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1. Bevezetés és célkituzés:

A karfiol, ahogyan a tobbi z6ldségndvényre is jellemzd, hogy egészséges és szamunkra elényds

anyagokat tartalmaz. [lyenek példaul a kiilonb6z6 vitaminok €s egyéb asvanyi anyagok.

Az utobbi években rohamosan fejlddott a ndvénytermesztés és folyamatosan Ujabb fajtakat
szeretnének, hogy a fogyaszt6i tdrsadalmat minél jobban kielégithessék. A nemesitok feladata
neheziil, ugyanis a hagyomanyos, fenotipuson alapuld szelekcids modszerek, mar nem elég
gyorsak a mai valtozo vilagban. Az iddigényesség mellett, olykor igen koltségesek is, valamint
bizonyos helyzetekben nem kivitelezhetd az alkalmazasuk. Ugyanis vannak olyan tulajdonsagok,
amelyeknek fenotipusos megjelenése a kornyezeti tényezoktdl fiigg, tehat nem ugyanugy fog
reagalni egy aszalyos ¢és egy esOs évben az adott ndvény, ami elferditheti a nemesitési
eredményeket. Az altalam vizsgalt ndvény esetében, ilyen az érési id6, a ndvekedési erély és a
fejmindség. Ha példaul a novény novekedése gyenge, akkor alacsony szarat hoz, amely a rozsa
sériiléséhez is vezethet, ezaltal eladhatatlanné valik a termelé szdmara és ha ez egy extrém esds
évben szelektaltdk ki, a ra kovetkezd ,,normal” i1ddjardsi viszonyok kozt, mar nem teljesiti

esetiinkben a magas szarhosszt.

Harom agrondmialilag hasznos tulajdonsag esetén végeztiink elemzést egy morfologiailag és
fenologiailag nagy eltérést mutatd két sziilotdl szarmazoé szegregaldodod F2 karfiol populacidban. A
kijelolt tulajdonsagok esetén, a fenotipizalasi adatok birtokaban, molekularis vizsgélatot tliztiink ki
célul. A hasad6 populédciobdl kivalasztott 6-6 sz¢€lso értéket mutatd genotipusbodl egyedileg izolalt
DNS-t hasznalva, a sz¢€1s6 értékeket reprezentald F» ,,pool”-okat, azaz DNS keverékeket allitottunk
eld. Ezt a hat széls6 értékeket reprezentald F» ,,pool”-t tizenharom SCoT markerrel elemeztiik a
sziilok mellett tizenegy referencia genotipussal kiegészitve. Emelet kettd F» pool-t és a sziiloket
AFLP markerrel is megvizsgaltuk (P1, P2, 507 fehér-kontrol, 517 fehér-kontrol, 9062 z61d-kontrol,
9064 z5ld-kontrol, F» fehér-pool, F2 zo1d-pool). Polimorf fragmentum esetén a DNS szakasz pontos

bazissorrendjének meghatarozasa utan szekvencia specifikus marker fejlesztést tiztiink ki célul.



2. Szakirodalmi attekintés:

2.1. Karfiol novény bemutatasa:

A karfiol (Brassica oleraca convar. botrytis var. botrytis) a Brassicales (keresztesviraguak) rend
Brassicaceae (képosztafélék) csaladjaba tartozd Brassica (kaposzta) nemzetség tagja, amelynek
termesztett formajat a legkésdbb kialakult kaposztaféleként jegyzik. Hazankban az elsd irodalmi
utalast a karfiolra 1664-ben ’caulifioli’ néven Lippay Janos miivében olvashatjuk (Krist6f L. 2000).
Génkozpontja Olaszorszagban taldlhato (Crisp P. 1982). A karfiol szamos egészségre eldnydsen
hato tulajdonsaggal rendelkezik, ezért a vildg tobb pontjan az egészséges élelmiszerek kozé
soroljak (Manchali S. és munkatéarsai 2012). Lagy zamata és kiilonleges texturaja sokoldaliva teszi
a f0zési receptekben. Ezért a karfiol termesztésének és fogyasztdsanak népszerlisége az utodbbi

években megugrott (https ://www.ers.usda.gov/).

Ose a vadképoszta, a Brassica oleracea, amelybdl nemesitették a kaposztafélék nemzetség tagjait
(Nesbitt M. 2005). Azonban mar 2500 évvel ezel6tt is fellelhetd volt a mai karfiol 8se Nagy-
Britannia, Franciaorszag ¢s a Mediterran orszagok teriiletein egyarant. Mar az 6kori gorogok és
rémaiak is termesztették és a legjobb novények kivalasztasaval tartottdk fent az allomanyokat. A
tudatos szelekcid megjelenésének hatasara az 1600-as években mar napjainkban megjelend
kaposzta kinézetére nagyon hasonlit6é egyedeket termesztettek. A kiillonboz0 kivalasztasi nézetek,
mas-mas megjelenést hoztak létre, mint a szar megnagyobbodasa (karaldb¢), a virdgzasiszervek
megnyulasa (brokkoli és karfiol), vagy a sok apré fejre valo torekvés (kelbimbo) (Stromberg J.

2015).

A karfiol zarvatermd, egyéves ndvény, {6 és mellék gyokérzete van, ami a talaj felsé hanyadaban
talalhaté meg. Kiilonleges ismertetd jegye a torzsa csucsan fejlédd félgomb alaku virdgzati
kezdemény, a rozsa. Fajtatol fliggden a rézsa szine lehet hofehér, sargas fehér, zold, lila és
narancssarga is. Tomege 0,4-3 kg kozott alakul. Jellegzetes hosszu, lapatszerti leveleket noveszt,
amelyek korbe 6lelik a rozsat. Szara 10-30 cm hosszu, de a n6vény magassaga elérheti, akar az egy
métert is (Kadar A. és munkatarsai 1995). Viraga a keresztesviragtiakra jellemzdéen két par
keresztben allo szirom- és csészelevelekbol all. Viragai satorozo fiirtvirdgzatba rendezddnek,
amelyet a rozsa teljes kifejlédése utan hoz. Egy-egy virdgzati szdron tobb mint 100 virdg is

képzddhet (Balazs S. 1994). Lentrdl folfelé nyilo viragzasa 20-50 napig is eltarthat. Rovarbeporzas



jellemzi. Termése fel nem nyild szaraz becd, amiben fekete vagy sotétbarna gombolyli magok
helyezkednek el. Csiraz6 képességiik igen hosszu, akar 4-5 évig is tarthat, ezermagtomege 3-6

gramm (Terbe I. €s munkatarsai 2005).

Hazankban 0szi termesztésben van a karfiol. A termesztés sikerességét nemcsak a fajtavalasztas és
a hozzatartozé technolodgiai 1épések, hanem az iddjarasi tényezOk is manipuldljak. Példaul a
kozvetlen és erds napfény szinelvaltozast okozhat rozsaja feliiletén, amellyel mindsitik a novényt,
ezzel nehezitve a termesztési feltételek megteremtését. A fajtdkat tenyészidejiik hosszaval
kiilonboztetik meg egymastol. A korai termesztéstiek rovidebb tenyésziddvel rendelkeznek, mint a
kései fajtaknak hosszabb iddre van sziikség a rozsa kifejlesztéséhez. Szabadfoldi termesztés esetén
fontos, hogy a levelek rozsa takard képessége fejlett legyen, ugyanis elszinezddésiik egyben
mindségromlasuk a kérnyezeti tényezoktol fiiggenek (Terbe 1. és munkatarsai 2005). A tenyészidd
alapjan 4 csoportot kiilonboztetiink meg: révid (45-70 nap), kézéphossza (70-90 nap), hosszu (90-
130 nap) tenyészideju fajtakat, illetve az atteleld (150-270 nap) (Martonffy B. 2001).

Egyedfejlédésének fazisaiban eltérd hdigénye van. Amig palanta korban 12-16 lombleveles korig
a 16°C feletti hoémérsékletet szereti, addig a késobbi idészakban 13-20°C kozotti hdmérséklet az
optimalis. A r6zsandvekedési szakaszban 25°C felett nagymértékben romlik a rozsdk mindsége. A
vakitéan erds fény a rozsak sargulasit okozza. Viszont kevés fény esetén a tenyészidd
hosszabbodik meg. Erdemes 6ntozésre alkalmas teriileten termeszteni, ugyanis kiegyensulyozott

fejlodéséhez elengedhetetlen az egyenletes vizellatas (Terbe I. és munkatarsai 2005).

A termeldknek a fajta valasztasnal szdmos szempontot figyelembe kell venniiik, ilyen példaul az
alaktani és biologiai tulajdonsagok, valamint a piaci és fogyasztoi igényekkel szemben tdmasztott
kovetelések. Alaktani tulajdonsdgok példaul a levelek egyedi tulajdonsdgai (rézsa takarasi
hajlamanak erdssége) vagy a rézsak egyedi tulajdonsagai (méret, forma, tomottség). A bioldgiai
tulajdonsagok kozé tartozik a novények genetikai teljesitOképességének szinvonala, melyre
kiilonbozo biotikus és abiotikus hatdsok is nyomadst gyakorolnak. Karfiol ndvény esetén alapvetd
szempontjai példaul a fényérzékenység, hideg- ¢s melegtiird képesség, és a betegségekkel

szembeni ellenallosag (Martonffy B. 2001).

A karfiol gazdasagilag fontos fajtai altalaban fehér rézsaval rendelkeznek. (Crisp, 1982). Azonban
nemrégibben kialakulé spontdn mutdcié miatt kialakultak narancssarga, lila és zold rozsa szinii

valtozatok (Crisp P. és munkatarsai 1975; Crisp P. — Angell S. 1985). A r6zsan megjelend szinek
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nemcsak az esztétikai latvanyt novelik, hanem szadmos taplalkozéasi és egészségiigyi értékkel
jarulnak hozza a névény fontossagahoz. Példaul kiilonbdzo vitaminok és antioxidansok maga fokt
termelésével (Li L. és munkatérsai 2001; Chiu L. W. és munkatarsai 2010). Az rdzsa szine ezért
fontos agronomiai tulajdonsag. Tovabba a szines rozsakkal rendelkezd karfiolok egyediilallo
genetikai valtozatossagot biztositanak a szinképzés genetikai €s molekuldris alapjainak

megértésé¢hez (Huaqiang T. és munkatarsai 2020).

A karfiol rézsdban a narancssarga szin kialakuldsaért egyetlen féldominéns génmutacio felel,
amelyet végiil Orange (Or) néven jeloltek meg (Crisp és munkatarsai 1975). A gén a B-karotin
termelését serkenti és a felhalmozodott anyag a fehér rdzsat narancsra szinezi (Li €s munkatarsai
2001). A karotinok zsirban 0ld6do6 provitaminok (a vitamin eléanyaga), amelyek szinét folyamatos
konjugalt kettés kotések okozzak. A karotinoidok mindig ndvényi eredetiiek, és a taplalékon
keresztiil elérhetéek szdmunkra, mert a szervezetiink nem képes eldallitani. A B-karotin az A-

vitamin provitaminja (Schlieper C. A. 1992).

A lila r6zsas karfiol mutdnst szintén egyetlen féldominans génmutaci6 okozta, amelyet Purple (Pr)
néven jegyeztek fel. A Pr-gén az antocianok tultermeléséhez vezet, ami erds lila szint eredményez
a rézsaban ¢s a kornyez6 szdvetekben. A DNS-szakasz egy transzkripcios faktort kodol, amely
antocian felhalmozodast idéz el a sejtekben. (Chiu L. W. - Li L. 2012; Chiu és munkatarsai 2010).
Az antocidnok a természetben eléforduld pigmentek egy csoportja, amelyek tobb gylimdlcs és
z0ldség piros-kék szinét biztositjak. Az antocidnok két szempontbol is fontos anyag, nem csak az
ipar hasznalja természetes szinezékként, hanem az emberi egészség teriiletén is kiemelkedd
szerepet toltenek be. Szamtalan tudomdnyos irds bizonyitja, hogy az antocianokban gazdag
¢lelmiszerek fogyasztdsa révén csokkenhet a sziv- €s érrendszeri betegségek, a rak és mas kronikus

betegségek eldfordulasat. (Pascual-Teresa S. - Sanchez-Ballesta M. T. 2007)

Arodzsaban jelenlévo kloroplasztiszok eredményeként kiilonboztetliink meg z6ld rozsaju karfiolokat
(Zhou ¢és munkatarsai 2011). Egyes kutatasok szerint egy nem teljesen dominans gén felelds a zold
szin kialakitasaért (Crisp és Angell 1985). A zdld és fehér rozsaszovetek korabbi vizsgéalataiban
arra utalnak, hogy az BoHY5 gén szerepet jatszhat a kloroplasztiszok felszaporoddsaban (Zhou ¢és
munkatarsai 2011). Azonban tényleges bizonyitékot még nem talaltak, hogy a HYS5 gén valdban
z01ditd képességgel rendelkezik a fehér rdzsa szovetekben. Ezért a fehér rozsa zolddé alakitasaért

felelos Green (Gr) gén tovabbra is ismeretlen. A zold rézsagén feltérképezése és azonositasa,



valamint a kapcsolddd molekuléris vizsgalatok nagy eldrelépést jelentenének a zold rézsafajtak
nemesitésében (Huaqiang T. és munkatéarsai 2020). Ugyanis termesztésének egyik f6 elonye, hogy
a hagyomanyos fehér karfiollal szemben a késé 6szi termesztésben nagyobb termésbiztonsagot
biztosit allomany szinten, mert a z6ld karfiolok esetén kisebb az esetlegesen kialakuld fagyok

karositd hatasa (Singh A. és munkatarsai 1978).

2.2. Molekularis markerezési technikak:

A ndvénynemesités 1ényege, hogy a névény genetikai allomanyat atalakitja kiilonb6z6 modszerek
segitségével, hogy az lehetd legjobban megfeleljen az emberi igényeknek és agrondmiai
koveteléseknek. Kezdetben a legjobb termések magjainak felfogasa és ujravetése, késoébb a
mendeli torvények szerinti szelekciot alkalmaztdk, amely sok id6t emésztett fel a nemesitésben.
Manapsag a morfologiai és bioldgiai markerek lehetévé tették a folyamat felgyorsitasat (Farooq S.
— Azam F. 2002). A markereket a mennyiségi tulajdonsdgok Osszetett kérdéseinek részletes
vizsgalatdhoz hasznaljak. A molekuléaris markerek, olyan kimutathat6 DNS-szakaszok, amelyek a
genetikai valtozatossagot abrazoljak, lehetévé téve a kiillonbozd genotipusok kdzotti rokonsagok
kapcsolatanak megismerését €s annak eldrejelzését, hogy mely parositdsok hozhatnak 1étre uj €s
jobb génkombinaciokat, mert a markerek meglétét nem befolyasoljak a kiilonb6z6é kornyezeti
tényezok. (Paterson A. H. és munkatarsai 1991; Pedryc A. 2008). Tehat a molekularis markereket
legtobbszor a sziilok vagy hasadd populaciok egyedeinek szelektdlasdhoz, QTL-térképezésre,
valamint a fajtdk genetikai diverzitdsanak tanulmanyozasdhoz hasznaljak fel (Sleper D. A. 2006;
Collard B. C. Y. és munkatarsai 2005; Botha A. M. - Venter E. 2000; Dziechciarkova M. és
munkatarsai 2004; Gostimsky S. A. és munkatarsai 2005; Gupta P. K. és munkatarsai 1999; Kelly
J. D. - Miklas P. N. 1998). A hagyomanyos QTL-térképezést gyakran hasznaljak a célgének
azonositasara, amely sordn olyan specifikus markerhez jutunk, ami alapot biztosit a markerekkel

tdmogatott szelekcio elvégzéséhez (Salvi S. - Tuberosa R. 2005).

A molekuléris markerek jelentoségét a polimeraz lancreakciok, roviden PCR (Polymerase Chain
Reaction) reakciok, soran aknaztak ki. Eredetileg a PCR-t a nyolcvanas években fejlesztették ki
egy organizmus vagy génhiba DNS-ének vagy RNS-ének in vitro felerdsitésére a gydgyaszatban.
Az RNS szél esetén, még a reakcido megkezdése elott, annak DNS-masolatat kell elkésziteni. A
PCR elve egyszerli, harom f6 szakaszra oszthato ciklikus folyamat: (1) a kettds DNS denaturalasa,

szétvalasztasa; 2) a primerek bekotése €s 3) a primerek meghoszabitasa. Egy ciklus altalaban 3-5



percig tart, és akar 20-40 alkalommal is ismétlddhet. A PCR-reakcid Osszetevoi a puffer oldat
(amely az enzimek szadmara elényods kornyezetet alakit ki), nukleotidok, primerek, az DNS-
polimeraz enzim ¢és a vizsgalt mintdbol szarmazo6 nukleinsav keveréke. A denaturdcios szakaszban
szamos fizikai és kémiai lehetdség van a DNS szétvalasztasara, de a 95-100 °C-ra torténd melegités
a legegyszertiibb és leghatékonyabb. A bekdtési folyamat soran a primerek a szétvalasztott DNS-
széalakhoz kapcsolodnak. Mindegyik primer az eredeti DNS-szalak egyikéhez, a bal (5') vagy jobb
(3") oldaldhoz kapcsolodik. Miutdn a bekdtés megtortént, az enzim végzi az 0j DNS-szélak
szintézisét. Az enzim egy DNS-polimerdz (sokszorositoként funkcional), amely a parositatlan
DNS-szalakhoz nukleotidokat kapcsol. A DNS-széalak szama minden ciklus végére megduplazodik.
Egyetlen DNS-masolat 30 ciklus utdn akar 1 000 000 példanyra is megndvekedhet, ami mar
szemmel lathatdan is kimutathat6. A legelterjedtebb modszer az etidium-bromid (EtBr) festéssel

agaroz gél-elektroforézis alkalmazéasa (Schochetman G. és munkatarsai 1988).

Egy szelekcios eljaras lehet markerre alapozott (MAS), ennek eléfeltétele, hogy az adott
tulajdonsaggal kapcsolt molekuldris marker azonositdsat végrehajtsék (Barone A. 2004). A
markereket harom f6 csoportba oszthatjuk. Vannak a morfologiai vagy klasszikus markerek,
amelyek lathato tulajdonsagot jeleznek. A mésodik csoport, a kiilonb6z6 enzimek allélvariansai,
amelyek kozti kiillonbséget elektroforézissel mutathatunk ki. A harmadik csoportot pedig a
molekularis markerek képzik, amelyek olyan DNS szakaszok, melyek pontos kromoszomalis

hellyel rendelkeznek a nem kodold genomi régidkban (Collard és munkatarsai 2005).

A kertészeti novények esetén szamos molekularis markert haszndlnak: AFLP (amplified fragment
length polymorphism), CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence), SCAR (sequence
characterized amplified region), SSR (simple sequence repeats), ISSR (Inter Simple Sequens),
RAPD (random amplified polymorphic DNA), RFLP (restriction fragment length polymorphism),
SCoT (start codon targeted). Az egyes markerezési technikak eldnyeit és hatranyai az 1. tablazat

foglalja 0ssze (Agarwal M. és munkatérsai, 2008; Collard B. C. Y. - Mackill D. J., 2009).



1. tablazat. Gyakran hasznalt molekularis markerezési technikak 6sszehasonlitasa (Forras: Pedryc A.
nyoman, 2008)

Marker [Megismételhetéség  Polimorfizmus Miiszaki | Sziikséges | Fo6 alkalmazasi
roviditése | esélye mértéke feltételek DNS- teriiletek
koltség | mennyiség
szerint
AFLP nagy kozepes kozepes | kozepes Géntérképezés
CAPS nagy alacsony nagy kevés All¢lvaltozékonysag
kimutatasa
SCAR nagy kozepes kozepes | kevés Gén- ¢és  fizikai
térképezés
SSR kozepes kozepes kozepes | kevés Genetikai diverzitas
kutatdsa
RAPD kismértéki kozepes alacsony |kevés Géntérképezés
RFLP nagy kozepes nagy nagy Fizikai térképezés

Az egyik legegyszeribb PCR-en alapuldé markerezési technikat RAPD-nak nevezik (Random
Amplified Polymorphic DNA = véletlenszeriien felerdsitett polimorf DNS), amelyet Williams ¢€s
munkatarsai (1990), valamint teljesen fiiggetleniil ugyanazon idészakban Welsh és McClelland
(1990) fejlesztették ki. A modszer 1ényege, hogy a véletlenszeriien kivalasztott primerek a PCR-
reakcid sordn a primerszekvencigjaval komplementer genomi régidihoz kapcsolodnak,
amennyiben a primerek megtalaljak a komplementer feliiket és egymassal szemben helyezkednek
el, akkor a primerek kozotti DNS szakasz fog felszaporodni a PCR reakcié lefutasa soran. A
modszer {6 elénye, hogy 1d6 tekintetében gyorsan kivitelezhetd. Azonban hatranya, hogy az
eredmények nehezen reprodukalhatdk, ismételhetok meg, ez egy egyszeri vizsgalasi modszer, mert
nem kapcsolodnak génteriilethez, hanem véletlenszerlien valasztodnak ki a régiok. Valamint ezen
modszer haszndlatdval csupan dominans gépeket lehet markerezési igy a heterozigota egyedek
kivalogatasara nem alkalmas (Cernék I. 2008). Az RAPD analizist is lehet mas PCR-en alapul6
markerezési technikaval tarsitani. Ilyen példaul a Bulk Segregant Analysis-el (BSA) (Michelmore

¢s munkatarsai 1991) val6 egylittes hasznalata, ami monogénes tulajdonsdgokhoz kapcsolt DNS



szakaszok azonositasara alkalmas (Jacobs J. M. E. és munkatarsai 1996; Hosaka K. ¢s munkatarsai

2001).

A polimorfizmus reprodukalhatosaganak novelése érdekében bevezethetdé a SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region = szekvenciaval jellemzett amplifikalt régid) markerrendszer (Lee
JW. és munkatarsai 2011). A SCAR-ok PCR-alapti markerek, amelyek egyetlen genetikailag
meghatarozott tulajdonsagot képviselnek. Az RAPD vizsgéalatok soran kapott termékeket, DNS
szakaszokat klonozzak, majd szekvenaljak, tehat megallapitjak az adott nukleotid sorendjét. Az igy
kapott szekvencidra specifikus primerparok tervezhetok, azaz SCAR markerré alakithato (Paran .
- Michelmore R.W. 1993). A felsokszorozni kivant DNS-szakasz a genomban csak egy 16kuszban
kotédik és az ott jelenlévd markerallélokat szaporitja fel. Az eljarassal elérhetévé valik az adott
DNS fragmentum célzott amplifikéllasara, felerdsitésére. Ez mar jol hasznalhaté az adott
tulajdonsag kovetésére, amelyhez a markert kotottiik, annak szelekcidjanak elvégzésére (Cernak 1.

2008).

Az elmult években szamos 1j, alternativ €s igéretes markertechnika jelent meg. A genomikai
kutatasok gyors novekedésével parhuzamosan a tendencia eltdvolodott a véletlenszerli DNS-
markerektdl a gén-célzott markerek felé. (Andersen J.R. - Liibberstedt T 2003; Gupta P. K. - Rustgi
S.2004). A. M. Gorji és munkatéarsai (2011) hdrom molekularis marker hatékonysagat vizsgalta:
SCoT, ISSR ¢és RAPD modszert. A kisérlet soran kideriilt, hogy a markerek hatékonysaga
viszonylag azonos volt. Azonban kimutattak, hogy a SCoT-analizis pontosabb értékeket add.

Ugyanis a SCoT (Start Codon Targeted = célzott indit6 kodon) markerek reprodukalhatok. A SCoT
markerek is, a RAPD markerekkel megegyezden, domindns markereket jeleznek, igy a hasado
populaciokban nem lehet megkiilonboztetni a homozigdta dominans egyedeket a heterozigdta
egyedektdl. A SCoT, ami egyetlen 18-mer primert haszndl és az ATG start kodont (Adezin-Timin-
Guamin) koriilvevd rovid, konzervalt régiora specifikus. Abban az esetben, ha ndvényi genomban
két gén forditott orientacioban van jellen a DNS-szalon (1. dbra A és B gén) amplifikacids tavon
beliil, akkor PCR terméket kapunk. A PCR reakciéban 50°C-os primer kotési hdmérsékletet
hasznalunk, majd agar6z gél elektroforézist végziink festéssel. A szabvanyos felszereléssel
rendelkezd novénykutatd laboratdriumok szdmara kivaloan alkalmazhaté modszer. Ezt az eljarast
genotipusok genetikailag valtozatos készletével és egy visszakeresztezett populacionak a

felhasznalasaval hitelesitették. (Collard B. C. Y. - Mackill D. J. 2009).
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1. Genotipus:

5 Agén 3 D
# o
SCoT primer EC_oT primer —_— -
3 B gén 5
JELEN VAN
2. Genotipus:
5 Agén 3 D
—_—
SCoT primer >
3 5
HIANYZIK

1. 4abra: A SCoT marker miikodési mechanizmusa (Collard B. C. Y. - Mackill D. J. 2009; forras
alapjan)

Az AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism = amplifikalt toredékhossz-polimorfizmus)
marker technika a PCR-reakcid és restrikcids enzimeken alapul a genomidlis restrikcios
fragmentumok kimutatasara. A restrikcidos enzim (vagy restrikcids endonukledz enzim) képes
azonositani egy adott szekvenciat a kétszali DNS-ben és ott elvagja a lancot. A folyamat soran
kétféle hasitd enzimet hasznalnak, egy gyakran hasitot, amely kis DNS-fragmentumokat hoz 1étre
¢és egy ritkan hasitot (Vos P. és munkatarsai 1995; Roberts R. J. — Murray K. 1976). Ennek a
folyamatnak a kivitelezése nem igényel elézetes DNS-szekvencia ismeretet, ezért lehetéve teszi
barmilyen DNS-rdl valo ujjlenyomatok készitését, fiiggetleniil annak szdrmazasatol (Castro I. €s
munkatarsai 2011). A médszer eldnye, hogy kis mennyiségli DNS-t igényel és sok fragmentumot
eredményez, valamint kivaléan reprodukalhatéak az eredmények. Azonban hatranya, hogy az
azonositott markerek nagy része gyakran csoportokban vagy egy helyre tomoriil. Tovabba bizonyos
esetekben a primerek esetében kiilonleges jeloloket kell hasznélni (példaul izotoépok), amelyek

nagy mértékben dragitja a kisérlet kivitelezhetdségét (Livingstone K. D. és munkatarsai 1999)
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3. Anyag és Modszer

3.1. Novény-anyag bemutatasa:

A térképezési populacioban mindkét sziilévonalat beltenyésztettek Gnmegporzas segitségével,
hogy fix vonalakat hozzanak 1étre. A vonalak tobb tulajdonsagban is eltérnek, amit az 2. tdblazatban

szemléltettem.

A Pl-es sziildvonal a 2000-es évek elejérdl szarmaztathatd (Syngenta tulajdona), aminek szara
rovid, r6zsaja fehér szint, kozepesen mélyen talajhoz kozel (altalaban 10 cm magason) helyezkedik
el. A ndvények biomasszajanak mértéke alacsony, tehat kis vigorral rendelkezik, levelei rovidek és
sz¢lesek. Valamint rovid tenyészidejii, ugyanis iiltetéstdl szamitott 55. napon mar szedhetd €s utana

aranylag gyorsan, koriilbeliil 7-10 nap alatt indul virdgzasnak. (2. dbra A ¢és 2. tablazat)

A P2-es sziilévonal (Syngenta tulajdona) 2014-ben lett nemesitve, hasonldéan a P1-es vonalhoz. A
novények biomasszdjanak mértéke magas, tehat nagy vigoru, ennek megfelelden szara, levelei
hossztak, landzsa alaktiak. Rozsaja zold szind, €s lapos. Kozéphossza tenyészidejl, az tltetési
1d6tol szamitva nyari idészakban a 90-95. napon éri el a r6zsa a megfeleld, mar szedésre is alkalmas

méretett. (2. abra B és 2. tablazat)

2. 4bra: A: Pl-es sziil6 vonal; B: P2-es sziil vonal. (Syngenta, Ocsa)
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2. tablazat: P1 és P2 sziil6 vonalak 3 tulajdonsaganak adatai, 3-3 egyed esetén. (Syngenta, Ocsa)

(1: fehér 9: sotét
z01d)

P1 P2
egyed | egyed | egyed egyed | egyed | egyed
1 2 3 1 2 3
62 62 62 Ertékelés ideje (nap) 9] 94 99
2 2 2 Roézsa szine 7 7 7

A bemutatott két sziil6tol szarmazo6 F2 hasadoé populécio kialakitasa mar régebben megkezdddott.

A jelen szakdolgozat egy 270 egyedbdl allo F2 populécio egyes egyedeinek DNS-keverékeit

vizsgalja. A fenotipizalasi adatok alapjan kivalasztottunk 3 tulajdonsagi kategoriaban 6-6 novényt:

Rozsa szine (fehér < zo6ld), névény magasaga (alacsony <> magas), tenyészidd (korai«> kései).

Az igy meghatarozott 36 egyedet (3. abra és 3. tablazat) és a két szilil6t elemeztiik. Valamint tovabbi

tizenegy referencia genotipussal kiegésziilve végeztiik el a vizsgalatokat, amelyeket kontrolként

kezeltiink (4. tablazat).

3. tablazat: A kisérletbe vont 36 db F> egyed a 3-3-tulajdonsaganak megjelolésével. (Sajat készités)

z0ld F» F,108 F2177 F2240 F2246 F2256 F2287
fehér F» F217 F239 F253 F2117 F2159 F2167
korai F» F2106 F2120 F2154 F2171 F2198 F»281
kései F2 F»20 F263 F2137 F2214 F2203 F2233
alacsony F» F29 F297 F2155 F2197 F2222 F2258
magas F» F227 F237 F2201 F2225 F2234 F2240
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4. tablazat: A molekularis vizsgalatba bevont tételek nevei és harom tulajdonsagban fenotipusuk.

(Sajat készités)
Sorszama | Neve Tenyészidé hossza | Rozsa szine | Magassag
1 Fehér sziil6 9075 karfiol | korai fehér alacsony
2 7061d sziild 9074 karfiol | kései z6ld magas
3 506 karfiol korai fehér
4 507 karfiol fehér
5 512 karfiol alacsony
6 514 karfiol alacsony
7 516 karfiol korai
8 517 karfiol fehér
9 526 karfiol alacsony
10 527 karfiol alacsony
11 532 karfiol magas
12 9062 karfiol kései zold
13 9064 karfiol kései zold
14 fehér pool F» fehér
15 z61d pool F» z6ld
16 korai pool F» korai
17 kései pool F» kései
18 magas pool F» magas
19 alacsony pool F2 alacsony
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3. abra: A kisérletbe vont 6-6 F, egyedek A-zold; B—febér; C-korai; D-kés6i; E-alacsony; F-magas.
(Syngenta, Ocsa)
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3.2. DNS izolacidja és elokészitése:

A novényeken levélmintazast hajtottunk végre és felhasznaldsig -72°C taroltunk. Ezt kdvetden
DNS-t izolalaltunk, azaz kivontuk a DNS-t a névényi sejtekbdl. A DNS kivonasi folyamatot
Macherey-Nagel NucleoSpin Plant II. kit segitségével a leiras szerint végeztiink el, amelyet a

fiiggelékben egyes szdmu mellékletként csatoltam és a kisérlet soran aszerint jartunk el.
DNS-pool-ok elkészitése:

A 6 tulajdonsagnak megfelelden (fehér rézsa, zold rozsa, magas szar, alacsony szar, korai, kései)

DNS-pool-okat / DNS keverékeket hoztunk 1étre. E16sz6r a meglévé DNS-kivonatainkat egységes

crer

crer

A DNS higitasa:

A higitasi folyamatok megkezdése elott NanoDrop spektrofotométer segitségével meghataroztuk a

koncentraciokat.
A NanoDrop spektrofotométer hasznalata €s a higitasi eljaras:

1. A miuszer méréfeliiletének tertiletét desztillalt vizzel és papirtdlokenddvel attoriiltiik.

2. A gép rendszeréhez tartozd felilleten a programot bedllitottuk nukleinsav mérésére.
[NUKLEINSAV] gomb.

3. A tovabbi miiveletek kozott mindig attordltiik papirtdrlékenddvel a mérési tertiletet!!

4. Ablank oldatbol 2 pl-t tettiink a mérési teriiletre — [BLANK] gomb (a miiszer kalibralasa
megtortént) (blank = DNS nélkiili puffer oldat)

s

crer

6. Desztillalt vizzel valo attorlés kovetkezett.
7. A mar koncentracié ismeretében a sziikséges oldat és a potlandd viz mennyiségének
kiszamitasaval folytattuk az alabbi képlet szerint:
C1x+V1
Y2 =V2
V1-V2 =Vviz
16
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C1 = amilyen végkoncentraciot szeretnék (esetiinkben: 20 ng/ ul)
V1= amekkora végtérfogatot szeretnék (esetiinkben: 50 ul)

C2 = az aktualis oldat lemért koncentracidja (ng/ pul)

V2 =ismeretlen, a sziikséges térfogat az aktualis DNS oldatbol (ul)

Vviz = ismeretlen, a potlando viz térfogata (ul)

8. Egy uj csébe a szamitasnak megfelelden a (V2) DNS tdrzsoldat és a viz (Vviz) bemérése

tortént meg.

3.3. PCR reakcio SCoT markerrel:

PCR-t (Polymerase Chain Reaction), polimeraz lancreakciot, hajtottunk végre, hogy a DNS lanc
szakaszat folszaporitsuk a mar szemmel is kimutathaté tartomanyba. A PCR reakcio 10 pl

végtérfogatban tartalmaz 2 pl higitott DNS-t és 8 ul Master Mix-et.
A Master Mix Osszerakasanak folyamata:

1. A tablazat segitségével kiszamoltuk, hogy az egyes 0sszetevokbdl menyire lesz sziikséges.
(5. tablazat).

2. ,,X” + 1 minta= ,,Y”; az X a mintdk db szamat jeldli; a mi esetiinkben 19 db minta van,
plusz 1 minta, ami csak vizet tartalmaz, igy iz X=20 és az Y=21.

3. Az alkotorészek 0sszemérését kovetden vortex segitségével razattuk az elegyet.

4. A Master Mix elkésziilt, felhasznalasig jégben kell tarolni, hiiteni sziikséges.

5. tablazat: SCoT primer (6. tablazat) Master Mix 0sszetevOinek listaja és kiszamitasanak
segédletével (Sajat készités)

Master Mix elemei 1 minta (8 ul) ,X7+ 1 minta=,Y”
primer SCoT 1,5 »Y7 *0,75
puffer 1 LY * 1

dNTP (2 mM) 1 »Y7 ¥ 1
MgCl; (25 mM) 0,2 »Y7 *0,2

viz (desztilalt) 4,3 LY *473
enzim (dream Taq; Thermo 0,05 LY *0,05
Fisher Sientific)
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Ezutan a PCR-csovek elokészitését végeztiik el. Miutan ellattuk dket a megfeleldé szdmokkal 2-2
ul higitott DNS-t és 8-8 ul Master Mix-et tettetlink bele. Aztan a BIOER PCR gépben beallitottunk
egy 50°C-os primer kapcsolodasi homérsékletet tartalmazo protokollt, aminek a 1épéseit a 4. abra

mutatja be.

6. tablazat: A kisérletben hasznalt SCoT primerek és szekvencidjuk (Sajat készités)

Kod Primer Szekvencia Homérséklet
a SCoT 1 5’- CAACAATGG CTA CCA CCA-3° 52,6°C
b SCoT 3 5’- CAA CAATGG CTA CCA CCG- 3° 53,9°C
c SCoT 12 5’- ACG ACATGG CGA CCAACG- 3’ 58,4°C
d SCoT 13 5’- ACG ACATGG CGA CCATCG- 3 58,0°C
e SCoT 15 5’- ACG ACATGG CGA CCG CGA- 3’ 62,6°C
f SCoT 18 5’- ACC ATG GCT ACC ACC GCC- 3’ 60,7°C
g SCoT 19 5’- ACC ATG GCT ACC ACC GGC- 3’ 60,7°C
i SCoT 22 5’- AAC CAT GGC TAC CAC CAC- 3’ 55,0°C
] SCoT 29 5’- CCATGG CTA CCA CCG GCC- 3’ 61,7°C
k SCoT 30 5’- CCA TGG CTA CCA CCG GCG- 3° 61,8°C
1 SCoT 31 5’- CCATGG CTA CCA CCG CCT- 3’ 60,4°C
m SCoT 33 5’- CCATGG CTA CCA CCG CAG- 3’ 58,9°C
n SCoT 34 5’- ACC ATG GCT ACC ACC GCA- 3’ 59,7°C

r—. |

(:‘) BIOER

o

105°C Cover 10uL Volume

—

Control Mode : BLOCK | |RunMode :STD
1 | 2 .

4. abra: SCoT primer PCR protokoll (Sajat felvétel)
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Agardz gél ontése €s a PCR termék elvalasztasa:
1,5%-0s agar6z gél ontésének menete:

1. Kimértink 120 ml 0,5xTBE (trisz-borsav és EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) vizes
oldata) és 1,8 g agardz port.

2. Mikré segitségével folmelegitettiik az elegyet és néha meglogyboltiik. A melegitést addig
folytattuk mig a szemcsék el nem tiintek.
Csapnadl folyoviz alatt, folyamatos mozgatas mellett, kézmelegre hiitottiik.

3

4. 2 ul EtBr (Etidium-Bromid) bemérése az oldatba.

5. A gélt kiontottiik a formaba és egy 20 zsebet kialakito féstit tettiink bele.
6

10-15 perces szilardulas kdvetden felhasznalhato a gél.

A vérakozasi id0 letelte utan 6vatosan egy hatarozott mozdulat segitségével eltavolitottuk a fésiit a
g¢lbdl. Az agaroz gél elektroforézisre alkalmas kadba behelyeztiik a talcat és feltoltottiik a
0,5xTBE puffer oldatot a maximumig, hogy ellepje a géliinket. Az agardzgélbe képzet zsebekbe
belepipetaztuk a 10 pl térfogati PCR terméket és elinditottuk a futtatasi programot, ami 90V
fesziiltséget jelentett 2 oran keresztiil. 40 perc elteltével lefotoztuk a gélt és a fennmarad6 1d6 eltelte

utan jabb képet készitettiink.

Az elvalasztott DNS szakaszok dokumentdldsara az Alpha Innotech MultilmageTM Light Cabinet
gél-dokumentacios késziiléket hasznaltuk. Lényege, hogy UV megvilagitassal gerjeszti a gélbe
juttatott €s a futtatds soran a DNS szakaszokhoz kapcsolddott festékanyagot és szamunkra is jol
lathatova teszi a gélen. A [EXPOSE] és a [FREEZE] gombok lenyomasaval képet rogzitettiink rola.
A szoftverében 1évo fekete, fehér és gamma szlirOket hasznélva beallitottuk, hogy a savok szépen

kirajzolodjanak.

3.4. SCAR marker fejlesztésre iranyulé lépések:

Az eredmények vizsgalatat kovetden megjeldltiink bizonyos band-eket, amelyek polimorf

tulajdonsagokat mutattak.

A kivant DNS szakaszokat kinyertiik az agar6z gélbdl, aminek soran steril szikével dolgoztunk,
amit vagasonként alkohollal 4ttoroltiink. A folyamat végén a kivagott gél szeletet egy steril

mikrocentrifuga csébe helyeztiik. Ezt kovetden a Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR
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Clean-up kit protokolljanak leirasa szerint cselekedtiink, amelyet a fiiggelékben kettes szamu

mellékletként csatoltam. A kisérlet soran végig a protokoll szerint jartunk el.

A kinyert mintékat O6tvenszeresre higitottuk, majd re-PCR-rel ellendriztiik 6ket, azaz Gjra végig
csindltuk a PCR kisérletet rajtuk, hogy bebizonyitsuk, hogy a DNS szakaszok kivagésa é€s tisztitasa

sikeres volt.

Ugyanazon lépéseket tettilk meg, mint amit mar kordban részleteztem a 3.3.-mas pontban a ,,PCR
reakcid SCoT markerrel” cimii fejezetben. Természetesen mas szamokat és mennyiségeket
alkalmaztunk a képletnek megfelelden, de az alkalmazott SCoT primerek megegyeztek az elsé

PCR-ben is hasznaltakkal.

crer

DNS szakaszainkat, amelynek folyamatat a fliggelékben a kettes szdmt melléklet protokollja

tartalmaz.

Kovetkezd 1épésként az ismeretlen szekvencidval rendelkez6 DNS szakasz plazmidba torténd
ligdlasa / bejuttatasa volt, amihez pGemT-Easy plazmidot (5. dbra) hasznéltunk. A kisérlet soran

steril fiilkében steril eszkzokkel dolgoztunk.

Xmnl 1994
I Nael
s v\ 2692
2 T7
f1 ori 1 1 start
Apal 14
Aatll 20
\ Sphl 26
Amp' BstZ| 31
pGEMe-T lacZ Ncol 37
Vector T Sacll 46
(3000bp)
Spel 55
Notl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Ndel 82
Sacl 94
ori BstXI (103 %
Nsil 12 g3
126 =
T sre g
o

5. é&bra: A pGemT-Easy plazmid térképe (Promega)

A ligalas menete:

1. 1 pl ligz enzimet, 5 pl puffert, 1 pul pGemT-Easy plazmidot és 0,5 pl desztilaltvizet
elegyitettiink.
2. majd 2,5 ul PCR terméket pipetaztunk bele,
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3. A 10 pl végtérfogati keveréket 23 °C-on inkubdltuk egy oran at, majd egy éjszakan
keresztiil 4 °C-on tartottuk.

A kompetens sejtekbe transzformaltuk a plazmidot. A folyamat soran steril fiilkében, steril
eszkozokkel dolgoztunk. LB taptalajt készitettiink a baktérium sejtek szamadra, folyékony taptalaj
esetén agar nélkiil, szilard taptalaj esetén agar hozzdadasaval (1 literre szamolva, 7-es pH-n: 10 g

tripton; 5 g élesztd; 10 g NaCl; 12 g agar).
Transzformacios Protokoll:

1. A transzformacioban résztvevd E. coli DHS sejteket jégen kiolvasztottuk és 50 pl-t
pipettaztunk egy steril Eppendorf-csébe.

3 ul ligélt terméket adtunk a sejtekhez és 20 percig jégen inkubaltuk.

Az elegyet 50 méasodpercig 42 °C-os vizben tartottuk.

2 percig jégen inkubaltuk a sejteket.

950 ul folyékony LB taptalajt adtunk a csovekbe, és 1,5 6ran 37 °C-on razattuk.

Az elegyet maximalis sebességet hasznalva centrifugaltuk 5 percig.

A o

A foliluszo 950 pl LB taptalajt eltavolitottuk, majd a sejteket a maradék 50 pl-t
felszuszpendaltuk.

8. A sejtszuszpenzidkat ampicillin (100 mg / ml) antibiotikumot tartalmazé szilard 0,1 M
IPTG / 50 mg / ml X-Gal LB taptalajon petricsészében oszlattuk szét, és egy éjszakan
keresztiil 37 °C-on tartottuk.

Masnap a petricsészékben 1év0 taptalajokat (5. dbra) megnéztiik, hogy vannak-e rajta koloniak.
Amennyiben igen, a fehér telepekbdl MaterPlate-et készitetiink (azonban, ha kevés fehér kolonia
volt a plétiinkben, abban az esetben a kék szinli kolonidkbol is hasznaltunk fel a kisérlethez). Ahany
koléniank volt, de minimum 8-at steril pipetta heggyel felvettiink, és tovabb vittlik a MasterPalte-

Ie.

Ezt kdvetden elére szamozott PCR csObe (ami a Master Platen az 1-es az a PCR esetén is az 1-es
¢s igy tovabb) 10 pl steril vizet mértiink és azzal a heggyel, amivel a koldniat felvettem €s huztam
egy vonalat az 1-es szam mellé a pléten, azt az 1-es PCR csébe dobtuk (ez lesz a kolonia PCR

esetén a tempat). A MasterPlate-et 37 °C-on inkubaltuk. A PCR csoveket a hegyek eltdvolitasa utan
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95 °C-on 10 percig tartottuk dket, hogy a sejtek szétessenek ¢€s kiszabaduljanak a sejtrészecskék €s

veliik egyiitt a plazmid DNS is, ami a PCR reakciéban templatként fog szolgalni.

Az MI13 primer part (7.tdblazat) hasznaltuk a PCR reakcidoban, ami a plazmid szekvencidjara
specifikus. Ez lesz a kolonia PCR esetén a vizsgalt DNS. Ugyan azon 1épéseket tettilk meg, mint
amit mar koraban részleteztem a 3.3.-mas pontban a ,,PCR reakci6 SCoT markerrel” cimii
fejezetben. Természetesen mas szamokat €s mennyiségekés alkalmaztunk a képletnek megfeleléen

¢s mas PCR protokollt hasznaltunk hozza. (8. és 9. tablazat)

7. téblazat: M13 primer par szekvenciaja (Sajat készités)

Primer tipusa szekvencia
M13 Forward 5’CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC3’
M13 Reverse 5’TCACACAGGAAACAGCTATGAC3’

8. tablazat: Kolonia PCR Master Mix Osszetevdinek listaja és kiszamitasanak segédlete (Sajat

készités)
Master Mix elemei 1 minta (8 pl) »,X+ 1 minta=,Y”
primer M13F 0,75 »Y7 *0,75
primer M13R 0,75 LY *0,75
pufter 1 LY *]
dNTP (4 mM) 1 »Y7*1
MgClL (25 mM) 0,2 »Y”7*0,2
viz (desztilalt) 43 LY *43
enzim (dream Taq; Thermo Fisher 0,05 LY *0,05
Sientific)

9. tablazat: Kolonia PCR protokoll (Sajat készités)

Lépés Homérséklet (°C) 1d6 (perc)
1.(denaturacio) 94 3
2.(denaturacio) 94 0,5

3.(primer kapcsolodas) 58 1
4.(lanc szintézis) 72 1
5.(ut6 szintézis) 72 5

6. 16 0

A sziirkével jel6lt savot 35-szor ismételni ciklus szertien.
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Egy szazalékos agaroz gélt ontottiink, amit 90V-on 30 percig futtattuk.
A gélkép elkészitése utan dokumentaltuk az adatokat a kiértékeléshez.

Ezutan a koldnia PCR eredményeit felhasznalva a pozitiv telepekbdl plazmid izolalas céljabol
folyékony tenyészeteket készitettiink. El6szor 5 ml folyékony LB téptalajt steril Erlenmeyer
lombikba pipettaztunk, majd a félretett MasterPlate-rdl a megfeleld szamu kihuzott sejtekbdl steril
fogpiszkalo segitségével beoltottuk az oldatott. 37 °C-on egy ¢éjszakan keresztiil raztattuk, hogy
megfeleloképpen felszaporodjanak a sejtek a folyadékban. Rakdvetkezd nap plazmidot izolaltunk

a mintakbol.

A plazmid izoléalast Macherey-Nagel NucleoSpin Plazmid EasyPur kit segitségével végeztiik el,
amelyet a fliggelékben harmas szamu mellékletként csatoltam. A folyamat elvégzése kdozben nem

tértiink el a protokolltél. NanoDrop spektrofotométer segitségével meghataroztuk a plazmid DNS

crer

A szekvenalasra val6 elkiildés el6tt megbizonyosodtunk arrdl, hogy kivaghato-e a kivant méreti

insert a plazmidbol emésztéssel.
Plazmid emésztésének protokolja:

A plazmid emésztését az EcoRI restrikcios enzim segitségeével végeztiik el annak megallapitasara,
hogy a plazmid tartalmazza-e a megfelel6 méretli inszertet, amit a 10. tabldzatban szerepld

komponensek felhasznalasaval végeztiink.

10. tablazat: A plazmid emésztéshez hasznalt 6sszetevok és mennyiségek. (Sajat készités)

Osszetevék Térfogat (ul)
10x puffer EcoRI (Thermo Fisher Sientific) 2
EcoRI enzim (Thermo Fisher Sientific) 1
plazmid 5
viz 12

Az emésztési mixet 37 ° C-on 2 6rdn keresztiil inkubaltuk, majd 1%-os agar6z gél ntése utan 90V-
on, 30 percig futtattuk.

A Kkisérlet lezarasaként DNS-szekvendlasra kiildtiikk a plazmid DNS-eket M 13 reverse / forward
primerrel.
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3.5. AFLP marker hasznalata:

A korabban bemutatott ndvényanyagot hat genotipusra és két pool-ra sziikitettiik ((1) P1 fehér-
sziild, (2) P2 z61d-sziild, (4) 507 fehér-kontrol, (8) 517 fehér-kontrol, (12) 9062 z5ld-kontrol, (13)
9064 zold-kontrol, (14) F2 fehér-pool, (15) F2 z6ld-pool (4. tablazat)). A kisérletben a DNS izolalast

kovetden (3.1. pont) AFLP elemzést hajtottunk végre, amelyet 6t f6 pontban részleteznék.

1. Emésztés: A 11. tdblazatban listdzott Osszetevoket egy csébe mértiik, kivéve az EcoRI
enzimet és néhany masodperces centrifugalast kovetden egy éjszakan at 65 °C-on inkubaltuk
PCR gépben. Masnap a meghatarozott térfogati EcoRI enzimet is hozza mértiik, majd egy

¢jszakan keresztiil 37 °C-on tartottuk. Egy szazalékos agardz gélen teszteltiik sikereségét.

11. tablazat: Emésztési mixhez hasznalt hozzavalok listaja (Sajat készités)

Osszetevok Térfogat (ul)
Tango puffer 10X (thermo fisher) 4
Msel enzim 0.5
EcoRI enzim 0.5
nukleazmentes viz 5.5
DNS-izolatum 10

2. Az adapter ligalasa: Az adapter ligalasahoz (13. tablazat) 10 pl emésztett DNS-t és a 12.
tablazatban Osszefoglalt komponenseket hasznaltuk a megadott térfogatmennyiségben. A
kapott elegyet néhany madsodpercig centrifugaltuk, majd 23 °C-on 1 oran keresztiil

inkubaltuk. Az id6 letelte utdn 4 °C-on tartottuk egy éjszakan keresztiil.
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12. tablazat: Az adapter ligalasdhoz hasznalt 6sszetevok. (Sajat készités)

Osszetevék Térfogat (pul)

Pufter (10X) 4

EcoRI-F adapter 0.5

EcoRI-R adapter 0.5

Msel- F adapter 0.5

Msel-R adapter 0.5

T4 DNS ligaz 1

Viz 3

13. tablazat: A felhasznélt adapterek szekvencidi. (Sajat készités)
Név Szekvencia

EcoRI-R adapter S'AATTGGTACGCAGTC 3'
EcoRI-F adapter 3'CCATGCGAGTCAGATGCTC §'
Msel- R adapter 3'GACGATGAGTCCTGAG 5'
Msel-F adapter S'TACTCAGGACTCATC3'

3. Preszelektiv PCR: Az el6z0 1épés terméknek 4 pl-jét hasznaltuk templatként a PCR
reakcioban a 14. tdblazatban lathato primer szekvencidkkal. A Master Mix Osszeallitasa a
hasonldan tortén, mint a kolonia PCR esetén, csak 20 pl-es végtérfogatra kalkuldlva (15.
tablazat). A primer tapadasi szakaszban a hdmérséklet 65°C-on tortént 30 masodpercig. Az
igy kapott PCR termékeket 2 pl etidium-bromiddal (EtBr) festett 1%-0s agar6z gélen

ellendriztiik a 3.3. pontban részletezett eljarast kovetve.

14. tablazat: Az AFLP preszelektiv PCR sordn hasznalt szekvencidk. (Sajat készités

Primer Szekvencia
EcoRI- preszelektiv primer 5' GACTGCGTACCAATTCA 3
Msel- preszelektiv primer 5' GATGAGTCCTGAGTAA 3
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15. tablazat: AFLP preszelektiv PCR Master Mix dsszetevdinek listaja és kiszamitasanak segédlete. (Sajat

készités)

Master Mix elemei 1 minta (16 pl) »X+ 1 minta=,,Y”
primerF- preszelektiv primer 1,5 »Y7*1,5
primeR- preszelektiv primer 1,5 »Y7* 1,5
puffer 2 WY *D
dNTP (4 mM) 2 SY7 %2
MgCl, (25 mM) 0,4 »Y7 %04

viz (desztilalt) 8,6 LY *86
enzim (dream Taq; Thermo Fisher Sientific) 0,1 LY *0,1

4. Szelektiv PCR: A preszelektiv PCR terméket 50-szeres koncentraciora higitottuk, tehat 1

ul preszelektiv PCR terméket 49 pl vizzel higitottunk. A szelektiv PCR-hez 4 pl higitott
mintat hasznaltunk. Osszesen 8 primer kombinaci6 (16. tablazat) vett részt a kisérletben,
amelyek ugyanazokbol a szekvencidkbdl alltak, mint a fenti 14. tdblazatban emlitettek
(EcoRI, Msel), kivéve, hogy 3 tovabbi nukleotidot tartalmaznak a 3' végiiknél. A 15.
tablazatban felsorolt Osszetevok felhasznalasaval késziilt a Master Mix (a preszelektiv
primerek helyet, mar a szelektiv primereket alkalmaztuk). A 3.3. pontban részletezett leirast
hasznélva végeztiik el a PCR reakciot. A primer tapadasi szakaszban a hdmérséklet 65°C-
on tortént 30 masodpercig. A kapott PCR-terméket 2 pl etidium-bromiddal festett 1%
agarozon ellendriztiik, hogy megfelelden jartunk el és a sikeres eredmények esetén
poliakrilamid (17. tdblazat) gélelektroforézist végeztiink el 110 V-on 16 6rdig (délutan
négytdl reggel nyolcig) 4°C-os szobaban. PCR gépben 94°C-on hat percig inkubaltuk a 4
ul futtatd puffer és 6 pl szelektiv PCR-bol allo elegyet. A gélbe vald bevitelig jégen
tartottuk. A gélontést kdvetden 23 zsebes fésiit helyeztiink a megragasztott kazettaba.

Miutén a futas véget ért, eziistfestéssel tettiik lathatova a gélen az eredményeket.

16. tablazat: A szelektiv PCR-hez hasznalt szelektiv primerek kombinécidi. (Sajat készités)

kombinéci6 sorszdma szelektiv EcoRI primer 3’ vége szelektiv Msel primer 3’ vége
L ATC-3° CTC-3’
IL. ACC-3 CTC-3’
II1. AGC-3’ CTC-3
IV. ATC-3° CAC-3’
V. ACC-3’ CAC-3’
VL ATC-3° CTG-3°
vl AGC-3’ CTG-3’
VIIL ACC-» CTG-3’
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17. tablazat: 8%-os poliakrilamid gél dsszetevdinek listaja. (Sajat készités)

Osszetevok Térfogat
AA 40% 6 (ml)
BA 2% 3 (ml)
10xTBE 1,5 (ml)
TEMED 65 (ul)
APS 10% 155 (ul)
viz 24,5 (ml)

5. Eziistfestés: A poliakrilamid gélt eziist festését a kovetkezd eljarassal hajtottuk végre:

A gélt ultratiszta vizzel mostuk.

200 ml ultratiszta viz és 3 ml 65%-0s HNO3 felhasznalasaval készitett elsd oldatban 5
percig stabilizaltuk a DNS fragmentumokat a gélben.

A gélt 2 alkalommal ultratiszta vizzel mostuk, majd 25-30 percig festettiik a kettes
oldattal, amelyet 0,4 g AgNO;3 ¢és 200 ml ultratiszta viz felhaszndlasaval készitettiink el.
A gélt kétszer mostuk ultratiszta vizzel, majd a gélt 10-15 percig eléhivo-oldatban
aztattuk (az eléhivo-oldat: 200 ml ultratiszta vizben 12 g Na2COs feloldottunk, majd 70
ul 30%-0s HCOH-t adtunk hozza).

A gélt kétszer ultratiszta vizzel mostuk.

A negyedik oldatban 5 percig fixaltuk a gélt. A negyedik oldat 200 ml ultratiszta viz és
62,5 ml 96%-0s CH3COOH keverésével készitettiik el.

A gélt kétszer mostuk ultratiszta vizzel.

A gélt 10-15 percig aztattuk az 6todik oldatban. Az 6tddik oldatot 200 ml ultratiszta viz
¢és 69 ml 87%-os glicerin dsszekeverésével hoztunk létre.

Végiil a gélt kétszer mostuk ultratiszta vizzel, majd hagytuk megszaradni két celofan

koz¢ helyezve és egy keretre feszitve, mieldtt a kiértékelést megkezdtiik volna.
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4. Eredmények bemutatasa:

4.1. SCoT marker hasznalata:

A PCR reakcidkat tizenharom kiilonb6z6é SCoT primerrel (6. tdblazat) végeztiik el, aminek novény
anyagat a F2 populaciobol kialakitott 6 db F2 pool (a kijeldlt harom tulajdonsag szélséértéki), a P1
¢s P2-es sziil6 biztositotta a tizenegy referencia genotipus mellett (4. tablazat). Ezek eredményeit

a 6. és 7. dbra szemlélteti. A piros nyilak mutatnak a valoszinisitett polimorf fragmentumokra.

SCoT 13
L2 3 45 46 7 8 9 18 11 12 13 14 15 16 17 18 19

N
- ot bt bt
- -'_“-“‘-H—-.-‘-

SCoT 18

6. abra: Hat SCoT marker eredménye 1,5%-o0s EtBr festett agar6z gélen szemléltetve. A piros nyilak
polimorf DNS szakaszt jelolnek. Mintasorrend: 1.: Fehér sziilé 9075; 2.: Zold sziil6é 9074; 3.: 506;
4.:507;5.:512;6.: 514; 7.: 516; 8.: 517; 9.: 526; 10.: 527; 11.: 532; 12.: 9062; 13.: 9064; 14.: F,
fehér pool; 15.: F, z6ld pool; 16.: F; korai pool; 17.: F; kései pool; 18.: F, magas pool; 19.: F»
alacsony pool (Sajat felvétel)

Kutatasunk célja polimorf DNS szakasz azonositdsa volt, azaz az egyik sz¢€lsO értéket jelentd
fenotipusos kategdridban megjelenik a sdv vagy fragmentum, mig a vele ellentétes kategoriaban
nem lesz lathat6. Példaul a zold, illetve az ennek megfeleld a P2-es zold-sziilében is megjelenik,
de a masikban (fehér-pool, P1-es fehér-sziild) hianyzik, vagy forditva. A 6. abran a lathat6 példaul:
SCoT3: 1 és 16 minta a korai fenotipusra jellemz6 DNS-szakaszt jeloli valoszintileg (nyil szerint
1-1,2 kb), minden mas koraiban is benne van (3, 7 minta), ellenben a 2 (kései sziild) 12 (kései
kontroll) 17 (kései pool) nem tartalmazza, polimorf fragmentumnak mondhatd; SCoT12: 14-es

mintdban jelen van egyediiliként egy DNS szakasz (800 bp), ami a tobbibdl hidnyzik. Ezt tovabbi
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vizsgalatokat igényelt, igy felbontottuk az emlitett fehér F» pool-t az eredeti hat genotipusra, hogy

meghatarozzuk, hogy melyik tartalmazza.
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7. abra: Hét SCoT marker eredménye 1,5%-o0s EtBr festett agar6z gélen szemléltetve. A piros nyilak
polimorf DNS szakaszt jelolnek. Mintasorrend: 1.: Fehér sziil6 9075; 2.: Zo6ld sziilé 9074; 3.: 506;
4.:507;5.:512;6.: 514; 7.: F2516; 8.: 517; 9.: 526; 10.: 527; 11.: 532; 12.: 9062; 13.: 9064; 14.:
F» fehér pool; 15.: F» zdld pool; 16.: F, korai pool; 17.: F, kései pool; 18.: F» magas pool; 19.: F»
alacsony pool (Forras: Sajat felvétel)

A 7. ébran a lathato példaul: SCoT19: 14 (fehér pool) egyezést mutat 1 (fehér sziild) 3, 4, 8 (fehér)
kontrollok is megerdsitik ezt (2-3 kb). Azonban a 15. mintabol (z6ld pool) ez a szakasz hianyzik,

ugy, mint a 2 (zold sziil6) és a 13 (z6ld) kontrolban, azaz polimorf fragmentumnak mondhat6.

Azokat a PCR-reakcidkat, amiket piros nyillal megjeldltiink, azaz kiilonbségeket véltiink
felfedezni, azokat egy csokkentett mintaszdmmal Ujra PCR-eztiik, hogy megvizsgaljuk valoban

polimorfok-e. Az eredményeket a 8. 4bran mutatom be.
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8. abra: Kilenc SCoT marker ellenérzésének eredménye 1,5%-os EtBr festett agar6z gélen
szemléltetve. A piros nyilak polimorf DNS szakaszt jelolnek. Mintasorrend: 1.: Fehér sziil6 9075;
2.: 761d szl 9074; 3.: 506; 9.: 526; 10.: 527; 12.: 9062; 13.: 9064; 14.: F fehér pool; 15.: F, zold
pool; 16.: F; korai pool; 17.: F, kései pool; 18.: F» magas pool; 19.: F, alacsony pool; *SCoT12
esetén a felbontott pool-bdl lathato 4 egyed (3. tablazat) (Sajat felvétel)

Abban az esetben, amennyiben a 8. abran lathaté eredmények megegyeztek a 6. €és 7. dbran

lathatokkal, akkor azt a DNS-savot kivagtuk az agardz gélbdl (18. tablazat) és re-PCR-rel

ellendriztiik (9. abra) a kivagas sikereségét.

18. tablazat: A gélbdl kivagott fragmentumok listaja és eredménye a re-PCR-ben. (Sajat készités)

templat primer primer becsiilt méret | koncentracio re PCR mutatja a | Ligalasra
(DNS-minta) | kod név fragmentumot kivalasztva
P1 a SCoT1 1,2-1,5 kb 9,52 igen OK

P1 b SCoT 3 1,2 kb 8,23 igen -

F2 53 c SCoT 12 | 800 bp 10,07 igen -

P1 g SCoT 19 | 2,5kb 6,31 igen OK

P1 g SCoT 19 | 2kb 5,86 igen -

P1 i SCoT 22 | 800 bp 7,47 igen -

P1 ] SCoT 29 | 800 bp 9,12 igen -

P2 j SCoT 29 | 700 bp 7,54 igen -

P2 j SCoT 29 | 500 bp 11,28 igen -

Pl | SCoT 31 | 1,2-1,5kb 7,55 igen -

P2 n SCoT 34 | 700 bp 26,55 igen OK

Pl n SCoT 34 | 1,2kb 7,19 igen -
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9. é4bra: are-PCR eredményei 1,5%-os EtBr festett agaroz gélen szemléltetve. A piros nyilak
polimorf DNS szakaszt jelolnek. Mintasorrend: A1-SCoT1 és P1 Fehér sziil6 9075; B1-SCoT3 és
P1 Fehér sziil6 9075; C1-SCoT12 és F»53; G1-SCoT19 és P1 Fehér sziil6 9075 (2,5 kb); G2-
SCoT19 P1 Fehér sziil6 9075 (2 kb); J1-SCoT29 és P1 Fehér sziilé 9075 (800 bp); J2-SCoT29 és
P2 Zo61d sziil6 9074 (700 bp); J2°-SCoT29 és P2 Z4ld sziilé 9074 (500 pb); L1-SCoT31 és P1
Fehér sziil6 9075; N1-SCoT34 és P1 Fehér sziilé 9075; N2-SCoT34 és P2 Zo1d sziilé 9074
(Forras: Sajat felvétel)
A 18. tablazat utols6 oszlopaban megjelolt harom DNS szakaszt plazmidba ligaltuk és kompetens
E. coli sejtekbe transzformaltuk azokat, majd kolonia PCR-t hajtottunk végre az eredmények
elemzéséhez (10. abra). A SCoT1 primer esetén az 1-es és a 10-es, a SCoT34 primer esetén a 14-
es és 16-os, miga SCoT19 primer esetén a 4-es és a 6-0s koloniat valasztottuk ki plazmid izolalasra.
Ezt kovetden emésztettilk a plazmidot (11. abra), hogy szekvendldsra az elvart méreti DNS

szakaszt kiildjiik.
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10. abra: A kolonia PCR eredménye 1%-os EtBr festett agaroz gélen szemléltetve. (Sajat készités)
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11. abra: A plazmid emésztés eredménye 1%-os EtBr festett agaroz gélen szemléltetve. (Sajat
készités)

A SCoT1 primer esetén megkaptuk a kivant (1,2-1,5 kb) DNS szakaszt mindkét kolonia esetén. A
SCoT34 primerrel 14-es kolonia adta meg az elvart méretet (700 bp). A SCoT19 primer esetén 2,5

kb helyet 1,2 kb méretet latunk a 4-es és 6-0s kolonidk esetén. A pozitiv eredményt mutatd mintakat
szekvenalni kiildtiik.
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4.2. AFLP markerezés:

Az AFLP marker segitségével végzet kisérletben a rézsa szinének alakuldsat elemeztiik. A
folyamatban részt vett DNS-izolatumok listaja a kdvetkez6: (1) P1 fehér-sziilo, (2) P2 zo6ld-szilo,
(4) 507 fehér-kontrol, (8) 517 fehér-kontrol, (12) 9062 zold-kontrol, (13) 9064 z6ld-kontrol, (14)
F»> fehér-pool, (15) F» z6ld-pool (4. tablazat). Az emésztés eredményét a 12. dbra mutatja.

12. abra: Az emésztés eredménye 1%-os EtBr festett agar6z gélen valo elvalasztasa. Mintasorrend.: 1.
minta: Fehér sziilé 9075, 2. minta: Z6ld szil6 9074, 4. minta: F2507 fehér-kontrol, 8. minta: 517
fehér-kontrol, 12. minta: 9062 z6ld-kontrol, 13. minta: 9064 z6ld-kontrol, 14. minta: F» fehér-pool,
15. minta: F, z6ld-pool (Sajat felvétel)

Mivel a 12-es mintanak nem sikeriilt az emésztése, igy azt kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol. A

tobbi mintan preszelektiv PCR-t hajtottunk végre, melynek eredménye a 13. abran lathato.

13. abra: Az elészelektiv PCR eredménye 1%-o0s EtBr festett agardz gélen valo detektalasa.
Mintasorend: 1. minta: Fehér sziil6 9075, 2. minta: Z6ld sziilé 9074, 4. minta: 507 fehér-kontrol,
8. minta: 517 fehér-kontrol, 13. minta: 9064 z6ld-kontrol, 14. minta: F, fehér-pool, 15. minta: F,

z0ld-pool (Sajat felvétel)

Az Osszes minta sikeres volt. Otvenszeres higitast kovetden szelektiv PCR-t hajtottunk végre

kiilonb6z6 primer kombinaciokkal (16. tablazat). Ezt kovetden 1%-os agardz gélen ellendriztiik
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(14. abra), hogy megfelelden jartunk-e el és a sikeres eredmények esetén poliakrilamid géllen valo

elvalasztast végeztiink a tényleges polimorfizmus kiértékeléshez.

14. abra: Ketté mintaval vald 1%-os EtBr festett agaroz gélben torténd ellenérz6 futtatés a szelektiv
PCR esetén. Mintasorrend: 4. minta: 507 fehér-kontrol, 8. minta: 517 fehér-kontrol; Parositasok:
1.-ATC-3’+CTC-3’, I1.-ACC-3’+CTC-3’, II1.-AGC-3’+CTC-3’, IV.-ATC-3’+CAC-3’, V.- ACC -

3’+ CAC -3°, VL.-ATC-3’+CTG-3’, VII.-AGC-3’+ CTG-3’, VIIL.-ACC-3"+ CTG-3’; (Sajat
felvétel)

A hatos sorszamu kombindcié hasznalata nem volt sikeres, igy azt kizartuk a tovabbi
vizsgalatokbol. Poliakrilamidgélre a fehér és z6ld sziilok mellet a fehér és zold F» pool-okat
hasznaltuk az elsd tesztelésekhez, aminek eredményeit a 15. és 16. dbra mutatja be, ahol a piros

nyilak feltehetdleg polimorf fragmentumra mutatnak.
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15. DNS szakaszok kimutatésa eziist festéssel 8%-o0s poliakrilamid gélen. A piros nyilak polimorf
DNS szakaszt jelolnek. Mintasorrend: 1. minta: Fehér sziilé 9075, 2. minta: Z6ld sziilé 9074, 14.
minta: F, fehér-pool, 15. minta: F, z61d-pool; Parositasok: 1.-ATC-3’+CTC-3", I1.-ACC-3’+CTC-

3’, IV.-ATC-3’+CAC-3’,VII.-AGC-3’+ CTG-3’, VIIL.-ACC-3’+ CTG-3’; (Sajat felvétel)
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16. abra: DNS szakaszok kimutatasa eziist festéssel 8%-o0s poliakrilamid gélen. A piros nyilak
polimorf DNS szakaszt jelolnek. Mintasorrend: 1. minta: Fehér sziil6 9075, 2. minta: Zold sziild
9074, 14. minta: F, fehér-pool, 15. minta: F, z6ld-pool; Parositasok: I.-ATC-3’+CTC-3’, I1.-ACC-
3’+CTC-3’, IV.-ATC-3’+CAC-3’,VIL.-AGC-3’+ CTG-3’, VIIL.-ACC-3"+ CTG-3’; (Sajat felvétel)

A 15. és a 16. abran ugyan az a minta sorrend €s primer par kombinaci6 lathato, azzal az eltéréssel,
hogy mas PCR-reakciobol szarmaznak a mintdk. Mindkét gélen megfigyelhetjiik, hogy a VIIL
szelektiv primer kombinaci6 (E-ACC-3’+ M-CTG-3’) egy fragmentumot eredményez a fehér sziil6
¢és fehér-pool mintdkban, ami hidnyzik a zold sziilé és zold-pool esetén. A 15. abran a z5ld-pool
PCR terméke nem elégé detektalhatd, azonba a 16. dbra eredménye megerdsiti a fragmentum
hianyat. Az emlitett polimorf fragmentumnak a kivagéasa és vissza tisztitdsa folyamatban van a

tovabbi vizsgalatok folytatasdhoz.
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5. Osszefoglalas:

Az utobbi években rohamosan fejlddott a ndvénytermesztés és folyamatosan Ujabb fajtakat
szeretnének, hogy a fogyasztdi tarsadalmat minél jobban kielégithessék. A nemesitok feladata
neheziil, ugyanis a hagyomanyos, fenotipuson alapuld szelekcids moédszerek, mar nem elég
gyorsak a mai valtozo vilagban. Manapsag a morfoldgiai €és biologiai markerek lehetové tették a

folyamat felgyorsitasat.

Harom agrondmialilag hasznos tulajdonsag esetén végeztiink elemzést egy morfologiailag és
fenologiailag nagy eltérést mutatd két sziil6tdl szarmazod szegregalddod F2 karfiol populacidban. A
molekularis vizsgalatokat a kdvetkezOképpen végeztiik el: a hasadd populaciobol kivélasztott 6-6
sz¢lsd értéket mutatd genotipusbdl egyedileg izoldlt DNS-t hasznédlva, a szélsd értékeket
reprezentald F» ,,pool”-okat, azaz DNS keverékeket allitottunk eld. Ezt a hat szélsé értékeket
reprezentald F» ,,pool”-t (fehér-zold, korai-kései, alacsony-magas) tizenhdrom SCoT markerrel
elemeztiik a sziilok mellett tizenegy referencia genotipussal kiegészitve. Munkank masodik
részében fehér és zold F» pool-okat és a sziiloket AFLP markerrel is megvizsgaltunk nyolc szelektiv
kombinacidban. Polimorf fragmentum esetén pedig a DNS szakasz pontos bazissorrendjének
meghatdrozasa utan szekvencia specifikus SCAR-marker fejlesztést tliztiink ki célul, ami képes

detektéalni az adott polimorf DNS-szakaszt az adott tulajdonsagra.

Elész6r a DNS-izolatumokbdl PCR reakcio segitségével a tizenharom kiilonb6z6 szekvenciaval
rendelkez6 SCoT primerrel végeztiink kisérleteket. Majd az esetlegesen polimorfizmust mutatéd
mintakkal a folyamatot megismételtiik az eredeti SCoT primerével, ami kilenc SCoT primert

érintett (SCoT1; SCoT3; SCoT12; SCoT18; SCoT19; SCoT22; SCoT29; SCoT31; SCoT34).

A SCoT12 primer esetén viszont az ismételt PCR-nél mar a felbontott F» fehér-pool-lal is
dolgoztunk, mert elézetes sejtések alapjan ugy gondoltuk, hogy a kijel6lt fragmentumunk csak egy
F> egyedtdl szarmazik. A PCR-reakci6 bebizonyitotta, hogy igazunk volt, ugyanis csak az F»53

egyedbdl szdrmazd genomi DNS-nél rajzolodott ki a séav.

Ezt kovetden a vizsgalni kivant fragmentumokat kivagtuk és tisztitottuk majd re-PCR segitségével
bizonyitottuk a kivagas és tisztitas sikerességét. Amelyik mintandl visszakaptuk a vart band-eket
ligalast hajtottunk végre és a kompetens sejtekbe vald transzformalast kovetden kolonia PCR-t

végeztiink el, hogy pontosan meghatarozhassuk a kérdéses szekvenciak bazispar hosszat.
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A kolonia PCR-t kovetden plazmid emésztést hajtottunk végre, hogy a magas koltségekkel jard
szekvenaldsra mar csak a biztosan kivaghatd szekvencidkat kiildjiik el. Az emésztésben 3 Scott
primer vett részt 2-2 kolonia vizsgalataval. A SCoT1 primer esetén megkaptuk a kivant (1,2-1,5
kb) DNS szakaszt mindkét kolonia esetén. A SCoT34 primerrel a 14-es koldnia adta meg az elvart
méretet (700 bp). A SCoT19 primer esetén 2,5 kb helyet 1,2 kb méretet lattunk a 4-es és 6-o0s

kolonidk esetén. A pozitiv eredményeket szekvenalasra kiildtiik tovabbi kisérletek céljabol.

Az AFLP marker hasznalatakor csokkentett minta szammal dolgoztunk (P1, P2, 507 fehér-kontrol,
517 tehér-kontrol, 9062 z5ld-kontrol, 9064 z61d-kontrol, F» fehér-pool, F» z6ld-pool), tehat csak a
rozsa szinére koncentraltunk. Sikeres genomi emésztést kovetden adaptereket ligaltunk az
ismeretlen DNS-szakaszainkhoz, majd preszelektiv és szelektiv-PCR-t hajtottunk végre. Nyolc
szelektiv kombinaciobol egy estén tudtunk polimorf fragmentumot meghatarozni (E-ACC-3’+ M-
CTG-3’), ami jelen volt a fehér sziilo és F» fehér pool-ban, viszont hianyzott a zdld sziild és F»

z6ld-pool esetén. Ezen DNS fragmentum kivéagasa folyamatban van tovabbi kisérletek céljabol.

Osszeségében sikeresen kivélasztottunk és plazmidba ligaltunk SCoT1 primerrel egy polimorf
fragmentumot az alacsony szar tulajdonsdgédra, amit szekvendalast kovetéen SCAR marker

fejlesztésre terveziink hasznalni.
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8. Koszonetnyilvanitas:

Koszonetemet szeretném kifejezni mindazoknak, akik a segitségemre voltak a dolgozat

megirasaban.

Ezuton is szeretném megkdszonni Dr. Toth-Lencsés Andrea Kittinek, konzulensemnek szakmai
irdanymutatasat, a dolgozatom elkészitéséhez nyujtott segitségét, a kutatashoz sziikséges
koriilmények biztositasat, és a bizalmat, amellyel szamomra lehetdvé tette az 6nallo munkavégzés
elsajatitasat, igy gyakorlatban is megtanulhattam az 4altala megtanitott fogasokat, valamint

készséges ¢s lelkiismeretes javitasért.

Kiilon koszonet jar Amany Mohamed Elrefaey Ragab Mezdgazdasagi biotechnologus Msc
hallgatonak tdmogatd, segit6kész munkdjaért. Mindig bizalommal fordulhattam hozzd a k6zos

munkank alatt.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. R6th Fruzsinanak és Czinge Doéranak, hogy felajanlottdk ezt a
kutatasi témat, illetve lehetdséget, hogy veliik dolgozhassak. Kiilon koszonet illeti a Syngenta
valamennyi dolgozdjat, akik, ha egy apro részvétellel is lehetove tették, hogy ez a kisérlet valora

valhasson.
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9. Fiiggelék:

1.Melléklet: Macherey-Nagel NucleoSpin Plant II.

5.1

Genomi DNS novénybdél

Az elkészités megkezdése elott

Melegitsiik el a PE elucios puffert 65 °C-ra.

Ellendrizze, hogy a PW2 mosdpuffert és az RNaz A-t a 3. szakasznak megfelelden készitette-e el.

Megjegyzés: A NucleoSpin® Plant II készletek két kiilonb6z6 lizispuffert tartalmaznak a leggyakoribb névényfajok esetében optimalis eredmények
eléréséhez. Kérjiik, olvassa el a 2.5. szakaszt az egyedi névényi minta szimara optimalis lizispuffer-rendszer kivalasztasahoz, valamint a még t5bb
ndvényi minta feldolgozasira vonatkozé informaciokért. mintaanyag feldolgozasa a kdvetkezo protokollban javasoltnal.

1

A minta homogenizalisa

Homogenizéljon legfeljebb 100 mg nedves témegu vagy legfeljebb 20
mg szaraz tomegu (liofilizalt) névényi anyagot (a homogenizalasi
modszereket lasd a 2.4. szakaszban).

Folytassuk a sejtek lizisét a PL1 pufferrel (2. a) 1épés), vagy alternativaként PL2
pufferrel (2. b) lépés).

Homogenizalja
a mintakat

2a

Sejtlizis a PL1 pufferrel

A kapott port helyezze at egy 1j csobe, és adjon hozza 400 pL PL1 puffert. Az
elegyet alaposan vortexeljiik.

Megjegyzés: Ha a minta nem szuszpendalhaté kdnnyen, mert példaul a névényi
por tul sok puffert sziv fel, tovabbi PL1 puffert adhatunk hozza. Vegye
figyelembe, hogy az RNéaz A (2. 1épés) és a PC puffer (4. lépés) térfogatat
aranyosan novelni kell.

Adjunk hozza 10 pL RNaz A oldatot, és alaposan keverjiik 6ssze a mintat.
Inkubaljuk a szuszpenziét 10 percig 65 °C-on.

Megjegyzés: Egyes névényi anyagok esetében elonyds lehet az inkubécios idot
30-60 percre névelni.

Folytassa a 3. lépéssel.

+400 pul PL1

+10 pl RNaz A

65 °C,
10 perc
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A nyers lizatum szirése / tisztitasa

Helyezzen egy NucleoSpin® sziirét (lila gyiirii) egy uj gytijtécsébe (2 ml), és
téltse a lizatumot a csébe. Centrifugéaljon 2 percig 11 000 x g-n, gyiijtse dssze az
atlatszoé atfolyot, és dobja el a NucleoSpin® Filtert.

Ha nem az §sszes folyadék ment at a sziliron, ismételje meg a
centrifugalasi lépést.

Ha az atfolydban pellet lathato, a tiszta feliiliszot helyezze at egy 1j 1,5 ml-es © 11,000 x g,
mikrocentrifugazécsébe (nem tartozék). 2 perc

Alternativ megoldasként centrifugalja a nyers lizatumot 5 percig 11 000 x g-nél,
és a feliiliszot helyezze at egy 1j csdbe, vagy a szilard részecskék teljes
eltavolitasa érdekében az elozetesen megtisztitott felilliszot vezesse at a
NucleoSpin® sziiron.

DNS-kotési viszonyok beallitasa

Adjunk hozza 450 pL PC puffert, és alaposan keverjiik dssze fel-le pipettazassal +450 B 1 PC
(5 alkalommal) vagy vortexeléssel.
DNS megkotése
Toltse be a
Helyezzen egy NucleoSpin® Plant II oszlopot (z6ld gyiir() egy uj lizatumot
gyiijtoesobe (2 ml), és toltsén be maximum 700 pl mintat.
Centrifugaljon 1 percig 11 000 x g-n, és dobja el az atfoly6 anyagot.
A NucleoSpin® Plant II oszlop maximalis toltési kapacitisa 700 pL. © 11,000 x g,
Nagyobb mintamennyiség esetén ismételje meg a betdltési lépést. 1 perc
Szilika membran mosasa és szaritasa
+400 pl PW1
1. mosas
Adjon 400 pL. PW1 puffert a NucleoSpin® Plant II oszlophoz. 11,000 x g,
Centrifugaljuk 1 percig 11 000 x g-nél, és dobjuk el az atfolyo 1perc
folyadékot.
Megjegyzés: Bar a PW1 pufferrel térténdé mosas noveli a tisztasagot,
bizonyos esetekben kissé csokkentheti a végsd hozamot.
+700 pul PW2
2. mosas
Adjunk 700 pL PW2 puffert a NucleoSpin® Plant II oszlophoz. 11,000 x g,
Centrifugaljunk 1 percig 11 000 x g-n, és dobjuk el az atfoly6 1 perc
folyadékot.
3. mosas
Adjunk tovabbi 200 pL. PW2 puffert a NucleoSpin® Plant II +200 pl PW2
oszlophoz. Centrifugéljon 2 percig 11 000 x g-n a mosépuffer
eltavolitasa és a szilikamembran teljes szaritasa érdekében. 11,000 x g,
2perc
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7 DNS elualasa

Helyezze a NucleoSpin® Plant II oszlopot egy 1j 1,5 ml-es
mikrocentrifugacsébe (nem tartozék).

Pipettazzon 50 pL PE puffert (65 °C) a membranra. Inkubalja a
NucleoSpin® Plant II oszlopot 5 percig 65 °C-on. Centrifugaljon 1 percig
11 000 x g-n a DNS elualasahoz.

Ismételje meg ezt a lépést egy ujabb 50 pL PE pufferrel (65 °C), és elualja
ugyanabba a csdbe.

Megjegyzés: A PE elicids puffer nem tartalmaz EDTA-t. Ha a tisztitott
DNS tarolasa utain DNS-bomlast észleliink, az elicio elétt allitsuk be az
EDTA-t a PE pufferben 1 mM-ra.

+ 50 ul PE
65 °C,
5 perc

11,000 x g,
1 perc

+50 ul PE
65 °C,
5 perc

11,000 x g,
1 perc

2.Mell¢klet: Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

6 Jegyzokonyv DNS extrakciohoz agaréoz gélekbol

Az elkészités megkezdése elott

* Ellendrizze, hogy az NT3 mosoépuffert a 3. szakasz szerint készitették-e el.

1 DNS-fragmentum kivagasa / gélszelet oldasa

Vegyen egy tiszta szikét, hogy kivagja a DNS-fragmentumot
az agar6zgélbol. Ovatosan vagja ki a fragmentumot
tartalmazoé gélszeletet, hogy a gél térfogata minimalisra
csokkenjen.

Megjegyzés: A DNS karosodasanak elkeriilése érdekében minimalizalja az
UV-expozici6 idejét.

Hatarozza meg a gél szelet sulyat, majd helyezze at egy
tiszta kadba.

Minden 100 mg agarézgélhez adjunk 200 pl NT puffert.

A >2% agarozt tartalmazo gélek esetében duplazza meg az
NT puffer térfogatat. A gélszelet maximalis mennyisége
NucleoSpin Extract IT Colummonként 400 mg vagy 200

mg magas szazalékos gél >2%. Ebben az esetben 2 |
betdltési lépésre van sziikség (2. lépés). U

Inkubaljuk a mintat 5-10 percig 50 °C-on. A mintat 2-3

percenként réviden vortexelje, amig a gélszelet teljesen fel
nem oldédik!
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2 DNS megkotése
Helyezzen egy NucleoSpin Extract II Colummot egy

gytijtcsébe (2 ml), és téltse be a mintat. betbltési minta
Centrifugaljuk 1 percig 11000 x g-n. Dobjuk el az
atfolyo folyadékot, és helyezziik vissza az oszlopot a L ’1032; g

gyiijtdcsdbe.

3 Szilika membran mosasa
Adjunk 700 pl NT3 puffert a NucleoSpin Extract
II Columm-hoz. Centrifugaljon 1 percig 11 000 x e
g-n. Dobja el az atfolyo" _fq'lya”dekot, és helyezze é +700 I NT3
vissza az oszlopot a gytijtocsdbe.

Megjegyzés: A kaotrop so6 atvitele alacsony A /A értékeket 11.000 x
eredményezhet. A nagyon érzékeny rakdvetkez6 alkalmazasok ’ ) g
esetén, vagy ha a teljes eluatumot fel kell hasznélni, a problémak 1 perc

mcgclozesc érdekébcn kovesse a 8.1 (.ADNS.EIMM&

) fejezetben megadott utamasokat

4 Szilika membran szaritasa

Centrifugaljuk 2 percig 11 000 x g-n az NT3 puffer teljes
eltavolitasahoz. (?gyeljen arra, hogy a centrifugabél és a
gylijtécsobol valé eltavolitds sordn a centrifuga ne
érintkezzen az atfoly6 folyadékkal.

G =

Megjegyzés: Az NT3 pufferbél visszamaradt etanol gatolhatja az 11,000 x g
enzimatikus reakciokat. Az etanol teljes eltavolitasa az oszlopok 2 perc
2-5 perces 70°C-on térténd inkubalasaval biztosithaté az elicio

clott.

5 DNS elualasa +15-50 ul NE
Helyezze a NucleoSpin Extract II Columm-ot egy j 1,5 RT
ml-es mikrocentrifugacsébe (nem tartozék). Adjunk hozza 1 perc
15-50 pl NE puffert és inkubdljuk szobahémérsékleten
(18-25°C) 1 percig. Centrifugaljuk 1 percig 11 000 x g-n.

Megjegyzés: A nagyobb fragmentumok (>5-10 kbp) hozama & 11,000x g
ndvelhetd elomelegitett elicids puffer (70°C) hasznalataval. 1 perc
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3.Melléklet: Macherey-Nagel NucleoSpin Plazmid EasyPur

5 NucleonSpin Plazmid EasyPur protokoll

Az elkészités megkezdése elott:
Ellendrizze, hogy az AQ mosdpuffert a 3. szakasz szerint készitették-e el.

1 Baktériumsejtek tenyésztése és betakaritasa

Hasznaljon 2-10 ml telitett E.coli kulturat (lasd 8.

oldal, 3. tablazat), pelletalja a sejteket standard asztali

mikrocentrifugaban 30 masodpercig >12 000 x g-n.

>12,000 x g,
Dobja el a feliiliszot, és tavolitsa el a lehet6 legtobb S 30s
folyadékot.
2 Sejtlizis

Adjunk hozza 150 ul Al puffert. A sejtpelletet teljesen +150 1 A1
reszuszpendalja vortexeléssel vagy fel-le pipettazassal. Az "
A2 puffer hozzaadasa elétt gy6z6djon meg arrél, hogy nem reszuszpendacié

maradtak sejtcsomok!

Figyelem: ellendrizze az A2 puffert a kicsapodott SDS
szempontjabol. Ha megfelel6 csapadék lathato, melegitse a puffert

néhany percig 30-40°C-on, hogy a csapadék teljesen feloldodjon. +250 ul A2
Hasznalat el6tt hiitse le a puffert szobahomérsékletre (18-25°C).

Adjunk hozza 250 ul A2 puffert. Ovatosan keverje dssze Mix

a csovet 5 alkalommal megforditva. A genomi DNS

nyirasanak elkeriilése érdekében ne keverjiik fel. RT, 2 perc

Inkubaljuk szobahémérsékleten (18-25 °C) legfeljebb 2

percig, vagy amig a lizatum tiszta nem lesz.

Adjunk hozza 350 ul A3 puffert. A csé megforditasaval +350 1 A3
alaposan keverje 6ssze, amig a LyseControl szintelen nem

lesz az egész lizatumban, kék szin nyomai nélkiil. A genomi Mix
DNS nyirddasanak elkeriilése érdekében ne keverje

vortexszel!

3  Alizatum tisztitasa g

Centrifugaljuk 3 percig teljes fordulatszimon
(>12000 x g).
ey 12,000 x g,
3 perc
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DNS megkotése

Helyezzen egy NucleonSpin Plazmid EasyPur oszlopot egy toltse be a
gylijtdcsobe (2 ml), és dntse a 3. 1épésbdl szarmazo feliiluszot
feliiluszot az oszlopra.

" 1,000-
Centrifugéaljuk 30 masodpercig 1000-2000 x g-n. @ 2,000 x g,
Dobja el az atfolyo folyadékot, és helyezze vissza a 30s
spinoszlopot a gyiijtécsébe.

Szilika membrian mosasa és szaritasa
Adjunk hozza 450 pl AQ puffert (etanollal kiegészitve, lasd +450 1 AQ

a 3. szakaszt).

Centrifugaljuk 3 percig teljes fordulatszamon (>12000 x g). CD >12,000 x g,
1 perc

Nagyon 6vatosan dobja ki a gytijtocsdvet és az atfolyocsovet, P

és gy6z6djon meg arrdl, hogy a centrifugalocsésze

kivezetonyilasa nem ér a mosépuffer felilletéhez. Ellenkez6

esetben ismételje meg a centrifugalasi lépést.

Megjegyzés: Az etanol dtvitelének minimalisra csokkentése érdekében
a jobb teljesitmény érdekében a késobbi alkalmazasokban 10-15 percig
inkubdlja a spin sapkat 37°C-on, hogy a szilikamembran teljesen

megszaradjon.

DNS eluilasa

Helyezze a NucleonSpin Plasmid EasyPur oszlopot egy 1,5 +50 u1 AE

ml-es mikrocentrifugacsébe (nem tartozék), és adjon hozza "

50 pl AE puffert. RT, 1 perc
?

Inkubaljuk 1 percig szobahémérsékleten (18-25°C).

Centrifugaljuk 1 percig teljes fordulatszamon (>12000 x g). @ >12,000 x g,
1 perc

Megjegyzés: A hatékonyabb elicios eljarasokrol és alternativ elicios
pufferekrdl (példaul TE-puffer vagy viz) lasd a 2.4. szakaszt.
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