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1. Bevezetés

Diplomamunkam célja olyan molekularis markerek keresése, melyek segitségével a
bambuszok- azon belll a Phyllostachys nemzetség- fajtai és valtozatai DNS szinten kdnnyen
elkilénithet6k egymastol. Erre azért van nagy sziikség, mert a ndvény vegetativ és generativ
fazisai elhuzédhatnak, valamint bizonyos fajtakat, illetve fajtdkon bellli valtozatokat
morfoldgiai eltérések alapjan nem mindig lehet egyértelmlen azonositani. A molekularis
markerek alkalmazasdval lehetGség van gyorsan és hatékonyan kiilonbséget tenni a
genotipusok kozott, valamint azonositani tudjuk a kérdéses egyedeket. A kutatasunk soran
SSR markereket hasznaltunk, melyek mikroszatellit régiora tervezett molekularis markerek. A
mikroszatellitek 1 és 6 bazispar kozotti ismétl6dé motivumok. Ezek a régidk a legtobb esetben
nem kodold terileteken fordulnak el6, ezért ha mutacid torténik ebben a szakaszban, és
ismétlédés szamuk megvaltozik az j6 eséllyel nem jelent szelekcids hatranyt, és a valtozas
fennmarad. A genotipusok megkllonboztetésére kivaldan alkalmas, mert egyedenként adott
I6kuszokban az ismétl6dés hossza eltéré lehet. A bambusz gyorsan névekszik, minimalis a
fenntartasi koltsége, kivald a regeneracids képessége, betakaritas utan képes Uj hajtasokat
regenerdlni és magas a terméshozama. Ezen tulajdonsagainak kodszonhet6en a bambusz
termesztése, kereskedelme és hasznositdsa vildgszerte nagy jelent&séggel bir. A bambuszok
felhasznaldsa nagyon sokrétld. Fontos alapanyag a papirgyartasban, butorkészitésben,
épitkezéseken, a bambuszriigy pedig alapvetd élelmiszerként szolgdl mar évezredek 6ta. A
megfelel6 SSR marker segitségével DNS ujjlenyomat készitése volt a cél, amelynek
segitségével nem csak a bambusz fajtak, és a fajtak valtozatait vagyunk képesek elkiloniteni
egymastodl, de a magoncok, és a klénok esetén el6forduld eltéréseket is felismerhetjik. Ha
sikerll kapcsoltsagot taldlnunk az alkalmazott markerek és egyes fontos értékmérd
tulajdonsagok kozott, akkor az adott tulajdonsagra irdnyuld szelekcidra is alkalmazhatdak az

eredmények.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Bambusz felhasznalasa

A bambusz felhasznaldsa kulcsfontossagu szerepet jatszik Azsia torténelmében, az &azsiai
kultura és civilizacié fejl6désének egyik f6 szimbdluma. 4000-5000 évvel ezel6tt mar
nyilhegyeket faragtak belGle, az dkorban hasznaltak épitkezéshez, kosarakat fontak beldle,
tlzifaként alkalmaztdk a f6zés soran, bambusz sapkdkat és cipdket készitettek, bambusz
tekercseket hasznaltak irashoz, és a bambuszriigyet elGszeretettel fogyasztottak. Az eurdpai
felfedez6k a 16. szdzadban hoztak be Eurdpdba a bambuszt, ahol f6ként dekoracids célokra
alkalmaztak. Napjainkra a bambusz az egyik legértékesebb er6forrds, fontos eleme az azsiai
civilizaciénak és az ott él6 emberek mindennapi életének. Az 1. tabldzat mutatja, hogy a

bambusz rengeteg hasznositdsi lehetfséget rejt magaban, és hogy minden felhasznalasi

teriilethez kiilonb6z6 bambusz fajokat alkalmaznak. (Dlamini, 2022.)

1. tablazat: A bambusz fajok felhasznalasanak fébb teriletei
(Forras: (Dlamini, 2022.))

Felhasznalasi teriilet

F6 alkalmazas

Bambusz faj

Fa-, és papiripar

Mennyezet és padld;
tartdgerenda; papir

Bambusa lapidea; Bambusa ripisa;
Phyllostachys edulis;
Dendrocalamus membranaceus

Elelmiszer

Szaritott vagy friss hajtasok,
ragyek; konzerv termékek,
bambuszrigy

Phyllostachys edulis; Phyllostachys
vivax, Fargesia robusta,; Fargesia
nitida

Butorok és
haztartasi cikkek

Kosarak; székek; asztalok;
irastekercs; belsé falak

Bambusa textilis;, Bambusa chungii;
Indosasa sinica

Kézmdves termékek
és mivészet

Szobrok; novénytartok;
gitarok

Neosinocalamus affinis, Bambusa
textilis; Bambusa chungii

Okolodgiai

Biodiverzitas novelésése,
oxigéntermelés, szén
megkotése

Phyllostachys edulis; Bambusa
sinospinosa, Dendrocalamus
giganteus

Okoturizmus

Tajkép szépitése

Cephalostachyum pergracile;
Phyllostachys nigra; Phyllostachys
aurea,; Bambusa tuldoides




A bambusz népszer(liségét leginkabb annak készénheti, hogy a hagyomanyos fakitermeléssel
szemben megujulé eréforrasnak szamit, gyorsan novekszik, magas a terméshozama, konnyen
fenntarthato és kivald a regenerdacios képessége. Manapsag vildgszerte egyre fontosabb, hogy
kornyezetbarat alternativakat haszndljunk. Ennek a kritériumnak a bambusz tokéletesen
megfelel. Ezen felll még szdmos egyéb hasznos tulajdonsaga ismert, ellenall a kartevéknek,
és a zord idgjarasi viszonyoknak, ezért remek épitdipari alapanyag. Népszer(i butoranyag,
mivel konny(, tartdés és vonzd esztétikaja van. Padloként lepergeti a vizet és tliri a
nedvességet, tobb szinben és mintazatban kaphaté. Magas rosttartalma miatt a
papirgydrtasban is remekll felhasznalhaté, némelyik faj, példdul a Schizostachyum
brachycladum, vagy a Bambusa vulgaris akar 50% celluldzt is tartalmazhat. ElGszeretettel
alkalmazzak a gyogyitdsban léguti, vagy emésztési problémak kezelésére, de a bambuszport
hasznaljak a szépségiparban is, feszesiti és puhdbbad teszi a b6rt. A bambuszriigyek alacsony
kaldriatartalmuak, altaldaban legaldbb  1,5-4,0% fehérjét tartalmaznak, gazdagok
aminosavakban, tehdt remek tdpanyagforrast biztositanak. A bambuszriigyben nagy
mennyiségben taldlhatdak vitaminok és asvanyi anyagok, koztiik B6-vitamin, kalium és réz.
(Dlamini, 2022.) Ezen ismérvei alapjan nem meglepd, hogy termesztése fontos, és a bambusz
erddk teriiletei folyamatosan névekednek. Az 1. dbrdn Iathaté néhdny a bambusz felhaszndlasi

lehetdségeibdl.

1. dbra: Bambusz felhasznalasi tertletei
(Forras: Sajat szerkesztés)



2.2. Elterjedés és morfoldgia

A vilag bambuszfajainak korilbelll 80%-a, és a bambusz erdék legnagyobb hanyada Kelet-,
Dél-, és Délkelet-Azsidban talalhatd. Ezen beliil Kina rendelkezik a legnagyobb diverzitassal,
Osszesen 861 fajjal, 43 nemzetségbdl. Kindban a bambusz erd6k teriilete korilbelil 6,73 millié
hektar, amely az egész vildgon talalhaté bambusz erd6k egyharmadat teszi ki. A bambusz
szamtalan felhasznaldsi lehet6ségének kdszonhet6en az eréforrasok bévitése folyamatos a
megnovekedett kereslet miatt. A legtobb bambusz (ltetvényen intenziv gazdalkodast
folytatnak a termelés maximalizalasa érdekében. A legnagyobb teriileten korilbell 4,43
millié hektdron Moso bambusz, mas néven Phyllostachys pubescens taldlhaté. Azsian kivil
Amerikaban és Afrikaban fordulnak még el6 bambusz erdék, de ezeknek a mérete jéval kisebb.
(Lobovikov, et al., 2007.)

A bambuszok morfoldgidjat tekintve harom csoportot kilénitiink el: szimpodialis,
monopodialis, és amfipodidlis. A szimpodialis fajok julius és augusztus honapokban kezdik el
az Uj hajtasokat hozni, igy ahhoz hogy a szaraik kell6 képen megerdsddjenek, tobb idére van
sziikségiik, a tél megérkezéséig. Igy ezek a fajok nem viselik j6l a hideget és a szubtrépusi,
tropusi 6vezetben taldlhatdak. Ebbe a csoportba sorolhatd tobbek kdzott az Ampelocalamus,
Bambusa, Fargesia, Melocalamus, ¢€s Dendrocalamus nemzetség. A monopodidlis és
amfipodialis fajok a trépusi, szubtrépusi dvezetek mellet elterjedtek a mérsékelt 6vi zdndban
is. Ez annak koszonhet6, hogy nagy az ellenalld-, és alkalmazkoddképességiik. A monopodialis
kategériaba tartozik példdul a Phyllostachys, Indosasa, Ferrocalamus nemzetség. Az
amfipodialis bambuszok a felépitésiiket tekintve a monopodidlis és a szimpodialis bambuszok
keveréke, ide sorolhatd a Bashania, Sasa és Indocalamus nemzetség. (Tihanyi-Késa , 1998.)

A bambuszok ével6 novények, melyek a flifélék csaladjaba tartoznak, de t6bb fizikai
tulajdonsaguk is, mint példaul flexibilitas, rugalmassag, és szilardsag inkabb a fakéhoz hasonlé.
Tovabbi sajatos jellemzéi is vannak, melyekkel kitlinnek a névényvilagbdl, tobbek kozott, hogy
hajtasaik atmérdje egész életiikben ugyanakkora marad. Az atmér6 csak akkor valtozik, ha a
korilmények optimalisak, ilyenkor évrél-évre egyre magasabb és vastagabb szarakat ndveszt
a teljes kifejlettség eléréséig. Ezt kovetGen a szarak szama, és a lombozat gazdagodik. Masik
egyedi jellegzetessége, hogy hajtasaik csak a vegetdcids periddus alatt novekednek, az azt

kovet6 évben viszont mar nem. (Calderdn, et al., 1980.)



Fold feletti hajtasrendszere szarbdl, levelekbdl, dgakbdl és viragokbol all. Fold alatti
hajtasrendszere a rizoma, mely felépitése igen hasonld a fold feletti részekhez. A rizéma,
ahogy a szar is ndduszokbdl, mas néven szarcsomodkbdl all, kdztik pedig interndduszok,
szarkozok talalhatok. Feladata, hogy elég tapanyagot raktarozzon a ndduszokon fejl6dé
ragyek és valédi gyokér szamara. A bambuszok agressziv terjedését az teszi lehetévé, hogy a
rizdmacsucs, ahol a sejtosztdédas, novekedés zajlik nagyon kemény, ezdltal kotott talajon is
atjut. (Zhang, et al., 2021.) A rizdma felépitése kilénb6z6 a monopodidlis, szimpodialis és

amfipodialis bambuszoknal, melyet a 2. dbra szemléltet.

Aonopodialie nizam - ’
Mo Opodiais nzama Szimpodialis nzoma Amphinod

2. abra: A kiilonbo6z6 rizémak felépitése
(Forras: (Tihanyi-Kdsa , 1998.))

A szimpodialis bambuszokra, a pachymorf rizdma jellemz8, mely vastag és massziv, a szarkozei
rovidek. Sajatossaga, hogy a ndduszon Iévé rigyekbdl csak rizdmat fejleszt. A fold feletti
hajtasok a rizomacsucsnal fejlédnek ki. A szarak kozel helyezkednek el egymashoz, kis
terlileten, nagy bambusztdveket képes néveszteni. A monopodidlis bambuszokra, ahova a
hidegt(ir6 Phyllostachys nemzetség is tartozik, a monopodialis vagy mdas néven leptomorf
rizdma jellemzG6. Ennél a tipusnal hosszu és vékony hajtasrendszer alakul ki a talaj alatt, mely
segitségével nagy tdvot képesek megtenni a keletkezésiik helyétél. A legnagyobb eltérés a
tobbi gyoktorzshoz képest a ndduszokon talalhato alvérigyek funkcidjaban van, a rizémakon
kiviil, szarak is novekedhetnek bel6lik. Az amfipodidlis, vagy mas néven intermedier rizdma a
monopodialis és szimpodialis rizdémak keveréke. Minden rizdmahoz egy meghosszabbodott
rizomanyak tartozik. Maga a rizdma monopodialis, viszont az oldalriigyeibdl fejl6d6 rizomak
szimpodialisak. Ennek kovetkezménye, hogy a fold feletti hajtasaik csoportosan helyezkednek

el, viszont a szimpodialis fajokhoz képest tavolabb egymastdl. (Tihanyi-Kdsa, 1998.)



A bambuszok virdga Osszetett flizérviragzat. A szaron eldgaznak az ugynevezett kalaszkak,
melyeket altalaban kett6 kalaszpalyvalevél (Gluma) fog 6ssze, ennek szama a fajtatdl fliggéen
kilénbozhet, illetve néhany fajta esetében teljesen hianyzik. A kaldszkak minden esetben tdbb
viragbol allnak, zoldes arnyalatuak. A nyelecske (Rachilla) agai felelGsek a toklasz és a virag
komponenseinek tartdsaért, minden virdgpelyvaval (Lemmaval) szemben egy darab figyelhetd
meg bel6le. A 3. és 4. dbrak jol szemléltetik a bambusz virdgzatanak felépitését. (Tihanyi-Kdsa,

1998.)

i i (© W.P. Armstrong 2002
Porzo (Stamen) Viragpelyva (Lemma) f &

- sheath
(Tok-Egy vagy tébb
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Bibe (Stigma) spikelet

(Kalaszka)

Pikkelyecske (Locdicula)

2 florets
of a spikelet

(Kalaszka ket viraga)

Toklasz =4 Nyelecske (Rachilla)

3. abra: Phyllostachys aureosulcata viragzatanak keresztmetszete és felépitése
(Forras: (Tihanyi-Kdsa, 1998.), http://www.waynesword.net/ecoph39.htm)
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4. abra: Phyllostachys aureosulcata kaldszkajanak felépitése
(Forras: http://www.waynesword.net/ecoph39.htm)

A viragképzés soran a Lodiculak megtelnek vizzel és megduzzadnak. Ennek hatdsara a
viragpelyva, és a palyvalevelek elvalnak egymastdl. Ez lehet6vé teszi, hogy a bibék és a
portokok kinyuljanak a viragbdl. llyenkor érintés hatasdra, vagy a szél segitségének

koszonhet6en képesek a pollenjeik szétszdrdsara. Ez jellemz6en a hajnali, koradélel6tti



idGszakban kovetkezik be. (Recht-Wetterwald, 1992.) A bambuszok termékenyiilési tipusa a
keresztmegporzas, ezzel a maodszerrel hatékonyabban tudnak magot termelni, mint
onmegporzassal. A pollen attdl fiiggéen, hogy a bambusz a mérsékeltovrél, vagy a tropusokrol
szarmazik kiilonb6z6 méretd, el6bbi 90-95 mikron, mig az utdbbi 30-35 mikron. A viragzas

altalaban juliusban kezddédik, és a kovetkez6 évben érlelnek magot. (Liese-Kohl, 2015.)

2.3. Szaporitas

A bambusz szaporithaté vegetativ, mas néven ivartalan, és generativ, mas néven ivaros
modon. Szaporitasa viszonylag egyszer(, és elengedhetetlen a termesztéshez. A bambusz
vegetativ médon szaporithaté szovetkultlrai és novényi részei altal példaul rizdmak, szarak és

agak, generativ médon pedig a magokat felhasznalva.

2.3.1. Generativ szaporitas

A generativ szaporitasnak nincs nagy jelentésége a bambuszoknal, f6leg a Phyllostachys
nemzetség esetében a magok beszerzése nehezen kivitelezhet6. Ennek egy szokatlan jelenség
az oka, hogy az ide sorolhatd fajok virdgzdsardl sz6l6 feljegyzések szerint, a Phyllostachys
minden 120. évben viragzik, és viragzasa tobb éven keresztil is eltarthat. De nem csak ebben
a tekintetben tér el ez a nemzetség mas novényektél, hanem abban is, hogy annak ellenére,
hogy ével6, monokarpikus szeneszcencia jellemzi. Ez azt jelenti, hogy hasonldan az egyéves
novényekhez, a mag kialakulasahoz hasznaljak fel a raktarozott tapanyagokat, ezért a viragzas
akar a névény elpusztulasahoz is vezethet. A bambuszok esetében gyakori, hogy a rizémakbdl
ismét szarak fejlédnek, illetve a magokrdl is keletkeznek Uj hajtasok, ezért itt nem a névény
elhalasardl beszélliink, inkabb az allomany megujulasardl. Arrdl, hogy milyen tényezdék idézik
el6 a virdgzast még nincsenek pontos feljegyzések, egyes fajoknal alkalomszerd, masoknal
valészin(leg vizhidny vagy egyéb stressz okozza. (Zhang, et al., 2022.) A viragzas évében nem,
csak a kdvetkezs évben érlelnek magot. A magok nem alkalmasak arra, hogy tobb évig taroljak
6ket, mert hamar elveszitik csiraképességliket. Magahoz a magvetéshez nincs sziikség
kiilondsebb szaktudasra vagy felszerelésre. A magokat elvethetjik homokos, vagy kerti
foldbe, a legjobb eredményt viszont olyan foldkeverékkel lehet elérni, mely tapanyagban
gazdag. Ajanlott t6zeget keverni a magdgyhoz, ami segiti a laza szerkezet kialakitasat, és a

vizhaztartdsnak is kedvez. A csirdzast segiti, ha a magokat egy 6ran at vizben aztatjuk, és csak
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utana szorjuk ki az el6készitett agyasba, majd korilbellil 1 centiméter vastag talajréteggel
fedjiik le. Ezutan a magoncoknak biztositani kell egy meleg helyet, aminek magas a
paratartalma, a megfelel6 nedvességet 6ntdzéssel biztositjuk. Megfelel6 kérilmények kozott
korulbeliil 3-8 hét sziikséges, mire el6szor megjelennek a fliszalhoz hasonld hajtasok, ezt
befolyasolja az is, hogy milyen fajtat vetettiink. (Lessard-Chouinard, 1980.) Vannak a
bambuszok kozott is kivételek, példaul a Pseudosasa és a Sasa fajok gyakrabban érlelnek
magot, korilbelll 5 évente, ezeket elhullajtjak és beavatkozds nélkil is kicsirdznak. Az igy
kikelt novénykéket ki lehet asni a talajjal egyutt, és kaspoban nevelni amig megerésddnek.
Magrél szaporitva 3-4 év szlikséges, amig a magoncbdl életerés ndvény fejlédik. (Nautiyal, et

al., 2008)

2.3.2. Vegetativ szaporitas

A bambuszok féként vegetativ mddon szaporodnak, illetve szaporithatdk. A termeszték
hasznalhatnak szar dugvanyokat, ebben az esetben a szarat tobb darabra vagjak. A dugvanyok
3-4 noédusz hosszusaguak. Ajanlott a szarat hozzavetGlegesen 45 fokban elvagni, majd
gyokereztet6 porba martani, és igy a foldbe helyezni. A felsé részen talalhatd friss vagast
viasszal kezelik, lgyelve, hogy csak a szar peremét kenjék be vele. Az igy keletkezett
dugvanyokat nedves kézegbe dugjak le, ez lehet homok vagy kerti talaj. A friss dugvanyoknak
biztositani kell a megfelel§ paratartalmat, és hémérsékletet, gyakran egyszer(ien csak félidval
takarjak le a mar foldbe helyezett szarakat. Megfelel6 korilmények kdzott 2-3 hdonap alatt
megjelennek az Uj hajtasok. Az 5. dbra szemlélteti, hogyan késziilnek a dugvanyok. (Rao, et al.,

1987.)

10 inches

5. abra: Bambusz dugvanyok vagasanak modja
(Forras: https://www.wikihow.com/Propagate-Bamboo)
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A kovetkez6 lehetdség, egy egyszer( technika, amely id6t és munkat takarit meg a tobbi
szaporitdsi mdédszerhez képest, ezért széles korben elterjedt az Indiai kozosségek kérében. Egy
legalabb egy éves szar kdzepébdl kivagnak egy hozzavetSlegesen egy méter hosszu darabot,
majd korilbelll fél méter mélyre a foldbe fektetik. Fontos, hogy a szar egészséges legyen. A
noduszok kozott lyukakat készitenek rajta, melyet vizzel toltenek fel, lezarnak majd
betemetnek. Ezutan a talaj fels6 rétegét folyamatosan nedvesen tartjak. Ezt a technikat kora
tavasszal, marcius-aprilis hdnapban alkalmazzak, és mar 15-20 napon belil megjelennek az
els6 hajtasok. Amikor gyokér és a szar kifejlédott az interndduszokbdl, a szarat a ndduszok
mentén elvagjak, igy hoznak létre Uj novényeket. (Nautiyal, et al., 2008) A 6. dbran latszik a

szar megfelel6 el6készitése.

6. dbra: Bambusz szar foldbe fektetése
(Forras: https://www.caritasindia.org/blogs/bamboo-propagation-technique/)

A rizdmarél valé szaporitas az el6z6 mdodszerekhez képest bonyolultabb, és tobb szakértelmet
igényel. Alegfontosabb a megfelel6 rizéma kivalasztasa, a legalkalmasabbak a haroméves fold
alatti hajtasok. A tul fiatal rizéma esetében nem all rendelkezésre elég elraktarozott tdpanyag
ahhoz, hogy képes legyen a csirdzasra, ha pedig tul id6set vdlasztunk akkor a reprodukcids
képesség hianydban nem fog kialakulni az Uj hajtas. Azt is figyelembe kell venni, hogy melyik
id6szakot valasztjuk a szaporitdshoz, erre a leginkabb alkalmas a rligyfakadds kezdete. Az
idedlis korban lévé fold alatti hajtasrendszer egy részét kidssak, korulbelll 20-30 cm hosszu
részekre vagjdk, majd konténerekbe Ultetik Ugy, hogy a rigycsicsok ne lefelé nézzenek.
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Legjobban jo viz elvezetés(, tapanyagdus talajban fejl6dnek. Mivel a bambuszok a trépusi, és
szubtropusi éghajlatu terileteken nének vadon, a termesztéséhez is hasonld koriilményeket

kell biztositani. A 7. dbra mutatja, a rizoéma feldarabolasanak madjat. (Rao, et al., 1987.)

7. abra: Rizoma feldarabolasa
(Forras: https://de.wikihow.com/Bambus-vermehren)

A legmodernebb technoldgidja a vegetativ szaporitdsnak a mikroszaporitas. EI6nye, hogy kis
mennyiségl alapanyag hasznalatdval, valamelyik szerv osztoddszoveteibdl, nagyon sok
utdodnovény hozhatd létre. A bambusz esetében a csucshajtds merisztéma alkalmazdasa a
jellemzd. A sejteket in vitro kérilmények kozott, steril taptalajon nevelik. A mddszer elénye
nem csak a nagyszamu utdéd létrehozdsanak lehetGsége, hanem hogy olyan egyedek
valaszthatok ki, és szaporithatdok fel, melyek a szamunkra leghasznosabb tulajdonsaggal
rendelkeznek. Sajnos a bambusz ezzel a technikdval nehezen szaporithatd, sikereket eddig a

Dendrocalamus asber, és a Bambusa bambos fajoknal értek el. (Tihanyi-Kdsa , 1998.)

2.4. Phyllostachys nemzetség

A Phyllostachys nemzetség a Zarvatermék (Magnoliophyta) térzsén belll az Egyszikliek
(Liliopsida) osztdlyaba, a Perjeviraguak (Poales) rendjébe, a Perjefélék (Poaceae) csalddjaba,
a Bambuszformak (Bambusoideae) alcsalddjaba, az Arundinarieae bambusz torzshoz tartozik,
ezen belil pedig az Arundinariinae altorzshoz. A nemzetségbe 75 fajt sorolunk, és tobb mint
200 fajtaja ismert, melynek tdbbségének Kelet-Azsia a természetes él6helye. Az itt él6k
szamara kiemelt jelentGségli ez a nemzetség, bambuszriigyeit elGszeretettel fogyasztjak, de

az épitbiparban, vagy a butorgyartasban is fontos szerepet jatszik. Eurépaban féként 6rokzold
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disznovényként terjedt el, a kertészek korében kiilondsen kedvelt mivel j6 a télallésaga,
hidegt(ir6. A nemzetséget feltételezhetéen 1843-ban honositottak német botanikusok.
Szamunkra kiilonos jelent6séggel bir, mivel Magyarorszagon ez a nemzetség terjedt el a
leginkabb. Nalunk a bambusz meghonosodasa pontosan nem meghatarozhaté, de a
napjainkban rendelkezésre all6 adatok alapjan a legidGsebb képvisel6i hazdnkban egy
Phyllostachys viridi-glaucescens és egy Phyllostachys aureosulcata, melyek az 1950-es
években keriilhettek egy magdankertbe, amely Lengyeltétiban taldlhaté. (Tihanyi-Késa, 1998.)
A nemzetség képviselGi kozott féként kdzepes és nagyméretl fajok talalhatdak, rizomajuk
tulnyomé részben monopodialis, de bizonyos esetekben el6fordul az amfipodialis fold alatti
hajtasrendszer is. Altaldnossagban elmondhatd, hogy leveleik kis- vagy kdzepes méret(iek, 7-
15 cm hosszuak, szélességiik pedig 1,3-2 cm kozoétt mozog. Jellemzdjuk, hogy a levélerek
mozaikszerlek. Az Uj levelek tavasszal jelennek meg, hogy az el6z6 lombozatot levaltsak.
(Zhang, et al., 2022.) Szintén a nemzetségre jellemz6, hogy viragzasa korilbelldl minden 120.
évben kovetkezik be, és tobb éven at tart, ami annyira kimeriti a névényt, hogy az altaldban
elpusztul. K6z0s jellemvonasuk még az agak fejlédésének maddja. A szarcsomok jol lathatoak,
beldlik altaldban két ag fejlédik, elé6fordul, hogy a kett6 kozott egy harmadik kisebb ag is
kifejl6dik. Ezt a 8. dbra szemlélteti. (Tihanyi-Kdsa, 1998.)

Phyllostachys Pleioblastus Semiarundinaria

8. abra: Az Arundinariinae altérzshoz tartozé néhany nemzetség dgainak jellegzetes fejlédése
(Forras: (Kiss-Kiss, 2021.))

A Phyllostachys nemzetség tehat agrendszerét tekintve a tobbi nemzetségtél konnyen
elkiilonithets, ahogy a novekedés maddja is egészen egyedi. A tobbi fas szard bambusszal
ellentétben a Phyllostachys fajoknal az agak novekedése a szarral egyidejlileg indul meg, a
bambusz alsé részétdl felfelé haladva. Mas fajokndl csak a szar névekedésének befejezése

utan kezd6dik az agak képzése, felllrdl lefelé. (Kiss-Kiss, 2021.) A nemzetségen beldl
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morfoldgiai jegyek alapjan bizonyos fajok kdnnyen elkiilonithet6k egymastél, a kilonbség
altaldban a szar szinében, mintazatdban és vastagsdgaban mutatkozik, ahogy a 9. abra is

mutatja.

"l A Gl 8 I

9. abra(balrdl jobbra): Phyllostachys nigra, Phyllostachys Bambusoides 'Tanakae’ és
Phyllostachys vivax ‘Huangwenzhu inversa’ szarai
(Forrds: Sajat kép, MATE arborétum)

A nemzetség képvisel6i kozott azonban nem mindig egyértelm( a taxondmiai besorolas.
Vannak olyan egyedek a faj alatti szinteken, melyeket csak kiilsé jellemvondasaik alapjan nehéz
megkilonboztetni egymastol, f6leg a vegetacids idészakon kivil. Ezért is fontos, olyan
mulekuldris markerek kutatasa, melyek segitségével a nemzetségbe tartozo fajok egymastal
DNS-szinten elkulonithetdék, illetve a bambuszfajok kozotti genetikai kapcsolat feltarhato. A
genotipusok pontos ismerete nem csak a taxondmia helyes meghatarozasaban, de a bambusz
kiilonb6z6 tulajdonsagainak, mint példaul, virdgzds, télallésag, szdarszilardsag, vagy
celluléztartalom pontosabb megismerésében is nagy elérelépés lehet. A Bambusoideae
alcsaldd fas szaru tagjait citoldgiai vizsgdlatok alapjan, a ploid szintjiik szerint két csoportra
oszthatjuk. A trépusi fajok hexaploidok, a mérsékelt ovi fajok pedig tetraploidok. A
Phyllostachys nemzetségnek 48 kromoszomaja van. (Li, et al., 2001.) A 10. abra jol szemlélteti
a Bambusoideae alcsaladba tartozd nemzetségek ploid szintjik szerinti felosztasat, illetve

elterjedését.
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10. dbra: A Bambusoideae alcsaladba tartozé nemzetségek ploid szintjik szerinti felosztasa
és elterjedése
(Forras: (Mridushree, 2021.))
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2.5. Molekularis markerek

A markerek harom kategodridba sorolhaték:

1. Morfolégiai markerek: az altaluk meghatarozott fenotipusos tulajdonsag alapjan
mutathaték ki. A genom kddolé részeiben talalhatoak.

2. Biokémiai markerek: a géntermék fehérje jelzi a marker jelenlétét. Szintén a genom
kodolo részeiben talalhatoak.

3. Molekularis markerek: maga a DNS-szekvencia alapjan mutathaték ki. A genom kédold

és a nem kddold részeit is lehet molekularis markerként alkalmazni.

A molekularis markerek genom szintl kilonbségtételre alkalmas szekvencia szakaszok.
Segitséglkkel vizsgalhatdé bizonyos tulajdonsagok genetikai hattere, felrajzolhaté a
filogenetikai fa, vagy alkalmazhatjuk egy egyed meghatdrozasara, ha erre a morfoldgiai
markerek hianyaban nincs lehet6ség. (Agarwal, et al., 2008)
Mivel a molekularis markerek, a DNS-rél adnak informaciét, és ez minden sejtben megegyezik,
ezért mar az els6 csiralevelekbdl, akar a magbdl is vehet6 minta. Az optimalis marker ismérvei:

e 0roklédése kodominans

e polimorf

e ajelolések egyértelmliek az egyes allélok esetében

e egyenletesen és gyakran fordul el§ a teljes genomban

e gyorsan és kdonnyen vizsgalhato, stabil, kiilsé hatasok nem befolyasoljak, barmely

szOvetbdl, barmely fejl6dési allapotban detektalhatd
e az eredmények mas laboratérium eredményeivel 6sszevetheték
e avizsgalathoz kis mennyiség(i DNS minta is elegend§

e a marker fejlesztése, és a vizsgalat nem tul koltséges

Avaldsagban egyetlen marker sem felel meg az 6sszes kritériumnak, mindig az adott probléma
donti el, hogy melyiket hasznaljuk. (Amiteye, 2021.) A molekularis markerek 3altaldban olyan
specifikus DNS-szekvencidkra utalnak, amelyek tiikrézhetik az egyedek vagy populaciok
genomjanak bizonyos kiilonbségeit, és a DNS minta vizsgalatan keresztil kodzvetlenil
felfedhetik a szervezetben lévé genetikai informaciokat. Mdas molekularis markerekkel

0sszehasonlitva a nagy variabilitasu, kodominanciaval és nagy polimorfizmussal jellemezhet§
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SSR markereket az egyik leghasznosabb genetikai markernek tekintik. A mikroszatellit régiokat
hasznalhatjuk nagy slrlségl kapcsoltsagi térképek elkészitéséhez, QTL-térképezéshez,
genetikai diverzitas elemzéséhez, fajtaazonositdshoz és marker-asszisztalt nemesitéshez.
Masik el6nye, hogy a fajok kozott nagymértékben atviheté SSR markereket széles kdrben
alkalmazzak 0Osszehasonlité genetikai és taxondmiai kutatasokhoz. Ezenkivil szamos
tanulmany alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a mikroszatellit szekvencidk a genomban
hatdssal lehetnek a génszabdlyozasra, a transzlacidra, a géncsendesitésre, az RNS-splicingra és
a metabolikus aktivitasokra. (Yan, et al., 2022.)

A diplomamunkdm sordn én is SSR markereket alkalmaztam. Az SSR a Simple Sequence Repeat
kifejezés roviditése, ami magyarul Szimpla Szekvencia Ismétlédéseket jelent. Az SSR markerek
mikroszatellit régidra tervezett molekularis markerek. A mikroszatellit régidk egy és hat
bazispar kozotti ismétlédések a genomban, az alapjan csoportosithatjuk 6ket, hogy hany

bazispar ismétlédik:

Dinukleotid (GT)e: GTGTGTGTGTGT

e Trinukleotid (GTC)s4 : GTCGTCGTCGTC

e Tetranukleotid (GTCA)s : GTCA GTCA

e Pentanukleotid (GTCAG)s : GTCAGGTCAGGTCAGGTCAG

e Hexanukleotid (GTCAGC)s : GTCAGC GTCAGC

El6nylk, hogy ezek a régiok a nem kddold terlleteken fordulnak el ezért, ha ismétlédési
hosszuk megvaltozik az j6 eséllyel nem jelent szelekcids hatranyt, igy fennmarad. Ebbdl
kifolyolag ezekre a szekvencidkra tervezett molekularis markerek kivaléan alkalmazhatdak
egyedek elkilonitésére, mivel fajon bellil az egyedek kozott kulonbséget mutathat az
ismétlédés hossza, igy az genotipusra jellemz6 lehet. A mikroszatellit régidk nagy variabilitast
mutatnak nemzetségen, s6t fajon beliil is, az ismétl6dések szama gyakran valtozik. Ennek a
jelenségnek a leggyakoribb oka a DNS-polimeraz ,,megcsuszasa”, melyet a 11. dbra szemléltet.

(Vieira, et al., 2016.)
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Newly synthesized strand 5 TACGGACTGAAAA
Template strand 3° ATGCCTGACTTTTT CGAAG

[ Scenario 1 Scenario 2 [
Newly synthesized Template

strand loops out strand loops out

- |
Y A '/
TACGGACTGAA S TACGGACTGAAAA 3
ATGCCTGACTTTT GCGAAG 5 3’ ATGCCTGACTIF GCGAAG

One nucleotide is
added on the new strand.

One nucleotide is
omitted on the new strand.

0 /
5 TACGGACTGAAAAACGCTTC 5 TACGGACTGAAAACGCTTC 3

= ATGCCTGACTTTTTGCGAAG 5 ATGCCTGACTTTTTGCGAAG
The result is the new strand has an extra The result is the new strand is missing a
nucleotide (A) nucleotide (A)

11. abra: DNS-polimeraz megcsuszasa
(Forras: (Pray, 2008.))

A replikacid soran az Uj DNS szal szintézise nem folyamatos, a két szal idénként elvalik, és a
visszarendezddés soran hurok képzédhet:

(Scenario 1) Backward slippage: A szintetizalt szalon |évé hurok miatt az Uj szdlon eggyel tobb
ismétl6dé szakasz lesz.
(Scenario 2) Forward slippage: A minta szalon alakul ki a hurok, a szintetizalt szdlon eggyel

kevesebb ismétlédés lesz. (Pray, 2008.)

A mikroszatellit régiok fajon belil, néha nemzetségen belil is hasonld ismétl6dé szakaszokat
mutatnak. Ahhoz, hogy ezeknek a régidknak a hosszat vizsgalni tudjuk specialis primerekre van
szilkség, melyek az ismétl6dé szakaszok végeire vannak tervezve, igy PCR segitségével a
megismerni kivant régidk felamplifikalhatok és vizsgalhatok. Fontos a szekvencia kivalasztasa,
hogy a primer tényleg specifikus legyen és mdas genomi részekhez ne koétédjon. Egy ilyen
specialis primerhez sziikség van a mikroszatellit régidkat korilhatarolo szekvencia ismeretére,
melyet bizonyos esetekben megtaldlhatunk publikdcidkban, de ha ilyen szekvencia nem 3&ll
rendelkezésre a primer elkészitése lehet koltséges is. (Moniruzzaman, et al., 2016.) Az SSR
markerek esetében a kiértékeléshez haszndlhatunk agardz gélelektroforézist, de az egyedek

kozott gyakran csak egy, vagy két bazispar eltérés van az ismétl6dé szakaszok hosszaban, ezért
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a kapillaris gélelektroforézis, vagy a poliakrilamid gélen vald futtatds sokkal pontosabb

eredményt ad.

2.5.1. SSR markerek a bambuszban

A bambusz esetében a morfoldgiai bélyegek alapjan torténé azonositds, és a taxondmia
feldllitasa problémakba Gtkozik, mivel az egyik fontos és kiilonleges jellemzéje a ritka és el6re
nem lathato virdgzds bekovetkezése, ami akar 120 évig is eltarthat, ezért er6sen korlatozott a
friss szaporitdanyagok tanulmanyozasanak lehet6sége. Masrészt, a bambusz jelenlegi
morfoldgidn alapulé taxondmiaja, amely f6ként a vegetativ jellemz6ktdl fligg, nem elég pontos
ahhoz, hogy a fajok, illetve formdak kozott egyértelmd kilonbséget allapitsunk meg, mert
eltérések megfigyelhet6k a bambusz szaraban, levelében vagy rizomajaban a kilonbozé
fejl6dési szakaszokban vagy a kilonbozé kornyezeti feltételek kozott is. Az azonositott
bambuszfajok szamanak ndvekedésével a morfoldgiai taxondmidan alapuld zavaros jelenségek,
példaul a homonimdk és szinonimak jelentek meg. A probléma megfelel6 kezelése és a
bambusz taxondmia segitése érdekében jelentds elGrelépést jelentenek a molekuldris
markerek, ezen beliil is az SSR markerek hasznalata. A 12-es, és 13-as dbrdk jol mutatjak, hogy
a Phyllostachys edulis genomja rengeteg mikroszatellit régiot tartalmaz, ami még inkabb
aldtamasztja a bambuszok esetében az SSR markerek alkalmazasanak jelentfségét. A kutatas
sordn hat novény genomjanak mikroszatellit régioit vizsgaltak: Ph. edulis (Mosobambusz), Z.
mays (Kukorica), O. sativa (Rizs), S. bicolor (Cirok), B. distachyon (Szalkaperje), és A. thaliana
(Ludfd). (Hansheng, et al., 2015.)

122000 Ph. edulis
102000 Z. mays
; 82000 O. sativa
b75) 5
< 62000 W S bicolor
. 42000
5 W B distachyon
= 22000 I
= W A1 thaliana
= 2000 & n
Z
1500
1000
500 lll I
0
12-20 21-30 3140 41-50 51-60 61-70 71-80 -90 91100 101+

Length (bp)

12. abra: A vizsgalt névényekben talalhatd SSR markerek szama, hosszusaguk szerinti
csoportositasban
(Forras: (Hansheng, et al., 2015.))
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13. abra: A vizsgalt névényekben talalhaté SSR markerek szama, az ismétl6d6 szekvenciak
szdma alapjan csoportositva
(Forras: (Hansheng, et al., 2015.))

A nagy kulonbség a vizsgalt novényekben taldlhatd SSR markerek szamaban a genom méretére
vezethetd vissza, de a 14. dbran latszik, hogy minden a kutatasban részt vevé névény esetében
a genom nagy szazalékat teszik ki a mikroszatellit régiok (75-88%), ezért mutatnak nagy

polimorfizmust, és hasznalhatdak fel széleskorden .

Identified SSRs
Single SSRs (26 bp repeat mofif) Compound SSRs
Plant species Genome size Mb) SSR/Mb Number % Number %
Phyllostachys edulis 2051.7 62.2 106,582 83.53 21,011 16.47
Zea mays 2066.4 52.1 94,683 87.88 13,059 12.12
Oryza sativa 3745 165.5 49 505 79.88 12,472 20.12
Sorghum bicolor 738.5 91.1 57,016 84.70 10,295 15.30
Brachypodium distachyon 2719 76.5 17,865 85.93 2,924 14.07
Arabidopsis thaliana 119.7 135.5 12,259 75.59 3,958 24 41

14. abra: A vizsgalt névényekben taldlhatd SSR markerek szazalékos aranya
(Forras: (Hansheng, et al., 2015.))
Korabban a szekvenciaadatok hianya miatt kevés SSR markert azonositottak a bambuszokban,
és azok nem mutattak elég polimorfizmust, ezért teljeskdrd mikroszatellit elemzést végeztek
a Mosobambusz (Phyllostachys edulis) genomjan. Szamos SSR-markert fejlesztettek ki a
bambusz genetikai diverzitasanak és filogenetikdjanak elemzésére, ami hasznos volt a
bambusz genetikai fejlesztésében és taxondmiai vizsgalataban. A feltérképezett mikroszatellit
markereket tobbek kdzott arra haszndltak, hogy minél tobb kiilonbséget tarjanak fel 78 torzs

kozott melyek a Phyllostachys nemzetségbe tartoznak, és nagy jelent6séglek, mivel a
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kereskedelem 90%-at teszik ki. Az SSR markereknek kdszonhet8en sikeresen allitottak fel a 78
torzs kozott rokonsagi viszonyokat. (Hansheng, et al., 2015.) Az ilyen jellegl kutatasoknak
kdszonhet6en egyre tobb tudomanyos cikk jelenik meg, és né a szama a publikalt
primereknek, melyek lehet6vé teszik a mikroszatellit régidk vizsgalatat a bambuszokban. Sok
esetben cél a Phyllostachys nemzetségen belil, olyan primerek kutatdasa, melyek
polimorfizmust mutatnak. A 2. tablazatban I|athaté primereket példaul Phyllostachys
pubescensnél alkalmaztak sikeresen mikroszatellit régidk felamplifikaldsra, és mindegyik
atvihet6 volt hat masik Phyllostachys fajba is, melyet a 3. tablazat szemléltet. (Tang, et al.,

2009.)

2. Tablazat: Mikroszatellit régidkra tervezett primerek P. pubescens bambuszban
Forras: (Tang, et al., 2009.)

. . . Felamplifikalt

Primer Forward Primer Reverse Primer
szakasz hossza

PBMO014 GCCGTCCAAACGCTCCTT CACCCATCCATCTTATGCTAT 294/244
PBMO16 CCCACAGAAGGTCGCACTA CCGCCGAGAACGTCTACAT 88
PBMO018 GACGACGAGTGTAACGCTGAG AGGATGATGCCGGTGAGG 285
PBMO020 TCGCATCTAAACAACATC GAGAAGAAGAAAGGAGGA 117
PBMO022 AAAGATGTTGCCTTGTTC GTGCATGTCTATTCCCTC 146

3. Tablazat: Felamplifikalt szakaszok hossza a vizsgdlt Phyllostachys fajoknal
Forras: (Tang, et al., 2009.)

Felamplifikalt szakasz hossza

Primer Ph. Ph. Ph. Ph. Ph. Ph.
nidularia atrovaginata heteroclada praecox kwangsiensis bambusoides
316/298/

PBMO014 244 274/244 292/244 274/244 294/244 283/244

PBMO16 86 88 104 126 88 94

PBMO18 285 285 285 285 285 285

PBMO020 117 117 117 117 117 117

PBMO022 146 146 146 138 146 146
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A diplomamunkam sordn hasznalt primereket is publikaltdk mar, és leirtdak az altaluk
felamplifikalt ismétl6dések hosszat kulonbdz6 Phyllostachys fajokban. A 4. tablazat a
publikaciék eredményeit mutatja:

4. tablazat: Felhasznalt primerek és jellemzéik
(Forrés: (Tang, et al., 2009.), (Jiang, et al., 2013.))

Mikroszatellit Felamplifikalt szakasz
Primer Név Vizsgalt faj
régio hossza (bp)

PBMO017 (CCT)s 237 P. pubescens
PBMO017 (CCT)o 240 P. bambusoides
PBMO017 (CCT), 231 P. nidularia
PBMO017 (CCT)o/(CCT7)7 242/230 P. heteroclada
PBMO17 (CCT)q 242 P. atrovaginata
Phe100 (CTT)s 189-204 P. edulis
Phel41 (CGT), 321-336 P. edulis
Phel67 (CCTG), 151-163 P. edulis

A 2. és a 4. tablazatban bemutatott primerek segitségével genetikai diverzitas, illetve
taxondmiai Osszefliggések vizsgalhatdk, de vannak olyan SSR markerek a bambuszoknal,
melyeket 0Osszefliggésbe hoztak bizonyos gazdasagilag jelent6s tulajdonsaggal. A
Phyllostachys nemzetség a fas szard bambuszokhoz tartozik, melyekre a hagyomanyos
fakitermeléssel szemben megujuld  er6forrasként tekintink. A  faképzddéshez
nélkilozhetetlen a lignin jelenléte, mely a masodlagos sejtfalak f6 alkotéeleme. A lignin
bioszintézisében tébb enzim vesz részt, mint példaul a fenilalanin ammdénia-lidz, a cinnamat-
4-hidroxilaz, vagy a peroxidaz. Kutatdknak sikerilt olyan SSR markereket fejleszteni, melyek a
peroxidaz géncsaladon belil polimorfizmust mutatnak a Bambusoideae hét nemzetségébe
tartozo 34 allomanyaban. Az ilyen fontos tulajdonsaghoz kapcsolédd génekben azonositott
polimorf SSR markerek nagyon hasznosak marker-asszisztalt nemesitésben, és a funkcionalis
gének szabalyozasi mechanizmusainak tanulmdanyozasahoz kiilénb6zé bambusz fajokban.

(Yan, et al., 2022.)
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2.6. Az SSR vizsgalatokhoz alkalmazhaté berendezések

A Phyllostachys nemzetség jol hasznalhatd genetikai markereinek kutatdsan tobben is
dolgoztunk, és bizonyos esetekben azonos fajon belll a két minta kdzott a felamplifikalt
szakasz hosszaban egy-egy primerrel eltérés volt kimutathatd. Mivel a PCR elvégzése soran,
illetve a poliakrilamid gélen kapott eredmények kiértékelése kdzben eléfordulhatnak hibak, az
én célom a kutatdsom sordn az volt, hogy ezekkel a primerekkel tobbszor megismételve a
mikroszatellit régiok vizsgalatat, a kapott eredményekkel megcafoljam, vagy megerGsitsem,
hogy az ismétl6dések hossza a vizsgalt fajokon belll valdban eltérnek-e. A munkam soran tobb

berendezést is hasznaltam, melyek segitenek az eredmények kiértékelésében.

2.6.1. NanoDrop készulék

A NanoDrop késziléket a DNS izolalasa utan alkalmazzak, a spektrofotometria segitségével
képes a DNS tisztasagat, és koncentracidjat meghatarozni. Alapja, hogy a kiilonboz6
anyagokhoz meghatdrozott energiaszintek tartoznak, melyekre jellemz6 egy adott elnyelt,
vagy kibocsajtott hulldmhossz. A nukleinsavak esetében a 260 nm-en mért elnyelési értéket
szoktak vizsgalni. 230 és 320 nm kozott talalhatod a tiszta DNS elnyelési profilja, az ettdl valo
eltérés szennyez8dés jelenlétére utal, a DNS koncentracié pedig kiszamithatd az elnyelés

mértékébdl. A DNS mintabdl elegend6 2 pl-t a gépre pipettdzni. (Desjardins-Conklin, 2010.)

2.6.2. PCR késziilék

A PCR, mely az angol Polymerase Chain Reaction roéviditése, magyarul Polimeraz-lancreakciot
jelent, lehet6vé teszi, hogy barmilyen eredet(i DNS bizonyos szekvencidjat in vitro
kortilmények kozott, gyorsan az eredeti mennyiséghez képest tobb ezerszeresére
felszaporitsunk. Maga a PCR készilék ciklusokat futtat le, és a ciklusok alatt a hémérséklet
valtozas hatasara torténik az amplifikacio. Minden egyes PCR ciklusban a DNS mennyisége a
reakcidelegyben megdupldzddik, azaz példdul 40 ciklus utdn 2%C-szerese az eredeti DNS

mennyiségnek. (Lorenz, 2012.) Egy PCR ciklus tébb szakaszbol all:

23



1. Denaturacid

Ebben a szakaszban torténik a denaturacid, a DNS szalak szétvalasztasa. Ehhez magas
hémeérséklet szikséges, 90-95 °C. Ebben a Iépésben szétvalik egymastdl a két szal és a DNS

egyszalas lesz.
2. Primerek kot6dése

Itt csokken a hémérséklet 50 és 68 °C kozott idealis a primerek kotédéséhez. Mindegyik
primernek mas az optimalis tapadasi hémérséklete, ez fligg a hosszatdl, illetve a guanin, és

citozin tartalmatol.
3. Uj szalak szintézise

A primerek tapadasa utan a Tag-polimerdaz Uj szalat szintetizal. A szintetizaldshoz a dNTP-ket
hasznadlja fel és épiti be egymas utan a templat DNS szekvenciajahoz. A polimeraz mikodése
72 °C-on optimalis (Garibyan-Avashia, 2013.) A 15. dbra szemlélteti a Polimeraz-lancreakcié

mikodését.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

:
©\
)
®
o0Q
|
|

o Denaturation at 95°C e Annealing at 55°C e Elongation at 72°C

15. abra: Polimeraz-lancreakcid
(Forras: (Aryal, 2023.))

A PCR készulék ciklus szakaszai manudlisan bedllithatdk, igy a hasznalt primer tapadasi
hémérsékletéhez igazithatjuk a lefutast. Mi egyszerre 4 primerrel dolgoztunk, ezért a PCR

késziléken a Touch Down programot valasztottuk, ahol a denaturdciétél folyamatosan
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csokkent a h6mérséklet a masodik szakasz hémérsékletének eléréséig az 1-10 ciklusban, igy
nagyobb eséllyel kot6dott minden primer a reakcid kdzben. Ha az dsszes ciklus lefut a PCR
készulék a mintakat 4 °C-on tartja, hogy ne torténjen tovabbi tapadas, vagy DNS szintézis. A

16.3bran lathato az altalunk hasznalt beallitas.

I'ouch-Down PCR

94°C |94°C 7900| 94°C 290c | 720¢
/
/ \ 65°C _ _ :
2:00 |00:30 1:00 [ 00:30\ 56°C /1:00|5:00
00:30
00:30
1. 2. (10x) 3. (24x) 4, 4°C

16. dbra: Touch-Down PCR
(Forras: Sajat szerkesztés)

2.6.3. Agardz gélelektroforézis

Az agardz gélelektroforézis alapja, hogy a toltéssel rendelkez6 molekulak elektromos
kdzegben az ellentétes toltésl elektréda felé haladnak. A talca egyik oldalan pozitiv, a masik
oldalan pedig negativ katdd talalhatd. A talcat pufferrel téltik meg, és ebbe helyezik az agardz
gélt. Az agardz gélen zsebeket alakitanak ki, amelybe a vizsgdlni kivant DNS mintakat
pipettazzak. A DNS mintakat a negativ oldalon téltjik be, és a pozitiv irdnyba mozognak, az
hogy milyen gyorsan tudnak a gélben haladni a DNS nagysaga, hossza hatarozza meg. A DNS
mintak mellett egy molekuldris tdmeg markert (meghatdrozott méretli szekvencidkat
tartalmazo elegy) is futtatunk az agardz gélen, melynek segitségével meg tudjuk hatarozni a
felszaporitott szekvenciak hosszat. Az agardz gélelektroforézis eredménye UV-fény alatt valik

lathatdva, az agardz gélhez kevert etidiumbromidnak készonhet6en. (Lee, et al., 2012. )
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3. Anyag és modszer
3.1. N6vényanyag

A labor munkdm sordn harom Phyllostachys faj: P. rubromarginata, P. parvifolia és P.
aureosulcata mintdval dolgoztam (5. tablazat). Mindegyik faj esetében két eltéré minta allt
rendelkezésre, a P. rubromarginata fajoknal az volt a kiilénbség, hogy az egyik minta egy
virdgzo szarrdl lett véve, a P. parvifolia mintak kozott a gydjtési helyben volt eltérés, egyiket
a GodollGi arborétumban, a masikat pedig Dr. Neményi Andras kertjében szedték, mig a P.

aureosulcata faj esetében két kiilonb6z6 forma allt rendelkezésre.

5.tablazat: Vizsgalt bambusz fajok listdja
(Forras: Sajat szerkesztés)

Minta Bambusz fajta Gydijtési hely

17/1 P. rubromarginata MATE Botanikus kert

17/3 P. rubromarginata flowering stem MATE Botanikus kert

17/9 P. parvifolia MATE Botanikus kert

17/12 | P. parvifolia Dr. Neményi Andras kertje

17/13 | P. aureosulcata forma aureocaulis MATE Botanikus kert

17/28 | P. aureosulcata forma aureosulcata | MATE Botanikus kert

3.2. Primerek

6. tablazat: A hasznalt primerek listaja
(Forras: (Tang, et al., 2009.), (Jiang, et al., 2013.))

Név Forward Reverse
PBMO017 TATGCCTCCAATAATCCG AAGGCGTAGCCACCGAAT
Phel00 GACATTAGGCGAGGTTCGG GGGAGATGGACAGGTTTGCT
Phel41 AGGCCATAAGGAACTGCT GCTTCCAAACCTCCCATC
Phel67 AACAGCGAAACCACAGACC AGCAGGATGAGACGAGCC
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3.3. Mddszerek
3.3.1. DNS izolalas

A DNS izolalashoz a Nucleospin Plant Il protokolt hasznaltuk.

1. 60 g levélmintat folyékony nitrogén segitségével mozsarban lisztszer(i allagura
poritottunk, és Eppendorf cs6be toltottik.

2. Hozzéapipettaztunk 400 pl PL1 buffert, és 10 ul RNaz A oldatot. A keveréket 10 percig 65
°C-os vizflird6be helyeztik. A vizfird6 utan 5 percig centrifugaltuk 13.000-es
fordulatszamon, hogy a szilard és a folyékony fazisok egymastdl elvaljanak.

3. Egy uj gy(jt6cs6be belehelyeztilk a Nucleospin Filtert, és a centrifugdlds utan a
felGluszot atpipettaztuk a filterre, és 2 percig centrifugaltuk 11.000-es fordulatszamon.
Erre azért van szikség, hogy a DNS a filternek kdszonhetéen minél kevesebb
szennyez@&dést tartalmazzon.

4. El6készitettlink egy Uj 1,5 ml-es Eppendorf csévet, amibe atpipettaztuk a folyadékot.
Hozzdadtunk 450 pl PC buffert és vortex-szel alaposan 0sszekevertiik.

5. Egy Uj 2 ml-es gylijt6csGbe el6készitettiik a Nucleospin Plant Il Column-t, mely a DNS
megkotéséért felel6s. A DNS-t két részletben pipettaztuk a cs6be, minden alkalommal
maximum 700 pl-t, és minden alkalommal 1 percig 11.000-es fordulatszamon
centrifugdltuk, majd az atfolyt folyadékot kiontottik.

6. Atmostuk a filtert, elgszor 400 pl PW1 filtert pipettaztunk a csébe, és 1 percig 11.000-
es fordulatszamon centrifugaltuk, az atfolyt folyadékot kiontottiik. Majd két Iépésben
PW?2 buffert pipettaztunk a csébe, el6szor 700 pl-t, majd 200 pl-t. Elsé Iépésben 1 percig
11.000-es fordulatszamon, masodik |épésben 2percig 11.000-es fordulatszdmon
centrifugdltuk. Minden alkalommal a tulfolyd részt kiontottik, a végén 10 percig
hagytuk az oszlopot szaradni.

7. A Nucleospin Plant Il Column-t egy Uj gy(ijt6csGbe helyeztiik és leoldottuk a DNS-t. 50
ul PE buffert adtunk hozza, és 5 percig 65 °C-os vizflird6be helyeztiik, majd 1 percig
11.000-es fordulatszamon centrifugaltuk. Ezt a |épést még egyszer megismételtik.

8. A DNS-t egy Uj cs6be helyeztiik, feliratoztuk és NanoDrop segitségével megvizsgaltuk a

min&ségét.
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3.3.2. PCR

A PCR els6 lépéseként elkészitettiik a Master Mix-et. A Master Mix elkészitésekor mi 14
mintaval szamoltunk, ez azért szikséges, hogyha a pipettazads soran valamilyen hibabdl
kifolyolag kevesebb keriilne a keverékbe, akkor is biztosan elegendd legyen 12 mintahoz. A

MasterMix 6sszetevdit az 7.tablazatban foglaltam Ossze:

7. Tablazat: MasterMix 6sszetevdi
(Forrds: Sajat szerkesztés)

Osszetevék Mennyiség 1 mintahoz (ul) | Mennyiség 14 mintahoz (ul)
Viz 4 56
MgCl, (25mM) 0,45 6,3
Dream Taq Puffer 1 14
dNTP (2mM) 1 14
Forward Primer (100pM) 0,75 10,5
Reverse Primer (100pM) 0,75 10,5
Dream Tag-polimeraz (5U/ ul) 0,05 0,7

A MasterMix elkészitése kdozben végig jégen dolgoztunk, mivel a komponensek minésége
szobah6émérsékleten, és tobbszori kiolvasztas hatasara romlik, kiilonésen a Tag-polimeraz
érzékeny, és ez negativ irdnyba befolyasolhatja a PCR eredményét. Osszesen négy kiildnbsz6
MasterMixet allitottam Ossze a négy eltérd primerrel, majd mindegyikbdl 8 ul-t pipettaztam
12 PCR cs6be, és a kiilonb6zé DNS mintakbdl 2 pl-t adtam hozzajuk. A DNS-mintdkat el6tte a

NanoDrop alapjan kapott eredmények segitségével 20 ng/ul koncentraciojura higitottam.

3.3.3. Agardz gélelektroforézis

A mintakat megfuttattuk agardz gélen a PCR elvégzése utan, igy ellendriztiik hogy a PCR
sikeres volt-e. Ezen kivil a molekula tomeg marker segitségével meg tudtuk hatarozni, hogy a
PCR soran milyen hosszUsagu szakaszok amplifikalodtak fel. A 17. dbran egy futtato talca

lathato.
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17. dbra: Agardz gélelektroforézishez hasznalt futtaté talca
(Forras: Sajat kép)

A tdlcaba el6szor 0,5 X-os TBE puffert toltottlink. 5X-os TBE puffer készitése:
- 54 gTris
- 27,5gbodrsav
- 20 ml 0,5 M EDTA (Etilén-diamin-tetraecetsav) (ph 8.0)
Az 5X-os TBE puffert higitottuk: 100 ml 5X TBE puffer + 900 ml viz, majd a 0,5X-os pufferrel

agardz gélt készitettlink. 1%-os agardz gél készitése:

120 ml 0,5X-o0s TBE pufferhez hozzdadtunk 1,2 g agardz port. A keveréket korilbelll 2 percig
mikréban melegitettiik, addig amig az oldat atlatszéva valt. Folyd viz alatt hiitottiik, majd 5 ul
etidium-bromidot adtunk hozza. Kitoltottik talcaba és fésit helyeztiink bele, hogy zsebeket
alakitsunk ki a mintdk betoltéséhez. A mintak mellett molekulatémeg markert is t6ltottink a

zsebekbe, aminek segitségével a DNS minta hossza megkézelit6leg megallapithatd.

3.3.4. ALF Express

Az ALF expressz haszndlatdhoz el6szor el6 kell késziteni a Thermo Plate-et, melyet a
poliakrilamid gél megszaradasa utan behelyeziink az ALF expressz készlilékbe. A Thermo Plate
egy kazettdbdl all, amelynek a két szélére egy-egy spacert, 0,5 mm vastag Uvegcsikot
helyeziink. Ha a spacerek a helyiikon vannak rakeril az liveglap, és mind a két végén rogzitjik.
A spacerek segitségével a kazetta és az liveglap kozott kialakul egy 0,5mm vastag rés, ahova a

poliakrilamid gélt kell betdlteni. A 18. abran a ThermoPlate lathato.
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18. abra: ThermoPlate az liveglap és a spacerek behelyezése utdn
Forras: Sajat kép

Nagyon fontos, hogy az sszes alkatrész alaposan el legyen mosva a haszndlat el6tt, mert a

szennyez&dések ronthatnak a kapott eredmény mindségén. Az utolsé elem a fésli, amit

felllrél illesztlink a kazetta, és az Uveglap kdzé, hogy a poliakrilamid gélen kialakuljanak a

zsebek. Az Osszeillesztés soran végig kesztyliben dolgoztunk, mivel a poliakrilamid gél

mutagén. A kovetkezé |épés a poliakrilamid gél elkészitése volt:

1. Kimértiink 0,0625 g APS (Ammodnium-perszulfat) port, és 250 pl steril vizzel elkevertik,
amig a por teljesen feloldddott.

2. El6készitettiink 30 ml 6%-0s poliakrilamid gélt és hozzaadtunk 30 ul APS oldatot.

3. Utolso lépésként az oldathoz adtunk 30 pl TEMED (Tetrametil-etilén-diamin)-et, és
alaposan Osszeraztuk a keveréket. A poliakrilamid gélt betoltottiik az Osszeszerelt
ThermoPlate-be, majd a buborékokat eltavolitottuk egy vékony mdanyag eszk®z
segitségével, melynek vége kampd alakd. Ahhoz, hogy a gél megszilarduljon 45 percen
Utolsd |épésként az oldathoz adtunk 30 ul TEMED (Tetrametil-etilén-diamin)-et, és
alaposan 0Osszeraztuk a keveréket. A poliakrilamid gélt betoltottiik az Osszeszerelt
ThermoPlate-be, majd a buborékokat eltavolitottuk egy vékony mianyag eszkoz
segitségével, melynek vége kampd alaku. Ahhoz, hogy a gél megszilarduljon 45 percen
keresztul UV-ldmpdaval vilagitottuk meg. A 19. abra a poliakrilamid gél betoltését

mutatja.
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19. abra: Poliakrilamid gél betoltés

(Forras: Sajat kép)

A poliakrilamid gélen csak azokat a mintdkat futtattuk meg, melyeknél az agaréz
gélelektroforézis elvégzése utan pozitiveredményt kaptuk, tehat a PCR futtatasa soran adott
hosszusagl szakaszok felamplifikalédtak. Ezeket a mintakat el6készitettiik a poliakrilamid
gélen val6 futtatashoz. Egy futds alatt 39 zseb all rendelkezésre, ebbdl 36 helyre a DNS mintak
kertlnek betoltésre, és a maradék harom zsebben a Kiils6 Standard taldlhaté. A Kilsé
Standard kilonb6z6 hosszusagl DNS szakaszok keveréke, melyek viszonyitdsi alapként
szolgdlnak a kiértékelés soran. Az ismert hosszusagl DNS szekvencidakhoz képest az ALF
Express a mintak elemzése sordn pontosabban meg tudja hatdrozni a felamplifikalt szakaszok
hosszat. A Kiilsé Standard olyan bazispar hosszisdgld mintakat tartalmaz, melyeket a
gélelektroforézis sordn kapott eredmények alapjan korilbelll varunk. Mivel mi négy
klénb6z6 primerrel dolgoztunk, ezért a kapott szekvenciak hossza igen eltéré volt, igy a Kils6
Standardet is ennek megfelel6en allitottuk 6ssze. Hat kiilonb6z8 bazispar hosszisagu mintat
haszndltunk: 70, 95, 150, 300, 350, és 503. Kovetkez6 |épésként a Bels6 Standardet készitettiik
el. A Bels6 Standard is segiti az analizist, ezt a Kiils6 Standerddel ellentétben nem kilon
zsebekbe toltjlik az analizis soran, hanem minden DNS mintahoz hozzdkeverjiik. Fontos eltérés
még, hogy itt nem olyan hosszusdgu DNS szakaszokkal dolgozunk melyek a mi mintainkkal
korilbelll megegyeznek, hanem olyan szekvencidkat valasztunk, melyek k6zé varhatdan esni
fog a mi altalunk hasznalt mintdk hosszisaga. Mi 75 és 503 bdazispar hosszi mintdkkal
dolgoztunk, amikhez Cresol redet adtunk. A Cresol Red segitségével valnak a DNS mintak

lathatéva a poliakrilamid gélen valé futtatas kozben. A kovetkez6 Iépésben egy specialis
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platebe toltottiik a Kiilsé Standerdet, haromszor 10 ul-t az elsé sorba. Az alatta Iévé sorokban
4 ul steril viz, és 3 ul belsé standard kerilt, végil pedig a 36 darab DNS mintabdl 2 pl-t
pipettdztunk a keverékbe. A 20. abran latszik a specidlis plate, ami a gélre valo felvitel alatt
segit, mivel kdnnyebben nyomon kovethetd, hogy melyik mintat kell a soron kovetkezé zsebbe

pipettazni.

20. abra: Specialis plate a mintak el6készitéséhez
(Forras: Sajat kép)

Miutdn a poliakrilamid gél megszildrdult, a ThermoPlate-et fligg6legesen az Alf Express
készilékbe helyeztiik. Az agardz gélelektroforézishez hasonldan itt is taldlhaté puffer, mi 1X-
es puffert hasznaltunk, mivel ezzel késziilt a poliakrilamid gél is. A ThermoPlate kazetta
részében viz talalhatd, melyet a késziilék 55°C-on aramoltat miikddés kozben. Az ALF Express
mikodésének |ényege, hogy a poliakrilamid gélen kialakitott ,,zsebekbe” toltjik az el6készitett
DNS mintdkat. A forward primer, amellyel kordbban a PCR-t végeztiik Cy-5 floureszcens
festékkel van megjeldlve. A voros lézerfényt a jellt nukleinsav mintak gerjesztik, a készilék
igy tudja leolvasni a minta hosszusagat. Minden zsebnek kilén detektora van. Mikor a gélt
behelyezziik a gépbe, kivesszik a fés(it, és injekcids tl segitségével egyesével atmossuk
pufferrel a zsebeket. El&szor el6futast inditunk, melynek soran felmelegszik a viz, és az
esetleges szennyez6dés ki tud futni a gélb6l. Ez korllbellil 15 percet vesz igénybe. Az
el6készitett nukleinsav mintdkat PCR készlilékben 95°C-on 4 percig denaturaltuk, majd jégen
taroltuk. A mar felmelegedett gépbe, az el6futds utan egyesével toltjik meg a zsebeket a

mintaval. Minden minta utan pufferrel at kell bliteni a pipettat. A programm futdsanak ideje
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flgg a vizsgalt szekvencidk hosszatdl, ndlunk korulbelll két 6rat vett igénybe. A 21. dbran az

ALF Express készilék lathaté a ThermoPlate behelyezése utan.

21. abra: ALF Express készilék
(Forras: Sajat kép)

A poliakrilamid gélen vald futtatas soran folyamatosan nyomon kovethetd, hogy milyen
bazispar hosszusagu szekvencidk lettek mar detektalva, amikor elérjiik a leghosszabb hasznalt
Kils6 Standerdet a futdst ledllithatjuk. Ahhoz, hogy a gép pontosan meg tudja adni a
szekvenciak hosszat, manualisan meg kell adni a Kiils6, és a Bels6 Standerdek hosszat, és hogy
hol taldlhatdak. A tébbi csucsot pedig a viszonyitdsi alapoknak készonhetSen a késziilék képes
leolvasni, és megadni a DNS szakaszok hosszat. A 22. abran az ALF Express leolvasasi felllete

lathato.
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(Forras: Sajat kép)
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4. Eredmények
4.1. DNS izolalas

A DNS izolalasa sikeres volt, eredményeit az 8. és a 9. tablazat mutatja.

8. Tablazat: 1. DNS izolalas eredménye
(Forras: Sajat szerkesztés)

Minta Bambusz faj Koncentracié(ng/pl)
17/1 P. rubromarginata 44,6
17/3 P. rubromarginata flowering stem 22,1
17/9 P. parvifolia, MATE arborétum 48,6

17/12 P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert 31,7

17/13 P. aureosulcata forma aureocaulis 23,8

17/28 P. aureosulcata forma aureosulcata 23

9. Tablazat: 2. DNS izolalas eredménye
(Forrds: Sajat szerkesztés)

Minta Bambusz faj Koncentracié(ng/pl)
17/1 P. rubromarginata 41,9
17/3 P. rubromarginata flowering stem 29,7
17/9 P. parvifolia, MATE arborétum 92,3
17/12 P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert 36,8
17/13 P. aureosulcata forma aureocaulis 26,2
17/28 P. aureosulcata forma aureosulcata 28,8
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A DNS mintdk koncentraciéjat NanoDrop késziilék segitségével dllapitottam meg, a 23. dbran

a 17/9-es P. parvifolia DNS-ének eredménye ldthaté az izolalas utan.

. l.\'\l\ﬁJNNNNr\‘Li.
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23. abra: NanoDrop eredmény a 17/9-es mintanal
(Forras: Sajat kép)

4.2. PCR eredmények

A PCR mintdk agaréz gélelektroforézise utan megallapitottuk, hogy az 6sszes mintanal
sikerilt a vart hosszUsagu szekvenciak felszaporitdsa, melyet a molekula tdmeg marker
segitségével hozzavetblegesen meg is tudtunk allapitani. A 24-es abra az agardz gélképeket
mutatja a PBM17-es, Phel00-as, és a Phe 141-es primerekkel. A Phel67-es primerrel kapott
PCR eredmény, tobb ismétlés utan sem csak az irodalomban leirt fragmentum méretet
eredményezte, hanem tébb nem vart szakasz amplifikaciojat is. Az eredmény a 25. dbran
lathatd. Feltételeztiik, hogy a primerek esetleg nem csak a tervezett szakaszokhoz kotottek
ki, ezért tobb rovidebb szakasz is felsokszorozddott. A mintdkat a poliakrilamid gélen is

lefuttattuk.
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PBM17 Phelld

12 1328 NI N3 N9 NI2ZNI3 N2B M 1

Pheldl
Nl N3 NSMNI2Z NI N2BM 1 3 9 2 13 28 N1 N3 N9 N12 N13 N2B M

hr——_—-—

24. abra: Agarodz gélelektroforézis eredmény a PBM17-es, Phe100-as, és a Phe 141-es
primerekkel
M : Molekularis tomegmarker: 100 bp plus, 1: P. rubromarginata (1. DNS izolalas), 3: P.
rubromarginata flowering stem (1. DNS izoldlas), 9: P. parvifolia, MATE arborétum (1. DNS
izolalas), 12: P. parvifolia, Dr. Neményi Andrds kert (1. DNS izolalas), 13: P. aureosulcata
forma aureocaulis (1. DNS izolalas), 28: P. aureosulcata forma aureosulcata (1. DNS izolalas),
N1: P. rubromarginata (2. DNS izoldlas), N3: P. rubromarginata flowering stem (2. DNS
izoldlas), N9: P. parvifolia, MATE arborétum (2. DNS izolalas), N12: P. parvifolia, Dr.
Neményi Andras kert (2. DNS izoldlds), N13: P. aureosulcata forma aureocaulis (2. DNS
izoldlds), N28: P. aureosulcata forma aureosulcata (2. DNS izolalas)

(Forras: Sajat kép)
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28 M NT N3 RB NI2ZNI3R28 M

25. abra: Agardz gélelektroforézis eredmény a Phel67-es primerrel
M : Molekularis tomegmarker: 100 bp plus, 1: P. rubromarginata (1. DNS izolalas), 3: P.
rubromarginata flowering stem (1. DNS izolalas), 9: P. parvifolia, MATE arborétum (1. DNS
izoldlds), 12: P. parvifolia, Dr. Neményi Andrds kert (1. DNS izolalas), 13: P. aureosulcata
forma aureocaulis (1. DNS izolalds), 28: P. aureosulcata forma aureosulcata (1. DNS izolalas),
N1: P. rubromarginata (2. DNS izolalas), N3: P. rubromarginata flowering stem (2. DNS
izoldlas), N9: P. parvifolia, MATE arborétum (2. DNS izolalas), N12: P. parvifolia, Dr.
Neményi Andras kert (2. DNS izolalds), N13: P. aureosulcata forma aureocaulis (2. DNS
izoldlas), N28: P. aureosulcata forma aureosulcata (2. DNS izolalds)

(Forras: Sajat kép)

A 10. tablazatban 6sszefoglaltam a PCR elvégzése utdn kapott eredményeket. A tablazatban
szerepel a felszaporitott szakasz hossza, valamint, hogy mar agardz gélen is megallapithaté-e

a primer polimorfizmusa.

10. tablazat: Hozzavet6leges eredmények a PCR elvégzése utan
(Forras: Sajat szerkesztés)

i Eltérést mutat a felszaporitott
Felszaporitott szakasz hossza

Primer T szakaszok hossza a mintak
(bazispar) -
kozott?
PBM17 100-200 és 200-300 kozott igen
Phel00 ~200 igen, minimalisat

Phel41

300-400

nem megallapithaté

Phel67

nem megallapithaté

igen
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4.3. ALF eredmények

Az agardz gélen megallapithaté fragmentumok pontos méretének meghatarozdsdhoz az ALF
készliléket eredményesen alkalmaztuk. A poliakrilamid gélen vald futtatds utdn az Osszes
mintanal egyértelm(ien leolvashaté eredményeket kaptunk (11. tablazat), és az ismételt

futtatasok is egyezést mutattak.

11. Tablazat: Felamplifikalt szakaszok hossza a vizsgalt primerekkel
(Forras: Sajat szerkesztés)

Primer DNS minta Bambusz faj Bazispar hossz
17/1 P. rubromarginata 140; 235; 246
17/3 P. rubromarginata flowering stem 140; 235; 246
17/9 P. parvifolia, MATE arborétum 235; 242
17/12 P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert 235; 242
17/13 P. aureosulcata forma aureocaulis 241; 249
17/28 P. aureosulcata forma aureosulcata 227; 242
17/1 P. rubromarginata 203; 206
17/3 P. rubromarginata flowering stem 203; 206
17/9 P. parvifolia, MATE arborétum 197
17/12 P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert 197
17/13 P. aureosulcata forma aureocaulis 179
17/28 P. aureosulcata forma aureosulcata 200; 206
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17/1 P. rubromarginata 149
17/3 P. rubromarginata flowering stem 149
17/9 P. parvifolia, MATE arborétum 156; 163
17/12 P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert 156; 163
17/13 P. aureosulcata forma aureocaulis 149
17/28 P. aureosulcata forma aureosulcata 149
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A Phel67-es primernél az agardz gélnél tapasztalt bizonytalan fragmentum szam mar a
poliakrimamid gélen nem volt |athatd, csak az irodalmi adatok alapjan is vart fragmentumokat

detektalta a készlilék. A 26. abrdn a Phel41-es primer ALF Express eredménye lathato.
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26. abra: ALF Express eredménye
Minta: P. aureosulcata forma aureosulcata (1. DNS izolalds), 2. Minta: P. rubromarginata (2.
DNS izolalds), 3. Minta: P. rubromarginata flowering stem (2. DNS izoldlds), 4. Minta: P.
parvifolia, MATE arborétum (2. DNS izolalas), 5. Minta: P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert
(2. DNS izolalas), 6. Minta: P. aureosulcata forma aureocaulis (2. DNS izoldlds), 7. Minta: P.
aureosulcata forma aureosulcata (2. DNS izolalas), 8. Minta: P. rubromarginata (1. DNS
izoldlas), 9. Minta: P. aureosulcata forma aureocaulis (1. DNS izolalas)

(Forras: Sajat kép)
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4.4, Dendogram

A PBMO017, Phel00, Phel41 és Phel67 primerekkel vizsgalt mikroszatellit régiok alapjan
feldllitottuk a vizsgalt bambusz fajok k6z6tti rokonsagi viszonyokat, melyet a 27. abran

l[athato dendogram szemléltet.

Dendrogram using Average Linkage (Within Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

0 B 10 15 20 25
1 1 1 1 1
P. parvifolia, MATE arbarétum 3
P. parvifolia, Dr. Neményi Andras kert 4
P. rubromarginata 1
-
P. rubromarginata flowering stem 2
P. aurecsulcata forma aureccaulis ]
P. aurecsulcata forma aurecsulcata ]

27. abra: Dendogram
(Forras: Sajat kép)

4.5. Eredmények kiértékelése

Az irodalomban nem taldltunk az altalunk vizsgalt fajokra SSR adatokat, csak rokon fajokra. Az
ALF késziilékkel meghatarozott fragmentum méretek az irodalomban leirt rokon fajoknal
meghatdrozott mérettartomannyal megegyeztek. Az Osszehasonlitds a 12. tablazatban

lathato.
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12. Tablazat: Irodalmi adatok dsszehasonlitasa a kapott eredményekkel
Forras: Sajat szerkesztés

Forras Bambusz faj PBMO017 @ Phel0OO0 Phel41 Phel67
P. rubromarginata 140; 235; 203;206 317;331 149
246
P. rubromarginata 140; 235; 203;206 317;331 149
flowering stem 246

P. parvifolia, MATE ~ 235; 242 197 324, 327, 156; 163
Sajat eredmény arborétum 331

P. parvifolia, Dr. 235; 242 197 324; 327, 156; 163

Neményi Andras kert 331
P. aureosulcata forma 242; 249 179 317; 324; 149
aureocaulis 331
P. aureosulcata forma 227;242 200;206 321;336 149
aureosulcata
Irodalmi adat
(Jiang, et al., Ph. edulis n.a. 189-204 321-336 151-163
2013.)
P. pubescens 237 n.a. n.a. n.a.
P. bambusoides 240 n.a. n.a. n.a.
Irodalmi adat
(Tang, etal., P. nidularia 231 n.a. n.a. n.a.
2009.)
P. heteroclada 242/230 n.a. n.a. n.a.
P. atrovaginata 242 n.a. n.a. n.a.

17/1-es P. rubromarginata, és a 17/3-as P. rubromarginata viragzd szarardl vett mintak kozott

a kilénboz6 primerekkel vizsgdlva nem talaltunk olyat, amely eltéré hosszusagu szekvenciakat
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amplifikalt fel. Ez azt jelenti, hogy ezt a mikroszatellit régiot vizsgalva a két genotipusbdl vett

DNS nem mutat eltérést.

A 17/9-es P. parvifolia a GodollGi botanikus kertben, a 17/12-es P. parvifolia pedig Dr.
Neményi Andras kertjében kerilt begydjtésre. A négy vizsgalt mikroszatellit szakasz itt sem

mutatott eltérést.

A 17/13-as P. aureosulcata forma aureocaulis és a 17/28-as P. aureosulcata forma
aureosulcata kozott a PBM017, PhelO0 és a Phel67-es primerek eltérést mutatnak, ezek

hasznalataval a két forma molekularis mdadszerekkel egymastol elkiilonithetd.
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5. Kovetkeztetések és javaslatok

A kapott eredmények alapjan megdllapithato, hogy az irodalomban (Jiang, et al., 2013.,Tang,
et al., 2009.) rokon Phyllostachys fajokra leirt SSR markerek az dltalunk vizsgalt genotipusokra
is alkalmazhatdéak. A kapott eredmények azonos mérettartomanyba estek, igy ezek a
markerek mas a MATE botanikus kertjében megtaldlhatd Phyllostachys fajokndl is

alkalmazhatok.

A dendogram is alatamasztja, hogy a fajtak jol elkilonitheté csoportba keriltek, igy a fajtak
megkilonboztetésére az SSR markerek alkalmasak. Valamint azt is mutattak, hogy a
fenotipusos bélyegek alapjan nehezen megkilonboztethetd fajtavaltozatokat DNS szinten is
elktlonithetjik, mint azt a P. aureosulcata fajtdndl is tapasztaltuk, ahol az alkalmazott SSR
markerekkel sikerilt a P. aureosulcata fajtanal a két fajtavaltozatot elkiloniteni . Az egyes
valtozatok sokszor csak egy-egy fenotipusos tulajdonsagban kilonb6éznek egymastdl, példaul
szarszin, igy érdemes lehet az adott SSR régiot vizsgalni azért, hogy az adott tulajdonsagot
meghatarozo gént vagy annak szabalyozasaban részt vevé DNS szakaszt azonositani lehessen.
Ezért javasolt lenne a P. aureosulcata két formajanal a kiulénbséget mutatdé markereknél az

adott lokusz szekvencia szint(i vizsgalatat elvégezni.

A Phel67-es markert is mindenképp tovabb kéne vizsgdlni, hogy megallapithassuk miért
mutatott az agaroz gél toébb felszaporodott fragmentumot, mig az ALF Express késziilék mar
csak az irodalomban is tapasztalt méreteket detektalta. A detektalas eredménye akkor
keletkezik, ha a Cy-5 floureszcens festékkel megjeldlt primer betapad. Ezért feltételezhet6,
hogy a nem jel6lt reverz primer tébb helyen is tudott kot6dni, de a jel6lt forward csak a vart

helyeken. igy az ALF késziilék mar csak a helyes fragmentumokat detektalta.
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6. Osszefoglalas

A bambusz, ezen belil a Phyllostachys nemzetség termesztése, kereskedelme és hasznositasa
vilagszerte nagy jelentGséggel bir. Legf6bb pozitiv tulajdonsdga, hogy a hagyomanyos
fakitermeléssel szemben kornyezetbarat alternativanak szamit, gyors novekedése, magas
terméshozama, és kivalé regenerdcids képessége miatt. Felhasznaldsa nagyon sokoldalu,
alkalmazzak butorkészitésben, papirgyartdsban, épitkezéseken, illetve a bambuszriigy fontos
élelmiszerként szolgél tobb Azsiai orszagban is. Ezen sajatossagainak készénhetéen a bambusz

termesztése, és kutatasa kiemelkedéen fontos.

A bambusz morfolégiai bélyegekre épllé taxondmidja nem elég jol meghatarozott ahhoz,
hogy a fajok, illetve formak kozott egyértelm( kiilonbségtételre alkalmas legyen. Ezt neheziti,
hogy a kilénb6z6 fejlédési szakaszokban és a kornyezeti hatasok kovetkeztében eltérés
mutatkozhat a bambusz szaraban, levelében vagy rizomajaban. A probléma megoldasaban
nagy el6relépést jelentenek a molekularis markerek, ezen beliil is az SSR markerek hasznalata.
A mikroszatellit régidkra tervezett molekularis markerek a fajok, illetve formak elkiilonitésére
remekil haszndlhatdak, mivel az ismétlédések hossza genotipusra jellemzé lehet. Ezen kiviil
vannak olyan SSR markerek, melyek gazdasagilag jelent6s tulajdonsagokkal is 6sszefliggésbe
hozhatok, példaul faképzédés. Az ilyen mikroszatellit régidk a marker-asszisztalt nemesitésben

fontos szerepet jatszanak.

A kutatasi eredmények alapjan, a hasznalt SSR primerek alkalmazhatdak az altalunk vizsgalt
genotipusokra is, illetve egyezést mutatnak az irodalomban (Tang, et al., 2009., Jiang, et al.,
2013.) rokon Phyllostachys fajoknal leirt mikroszatellit régiokkal. A PBM017, Phe100, Phel41
primerek a fajok kozott polimorfizmust mutattak, alkalmazasukkal az egyedek DNS szinten
elkilénithet6ek. Az alkalmazott SSR markerek tehat a Phyllostachys nemzetség kutatasaban
hasznosnak bizonyultak, érdemes velik a MATE gyljteményében talalhatdo tobbi
Phyllostachys genotiput is megvizsgalni. Valamint a markerek és egyes tulajdonsagok kozotti

esetleges kapcsoltsagokat is keresni.
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