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BEVEZETES ES CELKITUZES

A termesztett novények genetikai variabilitdsdnak ndvelésére irdnyuld genetikai
kutatasok évtizedeken keresztiil a fenotipus megfigyelésén és elemzésén alapultak. A
fenotipus-genotipus  kdlcsonhatds  vizsgalatan  alapuld  szelekcid  hatékonysagat
nagymértékben befolydsolja a kornyezet, a kvantitativ tulajdonsdgok poligénes
oroklésmenete, a teljes vagy részleges dominancia viszonyok, amelyek a génexpressziot
modositjdk és a genetikai analizist megnehezitik. Ezzel magyarazhatd, hogy a DNS
elemzésen alapulod genetikai markerek egyre nagyobb jelentdségre tesznek szert a ma €s a
jovO novénynemesitésében. A PCR-en (Polymerase Chain Reaction; Saiki et al. 1985)
alapul6 moddszerek a nukleotid szekvencidban tapasztalhaté kiilonbségek, azaz az
allélpolimorfizmusok kimutatisara alkalmas technoldgiat kinalnak.

A dolgozat harom kutatési teriileten végzett eredményeket foglalja 6ssze nyar, bluza és

kender fajokban. Az egyes teriiletek {6 célkitlizései a kovetkezok voltak:

Allamilag elismert nyar klénok molekuliris analizise.

Hazankban az 6sszes erddsiiltségben 9,5 %-os teriiletardnyt képviseld nyariiltetvények az
éves fakitermelés egy 0todét szolgaltatjdk ma. A keresztezéses nyarfanemesités rendkiviil
hosszl 1d6t igényel, egy-egy 0j hibrid eldallitasa tobb évtizedig is eltarthat. Heterdzishatéas a
beltenyésztett és egymassal nem kozeli rokon genotipusok keresztezésével érhetd el. A
megfeleld sziiléi partnerek kivalasztdsa ezért rendkiviil fontos feladat, amelyhez plusz
informacidt adhatnak a nyarfajok ¢és hibridek klonjaiban végzett molekularis vizsgalatok.

Vizsgalataink célja ezért a Magyarorszagon allamilag elismert nyar (Populus sp.) klonok
kozotti genteikai tavolsdgok becslése és a nyarfajok valamint hibridek klonjainak
megkiilonboztetésére alkalmas RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA; Wiliams et
al. 1990) és AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR; Welsh and McClelalland 1990) markerek

azonositasa volt.

Hagyomanyos és DH buzafajtak dsszehasonlité molekularis elemzése
Az androgenetikus eredetli ,,Doubled Haploid” (DH) vonalak nemesitési értékét a

genetikai stabilitdsuk adja. A DH vonalak és fajtak, valamint a hagyomanyos modszerekkel



eldallitott fajtak a tobb éve folytatott szant6foldi kisparcellas kisérletekben hasonlo
teljesitménytinek ¢és alkalmazkodd képességlinek bizonyultak (Kertész et al. 1998).
Szignifikéans kiilonbségeket citologiai vizsgalatokkal sem sikeriilt kimutatni (Mazikné Tokei
et al. 1999).

A GK Gobé (hagyomanyos nemesitéssel eldallitott) és GK Délibab (androgenetikus
eredetli) fajtdk, valamint a beldliik eldallitott DH vonalak (egyszeres és kétszeres DH
vonalak) molekularis polimorfizmusat RAPD, SSR (Simple Sequence Repeat; Jacob et al.
1991), STS (Sequence Tagged Site; Olson et al. 1989) ¢és AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism; Vos et al. 1995) technikékkal vizsgéltuk és hasonlitottuk dssze abbol

a célbol, hogy adatokat kaphassunk az egyes csoportok molekularis hatterérol.

Ivarspecifikus molekularis markerek azonositasa és vizsgalata kenderben

A novények ivarat az ivari dimorfizmus hianya miatt, fenotipus alapjan a legtobb kétlaki
ndvényfajban viragzas eldtt nem lehet megéllapitani. Ezekhez a novényfajokhoz tartozik a
kétlaki kender is, amelyben az ivardeterminacié mechanizmusa sincs tisztazva. Ezeknek a
problémaknak a megoldasaban nyuajthatnak segitséget a molekuldris technikak. Megfeleld
markerek segitségével lehetdvé valik a korai ivarmeghatarozas, amely a markerre alapozott
szelekcioban hasznalhato. Ezek a markerek plusz informaciot jelentenek az
ivardeterminacié mechanizmusanak tanulmanyozasaban is.

Kisérleteinkben ivarhoz kapcsolt molekularis markerek azonositasat tliztiik ki célul.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Genetikai markerek

A genetikai marker olyan fenotipusos vagy genotipusos jelzés, amely kisérletes
probaként hasznalhat6 az egyed, a sejtmag, a kromoszoéma vagy a DNS jelolésére. A
genetikai marker kapcsolédhat a fenotipushoz (pl. morfolégiai marker), vagy a
genotipushoz (molekularis marker). A molekuléaris markerek két nagy csoportjat a fehérje-,
valamint a nukleinsav markerek jelentik. A genomnak valdsziniileg valamennyi allélformaja
alkalmazhat6 genetikai markerként (Moissy-Cramayel 1994). Segitségiikkel feltarhatok a
novénypopuldciokban meglévd valtozatossagok, amelyeket a novénynemesiték a fajta-
eldallitas soran felhasznalhatnak.

Az elsé mai értelemben vett és tudoméanyosan megalapozott novénygenetikai vizsgalatok
tobb mint egy évszazadra, Mendel (1886) borsoval végzett kisérletéig nytlnak vissza. Az
elsd kapcsoltsagi vizsgalat Sturtevant (1913) nevéhez fiiz6dik, aki az ecetmuslica
(Drosophila melanogaster) X-kromoszomajanak kapcsoltsagi térképét készitette el 5
morfologiai marker alapjan. Hasonld vizsgalatokat novényekben el6szor Bridges (1914)
folytatott Lathyrus (lednek) és Primula (kankalin) ndvényfajokban. A 60-as évek végéig
morfologiai, agronomiai ¢és ¢élettani tulajdonsdgokat meghatirozo alléleket hasznaltak
genetikal markerként.

A morfoldgiai markerek monogénes, fenotipusosan megjelend, dominans/recessziv uton
oroklédd tulajdonsagok. A korai szelekcidhoz legtobbszor nem elég informativak, és a
tulajdonsagok gyakran erésen korreldlnak egymassal. Ezenkivil a kornyezeti
kolesonhatasok (termdhely, évjarat) is jelentdsen csokkentik a morfoldgiai markerek
megbizhatdsagat (Moissy-Cramayel 1994). A morfoldgiai markerek alapjan a gabonafélék
koziil arpaban végezték a legszélesebb korti kapcsoltsagi vizsgalatokat (von Wettstein-
Knowles 1992). Buzaban ezeknek a markereknek az alkalmazhatosagat jelentdsen csokkenti
az allohexaploid genom, mert a recessziv gének fenotipusos expressziojat a masik két
genom homeoldg 16kuszain taldlhat6 allélek gyakran elfedik (Gale et al. 1990).

A 70-es évek elejétdl kezddédden a biokémiai markerek csopotjdba tartozo izoenzim
(Markert-Moller 1959) és tartalékfehérje markerek terjedtek el. Ezek a transzlacids
termékek rendszerint kodominansan Oroklédnek és gyakran mar csiranovény-korban is

kimutathatdak. 1zoenzim markerekkel Koebner et al. (1988) szoros kapcsoltsagot mutatott



ki a szartord rozsda (Pchl) rezisztencia és az endopeptidaz (Ep-D1b) 16kusz kozott. Rousset
et al. (1992) és Dachkevitch et al. (1993) buza tartalékfehérjék €s a siitési paraméterek
kozott talaltak szoros kapcsoltsagot. Az izoenzim ¢€s tartalékfehérje markerek szama kevés,
ezért a novénynemesitésben ezeket a markereket csak kismértékben, elsdsorban a
szelekcioban alkalmazzak (Tanksley 1983). Nemzetkozi hivatalos fajtakisérletekben
kiegészitd adatként ugyancsak haszndlatosak a fajtajeloltek megkiilonboztethetoségének,
homogenitasdnak €és szarmazasanak bizonyitdsaban.

A 80-as évek elejétdl a nukleinsav alapa (DNS) markerek terjedtek el a
genomanalizisben. Segitségiikkel az 6rokitd anyag kozvetlen vizsgdlata valt lehetdvé. A
fenotipusos, izoenzim ¢és tartalékfehérje markerekkel szemben a nukleinsav markerek
szamos elonyos tulajdonsaggal rendelkeznek (Hartl et al. 1995): a) szamuk elvileg korlatlan,
b) a DNS szekvencidk fajok kozott €s fajon beliil is nagyfokt variabilitast mutatnak, c) a
genomnak nemcsak a kodold részeit reprezentaljak, d) kornyezeti és episztatikus hatdsok
nem befolyasoljak.

A nukleinsav markerek koziil kordbban az RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) (Botstein et al. 1980), az utdbbi évtizedben pedig a PCR alapu technikdk
terjedtek el. Az RFLP vizsgalatokkal kapott kiilonbségeket a restrikcidos endonukleaz
hasitohelyek szekvencidiban végbement muticiok kovetkeztében fellépd fragmentumok
hosszusaganak polimorfizmusa eredményezi, amelyeknek a detektalasdhoz jelolt DNS-
probéakat haszndlnak. A polimorfizmust a hasitohelyekben bekdvetkezd pontmutaciok, vagy
a hasitohelyek kozotti szekvenciakat érintd inverziok, deléciok, inszerciok, duplikacidk és
transzlokaciok okozzak. A kimutatashoz felhaszndlt probdk lehetnek klonozott gének,
cDNS szekvencidk, genomikus klonok vagy szintetikus oligonukleotidok (Beckmann és
Soller 1986). Buzaban Devos et al. (1992) és Dvorak et al. (1993) és rokonsagi viszonyok
vizsgalatara hasznalta az RFLP mddszert.

A masfél évtizedel ezeldtt felfedezett PCR analizis (Saiki et al. 1985) szadmos Uj
markerezési technika kidolgozasat tette lehetdvé, amelyek az eddig ismertetett genetikai
markereknél sok tekintetben eldnydsebbek (Kiss 1999, Nagy 1999). Ebben a kéziratban
csak a disszertacid témaja keretein belill alkalmazott PCR alapu markerezési mddszereket

mutatjuk be.



2.2. PCR alapu molekularis markerek
2.2.1. RAPD és AP-PCR analizis

A RAPD az egyik legismertebb PCR alapt technika, amelyet felfedezése ota (Williams et
al. 1990) a genetikai vizsgalatokban széleskoriien alkalmaznak. Ezzel a modszerrel a genom
ismeretlen DNS szekvenciai szaporithatok fel egyetlen random oligonukleotid primer
felhasznaldsaval. Az AP-PCR analizis elve a RAPD modszer elvével megegyezik és
ugyanabban az évben irtak le (Welsh és McClelland 1990). A két modszer 1ényegében csak
a felhasznalt primerek hosszisagaban kiilonbozik egymastol. A RAPD primerek rendszerint
10 bp hosszusdgi random szekvencidk (tervezésiikkor bizonyos szabdlyokat figyelembe
vesznek: GC tartalom 50 és 80 % kozotti, palindrom részeket nem tartalmaznak). Az AP-
PCR reakcioban alkalmazott oligonukleotidok hosszabbak (altaldban célszekvencia
felszaporitasara alkalmas primerparok valamelyik tagjat hasznaljak fel random primerként).
Ennek megfelelden, amig a RAPD moddszernél legtobbszor 36—40 °C kapcsolodasi
hoémérseékletet allitanak be, az AP-PCR reakcidban ez a hdmérséklet a primer hosszisagatol

A RAPD ¢és AP-PCR modszerekkel legtobbszor 2-10 fragmentum amplifikalhatd, melyek
mérete 200 és 2000 bp kozotti (Gassen 1996, Kiss 1999). A genomialis (templat) DNS
mentén akkor szintetizalédnak fragmentumok, ha a primerkotShelyek amplifikalhato
tavolsagban vannak egymadstol €és az ellentétes DNS szalon helyezkednek el. A kapott
fragmentumokat rendszerint agardz gélelektroforézissel valasztjadk el és detektalashoz a
fragmentumokat etidium-bromiddal festik. A RAPD ¢és AP-PCR technikdk elénye, hogy a
reakciok kivitelezése egyszerii, a templat DNS igényiik kicsi és viszonylag gyorsan lehet
velik eredményekhez jutni. A RAPD ¢és AP-PCR technikak legtobbszoér dominans
markereket eredményeznek. A  kiilonb6z0 genotipusok mintazataiban fellelhetd
polimorfizmusokat a primerkotéhelyekben vagy az amplifikdlt régioban meglévo
kiilonbségek (deléciok, inszerciok €s inverziok) eredményezik. A RAPD és AP-PCR
modszerek kivaloan alkalmasak kapcsolt markerek azonositasara, kapcsoltsagi térképek
készitésére viszont mar kevésbé. Ennek okai, hogy: a) a RAPD reakciok ismételhetdsége
gyakran problémat okoz, b) a kapott markerek csak korlatozott mértékben alkalmazhatok
egy masik populécid vizsgalatara €s c) a dominans markerekkel kapott informéciok értéke

hasado (F,) nemzedékben kb. fele akkora, mint a heterozigotak detektalasat is lehetdveé tevo



kodominans markereké (Allard 1956). Rekombinans Arabidopsis beltenyésztett vonalak
(Reiter et al. 1992) vagy erdei fenyd DH populéacidok (Neale és Sedorf 1991) vizsgalatakor
viszont a domindns markerek ugyanolyan értékiinek bizonyultak, mint a kodominans
markerek.

A RAPD ¢és AP-PCR reakciokkal kapott véletlenszeri fragmentumok lehetnek kis
(,,single copy”) kozepes vagy nagy kopiaszamban ismétloédd genomszekvencidk részei is
(Williams et al. 1990).

Az eredmények ismételhetdsége gyakran problémat okoz, mivel ezek a technikdk a
beallitott reakciokoriilményekre, valamint a DNS mennyiségére €s mindségére kiilondsen
érzékenyek. Az utdbbi években egyre tobb kutatdcsoport szamolt be arrdl, hogy a reakciok
Osszehasonlithatosaga szempontjabol az is fontos, hogy a genomidlis DNS-t ugyanabbdl a
novényi részbdl izolaljak-e. A kiillonb6zd ndvényi szoveteknek nemcsak a metilezettsége
lehet eltéré (Arnholdt-Schmitt et al. 1995), hanem tdbbek szerint ,,szervspecifikus
polimorfizmusok” is okozhatnak kiilonbségeket a PCR mintazatokban. Donini et al. (1997)
AFLP technikéval akkor is talalt konzekvensen jelentkezd szervspecifikus polimorfizmust,
ha metilezésre nem érzékeny enzimeket hasznalt fel a genomialis DNS hasitasara. A RAPD
¢s AP-PCR rekcidk metilezésre nem érzékenyek, de az el6z6 kisérlethez hasonléan Bitonti
et al. (1996) polimorf fragmentumokat mutatott ki kiilonbozd fejlettségli (differencialddott)
Trapa natans levelek RAPD mintdzataiban. Egy masik kisérlet soran Bogani et al. (1996)
kiilonboz6 fiziologiai allapotban 1évd szovettenyészetekben mutatott ki kiilonbségeket
RAPD modszerrel.

A RAPD ¢és AP-PCR moddszerek felhasznalhatok: inter- ¢&s intraspecifikus
polimorfizmusok  kimutatdsara, genetikai kiilonbozdség és/vagy rokonsagi fok
megallapitdsara, tulajdonsagok térképezésére, fajtdk ¢és beltenyésztett vonalak
homogenitasdnak vizsgéalatara és kapcsolt markerek azonositasara. Hatranyaik miatt
azonban a kapott markereket célszeri SCAR (Sequence Characterized Amplified Region,

Paran és Michelmore 1993) vagy STS markerekké konvertalni (Kurata et al. 1994).

2.2.2. Mikroszatellit (SSR) polimorfizmus
A mikroszatellit elnevezést eldszor Litt és Luty (1989) alkalmazta. A mikroszatellitek a

miniszatellitekhez hasonloan (Jeffreys et al. 1985) elsdsorban az eukariota genomban



eléforduld ¢és nagy variabilitdst mutatd szekvencidk, amelyek ismétlddé bazispar-
motivumokbol (mikroszatellitek 2-8 bp; miniszatellitek 16-64 bp) épiilnek fel. A kiilonb6zo
genotipusokban fellelhetd variabilitds mindkét esetben az ismétlédé motivumok szdmabodl
adodik. Ezeket a markereket 0sszefoglald néven VNTR-nek (Variable Number of Tandem
Repeats) nevezik. Kimutatasuk egyik lehetséges modja, hogy az 1smétlodd szekvencidkra
specifikus, jelolt szintetikus oligonukleotid probakkal Southern analizist végeznek. Masik
lehetdség, hogy a szatellitek hatarrégiodira - amelyek fajon beliil altaldban konzervativ
szekvencidk - tervezett specifikus primerekkel PCR analizist végeznek. Az oligonukleotid
primerek szintéziséhez az ismétlodésekkel eldszor egy adott génkonyvtar kldnjait tesztelik,
majd a detektalt pozitiv klonok szekvenaldsa utan a szatellitek hatarszekvenciaira specifikus
primereket terveznek. Az ezekkel a primerekkel inditott PCR reakci6 utan,
gélelektroforézissel az  ismétléd6  szekvenciak  motivumai  szdmabol  adddo
hosszpolimorfizmus mutathatdé ki a kérdéses ldkuszra polimorf genotipusoknal. A
miniszatellitek elsdsorban a szubteloméras régiokban fordulnak el (Armour at al. 1989), a
mikroszatellitek pedig a genomban szétszortan helyezkednek el (Weber 1990). A
mikroszatellitek altaldban rovidebbek, ezért PCR reakcidval konnyebben amplifikalhatok
(Jeffreys et al. 1998). Mivel a mikroszatellitek nagyfoku polimorfizmust mutatnak
kapcsoltsagi térképek készitéséhez ezeket gyakran hasznaljak.

A novényekben mikroszatellitekkel elészor Condit és Hubell (1991) végzett kisérleteket.
Kukorica és tropusi fafajok genomjait vizsgéltdk, melyekben az AC és AT ismétlédések
gyakorisaga 5 x 10° és 3 x10° kopiaszam kozotti. Adatbanki szekvencidk analizisével
(Wang et al. 1994; Morgante és Olivieri 1993) és szdjaban végzett vizsgalatokkal
megallapitottdk, hogy a novényekben az emldsdkkel ellentétben nem az AC, hanem az AT
1smétlédések fordulnak elé gyakrabban, atlagosan 32 kb-onként egyszer (Wang et al. 1994).

Ujjlenyomat analizisekhez a mikroszatelliteket novényekben elészor Weising et al.
(1991) és Beyermann et al. (1992) alkalmazta fajtak és vonalak megkiilonboztetésére. A
mikroszatellit markerek multialléles €s kodominans jellegét szdjaban (Akkaya et al. 1992)
¢s rizsben (Zhao ¢és Kochert 1992) is bizonyitottak. Vizsgalataik megerdsitették, hogy a
mikroszatellit 16kuszok a genomban szétszortan helyezkednek el (Zhao és Kochert 1992) és
bizonyitottdk, hogy a mar elkészitett RFLP térképeken a markerek kozotti tires helyeket
toltik ki (Wu és Tanksley 1993).



Az RFLP vizsgélatokhoz képest a mikroszatellitek egy nagysagrenddel tobb polimorfizmus
kimutatasat teszik lehetévé (Wu és Tanksley 1993), a RAPD vizsgalatokhoz képest pedig
20-40 %-kal adnak tobb informaciot (Rus-Kortekaas et al. 1994). Hatranyuk koz¢ tartozik,
hogy a kifejlesztésiik koltséges és az esetek tobbségében csak egy adott faj vizsgalatara

alkalmasak (ritkdn konvertalhatok 4t egy masik faj analiziséhez).

2.2.3. AFLP analizis

A PCR alapu markeres vizsgalati mddszerek koziil az AFLP az egyik legujabb és
leghatékonyabb technika, amelyet Zabeau és Vos (Keygene, Hollandia) szabadalmaztatott
1993-ban. Lényege, hogy a DNS emésztése (2 enzimmel) utan, a kapott fragmentumokhoz
adaptereket kapcsolnak, és ezeket haszndljdk fel a reakcioban templatként olyan
oligonukleotid primerekkel, amelyek szelektiv bdazist/bazisokat (az amplifikalt
fragmentumok szamanak csokkentése) és az adapterekre €s a hasitohelyekre komplementer
szekvencidkat tartalmaznak. A felszaporitott fragmentumokat 5-6 %-os denaturald
poliakrilamid gélen valasztjdk el és detektdlasukhoz autoradiografias, eziistfestéses vagy
digoxigenines jelolést hasznéalnak.

A fragmentumok varhatd szamat a 2R/4" képlettel lehet megbecsiilni (Hajosné Novak
1999), amelyben az R = a jelolt hasitasi helyek (szekvencidk), n = szelektiv nukleotidok
Osszes szama. Ezt a szamot ezenkiviil még a genom mérete és a szelektiv nukleotidok
genomon beliili gyakorisaga is befolyasoljak. Célszerli az amplifikalt fragmentumok szamat
100 alatt tartani, mert ellenkezd esetben mar romlik az elvéalasztds mindsége.

Az AFLP technikdval egyszerre 20-100 fragmentum azonosithato, amelyek a a RAPD-
hoz hasonléan legtobbszér domindns jelleglieck. A fragmentumok a genom ismeretlen és
rendszerint egymastol fiiggetlen lokuszain amplifikdlodnak. Az AFLP ismételhetdsége jo.
Elonyt jelent még az is, hogy a kiilonb6z6 restrikcios enzimek €és primerek nagy szamban

kombinalhatok.

2.3. Kapcsolt markerek azonositasara alkalmas novényi populaciok
A molekularis markerezési technikdkkal a novényi genom egésze vizsgalhato, ezért
kivaléoan alkalmasak polimorfizmus kimutatasdra ¢és génekkel kapcsolt markerek

azonositdsara. A molekularis markerek tobbek kozott a markerre alapozott szelekcidban



hasznalhatok vagy kapcsoltsagi viszonyaik alapjan géntérképek készithetOk, amelyek
egyben informécidt adnak a markerek genomon (kromoszéman) beliili helyérdl is (Hartl et
al. 1995). Kapcsolt markerek azonositdsara széleskorben a kovetkezd 4 stratégiat
alkalmazzak (Gupta et al. 1999): 1. K6zel izogén vonalak vizsgalata (Near-Isogenic Lines —
NILs, Young et al. 1988); 2. Fenotipusos csoportok vizsgalata (Bulked Segregant Analysis
— BSA; Arnheim et al. 1985, Michelmore et al. 1991); 3. Rekombinans beltenyésztett
vonalak (Recombinant Inbred Lines — RILs, Mohan et al. 1994); 4. DH vonalak vizsgélata
(Graner et al. 1991). A rendelkezésre 4llo6 novényi anyag és a meglévd hattér-informaciok

alapjan dontheto6 el, hogy melyik stratégia a célravezetdbb.

2.3.1. Kozel izogén vonalak vizsgalata

Kozel izogén vonalakat gyakran hasznalnak rezisztenciagének azonositasara. A
rezisztenciaforrds sok esetben vad rokonfajokban taldlhatd. Rekurrens sziildvel (értékes
fajta) torténd tobbszori visszakeresztezéssel €s a donor génre torténd szelekcioval kozel
azonos genetikai hatteri vonalakat kapnak.

Az els6 kozel 1izogén vonalak vizsgéalataval azonositott rezisztenciagén a
paradicsommozaik virusrezisztenciaért felelds 7m-2a gén volt (RFLP; Young et al. 1988).
Buzdban Purnhauser et al. (1999) rozsdarezisztencidval kapcsolt molekuldris markerek
azonositasara hasznalt kozel izogén vonalakat. RAPD technika felhasznaldsaval
azonositottdk az Lr9 és Lr24 Puccinia recondita rezisztenciagéneket Aegilops umbellulata
¢s Agropyron elongatum novényfajokkal eldallitott izogén vonalakban (Schachermayr et al.
1994). Myburg et al. (1998) Diuraphis noxia Mordvilko levéltetii rezisztenciara eldallitott
kozel izogén vonalainak (6x visszakeresztezés) vizsgalatakor (300 RAPD primer) 4 db a

Dn?2 rezisztencia-lokusszal kapcsolt RAPD markert azonositott.

2.3.2. Fenotipusos csoportok vizsgalata

Ennél a médszerénél olyan genotipusok DNS-ét keverik 0ssze (csoportokat képeznek),
melyek valamilyen fenotipusos tulajdonsdgban megegyeznek, azaz ezekrdl a
vonalakrol/egyedekrdl azt feltételezik, hogy a kérdéses tulajdonsag tekintetében azonos
alléllel/allélekkel rendelkeznek (Michelmore et al. 1991). A szabadon hasaddé genetikai

hattér (a kérdéses tulajdonsag kivételével) nincsen kitéve szelekcids nyomasnak, ezért az
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adott tulajdonsag alapjan Gsszeallitott csoportok is csak a kérdéses lokuszban és az azzal
kapcsolt DNS régiokban kiillonboznek egymastol. Ezt a stratégiat alkalmazva Arnheim et al.
(1985) RFLP probakkal mutatott ki polimorfizmust a cukorbetegségért (Diabetes mellitus)
felelos HLA II 16kuszon beteg ¢és egészséges emberekben. Michelmore et al. (1991)
salatdban hasaddé F, nemzedék lisztharmat- (Bremia lactuca) rezisztens és -fogékony
egyedeinek DNS mintdibol alakitott ki csoportokat, amelyek kiilonb6zd rezisztenciagéneket
hordoztak. A vizsgéalatok sordn 100 tesztelt primerbdl 3 rezisztencia-lokusszal kapcsolt
markert azonositottak. Ha a csoportok kialakitdsdnal nagyszamt genotipus 4ll
rendelkezésre, akkor a kapcsolt polimorf markerek legtobbszor a kérdéses génhez kozeli,
szimmetrikus, 10-30 cM nagysagi DNS région beliil helyezkednek el (Michelmore et al.
1991). Ezzel ellentétben a kozel izogén vonalakban a markerek gyakran a gén koriili
aszimmetrikus DNS régioban talalhatok meg (Young and Tanksley 1989). Amig pl. az
OtszOros visszakeresztezéssel eldallitott kozel izogén vonalakban azonositott polimorf
markereknek kb. csak 50 %-a kapcsolt a kérdéses tulajdonsdgot meghatarozé 16kusszal
(Muehlbauer et al. 1988), addig fenotipus alapjan csoporositott DNS mintdkban azonositott
polimorf markerek az esetek tobbségében ténylegesen kapcsoltak a tulajdonsagot
meghatarozo 16kusszal. Arnheim et al. (1985) és Michelmore et al. (1992) altal alkalmazott
stratégidk annyiban kiilonboztek egymastol, hogy az elsé esetben a csoportok nem rokon
egyedek DNS mintait tartalmaztdk, a masodik esetben pedig a fenotipus alapjan kialakitott

csoportok egyedei egy keresztezésbdl szarmaztak.

2.3.3. Rekombindns beltenyésztett vonalak

A RIL-ek egy adott keresztezésbdl szarmazo beltenyésztett vonalak. Mohan et al. (1994)
ezt a stratégiat rizsben alkalmazta a Gm2 (Orseolia oryzae) rezisztenciagén térképezésére. A
vizsgalatban szereplé 40 RIL (Fs és F¢ nemzedék) a Phalguna (rezisztens) ¢s ARC6650
(fogekony) genotipusok keresztezésbdl szarmazott. A nagyfoki homogenitdst mutatd
rekombinans beltenyésztett vonalak koziil 17 rezisztens, 23 pedig fogékony volt. A vonalak
20-20 egyedébdl kialakitott csoportok képezték az RFLP és RAPD vizsgélatok alapjat,
amelyek vizsgalatakor dsszesen 231 polimorfizmust kaptak. Ezek koziil 2 marker hasadt a
Gm?2 rezisztenciagénnel kapcsoltan. A Gm2 gén helyét ezutdn kapcsoltsagi analizissel

hataroztak meg. A rekombinans beltenyésztett vonalak tobb termdhelyen és egymast kdvetd
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¢vjaratokban torténd vizsgalatokat tesznek lehetdveé, ezért ezt a stratégiat QTL analizisre
(Quantitative Trait Loci; Lander és Botstein 1989) is gyakran hasznaljdk. Mivel a RIL-ek a
rekombinaci6 termékeit tobb nemzedéken keresztiil is reprezentaljak, nagyobb felbontasu
géntérképek készithetok ezekkel a vonalakkal, mint barmilyen mas populacidkkal
(Melchinger 1990). Messmer at al. (2000) pl. 8 levélrozsda QTL-t azonositott rekombinans

beltenyésztett buzavonalak vizsgalataval.

2.3.4. DH vonalak vizsgalata

A DH moddszerrel egy nemzedék alatt lehet homozigota utédokat 1étrehozni (Nei 1963).
A DH populaciok elénye a RIL-ekkel szemben, hogy segitségilikkel beltenyésztés nélkiil
homogén utddpopulaciok hozhatok létre. Karsai et al. (1997) a QTL elemzés mddszerével
vizsgalta az arpa kalaszolasi idejét befolyasold Ppd-HI (nappalhossz-érzékenység) és Sh2
lokuszok hatasat a Dicktoo és Morex fajtakban, valamint az ezekbdl eldallitott 19 DH

vonalban.

2.4. Nyar (Populus sp.) fajok molekularis vizsgalata

A fafajok hagyoményos nemesitése magaba foglalja a szelekcidt, a keresztezést, az
utddok tesztelést és a kedvezd genotipusok (megfeleld novekedési erély, fa- és rostmindség,
biotikus €s abiotikus stressz tolerancia) felszaporitasat (Dinus és Tuskan 1997). A gyors
genetikai el6rehaladéast neheziti, hogy a fafajok generacids ideje hossza (10-100 év), a
vegetativ fazis rendszerint kitolodik és a novekedés lassit (Fladung 1998). A javitando
tulajdonsag gyakran csak tobb év utdan detektalhatd fenotipusosan, igy a szelekcio is csak
ezutan valik lehetségessé. A kultirnovényekkel szemben a fafajok kevésbé domesztikaltak,
a természetben eléforduld ,,vad populédciok™ pedig nagyfoku genetikai variabilitast mutatnak
(Fladung 1998). A molekuléris technikdk alkalmazasaval az elérhetd genetikai elérehaladas
javithato. A kiilonb6z6 DNS-ujjlenyomat vizsgéalatok lehetdvé teszik a populécidk genetikai
variabilitdsanak meghatarozasat ¢és molekularis jellemzésiiket. Segitségiikkel nagy
felbontast genetikai térképek készithetOk. A molekularis markerek hatékony eszkozt
jelenthetnek a korai szelekcidban, a keresztezési partnerek kivalogatisaban és a nagy

mennyiségli ndvényi anyag gyors teszteléseében.
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A mérsékelt égovben a termesztett fafajok koziil a nydrnak (Populus sp.) kiemelkedd
jelentésége van. Ennek a gyors novekedésli és rovid rotacids idejii fajnak a fajat tobbek
kozott épiiletfa, deszka, furnérlemez, csomagoldanyag, gyufa, evOpalcika ¢€s papir
gyartasara hasznaljak (Castiglione et al. 1993). Magyarorszagon a kitermelt fa 20%-a nyar
eredetli (Kiss 1999b). A nyar jelentOs rost €és bioilizemanyag forras, tovabba a kutatdsokban
modellnévénynek szamit, ezért a leginkédbb tanulmanyozott fafajok kozé tartozik (Stettler et
al. 1996).

A fafajok koziil eldszor nyar esetében hasznaltak biokémiai markereket a genotipusok
azonositasara. Bortitz (1962) és Boccone (1975) papir kromatografiaval kiilonboztettek meg
néhany nyarfajt és hibridet. Greenway et al. (1989) gazkromatografiat alkalmazott
introgresszios nyarfajok és klonok azonositasara. A Populus nemzettségbe tartoz6 klonok
megkiilonboztetésére izoenzim vizsgalatot hasznalt Cheliak és Dancik (1982), Hyun et al.
(1987), Liu és Furnier 1993), Lund et al. (1992), Rajora et al. (1988, 1989), és Rajora és
Zsuffa (1989). A sikeres izoenzim vizsgalatok ellenére elmondhatd, hogy az izoenzim
allélek és 1okuszok szdma kevés, ezért nem alkalmasak minden nyar klon azonositasara (Lin
etal. 1997).

Az RFLP analizis viszonylag nagyfokli polimorfizmust eredményez a kiilonbozo
populaciokban. Nyar géntérképek létrehozasahoz Bradshaw et al. (1994) Liu és Furnier
(1993) RFLP, RAPD ¢és STS vizsgalatokat alkalmaztak. Keim et al. (1989) és Liu és Furnier
(1993) fajok kozotti €s fajon beliili kiilonbségeket mutattak ki RFLP analizissel. A
genomialis RFLP vizsgalatokon kiviil a kloroplasztisz: cpDNS RFLP (Mejnartowicz 1991,
Rajora és Danick 1995) és mitokondridlis: mtDNS RFLP (Barrett et al. 1993, Radetzky
1990) technikdk is alkalmasnak bizonyultak az inter- és intraspecifikus kiilonbségek
kimutatasara. Az RFLP vizsgélatok technikai bonyolultsiga, az egységnyi mintara juto
magas koltségek és az izotop jelolés haszndlata miatt Gjabban a PCR alapl vizsgélatok
keriiltek el6térbe (Rani et al. 1995).

Villar et al. (1996) nyar genotipusok analizisével levélrozsda (Melampsora larici-
populina Kleb.) rezisztencidhoz kapcsolt RAPD markert azonositott. Castiglione et al.
(1993) valamint Liu és Furnier (1993) Populus genotipusok taxondmiai vizsgalatara
tovabba inter- és intraspecifikus variabilitds kimutatasara hasznaltak sikerrel ezt a modszert.

Kiilonbségeket lehetett kimutatni P. deltoides Marsh.—bol szarmaz6 mikroszaporitott (Rani
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et al. 1995) és szomaklon eredetli (Kiss et al. 2000) névények kozott is. Lin et al 55
kiilonbozd nyar klont kiilonitett el (fajok és hibridek) RAPD és AP-PCR modszerekkel.

Nyar genotipusok megkiilonboztetésére Dayanandan et al. (1998) SSR primereket
fejlesztett ki. A kiilonbozé foldrajzi helyekrél gytjtott 36 P. tremuloides egyedbdl
létrehozott genomidlis konyvtarakat di-, tri- és tetra nukleotid probakkal hibridizaltattak és
Osszesen 4 funkciondlis SSR primerpart kapott. A 4 1okusz mindegyike tobballélesnek (5-
11) bizonyult és az SSR primerparok koziil kettd a P. nigra, P. x canadensis és P.
maximowiczii klébnokban is reprodukalhaté mintazatot eredményezett.

Az RFLP markerek PCR alapi STS markerekké konvertalhatok, ha a probak
szekvenciaja ismert (Olson et al. 1989). Az STS—el kapott kiilonbségek hossziisadg alapu
polimorfizmusok, melyek kozvetleniil vagy pedig restrikcids emésztés utan valnak
lathatova. Ha a szekvenalt klonok (probak) cDNS-ek, az STS markereket EST (Expressed
Sequence Tags) markereknek nevezik. Bradshaw et al. (1994) vizsgalatai soran 29 PCR
primerparral kiilonbségeket mutatott ki az interspecifikus keresztezésbdl szarmazo F,
nemzedékben.

Az utobbi években egyre tobb novényfaj vizsgalatira hasznaljak az AFLP technikét,
amellyel rovid id6 alatt nagyszamu genetikai marker azonosithato. Cervera et al. (1997)
nyar klonok azonositasat végezte AFLP technikdval. Wu et al. (1998) AFLP fragmentum
alapjan a P. deltoides faj genetikai térképet készitette el, mely 19 f6 kapcsoltsagi csoportot
(megegyezik a nyar haploid kromoszdémaszadmaval) tartalmazott és Osszesen 2927 cM

tavolsagot fedett le.

2.5. A buza molekularis vizsgalata

A buza a legfontosabb gabonafajok ko6zé tartozik €s az emberi taplalkozasban a
szénhidratforrds 55 %-at adja vilagviszonylatban (Gupta et al. 1999). A termesztett
kenyérbuza (Triticum aestivum L.) allohexaploid, kromoszomaszdma 2n = 6x = 42 ¢és 3
homeolog genombol all (Sears 1966). A homeolég kromoszoémak parosodasat az SBL
kromoszoman taldlhaté Ph gének (pairing homeologous genes) akadalyozzék meg. A
hexaploid buza kora 9-10 ezer évre becsiilhetd és a citologiai vizsgalatok arra utalnak, hogy
a T. turgidum (AABB genom) ¢és az Aegilops squarrosa (DD genom) fajok
allopoliploidizaciojaval jott 1étre (McFadden és Sears 1946). Mivel a buzanak hexaploid vad
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formai nem léteznek, a buzanemesités szdmara egyediili forrdst a buza dsei jelentenek
(Miller 1987). Génforrasként elsésorban azok a vadfajok johetnek szamitasba, melyeknek
egy vagy két genomja megegyezik a buzaéval. A monoszémas (Sears 1954), teloszoémas és
izoszomas (Sears és Sears 1978), valamint nulliszémas (Sears 1966) buzavonalak nemcsak
a gének azonositdsaban jelentdsek, hanem a nemesitésben is kivaldéan alkalmazhatdk. Lutz
et al. (1995) pl. de. squarrosa-bol vitt be lisztharmat-rezisztenciagéneket hexaploid buzaba.
Ujabban Ae. squarrosa-bol a rezisztenciagének mellett a siitési paraméterekkel kapcsolt
gének buzaba torténd atvitele is potencialis lehetdségként meriilt fel (Lafiandra et al. 1992).
A termesztett buza homeolog kromoszémainak azonos 16kuszain a gének gyakran tobbféle
formaban fordulnak eld. Ezeket a géneket homeoalléleknek nevezik. Nemcsak a buzagenom
A, B és D kromoszémai kozott figyelheté meg homeologia, hanem mas Triticeae fajok
kromoszomai is homeologok lehetnek, igy a vadfajokon kiviil a blizanemesités szamara
ezek is génforrasként johetnek szamitasba. Buza-rozs transzlokaciokbdl szdrmaznak pl. a
Pm 20 (Friebe et al. 1994) és mas lisztharmat-rezisztenciagének. A buza és rozs
vonalak (Zeller és Hsam 1983). Az 1R rozskromoszdma és a homoeoldg blizakromoszémak
1. csoportjanak teljes kolinearitasat 6sszehasonlitd térképezéssel bizonyitottak (Devos et al.
1993).

A buza genommérete rendkiviil nagy. Néhany Triticeae faj haploid genommérete a
kovetkez6: hexaploid biiza = 17 x 10° bp, arpa = 4,9 x 10’ bp, kukorica = 2,5 x 10’ bp és
rizs = 10° bp (Arumuganathan and Earle 1991). Egy atlagos nagysagli biizakromoszéma kb.
25 x nagyobb a rizskromoszémanal (Moore et al. 1995). Buzdban a nagy genomméret a
poliploidizacié ¢és duplikdcio kovetkezménye — a genom tobb mint 80 %-at repetitiv
szekvenciak teszik ki. A citologiai vizsgalatokkal ellentétben a buza molekularis vizsgalata
tobb nehézségbe itkozik. Buzdban viszonylag kevés hasznalhatdé —molekuléris
polimorfizmus azonosithatd, amelyek a markerre alapozott szelekcido és a géntérképezés
alapjat is képezik (Gupta et al.1999).

Az allohexaploid buzagenomban a ndvény karosoddsa nélkiil fordulhatnak eld
duplikéciok, delécidk vagy transzlokacidk, amelyek a géntérképezést nehezitik. Schlegel és
Schlegel (1989) 171 buzafajta citologiai vizsgalata soran a fajtak 50%-ban 1, 24 %-4ban 2

¢s 4 %-ban pedig 3 transzlokaciot mutattak ki. A nehézségek ellenére a buza kiilonb6zo
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kromoszomaira (RFLP: Chao et al. 1989; Devos és Gale 1993; SSR: Roder et al. 1998;
RFLP + RAPD: Hohmann et al. 1995) vagy a teljes genomra (pl. RFLP: Liu és Tsunewaki
1991, SSR: Roder et al. 1988) is tobb géntérképet készitettek.

Buzéaban kevés a morfologiai (Gale et al. 1990), izoenzim ¢és tartalékfehérje markerek
szama (Tanksley 1983), ezért a megfeleld szintli polimorfizmus kimutatasara a nukleinsav
alapt molekuldris markerezési technikak adnak lehetdséget. A kiilonbozé molekularis
technikakat eddig tobben is 0Osszehasonlitottdk. Bohn et al. (1999) 11 buzafajta
vizsgélatakor a kovetkezd eredményeket kapta: 470 RFLP fragmentumbol (191 préoba) 113,
559 AFLP fragmentumbdl (11 primer kombindcio) 117 és 47 SSR fragmuntumbo6l (21 SSR
primerpar) 33 volt polimorf. Buzdban az RFLP modszerrel kevesebb polimorfizmus
detektalhatd, mint mas gabonandvényekben (Chao et al. 1989). Az RFLP ldkuszok
kevesebb, mint 10 %-a polimorf (Roder et al. 1998), ezért a genomialis egykopias vagy
cDNS RFLP moédszer Ahn et al. (1993) és Moore et al. (1995) szerint Osszehasonlitd
géntérképezésben ugyan hatékony, azonban kevésbé alkalmas fajon beliil agrondmiai
tulajdonsadgokhoz kapcsolt markerek azonositdsdra. Az alacsony polimorfizmus-szint és
egy¢éb hatranyai ellenére a legtobb géntérkép RFLP vizsgalatok alapjan késziilt és szamos
agronomiai tulajdonsaghoz kapcsolt RFLP markert is izolaltak. Korzun et al. (1997) pl az
Rht12 torpésség €s a Vrnl vernalizacid génjével kapcsolt RFLP és SSR markereket
azonositott. Sutka et al. (1997) mennyiségi jellegek vizsgélataval a vernalizacidoban (Vrnl)
szerepet jatszd nagyhatdsa QTL-t (Quantitative Trait Loci) azonositott az SA kromoszéma
hosszu karjan, amely 3 RFLP markerrel szegregalt és szoros kapcsoltsagot mutatott a
fagyallosag (Frl) génjével.

A RAPD modszer az RFLP-hez hasonldan alacsony szintli polimorfizmust eredményez
(Gupta et al. 1999). Shah et al. (2000) pl. a Cheyenne ¢és Wichita buzafajtak
Osszehasonlitasakor, 40 RAPD primerbdl nyolc esetében (20 %) kapott polimorfizmust. Egy
masik vizsgélatban 10 citoplazmasan himsteril és 10 resztorer buzavonal RAPD analizisénél
60 primerbdl 9 eredményezett polimorfizmust (Liu et al. 1998). Genotipusosan ¢&s
fenotipusosan 1s hasonld fajtdk vizsgalatdban He et al. (1992) a RAPD moddszer és
denaturald gélelektroforézis kombinalt alkalmazasat javasolja.

A bulzafajtak inter- és intraspecifikus vizsgalataban az egyik leghatékonyabb mddszert a

mikroszatellit markerek jelentik (Plaschke et al. 1995). Annak ellenére, hogy az SSR
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markerek kifejlesztése rendkiviil koltséges és iddigényes (mikroszatellitekre tervezett SSR
primerparok 30 %-a hasznalhatd genetikai vizsgalatokban, Rdder et al. (1988)), ma mar
nagyszamu mikroszatellit marker 4ll rendelkezésre. A teljes genomot lefedé6 230 WMS
(Wheat Microsatellites) polimorfizmust adé primerpar szekvencidit és az ezekhez tartozo
géntérképet Roder et al. 1998-ban kozolte. A WMS261 primerpar lokusza pl. a 2D
kromoszéma rovid karjan helyezkedik és az Rht8 torpeség génjével van kapcsolva (Korzun
et al. 1998). Rekombindns vonalak Osszehasonlitasakor a WMS261-165 bp allélt hordozo
Ciano 67 vonalak ndvénymagassaga 3-4 cm-rel volt kisebb a Cappelle Desprez vonalaknal,
melyek a WMS261-174 bp allélt tartalmaztik. Ez utobbiaktol 7-8 cm-rel voltak magasabbak
a WMS261-192 bp allélt tartalmaz6é Mara fajta rekombinans vonalai. Devos et al. (1995) -
gliadin pszeudogénre és LMW (Low Molecular Weight) glutenin gén mikroszatellit
hatarrégioira tervezett primerekkel mutatott ki fajtak kozott polimorfizmust. Buzaban a
vizoldhatatlan glutén fontos szerepet jatszik a siitdipari mindség (tészta nyujthatosag,
elaszticitas) kialakitasdban. A sikér rugalmassagat meghataroz6 HMW (High Molecular
Weight) glutenin alegységek génjei az 1. csoport kromoszoémdinak hossza karjain
talalhatok. Ezek koziil a D kromoszoman a Dx5-Dyl0 allélkombinacié a jo, a Dx2-Dyl12
pedig a gyenge siitdipari tulajdonsagokkal korreldl (Ahmad 2000). A B kromoszémén a
GlyB1 komplex Bx7, By8 vagy By9 alegységek génjei befolyasoljak a siitdipari mindséget.
Ezeknek az alegységeknek a szekvencidira terveztt STS-PCR primerekkel (Dx2, DxS5:
Anderson et al. 1989; Dyl0, Dyl2: Smith et al. 1994; Bx7: Anderson and Greene 1989)
Ahmad (2000) sikeresen kiilonitett el 5 kiilonbozd siitdipari értékkel rendelkezd buzafajtat
¢s a primerek hasznalatat a markerre alapozott szelekcidban javasolja.

Az AFLP modszer a leghatékonyabb markerezési technikak koz¢ tartozik. Mivel ezzel a
moddszerrel nagyszamu marker detektalhatdé és a reakcid ismételhetdsége is jo, kivaldan
alkalmas polimorfizmus kimutatisara és hasadé nemzedékek kapcsoltsagi analizisére. Eddig
tobb agronomiai szempontbol fontos tulajdonsaghoz kapcsolt AFLP markert azonositottak,
pédaul Pm4b lisztharmat (Hartl et al. 1998), vagy a Septoria tritici rezisztenciagénhez
(Goodwin et al. 1998) kapcsolt markereket.

Az Onbeporzd novények nemesitése a kovetkezd stratégiai 1épéseket tartalmazza: 1) a
variabilitds novelés keresztezéssel; 2) az agrondmiai szempontbol fontos rekombinans

genotipusok azonositdsa ¢€s szelekcidja; 3) a tulajdonsdgok rogzitése homozigdta
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genotipusokban. A hagyomdnyos nemesités a tulajdonsagok rogzitésére a pedigré modszert
alkalmazza, amely azonban korantsem egyszerti, mivel a keresztezést kovetd néhany
generacidoban a heterozigotasag mértéke nagy, igy a megfelelé rekombinans genotipusok
azonositasa ¢és szelekcidja nem konnyli feladat. A pedigré szelekcid ismétlésével a
homozigotasdg mértéke ndvelhetd, de ez sok nemzedéket igényel.

A Dbuzanemesitésben DH vonalak eldallitasara portokkulturat és buza x kukorica
beporzasos haploid indukciot alkalmaznak eredményesen (Ma et al. 1999). Ezeknek a
modszereknek a segitségével heterozigota sziilokbol egy nemzedék alatt lehet homozigota
rekombinans genotipusokat eldallitani (Nei 1963). A DH eldallitas eldonye tovabba, hogy
felhasznaldsaval novelhetd a szelekcid6 hatékonysaga, mivel a dominans/recessziv
allélkolcsonhatasok és a szegregacio kikiiszobolhetdk (Snape et al 1989). A haploid
indukci6 lehetséges moddszereit és felhasznalasanak lehetdségeit Dudits és Heszky (2000)
részletesen Osszefoglaltdk. Buza DH vonalak eldallitasara Magyarorszdgon portok kulturat
alkalmaznak rutinszertien. Az els6 DH eredetli koztermesztésben szerepld fajta a GK
Délibab volt (Pauk et al. 1995). A DH vonalak spontdn rediploidizacidoval vagy
mesterségesen kémiai kezeléssel is eldallithatok. Buza sejtek ¢és tenyészetek
rediploidizacidjara Barnabas munkacsoportja (1991) in vitro kolchicines eljarast dolgozott
ki. A DH vonalak nemcsak a fajta-el6allitisban haszndlhatok, hanem géntérképezésre és
kapcsolt markerek azonositasara is (Torp et al. 1998) kivaloan alkalmasak.

Az androgenetikus vonalak kozotti kiilonbségeket elsdsorban a gametoklondlis (a
mikrosporaban végbemend meiotikus rekombindcid) variabilitds okozza. Paprika DH
vonalakban Gyulai et al. (2000) mutatott ki kiilonbségeket. A szovetkultarakbol eldallitott
novényeknél a kiilonbségek oka sok esetben a szomaklondlis variabilitas (Brown et al.
1991), de a kolhicines rediploidizdcié mutagén hatdsa is ismert. Ahhoz, hogy a fajta-
eldallitds soran a megfeleld6 DH vonalakat emeljék ki, megfeleld szelekcios eljarasra van
sziikség. Agronomiai tulajdonsagokban (Kertész et al. 2000) és citologiai vizsgalatok

(Mazikné Tokei et al. 1999) alapjan a DH vonalak alig kiilonboznek egymastol.
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2.6. Molekularis vizsgalatok kétlaki novényekben
2.6.1. Ivardetermindcio kétlaki névenyekben

A novényvilagban viszonylag kevés a kétlaki ndvényfajok szdma. A zarvatermdk kb. 4
%-a kétlaki faj (Yampolski és Yampolski 1922), amelyekben az ivardeterminacié rendkiviil
véltozatos lehet. Ot ndvénycsaladon beliil talalhatok olyan fajok, amelyek heteromorfikus,
azaz morfoldgiailag eltérd ivari kromoszomakkal rendelkeznek (Parker 1990). Ezen a
csoporton beliil 2 tipus lehetséges: a) az aktiv Y kromoszémaval rendelkezd fajokban
(XX/XY) az Y kromoszoéman expresszaldodd gének hatdrozzdk meg a himivart, b) a
heteromorfikus kromoszomékkal rendelkezd ndvények masik csoportjdban az X
kromoszoma ¢és az autoszoémak aranya (X/A) hatarozza meg az egyedek ivarat.

Az aktiv Y kromoszomaval rendelkezé fajok kozé tartozik pl. a Silene latifolia Poiret
(mécsvirag), amelynek Y kromoszdmajat eddig a legrészletesebben jellemezték (Scutt et al.
1997, Matsunaga et al. 1999). Ennek a fajnak a him viragaiban a porzok teljesen kifejlddnek
a termdé fejlodése pedig korai stddiumban megéll. A ndvirdgokban viszont a
porzokezdemények tovabbfejlédése gatolt és a termd fejlodik ki teljes egészében (Grant et
al. 1994). A S. latifolia és a S. dioica fajok 22 autoszoOmaval és XX (ndivar) vagy XY
(himivar) ivari kromoszomakkal rendelkeznek. Az Y kromoszdma metacentrikus és 50 %-al
nagyobb (a diploid genom 9 %-at teszi ki), mint a szubmetacentrikus X kromoszéma.
Mindkét ivari kromoszoma nagyobb az autoszomaknal (Scutt et al. 1997, Matsunaga et al.
1994, Ciupercescu et al. 1990). Az Y kromoszoma hosszabb karjdnak végén
pszeudoautoszomalis régid taldlhatd, amely az X kromoszomaban is megvan ¢és ott a teljes
kromoszoéma Ys-ét teszi ki. A pszeudoautoszomdlis région keresztiil parosodnak az ivari
kromoszomak a him virdgokban a meiozis 1 ciklus sordn, azaz meiotikus rekombindcio is
csak ezen a részen lehetséges (Westergard 1958). Az Y kromoszéman a parosodd région
kiviil korai anthera fejlodéséért, anthera éréséért (Westergard et al. 1958) és gynoecium

Az ivardeterminacid masik tipusanal (X/A) a Drosophila melanogaster-hez hasonld
mechanizmus figyelhetd meg. Abban az esetben, ha az X kromoszdéma/autoszoma arany
nagyobb, mint 1 a névény ndivaru, ha 0,5 vagy kisebb himivara lesz. A 0,5 és 1 kozotti
aranyok hermafrodita fenotipust eredményeznek (Parker ¢s Clark 1991). Ebbe a csoportba

tartozik pl. a komlo (Humulus lupulus) és az egynyari komlo (H. japonicus). A komlo him
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¢s ndviragai nagymértékben kiillonboznek egymastol. A himvirdgoktdl eltéréen a ndviragok
kevésbé tipikusak. A komld virdgaira jellemzd, hogy a tobbi kétlaki fajtol eltérden a
viragokban kezdettdl fogva csak az egyik ivar szervei fejlédnek ki (Ainshworth et al. 1998).
Az Europédban termesztett komld kromoszémaszdma 20 (2n = 20). A himek XY, a
ndegyedek XX ivari kromoszomakkal rendelkeznek (Polley et al. 1997). Annak ellenére,
hogy az ivari jelleget a X kromoszdéma ¢&s az autoszomdk aranya hatdrozza meg (Park és
Clark 1991), a him fenotipus teljes expresszidjahoz sziikség van az Y kromoszoémara. A
fajtak egy részében az ivari kromoszomak heteromorfikusak, masikakban nem (Haunold
1991). A H. lupulus fajban legkevesebb o6tféle kromoszomarendszer van. Az europai
tipusban, ahogyan mar emlitettik a ndegyedek XX a himek pedig XY ivari
kromoszémakkal rendelkeznek. A Japanbol szarmazé H. Ilupulus subsp. cordifolius
X/autoszéma transzlokaciot tartalmaz, amely multikromoszomas ivardeterminaciot
eredményez (ndivar =X;X;X,X,, himvar X;X,YY;) (Ainsworth et al. 1998). A H.
Jjaponicus fajban a ndivara egyedek kariotipusa 2n = 14 + XX, a himivaruaké pedig 2n =
XYY, Komloban szintetikus auxin vagy alfa 2-klorfeniltio-propionsav hatasara a ndivart
egyedeken himviragok fejlédése indukalhato (Weston 1960).

A kender (Cannabis sativa L) a komldoval egy csalddba tartozd faj. Diploid
kromoszémaszama 20 (himivar: 2n = 18 +XY, ndivar: 2n = 18 + XX; Yamada 1943) ¢és
viragaira a komlohoz hasonléan nem jellemzd a korai hermafrodita stddium (Mohan Ram és
Nath 1964). A kender ivardeterminacidjdnak mechanizmusa egyelére még nincs tisztazva.
Warmke ¢és Davidson (1944) szerint autoszomalis gének nem jatszanak szerepet az ivar
kialakuldsdban, azaz tipikus aktiv Y kromoszémas ivari determindciot feltételezett. Az
utobbi években ezt az elméletet tobben megkérddjelezték (Mohan Ram és Sett 1985).
Durand ¢és Durand (1990) himivart indukalé alléleket (Xm) feltételezett az X kromoszéman.
Néhany genotipusban kémiai kezelés vagy kornyezeti tényezok hatasara a ndivaru
egyedeken is megjelenhetnek a him virdgok, amelyek fertilis pollent termelnek (Clarke
1991). Novényi hormonok koziil az auxin és az etilén a né (Heslop-Harisson 1956, Mohan
Ram és Jaiswal 1970), a citokinin és a gibberellin pedig a himivart indukalja (Chailakhan
1979, Atal 1959). A kender ivari kromoszémai heteromorfikusak. Sakamoto et al. (1998)
aramlasos citométeres mérésekkel kiilonbséget mutatott ki a két ivar genommeérete kozott: a

diploid néivaru egyedek genommeérete 1636, a himivartiaké pedig 1683 Mbp volt. Citologiai
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vizsgélataik sordn azt tapasztaltdk, hogy az Y kromoszéma (legnagyobb kromoszoma)
szubtelocentrikus, az X kromoszoma pedig szubmetacentrikus és mindkettd rovid karjanak

végén szatellita talalhato.

2.6.2. Ivarspecifikus markerek azonositasa kétlaki novényekben

A novények ivardt az ivari dimorfizmus hianya miatt fenotipus alapjan csak néhany
novényfaj esetében lehet megallapitani virdgzas eldtt. A kultarfajként hasznalt kétlaki fajok
egyik részében a him, masik részében a né egyedek hordozzédk a gazdasdgilag fontos
tulajdonsagokat. A himivart sparga (Asparagus officinalis L) példaul tobbet terem,
korabban érik és hosszabb ideig ¢l, mint a néivara (Prickett és Walker 1989). A magjukért
vagy termésiikért termesztett gazdasagilag fontos kétlaki novényfajoknal (pl. kivi, pisztacia,
komlod és papaja) legtobbszor a ndivaru egyedek az értékesebbek (Ainsworth et al. 1998).
Ezzel ellentétben pl. a fatermelés szempontjabol a himivara nyar klonok eldnyosebbek, ezek
ugyanis nagyobb szdrazanyag hozamot adnak (Tschaplinski €s Tuskan 1994). A korai ivar-
meghatarozds lehetdsége kiillondsen az éveld6 ndvények esetében eredményezhet
idomegtakaritast €s ezzel egyiitt gazdasagi hasznot (Alstrom-Rapaport et al 1998). Az
ivarhoz kapcsolt molekuldris markerek a kétlaki novények ivaranak gyors és hatékony
megkiilonboztetését tennék lehetévé. Az utobbi években azonositott, ivarhoz kapcsolt

molekularis markereket az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat. Kétlaki novényfajokban azonositott ivarhoz kapcsolt molekularis markerek.

Novényfaj  Hivatkozas Marker tipusa Primer - marker mérete Ivar Populacio
(primerek szama)
Actinidia Harveyetal.  RAPD (500) OPAL20 - 950 bp Q BSA
chinensis 1997. (SCAR: SMX 950 F; 12 csalad
Actinidia  Gill etal 1998 OPAI12 - 870 bp 4 klonok
deliciosa (SCAR: SMY - 870 bp
Asparagus  Jiang and Sink  RAPD (760) OPC15-98 -980 bp 3 BSA
officinalis 1997 OPC15-30—-300 bp 3 63F, (XY xXX)
(SCAR: SCC15-980 bp) 3
Reamon- AFLP (253) AAA/CGC-100bp 3 BSA
Biittneretal.  (EcoRI/Msel) AAC/CCA —-300 bp ) 2F (XXxYY)
1998 AAG/CCG -200 bp d  38F (XXxXY)
ACC/CTC—-150bp 3 69 F, (XY x XY)
AGA/CAT —300 bp 3
AGG/CAT —250 bp J
ATC/CAA — 200, 300 bp J
ATT/CCT - 150 bp 3




21

Cannabis
sativa

Carica
papaya
Humulus
lupulus

Pistacia
vera

Salix
viminalis

Silene
dioica

Silene
latifolia

Flachowsky et
al. 2000

Mandolino et
al. 1999.

Mandolino et
al. 1998.

Sakamoto et al.
1995.

Parasnis et al.
2000

Polley et al.
1997.

Seefelder et al.
2000

Hormaza et al.
1994.

Alstrom-
Rapaport et al.
1998.

Di Stilio et al.
1998

Mulcahy et al.
1992.

AFLP (39)

(HindIII/Msel)

RAPD (20)

RAPD (179)

RAPD (15)
RAPD (80)

RAPD (1000)

RAPD (3)
RAPD-STS (1)
STS (3)

AFLP (23)

RAPD (700)

RAPD (380)

RAPD (80)

RAPD (60)

ACC/AAG-112, 124,250 bp

ACC/AGA -323 bp

ACC/ATC-87,292 bp
ACT/ACA—-76,317 bp

AGA/ACT -323 bp

AGA/AGG-170, 165, 275 bp

OPAO08 —400 bp

(SCAR390 — 390 bp)

OPAO08 — 400 bp
OPA12-700 bp
OPC04 — 1600 bp
OPC08 —2700 bp
OPC10-700 bp
OPC14 —1400 bp
OPDO05 —900 bp
OPEO2 — 1000 bp
OPE14 —400 bp
OPIO1 — 1600 bp
OPJI- 1400 bp
No 8-1500 bp
Noll-730bp
OPF02 — 800 bp
(NAPF-2: 831 bp)
OPAO7— 1700 bp
OPJ09 — 1200 bp
(OPJ09-STS1200)
OPUO08 — 1400 bp
OPAO07 - 1700 bp
OPJ09 — 1200 bp
(OPJ09-STS1200)
OPUO0S8 — 1400 bp
UBC533-970bp
E33/M61 -450 bp
E49/M40 — 148 bp

E41/M55 —383, 144 bp

BA9/M39 192 bp
E49/M38 — 297 bp
EA9/M40—211 bp
ES3/M45 — 220 bp
E38/M59 266 bp
E37M54— 130 bp
OPO08 — 945 bp

UBC354 - 560 bp

OPA09 —810 bp
OPA09 — 590 bp

OPA03
OPDO5
OPDI12 — 800 bp
OPP08

OO O3 O OO Oy

(CNONONENEGNENENC OGN ONEN N SN OISO GO OGN OO

GROSM
GROSM
GROSM
GROSM
GROSM
GROSM
GROSM
GROSM
GROSM

?

(PAR)

(CNNCNCINORYON

Pool (2 véltozat)
BSA
80 F,

Pool (7 fajta és 7
valtozat)

167 egyed

Pool (12 fajta és
15 véltozat)

398 egyed

Him ¢és ndivart
egyedek
Pool (3 fajta)

BSA
20 F,
Pool (8 fajta)

68 F,

BSA

F, 45

Pool (14 fajta)
BSA

4 x4 diallél
keresztezés
BSA

33 F,

BSA
36
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Silene Zhang et al. RAPD (340) OPB07
latifolia 1998. (SCAR: ScB07 — 750 bp)
S. dioica OPDO05 -
S. diclinis (SCAR: ScD05 — 1350)
OPDI12 -
(SCAR: ScD12 — 800 bp)
OPKO02 —
(SCAR: ScK02 — 850 bp)
OPQ14 —
(SCAR: ScQ14 —700 bp)
OPX11 -
(SCAR: ScX11 —400 bp)
OPX18 —
(SCAR: ScX18 — 1000 bp)

BSA
7 Silene faj

OO OO O O O O3 Oy O O3 Oy

Kenderben a korai ivar-meghatirozés és a kapcsolt, agronomiai szempontbdl fontos
tulajdonsagok kombinalt detektalasa (THC tartalom, rost mindség €s mennyiség stb.) nagy
jelentdségli lehet a molekularis markerre €piild ndvénynemesitési programban (Mandolino
et al. 1999). Egylaki (J3) és kétlaki (Q) kender keresztezésével nagy magtermdéképességli
hibridet lehet eldallitani, mivel az F; nemzedék nagy szazalékban (97 % {fol6tt) tartalmaz
nbivara egyedeket (80 %-kal nagyobb magtermés, mint a kétlaki Kompolti fajtaban,
amelynek F, allomanyaban 40-50 % a himkender). Az F, magot elvetve, még az F,
allomanyban is a ndivard egyedek vannak talsulyban. A F, nemzedék magjat mar
rostkender termesztésére hasznaljdk. Az egylaki kender nemesitésénél a legnagyobb
problémat az ontermékenyités jelenti, mivel itt kisebb a kérohozam és nemesitéssel kisebb
genetikai eldrehaladas érhetd el, mint a kétlaki kendernél (Bécsa 1994), amelynél lehetdség
van a nagy rosttartalmi himnovények kivalogatisara és ezek porzondvényként torténd
felhaszndldsara (Bredemann 1938). A himndvények fenotipus alapjan torténd
megkiilonboztetése a viragzas elétt nem lehetséges, igy allomanyban a nem megfeleld him
novények okozta nem kivanatos megporzas (kontaminacid) veszélye nem elhanyagolhato. A
keresztezésre felhasznalt alloméany egyedeinek ivara molekularis markerek segitségével mar
a virdgzas eldtt, a vegetativ fazisban megallapithaté és igy a nemkivdnatos himivara
egyedeket még viragzas elott el lehet tavolitani (Mandolino et al. 1999).

Kenderben eldszor Sakamoto et al. (1995) azonositott ivarhoz kapcsolt markereket.
Tizenot tesztelt primerbdl 2 eredményezett olyan fragmentumot, amelyek csak a himivara
novényi egyedek RAPD mintazataban voltak jelen. Késdbb Mandolino et al. (1999)
azonositott egy 800 bp nagysdgi himivarhoz kapcsolt RAPD fragmentumot az OPA(08

primerrel, amelyre SCAR primert tervezett.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Novényanyag
3.1.1. Nyarmintak

Molekuléris vizsgélatainkhoz 19 Magyarorszagon eléforduld nyér klonbol izolaltunk
DNS-t. Ezek a klonok a P. euramericana (15 klon) és P. alba (1 klon) fajokhoz, valamint a
P. trichocarpa x P. deltoides (2 klon) és P. pyramidialis x P. berolinensis (1 klon)
keresztezésbdl szarmaztak. A novényi anyagot a Sarvari Kutatd Intézet (Magyar Erdészeti
Kutat6 Intézet) biztositotta szamunkra. A klonok nevét, kisérleteinkben hasznélt sorszamat
¢és roviditését, tovabba a szarmazéasukat és eldallitasi helyliket az 2. tablazat tartalmazza. A

kifejlett novényekrdl szarmazd fiatalabb leveleket DNS-izolalasig —70°C-on taroltuk.

2. tablazat: A molekuldris taxonémiai vizsgélatokhoz hasznalt nyar klonok eredete, eldallitasi
helyiik, a kisérleteink soran hasznalt roviditéseik és sorszamaik. Az 1-10. sorszdmu nyar klonok

him-, a 11-19. sorszamu klonok pedig ndivaraak.

Sorszzm  Aklénok Révidités ~ Fajhibrid ~ Sorszzm  Aklonok  Rovidités Fayhibrid
neve neve
1 Robusta' ROB  Peuamericana 11 D14 21 P.curamericana
2 BlancPoitou' ~BDA  Peuramericana 12 Agathe’ AGA P.euramericana
3 154 15  Peuamericana 13 Pannénia'  PAN P.curamericana
4 273 D7  Peuamericana 14 Panvifof ~ PAR P curamericana
5 U45/41% 45  Peuramericana 15 H328* H32 P.curamericana
6 Kopecky’ KOP  P.euramericana 16 BI’ BL P.euramericana
7 Triplo” TRI  Peuramericana 17 Komik®  KOR P.pyramidialis x P.
berolinensis
8 Sudar’ SUD  P.euramericana 18 Raspalje’ RAS P. trichocarpax P.
deltoides
9 Koltay" KOL  Peuwamericana 19  Villafianca®  VIF P.alba
10 Unal UNA  Pirichocarpax
P deltoides

Az eléallitas helye: '-Franciaorszag, -Olaszorszag, *- Hollandia, *- Magyarorszag, - Belgium, °-Lengyelorszag

3.1.2. Buzamintak

Vizsgalataink sordn a fajtafenntartasbdl szarmazo, klasszikus (GK Gobé) és haploid
(portokkultira) nemesitéssel eldallitott Doubled Haploid (DH) buzafajta (GK D¢libab), valamint az
ezekbdl szarmaz6 ,,doubled-haploid” utdédpopulacidk dsszehasonlitd analizisét végeztiik PCR-alapu
modszerekkel. A vizsgdlatokhoz az emlitett csoportok véletlenszertien kivalasztott

novényegyedeibél (4 x 18) izolaltunk DNS-t. A  ndvényanyagot a  Szegedi
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Gabonatermesztési Kutato KHT biztositotta szamunkra. A felhasznalt mintakat a 3. tablazat tartalmazza. A GK
Gobeé és GK Delibab fajtak esetében a mintavétel fajtafenntartasbol szarmazo torzsekbdl tortént (a fajtak
mindsitésének éve: 1992). A DH vonalakat 1997-ben allitottak el6. A mintak begytijtésének éve egységesen
2000 volt.

3. tablazat: A molekuléris 6sszehasonlitd vizsgalatokhoz felhasznalt buzamintak eléallitisuk modja és

jelolésiik.
Fajta, csoport Eléallitas modja DH lépések szama  Jelolés  Mintaszam
GK Gobe Koztermesztésben szerepld hagyoményos fajta - Al-Al8 18
GK Gobé DH Portokkulttiraval elGallitott DH vonal Ix BI-BI8 18
GKDélibdb  Koztermesztésben szerepld DH technikaval eldallitott fajta 1x C1C18 18
GK Délibab DH Portokkultiréval eléallitott DH vonal 2x DI1-DI18 18

3.1.3. Kendermintdk

A kisérleteinkben tesztelt nGvényanyagot a 4. tablazat tartalmazza. A vizsgalt fajtak kozott 4 magyar
szarmazasu kétlaki fajta (Uniko B, Fleischmann, Tiborszallasi és KFF), egy dél-afiikai kétlaki kenderfajta (SA) és
egy egylaki magyar fajta (Fibrimon) szerepelt. Az azonositott markerek szekvencidira tervezett SCAR primereket
hasadd nemzedékben teszteltiik. A nvényi anyag felnevelése és az ivar bonitalasa (virdgzas idején) a Kompolti
Fleischmann Rudolf Kutatointézetben tortént.

4. tablazat: A RAPD és SCAR vizsgalatokhoz felhasznalt kendermintak.

Fajta vagy keresztezés ~ Himivarinévények — Noivarinovények — Egylakindvények — Osszesen

szama szama szama
Sa 7 5 - 12
Unikd 6 5 - 11
Kff 4 6 - 10
Fleischmann 5 4 - 9
Tiborszallasi 5 5 - 10
Fibrimon - - 4 4
Fleischmann 9 x Fibrimon 31 42 2 75
()
Osszesen 58 73 6 137

3.2. DNS-izolalas
3.2.1. DNS-izoldlas nyarbol
Nagy molekulatomegii DNS izolalasra Aitchitt et al. 1993 moddszerét alkalmaztuk,

amelyet kismértékben modositottunk. Ezt a mddszert eredetileg rostos novényekbdl torténd
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DNS-kivonasra dolgoztdk ki. 200-300 mg —70°C-on tarolt fiatal levelet poritottunk el
dérzsmozsarban. A finom porrd 6rolt ndvényi anyaghoz 5 ml 2 %-os CTAB kivoné puffert
adtunk és 1 6ran keresztiil 60°C homérsékleten inkubaltuk. A mintdkat ezutan 5 ml
kloroform/izoamil-alkohol (24:1 v/v) keverékével extrahaltuk, majd a DNS-t a feliilisz6bol
2/3 térfogatu izopropanollal csaptuk ki. Centrifugalast kovetden a DNS-t 70 %-os alkohollal
mostuk ¢és szaritas utan TE, pufferban oldottuk fel. Az egyszalas RNS molekuldk emésztése
percen keresztiil. Kétszeres térfogatti 96 %-os alkohol és 1/10 térfogati 3 M-os Na-acetat
hozzaadéasa utan a kicsapddd DNS-t centrifugalassal tilepitettiik ki, majd mosas utan ismét
TE, pufferben oldottuk fel. Kell§ tisztasdga DNS kinyerése céljabol a 96 %-os alkohollal

torténd DNS-kicsapast és 70 %-os alkoholos mosast 2-3 alkalommal ismételtiik meg.

3.2.2. DNS-izolalas buzabol és kenderbol

Tiz napos buza csiranévényekbdl Benito et al. (1993) mddszerével izolaltunk DNS-t. Ezt a modszert magbol
torténd DNS-kivonasra dolgoztak ki, de médositasokkal alkalmassa valt nagy molekulatomegii és tisztasagt
DNS-izoldlasara z6ld névényi részekbdl is. 100 mg levelet cseppfolyds nitrogénben poritottunk el és 240 pl EB
extrakcios pufferben szuszpendaltuk. 60 pil 10 % -os SDS és 4 ul 10 mg/ml Proteinase K oldat hozziadasa utan a
mintakat 20 percig inkubaltuk 65°C-on. A kovetkez6 1épésben 4 il 10 mg/ml RN-4z oldattal kezeltiik a mintakat
szobahOmérsékleten 10 percen keresztiil. Ezutan 160 il 3 M-os kaliumacetatot (pH: 4,8) adtunk a mintdkhoz és
20 percig jégen tartottuk Oket. Centrifugalas utan (13000 1pm, 4°C, 20 perc) a DNS-t a feliiliszobdl 0,1 térfogat
Na-acetattal (pH: 5,2) és kétszeres térfogatii 96 %o-o0s etanollal csaptuk ki. A csapadékot centrifugalas utan 70 %o-
os etanollal mostuk, és TE; pufferben oldottuk fel.

Kender DNS-izollasra ugyanazt a modszert hasznaltuk, mint a bizanal. A leveleket itt azonban nem
csiranveényekrol, hanem kifejlett (virdgzo) névényekrdl gytijtottik. A DNS-mindsége szempontjabdl a fiatalabb
levelek bizonyultak jobbnak. A kenderlevelekbdl tobb szinanyag marad vissza a DNS-oldatban, ezért ebben az
esetben tobb tisztitasi 1épésre volt sziikség (96 %o-o0s alkohollal torténd kicsapas, 70 %-os alkohollal térténd mosas
¢s visszaoldas TE, pufferben).
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3.3. A DNS mindségének ellenorzése
Az izolalt DNS mindségét agardz gélelektoforézissel ellendriztiik. A DNS-mintékat 0,8-1

%-os agaroz gélen futtattuk és detektalashoz etidiumbromidos festést alkalmaztunk.

3.4. RAPD, AP-PCR, SSR, STS és SCAR analizis

A RAPD, AP-PCR, SSR, STS ¢és SCAR reakciét Perkin-Elmer GeneAmp 9700 és BIO-
RAD Termocycler késziilékekben végeztik. A reakcid eldtt a DNS-torzsoldatokat a
sziikséges mértékben higitottuk. A felhasznalt reakcidkeverék komponenseit és a
reakciokoriilményeket az 5. tdblazat tartalmazza. A reakcid végtérfogata minden esetben 25
Ml volt, amelyet 0,2 ml-es PCR csovekben mértiink Ossze. A reakcid utan a mintékat a
gélelektroforézisig 4°C —on taroltuk. A kiilonbozd vizsgalatokban felhasznalt RAPD, AP-
PCR, SSR, STS ¢és SCAR primerek/primerparok a 6. tdblazatban talalhatok.

5. tablazat: A RAPD, AP-PCR, SSR, STS és SCAR reakciokeverékek Osszetétele és az
alkalmazott reakcidkoriillmények.

'A RAPD és AP-PCR vizsgalatokhoz egy, az SSR, STS és SCAR analizishez két primer
keriilt a reakciokeverékbe.

’A felsorolt enzimek koncentracidjatél fiiggden valtozott a reakciokeverékhez hozzaadott

viz mennyisége.

Komponensek Végleges koncentracio

Templat DNS — 48ngfil

PCR puffer — 1x koncentracio

MgCh,._, 2-21mM

dNTPkeverék(1:1:1:1)— 03mM RAPD, AP-PCR, SSR, ST és SCAR reakciokoriiimények
"Primer: Eléciklus 94°C — 2perc

RAPD é& APPCR—  12nM (1 ciklus)

SSR,STSéSCAR—  6nM+6nM

*Taq DNS-polimersz Denaturals %4°C — 10 méasodperc
Promega — 1L,5025u Primerkapesolodas 5. tabl.— 30 méasodperc
Westteam — 150254l DNS-szintézis 72°C — 1 perc
Sigma — 12025 (40 ciklus)

H,0dd sziikséges mennyiség Terminalis DNS - szintézis 72°C—2 perc

(1 ciklus)
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3.5. A PCR-termékek gélelektroforézise

Az amplifikatumok elvalasztasdhoz TAE puffert hasznaltunk. A PCR csovecskékbdl 10
ul reakcioterméket pipettaztunk az agardzgél-zsebekbe. A RAPD, AP-PCR és SCAR
reakciok termékeit horizontdlis gélelektroforézis kadban (BIO-RAD), 1,2-1,8 %-os
agarozgéleken (Sigma, Reanal, Gibco, FMC), az SSR ¢és STS amplifikdtumokat pedig tobb
esetben vertikdlis kadban (BIO-RAD), 2,5-3,5 %-os NuSieve 3:1 (FMC) agaréz
felhasznalasaval valasztottuk el. A fragmentumok lathatova tételéhez a gélekhez 0,5 pg/ml
koncentracioban etidiumbromidot adtunk. Ha a fragmentumok talsagosan halvanyak voltak
a fragmentumok utofestéséhez SYBR Gold (Molecular Probes) festést alkalmaztunk. A
géleket UV fény alatt (254 nm) polaroid kameraval fényképeztik le. A fragmentumok
nagysaganak megallapitisa céljabol a mintdk mellett molekulatomeg markert futtattunk

(Fermentas, Promega).

3.6. AFLP analizis

Az AFLP analizishez (Vos et al. 1995) a genomidlis buza DNS-t 40 pl végtérfogatban
EcoRI és Msel enzimparral emésztettiik (0,5 pg templat DNS, 5 U Mse enzim, 5 U Ecorl
enzim, 1x enzimpuffer, 10 ul BSA) egy o6ran at 37°C hdémérsékleten, majd adaptereket
ligaltunk a DNS-fragmentumokhoz (végtérfogat: 100 pl, 50 pmol Msel és 50 pmol EcoRI
biotin-adapter, 2 U T4 ligdz/Promega, 1x ligdz-puffer). Hirom 6ran at tartd inkubalas utan a
ligatumot felhasznalasig -20°C—on taroltuk. A ligaitumbol inditott preszelektiv amplifikacio
(20 pl veégtérfogat, Sul ligdtum, 30 ng EO és MO primer, 0,8 mM dNTP, 3 mM MgCl,, 0,5 U
Taq polimerdz/Fermentas, 1x PCR-puffer) utan a kapott terméket 1/30 aranyban H,Odd—vel
higitottuk. Ezeket a higitott mintdkat hasznaltuk fel késobb templatként a szelektiv
amplifikacidban, amelynek végtérfogata a preszelektiv amplifikédcioéhoz hasonléan 20 pl
volt. A szelektiv amplifikacidhoz a kovetkezd komponenseket mértiikk 6ssze: 5 ng EcoRI
jelolt szelektiv primer, 30 ng szelektiv Msel primer, 8 mM dNTP, 3 mM MgCl,, 0,5 egység
Taq polimerdz (Fermentas), 1 x-es toménységli PCR-puffer. A madasodik (szelektiv)
amplifikacié el6tt az EcoRI primert y-33-P-ATP-vel (Amersham) végjeloltiik (5 ng EcoRI
primer, 0,1 U T4PNK enzim, 0,1 pl y-33-P-ATP, 0,5x T4PNK puffer). A preszelektiv ¢és
szelektiv amplifikéaciot Perkin-Elmer GeneAmp 9700 késziilékben végeztiik el, és mindkét

esetben a kovetkezd reakcidkoriilményeket allitottuk be: 13 ciklus: 94°C — 30 masodperc;
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65°C — 30 masodperc; 72°C — 1 perc, majd 23 ciklus: 94°C — 30 masodperc; 56°C — 30
masodperc; 72°C — 1 pec. Futtatas elétt az AFLP amplifikatumokhoz azonos térfogatu
AFLP gél-puffert pipettaztunk, majd harom percig 90°C-on térténd denaturalds utdn a
mintdkat gyorsan jégre helyeztiik. Az igy el6készitett AFLP termékek elvalasztasdhoz 6 %-
os 40 x 30 x 0,4 cm (magassag x sz€lesség x vastagsag) méretli denaturald poliakrilamid
géleket ontottiink (50 % urea, 1 x TBE puffer AFLP-hez, 600 ul APS, 30 ul TEMED). A
mintakat (~5 pl) 30 perces melegités utan pipettaztuk a gélek zsebeibe. A gélelektroforézist
(1800 V, 70 W, 35 mA) kovetden a géleket Wattmann papirra vittiik 4t, majd vdkuum alatt
torténd szaritds utdn a detektalas autoradiografidval tortént. Az AFLP elemzéshez harom
szelektiv bazist tartalmazé szelektiv primereket hasznaltunk fel (6E tablazat) és Osszesen a
kovetkez6 8 primer-kombinécioval teszteltik a blUzamintdkat: E31/M35, E33/M40,
E35/M57, E38/M47, E38/M60, E39/M34, E44/M44 és E44/M55.

6. tablazat: A RAPD, AP-PCR, SSR, STS ¢s SCAR vizsgélatokban felhasznalt primerek.

' - nyar-, * blza- és ° kender analizis soran felhasznalt primerek; Kapcs.: Primerek

kapcsolodasanak hdmérséklete;

a - Operon Technologies/1000-T Atlantic Ave. Suite 108, Alameda, CA 94501-1147,
USA, , — UBC/University of British Columbia, . — Tanszékiinkon tervezett primerek, d —
Sakamoto et al. (1995), . — Roder et al. (1998), s — Devos et al. (1995), , — Mandolino et al.
(1999), , — Vos et al. (1995), ; — Smith et al. (1994), ; — Anderson et al. (1989).

6A: RAPD primerek.
Primerek  Szekvencia5’-3>  Primerek  Szekvencia5’-3  Prmerek  Szekvencia 5°-3’

OPAOI>, CAGGCCCTTC OPAI9“, CAAACGTCGG OPKM™, GTCTCCGCAA
OPAM2"%, TGCCGAGCTG OPB05', TGCGCCCTTC OPO08"*, CCTCCAGTGT
OPA03*, AGTCAGCCAC OPB06"%, TGCTCTGCCC OPPO8"*,  GTCCCGITAC
OPA04, AATCGGGCTG OPB07, GGTGACGCAG OPQI4"*, GGACGCTTCA
OPA05, AGGGGTCITG OPCI5"*, GACGGATCAG OPUMR"*, GGCGAAGGIT
OPA07~, GAAACGGGTG OPD05"*, TGAGCGGACA OPX11'*, GGAGCCTCAG
OPA08"*, GTGACGTAGG OPDI2”, CACCGTATCC OPX18", GACTAGGTGG
OPA09"~, GGGTAACGCC OPHIIZ CITCCGCAGT OPABM9”,  GGGCGACTAC
OPA11"”, CAATCGCCGT OPI0l', CCCGGCATAA OPARI™, CACGCGAACC
OPA12,, TCGGCGATAG OPJ05', CTCCATGGGG OPAL20"*, AGGAGTCGGA
OPA13", CAGCACCCAC OPJ0¢, TCGTTCCGCA UBC3%4Y™, CTAGAGGCCG
OPA14%, TCTGTGCTGG OPJ9~, TGAGCCTCAC NO8"*;,  ATCCGCGITC
OPA16,, AGCCAGCGAA OPJ17, ACGCCAGITC NOI11**,  ACGGCATATG
OPA17,, GACCGCTTGT OPJ19, GGACACCACT PAL2., CCAGGTGGACC
OPA18"”, AGGTGACCGT OPR0, AAGCGGCCTC
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6B: AP-PCR primerek.

Primerek Szekvencia 5°-3 Kapcs.°C ~ Primerek Szekvencia 5°-3’ Kapcs. °C
B9,  GACGAGATCTACGC 44°C Ell',  ATGGGTCTTGCAGAG 44°C
E10, CAAACTCGGAACCA 44°C E12!, GCGTAGATCTCGTC 44°C

6C: SSR és STS primerek.

Primerek Szekvencia 5°-3 Kapcs."C ~ Primerek Szekvencia 5°-3 Kapcs.C
WMS3,  GCAGCGGCACTGGTACATTT 55°C WMS410, GCTTGAGACCGGCACAGT 55°C
3DL AATATCGCATCACTATCCCA DSA CGAGACCCTGAGGGTCTAGA
WMS5',.3A  GCCAGCTACCTCGATACAACTC — 50°C  GFIR1%IB  GCAGACCTGTGTCATTGGTC 55°C
AGAAAGGGCCAGGCTAGTAGT GATATAGTGGCAGCAGGATACG
WMS55'.2B  GCATCTGGTACACTAGCTGCC — 60°C  GlyF2R1%1B GATCTGGCCACAAAGCGC 559C
'B  TCATGGATGCATCACATCCT GATATAGTGGCAGCAGGATACG
6D
WMS174',  GGGTTCCTATCTGGTAAATCCC — 55°C PI/P2Y1A TOCCGCCATGAGTCAATC 60°C
5D GACACACATGTTCCTGCCAC TTGGGAGACACATTGGCC
WMSI86,  GCAGAGCCTGGTTCAAAAAG 60°C P3P4. ID  GTTGGCCGGTCGGCTGCCATG — 63°C
5A CGCCTCTAGCGAGAGCTATG TGGAGAAGTTGGATAGTACC
WMS261,  CTCCCTGTACGCCTAAGGC 55C  DX51Dx52';  GCCTAGCAACCTTCACAATC 63°C
D CTCGCGCTAGCCATTG D GAAACCTGCTGCGGACAAG

6D: SCAR primerek.

Primerek Szekvencia 5°-3° Kapcs.”C Primerek Szekvencia 5°-3° Kapcs."C

SCAR119, TCAAACAACAACAAACCG  52°C SCAR323’, GAGCGGACATCATTGCCT 55C
GAGGCCGATAATTGACTG ATCACCCCACCGTTTAGG

SCARI145’, CTAGAGGCCGAGGATATC ~ 55°C SCAR3903g GTGACGTAGAGTTGAA 55°C
GATATCCTCGGCCTCTAG CTCTCATAGCCTACGTCACA

6E: AFLP primerek.

EcoRlI-adapter : CTCGTAGACTGCCTACC Msel-adapter: GACGATGAGTCCTGAG
CTGACGCATGGTTAA TACTCAGGACTCAT
Primerek CORE ENZ EXT  Prmerek CORE ENZ  EXT
E0% 5-GACTGCGTACC AATTC MO, 5-GATGAGTCCTGAG TAA

EcoRI31%, 5GACTGCGTACC AATTC AAA  Msel34:  5GATGAGTCCTGAG TAA  AAT
EooRI33%, 5-GACTGCGTACC AATTC AAG Msel35, 5-GATGAGTCCTGAG TAA ACA
EcoRI35%,  5GACTGCGTACC AATTC ACA  Mseld0h, 5GATGAGTCCTGAG TAA AGC
EcoRI38%,  5-GACTGCGTACC AATTC ACT Msel44:,  5GATGAGTCCTGAG TAA ATC
EcoRI39, 5GACTGCGTACC AATTC AGA Msel47:, 5GATGAGTCCTGAG TAA CAA
EcoRI44%,  5-GACTGCGTACC AATTC ATC  Msel55, 5GATGAGTCCTGAG TAA CGA

Msel57%,  5-GATGAGTCCTGAG TAA CGG

Msel60%, 5-GATGAGTCCTGAG TAA CTIC

3.7. Klaszter- és MDS-analizis
A RAPD ¢s AP-PCR mintazatok kiértékelésénél csak a fo savokat vettiikk figyelembe
(fragmentum megléte: 1; hianya: 0). Kiértekeléshez a SYN-TAX Version 5.0 (Podani,
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1993) statisztikai szoftvercsomagot hasznaltuk fel (UPGMA: Unweighted Pair Group
Method of Arithmetic means). A genetikai tdvolsdgok becslésére a Jaccard indexet (Jaccard
1908) és a Simple matching (SM) egyezési koefficienst (Sokal and Michener 1958)

hasznaltuk:

Jaccard index: Jio= Ny (N + 11, + 1)

(Ja»=az a és b objektumok dsszehasonlitdsaval kapott hasonldsagi koeficiens; ny, =az a és b objektumokban
eléforduld fragmentumok szama; n, és n,= csak az a vagy csak a b objektumban eléfordulé fragmentumok
szama)

SM koefficiens: SM=(a+dyn
(SM =két objektum Gsszehasonlitasaval kapott hasonldsagi koefficiens; a=mindkét objektumban eléfordulo

fragmentumok szama; d = a két objektumbol egyiittesen hidnyz6 fragmentumok szima; n=az dsszes
fragmentum szama)

A nyar klénok paronkénti Osszehasonlitdsaval kapott egyezési koefficienseket félmatrix
tablazat tartalmazza. A klaszter analizisen kiviil a fragmentumok alapjan az SPSS 0.8
programmal elkészitettiik a klonok tobbdimenzidés (Multidimensional analysis, MDS)
analizisét is. Az MDS analizis a megfigyelt objektumok (genotipusok vagy populacidk)
kozotti hasonlosag/kiilonbozdség bemutatasat teszi lehetévé n-dimenzids (pl. n =2 vagy n =
3), euklideszi térben. Az MDS analizis a klaszter analizistdl jobb felbontast tesz lehetove,

mivel minden egyes objektum kozotti tdvolsag lathatova valik a 2 vagy 3 dimenzids térben.

Euklideszi tdvolsag: ED=(Vp+)

(ED = euklideszi tAvolsag; b= az els6 objektumban meglévo és a masodik objektumbdl hianyzo fragmentumok
szama; ¢ =a masodik objektumban meglévo és az elsd objektumbol hidnyzo6 fragmentumok szama.

3.8. DNS-fragmentumok izolalasa alacsony olvadaspontu gélbol
A him-ivarhoz kapcsolt RAPD fragmentumok klonozdsa céljabol a RAPD
amplifikatumokat 1 %-os alacsony olvadasponti gélen (LMP, FMC) futtattuk, majd a

himivarhoz kapcsolt fragmentumokat kivagtuk a gélbdl €s Eppendorf csovekbe helyeztiik.
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A fragmentumokat tartalmazo géldarabokhoz 5 x térfogata 20 mM Tris (pH 8.0) és 1 mM
EDTA (pH 8.0) oldatot adtunk. Ot perc 65°C homérsékleten torténd inkubacid utdn a
mintakat szobahdémérsékletiire hiitottiik, majd azonos térfogata 0.1 mM Tris-szel (pH 8.0)
telitett fenolt mértiink hozza. Ezutdn a mintakat 20 masodpercig razattuk, majd 10 percig
centrifugaltuk (20°C, 4000 rpm). A vizes fazist Gjra extrahdltuk azonos térfogata fenol-
kloroform 1:1 ardnyd keverékével, majd ismét azonos térfogati kloroformmal. A vizes
fazist tiszta Eppendorf csovekbe pipettaztuk, 0,1 térfogat 3 M—os Na-acetatot és 2 x térfogat
4°C-o0s etil-alkoholt (96 %) adtunk hozza ¢és ezutdn a mintdkat 10 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Centrifugélds utan (4°C, 5000 rpm, 20 perc) a csapadékot

szaritottuk és végiil a DNS-t 10 pl steril bidesztvizben oldottuk fel.

3.9. Klonozas plazmid vektorba

Az alacsony olvadasponti gélbdl izolalt fragmentumok klonozasiahoz a pCR® 2.1
kloénozé kitet (INVITROGEN) hasznaltuk. A kereskedelemben kaphatdé DNS-polimerazok
(az Altalunk hasznalt Tag-polimerdzok is) tobbsége 90 %-ban olyan fragmentumokat
eredményeznek, amelyek 3’ végei egy tilnyalé timin nukleotidot tartalmaznak. A pCR® 2.1
kloénozé vektor (1. dbra) a visszaizolalt fragmentumok végeinek feltdltése nélkiil is lehetdve
teszi a klonozast, mivel a kitben taldlhatd linearizalt vektor végei tulnyalé adenin
nukleotiddal rendelkeznek. A himivarhoz kapcsolt fragmentumok ligalasahoz a kovetkezd
komponenseket mértiik dssze egy mintahoz: 2 pl pCR® 2.1 vektor, 1 pl T, ligaz 1 pl Ty

puffer, 1 pl desztillalt viz és 5 pl inszert. A keveréket egy éjszakan at 16°C-on inkubaltuk.
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1. abra: A pCR® 2.1 klonozo6 vektor felépitése
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3.10. Kompetens sejtek eléallitasa

Kompetens sejtek azok a baktériumsejtek, amelyek a baktériumot koriilvevd koézegbdl
képesek DNS-t felvenni. Ez annak koszonhetd, hogy a kompetens sejtek fala a DNS-
molekulak szamara atjarhat6d (plazmid-DNS felvételre képes). SOB taptalajon a szélesztett
¢s egy ¢€jszakan at 37°C homérsékleten tenyésztett, néhany 2-3 mm atmérdjii Escherichia
coli DH50a koldnidval 1 ml SOB tapoldatot oltottunk be és 2 oran keresztiil 37°C—on
inkubaltuk. A szuszpenziot 1000 ml-es Erlenmayer lombikban 100 ml SOB oldathoz adtuk.
A szuszpenzidt 37°C-on inkubaltuk addig, amig sejtkoncentraci6 600 nm-en a 0,08-0,10
abszorpcids értéket el nem érte (az ODgyy=0,08-0,10 érték 6-9 x 10’ sejt/ml koncentracidnak
felel meg). A tenyészetet centrifuga csovekbe osztottuk szét, 10-15 percig jégen tartottuk,
majd centrifugaltuk (4°C, 12-15 perc, 2000-3000 fordulat/perc). A feliiluszot ledntottiik a
csapadékrol és a tenyésztd oldat 1/3-anak megfeleld térfogati FSB oldatban szuszpendaltuk
fel a baktériumokat. Jégen torténd inkubacid (10-15 perc) utdn az oldatot centrifugaltuk
(4°C, 12-15 perc, 2000-3000 fordulat/perc), eltavolitottuk a feliiluszét, majd a sejteket az
eredeti térfogat 1/12,5 részének megfeleld térfogati FSB oldatban szuszpendaltuk (2,5 ml
tenyészethez 200 pl FSB oldatot adtunk). Ezutan 3,5 térfogat % DMSO oldatot adtunk a
szuszpenziohoz, jol elkevertiik és a csoveket 5 percig jégen inkubaltuk. Ujabb adag DMSO-
t adtunk az oldathoz (3,5 V %), a csoveket 10-15 percig jégen inkubaltuk. Az igy kezelt E.
coli szuszpenziot 200 pl-enként eldhiitott 1.5 ml-es Eppendorf csdvekbe pipettaztuk és

felhasznalasig -70°C-on taroltuk (Sambrook et al 1989).

3.11. Kompetens sejtek transzformalasa és szelekcioja

Kompetens sejtek transzformalasahoz a fent emlitett modon elOkészitett €s -70°C-on
tarolt DHSa E. coli torzset (a) €s a TA klonozd kit INVOF’(b) kompetens sejtjeit hasznaltuk
fel:

a) DH5a kompetens sejtek transzformacioja: 200 pl DHSa kompetens sejthez 1-2 pl
ligatumot adtunk. Egy 6rds jégen torténd inkubacié utan hdsokkot alkalmaztunk
(masfél perc, 42°C), majd a mintdkhoz 800 pl SOC tapoldatot adtunk. Egy 6ras
37°C-on torténd tenyésztés utan a mintakat 1 percig centrifugaltuk. A sejteket 100

pl friss SOC tapoldatban szuszpendaltuk, majd szilard, kanamicint (100 pg/ml) és



33

szelekcios markert (10 pl X gal/50 mg/ml; 40 pl 0,1M IPTG) tartalmaz6 taptalajra
szélesztettiik.

b) INVaF’ kompetens sejtek transzformdcicja: A kompetens sejtekhez 2 pl 0.5 M -
merkaptoetanolt és 2 pul -20°C-on tarolt ligdtumot kevertiink pipettaheggyel. A
mintdkat 30 percig jégen inkubaltuk, majd ezt fél perces (42°C) hdsokk kovette.
Ezutan 250 pl SOC tapoldatot adtunk a mintdkhoz. Egy 6rds 37°C-on torténd
inkubaciot kovetden a sejteket szilard, kanamicint (100pug/ml) és szelekcios markert

(10 pl X gal/50 mg/ml; 40 pl 0,1M IPTQ) tartalmaz6 taptalajra szélesztettiik.

3.12. Kolénia-PCR

A fehér (transzformans) baktérium koloniakbol kolonia-PCR-t inditottunk (Gassen 1996).
Ez a reakcid lehetdvé teszi annak a megéllapitasat, hogy a kolonidk a megfeleld inszertet
tartalmazzak-e. A tesztelt és kiszélesztett kolonidkbol fogpiszkaloheggyel baktériumsejteket
mostunk 100 pl steril bidesztvizbe. 10 perc forralds utdn a mintdkat szobahémérsékletre
hiitottiik, majd a feliiliszot a PCR reakcidoban templatként hasznaltuk fel (Kiss 2001). A
kolonia-PCR reakcidkoriilményei és a reakciokeverék osszetétele megegyezett a RAPD
reakci6 soran alkalmazottakkal. A megfeleld fragmentumokat tartalmazo kolonidkbol

plazmidot izolaltunk.

3.13. Plazmid-DNS izolalas

A nagy mennyiségii, kivalé mindségii és tisztasagu plazmid DNS-izolalashoz a Quantum
Prep®/Bio Rad Plazmid Miniprep Kit-et hasznaltuk. LB foly¢kony téaptalajon nevelt
(éjszakan at razatott) baktérium tenyészetekbdl 1-1 ml baktérium szuszpenzioét Eppendorf
csovekbe pipettaztunk. Harminc masodpercig tartdé centrifugalas utdn a feliilluszot
eltavolitottuk. (megjegyzés: minden centrifugalasi 1épést maximalis fordulatszammal
hajtottunk végre). A csapadékhoz 200 pl szuszpendalod oldatot mértiink és pipettaheggyel
teljesen szuszpendaltuk. Ezutan 250 pl lizal6 oldatot adtunk a mintdkhoz. Ebben a Iépésben
torténik a sejtek lizise és maximum 10 percig tarhat. 250 pl semlegesitd oldat hozzaadéasa
utdn az elegyet 6vatosan Osszekevertiik. Ot percig tartd centrifugalassal vélasztottuk el a
csapadékot a plazmid DNS-t6l, melyet a feliiluszo tartalmazott. Amig a centrifugalas tartott,

a Spin filtert 2 ml-es mosdedénybe helyeztiik és Osszekevertiikk a Quantum Prep Matrixot.
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Miutan a feliiluszot a filterbe pipettaztuk a Quantum Prep Matrix-bdl is 200 pl-t a filterbe
mértiink. Az elegyet ezutdin 30 madsodpercig centrifugdltuk. A mos6 pufferhez 1/2
térfogatnyi 95 %-os etanolt adtunk. Kivettiik a Spin filtert a cs6bdl és kiontottiik a szilirletet,
majd visszatettilk a filtert ugyanabba a csdbe. Hozzaadtunk 500 pl moséd puffert, és 30
masodperces centrifugalds utan ismét kiontottiik a sziirletet, majd Gjra 500 pl moséd puffert
adtunk hozza. Két perc elteltével a Spin filtert kivettiik a cs6bdl és 1.5 ml-es Eppendorf
csObe helyeztilk at. Hozzdadtunk 100 pl H,Odd-t. A DNS-t 1 perces centrifugalassal

valasztottuk el, majd —20°C-on taroltuk.

3.14. Plazmid-szekvenalas
Az inszerteket tartalmazo, nagy mennyiségben felszaporitott és baktériumokbol kinyert
plazmidok szekvendlasat az MTA Szegedi Bioldgiai Kézpontjaban végezték univerzalis (T7

¢s M13) primerek felhasznalasaval.

3.15. A klonozott fragmentumok Kinyerése plazmidbol
A pCR2.1 plazmidba (1. dbra) klonozott RAPD fragmentumok kivagasahoz 5 pl (~ 10
Hg) plazmid-DNS-t, 2 pl EcoRI enzimet (12U/ul ), 3 pl 10x H puffert és 20 pl H,Odd-t

mértiink 0ssze, majd 1-2 6rara 37°C-ra helyeztiik a mintékat.

3.16. Szekvencia-analizis
A DNS-szekvenciak kiértékeléséhez (hasitohelyek és leolvasasi keretek meghatdrozasa)
¢s adatbanki 0Osszehasonlitdsahoz (homologia keresése mas szekvencidkkal) a Blast

szoftvercsomagot hasznaltuk.

3.17. RAPD mintazatok Southern analizise
3.17.1. Gélek blottolasa

Az him-ivarhoz kapcsolt markereket eredményez6 RAPD amplifikdtumokat 1 %-os
agaroz gélen valasztottuk el, majd nitrocellul6z membranra vittiik 4t (Sambrook et al. 1989).
A géleket 10 percig 0.25 M HCI oldatban enyhén razattuk, H,Odd-vel ledblitettiik és 30
percre 0.5 M NaOH/0.5 M NacCl oldatba helyeztiikk. Ezutan gélek méretével megegyezd

nagysagu membranokat vagtunk ki, amelyeket desztillalt vizzel megnedvesitettiink és 5 x
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SSC oldatba martottunk, majd végiil 6sszeallitottuk a blottot. Egy ¢éjszakan at tarto blottolas
utdn a blottot szétszedtiik €s a membranokat 5x SSC (5 perc) oldatban torténd mosas utan

UV-lampan szaritottuk.

3.17.2. A proba DNS-ek digoxigenines jelolése

A membranra blottolt RAPD mintdzatok hibridizlasahoz 11-digoxigenin-dUTP —vel
(Boehringer Mannheim) jelolt probakat haszndltunk. A proba DNS-ek (plazmidbdl
kiemésztett inszertek) nem radioaktiv jelolését random primer mddszerrel végeztiik: a proba
DNS-eket (3—10 pg) 10 percig forrdo vizben denaturaltuk, majd sos jégre helyeztiik. A
mintdhoz hozzdadtunk 2 pl hexanukleotid primert és 2 pl dNTP-t, amely tartalmazta a
digoxigeninnel jelolt dUTP-t is. Ezt kovetden 9 pl desztillalt vizet és 1 pl Klenow enzimet
adtunk a mintadkhoz. Husz 6ras 37°C-on torténd inkubécid utan a reakciét 2 pul 0,2 M EDTA
(pH 8,0) hozzdadasaval allitottuk le. A DNS kicsapasa 2,5 pl 4 M LiCl-dal, valamint 75 pl -
20°C hémeérsékleti 96 %-os etanollal tortént. Ezutdn a mintat 2 6ran keresztiil —20°C-on
tartottuk, majd 15 percig centrifugéltuk (12000 g) és 50 pl 70 %-os etanollal (4°C) mostuk.
A DNS-t vakuum alatt szaritottuk, majd 50 ul TE, pufferben oldottuk fel (37°C, 30 perc).

3.17.3. Prehibridizacio és hibridizdacio

A zart foliatasakokba helyezett (az eldbbiek szerint eldkészitett) nylon membranokra
hibridizaciés puffert ontottink (20 ml/100 cm® membran). A tasakok lezarasa utan a
membranokat 1 oran keresztiill 68°C-on inkubdaltuk (prehibridizacio). Ezutan a puffert
eltavolitottuk és a membranokra a megfeleld hibridizacios puffert ontottik (2,5 ml/100 cm?
membran), amelyek mdr tartalmaztdk a denaturalt, digoxigeninnel jelolt proba DNS-eket is
(5 pl/2,5 ml hibridizacioés puffer). A membranokat legkevesebb 6 6ran keresztiil inkubaltuk
68 °C-on. Az inkubécid utan a membranokat kétszer 5 percig 2 x SSC/0,1 % SDS oldattal,
majd kétszer 15 percig (68°C-on) 0,1 x SSC/0,1 % SDS oldattal mostuk. Ezutan a
membrant rovid ideig moso pufferrel mostuk, majd 30 percig blokkold oldatban inkubaltuk

szobahOmérsékleten.
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3.17.4. Szinreakcio

A membranokra puffer II-t $ntdttiink (20 ml/100 cm” membran) és hozzaadtunk 4 pl anti-
DIG AP konjugitumot. Harminc percig tartd inkubalds utan a membrénokat kétszer 15
percig mosopufferrel mostuk, majd 2 percig detektald pufferben inkubdltuk. Ezt kovetden
45 pl NBT (nitro kék tetrazdlium klorid) és 35 pl BCIP (5-brom-4-klor-3-indolil foszfat)
oldatot dsszekevertiink 10 ml detektalo pufferrel és ezt az oldatot a detektald puffer ledntése
utdn a membranhoz adtuk. A membranokat a szinreakciot add oldattal egytitt sotét helyre
helyeztiik. A szinreakcidt a megfeleld szinintenzitas elérése utan a membranok TE, pufferbe

helyezésével allitottuk le.

3.18. Genomialis Southern analizis

A kiilonbozd ivara kenderegyedekbdl izolalt DNS-t (10 pg) kiilon — kiilon EcoRI,
HindIII és Dral restrikcids enzimekkel emésztettiik. Futtatds utan az el6zéekben leirtak
szerint nylon membranra (Amersham) vittiik &t a gélelektroforézissel elvalasztott
fragmentumokat. A genomidlis Southern analizishez a DNS-probédkat a-32-P-dCTP —vel
jeloltik random primer jelolési mddszerrel (Bucherna et al 1999.). A hibridizacidhoz
szigoru koriilményeket (68°C) valasztottunk. Az eredmények detektalasa autoéradiografiaval

tortént.

3.19. SCAR markerek tervezése

A himivarhoz kapcsolt klonozott és szekvenalt fragmentumokra SCAR primereket
terveztiink. A primerek tervezése részben manudlisan és részben az Oligo 4.1 program
(National Biosciences) felhaszndldsaval tortént. A primer-parokat az ivarhoz kapcsolt
RAPD szekvenciak kovetkezd pontjaira terveztiik:

OPDO05y¢,/forward 2.- 19., reverse 307. — 324. pozicio;

UBC354,5,/forward 30.- 47., reverse 131. — 148. pozicio €s

UBC354,;,/forward 1.- 18., reverse 125. — 145. pozicid.

3.20. Pufferek és oldatok
DNS-izoldlas:
CTAB kivoné puffer 100 mM Tris-HCI, pH: 8; 1,4 mM NaCl; 20 mM EDTA;
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EB puffer

SDS torzsoldat
Na-acetét oldat
K-acetat oldat
Proteinaz K-oldat

RN-az oldat

TE;-puffer

DNS-vizsgdlat:

S0xTAE puffer
Etidium-bromid oldat

10x TBE puffer AFLP —hez
AFLP gél-puffer

Klonozas:

LB-tapoldat

FSB-oldat

SOB-tapoldat

SOC taptalaj

20x SSC

2% CTAB (W/v); 0,2 % 2-merkaptoetanol

10 mM Tris pH: 8,0; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl

10 % SDS (w/v) H;Odd —ben oldva

3 M Na-acetat; jégecet pH 5,2

3 M K-acetat; jégecet pH 4,8

10 mM Tris-HCl, pH: 8; 10 mM EDTA; 1 mM NaCl; 0,5

% SDS (w/v) 100 pg/ml Proteinaz K

10 mg/ml RN-4z A; 10 mM Tris-HCL, pH: 7,5; 15 mM

NaCl; 15 percig 100°C-ra felmelegitve, majd szobahdmérsékletre hiitve
10 mM Tris-HCl pH: 8; 1 mM EDTA

2M Tris-HCl, pH: 8; 50 mM EDTA

10 mg/ml

1 M Tris-aminometan; 1 M bérsav; 25 mM EDTA pH 8
98 % formamid; 10 mM EDTA pH 8; 1 mg/ml
bromfenolkék; 1 mg/ml xilén-cianol

1 % Bacto Tripton; 0,5 % élesztdextraktum; 0,5 % NaCl;

1,5 % agar

KCl1 100mM; MnCl, 4 H,0O 45mM; MnCl, 4 H,O 10 mM,;
Hexammin-kobaltklorid 3mM; Kalium-acetat 10 mM; Glicerin 10 %
WiV

Bakto Tripton 2%; éleszt kivonat 0,5 %o; NaCl 10 mM; KC1 2,5 mM;
MgCl, 10 mM; MgSO, 10mM

A SOB téapoldat plusz 20 mM gliikéz.

3 M Na(l; 0,3 M Na-Citrat; pH 7 HCl-al beallitva
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20x SSPE 3 MNaCl; 0,2 M NaH,PO,; 20 mM EDTA; pH 7,4
NaOH-val bedllitva

100x Denhardt 2 % Polivinilpirrolidon; 2% BSA; 2% Ficoll

Hibridizacios puffer 5x SSPE; 5x Denhardt; 0,2 % SDS; 0,25 mg/ml denaturalt
heringsperma

Moso pufter 0,5x SSC; 0,1 % SDS

3.21. A vizsgalatok soran felhasznalt kit-ek

TA Kklonozo kit pCR®2.1 (Invitrogen)
Plazmidizol4l6 miniprep kit Quantum (BioRad)

Digoxigenines jelolo kit Boehringer Mannheim
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4. EREDMENYEK

4.1. Allamilag elismert hazai nyar klénok molekularis polimorfizmusa

Vizsgalatainkban 19 Magyarorszdgon allamilag elismert nyar klon RAPD ¢és AP-PCR
analizisét végeztiik. A klonok két fajhoz: P. euramericana (15 klon) és P. alba (1 klon), és
két keresztezéshez: P. trichocarpa x P. deltoides (2 klon) és P. pyramidialis x P.
berolinensis (1 klon) tartoztak (2. tdblazat). A 19 klon DNS-mintait 6sszesen 40 mintazatot
eredményezd primerrel (36 RAPD és 4 AP-PCR; 6. tablazat) teszteltiilk. A primerek koziil
35 eredményezett polimorfizmust. A fragmentumok szdma 1 (OPJ06) és 16 (OPBOS,
OPJ08), a méretiik pedig 250 és 2500 bp kozott volt. A 2. dbran az OPKO02 (A) és OPX11
(B) és primerekkel kapott RAPD mintazatok lathatok.
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2. ébra. A 19 nyar genotipus (2. tablazat) OPKO02 és OPX11 primerekkel kapott RAPD
mintazatai. M = 100 bp molekulatomeg marker (Fermentas): 1031, 900, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100, 80 bp.

18 polimorfizmust eredményezd pimer 162 jol értékelhetd fragmentuma alapjan klaszter-
analizist végeztink (a klaszter analizisbe vont RAPD mintazatok koziil néhdny a
figgelékben, az I. 4bran lathato). A gélekrdl késziilt polaroid képek kiértékelésekor a
fragmentumok megléte (1) és hidnya (0) alapjan bindris adattdblazatot készitettiink. A
klaszter analizishez a SYN-TAX (Podani 1993) software-t hasznaltuk. A genetikai

tavolsagok meghatdrozasara a Jaccard indexet és az SM egyezési koefficienst valasztottuk.



40

Az SM egyezési koefficiens az egyezéseket és a kozos hidnyokat figyelembe vevd, a
Jaccard index pedig a kozos hianyokat figyelmen kiviil hagyd hasonlosagi koefficiens. A

kétféle hasonldsagi koefficienssel kapott dendrogramok a 3. dbran lathatok.
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3. abra. A nyar klonok klaszter analizisével kapott dendrogramok. Jaccard (bal oldali
abra) és SM (jobb oldali dbra) hasonlosagi koefficienssel mért genetikai tavolsagok.

A nyar klonok ugyanazokba a klaszterekbe keriiltek mindkét hasonldsagi koefficiens
alapjan ¢€s ezek egymashoz viszonyitott helyzete is megegyezik (3. dbra). Kiilonbségeket a
mért genetikai tdvolsdgok relativ viszonyaban talaltunk. A dendrogramokon (3. abra) jol
latszik, hogy a 19 nyar genotipus koziil a VIF tért el leginkabb. A vizsgalatban 4 6 klaszter
csoport kiiloniilt el, amelyek koziil az elsébe tartozik a mar emlitett VIF (P. alba) klon. A
masodik csoportot a P. trichocarpa x P. deltoides klonok (UNA és RAS) alakitjak. Kiilon
csoportba keriilt a KOR (P. pyramidialis x P. berolinensis) klon. A negyediket pedig a P.
euramericana kloénok alkotjdk, melyen beliil tovabbi alcsoportok figyelheték meg. Egy
alcsoportba tartoznak a ROB, SUD, PAN, 121, H32, BL, 145 és AGA klonok és kiilon-kiilon
alcsoportot alkotnak az I15, TRI és 127, valamint a KOP és KOL genotipusok. A negyedik
klaszterben a BDA és PAR klonok kiilonallnak és a legkisebb hasonlosdgot mutatjak a tobbi

kloénnal. A Jaccard indexel kiszdmitott hasonldsagi koefficienseket a 7. tdblazat tartalmazza.
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7. tablazat: A Jaccard indexel kiszamitott hasonlésagi koefficienseket tartalmazo

félmatrix tablazat (a legkisebb és legnagyobb értékeket kiemeltiik).

ROB [BDA| 115 | 127 | 145 [KOP| TRI |[SUD|KOL [UNA| 121 |[AGA|PAN|PAR|H32| BL [KOR|RAS|VIF

ROB|1
BDA|703 |1
115 [[724 |,770 1
127 724 |,735 [,813 [1
145 793 |,680 [,717 [717 [1
KOP|,777 |,690 |,664 |,649 [,720 [1
TRI 707 [718 1,832,794 |,735 [,679 [1
SUD (815 |, 716 |,737 (737 [ 750 |,738 |792 1
KOL |,723 |,625 [,705 | 721|716 |771 |,772 718 [1
UNA|618 |[,573 |,619),532 ,596 [,573 |,560 |,556 |,522 |1
121 [ 753 |,745 |,768 [,699 [,781 |,750 |,750 |,696 |,698 |,660 [1
AGA|787 |,722 |,726 726|798 |712 |,745 (761 [,673 [,600 [,793 |1
PAN |, 800 |,673 |,743 760|773 |743 [ 778776 | 740 [623 |788|766 |1
PAR|694 |,657 |,693 |,660 |,740 667 [,660 690 |,600 (606 |,720 |713 |,680 [1
H32 789 |,745 |, 733|750 |,745 783 |,768 [,784 | 714 |,583 [ 778|774 |,806 [,720 |1
BL |,796 |,733 |,792|720 750|738 [,773 789 [670 (600 |,802 |761 |758 [,724 |,821 1
KOR|[,623 [,565 |,566 [,553 [602 |,632 |,595 |,606 |,611 |479 |,589 [,561 (613 |,568 [,604 |,591 |1
RAS 660 |,582 |,583 |,527 |,621 |,637 [,555 [,579 |,558 [637 |,607 |,626 |,587 [,600 |,578 |,625 |,568 |1
VIF 414 |,387 |,409 |,385 374 |,419 (397 [,391 |,415 [350 |,370 |,369 |,378 [383 |,393 416 460 |,445 |1

A hasonlosagi koefficiensek értéke 0,350 és 0,832 kozott volt. A VIF értékei a
legkisebbek (0,350-0,460) voltak, a legnagyobb hasonldsagot pedig az 115 és TRI klonok
kozott kaptuk (0,832).

A dendrogramokon kiviil a klonok kozotti egyezdség ill. kiilonbozdség jobb
szemléltetése c€ljabodl a binaris adattablazat alapjan az SPSS 8.0 programmal MSD analizist
végeztiink (algoritmus értékek: max. iteracidé — 30; konvergencia kritériuma — 00100; min. S

— stressz —00500). A kétdimenzids (n = 2) MDS rajz a 4. 4bran lathato.

2,0
HUNA . ]
1,54 PAR |:| P. euramericana klonok
a
BDP 121 45 )
1,0 1 o w . P. trichocarpa x P.
M5 o AGA® RAS deltoides klonok
5 BL [
0,0 P. alba klon
127
-5 4 o ROB VIF
' TRI, o H32 P. pyramidialis x P.
g paAN KOR b R s Kl
-1,0 4 suD @ erolinensis klon
154 KoL _b KOP
-2,0
3 A 0 1 2 3

4. dbra: Az MDS analizis eredménye a 19 nyar genotipusban kapott 162 RAPD és AP-
PCR fragmentum alapjan.
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A 35 polimorfizmust add primerbdl 19 faj- vagy hibrid-specifikus mintazatot
eredményezett. Az OPXI18 primerrel egy a P. euramericana klonokra specifikus
fragmentumot sikeriilt felszaporitanunk. Tiz primer eredményezett olyan fragmentumot
(fragmentumokat), amelyek csak a VIF (P. alba) klon mintazataban voltak jelen. Csak az
UNA ¢és RAS (P. trichocarpa x P. deltoides), valamint KOR (P. pyramidialis x P. deltoides)
klonokra specifikus fragmentumot 4-4 primer adott. Ezek koziil az eredmények koziil

szemléltet néhanyat az 5. 4bra.

3 {i : H !I' n || |'I I.'I- I-I ]'= iﬁ IT 1§ 19
1031 —
-I!- —— .---tl;_
Em=m. === -----
800 — —--—_--...I- — -

4 5 6 T8 9 010 00 K203 Q14 01506 17 IR

QPR

5. abra. A: Az OPX18 primerrel kapott P. euramericana (csillaggal jelolt mintak)
klénokra specifikus fragmentum. B: Az OPUOS primerrel kapott VIF (P. alba) klonra
specifikus fragmentum. A specifikus savokat a nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatomeg
marker (Fermentas): 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp.

A vizsgalt 19 nyar klon koziil (2. tablazat) az elsé 10 klon him-, az utolsé 9 pedig ndivara

volt. A tesztelt 40 primer koziil egyik sem eredményezett ivarhoz kapcsolt markert.

4.2. Buzafajtak és DH szarmazékaik RAPD, SSR, STS és AFLP analizise
4.2.1. RAPD analizis

A RAPD vizsgalatok sordn elsd 1épésben olyan primereket kerestiink, melyekkel a két
alapfajta (GK Gobé ¢és GK Délibab) elkiilonithetd egymastol. A tesztelt 30 RAPD primerbdl
(6. tablazat) 6 (OPAB09, NOI11, OPHl11, OPAl6, OPQl14 ¢és OPXI11) tette
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lehetdvé a fajtak és a hozzajuk tartoz6 DH vonalak megkiilonboztetését. A tesztelt primerek
2-10 fragmentumot amplifikaltak 200-2500 bp kozott. A 6 primer 7 polimorf fragmentumot
eredményezett a két fajtaban.

A teljes mintaszamot (3. tablazat) az AB09, OPX11, OPA16 ¢és NOI11 primerekkel
vizsgéltuk meg. A két fajta megkiilonboztetésére alkalmas polimorf fragmentumok az
alapfajta (GK Gobé vagy GK Délibab) és a hozza tartozo DH vonalak minden egyedében
jelen voltak. Az NO11-es és OPX11—es primerrel kapott RAPD mintazatokat a 6. és 7. abra
szemlélteti. Egyedi kiilonbségeket egyik RAPD primerrel sem kaptunk.

1031 — | Sy -

500 - L LEL UL LT sssssmenEsl _geNaEREEEEEee

y MEEM HIImMItwminaidmsmmemel S 510 ARSI s L as e s pemame

» '

500 — -—II-ilﬂlh-il-n....,_ Tl f I M " e P 00T 1

6. abra: Az NO11-es primerrel kapott RAPD mintdzat. A1-A18: GK Gobé fajta, B1-B18:
GK Gob¢é DH vonalai, C1-C18: GK Délibab és D1-D18: GK D¢élibab DH vonalai. M =
molekulatomeg marker 100 bp (Fermentas): 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100, 80 bp. A polimorf fragmentumot a nyilak jelzik.

Al AT AT I BOOD B B CE O3 T iS4 O8] 517 ED 15N Bl A4 AS AR I BT BE DR RO Of CF O 0T0000 D 17 The HF D0
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7. abra: Az OPX11-es primerrel kapott RAPD mintazat. A1-A6: GK Gobé fajta, B1-B10:
GK Go6bé DH vonalai, C1-C10: GK Délibab és D1-D18: GK Délibab DH vonalai. M =
molekulatomeg marker 100 bp (Fermentas): 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100, 80 bp. A polimorf fragmentumot a nyilak jelzik.
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4.2.2. SSR és STS analizis

A tesztelt 12 SSR primerpar (6. tablazat) kozil a WMSS, WMS261 és P1/P2
mikroszatellit, valamint a Dx51/52 STS primerek nem eredményeztek kiilonbséget a GK
Gobé és GK Délibab fajtak, valamint az ezekbdl szarmaz6 DH vonalak kozott. A P1/P2
primer (Devos et al. 1995) LMW glutenin mikroszatellit szekvenciara tervezett specifikus
primerpar, amelynek lokusza az 1A buzakromoszéman talalhato. A Dx51/Dx52 STS
primerpar (Anderson et al. 1989) a HMW glutenin Dx5 alegység kimutatasara alkalmas. Az
x (Dx5 ¢és Dx2) és y (Dyl0 ¢és Dyl12; Smith et al. 1994) tipust HMW glutenin alegységek
meghatarozo jelentdségliek a sikér mindségében (rugalmassag). A vizsgalatainkban szerepld
genotipusok (GK Gobé, GK De¢libab ¢és DH vonalaik) mintazataban a kedvezdbb Dx5
génnel kapcsolt 450 bp nagysagt fragmentum amplifikalodott (8/C. abra).

A B
AH AD BB BLL LD CR DG [ks A% AL EHNIHD CECLE DA0 61 NI AH AR B0 [EE C100CLL 0
1031 — 1031 —
500 — 500 —
500 —
200 —

[ W - 200 —

8. abra: A WMS 5 (A), P1/P2 (B) mikroszatellit é¢s Dx51/52 STS (C) primerekkel kapott
monomorf PCR mintazatok. A 16kusz-specifikus fragmentumokat a nyilak jelzik. A8 és A9:
GK Gobé fajta, B10 és B11: GK Gobé DH vonalai, C10 és C11: GK D¢élibab, D10-D11:
GK Délibab DH vonalai. M = molekulatomeg marker 100 bp (Fermentas): 1031, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp.

A WMS3, WMS55, WMS174, WMS410, GlyF1/R1 GlyF2/R1 mikroszatellit ¢s P3/P4
STS primerek egy-egy polimorf fragmentumot eredményeztek, amelyekkel a GK Gobé
fajtat és a beldliik eldallitott DH szarmazékokat a GK Délibab fajtatdl és annak DH
vonalaitdl lehetet megkiilonboztetni. Egyedi kiilonbségeket ezekkel a primerekkel sem
kaptunk (9. abra).

Az y tipust HMW glutenin alegységre specifikus P3/P4 STS primerparral (Smith et al.
1994) a GK Gobé fajtadban és DH vonalaiban 576 bp nagysagu fragmentum szaporodott fel,
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amely a kedvezObb 1Dy10 allél jelenlétére utal. Ezzel ellentétben, a Délibab fajtaban és DH
vonalaiban egy nagyobb feltehetéen a kedvezdtlenebb 1Dyl2 allélal kapcsolt 612 bp
nagysagu fragmentum amplifikalodott (10. abra).

MALATAJElI M B HBCICOO CE CSDI T2 DS M M ASAS AdBE FTRR BORAIOCS CTCRCR

500 —

f
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9. abra: A GK Gobé (A1-A6), a GK Gobé DH vonalai (B1-B10), a GK Délibab (C1-C10)
¢s a GK D¢élibab DH (D1-D10) vonalainak mintdzata az F2/R1 primerparral, amelyek a y-
gliadin pszeudogén mikroszatellita régi6 hatarszekvenciaira specifikusak. M = 100 bp
molekulatomeg marker (Fermentas): 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 200, 100 bp.

S AR A% Q1D nE1 O1ECEl Ee
FEPY

1031 —

600 —

A RLILIRE)

10. abra: A P3/P4 primerekkel kapott STS mintazat. Az 1Dy10 génnel kapcsolt 576 bp
nagysagu (A8 és A9: GK Gobé fajta, B10 és B11: GK Gobé DH vonalai) és 1Dy12 génnel
kapcesolt 612 bp (C10 és C11: GK Délibab, D10-D11: GK Délibab DH vonalai)
fragmentumokat nyilak jelzik. M = molekulatomeg marker 100 bp (Fermentas): 3000, 2000,
1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp.

A tesztelt 12 SSR és STS primerek koziil egyedi kiillonbségeket egyediill a WMS186-0s
primerparral kaptunk. A WMS186-0os SSR 1okusz az 5A kromoszoman taldlhatdé GA
ismétlédd szekvencia, amelynek mérete a GK Gobé fajta egyedeiben és GK Gobé DH
vonalaiban ~130 bp volt. A GK D¢élibab fajta 10 egyede koziil 4-ben ~130 bp, 1 egyedben
~100 bp és 5 novényben pedig mindkét (~130 és ~100 bp) allél jelen volt. A GK Délibab
fajta DH vonalainak 0sszes egyedében felszaporodott a ~130 és ~100 bp fragmentum is

(11. 4bra).



46

500 —

200 —
S

-
- e -

SeteReNN tEz%atass Seseseee; ee;

o
/ Fi

11. dbra: A WMS186 SSR primerparral kapott SSR mintazat. A1-A6: GK Gobé fajta,
B1-B10: GK Go6bé DH vonalai, C1-C10: GK Délibab és D1-D10: GK D¢élibab DH vonalai.
A kiilonbségeket a nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatoémeg marker (Fermentas): 3000,
2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp.

Az SSR és STS vizsgalat néhany tovabbi eredménye a fiiggelékben, a I1. dbran talalhato.

4.2.3. AFLP analizis

A buzamintakat 8 AFLP primerkombinacéoval vizsgéltuk (E31/M35, E33/M40, E35/M57,
E38/M47, E38/M60, E39/M34, E44/M44 ¢és E44/M55), amelyek koziil (az E35/M57 primerkombinacio
kivételével) 7 eredményezett kiilonbségeket. A primerkombinécidkkal 100-150 fragmentum
szaporodott fel. Osszesen 81 polimorf fragmentumot kaptunk, amelyet az ezekre
szerkesztett fragmentumtérkép &abrazol (12. dbra). A szelektiv AFLP primerparra jutd
polimorf savok szdma 4 és 20 kozott volt. Negyvenhét olyan fragmentumot talaltunk,
amelyek csak az egyik, vagy a masik alapfajta egyedeiben (GK Gobé, DK D¢libab) és azok
DH vonalaiban voltak jelen. A GK Go6bé és a DH vonalai kozott 9 marker mutatott
kiilonbséget, ezzel szemben a GK D¢libab és DH vonalainak elkiilonitésére a vizsgalt
primer kombinaciok nem adtak lehetdséget.

Osszesen 23 olyan fragmentumot azonositottunk, amelyek a 4 csoport kozott és a
csoportokon beliil egyedi eltéréseket adtak. Az egyes csoportokon beliil a polimorf
fragmentumok szama a kovetkezd volt: GK Goébé (hagyomanyos fajta): 4, GK Gobé DH
vonal: 11, GK D¢élibab (DH fajta): 12 ¢s GK D¢libab DH vonal: 3. Az AFLP elemzés
né¢hany eredményét a fiiggelékben, a I11., IV és V. abran mutatjuk be.

A RAPD, SSR, STS és AFLP primerekkel végzett vizsgalatok Osszesitd tablazata a
fliggelékben tekinthetd meg.
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GK Gobé GK Gobé DH GK Délibab GK Délibab DH

1 273 4 5°6%. 2 34 A 7RG AB 1.2 F:4 58 7-B-9 3011284 5 € 7 &8 10

12. abra: A hét polimorfizmust eredményez6 AFLP primerkombinécidval kapott
markerek fragmentumtérképe (81 sav). A1-A6: GK Gobé fajta, BI-B10: GK Gobé DH
vonalai, C1-C10: GK Délibab és D1-D10: GK Délibab DH vonalai.

4.3. Ivari markerek azonositasa és vizsgalata kenderben
4.3.1. RAPD analizis

Harom kenderfajta (Sa, Uniko, Kff, 4. tdblazat) egyedi DNS— mint4ibdl him- és ndivart
csoportositott mintakat alakitottunk ki. Az igy kapott 6 mintat (3 ¢ és 3 &) 21 olyan RAPD
primerrel teszteltiik, amelyek mar mas novényfajokban ivari polimorfizmust eredményeztek
(1. és 6. tablazat). A vizsgalt 21 primer koziil mindegyik értékelhetd mintdzatot
eredményezett €és Osszesen 160 fragmentum szaporodott fel. A primerenként kapott
fragmentumok szdma 2 (OPD12) és 19 (No8), mérete pedigl150 és 2500 bp kozott valtozott.
A csoportositott mintdk analizise sordn a 160 fragmentumbol kettd (1,25 %) csak himivaru
mintdk mintazataban jelent meg. Ezt a két fragmentumot az OPDO05 és UBC354 primerek
eredményezték, a nagysaguk pedig ~950 és ~150 bp volt (13. abra).
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13. abra. Az OPDO05 (A) és UBC354 (B) primerekkel kapott RAPD mintézatok ivar
szerint kialakitott csoportos mintadkban. Nyilak jelzik azokat a fragmentumokat, amelyek
csak a himivarti mintakban jelentek meg. U2n: Unik¢é kétlaki diploid, K2n: KFF kétlaki

diploid, Sa2n: Sa kétlaki diploid; m: himivart minték, f: néivara mintak, M: PCR
molekulatoémeg marker (Promega): 1000, 750, 500, 300, 150.

Sakamoto et al. (1995) a CBDA kender torzs RAPD vizsgalataval (15 primer) két
himivarhoz kapcsolt fragmentumot azonositott (500 bp/No8 és 730 bp/Nol1l). Ezzel a két
primerrel azonban tobbszori ismétléssel sem tudtuk az 500 ill. 730 bp nagysagu markerek
jelenlétét a himivara egyedekben kimutatni.

A csoportositott mintdk RAPD analizise utdan az OPD05 és UBC354 primereket a 4.
tablazatban szerepld fajtdk egyedi DNS mintdin teszteltiik. A ~950 (OPDO05) ¢és ~150
(UBC354) bp nagysagi fragmentumok minden himivard egyed RAPD mintdzatdban
megjelentek, a ndivaru egyedekébdl pedig hianyoztak. Kontrollként a Mandolino et al.
(1999) altal azonositott ¢s MADC2 szekvenciara tervezett SCAR primerpart (6. tablazat)
hasznaltuk fel. Ez a himivarhoz kapcsolt marker is csak azokban a mintdkban
amplifikaldédott, amelyekben a ~950 (OPDO05) ¢és ~150 (UBC354) bp nagysagu
fragmentumok is felszaporodtak. A 14. dbran az Sa és KFF fajtak OPDO05 és UBC354
RAPD, valamint a SCAR;39, szekvenciaspecifikus primerekkel kapott PCR mintazatai
lathatok. A vizsgalatok tovabbi eredményeit a fiiggelékben, a VI. abran mutatjuk be. Az
UBC354 primer az Uniko fajta ndivaru egyedeiben egy ~170 bp nagysaga fragmentumot is
felszaporitott, amely himivarti egyedek mintadzatabol hianyzott (15. abra), és melyet késébb

a himivarhoz kapcsolt fragmentumokhoz hasonl6an klonoztunk és szekvenaltunk.
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14. abra. Himivar-specifikus markerek egyedi novénymintdkban. Az SA fajta him— (1-7)
¢és n6— (8-12), valamint a KFF né— (25-30) és himegyedeinek (31-34) mintazata az OPDO05
(A, D) és UBC354 (B, E) RAPD ¢és SCAR3q (C, F) szekvenciaspecifikus primerekkel. Az

ivarspecifikus fragmentumokat a nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatémeg marker
(Fermentas): 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp.
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15. abra. Az Unik¢ fajta n6— (13-18) és himivaru (19-23) egyedeinek mintazata az
OPDO5 (A) ¢s UBC354 (B) RAPD, valamint a SCAR3q, (C) szekvenciaspecifikus
primerekkel. Az ivarspecifikus fragmentumokat a nyilak jelzik. Az UBC354 primer (B) a
néivara egyedekben is felszaporitott egy ~170 bp nagysagu fragmentumot, amely a
himivara egyedekbdl hianyzott. M = 100 bp molekulatomeg marker (Fermentas): 1031, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp.
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Kisérleteinkben egy egylaki fajta a Fibrimon is szerepelt, amelynek egyedeit szintén
vizsgaltuk a himivarhoz kapcsolt fragmentumokat eredményezé OPD05 és UBC354 RAPD,
valamint a kontrollként felhasznalt SCAR39, szekvenciaspecifikus primerekkel. Az egylaki

fajta egyedeiben egyik himivarhoz kapcsolt marker sem szaporodott fel (16. dbra).

Bp. A

900— -'Bib:

16. dbra. Az egylaki Fibrimon mintdk OPD05, UBC354 RAPD ¢és SCAR3q,
szekvenciaspecifikus primerekkel kapott mintazatai. 15: ndivart kétlaki minta az Uniké B
fajtabol, 20: himivart kétlaki minta az Uniko6 fajtabol és 67-70: egylaki Fibrimon mintak. A
himivar-specifikus fragmentumokat a nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatémeg marker
(Fermentas): 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 80 bp.

4.3.2. Az ivarhoz kapcsolt markerek klonozasa

Az OPDO0O5 ¢és UBC354 RAPD primerekkel kapott reakciotermékeket alacsony
olvadéaspontt gélen futtattuk, majd az ivarhoz kapcsolt fragmentumokat a gélbdl izolaltuk.
A ~950 (OPDO05) ¢és ~150 (UBC354) bp nagysagu fragmentumokon kiviil az Uniké fajta
ndivaru egyedeinek mintdzataban megjelend ~170 bp nagysagu fragmentumot is izolaltuk.

Ezeket a fragmentumokat plazmid vektorba klonoztuk, majd a bakteridlis transzformacio

utan a szelektalt koloniakat kolonia—PCR-rel ellendriztiik (17. &bra).

TRC3E4

17. abra. Az UBC354 primerrel inditott reakcidok eredményei kiilonb6z6 templat DNS
mintakkal (Uniko fajta): az els6 4 minta: himivaru €s néivari genomialis DNS, a k6zépso 4
minta: az izolalt fragmentumokbdl inditott doppel-PCR reakcio €s az utols6 4 minta:
koldonia PCR.
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A megfeleld inszerteket tartalmazd kolonidkbol ezutan plazmidot izoldltunk, amelyekbdl a

digoxigenines vagy radioaktiv jeloléshez az inszerteket EcoRI enzimmel vagtuk ki (18.
abra).
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18. abra. A ~950 (A), ~170 (B) és ~150 (C) bp inszerteket tartalmazo intakt (A, B és
C,) és EcoRI enzimmel emésztett (A,, B, és C,) plazmidok. A kivagott fragmentumokat a
nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatoémeg marker (Fermentas): 3000, 2000, 1500, 1200,
1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp.

4.3.3. Southern analizis

RAPD termékek Southern analizise:

A plazmidokbol kivagott inszerteket szekvenalas el6tt Southern analizissel ellendriztiik.
Az 1vari polimorfizmust eredményezd primerekkel RAPD reakciot inditottunk néhany him-
¢és ndivaru egyed DNS-mintdival. A RAPD mintazatokat ezutdn membranra blottoltuk, majd
ehhez hibridizaltattuk a digoxigeninnel jeldlt inszerteket. A 19. dbran lathatd, hogy a jeldlt
~950 (OPDO05) ¢és ~150 (UBC354) bp nagysagu fragmentumok a RAPD mintézattal
hibridizaltak. Ezzel a Iépéssel bizonyitottuk, hogy a plazmidba a megfeleld inszerteket
klénoztuk. A hibridizacidos mintdzaton az is latszik, hogy nemcsak a himivaru egyedek
mintazataban jelent meg a hibridizacios jel, hanem a ndivart egyedekében is, de ezeknek az

intenzitasa sokkal kisebb volt.
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19. abra. Az Unik6 kenderfajta him- és ndéivart egyedeibdl szarmazo RAPD termékekkel
(A: OPDOS5 ¢és B: UBC354) végzett Southern analizis eredménye. A RAPD mintazat a
képek bal, a hibridiz4cids mintazat pedig a képek jobb oldalan lathatd. A DIG-11-UTP-vel
jelolt szekvencidk erds hibridizacids jelet adtak a himivart egyedek mintdzataban és gyenge
jelet a néivara egyedekében. Nyilak jelzik a jelolt fragmentumokkal kapott hibridizacios
jeleket.
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Genomialis Southern analizis:

Genomidlis Southern analizishez a DIG-11-UTP-vel torténd jelolés kevésbé érzékenynek
bizonyult, ezért a Southern analizishez radioaktiv jelolést alkalmaztunk. Véletlenszeriien
kivalasztott him- és ndivari egyedek DNS mintait EcoRI, HindIIl és Dral enzimekkel
emésztettik. A ~950 bp nagysdgi fragmentum nem eredményezett kiillonbségeket a
kiilonb6zd ivart egyedek hibridizacidés mintdzatdban egyik enzimmel sem, viszont a ~150
bp nagysagu, radioaktivan jelolt fragmentummal eltéréseket kaptunk. Ennek eredményét
mutatjuk be a 20. abran. Az EcoRI enzimmel, a himivart egyed mintdzataban, a HindIII és

Dral enzimekkel pedig a ndivarii egyed mintdzataban jelent meg plusz hibridizacios jel.

ELob] EriSl Elnill Faddl Dral  Dral
[ 1T ¥ I & 1 F T F]
) c e LR

20. dbra. Az Sa fajta véletlenszertien kivalasztott him- és ndivaru egyedének Southern
mintdzata a ~150 bp nagysagu, radioaktivan jeldlt, himivarhoz kapcsolt fragmentummal. A
hibridizacios mintazatok kozotti kiillonbségeket a nyilak jelzik.

4.3.4. Szekvencia analizis

A klonozott himivarhoz kapcsolt szekvencidkat a Szegedi Biologiai Kozpontban
szekvenaltattuk. A hirom szekvencia mérete a kovetkezé volt: 961 (OPDOS), 151
(UBC354) és 172 (UBC354) bp. A kenderben eddig azonositott himivarhoz kapcsolt
szekvenciakat MADCI1 (Sakamoto et al. 1995) és MADC2 (Mandolino et al. 1999) névvel
illették, amely a “male-associated DNA sequence” rdviditésbdl szarmazik. Ezt a
terminologiat kovetve neveztik el az altalunk azonositott két himivarhoz kapcsolt
szekvenciat: OPD05¢s; = MADC3, UBC354,5; = MADC4. A szekvenciak bazissorrendje a
21. abran lathato.
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OPDO05yg,
TGAGCGGACA
CAGGATTTAG
CAGAAAGAAT
CTTGATGCCA
GCTCAAGATT
ATGCTCCCTA
TTTCTAGECC
GCTTATCTGT
AGTATTATAG
ACGCGCCTATG
TTGTCTTTNT
TAGTCCAGAC
TTCTAGCATC
AGACGAAGEC
CAAGTCTTCT
TCAACCTGAA
A

UBC3545,
CTAGAGECCG
GCAGCAGACC
CTCCAGGTTC

UBC354,7,
CTAGAGECCG

TCATTGCCTC GGTGGAGGAT
CCTACATCAA GGCCCAAGIT
GGCCGECCCTC TCGECCTAAG
GCACATCCGG ATCCGGTAAG
ATTCCCGGTG TAGGCCTATA
AACGCGIGEEG TGATCATGCC
GGTCCCGAAT GGGGTCCGGA
CTTCCAACTG GITTCTCCCC
TACAAGACTT TGCTAGGGECT
TTTTCGTGIG CATATTCTCT
GAAGCAACTA GGCCAATGGA
TCTGCTCTTC CTNTGATGCC
CCCTTAGGCC GAATCGICTT
AAGATCCTGG GCCCCTTGEA
AAAAGCCCTA GGTGGATTGA
GCAGAGGAAT ACACTATTCC

TGGACGCGEC GGAGGACGAT
TGGGCATATA GCTTCAAAAT
CAGICAATTA TCGGCCTCTA

AGGATATCCA GGATGCACAT

CGGTATCAAA
GCTGCTGAGA
ATGCTTCTCT
TTTCCCTTAA
GAATTTGACG
AAATCCTTTT
CCTCATGAAC
TCAGACAGCT
GAATTAGATA
CGTGGTCACT
GGAGCTCTTG
TGATCAGATG
AATTGACGAA
CCAAAAACGC
TACTCCGECT
TCTCGACATC

CAAACAACAA
GITACCACCA
G

GITGCCAGCA

TAATCTGGEGG AATACTGATC CCCCTAGGTG AAGATCTTCA
GCATAAATTA TGITATCACT ACTTCATCAG AGTACTCCTA

AGTACCTCTT
GAACCCTTCG
CGGTCCCCAA
TGGICCATCA
AACGTCTCCT
ATTTTTCCAA
CTATTCCTCT
TTCTTGGGEEA
GICATGGTAG
TNTGAGACTT
GCGACTCTTG
GI'GACCCCAG
GACAGGGAGG
AAGGGAAAAA
GCCAACTCTA
ATCCTTACAC

CAAACCGATA
GITTGACATC

GCTACTATCA
TAGCTCAGAG
TGCGCECCTCT

TAGGAGGGAA
GATAGAAGTG
CACTGGECEECT
TGTTCCTTCT
TAGATTTAGA
CTTAGGTCAT
ANATCATTCA
TGACAAAGCT
GACTAGITTT
GATGATTTGT
CCCGGACCTA
GGAGATCTTC
TCAAGGAGGA
TGGTGGAGEC
ACTCGGGGAT
GIGICCCCTC

TGTCACGCTTT
TCATTTCAAG

AAGTTTAAGG
TTTCATGATA
AG

21. &bra. Az OPDO05¢s;, UBC354,5, és UBC354,, szekvencidk bazissorrendje. A RAPD
primerek kapcsolddasi helyeit félkovér betiik jelolik, a tervezett SCAR primerek
szekvencidi pedig arnyékolt hattérben lathatok.

A 3 szekvencia szamitogépes analizise soran kapott hatféle lehetséges leolvasasi mod
koziil szekvencidnként harmat a 22. dbra szemléltet. Az OPD05ys; (MADC3) szekvencidban
egy viszonylag nagyobb ~550 bp nagysagu és tobb kisebb nyilt leolvasasi keret figyelhetd
meg. Az UBC3545; (MADC4) ¢s UBC354,,, szekvencia kevés stop kodont tartalmaz és
ezekben az el6zd szekvencidhoz hasonléan nagyobb nyilt leolvasasi keretek lehetségesek,
amelyekrdl fehérje irodhat at. A szekvencidk mindenesetre til rovidek ahhoz, hogy ezek

alapjan messzemendbb kovetkeztetéteseket vonjunk le.
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22. abra. A MADC3 (A: OPDO05ys;), MADC4 (B: UBC3545;) és C: UBC354,,
szekvenciak szamitogépes analizisével kapott eredmények. A nyilak a start a vonalak pedig
a stop kodonok helyeit jelzik.
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Mindharom szekvencia GC értéke kevesebb volt, mint 50 %, egymdssal 6sszehasonlitva
pedig kismértékii homologidt mutattak. Ennek mértéke az UBC354,5;, (MADC3) és
UBC354,,, szekvencidk kozott 51%, az UBC354,5; (MADC3) és UBC354,;,, valamint az
OPDO05ys; (MADC4) szekvenciak kozott pedig 14 és 17 % volt.

A szekvenciak adatbanki 0Osszehasonlitdsa soran nem kaptunk mds adatbanki
szekvenciakkal szignifikdns homologiat. A MADC3 ¢és MADC4 szekvenciai a legnagyobb

hasonldsagot (50-55 %) kiilonb6z6é ndvényi retrotranszpozon szekvenciakkal adtak.

4.3.5. SCAR analizis

A himivarhoz ¢és a feltételezett nodivarhoz kapcsolt RAPD markerekre - a
szekvenciaadatok birtokaban - SCAR markereket terveztiink (6. tdblazat, 21. abra). A két
himivarhoz kapcsolt szekvenciara tervezett SCAR markereket (MADC4 - SCAR; 9 és
MADC3 - SCAR3;;) a KFF fajta egyedi DNS mintain teszteltiik (23. 4bra).

‘1 — Bp

23. abra. A MADCA4 (A) és MADC3 (B) szekvencidkra tervezett SCAR primerekkel
kapott mint4dzat a KFF fajta egyedi DNS mintdiban. Kontrollként a MADC2 szekvenciara
tervezett SCAR3q, primerpart (Mandolino et al. 1999) hasznaltuk fel. A himivarhoz kapcsolt
szekvenciaspecifikus markereket a nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatdmeg marker
(Fermentas).

Az UBC354,7, szekvencidra tervezett SCAR 145 primerpar kevésbé jol miikddott. A SCAR 45
primerpart az UBC354-es RAPD primerrel, az Uniké fajta ndi egyedeiben felszaporitott és
klonozott szekvenciara terveztiik €s igy természetesen azt vartuk, hogy ez a primerpar az
Unikd fajta ndivari egyedeiben fogja felszaporitani a kivant 145 bp nagysagu
fragmentumot. Ezzel szemben a 145 bp fragmentum csak néhany himivart egyed DNS
mintaiban amplifikélodott (24. abra). A SCARy,s primerparral tovabbi vizsgéalatokat nem
folytattunk.



24. dbra. A SCAR 45 primerrel kapott szekvenciaspecifikus PCR mintazat. A 145 bp

nagysagu célszekvencia nem a nd-, hanem a himivart egyedekben szaporodott fel.

4.3.6. F, nemzedék SCAR analizise

A vizsgalataink sordn azonositott, himivarhoz kapcsolt MADC3 ¢és MADC4
szekvenciakra tervezett szekvenciaspecifikus markerekkel (SCARj;,; és SCAR;9), valamint
a Mandolino et al. (1999) altal leirt SCAR39, markerrel hasaddo nemzedéket teszteltiink. A
Fleischmann @ x Fibrimon (egylaki &) keresztezésbdl szarmazd 75 F, novényegyedrdl
viragzas elott levélmintakat gyiijtottiink, melyekbdl DNS-t izolaltunk és elvégeztiik a SCAR
analizist (25. d4bra). Virdgzas idején ugyanezeknek a nodvényeknek az ivarat is
meghataroztuk. A 75 F, novényegyedbdl 41 ndivaru, 32 himivara és 2 pedig egylaki volt (4.
tablazat). A 75 egyed markeres vizsgédlata mindossze 2 esetben tért el a fenotipusosan

meghatarozott ivartél (két himivaru egyedbenben a markerek egyike sem jelent meg).

M 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61
e ¢ 4 3 2 3 4 2 3 9 d 34 34 2 23 2 2 23 2 3 9

23. ébra. A MADC4 (A), MADC3 (B) és MADC?2 (C) szekvencidkra tervezett SCAR
primerekkel (SCAR 19, SCAR3,; és SCAR390) kapott mintazat F2 nemzedékben. A
himivarhoz kapcsolt fragmentumokat nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatomeg marker
(Fermentas).
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4.4. Uj tudomanyos eredmények

Az elvégzett vizsgélataim alapjan a kdvetkezd 0j tudomanyos eredményeket kaptam:

1.  Hazai nyar klonok molekularis elemzése

1.1. Hazankban allamilag elismert ¢és iiltetvényekben telepitett 19 nyar (Populus
sp.) klont RAPD ¢és AP-PCR alapjan négy csoportba soroltunk és a molekularis
polimorfizmus klaszter és MDS analizisével megbecsiiltik a koztik levd
genetikai tavolsagot.

1.2. Olyan primereket azonositottunk, melyek a P. euramericana és P. alba fajok,
illetve a P. trichocarpa x P. deltoides, valamint a P. pyramidialis x P.
berolinensis hibridek klonjaira specifikus fragmentumokat adtak. Eredményeink
lehetdvé teszik a gyakorlatban a fajok €s hibridek molekularis azonositasat.

2.  Hagyomanyos és DH buzafajtak dsszehasonlité molekularis elemzése
2.1. A RAPD, SSR, STS ¢és AFLP analizissel bizonyitottuk, hogy a hagyomanyos
nemesitéssel, illetve DH modszerrel eldallitott fajtdk kozott nincs szignifikdns
kiilonbség a molekuléris polimorfizmus mértékében. Ebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a hagyomanyos és DH fajtak genetikai homogenitdsanak mértéke kozel
azonosnak tekinthetd.

2.2. Az AFLP és SSR vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy az agrondmiai, teljesitmény,
alkalmazkodoképesség és citologiai eredmények alapjan homogén fajtak és DH
utodvonalak egyedei kozott molekularis kiilonbségek kimutathatoak, de ezek
mértékében a csoportok kozott szignifikans differencia nincs.

A 2.1. és 2.2. kozolt eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a hagyomanyos ¢€s
DH fajtdk teljesitményében és alkalmazkodoképességében azért nincs érdemi
kiilonbség, mert az izolaltan felszaporitott és fenntartott hagyomanyos fajtak
legalabb annyira homozigétaknak tekinthetdk, mint az egyszeres vagy kétszeres
DH populéciok.

2.3. Bizonyitottuk, hogy a nagy hasonldésagot mutat6 DH vonalak ¢és egyedeik
molekuléris 0sszehasonlito vizsgalatara elsdsorban az AFLP és kisebb mértékben

az SSR modszer alkalmas.
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3.  Ivarspecifikus molekularis markerek azonositasa és vizsgalata kenderben
3.1.  RAPD modszerrel két himivarhoz szorosan kapcsolt — nemzetkozileg is 1) -
fragmentumot (OPDO05¢s; ¢és UBC354,5,) azonositottunk kiilonb6zdé kétlaki
kender fajtdkban. Bizonyitottuk, hogy ezek a markerek az egylaki kenderben
(Fibrimon fajtdban) nem mutathatok ki.

3.2. A két uj markert klonoztuk ¢és szekvendltuk. A szekvencidknak az eddig
alkalmazott terminoldgia alapjan a MADC3 (OPD05ys;) ¢s MADC4 (UBC3545;)
nevet adtuk. A két 0j szekvencia 50-55 %-os homoldgiat mutatott kiilonbozo
novényi eredetli retrotranszpozon-szerli szekvenciakkal

3.3. A két ) markerre szekvenciaspecifikus primereket terveztiink (SCAR;p; és
SCAR;19) és bizonyitottuk, hogy ezek hatékonyan alkalmazhatok a kender
novények ivaranak meghatarozasara a tenyészidotol fliggetlentil.

3.4. Hasad6 F, populacio molekuléris vizsgélatdval bizonyitottuk, hogy a kontrollként
felhasznalt SCAR;9 (Mandolino et al. 1999) és az altalunk izolalt két himivarhoz
kapcsolt szekvenciaspecifikus marker (SCAR3,; és SCAR9) szorosan kapcsoltak
egymassal €s az ivarral. Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a MADC3

¢s MADCH4 szekvencidk a kender Y kromoszoméajan talalhatok.
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5. MEGVITATAS

5.1. Nyar genotipusok RAPD és AP-PCR analizise
5.1.1. A nyar genotipusok kozotti genetikai tavolsagok becslése a RAPD és AP-PCR
fragmentumok alapjan

A DNS-ujjlenyomatot (fragmentum-mintazatot) eredményez6 modszerek lehetévé teszik
a populécidk kozotti és populaciokon beliili variabilitas mértékének becslését. A kiértékelés
hasonlésagi koefficiens alapjan torténik, azaz a vizsgalt populacion beliill paronkénti
Osszehasonlitasokra keriil sor (Lynch 1990). RAPD mintazatok kiértékelésénél elsdsorban a
Jaccard index javasolt, mert a RAPD modszer dominans markereket eredményez ¢és ez az
index nagyobb mértékben veszi figyelembe a polimorf fragmentumokat, mint mas
hasonlésagi koefficiensek (Link et al. 1995). Az SM egyezési koefficiens a Jaccard indextdl
abban tér el, hogy az SM koefficiens a paronkénti Osszehasonlitdsok soran azokat a
fragmentumokat is figyelembe veszi, amelyek mindkét genotipusbdl vagy populdciobdl
hianyoznak (Stiles et al. 1993). A hasonlosagi értékek legtobbszor normalis eloszlast
kovetnek (Lynch 1990). Megbizhatd kovetkeztetések levondsahoz Lynch (1990) 30-40, Nei
(1978) pedig legkevesebb 50 marker kiértékelését javasolja.

Vizsgalatainkban 19 Magyarorszagon allamilag elismert nyar genotipus (klon, 2.
tablazat) vizsgalatat végeztiik el - 40 mintdzatot eredményezd - primerrel (36 RAPD és 4
AP-PCR) (6. tablazat). A primerek kozil 5 monomorf, 35 pedig polimorf mintdzatot
eredményezett. A fragmentumok szdma primerenként 1 és 16, a méretiik ~250 és ~2500 bp
kozott volt. A polimorfizmust eredményezd primerek koziil 18 mintazatat értékeltiik. A 18
primer Osszesen 162 jol értékelhetd fragmentumot eredményezett, amely 9
fragmentum/primernek felelt meg. A fragmentumok megléte és hidnya alapjdn bindris
matrixot készitettiink ¢és az adatokat szamitogépen a SYN-TAX (Podani 1993) és az SPSS
0.8 programokkal értékeltilk. A hasonldsagi koefficiensek meghatarozasadra a Jaccard
indexet hasznaltuk. A hasonldséagi értékek 0,350 és 0,832 kozott voltak. A RAPD ¢és AP-
PCR fragmentumok alapjan a 19 nyéar genotipus koziil a VIF klon mutatta a legkisebb
hasonloséagot (0,350-0,460) a tobbi nyar klonnal. Ezzel szemben a legnagyobb hasonldsagot
(0,832) az I15 ¢és a TRI klonok kozott kaptuk. Castiglione et al. (1993) harom Populus
szekcidba (Aigeiros, Tacamahaca és Leuce) tartoz6 10 fajt (32 klont) vizsgalt RAPD ¢és AP-
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PCR modszerekkel. A 32 genotipus kozil 5 (TRI, I15, 145, 121 és VIF) a mi
vizsgalatainkban is szerepelt. Az eredményeinkhez hasonléan Castiglione et al. (1993) is
nagy hasonldsagot talalt az 115 és TRI klonok kozott. Ez a nagyfokli hasonlosag
valoszintileg az 115 és a TRI klonok kozotti kozeli rokoni kapesolatnak koszonhetd, a
triploid TRI klon eldallitasdnal ugyanis az 115 klont hasznaltdk fel pollen donorként, a
masik sziild vonal pedig a tetraploid 438p klon volt, amelyet 115 klon eredetii apikalis
merisztéma kolhicines kezelésével allitottak eld (Vivani és Sekawin 1953). Castiglione et al.
(1993) vizsgélataiban ugyancsak a VIF nyar klon mutatta a legnagyobb genetikai
tavolsagot.

A Jaccard index €és a SM koefficiens alapjan megrajzolt dendrogramokon (3. dbra) 4 {6
csoportot lehet megkiilonboztetni, amelyek a kdvetkezd nyar klonokat tartalmaztak: 1) VIF
(P. alba); 2) UNA (P. trichocarpa x P. deltoides) és RAS (P. trichocarpa x P. deltoides); 3)
KOR (P. pyramidialis x P. berolinensis), 4) a tobbi klon (P. euramericana). A 4 {6
csoportba valdjaban az azonos fajhoz vagy hibridhez tartozé nyar klonok tartoztak. A 4.
csoporton beliil tovabbi alcsoportokat lehetett megkiilonboztetni. Egy-egy alcsoportba
tartoztak pl. a ROB, SUD, PAN, 121, H32, BL, 145 és AGA, az I15, TRI és 127, valamint a
KOP ¢s KOL kloénok. A BDA ¢és PAR genotipusok kiilonalltak és a 4. csoporton beliil egy
alcsoporthoz sem tartoztak. A kétféle hasonlosdgi koefficiens alapjan elkészitett
dendrogramokon a klonok ugyanazokba a klaszterekbe ¢&s alcsoportokba kertiltek.
Kiilonbségek elsdsorban a mért genetikai tdvolsagok értékeiben mutatkoztak.

A dendrogramokon kiviil, a klénok kozotti genetikai tavolsag jobb szemléltetése céljabol
a bindris adattablazat alapjan MDS analizist végeztiink (algoritmus értékek: max. iteracid —
30; konvergencia kritériuma —00100; min. S—stressz —00500). A kétdimenzios (n = 2) MDS
rajzon (4. abra) az Osszes klon egymashoz viszonyitott genetikai tavolsdga jobban
becsiilhetd, mint a dendrogramon, amelyben a klonok egy sikban helyezkednek el.

Kisérleteink bizonyitjdk, hogy a RAPD és AP-PCR modszerek sikeresen alkalmazhatok
Populus klonok kozotti genetikai tadvolsdgok meghatdrozéasara, 6sszhangban a nemzetkozi

eredményekkel.

5.1.2 Faj- és hibrid specifikus mintazatok

A 35 polimorfizmust add primerbdl 19 faj- vagy hibrid-specifikus mintdzatot
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eredményezett. Az OPXI18 primerrel egy a P. euramericana klonokra specifikus
fragmentumot (~550 bp) sikertilt felszaporitanunk (5. &dbra). 10 primer eredményezett olyan
fragmentumot (fragmentumokat), amelyek csak a VIF (P. alba) klonban voltak jelen (5.
abra). Az UNA és RAS (P. trichocarpa x P. deltoides), valamint KOR (P. pyramidialis x P.
deltoides) klonokra specifikus fragmentumot 4-4 primer adott. Lin et al. (1997) 55 nyar klon
(8 nyarfaj és hibrid) RAPD ¢és AP-PCR analizisével hasonld eredményeket kapott. A
vizsgalt 17 primer koziil 4 tette lehetdve a kiilonbozd fajok és hibridek megkiilonboztetését.
Mas kutatdcsoportok (Castiglione et al. 1993, Lin et al. 1997) és sajat eredményeink is
bizonyitjak, hogy a RAPD ¢és AP-PCR modszerek hatékonyan alkalmazhatok a Populus
nemzetségbe tartozo klonok megkiilonboztetésére, ill. hogy az emlitett modszerekkel faj,
hibrid vagy klon-specifikus markerek azonosithatok. Az emlitett modszerektdl az AFLP
technika tobb marker azonositasat teszi lehetdveé, de az utdbbi modszer nagyobb technikai
felszereltséget és anyagi raforditast igényel. A nyar klénok elkiilonitésében taldn a lokusz-
specifikus és multialléles SSR primerek lehetnek a leghatékonyabbak. Egyel6re azonban
még csak kevés ilyen marker all rendelkezésre (Dayanandan et al. 1998).

A vizsgalt 19 nyar klon kozil a 2. tablazatban szerepld elsé 10 klon him-, az utols6 9
pedig ndivaru volt. Vizsgalataink egyik célja ivarhoz kapcsolt markerek azonositasa volt. A
tesztelt 40 primer koziil egyik sem eredményezett ilyen markert. Ivari markerek
azonositdsdhoz tovabbi RAPD és AP-PCR, vagy pedig nagyobb hatékonysagi AFLP

vizsgalatok elvégzésére lenne sziikség.

5.2. Buzafajtak és dihaploid szarmazékaik homogenitasanak vizsgalata molekularis

modszerekkel

5.2.1. A kiilonbozo markerezesi technikdk alkalmassaganak értékelése a fajtakon vagy DH
vonalakon beliili kiilonbségek kimutatasaban

Kisérleteinkben a GK Gobé (hagyomanyos nemesitéssel eldallitott fajta), GK Délibab
(androgenetikus eredetli fajta) fajtdkat, és a beldliik eldallitott DH vonalakat (egyszeres és
kétszeres DH vonalak) hasonlitottuk 6ssze PCR-alapti mddszerekkel. A vizsgalatokhoz 4 x

18 véletlenszertien kivalasztott egyedbdl izolaltunk nagy molekulatomegii DNS -t.
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RAPD: A tesztelt 30 RAPD primerbdl (6. tablazat) 6, azaz a primerek 20 %-a (OPABO9,
NOI11, OPH11, OPA16, OPQ14 és OPXI11) tette lehetévé a két fajta (GK Gobé és GK
Délibab) megkiilonboztetését. Egyedi kiilonbségeket GK Gobé és GK Délibab fajtak,
valamint a beldliik eldallitott DH utddvonalakban nem kaptunk. Ezek az eredmények, mas
nemzetkdzi tapasztalatokhoz hasonldan, aldtdmasztjdk azt a megallapitast, hogy a RAPD
markerek kevésbé alkalmasak a bliza genom vizsgélatdra. Shah et al. (2000) Cheyenne és
Wichita buzafajtdkat hasonlitott 0ssze 40 RAPD primerrel és ezek kozil 8 (20 %)
eredményezett a két fajta elkiilonitésére alkalmas polimorf fragmentumot. A RAPD
modszer buzavizsgéalatokban az RFLP-hez hasonldéan alacsony szintli polimorfizmust ad,
amelynek oka a buza genom nagysaga (komplexitdsa), valamint a gyenge
reprodukalhatosag (Gupta et al. 1999).

SSR és STS: A két buzafajtat 12 SSR és STS primerrel (12. tdblazat) hasonlitottuk 6ssze.
A primerek koziil 2 tobblokuszos (a WMSS55: 3 és a WMS410: 2) 10 pedig egylokuszos
volt. Az tesztelt SSR ¢és STS primerek igy Osszesen 15 I0kuszt reprezentaltak a
blizagenomban. A primerek koziil 4 monomorf (WMSS, WMS261, P1/P2, és DX51/52) 8
pedig polimorf (WMS3, WMSS55, WMS174, WMS410, GlyF1/R1, GlyF2/R1, P3/P4 és
WMS186) alléleket eredményezett a két fajta 0sszehasonlitdsa sordn. A kiilonbséget ado
SSR primerek koziil egyedi polimorfizmust csak a WMSI186 primerrel kaptunk a GK
D¢élibab (DH modszerrel eldallitott buzafajta) csoporton beliil (11. dbra). A 10 egyedi minta
kozil négyben ~130, egyben ~100 ¢és 6tben pedig a ~130 és ~100 bp nagysagu fragmentum
is felszaporodott. A mikroszatellita markerek a RAPD vagy RFLP markerekhez viszonyitva
jo polimorfizmust adnak. Fajtdk Osszehasonlitisa soran nagy PIC (polymorphism
information content) értéket mutatnak (Plaschke et al. 1995). Ezzel ellentétben az SSR
markerek kevésbé hasznalhatoak intraspecifikus 6sszehasonlitod vizsgalatokban (Gupta et al.
1999).

AFLP: A nyolc AFLP primer kombinaciobol 7 eredményezett polimorfizmust. Egy-egy
AFLP primerkombinaci6é 100-150 fragmentumot adott, amelyekbdl primerkombindcionként
4-20 volt polimorf. A 81 polimorf fragmentum koziil 47 a két alapfajta és a beldliik
szarmaz6 DH utédvonalak megkiilonboztetését tette lehetové, 23 pedig az egyes

csoportokon beliil egyedi kiilonbségeket mutatott. Az AFLP markerek koziil 9 alkalmas volt
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a Gobé fajta, valamint a beldle szarmaz6d DH csoport elkiilonitésére is. Ilyen kiilonbségeket
a GK D¢libab és DH utddvonalai kozott nem tudtunk kimutatni.

Vizsgalataink eredményei alapjan, a felhasznalt markerezési technikak koziil fajtak
kozotti kiilonbségek kimutatasara a RAPD, SSR, STS ¢s AFLP technikdk is alkalmasnak
bizonyultak. A legtobb polimorf fragmentumot azonban az SSR ¢és AFLP modszerekkel
kaptuk. Ezek az eredmények megegyeznek, a mar emlitett nemzetkozi tapasztalatokkal.
Fajtan beliil és a még nagyobb homogenitast mutatd6 DH utdédvonalak populacidiban a
RAPD ¢és STS modszerekkel kiilonbségeket nem tudtunk detektdlni. A tesztelt SSR
primerekkel egy, AFLP primerkombindcionként pedig atlagosan 2,9 (23/8) polimorf
fragmentumot kaptunk. Nagy hasonlosdgot mutaté egyedek kozotti kiilonbségek
kimutatasara, ezért elsésorban az AFLP modszert, kisebb mértékben pedig az SSR technikéat
tartjuk alkalmasnak.

5.2.2. A kiilonbozo csoportok homogenitasanak megitélése a molekularis markerek alapjan
A RAPD, SSR, STS ¢és AFLP mddszerek koziil a tesztelt populaciok homogenitasara
utalo egyedi kiilonbségeket csak az AFLP ¢és SSR technikakkal talaltunk. Az AFLP
moddszerrel kapott csoportokon beliili kiilonbségek szama a kovetkezd volt: GK Gobé
(hagyomanyos fajta): 4, GK Gobé DH vonalai (egyszeres DH vonalak): 11, GK Délibab
(egyszeres DH vonal): 12 és GK D¢libab DH vonalai (kétszeres DH vonalak): 3. Ahogyan
az a felsorolasbdl kitlinik a GK Délibab egyedei kozott talaltuk a legtobb kiilonbséget (12
fragmentum). A polimorfizmust eredményez6 WMS186 SSR primerrel is csak ezen a
csoporton beliil taldltunk egyedi eltéréseket. Tiz buzaegyed koziil négyben ~130, egyben
~100 és otben pedig a ~130 és ~100 bp nagysagi fragmentum is felszaporodott. A GK
D¢élibab fajtat a Mini Mano, Mv12, Jubilejnaja 50, Sadovo Super buzafajtdk keresztezésével
kapott F, nemzedék haploid indukcidjaval allitottak eld 1985-ben (Pauk et al. 1995). Az
ebben a csoportban kapott nagyobb szamu kiilonbség adodhat a hosszi éveken keresztiil
folytatott fajtafenntartasbol, amely a fajta molekularis homogenitasdnak csokkenésében
mutatkozott. Ugyancsak nagyszamu kiilonbséget kaptunk a Gobé fajtabol eldallitott DH
utddvonalak (egyszeres DH vonalak) csoportjdban (11 fragmentum). Legnagyobb foku
homogenitast a GK D¢libab fajtabol eldallitott DH utédvonalakban (kétszeres DH vonalak)

kaptuk, ezek kozott mindossze 3 fragmentumban mutatkozott kiilonbség. A hagyomanyos
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nemesitéssel kapott GK Gobé fajta a molekularis kiilonbségek alapjan (4 fragmentum)
szintén homogénnek mondhat6.

A DH vonalak ¢és fajtak, valamint a hagyomanyos moédszerekkel eldallitott fajtdk a mar
tobb ¢éve folytatott szadntofoldi kisparcellas kisérletekben hasonlo teljesitménytinek és
alkalmazkodo képességilinek bizonyultak (Kertész et al. 1998). Szignifikans kiilonbségeket
citoloégiai vizsgalatokkal sem sikeriilt kimutatni (Mdazikné Tokei et al. 1999). Ezzel
ellentétben molekularis kiilonbségeket tapasztaltunk a fajtdk és a beldliik eldallitott DH
vonalak kozott és a DH vonalakon beliil is. A DH vonalak k6z6tti kiilonbségek elsdsorban a
portokban végbemend meiotikus rekombinacid kovetkezményei. Ezek feltehetden olyan
kiilonbségek a genomon belill, amelyek fenotipus szintjén nem, vagy csak ritkédn

manifesztalodnak.

5.3. Ivarhoz kapcsolt RAPD markerek azonositasa és vizsgalata egy- és kétlaki

kenderben

5.3.1. RAPD analizis

RAPD vizsgalathoz az ivar-meghatdrozas utan 1 egylaki és 5 kétlaki kenderfajta 4-7
egyedérdl gyijtottiink be levélmintakat. DNS-izoldlast kdvetden a fajtdkon beliil fenotipus
alapjan kialakitott n6 €s himivaru csoportositott mintdkat 21 RAPD primerrel teszteltiik (6.
tablazat), amelyekbdl kettd, az OPDO05 és UBC354 egy ~950 és egy ~150 bp nagysagu
himivarhoz kapcsolt fragmentumot eredményezett (13. dbra). Az ivari polimorfizmust ado
primereket ezutan 25 ndé és 27 himivaru kétlaki, valamint 4 egylaki novény egyedi DNS
mintdin teszteltiik. Az OPDO05 ¢s UBC354 primerrel kapott ivarhoz kapcsolt fragmentumok
minden himivara egyed RAPD mintazatdban megjelentek, a ndivaru és egylaki novényekkel
kapott mintazatokbdl pedig minden esetben hidnyoztak (14. dbra). Az UBC354 primer az
Uniko6 fajta néivart egyedeiben egy 170 bp koriili plusz fragmentumot is felszaporitott (14.
abra), amelyrdl azt feltételeztiik, hogy esetleg néivarhoz kapcsolt marker lehet.

A kender (C. sativa L., 2n = 20) ivari kromoszémakkal rendelkezé novényfaj (Yamada
1943). Sakamoto et al. (1998) aramlasos citométeres mérésekkel 47 Mbp kiilonbséget
mutatott ki a n6- és himivart kender genommérete kozott. Ez a kiilonbség a teljes genom

2,8 %-at teszi ki. A nagy méretbeli kiilonbséget Sakamoto et al. (1998) az Y kromoszéma
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méretével magyarazta, amely a kender kromoszomai koziil a legnagyobb. A kenderhez
hasonléan a mécsviragban (Silene latifolia, 2n =24) szintén nagy az ivari kromoszémak
kozotti  kiilonbség. A mécsvirdg Y kromoszomdja 40-50 %-kal nagyobb az X
kromoszémanal és a diploid genom 9 %-at teszi ki (Scutt et al. 1997, Matsunaga et al. 1994,
Ciupercescu et al. 1990). A kiilonbséget figyelembe véve és feltételezve, hogy a RAPD
primerek a genomidlis DNS-hez véletlenszertien kapcsolédnak, Zhang et al. (1997) szerint,
a RAPD fragmentumok 10 %-ka kellene, hogy Y kromoszéméhoz kapcsolt legyen. Ezzel
ellentétben, vizsgalataikban 44 primerrel kapott 220 RAPD fragmentumbol 12, azaz a
fragmentumok 5 %-a volt ivarhoz kapcsolt. Az ivari kromoszdéma méret/genommeéret arany
alapjan vart és a kisérlet soran kapott ivarhoz kapcsolt markerek szama kozotti kiilonbséget
Zhang et al. (1997) a primerek nem véletlenszerli kapcsolodasaval, az X és Y kromoszéma
kozotti homologiaval magyardzta. A kevesebb marker oka lehet az is, hogy az Y
kromoszoéma repetitiv szekvencidkban gazdag. A mécsviragtol eltéréen mas kétlaki
novényekben sokkal kisebb hatékonysdggal sikeriilt ivarhoz kapcsolt markereket
azonositani. Yiang és Sink (1997) 760 RAPD primert tesztelt Asparagus né- és himivara
pool-okat és csak két ivarhoz kapcsolt fragmentumot azonositott. Hormaza et al. (1994) 700
RAPD primerrel csak egy ilyen markert talalt pisztaciaban.

Vizsgalataink célja ivarhoz kapcsolt RAPD markerek azonositasa volt kétlaki és egylaki
kenderben. A mécsviraghoz hasonld szdmitasok alapjan kenderben elméletileg a RAPD
fragmentumok 2,8 %-ka kellene, hogy ivarhoz kapcsolt legyen, ha a genomon beliil
véletlenszerli ¢és egyenletes primer kapcsolddast feltételeziink. A tesztelt 21 primerbdl 2
eredményezett himivarhoz kapcsolt fragmentumot. A primerek dsszesen 160 fragmentumot
adtak, tehat a fragmentumok 1,25 %-a bizonyult ivarhoz kapcsoltnak. Ez az érték valamivel
kevesebb, mint az elméletileg varhatd kapcsolt markerek szamanak fele, mindenesetre
megegyezik a mécsvirdgban tapasztalt ardnyokkal (Zhang et al. 1998). Ha a primerek
szamat nézziik, akkor a primerek <10 %-a adott ivari polimorfizmust. Kenderben mas
kutatdcsoportok is hasonldan nagy hatasfokkal azonositottak ivari markereket. Sakamoto et
al. (1995) vizsgalataiban 15 primerbdl 2, Mandolino et al. (1998) kisérleteiben pedig 179
primerbdl 11 adott ilyen markert. Az, hogy minddssze 21 primer tesztelésével 2 ivarhoz

kapcsolt fragmentumot is talaltunk, taldn annak is koszonhetd, hogy vizsgélatainkat olyan
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RAPD primerekkel végeztilkk, amelyek mar mas novényekben ivari polimorfizmust
eredményeztek.

A RAPD primerek mas fajokba torténd alkalmazasarél, eddig még nem szamoltak be mas
tudomanyos eredményekben. Ennek oka valdszinlileg a modszer jellegébdl adodik és ez
elméletileg csak akkor lehetséges, ha a kiilonbozd szervezetekben taldlhatd szekvenciak
kell6 mértékii homologiat mutatnak. Ettdl eltekintve, kézenfekvOnek tiint, hogy a kapcsolt
markerek azonositasdra olyan oligonukleotid szekvencidkat hasznaljunk fel primerként,
amelyekkel esetleg nagyobb hatékonysaggal lehet ivari markereket azonositani. A tesztelt
21 primer koziil a mécsviragban (Zhang et al. 1998) himivarhoz kapcsolt fragmentumot
eredményezé OPDO0S5 primer, a himivara kender elkiilonitésében is sikeresnek bizonyult. Az
OPDO05 primer Mandolino et al. (1998) kender kisérleteiben is himivarhoz kapcsolt
fragmentumot adott, amelynek méretét ~900 bp —ban hataroztak meg. Vizsgalatainkban, az
ezzel a primerrel azonositott himivarhoz kapcsolt band méretét a bazissorrend alapjan
pontosan meghataroztuk. Feltehetden az 6 és a mi esetiinkben is ugyanarrol a szekvenciarol
van sz0, de az emlitett kutatocsoport ezzel a primerrel kapcsolatban tovabbi eredményekrol
nem szamolt be. Az UBC354 primerrel Alstrom-Rapaport et al. (1998) Salix viminalis-ban
ndivarhoz kapcsolt fragmentumot azonositott, de ennek a szekvencianak a bazissorrendje
sem ismert, igy 0sszehasonlitani sem tudjuk azzal a szekvencidval, amelyet mi kenderben az
UBC354 primerrel azonositottunk.

Az OPDO5 primer egy ~950, az UBC354 primer pedig egy ~150 bp nagysagu
fragmentumot amplifikalt a himivaru egyedek ¢és a beldliik kialakitott csoportok RAPD
mintazataiban. A ndivaru és egylaki kender csoportositott DNS mintdkbol és egyedekbdl
ezek a fragmentumok minden esetben hidnyoztak. Sakamoto et al. (1995) CBDA kender
torzs himivart egyedeinek RAPD vizsgalataval az No8 primerrel 500, az Nol1 primerrel
pedig 730 bp nagysagu himivarhoz kapcsolt fragmentumokat azonositott, amelyek minden
him egyed RAPD mint4dzatdban megjelentek, a néivaraakeébol pedig hidnyoztak. Mandolino
et al. (1988) 179 primerrel 11 himivarhoz kapcsolt RAPD fragmentumot kapott, amelyek a
vizsgalatainkhoz hasonléan egy esetben sem jelentek meg a ndivart €s egylaki egyedek
mintazataiban.

A tesztelt primereink kozott szerepelt az No8 és az Noll primer is, amelyekkel mi

tobbszori probalkozassal sem tudtuk felszaporitani az 500 és 730 bp fragmentumokat.
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Ennek oka feltehetéen az, hogy Sakamoto et al. (1995) csak egy kender genotipus (CBDA)
kiilonbozd 1vari egyedeit tesztelte és elképzelhetd, hogy az altaluk azonositott ivarhoz
kapcsolt fragmentumok csak a kérdéses torzs him egyedeiben szaporodnak fel. Polley et al.
(1997) Hellertauer Magnum () és 75/13/40 (&) komlovonalak keresztezésébdl szarmazo
utodok analizisekor (Bulk Segregant Analysis) 1000 primerrel 32 himivarhoz kapcsolt
fragmentumot kapott, amelyek koziil minddssze 3 volt alkalmas a himivart egyedek
elkiilonitésére mas genotipusokban is. Kenderben a RAPD modszeren kiviil az utdbbi
években AFLP-vel is sikeriilt ivarhoz kapcsolt markereket azonositani. Flachowsky et al.
(2000) 39 AFLP primerkombinaciét (HindIII/Msel) tesztelt két kender genotipus egyedein
¢s Osszesen 12 olyan fragmentumot kapott, amelyek mindkét valtozat him egyedeiben jelen

voltak. Az AFLP fragmentumok egyike sem volt néivarhoz kapcsolt.

5.3.2. Szekvencia-analizis és Southern vizsgalatok

Az OPDO05 ¢s UBC354 primerekkel himivarhoz kapcsolt RAPD fragmentumokat (~950
bp, ~150 bp) és az UBC354 primerrel az Unik6 fajtdban ndivara egyedeinek mintazataban
megjelend ~170 bp nagysagi fragmentumot gélbdl torténd izolalds utan klonoztuk, majd
szekvenaltuk és Southern hibridizacidban vizsgéltuk. A fragmentumokat digoxigenines
jelolés utdn PCR mintdzathoz hibridizaltattuk, hogy eldontsiik vajon a megfeleld
fragmentumot klonoztuk-e. Mindharom szekvencia erds hibridizacios jelet adott a megteleld
him- vagy ndivarhoz kapcsolt RAPD fragmentum magassagéban, de ezzel egyidejiileg
gyenge jel mutatkozott az ellenkezd ivart egyedek mintazataban is (19. dbra). Ebbdl arra
lehet kovetkeztetni, hogy az ivarhoz kapcsolt primerek a masik nemii egyedek DNS
mintaiban is felszaporitanak egy azonos nagysagli fragmentumot, amely azonban olyan kis
kopiaszdmban van jelen a RAPD mint4dzatban, hogy etidium bromidos festéssel nem lehet
detektdlni. Késdbb ezt a feltételezést a SCAR markerekkel végzett vizsgéalatok is
alatamasztottak. A szekvencidk pontos bazissorrendjének meghatirozasaval (21. abra) a
kovetkezd méretli fragmentumokat kaptuk: OPD05-961, UBC354—-151 és UBC354-172 bp.

A kenderben eddig azonositott himivarhoz kapcsolt szekvencidkat MADCI1 (Sakamoto et
al. 1995) ¢s MADC2 (Mandolino et al. 1999) névvel illették, amely a ’male-associated
DNA sequence” roviditésbdl szdrmazik. Ezt a terminoldgiat alkalmazva neveztiik el mi is a

két himivarhoz kapcsolt szekvenciat: OPDO05¢;=MADC3, UBC354,5,=MADC4. A
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szekvencidk adatbanki Osszehasonlitasakor szignifikans homologidt egy esetben sem
taldltunk mas nukleinsav szekvencidkkal. A legnagyobb mértékli hasonlosdgot (50-55 %)
kiilonb6zé nodvényekbdl szarmazd retrotranszpozonok mutattak. Ez az eredmény
megegyezik az eddig mas kutatécsoportok altal izolalt ivarhoz kapcsolt fragmentumok
szekvencia-analiziseinek eredményeivel. Kenderben az OPAOS primerrel izolalt MADC2
szekvencia (Mandolino et al. 1999) ugyancsak 50-60 %-os homologidt mutatott
retrotranszpozon-szeri  szekvencidkkal. A bazissorend birtokdban szadmitogépes
szekvencianalizist végeztiink. Mindharom szekvencia a 6 féle leolvaséasi keret szerint
tartalmazhat kisebb-nagyobb nyilt leolvasasi kereteket, amelyekrdl esetleg értelmes
fehérjeszintézis lehetséges (22. dbra). A MADC4 fragmentum az egyik leolvasasi keret
szerint 1 stop kodont tartalmaz, de maga a szekvencia rovid. A MADC3 szekvencia tobb
500-600 bp nagysagu nyitott leolvasasi keretet tartalmazhat.

A MADC3 ¢és MADC4 szekvencidkkal genomidlis Southern analizist végeztiink.
Véletlenszerlien kivalasztott him ¢és ndivari egyedek ©6ssz DNS mintdit harom féle
restrikcios enzimmel emésztettiik, majd gélelektroforézis €s blottolds utan a radioaktivan
jelolt MADC3 ¢és MADC4 szekvencidkkal hibridizaltattuk. A MADC3 szekvencia tobb
helyen hibridizalt a membranra felvitt emésztett genomidlis DNS mintédzattal — feltehetden
kozepes kopiaszamban ismétlddd szekvenciardl lehet szo6 — és nem mutatott kiilonbséget a
két ivar kozott. A MADC4 ezzel ellentétben csak kevés helyen hibridizalt és mindharom
enzimmel kiilonbségeket kaptunk a him- és néivard egyedek Southern mintdzataban (20.
abra). Genomidlis Southern analizissel eddig még csak spargaban (Reamon-Biittner et al.
1998) ¢és papayaban (Parasnis et al. 2000) mutattak ki kiillonbséget a két ivar kozott.
Kenderben Mandolino et al. (1998) nem, Sakamoto et al. (1995) (MADCI1) pedig csak
intenzitasbeli kiilonbséget mutatott ki Souhern analizissel a két ivar kozott. Ahhoz, hogy
teljes biztonsaggal megbizonyosodjunk arrol, hogy tényleg kiilonbség van a két ivar

hibridizacidés mintazataban, tobb egyed vizsgalata sziikséges.

5.3.3. SCAR markerek, F, vizsgalat
A MADC3, MADC4 ¢és UBC35445 szekvencidk bazissorrendjeik alapjan SCAR
primereket terveztiink, amelyek megbizhatobb detektalast tesznek lehetévé (Paran ¢és

Michelmore 1993). Ennek oka, hogy a RAPD dekamernél hosszabb szekvencia-specifikus
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SCAR primerekkel szigoribb reakciokoriillmények vélaszthatok. Kisérleteinkben az OPDOS5
¢s UBC354 primerek is ismételhetd reakciokat eredményeztek, de a komplikalt mintazatot
eredményez6 RAPD modszertdl a SCAR markerek egyszerlibb és gyorsabb kiértékelést
tesznek lehetévé. A SCAR;,3 és SCAR; g primerekkel a KFF fajta egyedi DNS mintait
teszteltilk €s a varakozasnak megfelelden hatékonynak bizonyultak a ndé ¢és himivaru
egyedek elkiilonitésében. A himivart egyedekben a SCAR;,; primerparral 323, a SCAR
primerparral pedig 119 bp nagysagt fragmentum amplifikélodott. A ndivara egyedek PCR
mintdzataiban is megjelentek ezek a sdvok, azonban joval kisebb volt az intenzitasuk. Ez
O0sszhangban volt a RAPD mintazatokkal végzett Southern analizissel, a MADC3 ¢és
MADC4 probak ugyanis a ndivari egyedekben is gyenge hibridizacios jelet adtak a
himivarhoz kapcsolt fragmentumok magassdgaban. A SCAR primerparokkal mindkét ivar
mintazatdban megjelent még egy 100 bp-nal kisebb fragmentum is, amely feltehetden
primer-dimer termék. A RAPD analizis alapjan az UBC354,45 SCAR primerrel egy 145 bp
nagysagu fragmentumot vartunk az Uniké fajta ndivart egyedeinek PCR mintazataban.
Ezzel ellentétben a 145 bp nagysdgi band a ndivari egyedekben nem amplifikéalodott,
viszont néhany himivara egyedben megjelent (24. abra). Tovabbi vizsgalatokat ezzel a
szekvenciaval nem folytattunk.

Ivar-specifikus SCAR markereket eddig tobb kétlaki novényfajban fejlesztettek ki (1.
tablazat). Kenderben eddig csak a MADC2 himivarhoz kapcsolt szekvenciara specifikus
SCAR399 marker (Mandolino et al. 1999) allt rendelkezésre. Kisérleteinkben 2 1) ivar-
specifikus SCAR markert terveztiink, amelyek az ivar gyors meghatarozasadban hatékonynak
bizonyultak. Parasnis et al. (2000) papayaban egy még nagyobb biztonsagot ad6 PCR
modszert dolgozott ki az ivar detektalasara. A PCR reakcioban a himivar-specifikus SCAR
markerek mellett, ivarra neutralis primerpart alkalmazott, amelynek terméke mindkét ivar
PCR mintazataban megjelent. Ezzel kizarhatova valt az a hibalehetoség, hogy a DNS
templat nem megfeleld0 mindsége miatt nem képz6dott ivar-specifikus fragmentum a
himivaru egyedekben.

A SCAR;;9 és SCARj;,; primerekkel késébb a Fleischmann (kétlaki §) x Fibrimon
(egylaki) keresztezésbdl kapott Fi-bél panmiktikus tton eléallitott F, nemzedékének 75
egyedét teszteltiik. A fenotipus alapjan meghatarozott ivararany a kovetkez6 volt: 41 @, 32

d és 2 egylaki, - ami megegyezik az ilyen keresztezéssel kaphaté elméleti ivararannyal: 45-
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55 % 2, 35-45 % & és néhany % egylaki (Bocsa, szobeli kozlés). A fenotipus és a harom
SCAR marker kozott 2 esetben talaltunk eltérést.

A RAPD ¢és SCAR vizsgalataink soran minden esetben kontrollként a himivarhoz
szorosan kapcsolt SCARj;¢) primerpart hasznaltuk, amelyet Mandolino et al. (1999) a
MADC2 ivari szekvencidra tervezett. Kisérleteinkben, egy esetben sem kaptunk
rekombinaciot a MADC2, MADC3 és MADC4 szekvenciak kozott sem a RAPD (OPDO05g;
¢s UBC354,5,) sem a SCAR (SCAR 9, SCAR3,3 és SCAR39g) primerekkel. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy ezek a szekvencidk a genomon beliil egymashoz szorosan kapcsoltan
helyezkednek el, vagy pedig olyan kromoszomarész tagjait képezik, amely nem
rekombinalodik.

A 75 F, egyed koziil két himivart egyedben a 3 SCAR marker egyike sem jelent meg.
Mandolino et al. (1999) néivari egyedeket talalt, amelyekben a himivarhoz kapcsolt
fragmentum megjelent. Ezt a jelenséget az ivari lokusz €és a marker kozotti rekombinéacioval
magyaraztadk. Mécsviragban az OPA-09 primer egy 810 bp nagysagi nd- és egy 590 bp
nagysagi himivarhoz kapcsolt fragmentumot amplifikalt (Di Stilio et al. 1998). A
kutatocsoport F, egyedek vizsgalatakor néhany olyan ndivara egyedet talalt, amelyek RAPD
mintazatabol hidnyzott a 810 bp fragmentum ¢és talalt olyan himivar egyedeket is, amelyek
mintdzata az 590 bp nagysdgu fragmantumon kiviil a 810 bp band-et is tartalmazta. Ezek az
eredmények alapjan Di Stilio et al. (1998) azt feltételezte, hogy az azonositott markerek az
X ¢és Y kromoszomdk PAR (pszeudoautoszomadlis) régiodiban helyezkednek el, mivel ezek
kromoszomarészek mentén lehetséges a meiotikus rekombinacid (Westergard 1958).

Feltételezziik, hogy az altalunk azonositott két himivarhoz kapcsolt szekvencia (MADC3
¢s MADC4) az Y kromoszomahoz kapcsolt. Erre az ad lehetdséget, hogy az X és Y
kromoszoma kozott nagy (2,8 %) méretbeli kiilonbség van, ill. az hogy ennek megfeleléen
viszonylag nagyszdmu markert azonositottunk (1,25 %). Feltételezésiinket az ivari lokusz és
a marker (137 ndvény fenotipusa €és a markeres meghatarozas 2 esetben tért el), valamint a 3
szekvencia (MADC2, MADC3 és MADC4) egymas kozotti (egy esetben sem volt eltérés)
szoros kapcsoltsdga is alatdmasztja. A RAPD mintazat és a MADC3 és MADC4
fragmentumokkal végzett Southern hibridizaci6 eredményeibdl, valamint a SCAR;i,
SCAR;,; és SCAR;q primerekkel végzett PCR analizisekbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy

ezek a szekvencidk esetleg nemcsak az Y kromoszoman fordulnak el6. Hasonlo
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eredményekre jutott Sakamoto et al. (1998) a MADCI1 (721) szekvencia vizsgalatakor,
amely sokkal er@sebb fragmentumot adott a himivart egyedek hibridizaciés mintazataban.
Ohmido ¢s Fukui (1996) a MADCI1 szekvenciat probaként hasznalta fel metafazisos
kromoszémak fluoreszcens in sifu hibridizacidjara (FISH) és az Y kromoszéma hosszi
karjanak végén kétszeres erdsségii hibridizacios jelet tapasztalt.

Kenderben az ivar-determindci® mechanizmusa még nincs tisztazva. Warmke ¢és
Davidson (1944) szerint az ivar-determindcidoban autoszomalis gének nem jatszanak
szerepet. Moham Ram és Sett (1985) a mécsvirdghoz hasonl6 aktiv Y kromoszomas ivar-
meghatarozast megkérddjelezi. Masok szerint az X kromoszoman himivart indukélé -Xm,
Masculizing — allélek talalhatok (Durand és Durand 1990). A vizsgélataink és mas kutatasi
eredmények alapjan elképzelhetdnek tartjuk, hogy a kétlaki kenderben a mécsviraghoz
hasonl6 aktiv Y kromoszomas rendszer hatarozza meg az ivart (erre engednek kovetkeztetni
a Flachowsky et al. 2000, Mandolino et al 1998, 1999, Ohmido és Fukui 1996, Sakamoto et
al. 1995, 1998 altal végzett molekularis és citologiai vizsgalatok eredményei), mig az
egylaki kenderben autoszomalis (Kohler 1961) vagy X kromoszoman lokalizalt himivart
indukal6 gének (Durand és Durand) jatszhatnak szerepet. Ez utdbbit tamasztja ald, hogy az
altalunk azonositott MADC3 ¢s MADC4, valamint a Mandolino et al (1999) altal
azonositott MADC2 himivarhoz kapcsolt szekvencidk az egylaki ndvényekben nem
amplifikalodtak.

A kérdés eldontése az eddigi kutatasi eredmények alapjan nem lehetséges. Az
aldbbiakban felsorolt néhany vizsgalat elvégzésével kozelebb jutnank a kérdés
megoldasahoz:

A MADC2, MADC3 és MADC4 fragmentumok in situ hibridizdcidja metafazisos kender
preparatumokkal tobbek kozott magyarazatot adhatna arra, hogy hol helyezkednek el ezek
az ivarhoz kapcsolt szekvencidk az egy- és kétlaki kender genomjéaban.

Tovabbi RAPD vagy AFLP vizsgalatokkal 1jabb ivarhoz kapcsolt markerek
azonosithatok, amelyek rekombindcidja az ivari ldkusszal, vagy az eddig azonositott

markerekkel plusz informéciot adhat az ivar-determinacid megértéséhez.
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OSSZEFOGLALAS

Magyarorszdgon allamilag elismert 19 nyar klont molekularisan jellemeztik RAPD és
AP-PCR modszerekkel. A 40 tesztelt primerbdl 35 eredményezett polimorf mintazatot. A
genetikai tavolsagok meghatarozasahoz 18 primer 162 fragmentumat értékeltilk. A savok
mérete 250 és 2500 bp kozott volt. A RAPD és AP-PCR adatok alapjan hasonlosagi
értekeket szadmitottunk, valamint klaszter ¢€s tobbdimenzids analizist végeztiink. A
kiszamitott genetikai tavolsagok Osszhangban voltak a klonok eredetével. Tizenkilenc
primer faj- vagy hibrid-specifikus mintadzatot eredményezett, amelyek koziil 1 primer a P.
euramericana klonokra, 10 pedig a VIF (P. alba) klonra specifikus fragmentumot adott. Az
UNA ¢és RAS (P. trichocarpa x P. deltoides), valamint KOR (P. pyramidialis x P. deltoides)
klénokra specifikus fragmentumot 4-4 primer esetében kaptunk. A RAPD és AP-PCR

modszerek sikeresen alkalmazhatok a nyar genotipusok elkiilonitésében.

Az androgenetikus eredetli doubled haploid (DH) vonalak nemesitési értékét a genetikai
stabilitasuk adja. Kisérleteinkben a GK Gobé (hagyomanyos nemesitéssel eldallitott fajta),
GK D¢élibab (androgenetikus eredetli fajta) fajtdkat, és a bel6likk eldallitott DH vonalakat
(egyszeres ¢és kétszeres DH vonalak) hasonlitottuk 6ssze PCR-alapi moddszerekkel. A
csopotokon beliil véletlenszeriien kivalasztott egyedekbdl nagy molekulatomegli DNS-t
izolaltunk, majd RAPD, SSR, STS és AFLP analizist végeztiink. Kisérleteink célja a
klasszikus és haploid nemesitéssel eldallitott fajtdk és vonalak homogenitasdnak vizsgalata
volt ill. az, hogy megéllapitsuk, hogy melyik markerezési technika a legalkalmasabb erre a
célra. Harminc tesztelt RAPD primerbdl 6 eredményezett polimorfizmust a két alapfajta
(GK Gobé és GK Deélibab) kozott, de a csoportokon beliil egyedi kiilonbségeket nem
kaptunk. A 15 SSR és STS primerek kozil, amelyek a bluzagenom 15 16kuszat
reprezentaltak, 8 adott kiillonbséget a két fajta kozott. A GK Délibab (haploid nemesitéssel
eldallitott) fajta csoportjan beliil egyedi kiilonbségeket a WMS186 primerrel kaptunk. A
nyolc AFLP primer kombinaciobol 7 polimorfizmust eredményezd primerkombinaciod
Osszesen 81 polimorf fragmentumot adott. Egy-egy AFLP primerkombinacioval 100-150
fragmentum szaporodott fel. Egyedi kiilonbség 23 fragmentumban mutatkozott. Az AFLP

markerek koziil 9 alkalmas volt a Gobé fajta, valamint a beldle szarmazo6 DH csoport
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elkiilonitésére. A legkevesebb egyedi kiilonbséget a GK Délibab DH (kétszeres DH
vonalak) csoportjan beliil kaptuk. A szant6foldi tesztek alapjdn a hagyomanyos és DH
eredetli fajtdk és vonalak agrondmiai tulajdonsagokban kiegyenlitettek voltak, molekularis
szinten viszont kiilonbségeket tudtuk kimutatni. Ezek feltehetden olyan kiilonbségek a

genomon beliil, amelyek fenotipus szintjén nem manifesztalodnak.

Kisérleteinkben ivari markerek azonositasat tliztiik ki célul kenderben. Huszonegy olyan
RAPD primert teszteltiink kétlaki kenderfajtdkban, amelyek mar mas ndvényekben ivari
polimorfizmust adtak. A primerek koziil 2 (OPDO5 és UBC354) két himivarhoz kapcsolt
markert eredményezett. A két fragmentumot klonoztuk és szekvenaltuk. Southern
analizisben az OPDO05¢4; szekvencia nem, az UBC354 5, viszont kiilonbségeket adott a no-
¢s himivaru egyed hibridizaciés mintdzatdban. A két himivarhoz kapcsolt szekvencia mas
adatbanki szekvencidkkal szignifikdns homoldgiat nem mutatott. A bazissorrend
meghatarozdsa utdn SCAR primereket (SCARj;,; és SCAR; ) terveztiink, amelyek
alkalmasak voltak a himivard egyedek -elkiilonitésére. A SCAR markereket 75 F,
egyedekben teszteltiikk. Mindkét marker szoros kapcsoltsagot mutatott az ivarral, mindossze
két himivara egyed PCR mintdzatdban nem jelentek meg a himivarhoz kapcsolt markerek.
Az F, nemzedék vizsgélata alapjan feltételezziik, hogy a markerek az Y kromoszomahoz

kapcsoltak.
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SUMMARY

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) and AP-PCR (Arbitrarily primed PCR)
procedure was used to establish genetic diversity of 19 Populus clones. A set of 40 primers
of random sequence was tested, from which 35 showed polymorphism. 18 primers
generated 162 easily detectable bands between 250 to 2500 base pairs in size, sufficient to
distinguish between the genotypes. Similarity measures, cluster and multidimensional
scaling analysis were made to evaluate RAPD and AP-PCR data. Statistical analysis
demonstrated that in most instances similarity in RAPD and AP-PCR banding patterns
reflected the relationship due to origin. Nineteen primers gave species or hybrid specific
pattern. One primer generated specific pattern in P. euramericana. Ten primers produced
specific fragments in VIF (P. alba), 4 primers in KOR (P. pyramidialis x P. berolinensis)
and 4 primers in UNA and RAS (P. trichocarpa x P. deltoides). The results of this study
showed that RAPD or AP-PCR can be used to distinguish between poplar genotypes.

Genetic stability of doubled haploid (DH) lines of androgenetic origin is the prerequisite
of their breeding value. In our investigations GK Gobé: a traditional cultivar, GK D¢libab: a
cultivar of doubled haploid origin, various DH lines of GK Gobé (first cycle DH lines) and
DH lines of GK Délibab (second cycle DH lines) were compared with PCR-based
molecular techniques. High molecular weight DNA was isolated from randomly selected
individuals of these groups and analysed by RAPD, SSR, STS and AFLP methods. The
objective of analyses was to determine the existence or magnitude of difference between
cultivars produced by classical and haploid methods (populations are represented by the
individuals of each group), and to find which marker system would be most suitable to
investigate the homogeneity of DH populations. From the 30 RAPD primers tested, only 6
differentiated the two cultivars (GK Gobé and Délibab). Individual polymorphism could not
be observed. There were 8 fragments generated on 15 loci with 12 SSR and STS primers,
which were suitable to differentiate the two cultivars. Individual polymorphisms could be
detected between the cultivar GK Délibab (cultivar of doubled haploid origin) with primer
WMS186. In the AFLP analyses, 7 of 8 primer combinations were suitable to show
differences, resulting in an average of 100-150 fragments. Eighty-one polymorphic
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fragments were obtained with these 7 primer combinations. Twenty-three of the 81
polymorphic (bands) markers could detect individual differences. Nine of them were
suitable to separate cultivar GK Gobé and its DH group. Based on AFLP fragments, the
fewest individual polymorphisms were obtained within the DH group of GK D¢libab
(second cycle DH lines). Differences, which are detectable at molecular level, but not
morphologically can touch DNA regions, which do manifest at the level of phenotype, that
is they do not cause changes in agronomic characters. This can be the reason that traditional

cultivars and their DH derivatives do not show significant differences in field tests.

Twenty-one decamer RAPD primers producing sex-specific markers in different plant
species were tested on some dioecious hemp cultivars. Two of them (OPDO05 and UBC354)
generated male-specific markers. These two DNA fragments were isolated, cloned and
sequenced. While the OPD0544; sequence gave no differences in Southern analysis of the
randomly chosen female and male genomic DNA, the UBC354,5; probe resulted in
differences in hybridisation signals. Both markers are unique, because there is no sequence
with significant homology to OPDO05¢s; and UBC354,5; markers in sequence databases.
Male-specific RAPDs were converted to SCARs. These SCAR markers (SCAR3y; and
SCAR,9) were efficient in identification of all male plants and were able to amplify a single
DNA band in both cases. SCAR markers were used to analyse randomly chosen F, plants.
The SCAR markers correlated to the sex of the segregating population, except 2 male plants
where these markers were missing. Results of plant analysis of F, population suggest these

markers are to be linked to the Y chromosome.
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L b A 19 nviir genotipus UBC254 (A), OPDOS (B), OPI09 (C), OPADZ (D) és OPADE (E)
primerckke] kapoit BAPD mintdentai, A frepgmentumoknd cluster analizishe vontuk. M = 1K bp
n'.|'-|f'n..u.'u,1|'||n|:'|; marker (Fermentas): 1031, G00, 8O0, 700, G060, S00, 400, 300, 200, 100, BD hp
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II. abra: A GK Gobé (Al-A6), a GK Gobé DH vonalai (B1-B10), a GK Délibab (C1-C10) és a
GE Délibab DH (D1-D10) vonalainak mintazata a WMS261, WMES174, WhMS410 és F1/RI1 (y-
gliadin pszeudogén) mikroszatellit primerekkel. Az eltérd alléleket a két alapfajtaban nyilak jelzik.
M = 100 bp molekulatimeg marker (Fermentas).
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III. dbra: A GK Gobé (A1-A6), a GK Gobé DH vonalai (B1-B10), a GK Délibab (C1-C10) és ¢
GK Delibab DH (D1-D10) vonalainak mintdzata az E44/M55 AFLP primerkombinacioval. Az
egvedi killonbségeket s0tét, a fajlaspecifikus killonbségeket pedig feheér nyilak jelzik.
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V. abra. A GK Gobé (A1-A6), a GK Gabé DH vonalai (B1-B10), a GK Délibab (C1-C10) és a

GK Délibab DH (D1-D10) vonalainak mintazata az E33/M40 AFLP primerkombinaciéval. Az
egyedi killonbségeket sbiét, a fajtaspecifikus killonbségeket pedig fehér nyilak jelzik.
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V. dbra. A GK Gobé (A1-A6), a GK Gobé DH vonalai (B1-B10), a GK Délibab (C1-C10) ésa
GK Délibab DH (D1-D10) vonalainak mintizata az E44/M55 AFLP primerkombindcioval. Az
egvedi kiilldnbségeket sbtét, a fajtaspecifikus kiilonbségeket pedig fehér nyilak jelzik.
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I. tabldzat: A bizamintak (4 x 18 vagy 6, 10, 10, 10 bizaminta) vizsgalatinal felhasznalt primerek
és a velilk kapott polimorfizmusok szdma.

[ Midszer

Egyedi killonbséget add fragmentumok szima

GK Gobé

GK Delibab

GK Deélibab

NO1I

18,18.18.18

OPABR

18,18, 18,18

OPXI1

6,10,10,10

OPAL6

6.10,10,10

SSRésSTS

WMS3

18, 18,18, 18

WMS55

6.10.10,10

WMS174

6,10, 10,10

WMS186

6,10,10,10

WM10

6,10, 10,10

GIFIRI

18,18, 18,18

GhF2R2

6,10, 10,10

3P4

6,10,10. 10

E33/M40

6, 10,10, 10

E35/M357

6, 10,10, 10

E38/M47

610,10, 10

m-h.a—l-rp—-n—-”—_n_n-—-o.—-.—-.u

E38/M60

6,10,10,10

—_—
=

E39/M34

6,10,10.10

—
=

P | | e | B | L

E44/M44

6,10,10,10

=]

E44/M55

6,10.10,10

=
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Fletsc lananm OPDas Thorszallasi OpDns

M 35 36 37 38 30 40 41 42

— 100

Flaschmann Tiborszallas

M35 36 37 38 30 40 41 42 4 44 4546 47 48 499 51

500

Fleisc lunarm Tiborszallas SCAR30

V1. abra. Himivar-specifikus markerek egyedi ndvénymintikban. A Fleischmann fajta no— (33-
39) és him— (40-43), valamint a Tiborszallasi né— (44-48) és himegyedeinek (49-53) mintazata az
OPDO5 (A, D) és UBC354 (B. E) RAPD és SCARau (C, F) szekvenciaspecifikus primerekkel. Az

ivarspecifikus fragmentumokat a nyilak jelzik. M = 100 bp molekulatémeg marker (Fermentas).
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