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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Bolygdnk népeségének folyamatos ndvekedése Oridsi elvarasokat tamaszt a
noévénynemesiték irdnydba. A harmadik vildg orszdgaiban alapveté probléma a
minGségi tdplalkozds, a szervezet szdmra kielégit6 tdpelemek bevitele. A probléma
enyhitésére az egyik legismertebb példa a B-karotin termel6 rizs géntechnoldgiai uton
valé létrehozasa.

Tovabba a fejl6d6 orszagok piacai is hatalmas potencidlt hordoznak az uj,
tadplalobb fajtdk tekintetében, ahol az egészséges életmdd és ehhez kapcsoldddan a
magas beltartalmi értékekkel bird feldolgozatlan élelmiszerek fogyasztasa kiemelt
jelentéségli. A felvazolt piacokon alapvetd elvarads, hogy az Uj fajtak el6allitasa a
konvencionalis nemesités Gtjan torténjen, melynek tdrsadalmi, és politikai
tdmogatottsdga joval nagyobb, szemben a genomszerkesztés és a géntechnoldgiai
modositas eszkozeivel.

Galli Zsolt novénynemesit6é egy olyan fejeskaposzta (B. oleracea — CC genom)
létrehozdasat tlzte ki célul a hagyomanyos nemesités Utjan, amelynek belsé leveleiben
B-karotin halmozddik fel. A globadlis termesztést tekintve a kaposztafélék 10%-os
részesedéssel a harmadik helyet foglaljak el a zoldségnovények kdzott.

A novényekben leggyakrabban el6forduld festékanyagok a karotinoidok. A
karotinoidok felel6sek az élénksarga, narancssarga és piros szin kialakuldasaért. A B-
karotin szervezetiink szamara nélkilozhetetlen molekula, egészségmegl6rz6 szerepe
bizonyitott a sziv- és érrendszeri betegségek megel6zésében. Valamint zsiroldékony
molekula, igy az étrendkiegészit6k tulzott fogyasztdsaval kdonnyen tulléphetjiik a
szlikséges mennyiséget.

A levelekben torténé B-karotin felhalmozas tovabbi, nem kevésbé jelent6s
hozadéka a szinvaltozas. A z6ldségek szinei, formai és illatanyagai nagy mértékben
befolyasoljadk a vasarldi szokdsokat. Az Ujdonsdg, a megszokottdl eltérd szin komoly

elényt jelenthet a piaci bevezetést tekintve.



Karfiolban (B. oleracea — CC genom) kordbban mar azonositottak egy a B-
karotin felhalmozashoz, azaz narancsszinhez vezeté mutdciét (Crisp et al. 1975).
Egyszerld megoldasnak tlint a mutaciét hordozd karfiollal torténd keresztezés a
genomok egyezése miatt. Az igy végrehajtott keresztezések azonban nem vezettek a
kivant tulajdonsaghoz, ugyan tortént karotinoid felhalmozddas, viszont ez csak a
gazdasagilag kevésbé fontos novényi részeket érintette. Azaz a levelekben csekély, mig
a torzsaban nagy mennyiség( karotinoid felhalmozddas volt megfigyelhet6.

A karfiollal torténé sikertelen keresztezéseket kovetéen az Uj nemesitési
alapanyagot a recessziv narancs gént hordozé kinai kel (B. rapa — AA genom) jelentette.
A narancs mutacioval rendelkezé kinai kel belsé leveleiben a normal valtozathoz
képest akar kétszer annyi karotinoidot halmoz fel, valamint karotinoid 0sszetétele is
kedvez6bb az emberi szervezet szamra. Azonban ez a megkdzelités a konvencionalis
nemesités szempontjabdl jéval nagyobb kiivast jelent, a kinai kel (B. rapa — AA genom)
és fejeskdposzta (B. oleracea — CC genom) genomok kiilonb6zEsége miatt.

A tobb éve zajlé nemesitési program sordn keresztezéssel sikerilt l1étrehozni
egy narancs kinai kel (AA) - karalabé (CC) F1 hibridet (AC), ami himsterilnek bizonyult
(Szlcs 2015). Négy év utan a vegetativ szaporitdssal fenntartott ndvényen megjelent
egy fertilis oldalhajtas, amely dntermékenyitésével létrehoztak egy fertilis F2 (AACC)
szegregdlddo populdciét (AACC) (Pongracz 2021).

Azt ezt kdvetd években kijel6lt keresztezések soran, a meglévé novényanyagot
felhasznalva ujabb hibrideket hoztak létre. A novények kivdlasztdsa, a szelekcid a
tovabbi keresztezésbe vonashoz molekularis markerek segitségével tértént. A narancs
mutans gén jelenlétét Bra-OR és BoICRTISO1 primer parral elemezhetjik. A
genomosszetétel megallapitdsaban pedig COS (Conserved Ortholog Set) markerek
segitenek, amelyek A és C genom specifikus fragmentumot szaporitanak fel. Ezt a
munkat a flow citometrids mérés is tamogatja.

Célkitlizéseim kozt szerepelt a COS (Conserved Ortholog Set) markerek PCR
protokoljanak optimalizaldsa. A PCR reakcidk soran nem specifikus fragmentumok is
felszaporodhatnak, amelyek megnehezitik a pontos kiértékelést. A PCR korilmények
leginkabb kritikus pontja a tapadasi hémérsékletek megvélasztasa, ezzel

csokkenthetjik a nem specifikus fragmentumok felszaporoddsanak lehetéségét. A



primer parok megfelel6 tapadasi h6mérsékletének meghatarozasara gradiens PCR-t
hasznaltunk.

Valamint sziikséges volt a mdar meglév6 narancssarga szin markereinek
tesztelésére az Ujabb novényanyagok esetén, hogy megallapitsuk, a kivant gént
hordozzdk-e vagy sem. Emellett a COS markerekkel vizsgaltuk az 0j hibrideket a
kontroll névények mellett, amely eredmények alapjan megallapithatd, hogy A vagy C

genomra jellemzé fragmentum jelenik-e meg.



2. SZAKIRODALMI ATTEKINTES

2.1 A kdposztafélék termesztése és genetikai sajatossagaik

2.1.1 A kaposztafélék termesztése és rendszertana

A Brassicaceae csaladba tartozd Brassica fajok a human tapldlkozas
szempontjabdl nagy jelent&séggel birnak, mint zoldség- és olajnévények (Prakash
et al. 2009). Szamszerlsitve a vildg zoOldségtermesztésének 10%-at, étolaj
termelésének pedig 12%-at teszik ki (Gupta & Pratap 2007).

Maria et al (2021) szerint ez a csalad 340 nemzetséget és 4636 fajt foglal
magaban. A Brassica fajok fenotipikusan hatalmas valtozatossagot mutatnak,
kdztermesztésbe azonban csak néhany kerilt (Zandberg et al. 2022). A
Mez6gazdasagi termesztésbe vont fontosabb képviselGi: a fejes kdposzta, a
kelkaposzta, a karfiol, a brokkoli, a bimbds kel, a karaldbé, a kinai kel, az Gszi
kaposztarepce, és az olajretek (Baldzs et al. 2004).

A kaposztafélék termesztése szempontjabdl a legjelentGsebb orszagok
Kina, India, Oroszorszag, Dél-Korea és Ukrajna (1. abra). A globadlis
termésmennyiség kozel felét Kindban takaritjak be (http 1).

Az Eurdpai Unidban, kifejezetten a kaposzta termesztését tekintve az éves
atlag 3,6—3,7 millié6 tonna. Lengyelorszag az els6 helyet foglalja el, ami évente
atlagosan 0,8-1 millid tonnat jelent. Magyarorszagon a kaposztafélék éves
termésmennyisége 40-50 ezer tonndra tehetd, ami atlagosan 4-5 ezer hektar

termdteriletrél takaritanak be (http 3).



China* 33,7974
India
South Korea* 2,555.88
Japan* 1,413.56
Indonesia 1,406.99
Vietham 1,027.59
DPR Korea* 652.6

Taiwan 409.09
Bangladesh 384.29
Thailand* 270

Philippines 129.8

1. dbra: A kdposztafélék globalis termésmennyisége 1000 tonndban kifejezve 2020 Azsia /

Csendes-6ceani térség (http 2).

2.1.2 A kaposztafélék genetikai sajatossagai

A genomosszetétel a novényvilagban rendkivil nagy valtozatossagot mutat,
akar a rokonsagban 4ll6 fajok kromoszéma szama is eltérhet egymastdl (Gyorgy et al.
2015). A novényi genomot vizsgald szdmos kutatdsnak kdszonhetéen, napjainkig a
fajok 25%-a esetében mar a kromoszémaszamot is meghataroztdk (Zoshuk et al.
2002). A kaposztafélék csaldadjanak, a termesztés szempontjdbdl 6 legnagyobb
jelentéséggel bird tagjardl, a ploidiat tekintve az aldbbiakat lehet elmondani (2. dbra):
a Brassica rapa (AA), Brassica nigra (BB) és Brassica oleracea (CC,) diploid, a Brassica
juncea (AABB), Brassica napus (AACC) és a Brassica carinata (BBCC) pedig amfidiploid
fajok (Gautam et al. 2014). A citogenetikai viszonyok meghatarozasanak alapjait
Mantonnak (1932) koszonhetjik, aki els6ként hatarozta meg az egyes fajok
kromoszémaszamat. Ezt kovet6en Nagaharu (1935) az 4&ltala megalkotott U-
haromszoggel szemléltette a Brassica fajok citogenetikai kutatasira vonatkozo

eredményeit (2. dbra).



Brassica

rapa
Brassica 000 DUsT Brassica
juncea napus
0.183 0.090
AABB 0.042 AACC
2n=36 2n=38
0.035
0.056 0.025
BBCC 0.031
2n=34
Brassica Brassica Brassica
nigra carinata oleracea
0.181

2. dbra: A Brassica fajok genetikai kapcsolatat bemutato U-

haromszog (Yim et al. 2022).

A 2. dbra a harom diploid faj, a B. rapa 2n=20; a B. nigra 2n=6; a B. oleraceae 2n=18 és
azok interspecifikus hibridizacidja soran létrejott harom amfiploid fajt: B. juncea 2n=36; a B.
napus 2n=38 és a B. carinata 2n=34 foglalja 6ssze (Nagaharu, 1935). Az interspecifikus
hibridizacié, azaz a spontan keresztez6dések utjan kialakult F1 hibridek teljes

kromoszémakészlete megduplazédott, igy |étrehozva a 3 amfiploid fajt (Martin et al. 2007).

Az 1950-es évektdl kezd6den a biotechnoldgia fejlédése szamos teriileten, mint az
embrié mentés, a protoplaszt fuzid vagy a molekuldris markerek mar jéval részletesebb genom
elemzést tett lehet6vé. Valamint az azonositott, a szelekcié sordn célzott tulajdonsagokkal
kapcsolt gének interspecifikus introgresszidja is lehet6vé valt a konvencionalis nemesités
hatdrian tul (Prakash et al. 2009). Napjainkban a legnagyobb ugrast a genomszekvenalas
automatizalasanak és kapacitdsanak fejl6dése hozhatja el. A Brassica fajok szekvenaldsa
érdekes eredményeket hozhat a novényi genom evollcidja, valamint a névénynemesités

szempontjabodl (Schmidt & Bancroft 2011).



2.2 A karotinodiok

2.2.1 Akarotinodiok jellemzése

A karotinoidok emberi az tdpldlkozas szempontjabdl fontos forrdsa a leveles
z6ldségfélék. Napjainkig a legnagyobb figyelmet a B-karotin, a lutein, a zeaxantin, a

likopin kapta (3.abra) (Hada 2012).

//‘\.‘
J\/\r = 5
i\vk,\" . %W\ a-carotene
i N
/éflv\ LN P %./‘\/'\T"\' Sy B-carotene
. _-OH
oS ]
e T \\\/‘\J"\v\/%/’\\\/\r‘\\\/ N p-cryptoxanthin

~ OH
/é\:\/!\v%/\\/\/ ’\/’\/ﬁ/"\v—i‘r lutein
HO

A \/K/’*\v J e W " \Y'%/Nl/\v’\( o

lycopene

o
J
,,Jr_/]\f\\/gvx.m"\rﬁ. \r zeaxanthin

P
HO 7

3. dbra: A human étrend szempontjabdl 6 legjelent&sebb karotinoid szerkezeti képlete

(Ellison 2016).

A novényvildg tagjainak, tébb mint 600 kilonb6z6 karotinoid elSallitasa
tulajdonithato (Scmidt et al. 2000). Kémiai szempontbdl izoprénvazas vegylletek. A
karotin, azaz a sdrgarépa pigmentje az egyik legrégebb 6ta ismert karotinoid (Molnar
2013). Fontos szinalkoto vegyiiletek. A halvany sargdatdl, a narancssargan at, egészen
a sotét vorosig (Misawa 2009).

Esszencialis szerepik van a fotoszintézisben (Von Lintig et al. 1997), és az olyan
novényi hormonok el6allitasdban, mint az abszcizinsav vagy a strigolakton (Hirschberg
2001), (Cazzonelli 2010). A kromoplasztiszban pedig masodlagos anyagcsere
termékeknek tekinthetSk (Hirschberg 2001), (Hannoufa & Hossain 2012). Egyrészt a

fotoszintetikus apparatus fénygydjté pigmentjei, masrészt védik a novényeket a



tulzott fényintenzitds soran kialakuld oxidativ stressztdl. Azzal, hogy lekotik az oxidativ
stressz soran kialakuld szabad gydkoket (Conn et al. 1991).

Nagy mértékben befolydsoljak az iz és illatanyagokat, ezzel hozzdjarulva a

megporzo rovarok vonzdsahoz (Hirschberg 2001), (Cazzonelli 2010).
2.2.2 Bioszintetikus Ut a karotinoidkhoz

A karotinoid bioszintézis |épései mar 1970-es években ismertek voltak,
azonban molekularis szinten csak 1990 utdn kezdték el tanulmdnyozni a folyamatokat,
azt kovetben, hogy a bioszintézisben résztvevd enzimek génjeit sikerrel klonoztak
(Hirschberg 2001). A bioszintézise tobbszords foszforilezéssel, dekarboxilezéssel a
mevalonsavbdl és izopentenil-pirofoszfatbdl (IPP) torténik (Molnar 2013).

A legtobb enzimet mar molekularis szinten is tanulmanyoztdk, azonban a
bioszintézis sordn fellépd cisz-transz izoméria egy kevésbé megértett terilet. A karotin
deszaturdcidja likopinné poli-cisz-izomer koztitermékeken keresztiil megy végbe
(Isaacson et al. 2004). A baktériumokban, egyetlen enzim, azaz a Crtl katalizalja a
deszaturdciét, amely soran a szintelen fitoénbdl, a vords likopén képzédik. A
novényekben mindez 2 deszaturdz, a fitoén-deszaturaz és a karotin-deszaturdz,
valamint a CRTISO enzim segitségével megy végbe. A CRTISO lokuszt Arabidopsis-ban
sikerrel azonositottdk, majd a kldénozast kovetéen Escherichia coli-ban
expresszaltattak. Az enzimatikus analizis megerGsitette, hogy ez az enzim katalizélja a
poli-cisz-karotinoidok izomerdciéjat transz-karotinoidda (Park et al. 2002).

A GGDP kdédolja a kulcsenzimet (4. dbra). A PSY és a PDS kataldz termékei a
karotinoid bioszintézis kés6bbi |épéseiben jatszanak szerepet (Von Lintig et al. 1997).
A karotinoid izomeraz azaz a CRTISO gén m(ikodése biztositja (4. abra) a poly-cisz

likopin 6ssz-transz-likopinné (B-karotin, likopin) alakitasat (Isaacson et al. 2002).
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4. abra: A karotinodiok bioszentetikus Utja a novényekben (Cuttriss et al. 2007).
2.2.3 A karotinodiok és a human egészség

Szamos jotékony egészségligyi hatds tulajdonithaté a karotinoidoknak (5.
abra.) (Eroglu et al. 2022). Ennek koszonhet6en kémiai, bioldgiai és taplalkozas
tudomanyi szempontbdl nagy figyelmet kaptak (Misawa 2009).

Mint természetes pigmentek, fontos szerepet kaphatnak a rak, és bizonyos
kronikus betegségek gydgyitasaban (Schmidt-Dannert 2000). Edge és tarsai (1997)
szerint a karotin és likopin tartalmu élelmiszerek fogyasztdsa megel6zheti, bizonyos
daganatos betegségek kialakulasat.

Fontos antioxidansok, valamint az A-vitamin prekurzorai, igy szerepet
jatszanak a makuladegenerdacié elleni védelemben (Cazzonelli 2010) (Sandmann
2001). Antioxidans aktivitasukon keresztlil megel6zhetik a sziv- és érrendszeri
betegségek kialakuldsat (5. dbra) (Collins 1999). A kdposztafélék egészségre gyakorolt
jotékony hatasa is, tobbek kozott antioxidans hatdsuknak kdszonhetS (Podsedek
2007). Antioxidans hatdsukat a reaktiv oxigén szarmazékokkal (ROS) reagalva fejtik ki.

llyen kémiai folyamat példaul a hidrogén-peroxid dezaktivalasa (Hada 2021).
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5. dbra: A karotinoidok emberi egészségre gyakorolt jotékony hatdsai — A daganatos, a sziv-
és érrendszeri betegségek, az agyvérzés, a szlirkehalyog, és az id6skori makuladegeneracié
megelGzése. Tovabba fényvéds pigmentek, kedvezd hatassal birnak az 6regedés és az

emberi szervezet immun-aktivitdsa szempontjabdl (Mayne 1996).

2.3 A kinai kel (Brassica rapa L. ssp. pekinensis) narancssarga mutacidja

A kinai kel (Brassica rapa L. ssp. pekinensis) Kindban széles korben termesztett
zoldségféle. A belsé levelek fehér, sarga és narancssarga szinliek lehetnek (6. dbra)
(Feng et al. 2012). Egyik legfontosabb agrondmiai tulajdonsaga is ez (Ruixing et al.
2023).

A narancssarga szinhez vezet6 karotinoid felhalmozddas a belsé levelekben
egyetlen recessziv gén (or) altal kontrolalt (Zhang et al. 2013). Ez a narancssarga
mutdcio, a BrCRTISO karotionoid izomerdzban taldlhatd inszercidval magyarazhato
(zhang et al. 2015).

A narancssarga fajtak, kedvez6 tdpanyag 6sszetételiiknek készénhetéen nagy
népszerliségnek 6rvendenek (Shuacang et al. 2015). Wills és tarsai (1996) 7 kilonb6z6
kinai kel fajtat vizsgaltak a karotinoid tartalomra nézve. Eredményeik szerint a
legjelent&sebb karotinoidok a lutein (36%) és a B-karotin (23%) voltak. A narancssarga
kinai kel karotinoidja joval nagyobb in vivo aktivitassal bir, sszehasonlitva a normal
kinai kellel. Ilyen példaul az antioxidans hatds. Az 6ssz karotinoid mennyiség akar

kétszeres is lehet a fehér kinai kelhez képest (Watanabe et al. 2011).

11



6. dbra: A fehér (WT) és narancssarga (Br-or) kinai kel belsé levelei (Zhang et al. 2015).

Matsumo és tarsai (1998) RFLP markerekkel vizsgdltdak a belsé leveleiben
narancssarga szint hordozé kinai kelt. A térképezés soran (oy-orange-yellow), azaz or
gént az 1-es kapcsoltsagi csoportban helyezték el. A tovabbi vizsgalatok pedig egyetlen
lokusz altal kontroldlt recessziv génként azonositottak.

Kés6bb Feng és tdrsai (2012) egy 600 egyedet tartalmazd F2 térképezési
populdciébdl kiindulva terveztek or génnel szorosan kapcsolt markereket taldlni. Az or
lokusz genetikai térképezését 5 SSR (simple sequence repeat) marker, valamint 2
morfoldgiai marker segitségével végezték el. A morfoldgiai markerek a narancssarga
virag és sziklevél voltak. E két morfoldgiai marker a narancssarga belsé levelekkel
koszegregaciot mutat. A térképezés soran 4 szorosan kapcsolt kodominans markert
azonositottak: ENA21, sau (N) 033, sau (C) 586, és syaul9.

Lee és munkatarsai (2014) pedig a génjelolt technikat alkalmazva 21, a
karotinoid bioszintézisben résztvevé génre alapozva azonositotta a kinai kel
BrCRTISO1-re és a BrCRTISO2-re fokuszaltak. A BrCRTISO1 expresszidja magasabb
szintet mutatott, mint a BrCRTISO2 a hagyomanyos sarga szin(i fajtdban. A BrCRTISO1
teljes transzkriptuma a narancssarga kinai kelben nem volt detektalhatd. A szekvencia
analizis vizsgalatok bizonyitottdk, hogy a narancssarga kinai kel BrCRTISO1 génje

szdmos SNP-t, inszerciot és deléciét hordoz, 6sszehasonlitva a hagyomanyos sarga

12



kinai kel BrCRTISO1 karotinoid izomerdzaval. Ezekre a polimorfikus régidkra alapozva,
markert fejlesztettek a narancssarga fenotipus azonositasahoz.

Li és tarsai (2015) F2 térképezési populaciot SSR markerekkel vizsgalva bror
lokuszt a B. rapa A09 kromoszdmdn helyezték el. A génjeldlt, azaz a BrCRTISO e
lokuszban talalhatd. A kddold és promdter régidkat homozigdta fehér és narancssarga
deléciot és 53 SNP-t azonositottak. Tovabba a narancssarga genotipus promotere 141
bazisparral rovidebb volt, és szamos SNP-t hordozott. Két Bror lokusszal F2
novényekben koszegregaldédd markert terveztek. BrCRTISO transzkripcidja magasabb
szintet mutatott a fehér fenotipusi novényekben, mint a narancssargakban. Ezek az
eredmények a narancssdrga kinai kel molekularis nemesitésének alapjait fektették le.

Shuacang és tarsai (2015) ezt kévetben kinai kel BC1 populdciot haszndlt a
narancssarga mutdcié génjeldlt finom térképezéshez. Harom kapcsolt marker a Br-or
lokuszt egy 9.47 kilobazisos régidra sz(ikitette, amely egyetlen funkcionadlis gént, a
karotinoid izomerdzt azaz BrCRTISO-t tartalmazta.

A molekuldris markerek hatékony eszk6zok a nemesit6k kezében, amelyek
segitségével kovethetik a célzott tulajdonsaggal kapcsolt genetikai lokuszt. Egy a Br-or
lokusszal szorosan kapcsolt PCR alapu marker nagy Iépést jelent a marker asszisztalt

szelekcid szempontjabdl (Zhang et al. 2013).

2.4 A molekularis markerek és a marker asszisztalt szelekcio

A molekularis nemesités a kiilonb6z6 biotechnoldgiak, kivaltképp a
molekuldris markerek hasznalatat jelenti a termesztett névények tulajdonsagainak
javitdsa céljabdl. Olyan nemesitési stratégidk létrejotte kdszonheté a molekularis
nemesitésnek, mint a marker asszisztalt szelekcid, az introgresszidos nemesités, a
rekurrens szelekcié, a genom szélesk6rli asszocidciés tanulmanyozasa vagy a
predikcids nemesités (Ribaut et al., 2010). A molekuldris markerek és a marker
asszisztalt szelekcid nagyban segiti az agrondmiai szempontbdl hasznos tulajdonsagra
valo kivalasztas hatékonysagat (Staub et al. 1996).

A DNS markerek azon fragmentumai a DNS-nek, amelyek olyan mutdciot
hordoznak, melyet felhaszndlhatunk egy gén kiilonb6z6 alléljai kozotti polimorfizmus

kimutatasra. A polimorfizmus detektaldsara két moddszert alkalmazhatunk, a
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hibridizaciét és a PCR technikat. A PCR vagy a hibridizaciét kovet6 elektroforézissel
(agardz, poliakrilamid) detektaljuk a szekvencia polimorfizmust, a keletkezé termékek
mérete és mobilitasa alapjan. Ezen tul olyan Uj technoldgiakat is alkalmaznak a
detektdlasra, mint az SNP chippel valé hibridizalas (Guo-Liang 2013).

A marker alapu szelekcio (MAS) el6feltétele, hogy a molekularis marker szoros
kapcsoltsagban legyen a szelekcié altal célzott tulajdonsdggal (Pepd 2010). A
nemesit6k a marker segitette szelekcid sordn olyan tulajdonsagokra fékuszalnak, mint
a biotikus és abiotikus stresszel szembeni ellenallésag, valamint az agrondmiai
szempontbdl mérvadé paraméterek. Az ezeket meghatdrozdé mechanizmusok
egyetlen dominans vagy recessziv gén, de akar QTL-ek altal kerlilnek kifejezésre. DNS
markerekkel rezisztencia géneket (R gének) is azonosithatunk, majd ezeket
felhasznalhatjuk az introgresszids nemesités és a génpiramidalds soran. Azonban sok
rezisztenciat biztositd6 mechanizmus nem egyetlen gén, hanem szdmos gén altal
kontroldlt mennyiségi tulajdonsdg. llyen mennyiségi tulajdonsagok lehetnek az
abiotikus stresszel szembeni tolerancidt biztosité folyamatok (Ben-Ari 2012).

A marker asszisztalt szelekcié soran hasznalt DNS markereknek az alabbi

kritériumoknak kell megfelelniiik (Guo-Liang 2013):

- Magas szintl polimorfizmus

- Egyenl6 eloszlas a genomban

- Kodominancia (Homo- és heterozigdta megkiilonboztethetfsége)
- Kilonboz6 allélek azonosithatésaga

- Nincs pleiotropikus hatas

- A gyakorlati alkalmazas alacsony koltsége

- Konnyl detektalhatdsag és automatizalas

A molekuldris novénynemesités soran hasznalt leggyakoribb molekularis marker

technoldgiak az AFLP, az SSR, és az SNP (Guo-Liang 2013). A teljes genomi szekvencia ismerete

esetén, mar a bioinformatika segitségével is kereshetlink olyan géneket, amelyek megfelel6en

konzervdltak a genomban. A COS — Conserved Ortholog Set molekuldris marker technika

szekvenciaspecifikus, alapjait a génekre tervezett primer parok biztositjak. Kizardlag olyan

gének alkalmasok erre a feladatra, melyek egyetlen képidban taldlhaték meg a genomban.

Lehet6vé teszi a fajok kozotti 6sszehasonlitast (Fulton et al. 2002). Az egykdpids génekre
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fejlesztett markerek poliploid genomok vizsgalatdra is alkalmasak. A szekvencia adatbazisok
dinamikus fejlédésének koszonhetéen a COS markerek mara mdr a Brassica fajokban is

elérhet6vé valtak (Jeong et al. 2014).
2.5 A polimeraz lancreakcio

A polimerdz lancreakcido a sejtekben természetes Uton lezajléd replikaciot
utanozza (Heszky et al. 2008). Lehet6vé tette a DNS egy rovid, j6l meghatdrozott
szakaszdnak sokszorozasat (Monostori & Csiba 2018). Ugrdsszer( fejl6dést hozott a
biolégia tudomanyaban, ilyen példaul az emberi genom térképezése. Széles korben
alkalmazott technolégia klinikusok és kutatok altal. Az egyik legrégibb alkalmazasi
terilete a kilonb6z6 kérokozoék azonositdsa. A reakciok sziikséges templat DNS-t
barmilyen szévetbdl izoldlhatjuk (Garibyan & Avashia 2013).

A PCR technika felhasznalasi teriiletei (Monostori & Csiba 2018):

- Gének és DNS szakaszok klénozasa, valamint felszaporitasa

- DNS-szekvencidk azonositasa — Géntérképezés, markerezés

- Polimorfizmus kimutatasa, DNS ujjlenyomat létrehozasa

A PCR technika lépesei a kovetkezdk (7. abra) (Kiss 1999):

- A DNS denaturdcidja (90-94 °C)

- Az oligonukleotid primerek hibridizacidja (36-72°C)

- 3’ vég meghosszabbitds, dNTP adagoldsaval (72 °C)

- A ciklusok ismétlése (20-40)

A PCR reakcio sziikséges komponensei (Rajalakshmi 2017):

- PCR gép

- DNS izolatum

- Primerpdr (Reverse és Forward)

- Tag-polimeraz

- Puffer

- dNTP

- Nukleotidok

- MgCI2

- Desztillalt viz
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7. dbra: A polimeraz lancreakcié (Monostori & Csiba 2018).

Az elsé ciklus soran a sokszorozni kivant DNS-szekvencidtol eltéré hosszusagu
fragmentumok jonnek létre, mivel ekkor még a teljes DNS szal rendelkezésre all
templatként. A masodik ciklustél kezd6d6en mar a primerparok altal meghatarozott
fragmentumok szintetizdlédnak, ezek mennyisége pedig 25-40 ciklus alatt
exponencidlisan nG (7. abra) (Gyorgy et al. 2015). A sejtekben természetes Uton lezajlé
replikacié sordn a DNS-polimerdz enzim m(ikodéséhez olyan RNS primerre van
szilkség, amely a templat DNS szallal hibridizal, azaz startjelként szolgal. A PCR
reakcioban ilyenek a mesterségesen szintetizalt oligonukleotid primerek (Heszky et al.
2008). A DNS-polimerdaz a kulcsenzim a reakcid soran, amelyik 06sszekoti a
nukleotidokat. A primerek révid meghatarozott szekvencidju DNS szakaszok, amelyek
komplementerek a felszaporitandd DNS szakasszal (Garibyan & Avashia 2013).

A leggyakrabban alkalmazott PCR technikdk: RT-PCR, Touchdown-PCR, Nested-PCR,
Multiplex-PCR (Rajalakshmi 2017).

A  Touchdown-PCR technika segitségével a primerek Ojratervezése nélkil
optimalizalhatjuk a lancreakcidt, specifikusabba téve ezzel azt, valamint ndvelve a hozamot. A
Touchdown-PCR reakcé a tervezett primer tapadasi hémérsékletek (Tm) felett kezdédik, majd
a ciklusok alatt fokozatosan alacsonyabb hémeérsékletekkel dolgozik. A nem specifikus
fragmentumok szintetizdléddsa a PCR reakcidk sordn sok bosszusdgot okozhat. Az ilyen

fragmentumok megjelenésének leggyakoribb oka a helytelenil megvalasztott primer tapadasi
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hémérsékletek. A Touchdown-PCR ellensulyozhatja a primer tapadasi hémérsékletek
tervezésének korlatait, nagy mértékben megkonnyitheti a reakciok optimalizalhatdsdsgat, és
csokkentheti a primerek Ujratervezésének sziikségességét (Korbi & Mattick 2008).

A PCR reakcié soran nem specifikus fragmentumok is szintetizalédhatnak, amelyek
lehetetlenné teszik a pontos kiértékelést. Ezen esetekben sziikség van a PCR reakcid
koriilményeinek optimalizaldsara. Ezt gyakran a reakci6 komponensek mennyiségének
valtoztatdsaval, a tapaddsi hémérsékletek Ujratervezésével, a ciklusok csokkentésével vagy
Tuchdown-PCR alkalmazdasaval kozelitik meg. Ezek kozil a tapadasi hémérsékletek
megvalasztasa a reakciok legkritikusabb pontja, amely csak tapasztalati Uton pontosithatd. A
PCR reakciok altaldaban a primer tapadasi hémérsékletek alatt 5 °C-al kezd6édnek. A nem
specifikus fragmentumok megjelenése azt mutathatja, hogy az optimalis primer tapadasi
hémeérsékletek a tervezettnél joval magasabbak lehetnek. A Gradiens-PCR a legegyszer(ibb
technika arra, hogy empirikus Uton megvizsgaljuk, és megvdlasszuk az optimalis tapadasi

hémeérsékleteket (http4).
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3.1 Felhasznalt nbvényanyag

3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

A kontrol névények (Karaldbé, Orankin, F1) és a nemesitési alapanyagok

(042, 044, Bridge_401, Bridge_404) mellett az 1. tablazatban felsorolt 6 genotipust

elemeztik.
1. tablazat: A vizsgalt genotipusok (8. és 9. abra)
Genotipus | Keresztezés
Embridmentés Csirazas Szinkdéd | JelentGség
neve idépontja
Karaldbé
(B. - - - - Kontrol
oleracea)
Orankin
- - - - Kontrol
(B.rapa)
F1
(Karaldbé x - - - - Kontrol
Orankin)
Bridge 401 Nemesitési
(1. dbra) alapanyag
Nemesitési
Bridge_404 - - - -
alapanyag
Nemesitési
042 2022.02.22. - - -
alapanyag
Nemesitési
042 2022.03.27. - - -
alapanyag
Nemesitési
044 2022.03.29. - - -
alapanyag
Nemesitési
044 2022.04.12. - - -
alapanyag
Vizsgalt
051 2023.03.09. | 2023.03.30. | 2023.04.20. Kék
genotipus
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Vizsgalt
051 2023.03.09. | 2023.03.30. | 2023.04.27. Sérga

genotipus

Vizsgalt
052 2023.03.23. | 2023.04.27. | 2023.05.27. Zold

genotipus

Vizsgalt
052 2023.03.23. | 2023.04.27. | 2023.05.27. Piros

genotipus

Vizsgalt
052 2023.03.23. | 2023.04.27. |2023.05.27. | Karmazsin

genotipus

Vizsgalt
052 2023.03.30. | 2023.04.27. | 2023.05.27. Pink

genotipus

A keresztezésekbe vont Bridge401 és Bridge404 novények pontos eredetét nem

ismerjiuk. A genomosszetétel szempontjabdl atmenetet képeznek B. rapa és B. oleracea

kozott.

(cj Y I)

'Lo;_,"j. ot o8
) S h‘-.,‘w‘l\-

8. dbra: 051 és 052 embridmentett novények.
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9. abra: A Bridge401, az 052 Karmazsin, az 052 Pink és az 051
novények.

3.2 ADNS izolalas

A Syngenta Magyarorszag Kft dcsai telephelyén (lveghazban, valamint a
Genetika és Genomika Tanszéken embridémentett, in vitro koriilmények kézott nevelt
novényekrdl leveleket szedtink (1. tablazat). Szikség esetén a leveleket a DNS
izolalasig -70 °C-on taroltuk.

A DNS kivonast a novények leveléb6l Macherey Nagel® NucleoSpin DNS kit
segitségével végeztiik a gyartd daltal megadott protokoll, valamint a Genetika és
Genomika Tanszék tapasztalatai alapjan.

A protokoll Iépései:

1. 0.1 g minta homogenizalasa mozsdrban folyékony nitrogén segitségével

(10. abra)
2. A homogenizalt minta eppendorf cs6be helyezése
- 400 pl PL1 puffer hozzdadasa
- Vortex
- 10 ul RN4z hozzaadasa

- Vortex
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- Inkubadl3s: 65 °C, 10 min

- Vortex

- Centrifuga: 5 min, 11.000 x g (Tanszéki tapasztalat alapjan)

- Minta attoltése 2 ml-es eppendorf csébe helyezett lila NucleoSpin®
oszlopba (sz(rg)

- Centrifuga: 2 min, 11.000 x g

- Lila oszlop eldobasa

400 ul PC puffer hozzdadasa

- Vortex: 30 sec

Z6ld NucleoSpin® oszlop (szilika gél membran) Uj 2 ml-es eppendorf csébe

helyezése

- 600 ul minta oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobdsa, oszlop megtartasa

Szilika-membran mosasa és szaritasa

- 400 pl PW1 puffer Oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobdsa, oszlop megtartasa

- 600 ul PW2 puffer oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobdsa, oszlop megtartasa

- 300 ul PW2 puffer oszlopba pipettazasa

- Centrifuga: 2 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta kidobdsa, oszlop megtartasa

- Centrifuga iresen: 2 min, 11.000 x g (Tanszéki tapasztalat alapjan)

Oszlop Uj 1.5 ml-es eppendorf cs6be helyezése

- 50 ul PE puffer oszlopba pipettazasa

- Inkubalas: 65 °C, 5 min

- Centrifuga: 1 min, 11.000 x g

- Atfolyt minta megtartasa

- 7-es pont |épéseinek megismétlése a PE puffer pipettazasatol
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10. dbra: Levelek morzsolasa folyékony nitrogén segitségével

A DNS minta tisztasdgdt és koncentraciéjat NanoDrop ND-1000

spektrofotométerrel ellendriztiik (11. dbra). Sziikség esetén higitast végeztlink.

11. abra: NanoDrop ND-1000 spektrofotométer

3.3 A PCR korulmények és reakciok
3.3.1 A primerparok
Annak megallapitdsdra, hogy a vizsgalt ndvényanyagok hordozzak-e a
szamunkra fontos kinai kel narancssarga szinéért felel6s mutans CRTISO1 gént a
Bra-OR és BolCRTISO1 primer parok voltak segitséglinkre. A novények genom

Osszetételét pedig a COS markerekkel vizsgalhatjuk (2. tablazat).
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2. tablazat: Bra-OR és BoICRTISO1 primerpdrok szekvencidi és tapadasi

hémérsékletei (Szlics 2015), valamint a COS015, C0S264, C0S420, C0OS424

primerparok szekvencidi és tapadasi h6mérsékletei (Jeong et al. 2014).

Tapadasi
Primer par Szekvencia hémérséklet
(°C)
5'-
Bra-OR-
GAGGTCTGTTTCTACGAGTACGG - 62.9
Forward
3[
Bra-OR- 5’- CTCATTAGTCCATCTCCGACCA -
65.1
Reverz 3’
BoICRTISO1- | 5’-GGATATGCCCATCTTATTTGACC
64.1
Forward -3’
BoICRTISO1-
5’- GCTCTCATGCAACGGAACAA -3’ 66.3
Reverz
COS015- 52.5
5’- ATCAATGCGGTTGTGATGAT -3’
Forward
5'- 56
COS015-
GTTCGCTGTCTTGACCTTTTTGAT -
Reverz
31
C0S264- 55.6
5’- GCGAAAGTCTCCGTCGAG -3’
Forward
C0S264- 5'- TCCGTCTCTTCTTTGAGTCTCTTT 55.5
Reverz -3’
C0S420- 56.3
5’- GCGCGAACTACTCGCTAAAC -3’
Forward
5'- 54.4
C0S420-
GATCTCATCTTCTGTGAAGTCCAA -
Reverz
3’
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5'- 51.8
C0S424-

CACATGCAGAAAATTCTTTCAAAC -
Forward

3’

5'- 53.3
C0S424-

TGAATCATCGTATTTGAGAGTTGTG

Reverz
_3'

3.3.2 A Gradines- és Touchdown-PCR reakcidk
A COS (Conserved Ortholog Set) primerek optimalis tapaddasi h6mérsékletét
Gradiens PCR reakciok segitségével allapitottuk meg. A reakcidk soran DreamTaq
(Thermo Scientific™) Taq polimerdz enzimet hasznaltunk, a mintak végtérfogata
pedig 10 pl (2 pl DNS + 8 ul mastermix) volt (3. tablazat). Elsé6 megkozelitésben a
Gradiens PCR reakciok minimum és maximum primer tapaddasi h6mérsékleteit a
COS primerpdrok kalkuldlt alacsonyabb tapadasi hémérséklete alatt 0.5°C-al,

valamint a magasabb tapaddasi hémérséklet felett 0.5°C-al hataroztuk meg.

3. tablazat: A PCR mastermix

Osszetevd Mennyiség (ul)

Desztillalt viz 3,65
5x puffer 2

25 mM MgClI2 0,5
2 mM dNTP 0,3
10 uM reverse primer 0,75
10 uM forward primer 0,75
5 pg/ul Taq polimeraz 0,05
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4. tablazat: A Gradiens-PCR reakcidk primer tapadasi h6mérséklet intervallumai és

novényanyaga
PCR Tapadasi Gradiens o,
. . . PCR Vizsgalt
reakcio Primer hémérséklet | .
. . intervalluma gDNS
szama (°C) .
(°C)
PCR1 ﬁgrsvsalfd 52.5 Karalabé,
COS015 52-56.5 Orankin,
PCR1 56 F1
Reverz
PCR1 05264 55.6 .
Forward 55-56.1 Orankin,
PCR1 C0S264- 555 F1
Reverz
PCR1 €05420- 56.3 "
Forward 53.9-56.8 Karaldbé,
PCR1 C0S420- 544 Orankin
Reverz
PCR1 €05424- 51.8
Forward 513.53.8 F1,
PCR1 C0S424- £33 Karalabé
Reverz
PCR2 05015 52.5
Forward
PCR2 CO5015- 56
Reverz
PCR2 igrsvig:: 55.6
COS264- 55.9-65 Orankin
PCR2 55.5
Reverz
PCR2 €05420- 56.3
Forward
PCR2 €05420- 54.4
Reverz
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Az Gradiens-PCR reakciok |épései (12. dbra):
COS015 primerparral BIOER™ Gene Explorer PCR gépben (13.4bra):
1. |Inicializacié: 94 °C; 3 min
2. Denaturacio: 94 °C; 30 sec
3. Kapcsolddas: 52-56.5 °C; 30 sec
4. Meghosszabbitds: 72 °C; 1 min
5. 2-4.lépések ismétlése: 34 ciklus
6. Keverék allando h6mérsékleten tartasa: 4 °C
C0S264 primerparral BIORAD™ iCycler PCR gépben (13. dbra):
1. Inicializacio: 95 °C; 30 sec
2. Denaturacio: 95 °C; 30 sec
3. Kapcsolddas: 55-56.1 °C; 30 sec
4. Meghosszabbitds: 72 °C; 1 min
5. 2-4.1épések ismétlése: 30 ciklus
6. Keverék allandé h6mérsékleten tartasa: 4 °C
COS420 primerpérral BIORAD™ T100 PCR gépben (14. dbra):
1. Inicializacié: 95 °C; 3 min
2. Denaturdcié: 95 °C; 30 sec
3. Kapcsoldédas: 53.9-56.8 °C; 30 sec
4. Meghosszabbitas: 72 °C; 1 min
5. 2-4.1épések ismétlése: 34 ciklus
6. Keverék dllandé h6mérsékleten tartasa: 4 °C
COS424 primerparral BIORAD™ T100 PCR gépben (14. dbra):
Inicializacié: 95 °C; 3 min
Denaturacid: 95 °C; 30 sec
Kapcsolddds: 51.3-53.8 °C; 30 sec

1

2

3

4. Meghosszabbitds: 72 °C; 1 min
5. 2-4.lépések ismétlése: 34 ciklus
6

Keverék allandé hémérsékleten tartasa: 4 °C
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12. dbra: Gradiens-PCR reakciok el6készitése

52.0°C 00:01:00 00:05:00

00:00:30

13. dbra: COS015 és COS264 Gradiens-PCR
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Name: UNSAVED Time remaining: 2:21:40 Volume: 10

1 4 5 6 7

14. dbra: COS420 és COS424 Gradiens-PCR

A mutdns CRTISO1 gén jelenléte-, valamint a COS marker alapu genom Osszetétel
vizsgalatokban a Gradiens-PCR reakciék alapjan meghatdrozott optimdlis tapadasi
hémeérsékleteket hasznaltuk a Touchdown-PCR-ekben a 24 ciklus alatti annealing soran. A DNS
polimerdz enzim és a PCR mastermix 0sszetev6i megegyeznek a Gradiens-PCR reakcidk alatt

alkalmazottakkal (3. tablazat). A vizsgalatokat két ismétlésben végeztiik el.

A Bra-OR, COS015, COS264, COS420 primerekkel egy BioRad™ T100 PCR gépben

dolgoztunk, 70 °C-os Touchdown PCR-t alkalmazva az aldbbiak szerint:

1. El6ciklus: 94 °C, 2 perc ('hot start’)

2. 10 cikluson keresztil a kovetkez6 |épések, amely sordn az annealing
hémérséklete ciklusonként 0.5 °C-kal csokken:

- Denaturadlas: 94 °C, 30 masodperc,

- Annealing: 70 °C, 30 masodperc,

- Szintézis: 72 °C, 1 perg,

3. 24 cikluson keresztiil a kovetkez6 |épések:

- Denaturadlas: 94 °C, 30 masodperc,

- Annealing: 70 °C, 30 masodperc,

- Szintézis: 72 °C, 1 perg,
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4. Utopolimerizacio: 72 °C, 5 perc.
A BoICRTISO1 és a COS424 primerekkel is egy BioRad™ T100 PCR gépben
dolgoztunk, 65 °C-os Touchdown PCR-t alkalmazva az aldbbiak szerint:
1. el6ciklus: 94 °C, 2 perc ('hot start’)
2. 10 cikluson keresztil a kovetkez6 |épések, amely sordn az annealing
hémérséklete ciklusonként 0.5 °C-kal csokken:
- Denaturdlas: 94 °C, 30 masodperc,
- Annealing: 65 °C, 30 masodperc,
- Szintézis: 72 °C, 1 perc,
3. 24 cikluson keresztll a kdvetkez6 Iépések:
- Denaturalas: 94 °C, 30 masodperc,
- Annealing: 65 °C, 30 masodperc,
- Szintézis: 72 °C, 1 perc,
4. Utépolimerizacié: 72 °C, 5 perc.
3.4 Agardz gélelektroforézis
A PCR reakciok soran felszaporitott fragmentumok vizudlis detektalasdhoz 1%-
os agarodz gélt és etidium-bromid interkalalédé festéket haszndltunk.
Az agardz gél ontés lépései:
1. Osszetev6k kimérése: 120 ml 0,5 x TBE puffer, 1,2 g agaroz,
2. A pufferhez hozzaadjuk az agarézt, majd mikrohulldamu siit6ben a homogén allapot
eléréséig melegitjik
3. Folydviz alatt visszah(itjiik folyamatos mozgatds mellett,
4. 6 pl etidium-bromid hozzaaddsa a folyékony gélhez, majd keverés
5. az el6készitett, tiszta talcaba ontjlik a gélt, a keletkezé buborékokat pipetta heggyel
eltavolitjuk
A zsebek kialakitasdhoz a fés(it a gél szélével parhuzamosan, kb. 1 cm
tdvolsdagra igazitottuk a még folyékony gélbe (15. abra). A mar kihlt és megszilardult
gélt futtatokadba helyeztiik el.
Molekulatomeg markerként GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder (Thermo
Fisher) szolgalt.
Az elektroforetikus eljaras 90 V-on 40 percig tartott a 0,5x TBE pufferben a BIO
RAD™ Power Pac 300 elektroforézis tapegység hasznalataval (16. dbra).
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A futtatast kovet6en a detektalt fragmentumok kiértékelsére az Alpha
Innotech Multilmage™ Light Cabinet gédokumentacids készulékkel tortént (16. dbra),
amely egy elzart flulkében UV megvilagitassal gerjeszti a fragmentumokban

interkaldlédott festéket, valamint fénykép is készithet6 a gélrél.

16. abra: A futtatds és a géldokumentdcié

30



4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Az izolalt DNS koncentraciok

A Macherey Nagel® NucleoSpin DNS kit segitségével végzett genomi DNS

izolalas NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel mért koncentracioi (5. tablazat):

5. tdblazat: gDNS koncentracidk

gDNS
) Koncentracio
Noéveny
(ug / OD260)
Karalabé 57.4
042(02.22) 49.3
F1 46.5
Bridge_401 44.6
Bridge_404 38.4
Orankin 37.9
042(03.27) 36.4
044(04.12) 36.4
044(03.29) 36.3
052 zold 18.4
051 Kék 14
051 Sarga 13.9
052 Karmazsin 13.2
052 Pink 12.5
052 Piros 111

Az O51 kék, az O51 sarga, az 052 z6ld, az 052 piros, az 052 karmazsin és 052 pink
embridmentett novények esetében ugyan a PCR-technikara kifejezetten alkalmas
preparatumokat kaptunk, azonban alacsonyabb koncentracidkkal. Mindez feltehet6leg annak
kdszonhet6, hogy kevésbé fejlett in vitro novényekbdl (9. dbra), kisebb tomegl

novényanyagbdl végeztiik a DNS izolalast.
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4.2 A Gradiens-PCR reakciok eredményei

A COS015 primerparral folytatott elsé Gradiens-PCR reakcidé soran (17. dbra (A)):
Minden hémérsékleten, és minden minta esetében detektalhaté fragmentum. Az Orankin (B.
rapa — AA), és Karaldbé (B. oleracea — CC) mintdknal az elvarasoknak megfelelGen eltéré
méretl fragmentumokat kaptunk. Az F1 (AC) novénynél azonban 3 fragmentum lathaté. A
primerpdr a legmagasabb hémérsékleten is képes volt amplifikalni, ezért a masodik
megkozelitésben magasabb primer tapadasi hémérsékletekkel inditottunk Gradines PCR-t.
Melyet kovetéen (17. dbra (B)): Minden h&mérsékleten detektalhaté fragmentum, a

legtisztabb képet azonban, a legmagasabb hémérsékleten, azaz 65 °C -on kapjuk.

A C0S264 elsé Gradiens-PCR eredményeit tekintve (17. abra (C)): Feltehetbleg az 1A,
2A és 2F zsebekbe nem kerllt templat. Az F1 (AC) novényeknél a varakozasain szerint 2
fragmentum |athaté. A pontosabb detektdlhatdosdg céljabdl célszerl a primer tapadasi
hémérsékletek emelése. Masodik megkozelitésben (17. dbra (D)): Minden hémérsékleten

detektaltunk fragmentumot.

A C0S420 els6 Gradiens-PCR reakciéjanak 0Osszeadllitdsa soran (17. abra (E)):
Feltehet6leg az 2F és 1G zsebekbe nem kerilt templat. Az Orankin (B. rapa — A), és Karalabé
(B. oleracea — C) mintdknal eltér6 méretli fragmentumokat kaptunk. A primerpar a
legmagasabb hémérsékleten is képes volt amplifikdlni, ezért masodszorra magasabb primer
tapadasi hémérsékletekkel inditottunk Gradines-PCR-t. gy (17. &bra (F)): Minden

hémérsékleten detektalhaté fragmentum.

A COS424 Gradiens-PCR eredményei alapjan az alabbiakat mondhatjuk (17. dbra (G)):
Erdekes mdédon az alacsonyabb h&mérsékleten intenzivebb fragmentumokat kaptunk,
ugyanakkor az F1 (AC) mintdknal 3 fragmentum is lathatd, ezért a primer tapadasi

hémérsékletek emelése sziikséges a PCR reakcidk soran.
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17. dbra: 1%-os agardzgél EtBr-al festve, MM: GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder; (A) COS015
primerpar Gradiens-PCR 1, mintasorrend: 1 Karalabé, 2 Orankin, 3 F1, 4 Orankin,; (B) COS015
primerpar Gradiens-PCR 2, minta: Orankin; (C) COS264 primerpar Gradiens-PCR 1,
mintasorrend:1 Orankin, 2 F1; (D) COS264 primerpar Gradiens-PCR 2, minta: Orankin; (E)
C0OS420 primerpar Gradiens-PCR 1, mintasorrend:1 Karaldbé, 2 Orankin; (F) , COS420
primerpar Gradiens-PCR 2, minta: Orankin; (G) COS424 primerpar Gradiens-PCR,

mintasorrend:1 F1, 2 Karalabé.

4.3 A COS primerparok Touchdown-PCR eredményei

A gradiens-PCR eredmények alapjan meghatdrozott Touchdown 70-65°C
protokollt a COS015, a COS264 és a COS420 primerparokkal két ismétlésben végeztiik
el.

A COSO015 primerparral folytatott elsé PCR reakciét kévetéen (18. dbra (A), 6.
tdblazat) a varakozdsok szerint non templat mintanal nem jelent meg fragmentum. Az
Orankin (B. rapa — AA), Karalabé (B. oleracea — CC) és F1 (AC) kontrol mintdknal kordn
sem az elvart eredményeket kaptuk. Ugyan a Karaldbénal a vart hosszisagu
fragmentum szintetizdlédott, azonban az Orankin esetében nem jelent meg
fragmentum, feltehet6leg ebbe a zsebbe nem keriilt templat, az F1 kontroll mintanal
pedig csak A genom specifikus fragmentum lathaté. Az 042, valamint 044
keresztezésekbdl szarmazd, a Bridged01, illetve a O51 Kék és az 052 Zold szinkddu
novényeknél csak AA genom specifikus fragmentumok jelentek meg. Az 052 Piros, az
051 Sarga és az 052 Karmazsin mintdknal nem kaptunk fragmentumot, feltehetbleg a
PCR reakcio, vagy a gélre torténd felvitel hibajabdl. A Bridge404, valamint a 052 Pink

szinkddu novényeknél pedig csak C genomra jellemz6 fragmentumok detektalhatok.
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18. dbra: 1%-os agar6zgél EtBr-al festve, MM: GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder; (A) COS015
primerpar Touchdown-PCR 1, 70 - 65 °C, mintasorrend: 1 Orankin, 2 Karaladbé, 3 F1, 4 044, 5
044, 6 042, 7 042, 8 051 Kék, 9 052 Z6ld, 10 052 Piros, 11 O51 Sarga, 12 Bridge401, 13
Bridge404, 14 052 Pink, 15 052 Karmazsin, 16 Non templat; (B) COS015 primerpar
Touchdown-PCR 2, 70 — 65 °C, mintasorrend: 1 Karalabé, 2 Orankin, 3 F1, 4 044, 5 044, 6
042,7 042, 8 051 Kék, 9 052 Zo6ld, 10 052 Piros, 11 051 Sarga, 12 052 Pink, 13 Bridge401, 14
Bridge404, 15 052 Karmazsin, 16 Non templat; (C) COS264 primerpar Touchdown-PCR 1, 70
- 65°C, mintasorrend: 1 Karaldbé, 2 Orankin, 3 F1, 4 044, 5 044, 6 042, 7 042, 8 O51 Kék, 9
052 Zold, 10 052 Piros, 11 O51 Sarga, 12 Bridge401, 13 Bridge404, 14 052 Pink 15 052
Karmazsin, 16 Non templat; (D) COS264 primerpar Touchdown-PCR 2, 70 - 65 °C,
mintasorrend: 1 Karalabé, 2 Orankin, 3 F1, 4 044, 5 044, 6 042, 7 042, 8 051 Kék, 9 052 Z6ld,
10 052 Piros, 11 051 Sarga, 12 052 Pink 13 Bridge401, 14 Bridge404 15 052 Karmazsin, 16
Non templat; (E) COS420 primerpar Touchdown-PCR 1, 70 - 65°C, mintasorrend: 1 Karaldbé,
2 Orankin,3F1,4044,5044,6042,7 042,8 051 Kék,9 052 Zold, 10 052 Piros, 11 O51Sarga,
12 Bridge401, 13 Bridge404, 14 052 Pink 15 052 Karmazsin, 16 Non templat; (F) COS420
primerpar Touchdown-PCR 2, 70 - 65 °C, mintasorrend: 1 Karaldbé, 2 Orankin, 3 F1, 4 044, 5
044, 6 042, 7 042, 8 051 Kék, 9 052 Zoéld, 10 O52 Piros, 11 O51 Sarga, 12 052 Pink 13
Bridge401, 14 Bridge404 15 052 Karmazsin, 16 Non templat; (G) COS424 primerpar
Touchdown-PCR 1, 65 —55 °C, mintasorrend: 1 Karalabé, 2 Orankin, 3 F1,4 044,5 044, 6 042,
7 042,8 051 Kék, 9 052 Z6ld, 10 O52 Piros, 11 O51 Sarga, 12 Bridge401, 13 Bridge404, 14 052
Pink 15 O52 Karmazsin, 16 Non templat; (H) COS424 primerpar Touchdown-PCR 2, 65 — 55
°C, mintasorrend: 1 Karalabé, 2 Orankin, 3 F1, 4 044, 5 044, 6 042, 7 042, 8 051 Kék, 9 052
Z6ld, 10 O52 Piros, 11 051 Sarga, 12 Bridge401, 13 Bridge404, 14 052 Pink 15 052 Karmazsin,

16 Non templat.

A COS primerparokkal folytatott Touchdown-PCR reakcidok eredményeit a 6. tablazat
foglalja 6ssze. Adott genom specifikus fragmentum jelenlétét a gélen ,+” jellel, hianyat pedig

»- jellel rogzitettik. Az ,na.” tartalmazod cellak esetében nem miikoédott a PCR reakcid.
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6. tablazat: A COS primerparok Touchdown-PCR eredményei

Primerpar
C0S015 C0S264 C0Ss420 C0Ss424
PCR A C A C A C A C
reakci Novény geno | geno | geno | geno | geno | geno | geno | geno
o} m m m m m m m m
Non
1 - - - - + + + +
templat
1 Karalabé - + - + - + - +
1 Orankin na. na. + - + - + -
1 F1 + - + + + + + -
Bridge_40
1 + - + - + + + +
1
Bridge_40
1 - + + - + +
4
042(02.22
1 + - + - + + - +
)
042(03.27
1 + - + - + + - +
)
1 044(03.29) + - + - + + - +
044(04.12
1 + - na na + + + +
)
1 051 Kék + - na. na. + + - +
1 051 Sarga na. na. + - + + + +
052
1 na na. + - - + + +
Karmazsin
1 052 Pink - + + - - + + +
1 052 Piros na. na. + - - + + +
1 052 zold + - + - - + + +
Non
2 - - - - - + - -
templat
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Karalabé - + - + - + - +
Orankin + - + - + - + -
F1 + - + - + + + -
Bridge_40
+ - + - - + - +
1
Bridge_40
- + - + - + - +
4
042(02.22
+ - + - - + - +
)
042(03.27
+ - + - - + - +
)
044(03.29) + - + - - + R +
044(04.12
+ - + - na. na - +
)
051 Kék + - + - - + - +
051 Sarga + - na. na. - + R +
052
+ - - + - + - +
Karmazsin
052 Pink - + - + - + i +
052 Piros na. na. na. na. - + - +
052 Zold + - - + - + - +

A COS015 primerpdrral folytatott masodik PCR reakciét kovet6en (18. dbra (B),
6. tablazat):

A vdrakozasok szerint:

- A non templatnal nem jelent meg fragmentum.

- Az Orankin (B. rapa — AA), Karaldbé (B. oleracea — CC) kontroll mintaknal
eltéré méretl fragmentumokat amplifikalt a primer par.

Az F1 (AC) kontroll mintandl viszont ismét csak A genomra specifikus
fragmentumot kaptunk. Az elsé ismétléshez hasonldan Az 042, valamint 044

keresztezésekbdl szarmazé, a Bridge401, illetve az 051 Kék, az 052 Z6ld, az O52 Piros,
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az 051 Sdarga és az 052 Karmazsin szinkédu novényeknél csak A genom specifikus
fragmentumok lathatdk. A 10-es, azaz 051 Sdrga szinkddu minta esetében a halvany
fragmentum a PCR reakcid vagy a futtatds hibajabdl fakadhat. Ahogy az elsé ismétlés
soran is A Bridge404, valamint az 052 Pink szinkédu novényeknél csak C genomra
jellemz6 fragmentumok jelentek meg.

A C0S264 primerparral folytatott elsé PCR reakciot kovetéen (18. dbra (C), 6.
tablazat):

A vdrakozasok szerint:

- A non templatndl nem jelent meg fragmentum.

- Az Orankin (B. rapa — A), Karaldbé (B. oleracea — C) kontroll mintaknal
eltéré méretli fragmentumokat amplifikalt a primer par.

- Az F1 (AC) kontroll mintanal pedig A és C genomra jellemzé
fragmentumokat is megkaptuk.

Az 042, valamint 044 keresztezésekbdl szarmazo, az 052 Zold, az 052 Piros, az
051 Sarga, az 052 Pink és az 052 Karmazsin szinkddu novények esetében csak A
genomra jellemz6 fragmentumok detektalhatdk. Az 5-0s, azaz az egyik O44-es
keresztezésbdl szarmazg, illetve a 8-as vagy is az 051 Kék szinkddu novények esetében
nem amplifikalédott fragmentum.

A C0OS264 primerparral folytatott masodik PCR reakciot kovetGen (18. abra (D),
6. tablazat):

A vdrakozasok szerint:

- A non templatnal nem jelent meg fragmentum.

- Az Orankin (B. rapa — A), Karaladbé (B. oleracea — C) kontroll mintaknal
eltéré méretl fragmentumokat amplifikalt a primer par.

- Az F1 (AC) kontroll mintdanal pedig csak A genomra jellemz§
fragmentumot kaptuk.

Az 042, valamint 044 keresztezésekbdl szdrmazo, az 051 Kék szinkddu és a
Bridge401 novényeknél csak A genom fragmentumai szintetizdlédtak. A Bridge404, az
052 Z6ld, az 052 Pink és az 052 Karmazsin szinkédu novények esetében csak C genom
fragmentumai lathatok. Az O52 Piros és az 051 Sarga szinkédu mintak esetében nem
detektalhaté fragmentum. Mindkét ismétlés esetben az 052 Pink szinkddu és a

Bridge404 novények eredményei megegyeznek a COS015 primerparral futatott PCR
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reakciok soran tapasztaltakkal. Jelen reakcional futtatas tokéletlensége a létran is
tapasztalhatd, a pontos kovetkeztetések levondsahoz sziikséges a futtatds
megismétlése.

A COS420 primerpdrral folytatott elsé PCR reakciét kovetéen (18. abra (E), 6.
tablazat):

- Sajnos a non templatnal is kaptunk fragmentumot

- Az Orankin (B. rapa — A), Karaldbé (B. oleracea — C) kontroll mintaknal
eltéré méretl fragmentumokat amplifikalt a primer par.

- Az F1 (AC) kontroll mintanal pedig A és C genomra jellemz6
fragmentumokat is megkaptuk.

Az 042, valamint 044 keresztezésekbdl szarmazé, az 051 Kék és az 051 Sarga
szinkddd, illetve a Bridge401 novényeknél A és C genomra jellemz6 fragmentumok is
szintetizalodtak. Az 052 Z6ld, az 052 Piros, az 052 Pink és 052 Karamazsin szinkddu
mintaknal csak C genom fragmentumait kaptuk. Az 052 Z6ld, az 052 Pink és az 052
Karmazsin szinkddu, valamint a Bridge404 mintak eredményei megegyeznek a COS015
és a COS264 primerparnal tapasztalhatéval.

A C0OS420 primerparral folytatott masodik PCR reakciot kovetéen (18. dbra (F),
6. tablazat):

- Sajnos a non templat is kaptunk fragmentumot

- Az Orankin (B. rapa — A), Karaldbé (B. oleracea — C) kontroll mintaknal
eltéré méretl fragmentumokat amplifikalt a primer par.

- Az F1 (AC) kontroll mintanal pedig A és C genomra jellemz6
fragmentumokat is megkaptuk.

Az 5-6s zsebbe feltehetSleg nem keriilt templat. A detektalas részleteiben
pedig nem értékelhetd, nagy valdszinliséggel a futtatas hibaja miatt.

A COS424 primerparral folytatott elsé PCR reakciét kovet6en (18. dbra(G), 6.
tablazat):

- A non templatnal harom fragmentumot is kaptunk, a gélkép nem
értékelhetd.

A C0OS424 primerparral folytatott PCR reakciot kovetéen (18. dbra (H), 6.
tablazat):

A varakozasok szerint:
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- A non templatndl nem jelent meg fragmentum.

- Az Orankin (B. rapa — A), Karaldbé (B. oleracea — C) kontroll mintaknal
eltéré méretl fragmentumokat amplifikalt a primer par. F1 (AC) kontroll mintanal az
elvarasokkal ellentétben csak A genom specifikus fragmentum lathaté. A kontrol
mintakon felll csak A genomra jellemz8 fragmentumok szintetizalodtak eltérd

hosszusagban, részleteiben a gélkép nem értékelhetd.

4.5 A BraOR és BolCRTISO primerparok Touchdown-PCR eredményei

A BraOR primerpar a kinai kel narancssarga mutans CRTISO1 gén jelenlétében ad
terméket, B. oleracea mintdkban nem varhaté amplikon.
Az eredmények a BraOR primerparral futatott els6 PCR reakciot kévetéen (19.
abra (A), 7. tablazat):
A varakozasok szerint:
- A non templatnal nem jelent meg fragmentum
- Ahogy Karaldbé esetében sincs amplikon
Az 052 Karmazsin szinkdédd, valamint a Bridge404 mintak

esetében nem kaptunk fragmentumot.
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19. 4dbra: 1%-os agarézgél EtBr-al festve, MM: GeneRuler™ 100+ bp DNA Ladder: (A) BraOR
primerpar Touchdown PCR 1, 65 — 56 °C, mintasorrend: 1 Orankin, 2 Karaldbé, 3 F1,4 044, 5
044, 6 042, 7 042, 8 051 Kék, 9 052 Zold, 10 O52 Piros, 11 051 Sarga, 12 Bridge401, 13
Bridge404, 14 052 Pink 15 052 Karmazsin, 16 Non templat; (B) BraOR primerpar Touchdown
PCR 2, 70 - 65 °C, mintasorrend: 1 Karaldbé, 2 Orankin, 3 F1, 4 044, 5 044, 6 042, 7 042, 8
051 Kék, 9 052 Zold, 10 052 Piros, 11 051 Sarga, 12 052 Pink, 13 Bridge401, 14 Bridge404,
15 052 Karmazsin, 16 Non templat; (C) BolCRTISO primerpar Touchdown PCR 1, 70 — 61 °C,
mintasorrend: 1 Orankin, 2 Karalabé, 3 F1,4 044,5 044, 6 042,7 042, 8 051 Kék, 9 052 Zold,
10 052 Piros, 11 O51 Sarga, 12 Bridge401, 13 Bridge404, 14 052 Pink 15 052 Karmazsin, 16
Non templat; (D) BolCRTISO primerpar Touchdown PCR 2, 65 — 55 °C, mintasorrend: 1
Orankin, 2 Karaldbé, 3 F1, 4 044, 5 044, 6 042, 7 042, 8 051 Kék, 9 052 Zo6ld, 10 052 Piros,
11 O51 Sarga, 12 Bridge401, 13 Bridge404, 14 052 Pink 15 052 Karmazsin, 16 Non templat.

A BraOR és BoICRTISO primerpdarokkal folytatott Touchdown-PCR reakcidok
eredményeit a 7. tablazat foglalja 6ssze. Adott genom specifikus fragmentum jelenlétét a
gélen ,+” jellel, hianyat pedig ,-” jellel rogzitettik. Az ,,na.” tartalmazé celldk esetében nem

mikodott a PCR reakcid.

7. tablazat: a BrOR és BolCRTISO primerparok PCR eredményei

Primerpar
PCR BraOR | BolCRTISO
Novény
reakcié
Non
1 - -
templat
1 Karaldbé - +
1 Orankin + -
1 F1 + +
1 Bridge 401 + -
1 Bridge 404 - +
1 042(02.22) + +
1 042(03.27) + +
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044(03.29)

044(04.12)

051 Kék

051 Sarga

052

Karmazsin

052 Pink

052 Piros

052 zold

Non

templat

Karalabé

Orankin

F1

Bridge_401

Bridge_404

042(02.22)

042(03.27)

044(03.29)

044(04.12)

051 Kék

N N N N[ N[N NN N NN

051 Sarga

052

Karmazsin

052 Pink

052 Piros

052 z6ld

Az eredmények a BraOR primerparral futatott masodik PCR reakciot kovetGen

(19. dbra (B), 7. tablazat):

A varakozasok szerint:
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- A non templatnal nem jelent meg fragmentum
- Ahogy Karaldbé esetében sincs amplikon
Hasonldéan az els6 ismétlés eredményeihez az 052 Karmazsin szinkddd,
valamint a Bridge404 novényeknél nincs amplifikacid. A masodik ismétlés sordn
alkalmazott Touchdown 70 - 65 °C PCR protokollal mar B. oleracea hattérben sem
tapasztalhatdak halvany fragmentumok. Ezen hémérsékleteken a PCR reakcid joval
meggy6z6bb eredményekhez vezet.
A Bol-CRTISO1 primerpdr hasznalatakor a B. oleracea genomjara jellemz6
karotinoid izomeraz gén jelenlétekor kaphatunk fragmentumot.
Az eredmények a BolCRTISO primerparral futatott elsé PCR reakciét kbvetSen
(19. dbra (C), 7. tablazat):
A varakozasok szerint:
- A non templatnal nem jelent meg fragmentum

- Ahogy Orankin esetében sincs amplikon

Bridge401 novénynél nem detektalhaté fragmentum. Az F1 (AC), az
042, az 044, az 051 és az 052 keresztezésekbdl szarmazd, valamint a

Bridge404 novények esetében lathatunk fragmentumot.

Az eredmények a BolCRTISO primerparral futatott masodik PCR reakciét
kovetben (19. abra(D), 7. tablazat):
A varakozasok szerint:
- A non templatndl nem jelent meg fragmentum

- Ahogy Orankin esetében sincs amplikon.

Hasonléan az els6 ismétléshez Bridged01 novénynél nem
detektdlhaté fragmentum. Az F1 (AC), az 042, az 044, az 051 és az 052
keresztezésekbdl szarmazd, valamint a Bridge404 novények esetében
l[athatunk fragmentumot. A masodik ismétlés soran alkalmazott
Touchdown  65-55°C PCR  protokollal ugyan intenzivebben
fragmentumokat kaptunk, azonban B. rapa hattérben is detektalhaté egy

halvany fragmentum.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Ugyan PCR-technikara kifejezetten alkalmas DNS preparatumokat kaptunk az
izolalast kovetéen, azonban az 051 és 052 novények esetében alacsonyabb volt a
genomi DNS koncentracié (5. tablazat). A DNS kivonast az embriémentés késébbi
fazisdban, a mar fejlettebb novényeken, nagyobb tomegli novényanyagbdl végezve
feltehet6leg magasabb koncentracidkat kaptunk volna. Utébbi pedig meggy6z6bb PCR
eredményeket adhat, valamint higitds esetén szadmos PCR reakcié Osszedllithatd
egyazon preparatumbdl.

Célkittizésiink volt a COS markerek PCR protokoljanak optimalizalasa, segitve
ezzel a kés6bbi keresztezésekbdl szarmazé névényanyagok korai szelekciéjat a genom
Osszetételt tekintve.

Els6 megkozelitésben a Gradiens-PCR reakciék minimum és maximum primer
tapadasi hémérsékleteit a COS primerparok kalkuldlt alacsonyabb tapadasi
hémérséklete alatt 0.5 °C-al, valamint a magasabb tapadasi hémérséklet felett 0.5 °C-
al allitottuk be (4. tdblazat). Ezek a hGmérsékletek mindegyik COS primerpar esetében
alacsonynak bizonyultak, mivel a legmagasabb h&mérsékleteken is detektaltunk
fragmentumot (17. dbra). Az F1 (AC) ndvény esetében pedig 3 fragmentumot kaptunk
a COS015 és a C0OS264 primerparokkal (17. dbra). A COS015, a COS264 és a COS420
primerparokkal magasabb primer tapadasi hémérsékleteken ismételtiik meg a
Gradines-PCR reakciét (17. adbra). A COS424 primerpdarndl az elsé Gradiens-PCR (17.
abra), illetve a korabban elvégzett Touchdown-PCR reakciék eredményeire
tamaszkodtunk a tovabbiakban. A megismételt Gradiens-PCR reakcidk soran
mindegyik primer tapaddsi hémérsékleten kaptunk fragmentumot (17. abra.),
ugyanakkor érdemes lett volna F1 (AC) novénybdl izoldlt DNS preparatummal
Osszeallitani a Gradiens-PCR reakcidkat, hogy lassuk melyik h&mérsékleten
detektalhaté a 3 helyett, F1 egyedeknél elvart 2 fragmentum.

Ezt kovetGen a legutdbbi keresztezések soran létrehozott novényeket (1.
tadblazat) teszteltiik a genomosszetételre, valamint a narancs génre nézve Touchdown-
PCR reakciok segitségével. A Touchdown-PCR reakcidk primer tapadasi
hémeérsékleteit, a Gradiens-PCR reakcidkra, illetve a COS424, a BraOR, és a BolCRTISO

primerpdarok esetében a korabbi eredményekre alapoztuk. A COS015, a COS264 és a
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C0OS420 primerparokhoz, egyrészt a Gradiens PCR eredményeket szem el6tt tartva,
masrészt optimalizdlva a PCR gépek kihasznaltsagat, azonos primertapadasi
hémérsékleteket allitottunk be. Mind a COS, mind a BraOR és BolCRTISO
primerparokkal a Touchdown-PCR reakcidkat két ismétlésben végeztiik.

Ugyan a  keresztezésekben [év6 novényeket tekintve relevans
kovetkeztetéseket tudunk levonni, mindenképp sziikséges a tovabbiakban a
Touchdown-PCR reakciok megismétlése, ami jelen dolgozat kereteit és lehetGségeit
meghaladja. A COS15 primerpdrral végzett Touchdown-PCR reakcidk soran F1 (AC)
novényél csak A genomra specifikus fragmentum szintetizdlédott (18. dbra, 6.
tablazat). A CO0OS420 primerpadr esetében a non templatndl is detektalhato
fragmentum. A COS264, a BraOR és a BolCRTISO primerpdarokkal pedig csak egy-egy
elfogadhaté eredményt kaptunk adott hémérsékleteken, amit sziikséges megismételni
a teljes bizonyossaghoz. A COS424 primerparokkal végzett vizsgdlatok nem vezettek
eredményre (18. dbra, 6. tdblazat). Ezen primerparral érdemes lehet tovabbi Gradiens-
PCR reakcidkat tervezni, a megfelel6 primer tapadasi h6mérsékletek megismeréséhez.

Galli Zsolt nemesité célja, hogy a visszakeresztezések sordn B. rapa
kromoszémai eliminaléddjanak, a mutdciét hordozé kromoszéma régid viszont
interkaldlédjon B. oleracea kromoszémainak valamelyikébe.

Kizardlag B. oleracea genomra jellemz6 fragmentumok szintetizdlédtak (18.
abra, 6. tablazat):

- Az O52 Pink, valamint a Bridge404 novényeknél a COS015, a COS264 és
a COS420 primerparokkal

- Az 052 76ld, valamint az 052 Karmazsin novények esetében a COS264
és COS420 primerparokkal

- Az 052 Piros novénynél COS420 primerparral

A BraOR primerpar a kinai kel narancssarga mutdns CRTISO1 gén jelenlétében
ad terméket. Eredményeink alapjan az 052 Karmazsin és a Bridge404 noévényekben
nincs jelen a mutans CRTISO1 gén. A Touchdown-PCR masodik ismétlése soran
alkalmazott Touchdown 70 - 65°C protokollal mar B. oleracea hattérben sem
detektaltunk fragmentumot (19. abra, 7. tablazat). A tovabbi vizsgalatok soran célszer(
ezzel a protokollal tervezni a PCR reakciét. A BolCRTISO primerparral folytatott PCR

reakciék soran B. oleracea genomjara jellemzé karotinoid izomerdaz gén jelenlétekor
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kaphatunk fragmentumot. Ez a Bridge401 névény esetében nem volt detektalhato (19.
abra, 7. tablazat).

A tovabbi keresztezések szempontjdbdl a legnagyobb jelentGséggel bird
novények az 052 Pink, az 052 Z6ld és az 052 Piros. Kivaltképp az az 052 Pink és az 052
Z6ld, amelyek esetben tobb kiilénbdz6 COS primerparral is csak B. oleracea genomra
jellemz6 fragmentumokat kaptunk (19. abra, 7. tablazat). Ezen névényeket érdemes
lehet flow citometrids vizsgalatnak is alavetni a kés6bbiekben, hogy még pontosabb
képet kapjunk a genomosszetételrdl. A keresztezéseket tekintve elmondhatd tovabba,
hogy ezek a névények heterozigdta formdban ugyan, de hordozzak a mutans CRTISO1
gént, mivel mind a BraOR, mind a BolCRTISO primerpdrokkal detektdltunk
fragmentumot (19. dbra, 7. tablazat). Az 052 Karmazsin névény a genomosszetétel
szempontjabol igéretes, a tovabbi keresztezésekbél azonban javasolt kizarni, a mutans
narancs gén hianya miatt (19. abra, 7. tablazat). A Bridge névények eredetérdl nincs
pontos informdacidnk, feltehet6leg dtmenetet képeznek B. oleracea és B. rapa kozott.
Bridge401 noévénnyel csak B. rapa genomra jellemzé, a Bridge404 novénnyel pedig
csak B. oleracea genomra jellemz8 fragmentumokat kaptunk a COS primerekkel (18.
abra, 6.tablazat). A BoICRTISO primerparral pedig a Bridge4d01 ndovény DNS
preparatuma nem adott terméket (19.4bra, 7. tablazat). Utébbiak alapjan elmondhatd,
hogy a Bridge novényekkel célszer(li lehet részletesebb vizsgalatokat végezni a

genomosszetételre nézve, a soron kovetkezd keresztezések kijelolése el6tt.
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6. OSSZEFOGLALAS

Galli Zsolt névénynemesitd egy olyan fejeskaposzta (B. oleracea — C genom)
létrehozasat inditotta el hagyomanyos nemesités eszkozeivel, amelynek belsé
leveleiben B-karotin halmozédik fel. A B-karotin szervezetiink szdmara
nélkilozhetetlen molekula, egészségmegbrz6 szerepe bizonyitott szamos krdénikus
betegség megelGzésében. A levelekben torténd B-karotin felhalmozdas tovabbi, nem
kevésbé jelentds hozadéka a szinvaltozds. A zoldségek szinei, formai és illatanyagai
nagy mértékben befolydsoljak a vasarloi szokdsokat. Az Ujdonsdg, a megszokottdl
eltérd szin komoly el6nyt jelenthet a piaci bevezetést tekintve.

Célkitlizéseink  kozt szerepelt az Ujonnan regenerdlt hibridek
genomosszetételének vizsgalata COS (Conserved Ortholog Set) markerekkel, valamint
a mar meglévé narancssarga szin primerparjainak tesztelése szelekciés szempontbdl.

Tizenot novény levelébdl izolaltunk genomi DNS-t, majd Gradiens- és
Touchdown-PCR reakcidkat végeztiink a négy COS, valamint a Braor és BolCRTISO
primerparokkal. A Gradiens és Touchdown-PCR reakciok eredményeibdl relevans
kovetkeztetéseket tudtunk levonni az optimalis primertapadasi hémérsékletek
meghatarozasaban.

A nemesit6 célja, hogy a visszakeresztezések sordn B. rapa kromoszomai
eliminalddjanak, a mutdciét hordozé kromoszéma régié viszont interkalalédjon B.
oleracea kromoszdmainak valamelyikébe. A tovabbi keresztezések szempontjabdl a
legnagyobb jelent&séggel biréd novények az 052 Pink és az 052 Zo6ld, amelyek
esetében tobb kilonboz6 COS primerparral is csak B. oleracea genomra jellemz6
fragmentumokat kaptunk. Ugyanezen hibridek heterozigdta formaban hordozzak a
mutans CRTISO1 gént, mivel mind a BraOR, mind a BolCRTISO primerparokkal
detektaltunk fragmentumot. Az 052 Karmazsin noévény a genomdsszetétel
szempontjabodl igéretes, a tovabbi keresztezésekbdl ellenben javasolt kizarni, a
mutdans narancs gén hianya miatt. A Bridge novények atmenetet képeznek B. oleracea
és B. rapa kozo6tt, azonban eredetiikrél nincs pontos informaciénk. Az eredményeink
alapjan elmondhatdé, hogy a Bridge novényekkel célszerli lehet részletesebb
vizsgdlatokat végezni a genomodsszetételre nézve a soron kovetkezd keresztezések

kijelolése elbtt.
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9. MELLEKLETEK

1.

szamu melléklet: 1. tablazat: COS015 Gradiens PCR 1 primer tapadasi

hémérsékletek (°C)

G

52.0

52.5

52.9

53.4

53.8

54.3

54.7

55.2

55.6

56.1

56.5

2. szamu melléklet: 2. tdblazat: COS264 Gradiens PCR 1 primer tapaddsi hmérsékletek (°C)

A

D

G

56.1

56.1

55.9

55.7

55.4

55.2

55.1

55.0

3. szdmu melléklet: 3. tablazat: COS420 Gradiens PCR 1 annealing

hémérsékletei (°C)

A B C D E F G H

56.8 56.6 56.2 55.7 55.0 54.5 54.1 53.9
4. szamu melléklet: 4. tablazat: COS424 Gradiens PCR annealing
hémérsékletei (°C)

A B C D E F G H

53.8 53.6 53.3 52.9 52.3 51.8 51.5 51.3
5. szamu melléklet: 5. tablazat: COS015, COS264, COS420 Gradiens PCR 2
primer tapadasi hémérsékletek (°C)

A B C D E F G H

65.0 64.3 63.2 61.5 59.4 57.7 56.5 55.9
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