4/1 fragmentet "nick transzlaciés" modszerrel
jeloltiik biotinildlt dUTP beépitésével, a jelold készlet (Amersham cég, "Nick
translation kit" No. 5500) utasitasait kovetve. A jelolt probat hibridizacios oldatban
(25 ng préba DNS, 50% formamid, 10% dextran szulfat, 0.5 mg/ml tRNS,
végtérfogat 40 pl preparatumonként) denaturaltuk, majd a prepardtumra helyeztiik
és 12 o6raig 37°C-on inkubaltuk. A nem specifikusan k6t6d6 proba DNS-t sorozatos
mosdéssal tévolitottuk el, a Southern hibridizaciohoz hasonléan. A hibridizécios jel
avidin a DNS prébéba épiilt biotin molekuldhoz kétédik, a fluoreszcein-diacetét
megfeleld hulldmhosszi fénnyel megvildgitva sargan floureszkal, s a fluoreszencia
helye mikroszképos vizsgdlattal azonosithat6. A kromoszéméak DNS alloményat
propidium-jodiddal festettiik, mely a DNS-hez kotédve vorosen fluoreszkal. A
preparatumokat fluoreszens mikroszképpal vizsgaltuk, 450-490 nm-es gerjesztési
tartomanyban a fluoreszcein-diacetatra és 530-560 nm-nél propidium-jodidra.

- 3.2.6. A fajspecifikus fragmentum bézis‘é’or‘tendjének meghatarozasa €s

elemzése.

A fragmentumokat M13mp18 fagba klénoztuk, ezutdn a szekvenciat Sanger €s
mtsai modszerét (1977) alkalmazva USB Sequenase Kit-et hasznalva hatéroztuk
meg. A bazissorrend elemzését, térképezését a MICROGENIE és MULTALIN
(Corpet 1989) szamitogépes programok segitségével vittiik véghez. Homolog
szekvencidkat az EMBL/Genebank adatbankbdl illetve publikdciokbdl ismert

novényi ismétlodd szekvencidkkal 0sszehasonlitva kerestiink.
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3.3, A szomatikus hibridek jellemzése.

3.3.1. Morfolégiai bélyegek felmérése és sokvaltozés analizis hasznalata a
morfolégiai adatok értelmezésében.

A sziil6i és hibrid vonalakat iveghazban neveltiik, 12 6rds fotoperiodus mellett,
23 OC hémérsékleten. Négy honappal a kitiltetés utan huszonegy hibrid klén és a két
szil6i vonal novényein kilenc hajtasjellemz6t  felvételeztiink. A vizsgélt
sajatossdgokban a két szil6i faj bizonyos mértékben kiilonbozott. A kovetkezd
adatokat vettiik fel: novény magassag, szar atmérs, nodusszam, egy kozépso levél és
egy terminalis levélke hossza és szélessége, a levélkék és madsodlagos levélkék
szama. Mindegyik klon esetében legaldbb harom novényen tortént a mérés és az
analizisbe a mérések 4tlagat vontuk be. Mesterséges véltozokat is alkottunk az egyes
mért adatokbol, igy a kovetez6 hanyadosokat képeztiik: levélhossz/névény
magassag ("novény alak"), véglevélke hossz/szélesség ("véglevélke alak"), novény
magassdg/nédusszam ("internédium hossz"). A gumo és inda adatokat szabadtéren
nevelt névényeken mértiikk, a vegetaciés periddus végén, legaldbb két novényen
klénonként. Az indak és gumok szamat és hosszat, a gumok atlagos és bokronkénti
Osszsulyat, a gumo alakjat (hossz/szélesség) vizsgdltuk. A mindségi jellemzGket
onkényesen felallitott numerikus skala segitségével vettiik fel. Egyt6l otig terjedd
skaldval jellemeztiik a gumészint (1: sarga, 3: rdzsés, S: lila), valamint a gumoékon
talalhat6 riigyek tipusét (1: ’Gracia’ fajtara jellemzd riigyek, 3: domborodo rigyek,
S: er6sen "babds" gumok). Huszonkét valés illetve mesterséges morfologiai jellemzat
vontunk be a fékomponens analizisbe (PCA). Ez a sokvaltozés modszer lehetdvé
teszi a kiillonbozd vizsgdlati objektumok (esetiinkben a klonok) elhelyezését egy
multidimenziondlis térben, miutdn linedrisan nem-korreldlé faktorokat képez
(fokomponensek). Ezeket a faktorokat a valtozok (mért adatok) dltal alkotott
korrelaci6s matrixokbol szamitottuk ki (centralt és standardizalt PCA) és ezek a
faktorok szolgaltak a multidimenzionalis. tér Aténgelyéiil. A szémi’tégépes analizisre
Podani SYN-TAX III. programcsomagjiat hasznaltuk (Podani 1988) IBM
kompatibilis személyi szamitégépen. Megvizsgaltuk, hogy az objektumok genetikai
Osszetétele megfelel-e elhelyezkedésiiknek a faktortérben, azaz a klonok

morfolégidja és kromoszémaszdma 0Osszefliggésbe hozhato-e.
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3.3.2. Izoenzim mint4azat analizis

Tizenkét, véletlenszertien kivalasztott feltételezetten hibrid klén bevonasaval
vizsgaltuk az izoenzim mintdzatot két enzim esetében. Ezek izoenzimjei alapvetd
kiilonbséget mutattak a két sziil6i genotipus Osszehasonlitasakor. Mindkét enzim
vizsgdlatakor 150 ung Osszfehérjét tartalmaz6 levél kivonatot szeparaltunk
poliakrilamid gélen. Glutaminsav-oxalacetat transzaminaz (GOT) enzimnél az
elvalasztids 7.5%-os gélen tortént, az enzimaktivitas detektdldsakor Yagi €s mtsai
(1981) modszerét kovettiik. 10%-o0s gélt hasznédltunk a szuperoxid dizmutéz (SOD)
enzim szeparaldsakor, s a gélek festését Beauchamp és Fridovich (1971) nyomén

végeztiik el.
3.3.3. RFLP analizis

Az RFLP mintazat megallapitasit a TG46 jeli klonnal végeztik, mely a
paradicsom és a burgonya 11-es kapcsoltsagi csoportjaba tarozik (Tanksley €s mtsai
1987, Bonierbale és mtsai 1988). Az adott proba alkalmas S. tuberosum és S.
brevidens k6zo6tti DNS szintii polimorfizmus detektdlasara (Williams és mtsai 1990).
A tisztitott novényi DNS-t a Southern analizishez Dra I restrikciés enzimmel
emésztettiik, majd a 3.2.4. alpontban leirtak szerint dllapitottuk meg a hibridizacios

mintazatot.
3.3.4. Kromoszémaszdm meghatdrozasa

Fiatal hajtasdugvanyok gyokereit 0.002 M hidroxiquinolin oldatban kezeltiik 3-4
oran keresztiil és Carnoy reagensben (absz. etanol:ecetsav=3:1) fixaltuk. A
gyokércsucsokat 10% pektindzt és 1.5% celluldzt tartalmazo 0.1M citrat pufferben
‘puhitottuk 37 ©C-on 30-60 percig. Az ily médon elGkezelt gyokércsicsokat karbol-
'_ fuxinnal  festettik (Kao 1975), és fagyasztva szaritdsos modszerrel tartos
preparéturﬁot készitettiink. Harmincegy klon esetében hataroztuk meg a
kromoszomaszamot, klénonként legalabb két fliiggetlen preparatumon.

3.3.5. Levélsodré6dasi virus (PLRYV) rezisztencia

Az dltalunk hasznédlt S. brevidens genotipus és a szomatikus hibridek
levélsodrodasi virussal szembeni rezisztencidjat Dr Horvath Jozsef (Pannon
Agrartuomanyi  Egyetem, Keszthely) és Dr Gdéborjanyi  Richard (MTA
Novényvédelmi Kutatdintézete, Budapest) hataroztak meg. Fertdzésre érzékeny €s
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a virust hordoz6 beteg novényeken (Desiree fajta) levéltetvekkel (Myzus persicae)
24-48 oras felvételi szivast végeztettek. 15-20 virushordozo tetvet helyeztek a S.
brevidens-re, S. tuberosum-ra és szomatikus hibridekre illetve a kontroll Datura
stramonium novényekre 48 6rdra. A rezisztencia meglétére vagy hidnyara a fert6zést
kovetGen a tiinetek alapjan illetve immunolégiai vizsgalat (ELISA teszt) nyomén
kovetkeztettiink.

3.3.6. Fagytiirés kifejez6désének vizsgalata

A hat hetes, hajtaskultirdb6l szarmazé novényeket 220 wmolm2s-1
fényintenzitdson tartva a h&mérsékletet fokozatosan csokkentettik (5/2 ©C
nappali/éjszakai hdémérséklet). Egy hetes akklimatizalas utdn a fagyasztési
hémérsékletre hiitottiik a novényeket. A fagyasztas -2, -3, és -4 OC-on tortént két éra
hosszat, majd a novényeket 17/16 OC-os nappali/éjszakai homérséklet és 175
pmolm2s'! intenzitasi 14 o6rés megvilagitas.. mellett neveltiilk harom hétig. A
fagykarosodds mértéke illetve az oldalriigyekbdl kihajté 1) hajtdsok minbsége é€s
zold tomege kertlt kiértékelésre.
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4. EREDMENYEK
4.1. A szomatikus hibridek eldallitasa és szelekci6ja

A sziloi fajok levélprotoplasztjai a fuzié korilményeit (ozmotikus sokk,
membréankarosit6  hatdsok) jol toleraltdk. A két faj levélprotoplasztjai
morfolégiailag hasonloak, ezért a heteroplazmas sejtek ardnya (s ezen keresztiil a
fuzios gyakorisdg) nem volt megéllapithaté. Az altalunk alkalmazott tdptalajban a S.
brevidens sejtek osztoddsra képtelenek voltak, a S. tuberosum jO regeneracios
képessége a heterofiziés sejtekben ezt ellenstulyozhatja. A- novekvs kolonidk
szelekciojat korabbi megfigyelésekre tdmaszkodva arra alapoztuk, hogy a hibrid
kolonidk erdteljesebb fejlodéstiek lehetnek, mint a sziil6i egyedek. A kontroll S.
tuberosum €s a faziés kezelésb6l szdrmazé mikrokallusz populdciobdl a
legintenzivebben novekvs kolénidkat vélasztottuk ki tovabbi tenyésztésre és
regenerdciora. A fizi6s populdciobdl szarmazéd szelektalt kol6nidk méretben és
regenerdcios képességben feliilmultdk a burgonya protoklénokat (1/a dbra). Ez a
kilonbség a tenyésztés tovabbi fazisaiban is fennmaradt, bar nem minden hibrid
novényre volt jellemzd, mint azt a részletes morfologiai felméréskor tapasztaltuk.
Hatvankét feltételezetten hibrid klon dltettiink ki tiveghazba, ahol a hibridek
erdteljes fejlédésnek indultak (1/b dbra).

4.2, A hibriditas bizonyitiasa
4.2.1.  Restrikci6s fragment hossz polimorfizmus (RFLP)

Az RFLP analizishez az el6zetes hibridizdciés kisérletek alapjan kivélasztott
probat hasznéltunk, mely a burgonya 11-es kapcsoltsdgi csoportjahoz tartozik, s S.

brevidens-ben is e helyen lokalizalt (Williams és mtsai 1990). A S. tuberosum-ra
- jellemz6 hibridizdl6é fragmentumok mérete 9.4 és 1.5. kilobazis. A kisebb fragmetum

megtalalhat6 a S. brevidens-ben is, emellett egy 8.8 kilobézis hosszisagu fargmentum '

jellemzd a vad fajra. A vizsgdlt hét, kilénb6z6 kromoszémaszamu hibridben a
sziil6k RFLP mintazatanak addicidja volt megfigyelhets (2/a dbra). Ez DNS szinten
is megerdsiti a vizsgalt klonok hibrid voltat, valamint rdmutat, hogy mindkét faj
adott kromoszomdja legalabb egy példanyban elGfordul a hibridekben. A DNS-DNS
hibridizacié eredményeként néhany esteben 1j fragmentumok is megjelentek (5.6
kilobdzis nagysagui), de ugyanezt a hibridizaciét azonos vagy méas probaval

megismételve nem tudtuk Gjbol észleni Gket.



1. abra. A hibrid vigorra alapul6 szelekcié sor4an a kontroll burgonya (A/a) és a
feltételezett hibrid koloniak (A/b) kozott jelentss novekedésbeli Killonbség volt.
(B) Az iivegh4zba kiiiltetett hibrid novények.



2. abra. A feltételezett hibridek a két sziilGi fajra jellemz6 RFLP (A) és SOD
izoenzim (B) mintazat addiciéjat mutatjak. S.t.: Solanum tuberosum,
S.b.:Solanum brevidens, 1-7: feltételezett hibrid klénok.



Valo6szintileg a DNS nem tokéletes emésztésébol szarmazé DNS szakaszok
jelentek meg a hibridizdcié sordn. A S. brevidens-re és a S. tuberosum-ra jellemzs
fragmentumok mennyiségi ardnya (melyre a hibridizaciés jel er6sségébol
kovetkeztethetiink) a legtobb hibridben megkozelitdleg 1:2, mely megfelel a kozel
hexaploid hibridek genetikai 0sszetételének.

4.2.2. Izoenzim mintazat vizsgilata

A glutamat-oxalacetét transzamindz és a szuperoxid dizmutédz enzimek 4ltal adott
mintdzatot huszonharom klénndl vizsgaltuk. A feltételezett hibridek mindegyikénél
megfigyelhetd volt a sziil6kre jellemz6 enzimformék egyidejii jelenléte. A mintazat
minden vizsgalt hibridnél azonos volt, ennek egy példajat dbrazolja a 2/b abra a
szuperoxid-dizmutdz enzim esetében. Az RFLP analizis eredményéhez hasonléan a
hibridekben a vizsgédlt markerek (enzimek) mindegyik lokusza legaldbb egy
példanyban megtaldlhaté a hibridekben.

4.2.3. A hibridek kromoszémaszama

Faziés sejtpopulaciobdl szdrmazé harmincegy regenerdns, S. tuberosum
protoklonok illetve S. brevidens esetében hatdroztuk meg gyokércsicsban a
kromoszémaszdmot. A két sziil6i faj eltéré ploidiaszintje (S. brevidens: 2n=2x=24;
S. tuberosum: 2n=4x=48) lehet6vé tette a hibridek azonositasat additiv
kromoszémaszamuk alapjan. A hibridek kromoszémaszdma visszavezethetd volt a
vart hexaploid szintre, s ez a tény az RFLP és izoenzim mintdzatokkal egyiitt
bizonyitékként szolgalhat arra, hogy a szelektdlt szovetek illetve novények fiziébol
szarmaznak. A S. brevidens €s a protoplaszt eredetli S. tuberosum novényeknél csak
igen kis eltérés volt tapasztalhato a vart értékt6l. A szomatikus hibrideknél azonban
nagy kromoszomaszambeli variabilitdst taldltunk, s a hibrideket eszerint
csoportositotfuk (3/d éabra). A vizsgélt klonok 19%-a rendelkezett a hexaploid
szinthez kozeli kromoszémagarnitirdval (maximum 1-2 elvesztett kromoszéma). A
hibridek mintegy felénél (52%) fordult el6 kissé nagyobb mértéki
kromoszémavesztés (3-6 kromoszoma) mig 16%-nal a genetikai dlloméany 8-12
kromoszémaval csokkent. Az ennél nagyobb szamui kromoszéma vesztést, csakugy
mint a hexaploid szintet meghalad6 értéket (>75) csak morfologiailag abnormaélis

novényekben megfigyelhettiink meg.
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3. dbra. A hibrid novények kromoszémaszimdnak viltozatossdga. (a), (b), (c): metafdzisos sejtek 62, 71, 84 kromoszémadval.

(d): A 32 vizsgalt hibrid kromoszdémaszaméanak gyakorisagi eloszldsa.
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4. abra. (a) A Solanum brevidens (balra) és a Solanum tuberosum (jobbra) hajtas
morfolégidja kozti Atmeneti fenotipusiak a hibridek (kozépen). (b) A hibrid
levelek alakja a burgonydéra hasonlit, a levélnyél lila pigmentéci6ja a Solanum
brevidens-re jellemzd.



Bizonyos mértékii kromoszémaelimindciét a hibridek -valosziniileg magas
ploidiaszintjiknek koszonheten- morfologiai aberraci6 megjelenése nélkiil
tolerdltak. A hibrid novények a vegetativ szaporitds és fenntartas mintegy masfél éve

alatt megdrizték a megfigyelt citologiai jellemzdiket.

4.3. A szomatikus hibridek morfolégidja
4.3.1.  Altal4nos jellemzdk

A szomatikus hibridek két, a Solanum nemzetségbe tartozo, de ezen beliil tavol
all6 faj hibridjei. A két sziil6i faj egymastol szamos tulajdonsdgban kiilonbozik, ezek
koziil a leglényegesebb, hogy a S. brevidens gumot nem képez. A hajtasok fold feletti
része j6I megkiilonboztethetd a levelek eltérd alakja alapjan. A hibridek altalanos
megjelenése a burgonyéra hasonlitott (4/a abra), a kiillonb6z6 szervek (szar, gumo,
parta) fokozott anthocidnos pigmentdltsdga jelezte a S. brevidens-bol szarmazo
genetikai hatdsok jelenlétét.

Néhany, a hajtasokra jellemz6 metrikus morfoldgiai adat az 1. tdblazatban kertilt
osszefoglalasra. A levelek mérete és a szar atmérGje a két faj kozti atmeneti értéket
mutatott. A levelek és levélkék alakja a S. tuberosum-hoz allt kozelebb (4/b dbra).
Ugyanez jellemz§ az altalunk "novény alak"-ként definidlt tulajdonsédgra, melyet a
novény magassaginak és a levelek hosszdnak ardnyéval fejeztiink ki. A hibrid
novények hajtasai tobb esetben magasabbak és fejlettebbek voltak, ha ezeket a
burgonyara jellemz6 értékekkel hasonlitottuk ossze. A fokozott novekedési erély
azonban nem minden klonra volt jellemzd.

Igen jelentGs variaciot lehetett megfigyelni a klonok gumoképzési sajatossagaiban
(5. abra). A vizsgalt 21 klon koziil 6t nem termett gumot. A S. brevidens genetikai
hatdsdanak tudhatd be a hibridek kozti nagy valtozatossdg a gumohéj szinében, a
gumo6k szamaban és alakjaban. A gumoOk szamat és Osszsulyat tekintve a hibridek
mindegyike elmaradt a S. tuberosum protoklonok mogott.

A hibridek tobb mint 70%-a virdgzott szabadfoldi koriilmények kozott. A jelenleg
is foly6 keresztezési kisérletek tobb izben bizonyitottak egyes hibridek, mint termds
szilok fertilitdsat (Mandi Lajosné Dr személyes kozlése), a létrejott magvak

€letképességének vizsgdlata folyamatban van.
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magassig levél levél levélke levélke ‘névény levélke szértag
hossz szélesség hossz szélesség - alak alak dtlaghossz
cm mm mm mm mm , cm
S.tuberosum 91.8 122.8 74.8 46.0 38.8 7.46 1.19 2.92
+7.8 +23.6 +16.9 +8.4 +7.6
S.brevidens 25 199.3 104.7 48.0 25.0 L3 1.92 1.45
+6.1 £10.7 +9.8 +3.5 +1.0
As 33.5 116.1 65.3 41.3 31.0 2.90 .35 2.05
+5.6 +15.7 +8.2 +4.2 +2.7
Ag 90.8 164.0 96.5 47.5 38.5 5.80 1.23 3.58
+18.2 +17.9 £10.7 - +4.5 +8.1 :
Ag 41.3 109.3 62.7 62.7 33.6 8.7 1.28 2.10
+14.8 +19.3 +7.6 +8.6 +4.2
A1l 56.5 121.5 69.5 53.7 41.8 4,78 1.28 2.35
+7.8 +31.2 +11.8 +6.9 49.5
A12 62.6 153.2 86.0 53.2 39.3 4.5 1.35 3.14
+14.3 +31.8 +9.6 +7.5 +6.7

1. tdbldzat. A szomatikus hibridek €és a sziildi fajok néhény metrikus jellemzje. A tdbldzatban legaldbb hdrom mérés dtlaga €s a sz6réds van
feltiintetve. A szdrmaztatott adatok (ndvény alak, levélke alak, szdrtag hossz) részletes jellemzését az "Anyagok €s médszerek"
fejezet tartalmazza. A Té4bldzat a kovetkezd két oldalon folytat6d1k ,



levél

magassig levél levélke levélke névény levélke szdrtag
hossz szélesség hossz szélesség alak alak dtlaghossz
cm mm mm mm mm cm
T16 87.1 122.6 60.8 33.8 27.0 T.22 1.24 3.37
+12.8 4137 +5.7 +4.7 i A
Tog 55.2 112.2 65.4 43.2 34.4 4.92 1.26 2.17
+12.2 114 +5.8 45.6 +2.5
T30 53.5 147.0 1.7 49.3 40.7 3.58 1.18 1.99
48,5 +23.2 $9.5 +6.7 4+7.1
Ty4s 75.8 159.8 88.5 47.5 36.8 . S4B 1.28 3.05
+14.9 £J1.8 - 9.9 +11.4 +8.5
Tsy 33.0 103.4 70.4 37.6 33.8 3.24 1.12 2.44
+8.4 +21.1 2115 +5.18 +4.2
Teg9 55.4 144.0 82.0 43.4 38.2 3.92 1.27 2.29
£3.9 +19.8 +17.7 +6.3 5.3
T70 20.1 82.5 46.8 30.5 29.3 - 2.48 1.07 1.19
+3.4 +12.5 +9.7 +5.4 +4.7
T110 89.7 94.3 330 30.0 22.3 9.80 1.36 4.0
+17.2 +11.8 #+15.6 5.0 +4.2

1. tdbldzat (folyatds).

A




magassdg levél levél levélke levélke névény levélke szdrtag
hossz szélesség hossz szélesség alak alak dtlaghossz
cm mm mm mm mm cm
INY 36.5 133.3 89 56.3 41.8 873 1.34 2.48
£2.7 +14.8 $8.2 <10:1 6.2
A19 19.8 69.7 44.3 21.7 23.7 2.80 1.19 1.36
=19 +4.2 +52 +3.1 +2.6
A20 62.3 88.7 51.7 37.3 31.3 7.06 1.22 3.23
+15.2 5.1 +9.5 +3.1 +7.8 :
Ajs 66.2 137.3 58.3 35.0 27.3 4.87 1.3 3.15
5.2 +22.1 +4.2 +4.4 +6.4
A6 59.0 124.0 65.0 40.0 32.0 - 4.75 1.25 2.41
+12.4 +0.6 5.8 +2.8 +1.9
A3 54.4 157.0 83.8 50.5 35.0 3.45 1.46 2.57
+11.6 $15.1 5.9 +7.6 174
Ty 28.5 100.7 72.0 a5.7 30.0 2.83 1.19 1.94
+5.2 +6.0 +11.9"° +2.5 +1.7
Ty 79.9 131.5 78.7 47.5 51.7 6.4 0.93 3.29
+12.1 £17.1 +6.5 6.1 +7.8

1. tdbldzat (folytatds).




5. dbra. A hibridek 4ltal termett gum6k mennyiségiikben (a), sziniikben (b) és
alakjukban (c) igen valtozatosak.



4.3.2. A morfolé6giai adatok tobbvaltozés analizise

A hibrid populédcié nagy morfoldgiai variabilitdsa miatt sziikségesnek lattuk egy
olyan statisztikai médszer alkalmazasit, mely a mért paramétereket valamilyen
kiértékelheté rendszerbe foglalja. A sokvéltozés analitikai moédszerek koziil a
fékomponens analizis (angolbdl roviditve: PCA) a mért valtozokat (azaz a 21
morfoldgiai bélyeget) fiiggetlen valtozokkd, un. f6komponensekké vonja Gssze. A
fskomponensek csokkend fontossagi sorrendbe rendezettek az ossz-variancidbél
val6 részesedésiik alapjdn. Az els6 harom {6 komponens sorrendben az
osszvarianciabél 37.0, 19.6, és 13.1 sz4zalékban részesiilt. Az els6 f6 komponenst a
gumoOhéj szine, a gumoé hossza és az indahossz adta, csaknem azonos ardnyban
alkotva azt (2. tdblazat). A masodik f6 komponenst f6ként a levelek szélessége,
hossztisdga és a véglevélke alakja adta. A noduszok és a masodlagos levélkék
szamanak volt a legnagyobb korreldcidja a harmadik f6 komponessel. Az els6
hiarom {6 komponens szolgélt tengelyiil az eredmények grafikus dbrézoldsanal. A
PCA térben a hibridek és a sziil6i klonok csoportositdsdban az els6 két komponens
(és az ket alkot6 valtozok) jatszottak a f6 szerepet. A S. tuberosum és a S. brevidens
egymdéstol igen tdvol helyezkedik el, eltér6 morfologiajuknak megfelelGen. A
- hibridek alakbeli diverzitasat a klonok széles tartomédnyban val6 szérédésa is jelzi

(6/a abra). Négy hibrid csoport elkiiliintilése figyelhété meg, s ez a hibridek valés .

- morfolégidjéra visszavezethets. Az els6 csoportot a kozepes levélméretii és normalis
gumdja klénok alkotjdk, egyben a legjobban megkdozelitve a burgonya fenotipusét. A
jol elkiiloniilé masodik csoport tagjai nagyobb leveliiek és hasonl6é gumaokkal birnak.
Két tovabbi csoport kiilonboztethetd meg, melynek tagjai kozepes levelekkel
rendelkeznek és nem (4. csoport) vagy csak kevés (3. csoport) gumoét képeznek. Bar
az analizisbe csak behatédrolt szamu hibridet vontunk be, valés morfologidjuk és a
PCA térben val6 elhelyezkedésiik igen jO egyezést mutatott. A klonok relativ €s
abszolut helye azonban nem volt Osszefiiggésben a kromoszomaszamukkal. A
morfolégiai jellegek sok génes meghatdrozottsagét, a sziil6i génkészletek'esetleges
kolcsonhatésait figyelembe véve az egyed fenotipusa nem kothet6 szorosan a

kromoszomavesztés mértékéhez.
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2. tdbazat. A f6komponens analizisben az els6é harom tengelyt meghatarozé értékek

Mért valtozok Tengelyek
I II 111

1. Szar atmérd : 0.593 -0.623 0.177
2. Novény magassag - 0.710 0231 0.491
3. N6duszok szdma ' 0.585 0.202 0.623
4. Levél hossz 0.446 -0.855 0.074
5. Levél szélesség 0.412 0.843 -0.141
6. Véglevélke hossza 0.537 -0.614 -0.305
7. Véglevélke szélessége 0.565 '-0.161 -0.466
8. Levélkék szama 0.358 -0.346 0.527

9. Masodlagos levélkék szama  (.184 -0.614 0.608

.10. Novény alak .(4/2) 0.482 0.579 0.530
11. Véglevélke alak (6/7) -0.070 -0.749 - 0.298
12. Atlagos szarkoz hossz (2/3)  0.636 0.210 0.235
13. Indék szama 0.691 0.030 -0.321
14. Inda hossz (atlag) 0.845 0.134 -0.032
15. Gumok szdma 0.684 0.105 -0.236
16. Gumok hossza (4tlag) 0.860 0.272 -0.162
17. Gumo szin 0.854 0.133 -0.071

18. Gum6 alak (hossz/szélesség) 0.799 0.122 -0.414
19. Gumok Osszsulya 0.534 0.380 0.284
20. Atlagos gumosiily 0.566 0.247 0.087
21. Gumoriigy tipusa 0.649 0.023 -0.479
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6. dbra. A morfolé6giai felmérés alapjan végzett fdkomponens analizis nyom4n a
hibridek és a sziilgi klonok eloszlasa a faktortérben. (a) Az els6 két
f6komponens 4ltal meghatérozott eloszlas. Zaré6jelben a hibridek
kromoszémaszdama lathaté. (b) A hibridek eloszldsa a hdrom dimenziés térben.
W.p.: a pontok dltal meghatarozott felh$ salypontja.



Amikor a hexaploid szinten levé populaciot, mint egészet vizsgaltuk, osszefiiggést
kiséreltiink meg kimutatni a genetikai Osszetétel (a sziil6i kromoszomaszamok
ardnya) és a PCA térben elfoglalt hely kozott. A térben a sziul6i klonok kozti
szakaszra vetitve a hibrid populdci6 stulypontjat, a vetiileti pontnak a S. tuberosum-S.
brevidens szakaszt olyan aranyban kell metszenie, mely megfelel a szil6i
génkészletek aranydnak a hibridekben (6/b dbra). Amennyiben feltételezésiink
helyes, e metszéspontnak két egységnyire a S. brevidens-t0l és egy egységnyire a S.
tuberosum-t6l kell elhelyezkednie, mivel a hexaploid szinten levd hibridek a
tetraploid burgonya és a diploid S. brevidens genetikal készletét tartalmazzék.
Esetiinkben a metszéspont 1:1.87 ardnyban osztja a S. tuberosum-S. brevidens
tavolsagot. Ez igen j6 kozelitése az elméletileg vart értéknek, annak ellenére, hogy
mind a hibridek, mind a PCA tengelyek szdma korlatozott.

4.4, A S. brevidens-bol szarmazo6 rezisztencia tulajdonsagok

megnyilvanuldsa a hibridekben

Burgonya levélsodrodasi virus elleni rezisztencidt tizennégy hibrid klon
bevonasaval vizsgaltuk. A bioldgiai és immunologiai tesztekkel virus érzékeny egy
kléon volt, hétnél pedig az eredmények a két mérési modszer esetében
ellentmondéak voltak. Hét klén névényein virusfert6zottség egyik médon sem volt
kimutathat6, ezek a vonalak a S. brevidens-hez hasonldéan rezisztenciat mutattak,
mig a kontroll burgonya a vartnak megfelelden érzékeny volt a virusfert6zésre.

A fagytiirési vizsgalatok céljara két hibrid vonalat vdlasztottunk ki. Alacsony
hémérsékletii edzés utan a fagyasztas -2,-3 és -4 OC-on tortént. A Grécia fajta
novényei mar -2 9C-on teljesen elfagytak, s a tovabbi, iiveghdzi korilmények kozott
sem regenerdlodtak. A S. brevidens névények -3 9C-on szintén elfagytak, azonban a
harom héttel késsbbi vizsgalat idejére a tléls als6 oldalriigyekbdl Gj hajtasokat
képeztek (7. abra). A hibridek viselkedése a S. brevidens-éhez hasonl6 volt , bér az
1j hajtasok szama és mindsége nem érte el a vad fajra jellemz6 értéket (3. tablazat).
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3. Tablazat. A két sziil és hibrid klonok ellenalloképessége fagyhatdsra. A hidegkezelt
novények illetve a tiléls oldalriigyekbdl szarmazoé hajtasok vizudlis kiértékelése a

fagyasztéds utan két héttel tortént.

Klonok:  S.t. Thg A12 S.b.
Fagyasztési
hémérséklet
Elhalt% 100 4.0 15.0 0
290C Mingség? 0 2.1 1.9 4.6
Z61d tomeg(gr) 0 329 1.94 7.67
Elhalt % 100 44 54 38
-39¢ Mingség? 0 1.1 1.4 3.4
Z61d tomeg(gr) 0 0.48 0.40 4.28
-4 0C Minden n6évény megfagyott és elhalt

min6ség?: A novények fiziologiai dllapota egy onkényes skdla alapjan:
S (optimdlis) - 0 (elpusztult).



7. abra. Hidegkezelés hatasara a burgonya (GR) maradandé karosodast
szenvedett, mig a Solanum brevidens (BR) €s a két vizsgalt hibrid (A}, Trg)
képes volt Gj hajtdsokat regeneralni.



4.5. S. brevidens-specifikus DNS szekvencia jellemzése

A S. brevidens klontar ezer-kétszdz vizsgalt egyedébdl huszonketté mutatott
kiilonbséget a hibridizacids szigndl erésségében, a két sziil6i faj genomikus DNS-
ével val6 hibridizaci6 utan. Az igy kivalasztott rekombindns plazmidokat Eco RI
restrikciés enzimmel emésztve, egy fragmentum bizonyult teljes mértékben
fajspecifikusnak (Sb4/1 fragmentum), mely a S. brevidens-ben koriilbelil tizezer
példanyban fordul el6 (Preiszner és mtsai, el6késziiletben). Az Sb4/1 szekvencia a
klonozott 7.1 kilobazis hosszisagi DNS szakasz 3’ végének kozelében helyezkedik
el (8. abra). Tovabbi analizis eredményeként azt talaltuk, hogy a szekvencia a 3’
iranyban folytat6dik, igy a bazissorrend meghatdrozaséat kiterjesztettilk a teljes
fajspecifitdst mutat6 szakaszra (Sb4/2). A meghatarozott szekvencia adenin €s timin
nukleotidokban viszonylag gazdag (63.5%). Harom ismétl6ds (A, B és C) és egy
nem ismétl6do alegység épiti fel (8. abra), melyek egymashoz nem hasonlitanak. Az
alegységek egymast A1B1C;BoCyB3A2A3B4CyBg sorrendben kovetik, az Ap €s Ag
szakasz kozott egy 15 bazispar hosszisagu, fiiggetlen szekvencidval. A homolog
alegységek Osszehasonlitdsa alapjan egy konszenzus szekvencia megéllapithatod volt
(9/a abra). Az azonos tipusu alegységek kozti homologia véltozé s nem koveti az
alegységek ismétl6dési sorrendjét (4. tabldzat). Az Aq-Az, B{-By és Bj3-Bg
alegységek kozott volt a legnagyobb foku hasonlosag 93.0%, 96.0% és 94.4%
értékekkel. A kiilonboz6 restrikcios enzimekkel emésztett S. brevidens DNS-hez
val6 hibridizaci6 "létras" mintazatabol arra kovetkeztethetiink, hogy a szekvencia
nem véletlenszeriien elszérva fordul elé a novény magi DNS allomanyaban (10.
dbra). Az Sb4/1 szekvencia S. brevidens genomban valé lokalizdci6jat citologiai
preparatumon in situ hibridizdcioval allapitottuk meg. A hibridizacios szignal
feltehetGen homolog- kromoszomén igen erds jelet adott (11. abra). A fajspecifikus
szekvenciat alkot6 alegységek tehdt jol behatdroltan, egymas utani ismétlodésben,
nem pedig a genomban egyenl‘etesen elszérva fordulnak el6. Az "A" és "B"
alegységgel végzett Southern hibridizaciok eredményeként, a kapott mintazatot (10.
abra) a szekvencia alapjan varttal 6sszehasonlitva jelentds kilonbségeket talaltunk.
Az Eco RI és Dra I restrikciés enzimmel emésztett DNS mintdzata szabdlyos
ismétlodést mutat, mely megfelel az "A" fragmentum 180 bazisparos méretének. A
kiilonboz6 emésztések sordn a "B" fragmentum alapvet6en ugyanazokhoz a
genomikus DNS szakaszokhoz hibridizdl, azonban a kapott jel eréssége tobbszor
kilonbozik.
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8. dbra.

A Solanum brevidens-re specifikus ismétlGdd szekvencidkat tartalmazé DNS vizlatos felépitése. Sbd: a klénozott szakasz.
Sb 4/1 és Sb 4 /2: a klénozott DNS-en a fajspecifikus repeatek elhelyezkedése. Restrikcids endonukledzok hasitéhelyei:

EV: Eco RV, EI: Eco RI, SI: Sal I, BI: Bam HI, (v): Eco RI, #): Dra I, ®: Hae ITI, €): Taq L.



E 10 20 30 40 50 60
kons GACGTCGGAATTCCGGATCACCAAAAATCCtaG-ACTACAGCACACGAAAATcgGaAAAA
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9. abra. A fajspecifikus szekvencia ismétlgdé szakaszainak osszehasonlitdsa bazissorrendjilk
alapjan s a konszenzus szekvencia. A pontok a konszenzus szekvenciaval azonos bazisokat jelzik.



4 .tdbldzat. A homoldg ismétlodo szekvencidk bazissorendjének hasonldsédga.

Al Ay Ag B, B By By Bs

Ay - 81%  93% B, - 85% 84.5% 96%  83.8%
Ay - - 86.7% B2 - - 89.3% 85%  89.3%
By - - - 83.8% 94.4%

¢ G Cq
Cy - 90.6% 96.9%
C, % 93.8%
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10. 4bra. Az A és B ismétl6d6 szekvencia hibridizacigja kiilonbozdé restrikcios
enzimekkel emésztett Solanum brevidens genomikus DNS-hez. Baloldalon a
standardként hasznalt molekulaméret skila taldalhato.



11. dbra. A fajspecifikus Sb 4/1 fragment csakmnem mindegyik kromosz6mén
megtalalhat6, két kromoszé6méan azonban nagyobb példanyszamban helyezkedik
el. (a) A sejtmag illetve a kromoszémak festése propidium-jodiddal. (b) A
hibridizaci6 helye zold fluoreszcenciat ad a kromoszémakon illetve a

sejtmagokban.



Ez arra utal, hogy az adott genomikus fragmentumon az "A" és a "B" szakasz nem
egyforma példanyszamban fordul el6. A Dra I emésztésben a legnagyobb
gvakorisaggal el6forduldo genomikus fragmentum mérete 580 bdzispar, mely
megfelel a "BAA" szakasznak. A Hae III emészté€si mintdzatot az ismert
szekvencidval Osszevetve feltételezheté hogy a "B" szakasz az "A" fragmentumok
kozé beépiilve egy-négy példanyban fordul el6. Ennél az emésztésnél a "B"
fragmentum nagy molekulasulyd DNS-hez is hibridizalt, ellentétben az "A"-val.
Lehetséges tehat, mivel a "B" szakasz nem tartalmaz Hae III hasitohelyet, hogy az
"A" szekvencidtol fiiggetlentl is el6fordul. Mivel az "A", "B" és "C" egységek
bazissorrendje nem konzervativ (9/a 4bra) a genom mds szakaszain elhelyezkedd,
szamunkra nem ismert modosulasaik, és/vagy eltéré metilaltsdguk eredményeként a
varttol eltér6 Southern hibridizaciés mintdzatot kaptunk. Az adatokat Osszegezve
megdllapithatjuk, hogy a szekvenciabél ismert elrendez6désen kiviil az "A" és "B"
fragmentum tandem ismétlédésben is el6fordul a genomban, €s igen gyakori az
ABq_4A struktura el6forduldsa.

A bazissorrendet eddig leirt ismétl6dd szekvencidakkal oOszevetve, 74 %0-0s
hasonlésiagot taldltunk a szekvencia "A" egységet tartalmazd szakasza és egy
Lycopersicon esculentum-bol izoldlt 162 bazispar hosszisdgi a paradicsom
genomban tandem ismétlodésti DNS szekvencia (TGR T jeld, Ganal és mtsai 1988,
Schweizer és mtsai 1988) kozott, mely a paradicsom kromoszomdinak telomérhez
kozeli régidiban fordul el6 (Broun és mtsai 1992).

A vizsgélt hét szomatikus hibrid restrikciés mintdzata a fajspecifikus szekvencia
tekintetében a S. brevidens-ével azonosnak bizonyult s a hibridek kozott sem tudtunk
kiilonbséget kimutathatni (12. dbra).
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12. abra. A hibridekben a fajspecifikus DNS szervezédése valtozatlan maradt a

Solanum brevidens-hez képest. A DNS-t Eco RI restrikciés enzimmel
emésztettiik, s az Sb4/1 pr6obaval hibridizaltuk. S.t.: Solanum tuberosum,

S.b.:Solanum brevidens, 1-7: hibrid kl6nok.



5. MEGVITATAS
5.1. A szomatikus hibridek létrehozasa és szelekcigja

A burgonya+ S. brevidens fajkombinacioban szdmos esetben irtak le szomatikus
hibridek elGallitasat. Bar a polietilén-glikol, mint fuzogén vegyiilet kdros hatasat a
burgonya protoplasztokra megfigyelték (Fish és mtsai 1987), a sejtftiziot legtobbszor
nagy Ca2t ion koncentracioja és magas pH-ji PEG oldat alkalmazdsaval segitették
el6 (Barsby és mtsai 1984, Austin és mtsai 1985, Austin és mtsai 1986). Elektrofuziot
alkalmaztak Fish és munkatarsai (1988b), azonban e modszerrel a tobbszoros
sejtfazi6 gyakorisaga nagyobb volt. Kisérletiinkben a kémiai fiizio koriilményei a
sziiloi sejtekre nem voltak szélsGségesen karos hatassal. A tetraploid burgonyabol
szarmaz6 protoplasztok kevésbé érzékenyek a PEG membrankarosité hatasara,
mint a dihaploid fajokéi (Fish és mtsai 1987). A protoplaszt forrdsként hasznalt in
vitro novények elGzetesen kidolgozott optimalis fenntartdsa és a protoplasztizoldlas
el6tti kondiciondldsa a protoplasztok fiziologiai allapotat jelentds mértékben
javitotta (Fehér és mtsai 1989).

A szomatikus hibridek azonositdsat altaldban mar a szdvettenyésztés korai
fazisdban elvégzik, amennyiben kiillonbozé biokémiai szelekcios markerekkel
rendelkezd sziil6i vonalak dllnak rendelkezésre. Alternativ lehetdséget jelent
specidlis szovettenyésztési korilmények alkalmazédsa, melyek lehetévé teszik a
heteroftiziés eredetli sejtek, kolénidk az egyik vagy mindkét szil6tél torténd
megkiilonboztetését. A hibridek azonositdsa a regenerdlt nagy egyedszamu
novénypopuldcioban morfolégiai bélyegek alapjan is elvégezhetd, melynek
erdményességét biokémiai és citologiai vizsgdlatok is megerGsitik (Evans 1984,
Harms 1985, Gleba és Shlumukov 1990, Fehér és Dudits 1993 attekintései).
Schieder és munkatarsai (1978) javasoltdk elészor a szomatikus hibridek fokozott
novekedési erélyét (hibrid vigor), mint egy lehetséges szelekcios bélyeget. Ezt a
modszert azonban napjainkig csak néhany fajkombindcioban alkalmaztdk (Handley
és mtsai 1986, O’Connel és Hanson 1987, Waara és mtsai 1989, Gavrilenko €s mtsai
1992). Burgonya intraspecifikus szomatikus hibridek esetében Debnath és Wenzel
(1987) hasonl6 modszerrel a szil6inél magasabb ploidiafoki  egyedeket
azonositotta. Kisérletiinkben a leggyorsabban novekvs kolonidk kivalogatasaval
nagy szamu hibrid egyedet tudtunk regenerdlni. A fokozott fejlodési képesség
legtobb esetben a hajtasok gyorsabb és erdteljesebb novekedésében s
megnyilvanult. A S tuberosum + S. brevidens szomatikus hibridizacios kisérletekben
altalaban a hibrid kolonidk és novények fokozott ndvekedési erélyét irtak le (Austin

€s mtsai 1985, Fish és mtsai 1988b), bar egy esetben a hibrid vigort mutaté novények
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rosszul novo koloniakbol regeneraltak (Austin és mtsai 1986). Az altalunk végzett
kisérletben a hatvankét szelektalt, feltételezetten hibrid novény kozil Osszesen
harmincnyolcat vizsgiltunk citologiai illetve biokémiai médszerekkel. A jellemzés
soran mindegyik hibridnek bizonyult. A hibrid vigorra alapul6 szelekcioval azonos
fajkombinaciénal kozel szdz szazalékos hibrid gyakorisdg volt elérhetd, melyet a
hibrid kol6nidk fajspecifikus DNS felhasznédlasaval elvégzett jellemzése is igazolt

(Polgar és mtsai, kozlés alatt).
5.2. A hibridek genetikai d4lloméany4nak variabilitdsa

Mind a kromoszémaszam-beli, mind a morfolégiai diverzitas jol ismert jelenség a
szomatikus hibrideknél (Harms 1985, d’Amato 1985 attekintései). A Solanaceae
csaladon beliili interspecifikus hibridek kromoszémaszama lehet euploid, a sziil6i
készletek osszege (Carlson és mtsai 1972, Adams és mtsai 1985, San és mtsai 1990),
de szdmos esetben néhdny (Puite és mtsai 1986) vagy tobb (Handley és mtsai 1986,
O’Connel és Hanson 1987, de Vries és mtsai 1987) kromoszéma hidnya figyelhet6
meg. Az aneuploid hibridekben mindkét (de Vries és mtsai 1987) vagy csak az egyik
(Pijnacker és mtsai 1987) sziil6 genetikai allomédnydnak kisebb-nagyobb része
elimindlédik. Ez eredhet a sziil6i fajok genetikai instabilitdsabol, mely a
szOvettenyésztés soran megnyilvanul, vagy a hibrid sejtekben fellépd negativ
kolcsonhatasokbol (szomatikus inkompatibilitds). A kis mértékii kromoszomaszam-
beli véltozatossag -jellemz6 a kiillonboz6 S. tuberosum fajtak protoplaszt eredeti
klonjaira (Karp és mtsai 1982, Thomas és mtsai 1982, Sree Ramulu és mtsai 1983,
Creissen és Karp 1985) csakigy mint a S. brevidens tenyésztett sejtjeire (Osifo és
mtsai 1989). A 8. tuberosum+S. brevidens szomatikus hibrideknél mindig
megfigyelhet6 volt bizonyos mértékli kromoszomavesztés (Austin €s mtsai 1986,
Barsby és mtsai 1984, Fish és mtsai 1988), bar az, hogy melyik partner kromoszomai
vesznek el, kariotipizdlasi nehézségek miatt nem lehetett megdllapitani. Az dltalunk
végzett sejtfuzios kisérlet eredményeképpen a vizsgalt hibridek 81%-a bizonyult
aneuploidnak, mig a sziil6i protoplaszt eredetlii novényeknél nem tapasztaltunk
valtozast a kromoszomaszdmban. A nagy szamu aneuploid hibrid jelenléte
magyarazhaté a hibridek megnovekedett ploidiaszintjével, mely a genetikal
allomany instabilitasat okozhatja. Diploid burgonya és S. brevidens tetra-, hexa- €s
oktoploid hibridjeit vizsgilva Pehu és mtsai (1989) szintén azt taldltdk, hogy a
ploidia szint novekedésével né az aneuploidok ardnya. A magas szintdi ploidia a
hibrid sejtben kromoszémavesztést indukalt, mellyel egy viszonylag stabilabb allapot
johetett l1étre, és az egyes kromoszomak elvesztése nem jart sziikségszerlien egytitt

az  életképesség  egyidejii  csokkenésével.  Kisérletiinkben —a  hibridek
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kromoszémaszama két kivétellel visszavezetheté a S. tuberosum é€s S. brevidens
sejtek 1:1 aranya fuzidjara, mely hexaploid kromoszomaszdmot eredményezett. Az
alkalmazott szelekcios eljaras valoszinileg elGsegitette a populaciéo hexaploid
klonokban valé felddsuldsat, az oktoploidok gyengébb noévekedésiik miatt nem
keriiltek tovdbbtenyésztésre. Az oktoploid szinten levé burgonya+ S. brevidens
szomatikus hibridek minden eddigi esetben abnormalis vagy erésen visszamaradt
fejlodéstiek voltak, fliggetleniil a sziil6i genomok ardnyatél (Austin és mtsai 1986,
Fish és mtsai 1988b, Pehu és mtsai 1989).

Az izoenzim és RFLP mintdzat analizisének segitségével a vizsgalt klonok
hibriditdsa tovdbbi bizonyitdst nyert. A hibridekben lejatsz6d6 DNS-szintii
véltozasokat csak néhiny esetben vizsgaltdk az tn. "szimmetrikus" szomatikus
hibrideknél, azaz melyeknél a kromoszémavesztést mesterségesen (sugarzdssal)
nem indukaltdk. Williams (1990) egy S. brevidens + S.tuberosum szomatikus
hibridnél deléci6t mutatott ki, mely egy S. brevidens kromoszéman tortént, s a
szovettenyésztési periddus sordn jott létre. Pehu (1990) hasonlé fajkombinaciénal
nem taldlt a hibridek kozott kiilonbséget fajspecifikus DNS probat hasznélva. Az
altalunk izolélt fajspecifikus szekvencia a S. brevidens genom korilbelil egy
szazalékat alkotja -Ramanna (1988) becslését véve alapul a genomméretet illetSen-
nagy gyakorisaga ellenére a hibridekben nem tapasztaltunk valtozast az adott DNS
szakaszokon. A fajspecifikus repetitiv. DNS szakaszok a szomatikus hibridek
vizsgdlatan kivil j6 eszkozil szolgalnak a novényi genetikai  allomany
szervez8désének és evoltcidjanak tanulmanyozasahoz. Az izolalt szekvencia teljes
kimutathatatlansaga S. tuberosum-ban a két faj torzsfejlédéstani tdvolsdgara
vezethet$ vissza. Ugyanakkor 74%-os hasonldsagot talaltunk egy paradicsombol
izolalt szakasszal (TGR I), mely szdmos mas Lycopersicon fajban is megtaldlhato, a
Solanum nemzetségben azonban csak a S. lycopersicoides-ben (Ganal és mtsai 1988,
Schweizer és mtsai 1988). Rendszertanilag a S. brevidens és a S. lycopersicoides
azonos szubszekcioba (Petota sectio, Estolonifera subsectio) tartozik, a gumot képzo
Solanum fajoktol nagy evoliciés tavolsagra taldlhaté. Molekularis taxonomiai
vizsgalatok, melyek a kromoszomalis €s kloroplasztisz DNS restrikcios mintdzatanak
valtozasan alapulnak, megerssitik a két faj szoros rokonsagat (Debener €s mtsai
1990, Hosaka és mtsai 1984). Ugyanakkor felvetik annak a lehetdségét, hogy a
Solanum nemzetség ezen aga kisebb evoliciés tdvolsagra van a Lycopersicon
nemzetségt6l, mint eddig feltételezték. A TGR 1 szekvencia jelenléte a
paradicsomban, a S. lycopersicoides-ben és a S. brevidens-ben alatdmasztani latszik
ezt a hipotézist. A két homolog szekvencia valOsziniileg azonos eredetii, s az
evolicios valtozasok sordn mind a bazissorrend, mind az ismétl6ds szekvencia

szervezOdése eltérien valtozott. A TGR | szakasz tandem ismétlodésben fordul el6
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a paradicsom kromoszomak telomérhez kozeli régidiban (Broun és mtsai 1992). Az
altalunk leirt szakasz szervez6dése komplex, azaz t6bb nem homolog alegység épiti
fel, ugyanakkor feltételezhetjiikk, hogy az "A" szakasz, mely részben homolog a
paradicsom TGR I szekvenciaval, tandem ismétlédésben is el6fordul. Az ismétlodo
szakaszok szervezédése eltéré a paradicsombdl ismerthez képest. A nem homolog
alegységek szekvenciabdl ismert sorrendje (8. dbra) rekombinacios és amplifikacios
folyamatok eredményeként alakulhatott ki, és valésziniileg ez az elrendezddés
dominal a S. brevidens genetikai allomanydaban. Emellett a Southern hibridizécios
mintazatbol kovetkeztethetiink mdés szervez6dési formdk jelenlétére is. A tobb
példanyszamban, tandem el6fordul6é szekvencidk gyakran egy vagy néhédny helyen
lokalizaltak a kromoszomékon (Peacock és mtsai 1988, Wu és mtsai 1991). Ebben a
tekintetben a S. brevidens-bol és Lycopersicon esculentum-bdl leirt DNS el6fordulési
helye alapvet6en nem tér el. Kiilonbség azonban, hogy a S. brevidens-ben egy par,
val6szintileg homol6g kromoszéman nagyobb példanyszamban halmozoédott fel az
ismétl6dé  szakasz. Ismert folyamat az ismétléd6 DNS  szakaszok
megsokszorozddasa, eltinése és Osszetett ismétlédések kialakuldsa egyenlGtlen
rekombindciék sorozatinak eredményeként. Mindezt a magasabbrendi
novényeknél reasszocidciés kinetikai vizsgalatok, és a kl6nozott ismétl6do
szekvencidk szerveztdésének vizsgdlata is megerdsitette (Flavell 1980, Evans és
mtsai 1983, Dhar és mtsai 1988, Ganal és mtsai 1988).

5.3. Genetikai sokféleség - morfolégiai diverzitas

A morfologiai valtozatossdg a hibrid populacioban dltalanos jelenség, a
szomaklondlis varidci6 (Larkin és Scowcroft 1981) illetve a hibridek eltér6 genetikai
Osszetételének eredménye. Az novények fenotipusa kozel dllhat az egyik sziil6€hez
(Schieder 1978), atmenetet képezhet a két sziil6 kozott (Dudits és mtsai 1977,
Harms 1985) illetve j mennyiségi és minGségi tulajdonsagok jelenhetnek meg (Fish
és mtsai 1988b, Austin és mtsai 1986). Az altalunk létrehozott szomatikus hibridek
hajtasainak 4ltalanos kiils6é megjelenése a S. tuberosum sziilbhoz hasonlitott,
azonban szdmos mérhet6 tulajdonsagban felilmultdk azt (szarvastagsag,
levélméret). A részletes vizsgdlat soran a morfolégiai jegyeket kiilon-kiilon felmérve
a S. brevidens génkészlet hatdsa (pl. megnovekedett anthocidnos pigmentaltsag)
megfigyelhetd volt. A novények mindkét sziil6ét meghaladé magassaga valOsziniileg
a hibrid hatésra vezethet$ vissza, azonban ez nem éaltaldnos jelenség a S. tuberosum
+ 8. brevidens hibrid populdciokban (pl. Fish és mtsai 1988). Legjellemz6bb a
hibridek csokkent gumoterms képessége, melyet mas kisérletekben is leirtak (Fish
és mtsai 1987, 1988a, 1988b, Austin és mtsai 1986), s Pehu és mtsai (1989)
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kimutathattdk hogy a csokkenés a S. brevidens genetikai allomanyanak jelenlevo
mennyiségével ardnyos.

A morfologiai bélyegek altaldban tobb gén altal meghatarozottak. A sziil6i
genomok hatdsanak kimutatasa szamos jelleg egyideji vizsgalatidval nem vihetd
végbe statisztikai modszer alkalmazédsa nélkiil. Allatok és novények nemesitése a
sokvaltozés analizis felhaszndlasdaval ismert médszernek szamit, azonban a genetikai
és morfologiai bélyegek kapcsolatdnak vizsgdlata e modszerrel csak néhéany
tanulményra korldtoz6dik (Reyment 1984 6sszefoglalé munkdja). A sokvaltozos
analizisben nagyszdmua morfoldgiai bélyeg néhany mesterséges véaltozova osszevonva
kénnyebben tanulmanyozhaté. A fékomponens analizis eredményeként négy, jol
elhatarolhaté fenotipus csoportba sorolhattuk a hibrideket. A csoportokat alkot6
klonok kromoszémaszama igen valtozatos volt, nem taldltunk sszefiiggést a klonok
topoldgiai helyével. Ez utalhat arra, hogy a kromoszémavesztés véletlenszerii volt,
azaz barmelyik sziil6i faj barmely kromoszoémdja eliminindlodhatott. Valoszind,
hogy az alkalmazott médszer érzékenysége nem €ri el azt a fokot, mellyel ilyen apro
véaltozasok kovethet6k. Pehu és mtsai (1989) megfigyelték, hogy a PCA térben a
tetra-, hexa- és oktoploid hidridek ploidiaszintjiiknek megfeleléen csoportosulnak,
azonban itt is nagy szoérodas volt megfigyelheté a csoportokon beliil. Hexaploid
hibridjeink és a sziil6k egymashoz viszonyitott helyzetét elemezve azt taldltuk, hogy
a hibrid populécié a sziil6i genomok részvételi aranyanak megfelel helyet foglal el
gén kolcsonhatasdnak eredményeként jott létre, az alkalmazott statisztikai

modszerrel kimutathato volt.

5.4. A S. brevidens rezisztencia tulajdonsdgainak Kkifejez6dése a hibrid
populaciéban

A kiillonbozé patogén organizmusokon kiviil a S. brevidens bizonyos foku
fagyhatasra is rezisztens (Ross és Rowe 1969). E tulajdonsag jelenlétét szomatikus
hibridekben még nem vizsgaltdk. Esetiinkben a fagytiirés a hajtasok fagyhatas utdni
jarulékos riigybol valé regenerdcios képességét jelenti. A vizsgalt két hibridben
bizonyos mértékben megtaldlhat6 ez az elényds tulajdonsag, bar nem éri el a vad
fajra jellemzd értéket.

A S. brevidens + S. tuberosum szomatikus hibridek eddigi megfigyelések szerint
rezisztenciat mutattak levélsodrodasi virussal szemben (Austin és mtsai 1985b,
Helgeson és mtsai 1986, Gibson és mtsai 1988). Az ellendllas képességét az dltalunk
eloallitott klonok egy része is hordozta. A vizsgalt 14 hibrid kozul hét mutatott
egyértelmi rezisztencidt. A tobbi klon csokkent rezisztencidja, illetve az
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ellentmond6 vizsgdlati eredmények eredhetnek a S. brevidens kromoszomak
ellendlloképességet, mint azt Gibson és mtsai (1988) valamint Pehu és mtsai (1990)
hasonl6 vizsgélataik alapjan feltételezték.

8.3 Az elallitott szomatikus hibridek lehetséges novénynemesitési jelentGsége

A kisérletben alkalmazott fajkombindcié megvélasztasakor figyelembe vettik,
hogy mind a virusrezisztencia, mind a fagyt{irés olyan bélyegek, melyek fontosak
lehetnek egy nemesitési programban. Virolégiai szempontbdl kiilonosen figyelmet
érdemel, hogy a S. brevidens egyidejlileg tobb virussal szemben rendelkezik
rezisztencidval. Ez indokolta, hogy a fizi6t elvégezziik, bar a kisérletek kezdetekor
mas kutatécsoportok néhany eredménye mar ismert volt. Munkénk célja az volt,
hogy kiindulasi alapanyagot szolgéltassunk a magyar burgonyanemesit0k szamara. A
hibridekre jellemz$ heter6zis hatds szintén érdeklddésre tarthat szamot. Tovabbi
kérdés, hogy mennyire stabil ez a sajatossag, a megnovekedett novekedési erély
stabilan fennmarad-e a hibridek vegetativ illetve ivaros szaporitasa sordn. A hibrid
novényeket mar dtadtuk értékelésre a Vetdmag Villalat Nyiregyhézi
Kutatéintézetének illetve a Pannon Agrartudomanyi Egyetem Keszthelyi
Burgonyanemesitési Osztdlyanak. Jelenleg folyik a keresztezés lehetdségeinek
vizsgalata.

Hasonl6éan a vad fajokkal végzett ivaros hibridiiéciéhoz, a szomatikus hibridek
elGallitdsa sordn is szamolni kell nem kivant kedvez6tlen tulajdonsigok
atkeriilésével. Ezért sziikséges a hibridek visszakeresztezése megfelelen
kivalasztott burgonyafajtdkkal. A kéros hatasok kifejezetten jelentkeztek a
gumotermés esetében. A burgonya gumoOképzl sajitossdga e tekintetben
kodomindnsnak tekinthet6. A tervezett keresztezések eredményeként az
utédnemzedékben a burgonya genetikai alloménydnak ardnya nd. Ennek
megfelel6en hangsilyosabban kifejez6dnek a S. tuberosum tulajdonsagai. Ez el6nyos
a gumotermelés szempontjabol, azonban lehetséges, hogy a S. brevidens-bol
szarmaz0 rezisztencia mértéke kisebb lesz az ivaros utédokban, mint a szomatikus
hibridekben. A hibridek sorozatos visszakeresztezése burgonydval a vad faj
tulajdonsdgainak "kihigulasahoz" vezethet. Ezért az utédok szigorua szelekciojara van
szitkség, mely sordan a vad és a termesztett Solanum faj hasznos tulajdonsagai
egyardnt a lehets legmegfelel6bb mértékben nyilvdnulnak meg.



OSSZEFOGLALAS

. S. tuberosum és S. brevidens fajok levélprotoplasztjainak faziojat kovetéen

hibrid mikrokolénidkat szelektdltunk, melyek novekedési erélye meghaladta a
szil6i vonalakét, s e tulajdonsdguk alapjan a szovettenyésztés korai fazisaban a
hibrideket azonositani tudtuk. Bar a hibridekben kromoszémavesztés
megfigyelhetd volt, az aneuploidia mértéke nem volt héatranyos hatassal a
novények életképességére.

. A regenerdlt hibrid névéhyekben mindkét szild tulajdonsdgai egyidejlileg

kifejez6dtek. Tobbvaltozés analizissel kimutattuk, hogy a hexaploid vonalak
morfolégidjukban a két sziil6 kozti dtmenetet képviselnek, mégpedig a szilbi
genomok ardnydnak megfeleléen. A hibridekben megnyilvanul néhéany, a S.
brevidens-re jellemzs rezisztencia (fagytiirés, levélsodrodési virus rezisztencia).
A vonalak agronémiai értéke elmarad a burgonyédétdl, azonban fertilitasuk
igazol6dasa esetén a tovabbiakban nemesitési alapanyagként szolgalhatnak.

. A S. brevidens-bsl leirt repetitiv szekvencia organizédcidja nem azonos a vele

bizonyos foki homol6gidat mutaté paradicsom szekvencidval. Ugyanakkor a
vizsgélt szakasz szamos mads rokon fajbol (pl. a S. tuberosum-bol) nem
mutathaté ki. ValészinG, hogy egy 0&si szekvencia evolucigjanak
eredményeként alakultak ki a jelenlegi szervezddési kiilonbségek a vizsgalt

fajokban.
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