Kilonb0z0 nyar, buza és kender genotipusok
molekularis (RAPD, SSR, AFLP és SCAR)
jellemzése.

Doktori értekezés tézisei

Torjék Otté

Godollo
2001.



Doktori iskola:

Vezetije:

Tudomanyaga:

Program:

Programvezeto:

Témavezeto:

Novénytudomanyi Doktori Iskola

Dr. Viranyi Ferenc
egyetemi tanar, az MTA doktora
SZIE, Novényveédelem Tanszék

Novénytermesztési €s kertészeti tudomanyok
Noveénynemesités Genetikai €s Biotechnologiai Modszerekkel

Dr. Heszky Laszl6
tanszékvezetd egyetemi tanar, az MTA levelezd tagja
SZIE, Genetika és Novénynemesités Tanszék

Dr. Kiss Erzsébet
egyetemi tanar, a mezégazdasagtudomany kandidatusa
SZIE, Genetika és Novénynemesités Tanszék

Dr. Heszky Laszl6 Dr. Kiss Erzsébet
programvezeto témavezeto



1. A munka elézményei, a Kitiizott célok

A termesztett novények genetikai variabilitdsdnak ndvelésére iranyuld genetikai
kutatasok évtizedeken keresztiil a fenotipus megfigyelésén és elemzésén alapultak. A
fenotipus-genotipus  kdlcsonhatas  vizsgalatan  alapuld  szelekcid hatékonyséagat
nagymértékben befolyasolja a kornyezet, a kvantitativ tulajdonsagok poligénes
oroklésmenete, a teljes vagy részleges dominancia viszonyok, amelyek a génexpressziot
modositjdk €és a genetikai analizist megnehezitik. Ezzel magyardzhatd, hogy a DNS
elemzésen alapuld genetikai markerek egyre nagyobb jelentdségre tesznek szert a ma és a
jové novénynemesitésében. A PCR-en alapulé modszerek a nukleotid szekvenciaban
tapasztalhatd kiilonbségek, azaz az allélpolimorfizmusok kimutatisara alkalmas
technologiat kindlnak.

Az értekezésben harom kiillonb6zé ndvényfaj molekuléris vizsgalatarol szamolok be. A
kisérletek soran alkalmazott médszerek hasonloak voltak, a célkitiizések azonban eltértek,

ezért az egyes témakat kiilon alfejezetekben targyalom.

1.1. Allamilag elismert nyar klonok molekularis analizise.

Hazéankban az 0sszes erddstiltségben 9,5 %-os teriiletaranyt képviseld nyariiltetvények
az éves fakitermelés egy 6todét szolgaltatjak. A keresztezéses nyarfanemesités rendkiviil
hosszl 1d6t igényel, egy-egy 1) hibrid eldallitasa tobb évtizedig is eltarthat. Heterdzishatés
a beltenyésztett és egymassal nem kozeli rokon genotipusok keresztezésével érhet6 el. A
megfeleld sziildi partnerek kivéalasztadsa ezért rendkiviil fontos feladat, amelyhez plusz
informacidt adhatnak a nyarfajok ¢és hibridek klonjaiban végzett molekularis vizsgalatok.

Vizsgélataink célja ezért a Magyarorszagon allamilag elismert nyar (Populus sp.)
klonok kozotti genteikai tavolsagok becslése €s a nyarfajok valamint hibridek klonjainak

megkiilonboztetésére alkalmas RAPD ¢és AP-PCR markerek azonositasa volt.

1.2. Hagyomanyos és DH buzafajtak dsszehasonlité molekularis elemzése

Az androgenetikus eredetli doubled haploid (DH) vonalak nemesitési értékét a
genetikai stabilitdisuk adja. A DH vonalak és fajtdk, valamint a hagyomanyos
modszerekkel eldallitott fajtdk a tobb éve folytatott szant6foldi kisparcellas kisérletekben
hasonlo teljesitménylinek ¢és alkalmazkod6 képességlinek bizonyultak. Szignifikans

kiilonbségeket citologiai vizsgalatokkal sem sikertilt kimutatni.



A GK Gobé (hagyomanyos nemesitéssel eldallitott) és GK Délibab (androgenetikus
eredetll) fajtak, valamint a beldliik eldallitott DH vonalak véletlenszerlien kivalasztott
egyedeinek molekuléaris polimorfizmusait RAPD, SSR, STS ¢és AFLP technikdkkal
vizsgéltuk és hasonlitottuk Ossze abbodl a célbol, hogy adatokat kaphassunk az egyes

csoportok homogenitdsanak molekularis hatterérol.

1.3. Ivarspecifikus molekularis markerek azonositasa és vizsgalata kenderben

A novények ivarat az ivari dimorfizmus hidnya miatt, fenotipus alapjan a legtobb
kétlaki novényfajban virdgzas el6tt nem lehet megallapitani. Ezekhez a novényfajokhoz
tartozik a kétlaki kender is, amelyben az ivardeterminaci®6 mechanizmusa még nincs
tisztazva.

Kisérleteinkben ivarhoz kapcsolt molekuldris markerek azonositasat tliztiikk ki célul.
Megfelel6 markerek segitségével ugyanis lehetdvé valhat a korai ivar-meghatdrozas,
amely a markerre alapozott szelekcioban haszndlhato, tovabba plusz informaciot

jelenthetnek az ivardetermindcié mechanizmusanak tanulméanyozéséaban is.

2. Anyag és modszer

A molekularis 0sszehasonlitd vizsgéalatokat ¢és a kapcsolt molekularis markerek
azonositasat a nukleotid szekvencidkban tapasztalhatdé polimorfizmusok teszik lehetdveé.
A nyarban, buzdban ¢és kenderben végzett vizsgalatok sordn a polimorfizmusok
azonositasara a PCR-alapi mddszerek koziil a RAPD, AP-PCR, SSR, STS és AFLP
technikakat alkalmaztuk.

Nyéarban a Magyarorszagon allamilag elismert nyar klonok kozotti genetikai tdvolsdgok
becslésére, a domindans markerek esetében gyakran alkalmazott Jaccard indexet és a
Simple Matching egyezési koefficienseket valamint az MDS analizist hasznaltuk az
adatok kiértékeléséhez.

Kenderben a himivarhoz kapcsolt markerek szekvenciéi alapjan az ivar azonositasara

alkalmas SCAR primereket terveztiink.



3. Eredmények
3.1. Allamilag elismert nyar klénok molekuléris polimorfizmusa

Tizenkilenc Magyarorszdgon allamilag elismert nyar klon DNS-mintdit 6sszesen 40
mintdzatot eredményezd primerrel vizsgaltuk, amelyek koziil 35 adott polimorfizmust a
klonok kozott. Tizennyolc primer 162 jol értékelhetd fragmentuma alapjan klaszter
analizist végeztliink. A fragmentumok megléte és hidnya alapjan kapott binaris adatokbol
a klonok kozotti genetikai tadvolsagok becsléséhez a Jaccard indexet €s a Simple Matching
egyezési koefficienst hasznaltuk. A hasonlésagi koefficiensek értéke 0,350 és 0,832
kozott volt. A kalszter analizissel 4 f6 csoport kiiloniilt el, amely egyben megegyezett
azzal, hogy a klonok melyik fajhoz vagy hibridhez tartoztak. 4 P. euramericana
csoporton beliil tovabbi alcsoportok voltak -elkiilonithetok. Az eredmények jobb
szemléltetése céljabol MDS analizist végeztiink, amelyek a dendrogramtdl eltéréen a
genetikai tdvolsdgokat nem egy sikban, hanem 2 vagy 3 dimenzidban abrazoljak.

A 35 polimorfizmust adé primerbdl 19 faj- vagy hibridspecifikus mintdzatot
eredményezett. Az OPXI18 primerrel egy a P. euramericana kldénokra specifikus
fragmentumot sikeriilt felszaporitanunk. Tiz primer eredményezett olyan fragmentumot
(fragmentumokat), amelyek csak a VIF (P. alba) klon mintdzatdban voltak jelen. Az UNA
¢s RAS (P. trichocarpa x P. deltoides), valamint KOR (P. pyramidialis x P. deltoides)

klénokra specifikus fragmentumot tovabbi 4-4 primer adott.

3.2. Buzafajtak és DH szarmazékaik RAPD, SSR, STS és AFLP analizise

RAPD analizis: A RAPD elemzések sordn elsd 1épésben olyan primereket kerestiink,
amelyekkel a két alapfajta (GK Gobé és GK Délibab) elkiilonithetd egymastol. A vizsgalt
30 RAPD primerbdl 6 (AB09, NO11, OPHI11, OPA16, OPQ14, OPX11) tette lehet6vé a
két alapfajta megkiilonboztetését. A teljes mintaszamot az OPAB09, OPX11, OPA16 és
NO11 primerekkel vizsgéaltuk Egyedi kiilonbségeket a fajtak és a beldliik eldallitott DH
vonalak csoportjain beliil nem kaptunk. SSR és STS analizis: A tesztelt 12 SSR és STS
primerpar koziil 7 eredményezett kiilonbségeket a GK Gobé és GK Délibab fajtak és azok
DH vonalai kézott. Egyedi kiilonbségeket egyediill a WMS186 mikroszatellit primerrel
kaptunk a GK D¢libab fajta csoporton beliil. AFLP analizis: 8 primer kombinacidébol 7
volt alkalmas kiilonbségek kimutatasara. A 7 primerkombinacioval 6sszesen 81 polimorf

fragmentumot kaptunk. A szelektiv AFLP primerparra jutd polimorf sdvok szdma 4 és 20



kozott volt. Osszesen 47 olyan markert talaltunk, amelyek csak az egyik vagy a masik
alapfajta (GK Gobé, DK D¢libab) minden egyedében voltak jelen. A GK Gobé ¢és a GK
Gob¢ DH csoport egyedei kozott 9 fragmentumban volt kiilonbség. 23 fragmentum a
csoportokon beliili egyedi kiillonbségek azonositasat tette lehetévé. Az egyes csoportokon
beliil a polimorf sdvok szdma a kovetkezd volt: GK Gobé (hagyomanyos fajta): 4, GK
Gobé DH vonal: 11, GK Délibab (DH fajta): 12, GK Délibab DH vonal: 3.

3.3. Ivari markerek azonositasa és vizsgalata kenderben

Harom kenderfajta ivar szerint csoportositott mintdiban 21 RAPD primerrel torténd
vizsgalat soran két himivarhoz kapcsolt RAPD markert azonositottunk. A két marker az
egyedi mintdk analizisekor is konzekvensen jelentkezett minden himivaru egyed PCR
mintdzataban €s hianyzott a ndivarua és egylaki kender egyedekébdl.

Az ivarhoz kapcsolt fragmentumokkal klonozés utan Southern analizist végeztiink. Az
OPDOS5 primerrel azonositott marker nem eredményezett kiilonbségeket a két ivar
Southern mintazatadban. Ezzel ellentétben viszont az UBC354 primerrel azonositott
himivarhoz kapcsolt fragmentum kiilonbségeket adott a két ivar hibridizacios
mintazataban.

Szekvenalast kovetdéen az OPDOS5S primerrel kapott 961 bp fragmentumra 323 bp
nagysagu, az UBC354 primerrel azonositott 151 bp nagysagu szekvenciara pedig 119 bp
fragmentumot felszaporitd szekveciaspecifikus SCAR primereket terveztiink. A két
SCAR marker, valamint egy olasz kutatécsoport altal tervezett himivarhoz kapcsolt
SCAR marker hasadasi viszonyait F, nemzedékben vizsgéltuk. Két egyed kivételével
minden esetben egyértelmii volt a kapcsolat a ndvények ivara €s a himivarhoz kapcsolt
markerek kozott. A 3 marker k6zott viszont egy esetben sem tapasztaltunk rekombinaciot.

A szekvencidk adatbanki analizisekor 50-55 %-0s homoldgiat talaltunk mas ndvényi

eredetli retrotranszpozonszerl szekvenciakkal.

3.4. Uj tudomanyos eredmények

Hazai nyér klonok molekuléaris elemzése

1. Hazénkban éllamilag 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 megbecsiiltiik a koztiik levo genetikai tavolsagot.



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 és hibridek molekularis azonositasat.

Hagyomanyos és DH buzafajték dsszehasonlitd molekularis elemzése

3. A RAPD, SSR, STS és AFLP analizissel bizonyitottuk, hogy a hagyomanyos
nemesitéssel, illetve DH modszerrel eldallitott fajtak kozott nincs szignifikans
kiilonbség a molekuldris polimorfizmus mértékében. Ebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a hagyomanyos és DH fajtdk genetikai homogenitdsanak mértéke kozel
azonosnak tekinthetd.

4. Az AFLP és SSR vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy az agrondmiai, teljesitmény,
alkalmazkodoképesség ¢és citologiai eredmények alapjan homogén fajtak és DH
utédvonalak egyedei kozott molekuldris kiilonbségek kimutathatdéak, de ezek
mértékében a csoportok kozott szignifikans differencia nincs.

5. A 3. és 4. pontban kozdlt eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a hagyomanyos és
DH fajtdk teljesitményében ¢és alkalmazkodoképességében azért nincs érdemi
kiilonbség, mert az izolaltan felszaporitott és fenntartott hagyomdnyos fajtak
legalabb annyira homozigotaknak tekinthetk, mint az egyszeres vagy kétszeres DH
populéciok.

6. Bizonyitottuk, hogy a nagy hasonlosagot mutatdé DH vonalak és egyedeik molekularis
Osszehasonlitd vizsgalatara elsOsorban az AFLP ¢és kisebb mértékben az SSR
modszer alkalmas.

| var specifikus molekuléris markerek azonositasa és vizsgalata kenderben

7. RAPD moddszerrel két himivarhoz szorosan kapcsolt — nemzetkozileg is 1) -
fragmentumot (OPDO05¢s; €s UBCj;s4) azonositottunk kiilonboz6 kétlaki kender
fajtakban. Bizonyitottuk, hogy ezek a markerek az egylaki kenderben (Fibrimon
fajtaban) nem mutathatok ki.

8. A két 1) markert klonoztuk és szekvenaltuk. A szekvencidknak az eddig alkalmazott
terminologia alapjan a MADC3 (OPD05ys;) €¢s MADC4 (UBC354,5,) nevet adtuk. A
két 1) szekvencia 50-55 %-os homoldgiat mutatott kiilonb6zé ndvényi eredetii

retrotranszpozon-szeri szekvenciakkal.



9. A két 1j markerre szekvenciaspecifikus primereket terveztiink (SCAR;,; és SCAR o)
¢és bizonyitottuk, hogy ezek hatékonyan alkalmazhatok a kender novények ivaranak
meghatarozésara a tenyészidotol fiiggetleniil.

10. Hasadé F, populacié molekuldris vizsgalataval bizonyitottuk, hogy a kontrollként
felhasznalt SCARj39, ¢€és az éaltalunk izolalt két himivarhoz kapcsolt
szekvenciaspecifikus marker (SCAR;,3 €s SCAR9) szorosan kapcsoltak egymassal
¢s az ivarral. Eredményeink alapjan valosziniisithetd, hogy a MADC3 és MADC4

szekvencidk a kender Y kromoszomajan talalhatok.

4. Kovetkeztetések és javaslatok
4.1. Nyar genotipusok RAPD és AP-PCR analizise

A DNS-uyjjlenyomatot eredményezé modszerek lehetdvé teszik a populaciok kozotti és
populaciokon beliili variabilitds mértékének a becslését. A kiértékelés hasonldsagi
koefficiens alapjan torténik. A RAPD és AP-PCR mintazatok kiértékelésénél elsdsorban a
Jaccard index javasolt, mert a RAPD ¢és AP-PCR moddszer dominans markereket
eredményez €s ez az index nagyobb mértékben veszi figyelembe a domindns markereket,
mint mas hasonldsagi koefficiensek. A SM koefficiens a Jaccard indextdl abban tér el,
hogy az a paronkénti Osszehasonlitdsok soran azokat a fragmentumokat is figyelembe
veszi, amelyek mindkét genotipusbol vagy populécidobol hidnyoznak.

Vizsgalatainkban 19 Magyarorszagon éallamilag elismert nydr genotipus vizsgalatat
végeztik el - 40 mintazatot eredményezd - primerrel (36 RAPD ¢és 4 AP-PCR). A
polimorfizmust eredményezd primerek koziil 18 mintdzatat értékeltiik. A RAPD és AP-
PCR fragmentumok alapjan a 19 nyar genotipus koziil a VIF klon mutatta a legkisebb
hasonlosagot (0,350-0,460) a tobbi nyar klonnal. Ezzel szemben a legnagyobb
hasonlosagot (0,832) az 115 és a TRI klonok kozott kaptuk. Ez a nagyfoku hasonldsag
valdszintileg az 115 és a TRI klonok kozotti kozeli rokoni kapcsolatnak kdszonhetd, a
triploid TRI klon eléallitasanal ugyanis az 115 klont hasznaltak fel pollen donorként, a
masik sziild vonal pedig a tetraploid 438p klon volt, amelyet 115 klon eredetli apikalis
merisztéma kolhicines kezelésével allitottak eld.

A szamitogépes analizissel kapott dendrogramon 4 f6 klaszter kiiloniilt el, amelyek a
kovetkezd nyar klonok tartoztak: 1) VIF (P. alba); 2) UNA (P. trichocarpa x P. deltoides)
¢s RAS (P. trichocarpa x P. deltoides); 3) KOR (P. pyramidialis x P. berolinensis); 4) a



tobbi klon (P. euramericana). A 4. csoporton beliil tovabbi alcsoportokat lehetett
megkiilonboztetni. Egy-egy alcsoportba tartoztak pl. a ROB, SUD, PAN, 121, H32, BL,
145 és AGA, az 115, TRI és 127, valamint a KOP és KOL klénok. A BDA és PAR
genotipusok kiilonalltak és a 4. csoporton beliil egy alcsoporthoz sem tartoztak. A
dendrogramokon kiviil, a klénok kozotti genetikai tavolsag jobb szemléltetése céljabol a
bindris adattabldzat alapjan MDS analizist végeztiink. A kétdimenziés MDS abran az
Osszes klon egymdshoz viszonyitott genetikai tdvolsdga jobban becsiilhetd, mint a
dendrogramon, amelyen a klonok egy sikban helyezkednek el.

Kisérleteink bizonyitjdk, hogy a RAPD ¢és AP-PCR moédszerek sikeresen
alkalmazhaték Populus sp. klonok kozotti genetikai tavolsagok meghatarozésara,
Osszhangban a nemzetkdzi eredményekkel.

A 35 polimorfizmust addé primerb6l 19 faj- vagy hibrid-specifikus mintazatot
eredményezett. Az OPXI18 primerrel egy a P. euramericana kldnokra specifikus
fragmentumot (~550 bp) sikeriilt felszaporitanunk. 10 primer eredményezett olyan
fragmentumot (fragmentumokat), amelyek csak a VIF (P. alba) klénban voltak jelen. Az
UNA ¢és RAS (P. trichocarpa x P. deltoides), valamint KOR (P. pyramidialis x P.

deltoides) klonokra specifikus fragmentumot 4-4 primer adott.

4.2. Buzafajtak és dihaploid szarmazékaik homogenitasanak vizsgalata molekularis
modszerekkel

Kisérleteinkben a GK Gob¢é (hagyomanyos nemesitéssel eldallitott), GK Délibab
(androgenetikus eredetli) fajtak, és a beldliik eldallitott DH vonalak véletlenszeriien
kivalasztott egyedeit hasonlitottuk 0Ossze PCR-alapi moddszerekkel. Vizsgalataink
eredményei alapjan, a felhaszndlt markerezési technikdk kozil a fajtak kozott
kiilonbségek kimutatasara a RAPD, SSR, STS ¢és AFLP technikak is alkalmasnak
bizonyultak. A legtobb polimorf fragmentumot azonban az SSR és AFLP mddszerekkel
kaptuk. Ezek az eredmények megegyeznek a nemzetkozi tapasztalatokkal. Fajtan beliil és
a még nagyobb homogenitast mutat6 DH utdédvonalak populacidiban a RAPD ¢és STS
mobdszerekkel kiillonbségeket nem tudtunk detektdlni. A tesztelt SSR primerekkel egy,
AFLP primerkombinacionként pedig atlagosan 2,9 (23/8) polimorf fragmentumot
kaptunk. Nagy hasonlosagot mutatdé egyedek kozotti kiilonbségek kimutatasara, ezért



elsésorban az AFLP moddszert, kisebb mértékben pedig az SSR technikat tartjuk
alkalmasnak.

Az AFLP modszerrel kapott csoportokon beliili kiillonbségek szdma a kovetkezd volt:
GK Gobé (hagyomanyos fajta): 4, GK Gobé DH vonal: 11, GK Délibab (androgenetikus
fajta): 12 és GK D¢élibab DH vonal: 3. Ahogyan az a felsorolasbol kitlinik a GK Délibab
egyedei kozott taldltuk 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 Stben pedig a ~130 és
~100 bp nagysaghi fragmentum is felszaporodott. Ugyancsak nagyszdmu kiilonbséget
kaptunk a Gobé fajtabol eldallitott DH utdédvonal egyedei kozott (11 fragmentum).
Legnagyobb fokti homogenitast a GK Délibab fajtabol eldallitott DH utodvonalon beliil
kaptuk, ennek a csoportnak az egyedei kozott minddssze 3 fragmentumban mutatkozott
kiilonbség. A hagyomanyos nemesitéssel kapott GK Gobé fajta a molekularis
kiilonbségek alapjan (4 fragmentum) szintén homogénnek mondhato.

A DH vonalak és fajtak, valamint a hagyomanyos modszerekkel eléallitott fajtak a mar
tobb éve folytatott szantofoldi kisparcellds kisérletekben hasonlo teljesitménytlinek és
alkalmazkod6 képességilinek bizonyultak. Szignifikans kiilonbségeket citologiai
vizsgélatokkal sem sikeriilt kimutatni. Ezzel ellentétben molekuldris kiillonbségeket
tapasztaltunk a fajtdk €s a beldliik eléallitott DH vonalak kozott és a DH vonalakon beliil
is. A kiilonbségek mértékében azonban szignifikans differencia nem volt kimutathat6 a

hagyomanyos vagy a DH fajta és a beldliik eldallitott DH utédvonalak kozott.

4.3. Ivarhoz kapcsolt RAPD markerek azonositiasa és vizsgalata egy- és kétlaki
kenderben

A kender (Cannabis sativa L., 2n = 20) ivari kromoszémakkal rendelkezd ndvényfaj.
Az utobbi években elvégzett aramlasos citométeres mérésekkel 47 Mbp kiilonbséget
mutattak ki a né- és himivaru kender genommérete kozott. Ez a kiilonbség a teljes genom
2,8 %-at teszi ki. A kiilonbséget figyelembe véve és feltételezve, hogy a RAPD primerek
a genomialis DNS-hez véletlenszerien ¢és egyenletes eloszlasban kapcsolodnak
elméletileg a RAPD fragmentumok 2,8 %-anak kellene hogy himivarhoz kapcsolt legyen.
Vizsgalatainkban a tesztelt 21 primerrel 160 fragmentum amplifikalodott, amelybdl 2 volt

himivarhoz kapcsolt és ez 1,25 %-nak felel meg. Ez a szdm kisebb, mint az elméletileg



vart 2,8 %, ami azzal magyarazhato, hogy a RAPD primerek nem teljesen véletlenszertien
¢s egyenletes eloszlasban szaporitanak fel fragmentumokat a genomon beliil, tovabba az,
hogy a novényi genom ismétlédd szekvencidkat tartalmaz, valamint a him 4s ndivaru
szekvencidk kozott homologia lehet.

Az OPDO5 primer egy 961, az UBC354 primer pedig egy 151 bp nagysagu
fragmentumot amplifikalt a himivaru egyedek és a beldliik kialakitott csoportok RAPD
mintdzataiban. A ndivaru €s egylaki kender csoportositott DNS mintakbol és egyedekbdl
ezek a fragmentumok minden esetben hidnyoztak. Kenderben a mas kutatocsoportok altal
eddig azonositott himivarhoz kapcsolt markerek ugyancsak hidnyoztak az egylaki fajtak
PCR mintézataiban.

A kenderben eddig azonositott himivarhoz kapcsolt szekvencidkat MADCI1 és MADC2
névvel illették, amely a “male-associated DNA sequence” roviditésbdl szarmazik. Ezt a
terminologidt alkalmazva neveztik el mi is a két himivarhoz kapcsolt szekvenciat:
OPDO05¢5;=MADC3, UBC354,5;=MADCA4.

A szekvenciak adatbanki 0sszehasonlitasakor szignifikdns homologiat egy esetben sem
talaltunk més nukleinsav szekvencidkkal. A legnagyobb mértékii hasonldsagot (50-55 %)
kiilonb6zéd ndévényekbdl szadrmazd retrotranszpozonok mutattak. Ez az eredmény
megegyezik az eddig mas kutatocsoportok altal izolalt ivarhoz kapcsolt fragmentumok
szekvencia-analiziseinek eredményeivel.

A Dbazissorend birtokdban szamitogépes szekvencianalizist végeztiink. Mindharom
szekvencia a 6 féle leolvasasi keret szerint tartalmazhat kisebb-nagyobb nyilt leolvasasi
kereteket, amelyekrdl esetleg értelmes fehérjeszintézis lehetséges. 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 genomialis Southern analizist végeztiink.
Véletlenszerlien kivalasztott him ¢és ndivari egyedek 0ssz DNS mintdit haromféle
restrikcids enzimmel emésztettiik, majd gélelektroforézis €s blottolas utan a radioaktivan
jelolt MADC3 és MADC4 szekvencidkkal hibridizaltattuk. A MADC3 szekvencia tobb
helyen hibridizalt a membranra felvitt emésztett genomidlis DNS mintdzattal —
feltehetden kozepes kopiaszamban ismétlodd szekvenciardl lehet sz6 — és nem mutatott

kiilonbséget a két ivar kozott. A MADC4 ezzel ellentétben csak kevés helyen hibridizalt



¢s mindhdrom enzimmel kiilonbségeket kaptunk a him- és ndivara egyedek Southern
mintazatadban. Genomidlis Southern analizissel eddig még csak spargdban és papajaban
mutattak ki kiilonbséget a két ivar kozott. Kenderben egy olasz kutatdcsoport nem, egy
japan kutatocsoport pedig csak intenzitasbeli kiilonbséget mutatott ki Souhern analizissel
a két ivar kozott.

A MADC3 ¢és MADC4 szekvencidk bazissorrendjeik alapjan SCAR primereket
terveztiink, amelyek megbizhatobb detektalast tesznek lehetdvé A SCAR3,3 és SCAR| 9
primerekkel elsd 1épésben a KFF fajta egyedi DNS mintait teszteltiik és a varakozasnak
megfeleléen hatékonynak bizonyultak a nd és himivaru egyedek elkiilonitésében.

Az altalunk azonositott és a MADC3 és MADC4 szekvenciakra tervezett SCAR g és
SCARj,; primerekkel, valamint a mar kordbbi irodalombdl ismert himivarra tervezett
SCAR;9y primerrel késébb F, nemzedék 75 egyedét teszteltiik, amelyben a fenotipus
alapjan meghatarozott ivararany a kovetkezé volt: 41 @, 32 & és 2 egylaki. A fenotipus és
a harom SCAR marker kozott 2 esetben talaltunk eltérést. Egy esetben sem kaptunk
viszont rekombinaciét a 3 marker kdzott, ami alapjan arra lehet kdvetkeztetni, hogy ezek
a szekvencidk a genomon beliil egymashoz szorosan kapcsoltan helyezkednek el, vagy

pedig olyan kromoszomarész tagjait képezik, amelyek nem rekombinalodnak.
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