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1. Bevezetés és célkitiizések

A Karfiol (Brassica oleraca convar. botrytis var. botrytis) a nyari és kora 6szi honapok
egyik legértékesebb zoldségnovénye, gazdag ballasztanyagokban ¢és magas C-vitamin
tartalommal rendelkezik. Magyarorszagon csokkend tendenciat mutat a termesztése,
legnagyobb vetésteriilettel Anglia, Franciaorszag majd Hollandia rendelkezik. Termesztésénél
tobb fontos tulajdonsagot lehet kiemelni. Ezek koziil a legfontosabb az ontakaras, illetve a
levelek allasa, mely a karfiol rozsa védelmére szolgal. A napsugarzas okozta elszinezddés
vagy mechanikai sériilés egyarant csokkenti az eladhatosagat. A levelek nem csak az iddjaras
ellen, a betegségektdl és kartevoktdl is védelmet jelenthetnek. Stressz hatdsara egyes
genotipusok hajlamosak lehetnek a karfiolrozsdban az egyes rozsacskak kozott is leveleket
fejleszteni, ami egyarant bizalmatlansagot kelt a vésarloban. A klimavéltozas hatésai
napjainban a szélsdséges €s gyorsan valtozd kornyezeti tényezokben érzékelhetd, amely a
karfiol termeld gazdékat is nagy kihivasok elé allitja. Az uj fajtak eléallitasanak napjainkban
egyik legfébb célkitlizése a megbizhatd, kiszdmithatatlan idéjardsi koriilmények kozott is
termelhetd, megfeleld vigorral — és ezzel egylitt nagyobb altalanos ellenalloképességgel
rendelkez0 fajtak eléallitasa.

A legtobb agronomiai fontos tulajdonsadg bonyolult, kvantitativ 6roklédési modell
alapjan 6rokldédik, ami kiemeli a QTL térképezést. Ez a modszer egyre fontosabba valt a
nemesitési programok genetikai javitdsa érdekében (Wiirschum, 2012). A klasszikus
nemesitési modszerek koltségesek és idoigényesek. Az adatfelvételezésre hatissal van a
kornyezet, emellett a legtobb esetben fenotipusosan nem lehet megkiilonbdztetni a
heterozigota és a homozigéta alléleket. A markerekre alapozott szelekcid (MAS) segiti a
nemesitéknek jobban megismerni a tulajdonsagok genetikai hatterét. A nemesités soran nagy
mennyiségli fenotipusos adat keletkezik, ami jo alapot biztosit kiilonb6z0 nemesitési
programokhoz.

A Kkutatas végsO célja a karfiolban olyan noévényi tulajdonsagok meghatarozasa,
amelyeket nyomon kovetve indirekt médon végezhetd kiilonb6zé genotipusok szelekcidja.
Tovabba célunk a karfiol genetikai hatterének jobb megismerése, valamint olyan QTL-ek
azonositasa, amelyekre molekularis markerek tervezhetdek, igy segitve a novénynemesitok

munkajat.



Céelkittizéseink kozt szerepelt:
e a kozel 300 tagu F2 szegregalodd populacionak a fenotipizalasi felvételezése 23
tulajdonsag esetén,
e genotipizdladsra mintaszedés a hasadod populdcido egyedei esetén és a Syngenta
laborjéaba kiildés,
o a fenotipusos és genotipusos adatok Osszevetésével QTL analizis elvégzése.
Kutatés célja a karfiolban olyan névényi tulajdonsdgok meghatarozasa, amelyeket nyomon
kovetve indirekt médon végezhetd kiilonbozd genotipusok szelekcidja. Tovabba célunk a
karfiol genetikai hatterének jobb megismerése, valamint olyan QTL-ek azonositasa, amelyre

molekuléris markerek tervezhetdek, igy segitve a novénynemesitok munkajat.



2. Szakirodalomi attekintés

2.1. Karfiol bemutatas
A karfiol (Brassica oleracea convar. botrytis var. botrytis) a Brassicaceae csaladba

tartozo Brassica nemzetség tagja, amelyet napjainkban a kaposztafélék koziil az egyik
legkésobb kialakultnak tekintiink. Hazdnkban az els6 irdsos emlitést a karfiolrél Lippay Janos
konyvében talalhatjuk, aki 1664-ben ’caulifioli’ néven emlitette (KRISTOF L. 2000). A
kaposztafélék tagjait eredetileg egy kozos vadkaposzta (Brassica oleracea) ésre vezethetd
vissza, amelybdl kiillonb6zé6 modon nemesitették ki a kiilonbozd termesztett valtozatokat
(Nesbitt M. 2005). Tobb mint 2500 évvel ezelott a karfiol ése jelen volt Nagy-Britanniaban,
Franciaorszagban ¢és a Mediterrdn régidban. Az Okori gordgdk €és romaiak mar ekkoriban
termesztették kertjeikben, és a legjobb novényeket kezdetleges szelekcioval szaporitottak
tovabb (Joseph S. 2015). A tudatos szelekcié eredményeként az 1600-as évekre a novények
morfologidja mar nagyon hasonlitott a mai ismert karfioléra. Az 1. 4dbran lathatd, hogy
kiilonb6z6 szelekcids célok kiilonbozd formaji kaposztafélékhez vezettek, példaul hosszabb
viragzasi rész (brokkoli és karfiol), nagyobb szar (karalabé), vagy sok apré fej (kelbimbd)
(Stromberg J. 2015).
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1. abra: Brassica oleracea 6s vadtipusbol nemesitett kaposztafélék

A karfiol egyéves novény, melynek jellegzetes virdgzati kezdeménye a félgdmb alakt
rozsa. A rozsa mérete 0,4-3 kg kozott valtozhat, szine pedig lehet hofehér, sargas fehér, zold,
lila és narancssarga. FO- €s oldal gyokérzettel rendelkezik. A szar atlagosan 10-30 cm hosszu,
a teljes novény magassaga elérheti a 100 cm-t is. A hosszu, lapatszerli levelek a rozsat
koriilolelik (Kadar et al. 1995). A keresztesviragiak jellemzdje, hogy két par keresztben allo

szirom- és csészelevelekbdl allo viraguk van, amely satorozo fiirtot alkot. A viragzat a rdzsa



teljes kifejlodése utan jelenik meg. Egy szaron akar tobb mint 100 virag is lehet (Balazs S.
1994). A viragzas lentrdl felfelé halad és akar 20-50 napig is eltarthat. Rovarbeporzés
jellemzi. Termése becd, amiben fekete vagy soOtétbarna gdmbolyli magok taldlhatdéak. A
magok akar négy-ot évig is csirazoképesek maradnak, és ezermagtomege 3-6 gramm (Terbe
., 2005).

Magyarorszagon a karfiolt leginkdbb Gsszel termesztik. A sikeres termesztést tobb
tényez0 is befolyasolja, mint példaul a fajtavalasztas, a technoldgia és az idéjaras. A karfiol
hére érzékeny, rozsai kdzvetlen és erds napfény, illetve egyéb kornyezeti tényezOk hatasara
szinelvaltozast mutathatnak, ami kihivasokkal telivé teszi a termesztést. A karfiol fajtak
tobbféleképpen is elkiilonithetéek példaul a tenyészid6 alapjan. A korai folias termesztéshez
rovid tenyészidore és eldviragzasra nem hajlamos fajtdkra van sziikség, mig a szabadfoldi

termesztéshez a tenyészidd hossziisaga mellett a rozsak ontakard képessége is fontos.

2.2. Molekularis markerek

A ndvénynemesitésben molekularis markereket széles korben alkalmaznak a sziilok
diverzitdsdnak tanulméanyozasaig (SLEPER, 2006). A markerek alkalmazasa 11j lehetdségeket
nyit meg a szelekciés nemesitésben (BARONE, 2004). A markerekre alapozott szelekcio
(MAS) sikerének kulcsa a kivant tulajdonsaggal kapcsolt molekularis marker(ek) azonositasa
(BARONE, 2004). A markerek harom f6 csoportba sorolhatok, elsé csoportba a morfologiai
vagy klasszikus markerek tartoznak, amelyek lathato tulajdonsagokért felelnek. A masodik
csoportba tartoznak a kiilonb6z0 enzimek allélvariansai, melyek kozti kiilonbséget
elektroforézissel detektalhatunk. A harmadik csoportot pedig a molekuldris vagy DNS
markerek alkotjak, azaz azon DNS-szekvencidk, melyek azonosithatd kromoszomalis
lokéacidval rendelkeznek. A DNS (molekuléris) markerek egymas kozott harom f6 csoportba
sorolodnak, fOleg detektaldsi modszeriik alapjan: hibridizacié-alap(; polimeraz lancreakcid
(PCR)-alapu és DNS-szekvencia-alapu (Collard et al., 2005). Az idealis DNS-markerek
altalaban: magas polimorfizmusuak, egyenletes eloszlasiak a genomban, kodominansak,
tisztan megkiilonboztethetdk az allél tulajdonsagai, egy példanyban jelennek meg €s nincs
pleiotropikus hatasuk, alacsony koltségliek, konnyen észlelhetdk, konnyen duplikalhatok,
elérhetok, genomspecifikusak, €s nincs fenotipusuk (Jiang, 2013). Ezek foként a nem kodolo
genomi régidkban taldlhatok, ami nagy jelentdséggel bir a genom diverzitdsdnak

vizsgalataban (Collard et al. 2005).



Az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) technikat méar a hetvenes
évek kozepén alkalmaztak virus-, élesztd- €s human kutatasokban (Grodzicker et al. 1974,
Hutchinson et al. 1974, Potter et al. 1975, Petes et al. 1977), viszont Botstein és munkatarsai
(1980) wvoltak azok, akik el6szor hasznaltadk molekularis markereknek. Az RFLP
polimorfizmus alapja a DNS restrikcios endonukledzokkal torténé DNS emésztés soran
keletkez6 eltérd méretli fragmentumok. Az RFLP markerek kodominans 6roklést kovetnek
(Agarwal et al. 2008). A Southern vagy DNS-DNS hibridizacio soran a jel6lt oligonukleotid
probak segitségével a vizsgalt DNS-szakaszt hibridizaltdk. Ez a mddszer lehetévé teszi az
"idegen" fragmentumok azonositasat, amelyek kozott megtalaljak a komplementer "sajat"
DNS-szakaszt és hozzakapcsoljak azt (Southern, 1975).

A Polymerase Chain Reaction (PCR), vagyis polimeraz lancreakcid, egy olyan
modszer, amelyben a vizsgalatra szant kettds szalit DNS minta felhasznalasaval a kivant DNS
szakasz sokszoroséara szaporithatod fel. Az eljaras soran a DNS minta szalai eldszor elvalnak
egymastol (denaturalas), majd a szakaszt kijel6lé két DNS primer és a DNS polimeraz enzim
segitségével uj DNS szélakat szintetizalunk a templat szalakrol. A kovetkezo ciklusokban az
ujonnan szintetizalt szalak is mintaként szolgdlnak, igy folytatddik a DNS szintézis az
ellenkez6 szal primerrel hatarolt végén. Az ismétl6dd ciklusok soran a két primer kozotti
DNS szakasz fokozatosan megsokszorozodik, a sokszorozodas mértéke a ciklusok szamatol
fiigg. Ez a technika rendkiviil érzékeny, és egyetlen DNS molekulat is sokszorosithatunk vele
(White et al. 1989).

A RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) technika PCR technikan alapul,
amely soran a genom egyes szekvencidit random DNS primer segitségével amplifikaljak. A
véletlenszerli primer miatt ismeretlen szakaszok szaporodnak fel a genomban. A primer
alacsonyabb hémérsékleten kotddik, ami lehetdvé teszi a kotddést a nem teljesen homolog
szekvencidkhoz is. A kapott PCR termékeket gélelektroforézissel elkiilonitik, és az eltérd
genotipusok kiillonb6zé hosszisagt fragmentumokat mutatnak. Statisztikai analizissel
kiértékelve a mintdzatokat, az egyedek csoportokba sorolhatok (Kiss 1999, Kiss 2005).
Torjék (2013) példaul 44 RAPD markert hasznalva hatdrozott meg himivarhoz szorosan
kapcsolt egyedi DNS szakaszokat, amelyekbdl SCAR markereket fejlesztett a kender
ivaranak meghatarozasara. Zhang ¢és munkatarsai (2013) kaposztafélékben a B. rapa eredetii
narancs gént térképezte, és RAPD markerekkel elemezte a genotipusokat, hogy megtalalja a
keresett tulajdonsaggal kapcsolt RAPD polimorf fragmentumot. Azonositott is

polimorfizmust mutatdé DNS szakaszt, azonban a fejlesztett marker domindns természete



miatt nem volt hasznalhaté a térképezésben, mivel nem lehetett megkiilonboztetni a
heterozigota €s homozigota genotipusokat (Zhang et al. 2013).

A SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) marker technikandl a primer
parok kialakitdsa RAPD vagy AFLP polimorf fragmentumokbol lehetséges. A SCAR marker
fejlesztése soran gélbdl kivagjuk a polimorf PCR termékeket, majd a DNS szakaszokat
plazmidba épitve €és szekvendlva meghatarozzuk azok pontos nukleotid sorrendjét, ami
gyakran a Sanger-féle dideoxi lancterminacidos modszerrel torténik. A szekvencia ismeretében
tervezhetlink primer parokat, amelyek lehetévé teszik a kivant DNS szakasz PCR-alapt
megsokszorozasat, igy az amplifikalt fragmentumokat agar6z gélelektroforézissel megfeleld
méretben lathatova tehetjiik. A géntérképezési munka célja olyan szekvencia-specifikus
molekularis markerek megtaldldsa, amelyek kimutatjdk a két sziiléi fenotipus kozotti
kiilonbségeket a szoros fizikai kozelség és kapcsoltsag alapjan (Sanger et al. 1977). Bar a
szekvenalas lehetdvé teszi a DNS-rdl teljes informacido megszerzését, magas szintli technikai
felkésziiltséget, hosszt 1d6t és jelentds koltségeket igényel, igy nem mindennapi genetikai
analizisekre alkalmazhato.

Az SSR (Simple Sequence Repeat) polimorfizmus kimutatdsdhoz PCR-alapt
technikat alkalmaznak, amely sordn egyszerli, ismétlddé szekvencidk kozotti DNS
szakaszokat amplifikalnak. Ehhez olyan primereket hasznalnak, amelyek a mikroszatelliteket
hatarol6  DNS szekvencidkhoz illeszkednek. A reakcid soran a polimorf fragmentumok
kiilonb6z6 hosszasaghiak lesznek, amiket késobb poliakrilamid gélelektroforézissel
elvalasztunk egymastol. Az SSR markerek eldnye, hogy kodominansak és megbizhatoan
ismételheté eredményeket nytjtanak (Kiss 2005). Ezenkiviill a Brassica fajokban atlagosan
19 kbp-onként fordul elé egy 20 bp hosszisag SSR (Hajosné 1999 adatai). Zhang és
munkatarsai (2013) a RAPD analizist kdvetéen SSR markerek segitségével folytattak a
leszlikitenitlik intervallum térképezésiik sordn.

Az SNP (Single Nucleotide Polymorphism) markerek kis genetikai polimorfizmusok,
amelyek egyetlen nukleotid cseréjét jelentik. Mendeli modon 6roklédnek és kodominansak,
el6fordulhatnak kodold és nem kodold régidokban is. Az SNP markerezés konnyen
ismételhetd és automatizalhato, lehetévé teszi nagy mennyiségii genotipus és 16kusz hatékony
vizsgalatat rovid 1d6 alatt. Ennek ellenére, szekvenciaismeret sziikséges hozza (Bedo6 et al.
2007). Tobb mint harminc SNP meghatarozasi modszer létezik, amelyek kozott jelentds

eltérések lehetnek az ateresztoképesség €s pontossag tekintetében (Li et. al. 2015; Mccouch et



al. 2010; Xu et al. 2014). Az Infinium, GoldenGate, TagMan ¢és KASP probak a nagy

felbontoképességii SNP-ket meghataroz6 modszerek kozé tartoznak.

2.3.QTL analizis
Az QTL (Quantitive trait loci) elemzés egy olyan eljaras, ami soran tobb gén altal

meghatarozott mennyiségi tulajdonsadgokat, azaz azok kialakitdsaért felelds kromoszoma
régidkat deritiink fel. Az elemzése valamely kvantitativ tulajdonsag és a populacidban
szegregalodd marker allélek kozotti kapcsolat megtaldlasara Osszpontosit. Mivel erdsen
befolyasoljak oket a kornyezeti tényezok, gyakran megfigyelhetjilk, hogy ugyanazon
genotipus kiilonboz6 kornyezetekben eltérd fenotipusokat mutat. Kihivast jelent az QTL
azonositasa hiszen a genom kiilonb6z6 régiodiban helyezkednek el. Az emlitett kvantitativ
tulajdonsagok gyakran hatdroznak meg rezisztenciat betegségekkel szemben ndvények
esetén, valamint a hozamot €s mas agrondmiailag fontossagu tulajdonsagokat, igy jovobeli
tudomanyos kutatasokban és fejlesztésekben tovabbra is kiemelt szerepet jatszanak (Mackay,
2009).

A QTL térképezés végrehajtasdnak 6t {6 1épése van. Az elsd 1épés egy megfeleld

térképezési populacio létrehozasa, amely két olyan sziil6bol szarmazik, amelyek genetikailag
jol elkiilonithetéek egymastol. A masodik 1épés a megfeleld molekularis markerek
kivéalasztasa. A harmadik 1épés egy kapcsoltsagi térkép létrehozasa. A negyedik Iépés a
populacid genotipizalasa és fenotipizdldsa. Az 6todik 1épés megfeleld statisztikai csomag
hasznalata a kapcsltsagi térkép elemzéséhez, ami mar az Osszeflizott genotipizalasi és a
fenotipizaléasi adatok felhasznalasaval torténik (Dhingani et al., 2015).
Ahhoz, hogy 6sszekapcsolhassuk, mely kromoszoéma régiok felelések mely tulajdonsagokért,
fenotipusos és genotipusos vizsgalatokat kell végezni. A fenotipusos vizsgélat a novény
kiilonbozd tulajdonsdgainak értékelését, mérését jelenti (Rahaman et al., 2015), mig a
genotipizalds célja az egyéni genetikai allomany (genotipus) meghatarozdsa az egyén DNS-
szekvencidjanak vizsgélatdval (Junaid et al., 2019). A vizsgalt térképezési populacid olyan
egyedek csoportja, amely olyan sziil6k keresztezésébdl szarmazik, amelyek tobbféle
tulajdonsagukban kiilonboznek. gy célja, hogy azonositsék a 1okuszokat, amik befolyasoljak
a fenotipusos variabilitast, €s meghatarozzak a l6kuszok kozotti rekombinéacids tavolsagot.

A leggyakoribb térképezési populaciok: F2 populaciok, visszakeresztezett (BC)
populacidk, doubled haploidok (DH), rekombinédns beltenyésztett vonalak (RIL) és kozel
izogén vonalak (NIL) (Xu et al., 2017). Az F2 populaciéban egy beltenyésztett vonalat

hasznalnak anyavonalként, és egy masik inbred vonalat hasznalnak apavonalként. A sziil6i



vonalaknak a legtobb génre nézve homozigotanak kell lenniiik és kiilonbozniiik kell egy-egy
kivant tulajdonsagban. Az F1 novényeket Ontermékenyitik, hogy létrehozhassdk az F2
populdciét. Az F2 egyedeket molekuldris markerekkel genotipizaljadk, majd a kivant
tulajdonsag fenotipusosan kiértékelik (Y.-M. Zhang, 2012). Az F2 eldnyei kozé tartozik a
gyors populéciofejlesztés. Hatranya, hogy korlatozott a rekombinacié €s nem halhatatlan
populécio (Xu et al., 2017). A BC populacio kialakitasanal kereszteziink két homozigota
beltenyésztett sziiloi vonalat, amelyek kiilonboznek egy specifikus tulajdonsagban. Ezutén az
F1 populacidt az egyik sziildvel keresztezik, amelyet visszakeresztezésnek hivnak (Schneider,
2005). A BC populacio hatranya, hogy nem halhatatlan polulacié (Xu et al., 2017). A doubled
haploid populacié olyan ndvények Osszessége, amik egyedileg egyetlen mikrosporabol
fejlédnek, majd kromoszéma szamuk mesterséges megkettézésével homozigdta diploid
novényeket allitanak elé. Elénye, hogy az Osszes egyed 100%-ban homozigota (Khan &
Croser, 2004). A DH populaci6 csak azoknal a ndvényfajoknal alkalmazhato, ahol a haploid
indukcios és novény regeneracidos modszer kidolgozott. Egy generdcidra van tehat sziikség a
teljes homozigotasag eléréséhez, szemben az RIL vonal fejlesztésével, amely sok generaciot
¢s sokkal tobb id6t és koltséget igényel (Prins et al., 2005). A rekombinans inbred vonalakat
(RIL) kvantitativ tulajdonsag lokuszainak térképezésére is alkalmazhatoak. A RIL-ek
létrehozasahoz a sziiléi vonalakat keresztezik, majd létrehozzuk a rekombinansokat, amiket
homozigota allapotig egyedileg dntermékenyitiink 6-8 generacion keresztiil, 1étrehozva igy a
tulajdonsag térképezésére és elemzésére szolgald populaciot (Pollard, 2012). A RIL vonalak
egyes egyedei az eredeti sziild1 kromoszoméak mozaikjait hordozzak. Ebben a populadciéban a
homozigotasag miatt a markerekkel kapcsolt gének vagy az egyik, vagy a masik sziildvel
azonos genotipust fognak mutatni (Burr et al. 1988). Miutan a térképezési populacio
kifejlesztésre keriilt, a populacidbol mintavételezés torténik. Szamos DNS alapu markert
lehet hasznalni, amik koziil néhanyat a 2.2. fejezetben mar emlitettem.

A genetikai kapcsoltsagi térkép olyan térkép, amely megmutatja a rekombindcid
gyakorisagat az egyes markerek kozott a homoldg kromoszémékon. A két marker kozotti
tavolsdg ardnyos a kozottik 1évé rekombinaciés gyakorisaggal. Minél nagyobb a
rekombinacids gyakorisag kozottik, annal nagyobb a tavolsag a két marker kozott.
Ugyanakkor minél kisebb a rekombinécios gyakorisag, annal kisebb a tavolsag két genetikai
marker kozott. Vagyis a kapcsolati térkép a rekombinécids eseményeket és gyakorisagokat
abrazolja, nem pedig egy valos fizikai tavolsagot. A genetikai térkép készitéséhez sziikség
van egy olyan térképezd populdciora, amelynek sziilei mind a tulajdonsagaiban, mind a

hasznalni kivant markerekre nézve polimorfizmust mutatnak. A genetikai kapcsolatsagi
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térképek készithetok monogénes tulajdonsagokat meghataroz6 gének kromoszoma régidinak
azonositasara, valamint QTL analizis, azaz mennyiségi tulajdonsdgok kromoszomalis
Iokuszainak azonositasara egyarant. A markerek relativ helyzetét centi Morgan egységben
fejezziik ki. A meidzis soran rekombinacios események zajlanak, amelyeknek az azonositasa
a térképezési populacioban a rekombinansok szdma alapjan azonosithatd, mint genetikai
tavolsag. Haldane (1919) bevezette a térképezési fiiggvényeket, ami a rekombindcids
gyakorisagot (2 lokusz kozott) térképtavolsagga alakitja.

Miutan a térképezési populacio elkésziilt, majd a genotipusos és fenotipusos adatok is
felvételezésre keriiltek, az 6sszes kapott adatot statisztikailag elemzik, annak érdekében, hogy
azonositsak ¢és megvizsgaljdk a lehetséges QTL-eket, hatdsaikat ¢€s interakcidikat. Ezt
tobbféle statisztikai teszt és modszer segitségével torténhet. Az egyes QTL-ek a fenotipusos
jellegéhez valo hozzajarulasuk alapjan 3 nagy csoportba sorolhatdéak. A nagyhatasi QTL-ek
tobb mint 20%-at (akar 40%-4at is) magyarazhatjadk a tulajdonsdg megnyilvanulasanak, a
kozepes hatasu QTL-ek 10-20%-at, mig a kishatasa QTL-ek esetében kevesebb, mint 10%-0t.

Az e célra tervezett szoftverek segitségével megalkothat6 a kapcsoltsagi térkép a LOD
(logarithm of odds) értékek szamitasa alapjan. Ez az érték azt mutatja meg, hogy mekkora
annak valoszinlisége, hogy két marker, vagy egy marker és egy fenotipusos tulajdonsag
kozott kapcsoltsag all fenn, ahhoz az allapothoz viszonyitva, hogy koztikk semmilyen
kapcsoltsag sincs. A feltételezett QTL-ek hatdsanak szignifikancia szintjét, valamint az adott
Iokusz  hatasanak mértékét a fenotipusos variabilitdas kialakitisaban ~ANOVA
(varianciaanalizis) teszt segitségével hatarozhatjuk meg.

Az ANOVA (varianciaanalizis) megmutatja nekiink, hogy a kapott variancia %,
amelyet a QTL allélek valtozasaval kaptunk, csak véletleniil jelent-e meg, vagy a QTL
valtozasa miatt. Az alapvetd ANOVA-ban a QTL genotipusos osztalyok kozotti variabilitast
Osszehasonlitjak az eredmények kozépértékeivel, majd ezeket statisztikailag tesztelik egy t-
probaval vagy F-probaval.

Tobbfajta modszer ismert, egyikiik az Intervallumképzés (IM). Az intervallumképzés
(IM) egy statisztikai megkozelités, amelyet arra fejlesztettek ki, hogy megallapitsa, melyik
QTL-ek lehetnek elére elkészitett marker 16kuszok (Alonso-Blanco et al., 2006) a genetikai
térképen. (Alam et al., 2019). A tobbi helyettesitd elemzéssel dsszehasonlitva az IM lehetové
markerek pozicidindl. Mivel ezek a modszerek bonyolultak €s nagyon lassuak lehetnek, ezért
az Haley-Knott regressziot is alkalmazzak (Haley & Knott, 1992). Ebben a moddszerben a

QTL-térképezés tobbszOrds regressziora ¢épiil, amelyet barmely 4ltalanos statisztikai
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csomaggal lehet hasznalni. Egy masik moddszer a precizebb térképezéshez a Kompozit
Intervallumképzés (CIM), a modszer az intervallumképzés és a tobbszords regresszios
elemzés kombinaciojan alapul. Ez a modszer tobb QTL-t pontosabban és hatékonyabban tud
lokalizalni. A Tobbszords Intervallumképzés (MIM) egy olyan modszer, amely egyszerre
tobb marker intervallumot hasznal fel tobb feltételezett QTL-térképezéséhez. Ellentétben a
tobbivel, itt lehetdség van a QTL-k kozotti episztazis, az egyének genotipusértékei és a
mennyiségi tulajdonsagok oroklodésének vizsgalatara. Annak érdekében, hogy biztosak
legyilink benne, hogy a megtalalt QTL-ek valoban valosak-e, meg kell figyelniink, hogy a
LOD érték meghaladja-e a kiiszobértéket. A kapcsolat jelenlétének ellendrzésének modszere
(markerek) alapjan késziilt és széles korben hasznalt genetikai vizsgalatokban a LOD érték
néven ismert (Kocherina et al., 2011). A gyakorlatban a LOD=3 azt jelenti, hogy annak a
valosziniisége, miszerint a két 16kusz egyiitt 6roklddik, 10%-szor nagyobb annal, minthogy ez
nem igy torténik (RISCH 1992). Egy 3-as LOD érték azt mutatja, hogy 1 000-szer
valészinlibb a megfigyelt adatokat kapni, ha az adott pozicionil van egy QTL, mint ha
nincsenek QTL-ek. Sok statisztikus kiterjesztette a LOD kiiszobértékének becslését egy 5%-
os P értékre (Karl W. Broman, 2001).

2.4. QTL-ek azonositasa Brassica oleracea-ban
A Brassicaceae csalad tagjai, valamint a kaposztafélék termesztett valtozataitobb QTL

elemzés alapjaul szolgalnak. Wang és mtsai. (2012) magas siirliségli genetikai kapcsoltsagi
térképen felépitésén dolgoztak kaposztaban. Munkdjukban doubled haploid térképezd
populdciot és SSR, SNP markereket haszniltak. Osszesen 8 497 DNS markert sziirtek a
sziilé1 vonalakban, ami koziil 15% polimorfnak bizonyult. A 602 SSR és 625 SNP marker
kilenc kapcsoltsagi csoportba lett sorolva, amely megfelel a kaposzta haploid kromoszéma
szamanak (n). A magas siirliségii genetikai térképen az atlagos genetikai intervallum 0,98 cM
volt, és az atlagos fizikai intervallum 503,3 Kbp volt markerenként. Ez az egyik legtelitettebb
kapcsoltsagi térkép volt a B. oleracea legujabb kutatasaiban. Idealis esetben a két szomszédos
marker kozotti atlagos tavolsagnak rovidnek és egyenletesnek kellene lennie, azonban 6k
nem ezt tapasztaltdk, aminek oka a DH populéacidokban keresendd. Mas kutatdk azt javasoltak,
hogy kiilonb6z0 térképezd populacio tipusokkal és kiilonb6zé molekularis marker tipusokkal
torténd térképezésre van sziikség (Wang et al., 2012).

Egy masik tanulmény a képoszta genetikai térképezésével foglalkozott. Lv ¢és
munkatarsai (2016) részletes QTL térképezést végeztek 24 agrondémiai tulajdonsagban a

kaposzta esetében. A markerekkel tamogatott szelekcido (MAS) eldsegitése érdekében doubled
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haploid térképez6 populacidt alkalmaztak, amit harom szezonban allitottak kisérletbe. A
novény-, levél- és fejtipus morfologiai tulajdonsagait is felvételeztek tobb egyéb mellett. A
QTL elemzéshez a MapQTL4.0 programot hasznaltdk intervallumképzés. Eredményként 144
QTL-t talaltak, amelyek LOD kiiszobértéke magasabb volt, mint 3. Ebbdl 95 tobb mint 10%-
kal jarult hozz4 a tulajdonsag fenotipusank kialakitasdhoz. Mivel a kaposzta QTL analizisek
tulnyomo része a betegség ellenadllosagra koncentralt, jelen tanulmény értékes adatokat nyu;jt
morfologiai és egyéb tulajdonsagokrol, amik hozzajarulnak a terméshozamhoz, igy kiemelten
fontosak a nemesitésben (Lv et al., 2016).

Branham és munkatarsai (2016) brokkoli esetében az abiotikus tipust stresszt tekintve
kifejezetten a hdstresszt vizsgalta. Az USA piacara szant brokkoli foként Kalifornidban
termesztett, olyan allamban, ahol magas hémérséklet és szarazsag jellemzd, ami nem elonyos
azoknak a hagyomanyosan hiivos iddjarasi koriilmények kozott termesztett brokkoli fajtak
szamara, amely 15 és 23 °C kozotti hdmérsékleti tartomanyban novekszik. Ezért olyan QTL-
eket kerestek, amelyek novelhetik a brokkoli hétiird képességét. A térképezési populacioként
155 di-haploid egyedet hasznaltak. Egy 1-t61 9-ig terjedd skalat (a 9 pont- a legh6tiirébb, a 1
pont- legkevésbé hotird) hasznaltak a hoétird képesség értékelésére a csucsérés érési
idépontjaban. 22 SNP markert hasznaltak a kapcsoltsagi térkép kialakitdsdhoz. A kapcsoltsagi
térkép az R/qtl programmal késziilt. 25-6s LOD kiiszobértéket alkalmaztak. A markereket a
kapcsolati csoportokon beliil a ripple funkcioval helyezték el. A rekombinacids frekvenciakat
genetikai tavolsaggé alakitottdk a Kosambi fliggvény segitségével. A QTL-ek azonositasa az
R/qtl programmal tortént a Haley—Knott regresszidval végzett standard intervallum
leolvasassal. Tobb QTL-mapping (MQM) is tortént, és a modellt a permuticioval
meghatarozott LOD kiiszobérték alapjan vélasztottak ki (N=1000). Ot nagyhatasa QTL-t és
egy episztatikus interakciot azonositottak, amelyek Osszesen a hotliré képesség valtozasanak
62%-at magyaraztak. A QTL-eket a 2-es, 3-as és a 8-as kromoszomakra térképezték.
(Branham et al., 2016).

A Karfiol (Brassica oleracea var. botrytis) betakaritasi ideje magas homérséklettel
késleltethetd, igy fontos megismerni a virdgzas genetikai szabdlyozasat annak érdekében,
hogy pontosabb betakaritasi iitemezést lehessen elérni, és biztositsak ezzel a stabil piaci
kinélatot. Matschegewski ¢s mtsai. (2015) ezt a kérdést a karfiol rozsa kialakulasaért felelds
QTL-ek azonositasaval céloztdk meg vizsgalni, két kiilonbdzé hémérsékleten. Osszesen 111
B. oleracea var. botrytis kereskedelmi vonalat hasznaltak fenotipizalashoz. A DNS kivonast
kovetéen a mintdkat Illumina Infinium iSelect-hez hibridizaltdk a protokolloknak

megfeleléen, aminek eredményeként 14 385 polimorf SNP marker 16kuszbdl szarmaztak az
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adatok. A fenotipizalasi adatok statisztikai elemzéséhez Kruskal-Wallis tesztet ¢s ANOVA-t
alkalmaztak. Osszesen 18, a rozsa kialakulashoz kotheté QTL-t talaltak az 1-es, 2-es, 3-as, 4-
es, 6-0s, 8-as és 9-es kromoszoémakon kiilonbozé homérsékletek mellett. Ezek az adatok
hasznosak a markerekkel tdmogatott szelekcids nemesitésben annak érdekében, hogy
hottirobb  karfiolfajtadkat hozzanak 1étre, amelyek nagyobb stabilitdst hozhatnak a piaci
kinalatban (Matschegewski et al., 2015).

Katarina Jovic 2020-ban diplomadolgozat keretein beliill vizsgalt kiilonb6zo
agrondmiailag fontos tulajdonsagokat kaposztan. Osszesen 910 ndvényen végzett elemzést,
amiket 369 polimorf SNP markerrel analizaltak. Két fenotipusosan eltéré di-haploid sziilé
vonalakbdl kialakitott F2-es szegregalodd populacidé képezte a vizsgalat alapjat.
Fenotipizédlasa soran 12 tulajdonsag lett kivalasztva QTL analizisre. Levél hosszisag mérése
soran 2-es, ,3-as,4-es,5-0s,7-as,8-as,9-es kromoszoéman, mig a levél szélesség mérésénél a 2-
es,4-es,7-as,8-as,9-es kromoszoman talalt QTL-eket. A vigor felvételezésénél a 2-es, 6-0s, 7-
es és 9-es kromoszoman azonositott QTL-eket (Jovic, 2020).

A kaposztafélék altalanos nemesitése céljai tekintetében hagyomanyosan a magas ¢és
megbizhatd terméshozam még mindig az elsddleges prioritds. Azonban annak érdekében,
hogy kielégitsék a piac igényeit és versenyképesek legyenek, nagyobb figyelmet forditottak a
kaposztafélék mindségére. A betegségek gyorsabban és konnyebben terjednek, hiszen ujabb
¢s jabb fajok jelennek meg. Ilyen betegségek a fekete rothadas (Xanthomonas campestris pv.
campestris), fusarium hervadas (Fusarium oxysporum f. conglutinans), penészes hervadas
(Peronospora parasitica), lisztharmat (Erysiphe polygoni D.C.) stb. Azonban ezen
patogénekkel szemben ellenalld kaposztafélék eloallitdsa szerepel a kaposztanemesitdk
programjaiban. Ezenfeliil, példaul a korai viragzas, jelentds gazdasagi veszteségeket okozhat,
kiilonosen olyan években, amikor tavasszal hirtelen fagyok jelentkeznek, ezért fontos korai

viragzasallo fajtakat nemesiteni.
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3. Anyag és modszer

3.1. Vizsgalt populacié bemutatasa

A két sziil6tol szarmazo F2 szegregald populacid kialakitasa 2 éve kezdddott, a jelen
tanulmany egy 268 egyedbdl allo F2 populaciot vizsgal. Az egymastol genetikailag tavoli két
szild vonal (P1 és P2) beltenyésztett fix vonal (2. abra). Jelentdségiik hasadd populaciok
eléallitasban van. A 2000-es évek elejérdl szarmazik a P1-es sziilévonal (Syngenta tulajdona),
rovid szar jellemezi, fehér szinl, kézepesen mély talajhoz kozeli rozsat fejleszt. A Pl-es
szlilévonal kis vigorral és rovid tenyészidével rendelkezik, levelei rovidek és szélesek.
Ultetéstd] szamitott 55. napon mar szedhetd. Virdgzasba 7-10 nappal késébbre varhatd. A
2014-ben kialakitott P2-es sziildvonal nagy vigoru, kifejezetten hossza szaru névény, aminek
levelei hosszl, landzsa alakuak. Rézsédja zold szindi, €s lapos. Kozéphosszu tenyészidejl, az

iiltetéstdl szamitva nyari idészakban a 90-95. napon ¢éri el a rozsa a szedési érettséget.

2.abra: A szegregalo F2 populacio eléallitasahoz sziil6keént
alkalmazott 2 vonal (P1 és P2) (Sajat felvétel) Ocsa
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3.2. Genotipizalasi és fenotipizalasi adatok felvételezése

A szegregalodo 268 db F2 karfiol egyed genotipizalasa SNP markerekkel tortént, amit
a Syngenta France SAS. Genotyping Laboratory végzett el. A két sziilét 6sszesen 15.000
marker bevonésaval tesztelték, amelybdl 218 keriilt kivalasztasra a QTL térképezéshez, mert
polimorfizmust mutattak.

A Kkisérletbe 350 magot és a sziilévonalak (P1 és P2) 36-36 db egyedét vetettiik, amik
vetése 2023.06.01.-én tortént Ocsan (Syngenta). Janius 30-an 300 egyed keriilt kiiiltetésre 50
X 60 cm-es térallasba. A fogyasztodi, illetve termeldi szempontokat is figyelembe véve a
sziilokben eltérést mutatd Osszesen 23 tulajdonsagot jeloltiink ki (Mellékletek 18. tablazat)
vizsgalatra, amit heti kétszer (09. 01. és 10. 24 kozott) fenotipusosan felvételeztiink az F2
populacid 268 db egyedén. A térképezési populdcié ndvényeit a rozsa szedési érettséget elérd
allapotban fenotipizaltuk. A 23 tulajdonsag kozott volt olyan, amit pontskala segitségével
értékeltiink, volt, amit darabszamban jegyeztiink fel, és volt olyan, amit centiméterben
mértiink. Ot kivélasztott tulajdonsag vizsgalatara koncentralunk ezen palyamunka keretein
beliil.

A ’levél atnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsag felvételezése 1-9-ig tartd pontskala
segitségével tortént. A pontskalan 1-es pontszamot kapott ndvényekre jellemzd volt a
rozsakban a levelek nagymértékii megjelenése, mig a 9-es pontszamot elért novények
esetében nem jelent meg ez a tulajdonsag. A ’vigor’ tulajdonsag esetén szintén 1-9-ig tartd
pontskalat hasznaltam. Ennél a tulajdonsagnal a legkevesebb zoldtomeggel (fold feletti
biomasszaval) rendelkezd novény kapott 1 pontot, mig a nagy zoldtomeggel rendelkezd
novények kaptak 9-es pontszamot. A ’levelek méreteinek’ felvételezésekor mérdszalag
hasznalataval milliméter pontossaggal mértem le azok hosszusagat és szélességét (3. abra).
Minden novény esetében mar kifejlett, de nem legéregebb levelek kozil 3-3 db-ot
valasztottam ki a felvételezésre, majd az adatok atlagolt értékét vizsgaltam. A levélhosszusag
¢s szélesség hanyadosat az adott novény 3-3 levelén mért értékekkel szdmoltam ki, majd azt
novényenként atlagoltam. Az atlagolt levél szélességet elosztottam az atlagolt levél

hosszusaggal. A mellékletek 19. tdblazatdban lathatdak ezen tulajdonsagok eredményei.
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3. abra: Levél atmér6 és hosszisag mérése (sajat felvétel, Ocsa)

3.3. QTL analizalas
A QTL analizishez 'R’ statisztikai programcsomag 4.3.3 verziojat hasznaltunk R/qtl

bévitménnyel (K. W. Broman et al., 2003). Az adatelemzést 268 F2 novényen végeztik el
Osszesen 23 fenotipizalt tulajdonsag adataival és 218 SNP marker genotipussal, amibdl 5
tulajdonsag adatait elemezziik.

Az Rstudio-ban hasznal parancsokat a 7.2. Melléklet tartalmazza. Elsdként beolvastuk
az adatsort és behivtuk az Osszes szoftvercsomagot. A QTL analizishez sziikséges
"library(qtl)’, ’library(LinkageMapView)’ programcsomagokat telepiterriik. Ezutan a
'setw(fajl)’ segitségével beolvastuk a fajlunkhoz vezet6 utat. A mar meglévé excel fajlunkat a
‘read _csv’ segitségével csv formatumma konvertaltuk, majd a ’read.cross’ fiiggvénnyel
megnyitottuk. A ’read.cross’ filiggvény behivasanal beallitottuk a hianyzo adatok
értelmezését, a genotipusokat, allélokat, térkép tdvolsdg becslését, hiba valdsziniiségét,
genetikai térképezés modszerét, majd a keresztezés tipusat. A ’calc.genoprob(qtl)’ fiiggvény
kiszamitja milyen valdsziniiséggel fordul el6 a feltételezett QTL az adott kromoszoman, ezen
a fiiggvényen be tudjuk allitani a genetikai térképezés soran alkalmazott 1épéskozoket,
modszereket, és a hiba valoszinliségét. A ’jittermap’ fliggvény a markerek helyzetét ugy
hatarozza meg, hogy ne legyenek egymason a genetikai térképen.

A helyes adatsor beolvasdsa utan altaldnos informdaciokat jelenitettiink meg
grafikusan. A ’plot’ fliggvény segitségével harom kiilonb6z6 grafikont is kaptunk, melyek a
hidnyz6 genotipusok, genetikai térkép és a fenotipus gyakorisaga. A ’plotPheno’ fliggvény

altal csak a fenotipus gyakorisaga jelenik meg, a "plotMissing’ segitségével pedig a hianyzo
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genotipus abra. Az ’xlab’, ’ylab’ és *main’ fliiggvények megjelenitésével at tudom nevezni a
tengelyeket, illesztve a cimét az abranak. Az ’nmar’ fiiggvény hasznalataval a markerek
szamat kaptuk meg az egyes kromoszomakra lebontva.

A potencialis QTL jeloltek LOD értékiik alapjan a ’cim’ fiiggvénnyel keriiltek
meghatarozasra. Az 6sszetett intervallum-leképezés (Composite Interval mapping) lehetévé
teszi a QTL hatasok azonositasat. Ezzel a modszerrel tobb genetikai markert vizsgaltunk az
adott intervallumban, Osszekapcsolva ezeket az informéciokat a fenotipusos adatokkal.
Ezaltal lehetové teszi a QTL-ek detektalasat, még akkor is, ha a hatdsuk kisebb, vagy a
fenotipus jelentds részéért felelés génhatasokhoz képest kevésbé dominansak. A ’summary’
fliggvény segitségével készitiink egy 0Osszefoglaldo tablazatot, melyben meghatdrozzuk a
permutacids és a szignifikancia szintet. A méréseinknél 0,05 és 0,1 értékeket hasznaltunk, ami
95 % ¢és 99 %-os elfogadhatd szignifikancia szintet szamol. A ’plot’ fliggvény segitségével
grafikusan abrdzolni tudtuk a ’cim’ fiiggvény eredményeit, majd az ’abline’ fliggvény 4altal
vizszintes vonalakat huztuk, igy megallapitva melyik QTL relevans szdmunkra. Az ’lty’, ’ltw’
¢s “col’ beallithatjuk a vonalra vonatkozé informaciokat.

Permutacios teszttel, 1000 ismétlést beallitva szamoltuk ki a kiiszobértékeket. A LOD
kiiszobértékek altal megallapithato, hogy a QTL-ek valddiak vagy csak a véletlen miatt jott
létre hatasuk. Ha véletlen miatt jelennek meg a csticsok, akkor nincs hatasuk, igy az ANOVA
altal kiszamitott értékeknél nem mutatna szignifikanciat. Permutécio teszt segitségével két
LOD értéket hataroztunk meg, 5 % esetén 3,41, 10 % esetén 3,05.

Varianciaanalizis (ANOVA) soran a ’sim.geno’ fliiggvényt hasznaltuk. Az egyes
feltételezett QTL-ekre végez varianciaanalizist, figyelembe véve a megengedett
hibahatarokat. A fliggvényben beallithatjuk a szimultacios ismétlések szamat, tavolsagot a
feltételezett poziciok kozott centi Morgan-ben, €s a feltételezett QTL becslési hibajanak
mértékét. A “makeqtl’ az adott kromoszémaszadmot és poziciot kapcsolta dssze a legkdzelebb
esd markerrel. Ebbe a fiiggvénybe illesztettiik be a sim.geno altal kapott eredményeket, a
feltételezett QTL-lel rendelkezé kromoszémdkat és a pozicidjukat. Osszeadtuk a QTL-ek
darabszamat, illetve y-nal jeloltiik a fiiggd valtozot. A ’fitqtl’ egy specifikus, tobbszempontos
QTL-modell alkalmazasat jelenti, amellyel nemcsak az egyes QTL-ek hatésait, hanem azok
interakciojat is vizsgalhatjuk. Elséként kiilon-kiilon megnézziik a hatasaikat, majd az

egymashoz viszonyitott aranyukat is.
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Az ANOVA teszt altal kapott eredményeket a ’refineqtl’ fiiggvény segitségével
finomitjuk, igy megkapjuk a pozicidhoz legkdzelebb 1€vé markert. Harom értéket jelenit meg
a fiiggvény, a legkozelebb elhelyezkedd markert, illetve a QTL konfidencia intervallumainak
sz€ls6  értékeit. A ’lodint’ fliggvény kiszdmitja a LOD intervallumot egy adott
kromoszoémahoz a ’scanone’ parancs adatai alapjan. A ’find.marker’ meghatarozza az adott
pozicidhoz legkozelebb 1évé markert, még az ’effectplot’ grafikusan megjeleniti a genotipus
csoportokhoz hozzarendelt fenotipus atlagot, egy-egy marker esetében 19 (K. W. Broman, S.
Sen 2000).
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4. Eredmények
4.1. ’Levél atnovés a karfiol rézsan’ tulajdonsag QTL analizise
A fenotipizalas soran a 3.2-es fejezetben emlitett 1-9-ig tartd pontskala segitségével
értékeltem a szegregalddo populacio 268 egyedét és a 6-6 sziilé vonalat. Az elemzés soran
217 n6évény 9-es pontszamot kapott, ami az jelenti, hogy az F2 populacio 80.97%-aban nem

volt tapasztalhato ez a tulajdonsag (4. abra).
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4, abra: A ’levél atnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsag fenotipizalasi eredményei

A két sziil6 9-es pontszama is indokolja ezt a magas %-ot. Egyes esetekben a hasado
populaciok néhany egyede akar a sz¢élso értékeknek megfeleld fenotipust is mutathatja. Az itt
vizsgalt tulajdonsagnal a populacidban minddssze 19.03 %-at jellemezték a kozépso értékek,
4-8-ig terjedd pontszamaikkal.

A genetikai kapcsoltsagi térképet az F2 populacioban 218 polimorfizmust mutato SNP
marker alapjan kaptuk meg, ami 9 kapcsoltsagi csoportot eredményezett. Ez megegyezik a
Brassica oleracea 9 kromoszomajaval. Az 1. tablazat osszefoglalja az egyes kromoszoéman
elhelyezkedd markerek szamat. Minden vizsgalt SNP lokuszban AA genotipus a P1 sziilének
felel meg, a BB genotipus a P2 sziilének. Az F2 populacioban a heterozigdta egyedek AB
genotipussal jellemezhetéek a kodominans markerrel. A markerek hasadasi aranya az Gsszes
vizsgalt markerre egyiittesen vonatkoztatva: 26.1%-ban AA, 49.6%-ban AB és 24.3%-ban
BB.
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1. tablazat: Az altalunk hasznalt, 6sszesen 218 SNP marker
kromoszémankénti darabszama

Kromoszéma Markerek szama (db)
Chrl 28
Chr2 25
Chr3 30
Chr4 25
Chr5 18
Chr6 18
Chr7 23
Chr8 20
Chr9 31

A ’levél atnovés a Karfiol rozsan’ tulajdonsag QTL elemzése soran 3 kromoszéma esetén

azonositottunk kiiszobértéket meghalado LOD értéket (4.39, 4.28, 3.39) (2. tablazat, 5. abra).

2. tablazat: A ’levél atnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsag esetén szamitott
legmagasabb LOD értékek és pozicidik

Lokusz Kromoszoma Pozicié (cM) LOD érték
CA2829 1 60.0 4.39
CA2274 2 120.0 0.99
c3.loc254 3 143.0 4.28
c4.loc228 4 117.0 2.14
c5.1oc83 5 72.0 2.44
CA345 6 80.0 2.49
c7.10c68.6 7 57.5 3.39
CA014 8 55.0 0.45
CA2475 9 0.0 141
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S.4bra: Az egyes kromoszomakra térképezett markerekhez rendelt
LOD értékek a ’levél atnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsag elemzése soran
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Az ANOVA tablazat ezen harom kromoszoma régionak a szignifikans hatasat jelezte ki a
"levél atnovés a karfiol rézsan’ tulajdonsaggal kapcsolatban. Harom QTL-t talaltunk,
melyekre "BRAL’, ' BRA2’ és 'BRA3’ elnevezésekkel fogok hivatkozni a tovabbiakban. A
BRA1-es feltételezett QTL az 1-es kromoszoman taldlhat6, amely a megjelend fenotipusos
variabilitds 6.36 %-aért felel. A 3-as kromoszoman azonositott BRA2 régiéo a 6.67 %-ot
jelent, mig a 7-os kromoszéman elhelyezkedd BRA3 5.16 %-at magyarazza a fenotipusos
variancianak (3. tablazat). Mindharom kishatasi QTL-nek tekinthet6. A harom QTL egyiitt a
variabilitas 18.84%.

3. tablazat: A ’levél atnovés a karfiolrozsan’ tulajdonsag kialakitasaban
szerepet jatszé régiokra készitett ANOVA tablazat

df Type Il SS LOD %var Fvalue Pvalue(Chi2) Pvalue(F)

1@60.0 2  24.66 4287 6.326 9.978 0 6.72e-05 Hx
3@1420 2  26.00 4512 6.672 10.523 0 4.05e-05 Hx
7@580 2 2011 3.520 5.160 8.138 0 0.000375 flekal

Signif. codes: 0 ™***' 0.001™**' 0.01™" 0.05"'" 0.1'' 1

Tovabbi vizsgélataink eredményeit a 4. tadblazat mutatja be, ahol szignifikdns kolcsonhatast
is sikertilt kimutatni egyes poziciok kozott. Az 1-es és 3-as kromoszoéma régiok kozott, és a 3-
as és 7-es kromoszoma régiok kozott kdlcsonhatas lathatd. Az 1-es és 7-es kromoszdéma

régiok kozott 0.05-nél magasabb a P értéke, tehat nincs statisztikai szignifikancia.

4. tablazat: A Levél atnovés a rozsan’ tulajdonsaggal kapcsoltba
hozhaté QTL-ek kozti kolesonhatasok szignifikancia szintjei

Pvalue(F)
1@60.0:3@142.0 0.00545 wx
1@60.0:7@58.0 0.06686
3@142.0:7@58.0 0.03479 *
1@60.0:3@142.0:7@58.0 0.30025
Signif. codes: 0 ™***'0.001 **' 0.01*'0.05".'0.1"'"'1
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6. abra: A ’levél atnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsaggal kapcsoltsagot mutatdo QTL-ek
elhelyezkedései a karfiol genetikai kapcsoltsagi térképen

A kapcsoltsagi térképen megjelenik a 3 QTL a megfeleld poziciokban (6. abra). A BRA1 az
1-es kromoszéman 60.0 cM-ndl, a BRA2 a 3-as kromoszéman a 143.0 cM-nal, mig a BRA3
QTL a 7-es kromoszéman, 5.5 cM-ndl helyezkedik el. Az 5. tdblazat a 3 azonositott QTL
részletesebb elemzésének eredményeit mutatja be. Az 1-es kromoszoman 1évé BRAL QTL a
CA2829 markerhez van a legkdzelebb a 60.0-as pozicidban. A BRAZ a 143.0- cM-en és a 7-
es kromoszoman 1évé6 BRA3 a 56.5 pozicioba keriilt a legkozelebbi markerével, ami a

CA6368.

5.tablazat: A 1-es 3-as és 7-es kromoszdéman azonositott QTL csticsahoz
legkozelebb térképezett markerek részletesebb elemzésének eredménye

QTL Marker Kromoszoma | Pozicié (cM) LOD
BRAL CA2829 1 60.0 4.22
BRA2 CA6423 3 143.0 5.00
BRA3 CA6368 7 56.5 3.69

A ’levél atnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsaggal kapcsoltsdgot mutaté harom azonositott
QTL-hez legkozelebb térképezett markerek (5. tablazat) genotipusos eredményét a hasado
populacidban a 7. abra mutatja be. Mig CA2829 és CA6423 marker esetében a fehér sziil6bol
szarmazo allél biztositja a magasabb fenotipusos értéket, addig a CA6368 marker esetében
pont ellentétes hatds tapasztalhatd, azaz a fehér sziil6tdl szdrmazd allél homozigotaként

alacsonyabb fenotipusos pontszdmot ad.
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7. abra: Az 1-es, 3-as és 7-es kromoszoman azonositott ’levél atnovés a karfiol rozsan’
tulajdonsaggal kapcsoltsagot mutaté QTL-ek csticsahoz legkozelebb térképezett markerek
eredményei az F2 populacioban
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4.2.°Vigor’ QTL analizise
A vigor fenotipusos elemzése 268 tagi F2 populacié normal eloszlast mutat (8. abra), azaz

rdilleszthetd a haranggdrbe. A két sziilo fenotipusos értéke: P1: 2 pont, mig a P2: 7 pont. A
felvételezett egyedek 34,7 %-a kapott 6 pontot, 26,4% 5 pontot, 17,5 % 7 pontot, 11,2 % 4
pontot, 4,8 % 8 pontot, 4,1 % 3 pontot, 0,7 % 9 pontot, 0,3% pedig 2 pontot. Egyik novény
sem kapott 1-es pontszamot.
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8.abra: A vigor tulajdonsag fenotipizalasi eredményei

Osszesen hat kromoszéman (6.tdblazat) olvashatunk le a kiiszobértéket 4tlépd csucsot (6.27,
3.80, 4.65, 6.38, 6.61, 5.74 LOD értékek mellett) a ,,calc.genoproba” fliggvény segitségével
létrehozott diagrammrol (9.4bra). 5 potencialis QTL haladta meg a LOD>3,41 (p=0,05)
kiiszobértéket, és 1 QTL pedig a LOD>3,05 (p=0,1) kiiszobértéket.

6.Tablazat: A ’vigor’ esetén szamitott legmagasabb LOD értékek és
pozicioik az egyes kromoszomak esetében

Léokusz Kromoszoma Pozicio (cM) LOD érték
CA3293 1 5.0 6.27
c2.10c22.6 2 115 3.80
c3.loc215.6 3 104.5 4.65
c4.10c90.6 4 89.5 6.38
CA3281 5 15.0 0.57
CA443 6 0.0 6.61
c7.10c83.6 7 72.5 5.74
CA926 8 50.0 1.00
CA2680 9 90.0 1.99
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A hat szignifikansnak bizonyult QTLre a tovabbiakban *VIG1’, VIG2’, "VIG3’, *VIG4’,
VIG5’ és "VIG6’-ként fogok hivatkozni (7. tablazat). Az 1-es kromoszoéman elhelyezkedd, a
vizsgalt tulajdonsaggal kapcsoltsagot mutatd VIG1 a térképezési populacidban megjelent
fenotipusos variabilitds 5,68 %-at magyarazza. A 2-es és 3-as kromoszéman elhelyezkedd
VIG2 ¢és VIG3 kozel azonos értéket képviselnek, a 2-es kromoszéman 1évé QTL 4,27 %-ot,
mig a 3-as kromoszoman azonositott VIG3 a populacidban megjelend fenotipusos
variancidnak 4,28 %-at magyardzza. A 4-es kromoszoman taldlhatd VIG4 az egyik
legmagasabb értékkel rendelkezik, mivel 7,86 %-ban alakitja a fenotipusos variabilitast. A 6-
os kromoszéman elhelyezkedd (VIGS) 5,88 % alakitja a megjelend varianciajat a
tulajdonsagnak. A legmagasabb értékkel a 7-es kromoszoman taldlhato VIG6 rendelkezik,
mivel 8,36 %-ban képviseli a megjelend variabilitast a térképezési populacioban. Mind a hat
kishatastt QTL. Szignifikans kolcsonhatast nem sikertilt kimutatni az egyes poziciok kozott.
Ennek ellenére, a hat QTL egyiitt a variabilitas 37%-a magyarazhat6, ami egy multiallélikus

quantitativ tulajdonsagnal jonak mondhat6.

9.abra: Markerekhez rendelt LOD érték ’vigor’ tulajdonsag elemzése soran
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7. tablazat: A vigor’ kialakitasaban szerepet jatszo régiokra készitett ANOVA tablazat

df TypelllSS LOD %var Fvalue Pvalue(Chi2) Pvalue(F)

1@5.0 2 2228 5.891 5.689 12.269 0 8.20e-06 folakel
2@120 2  16.57 4531 4.2/0 9.121 0 0.000149 okl
3@104.0 2 1692 4893 4281 9.314 0 0.000125 okl
4@90.0 2  30.66 7975  7.865 16.880 0 1.31e-07 falaled
6@0.0 2 2281 5.808  5.884 12.559 0 6.29e-06 folakel
@720 2 3190 8.070  8.364 17.563 0 7.17e-08 okl

Signif. codes: 0 ***'0.001 **'0.01'*'0.05"'.'0.1"'1

A 10. abran lathat6 a kapcsoltsagi térkép, amirdl leolvashatd az 6sszesen hat meghatarozott
QTL kromoszomalis lokalizacidja. Az azonositott hat QTL tovabbi elemzése ANOVA
tablazattal tortént ,refqtl” fliggvény segitségével (8. tdblazat), ami sordn meghataroztuk a
QTL-ekhez legkdzelebb esé markereket A VIG1 az 1-es kromoszéman 8.0 cM-nal, a VIG2 a
2-es kromoszoéman 5.5 cM-nal, a VIG3 a 3-as kromoszoman 104.0 cM-nal, a VIG4 a 4-es
kromoszoman 89.0 cM-nal, a VIG5 a 6-os kromoszoman 3.5 cM-nal, és a VIG 6 a 7-es

kromoszoman 73.0 cM-ndl helyezkedtek.
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10.abra: A ’vigor’ tulajdonsaggal kapcsoltsagot mutatd
QTL-ek helyei a kapcsoltsagi térképe
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QTL Marker Kromoszoma | Pozicio (cM) LOD
VIG1 CA3373 1 8.0 5.89
VIG2 CA048 2 55 4.53
VIG3 CA990 3 104.0 4.89
VIG4 CA094 4 89.0 7.98
VIG5 CA2187 6 3.5 5.80
VIG6 CA702 7 73.0 8.07

8.tablazat: Részletesebben elemzett LOD értékek a ’vigor’ tulajdonsag esetén

A ’vigor’ tulajdonsaggal kapcsoltsagok mutato 6 azonositott QTL-hez legkozelebb
térképezett markerek: CA3373 marker a VIG1, a CA048 marker a VIG2, a CA990 marker a
VIG3, a CA094 marker aVIG4, CA2187 marker a VIG5, mig a CA702 marker a VIG6 volt.
A kis vigora P1 sziil6tél szarmazod allél (A) adja az alacsonyabb pontszamot nyujto
fenotipusos értéket 6t QTL-hez legkdzelebbi marker esetén (11.abra), mig a magasabb
pontszamot add fenotipusos érték a P2 sziilobdl szarmazd B alléllal jellemezhets. Ez alol

kivétel a CA702 marker, ahol a heterozigota AB genotipust egyed heterdzis hatast mutat.
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11.abra: Az egyes kromoszomakon azonositott QTL cstcsahoz legkozelebb
térképezett markerek
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4.3. Levél hosszusag QTL analizise

A ’levél hosszlisag’ elemzése soran a mért adatokat Osszegeztiik, majd atlagoltuk, igy
megvizsgalva az egyes levélhosszusag kategoriak eloszlasat az F2 populacioban. A két sziilo
P1: 41-48 cm, P2: 57-64 cm értékeket kapott. A 12. abran lathato a levél hosszasag

fenotipizalasi eredménye.
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12. abra: A levél hosszlsag tulajdonsag fenotipizalasi eredménye

A levél hosszusag felvételezéseinek eredményei alapjan az F2 populacié egyedeinek jelentos
része berendezkedik a sziil0 vonal értékei kozé, azaz normal eclosztast mutat. A QTL
térképezési eredményeink alapjan hat kromoszoman kaptunk olyan LOD értékeket (7.05,
4.84,7.81, 6.25, 3.62, 5.20), amelyek meghaladtak a kiiszobértéket (9. tablazat, 13. abra).

9.Tablazat: Levélhosszusag esetén szamitott legmagasabb LOD értékek és poziciok az egyes

kromoszoémak esetében.

Lokusz Kromoszoma Pozicié (cM) LOD érték
CA2605 1 65.0 7.05
c2.loc3.6 2 2.5 4.84
CA4817 3 55.0 3.34

c4.loc01.6 4 90.5 7.81
5.10c93.6 5 82.0 0.89

CA4706 6 15.0 6.25

CA857 7 90.0 3.62

CA926 8 50.0 1.22
9.loc63 9 52.0 5.20
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A meghatarozott QTL-eket ’ALH1’, ’ALH2’, "ALH3’, ’ALH4’, "ALH5’, ALH6’ néven
hivatkozom. Az 1-es kromoszoman elhelyezked6 ALH1 régi6 9.50 %-at, ezzel szemben a 2-
es kromoszoman elhelyezked6 ALH2 a térképezési populacidban megjelend fenotipusos
variabilitas 4.95 %-at magyardzza. A legmagasabb variancia értéket a 4-es kromoszoéman 1évo
ALH3 képviseli, amely a variabilitas 10.19 %-at magyarazza. A 6-os kromoszéman (ALH4)
szintén magas 7.87 %, mig a 7-es kromoszoéman talalhato ALHS csak 3.70 %-a megjelend
variabilitdsnak. A 8-as kromoszoman ALH6 5.54 %-a varianciaval rendelkezik (10. tablazat).
Osszesen 5 kishatasu és egy kozepes hatasu QTL-t sikeriilt azonositani. A régiok kozott nem

volt kimutathat6 kolcsonhatas. A hat QTL egyiittes a variabilitas 41.74%-at adja.
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13. dbra: Az egyes kromoszomakra térképezett markerekhez rendelt LOD értékek a
levélhosszusag elemzése soran

10. tablazat Levélhosszusag kialakitasaban szerepet jatszo régiokra készitett ANOVA
tablazat

df TypelllSS LOD %var Fvalue Pvalue(Chi2) Pvalue(F)

1@65.0 2  22.28 840 9501 19.946 0 8.20e-06 falaied
2@2.0 2 16.57 474 4951 10.608 0 0.000149 falaied
4@90.0 2  16.92 9.38 10.194 22.114 0 0.000125 Fkk
6@150 2  30.66 737 7.873 17311 0 1.31e-07 falaied
7@90.0 2 2281 358 3.70 8.095 0 6.29e-06 falaied
9@52.0 2  31.90 528 5541 11.699 0 7.17e-08 el
Signif. codes: 0 ™**'0.001 **'0.01*'0.05'.'0.1"''1
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14.abra: A levél hosszsag esetén meghatarozott QTL-ek pozicioi a genetikai térképen

A QTL-ek elhelyezkedését 14. abra mutatja be a kapcsoltsagi térképen. A részletesebben
vizsgalt QTL elemzés eredménye a 11. tablazatban szerepel. Az ALH1 az 1-es kromoszoman
115.5 cM-nal, az ALH2 2-es kromoszoman 1.5 cM-nal, ALH3 a 4-es kromoszoéman 91.0 cM-
nal, az ALH4 a 6-o0s kromoszéman 6.0 cM-nal, az ALHS5 a 7-es kromoszéman 90.0 cM-nal és
az ALH6 9-es kromoszoman 65.0 cM-nal azonositottak. Az azonositott QTL-ekkel
legkozelebb térképezett markerek hatasat a vizsgalt tulajdonsédgra a 15. dbra mutatja be.
Kozilik négy marker (ALH2 ALH3, ALH4, ALHS) az A allélre- ami 41-48 cm levél
hosszusagot jelentd P1 sziil6tdl szarmazik- homozigota genotipusokndl a hasado
populdcidkban rovidebb levél hossz fenotipussal fligg Ossze, mig a B allélra - 57-64 cm-t
mutatd P2-es sziil6- homozigéta egyedek hosszabb levelet fejlesztenek. Az ALH1 és ALH6

QTL-ekhez legkdzelebbi két markerezzel ellentétes eredményt adnak.

11.tablazat: Részletesebben vizsgalt LOD értékek a levélhosszisag tulajdonsag esetén

QTL Marker Kromoszoma | Pozicié (cM) LOD
ALH1 CA2999 1 115.5 9.16
ALH2 CAT799 2 1.5 4.78
ALH3 CA2187 4 91.0 9.61
ALH4 CA6298 6 6.0 7.85
ALH5 CA857 7 90.0 4.36
ALH6 CA5462 9 65.0 5.89
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15.4bra: Az egyes kromoszoman azonositott QTL csucsokhoz legkozelebb térképezett

markerek
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4.4, Levél szélesség QTL analizise

A fenotipizalas sordn egyedenként 3 kiilonbozd levélnek mértik meg a szélességét, majd
ezen adatokat atlagolva kaptuk meg a QTL analizisre hasznalt adatsorunkat. Ezen adatsor
eloszlasat mutatja be a 16. dbra. A P1-es sziil6 leveleinek atlaga 7-12 cm kozott, mig a P2-es

sziil6é 19-24 cm kozott volt.

Fenotipus
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16. abra: A levél szélesség fenotipizalasi eredményei

A levél szélesség felvételezéseinek eredményei alapjan normal eloszlast mutatnak az F2
populacié egyedei, mivel jelentds résziik berendezkedik a sziild vonal értékei kozeé. A 11.
tablazat mutatja a levél szélesség esetén szamitott legmagasabb LOD értékek és pozicidkat az
egyes kromoszomak esetében. A kiiszobértéket két feltételezett QTL haladta meg (4.91, 5.82
LOD értékkel).

11.tablazat: Levél szélesség esetén szamitott legmagasabb
LOD ¢értékek és poziciok az egyes kromoszoémak esetében

Lokusz Kromoszoma Pozicié (cM) LOD érték
CA2999 1 115.0 2.24
c2.locl.6 2 0.5 491
CA2762 3 70.0 1.97
c4.loc71.6 4 60.5 5.82

CA591 5 45.0 1.42

CA602 6 55.0 2.86
c7.10c87.6 7 76.5 3.14
c8.1oc30 8 29.0 2.04
CA5462 9 65.0 3.10
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A levél szélesség tulajdonsaggal kapcsoltsdgot mutatoan 2 QTL-t azonositottunk, melyeket
elneveztiink ’ALW1’ és *ALW2’-nek. A 2-es kromoszoéman az ALW1 6.75 %-ban, mig az
ALW2 a 4-es kromoszomén 8.03 %-ban felel a fenotipusban megjelend variancidért (17.
abra, 12. tablazat). Mindkettd kishatas QTL. Szignifikdns kolcsonhatds nem jelentkezett a

két régid kozott. Egyiitt a két QTL 16.22 %-at magyarazza a megjelend variabilitasnak.

17.abra: Az egyes kromoszomakra térképezett markerekhez rendelt LOD értékek levél
sz¢lesség elemzése soran
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12. tablazat: Levél szélesség kialakitasaban szerepet jatszo régidkra készitett ANOVA

tablazat
df TypelllSS LOD %var Fvalue Pvalue(Chi2) Pvalue(F)
2@0.0 2 1581 4523  6.757 10.608 0 3.64e-05 falalel
4@60.0 2  186.3 5295 8.031 12.53 0 6.37e-06 folalel
Signif. Codes : 0 “***’0.001 “***0.01 “**0.05°.>0.1 “ “ 1

A kapcsoltsagi térképen (18. abra) leolvashatd, hogy az ALWI1 a 1-es kromoszéman, mig az
ALW?2 a 3-as kromoszéman talalhato. A részletesebben vizsgalt QTL elemzés eredménye a
13. tablazatban lathato, a 2-es kromoszoman 1.5 cM-nal, a 4-o0s kromoszoéman pedig 60.5cM-
nal ) pozicidba keriiltek. Az azonositott QTL-ekkel legkdzelebb térképezett markerek
eredményeit a 19. dbra mutatja be. Az ALW1-es QTL fenotipusos hatasat a CA779 marker,
még ALW2-es QTL fenotipusos hatasat a CA416 marker reprezentalja. Mindkét marker

esetében a P2-es sziil6tdl szarmazo allél biztositja a magasabb fenotipusos értéket.
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18. abra: A levél szélesség esetén meghatarozott QTL-ek pozicidi a genetikai térképen

13. tablazat: Részletesebben vizsgalt LOD értékek a levél szélesség tulajdonsag esetén

QTL Pozicio Kromoszoma | Pozicio (cM) LOD
ALW1 CA779 2 15 4.59
ALW?2 CA416 4 60.5 5.24
CA416 marker
CA779 marker
21.0 20.0 i
£ 205 1’ 195 - 2;__——————’0
2200 1 19.0 + +
%195 7 N 18.5
% 122 | /i 107
5 - ) N
% 180 - T 175 é
175 4+ 17.0 H
T T T T | I
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19. abra: A 2-es és 4-es kromoszoman azonositott QTL csticsahoz legkdzelebb térképezett
markerek hatasa a levél szélességre
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4.5. Levél hosszusag és szélesség hanyadosanak QTL analizise
A levél hosszusag és szélesség hanyadosabodl kiszamolt fenotipusos gyakorisag diagramja

lathat6 a sziilok értékeivel egyiitt a 20. abran. A kisebb értékek a levelek kerekségre utalnak,
mig a nagyobb értékek a hosszukas alakra.
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20. abra: A levél hosszlisag és szélesség hanyadosabol kiszdmolt fenotipusos gyakorisag

A 14. tablazatban a levél hosszlisag €s szélesség hanyadosanak szamitott legmagasabb LOD
értékek és poziciok az egyes kromoszomak esetében. Osszesen 6t csics jelent meg a

meghatarozott kiiszobértek felett (4.57, 3.89, 15.42, 11.17, 5.07), ami a 21. dbran lathato.

14. tablazat: Levél hosszisag €s szélesség hanyadosanak szdmitott legmagasabb LOD
értékek és pozicidk az egyes kromoszomak esetében

Lokusz Kromoszoma Pozicié (cM) LOD érték
cl.loc45 1 34.0 4.57
c2.locs 2 4.0 1.05
CA529 3 115.0 1.14
cd.loc2 4 1.0 3.89
CA521 5 85.0 1.28
c6.loc42 6 31.0 15.42
c7.loc85 7 74.0 11.17
CA2976 8 65.0 5.07
c9.loc3.6 9 25 1.53
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21. abra: Az egyes kromoszomakra térképezett markerekhez rendelt LOD értékek levél
hosszusag €s szélesség hanyadosa elemzése soran
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A 15. tablazatbol leolvashat6 a hdrom alacsonyabb csucs a 1-es, 4-es és 8-as kromoszoman,
mig a két kiemelked6en magas csucs a 6-o0s €s 7-es kromoszéman talalhato. Ezen cstucsokra a
tovabbiakban *SOL1’, ’SOL2’, *SOL’3, *SOL4’ és *SOL5’-ként fogok hivatkozni. Az 1-es
kromoszoéman a SOL1 4.27%-ban, a 4-es kromoszoman a SOL2 3.64 %-ban, a 8-as
kromoszéman SOLS 5.76 %-ban felel a fenotipusban megjelend varianciaért. A két
kiemelkedd fenotipust meghatarozo érték a 6-os kromoszéman 1évé SOL3esetében tapasztalt
21.83 %, és a 7-es kromoszoman elhelyezkedd SOL4 esetében kimutatott 15.47 %variancia.
Osszesen harom kishatast, egy kozepes hatast és egy nagy hatasu QTL-t sikeriilt azonositani.

Kolcsonhatas a kromoszoma régidk kozott nem volt kimutathato.

15. tablazat: Levél hosszusag és szélesség hanyadosanak kialakitdsaban szerepet jatszo
régiokra készitett ANOVA tdblazat

df Type 111 SS LOD %var F value Pvalue(Chi2) Pvalue(F)

1@34.0 2 1330 4.348 4.276 9.978 0 6.72e-05 falekal
4@0.0 2 1106 3.72 3.643 8.301 0 0.000321 folakel
6@30.0 2 6.770 19.412 21.835 50.803 0 < 2e-16 il
7@740 2 4791 14393 15472 35.953 0 1.73e-14 Hx
8@65.0 2 1765 5819 576 13.245 0 3.36e-06 ikl

Signif. codes: 0 ***'0.001 **'0.01*'0.05"'.'0.1''1
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22. abra: Levél hosszlisag ¢és szélesség hanyadosanak QTL helyei a kapcsoltsagi térképen

A kapcsoltsagi térképrol leolvashatoak az egyes QTL-ek elhelyezkedése (22. abra). A SOL1
az els6 kromoszéman, a SOL2 a 4-es kromoszoman, a SOL3 a 6-0s kromoszoma, a SOL4 a
7-es kromoszoman a SOLS pedig a 8-as kromoszoman helyezkedik el. Részletesebb
elemzésiik eredményeként sorjaban az 1-es kromoszoma 8.5 cM pozicioba, 4-es kromoszéma
1.5 cM pozicidba, 6-os kromoszoma 29.0 cM pozicidba, 7-es kromoszoémaba 74.5 cM
hosszusag hanyadosa tulajdonsaggal kapcsoltsagok mutatd 5 azonositott QTL-hez
legkozelebb térképezett markerek:SOL1 a CA3373 marker, SOL4 a CA480 0.07, SOL6 a
CA974 marker, SOL7 a CA353 marker, SOL8 a CA2976 marker. Az elemzés soran két
marker eseténben a B allél (P2 sziild) biztositja a magasabb értéket (CA974, CA353), harom
esetén pedig az A allél (P1 sziild) (CA3373, CA480, CA2976).

16. tablazat: Egyes kromoszoman azonositott QTL csticsahoz legkdzelebb
térképezett markerek részletesebb elemzésének eredménye

QTL Marker Kromoszoma | Pozicié (cM) LOD
SOL1 CA3373 1 8.5 4.74
SOL2 CA480 4 1.5 4.31
SOL3 CA974 6 29.0 19.48
SOL4 CA353 7 74.5 14.31
SOL5 CA297 8 65.0 5.73
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23. abra: Az egyes kromoszoman azonositott QTL cstcsédhoz legkdzelebb térképezett
markerek hatasa a levél hosszsag és sz€lesség hanyadosanak esetén
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5. Osszefoglalas

A karfiol agronémiailag fontos tulajdonsagainak fenotipus alapjan torténo szelekciojat
a kornyezeti hatasok nagymértékben befolyésoljak. Ez iddigényes €s koltséges eljaras. A
hagyomanyos nemesitéssel szemben a markerekre alapozott szelekci6 (MAS) modszere
lehetové teszi a tulajdonsagok legeldnydsebb kombindcidinak kivalasztasat, igy rovidebbé
teszi a nemesités idejét. Mivel a térképezési populacio két, fenotipusosan nagy eltérést mutato
szilotol szarmazik, az F2-es populdcidban szdmos tulajdonsag esetén tapasztaltunk nagyfoku
variabilitast. A fenotipizalas soran 23 tulajdonsagot vizsgaltunk, melybdl 5 tulajdonsag keriilt
kielemzésre ebben a munkaban. A karfiol termesztése soran szamos agronomiai tulajdonsag
nagy jelentdséggel bir. Fontos tulajdonsag az ontakaras, illetve a levelek allasa, mely a karfiol
rozsa védelmére szolgdl a napsugarzas okozta elszinezddéssel, és mechanikai sériilésekkel
szemben is. A levelek bizonyos foku védelmet jelenthetnek a rozsara nézve a kiilonb6zd
betegségektdl és kartevoktol is. Stressz hatasara egyes genotipusok hajlamosak lehetnek a
karfiolrozsdban az egyes rozsacskdk kozott is leveleket fejleszteni, ami bizalmatlansagot kelt
a vasarloban, a terméket ecladhatatlanna teszi. A klimavaltozas hatasai napjainkban a
sz€lsOséges €s gyorsan valtozo kdrnyezeti tényezokben érzékelhetd, amely a karfiol termeld
gazdakat is nagy kihivasok elé allitja. Az 0 fajtak eldallitdsanak napjainkban egyik legfébb
célkitlizése a megbizhatd, kiszamithatatlan iddjardsi koriilmények kozott is termelhetd,
megfeleld vigorral — és ezzel egyiitt nagyobb altalanos ellenalloképességgel rendelkezd fajtak
eldallitasa. Ugyanakkor az itt emlitett tulajdonsdgok ismereteink szerint nem monogénes,
hanem mennyiségi szabalyozés alatt allnak, igy az ilyen tulajdonsagokra torténd szelekcio
csupan fenotipus alapjan rendkiviil nehéz.

Az 5 vizsgalt tulajdonsagot tekintve jelen populacioban Osszesen 22 QTL-t sikerdilt
azonositanunk, melybdl 1 nagyhatasu, 2 kozepes hatast €és 19 kishatast. Az azonositott QTL-
ek koziil 3 kromoszoma régid szignifikans hatdsat tobb tulajdonsag esetében is megjelent. A
CA3373 marker a levél szélesség és hosszisag hanyadosagban és a vigorban, a CA779
marker a levél hosszusagban, illetve szélességben, mig a CA2187 marker a levél hossziisag
¢s vigor tulajdonsagok kialakitasaban is szerepet jatszik. Elmondhaté, hogy minden
tulajdonsag a vegetativ novekedést szolgdlja, igy az egyezés nem meglepd, hiszen a vigor
kialakitasaban egyéb tulajdonsagok mellett nagy szerepet jatszik a levelek mérete is. A jelen
populédcidban azonositott ’levél atndvés a rozsan’ tulajdonsaggal kapcsoltsdgot mutatd dsszes
QTL segitségével 18.84 %-ban képesek vagyunk meghatarozni, hogyan fog megjelenni ez a
tulajdonsag a populacié egyes tagjain. Osszesen harom, 1-es, 4-es, 7-es kromoszoman
azonositott QTL-ek (BRAL, BRA2, BRA3) QTL-t talaltunk. Kolcsonhatas jelentkezett a
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kromoszomak kozott. A vigor tulajdonsag vizsgalatakor 6sszesen hat kishatdsu QTL-t sikertilt
azonositani (VIG1, VIG2, VIG3, VIG4, VIG5, VIG6), melyek egyiittesen 41.1 %-ban
magyarazzak a fenotipusban megjelend variabilitast. A kiilonbozé QTL-ek az 1-es, 2-es, 3-as,
4-es, 5-08, 6-0s ¢és 7-es kromoszoéman helyezkednek el. A levél hosszisdg mérésekor ot
kishatasu ¢és egy kozepes hatast QTL-t taladltunk. Az 1-es, 2-es, 4-es, 6-0S, 7-es és 9-es
kromoszéman talalhato QTL-ek (ALH1, ALH2, ALH3, ALH4, ALH5, ALHG6), melyek
egylittesen 41.74 %-ban magyarazzdk a variabilitdst. Ezzel szemben a levél szélesség
adatainak kiértékelésekor 0sszesen két kishatasi QTL-t azonositottunk (ALW1 és ALW?2),
melyek a 2-es és a 4-es kromoszoman helyezkednek el. Ez a két QTL egyiitt a populacioban
megjelend fenotipusos variancia 16.22 %-aért felelds. Ezzel szemben a levél szélesség és
levél hosszisag hanyadosbol szamitott, igy a levelek formajanak jellemzésére hasznalhatd
QTL-ek egylitt a fenotipusos variabilitast csaknem 45.25 %-ban magyardazzak. Négy kis
hatast, egy kozepes hatasu és egy nagy hatasi QTL-t sikeriilt azonositani. Az egyes QTL-ek
(SOL1, SOL2, SOL3, SOL4, SOL5) az 1-es, 4-es, 6-0s, 7-es és 8-as kromoszoman
helyezkednek el.
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Tulajdonsag Azonositott | Kromoszoma | LOD AQTL QTL | Konfidencia Egyes Modell szig | QTL hatas

QTL neve lokacié érték csuicshoz pozicio | intervallum | QTL-ek | variancia | nifik | eréssége

legkozelebbi varianciai (%) anci
marker a.

Levél atnovés a BRA1 1 4.28 CA2829 60.0 20.0-105.0 4.22 18.84 *** | kis hatast
karfiol rézsan BRA2 3 451 CA6423 143.0 125.0-145.0 5.00 *** | kis hatasu
BRA3 7 3.52 CA6368 56.5 50.0-70.0 3.69 *** | kis hatasu

Vigor VIG1 1 5.89 CA3373 8.0 0.0-95.0 5.68 41.10 *** | Kkis hatasu
VIG2 2 4.53 CA048 55 0.0-30.0 4.27 *** | kis hatasu

VIG3 3 4.89 CA990 104.0 95.0-115.0 4.28 *** | kis hatdsu
VIG4 4 7.98 CA094 89.0 60.0-95.0. 7.86 *** | kis hatasu

VIG5 6 5.80 CA2187 3.5 0.0-30.0 5.88 *** | Kkis hatasu
VIG6 7 8.07 CA702 73.0 65.0-90.0 8.36 *** | kis hatasu
Levél hosszusaga ALH1 1 9.16 CA2999 115.5 30.0-125.5 9.50 41.74 *** | kis hatasu
ALH2 2 4.78 CAT79 1.5 0.0-15.0 4.95 *** | Kkis hatasu

ALH3 4 9.61 CA6298 91.0 80.0-95.0 10.19 il kozepes

hatast

ALH4 6 7.85 CA2187 6.0 0.0-20.0 7.87 *** | kis hatasu
ALH5 7 4.36 CA857 90.0 85.0-110.0 3.70 *** | Kkis hatasu
ALHG6 9 5.89 CA5462 65.0 35.0-90.0 5.54 *** | kis hatasu
Levél szélesség ALW1 2 4.59 CAT79 1.5 0.0-15.0 6.76 16.22 *** | kis hatasu
ALW?2 4 5.24 CA416 60.5 40.0-95.0 8.03 *** | Kkis hatasu
Levél szélesség SOL1 1 4.74 CA3373 8.5 0.0-105.0 4.27 45.25 *** | kis hatasu
és hosszisag SOL2 4 4.31 CA480 1.5 0.0-20.0 3.64 *** | kis hatasu
hanyadosa SOL3 6 19.48 CA974 29.0 25.0-35.0 21.83 *** | nagyhatasu

SOL4 7 14.31 CA353 74.5 65.0-90.0 15.47 falek kozepes

hatast

SOL5 8 5.73 CA2976 65.0 50.0-90.0 5.76 *** | kis hatasu

17.abra: Eredményeket 6sszefoglalo tablazat
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A vizsgalataink eredményeit tekintve Osszességében Kkijelenthetd, hogy az elbzetes
varakozasoknak megfeleléen mind az 5 térképezett tulajdonsag mennyiségi tulajdonsag, melynek
kialakitasaban szamos, kisebb hatasu kromoszéma régi6 vesz részt.

A térképezés soran azonositott QTL-ek-hez legkdzelebb es6 markerek hatasanak
vizsgalataval az egyes tulajdonsagokra nézve tovabbi kovetkeztetések vonhatoak le. A legtobb
marker esetében lathattuk, hogy a nagyobb vigort, valamint a levelek nagyobb méretét a nagyobb
vigorral rendelkezd sziildvonalbol szarmazd allél biztositja. Azonban ez nem minden marker
esetében igaz, hiszen a vigornal azonositott hat markerbdl egy, a levélhosszisdgnal azonositott
Osszesen hat markerbd kettd ezzel ellentétes hatast mutat. Ezen markerek esetében éppen a kisebb
vigorq, és rovidebb levelekkel rendelkezé sziilévonal alléljai adnak magasabb értéket. Ez ugyan
els6 latasra ellentmondasnak tlinhet, de nem meglep6 szamos kisebb QTL -lel kapcsoltsagot mutato,
mennyiségi tulajdonsagok esetében, ¢s magyarazattal szolgal arra is, hogy miért latunk az F2-es
populacioban a sziilok értékeit meghalado fenotipusu egyedeket is.

A szakirodalomban mar emlitett Branham és munkatarsai (2016) a brokkoli esetében az
abiotikus tipust stresszt tekintve kifejezetten a hdstresszt vizsgaltdk, ahol 5 jelentés QTL-t
azonositottak a 2-es, 3-as, és 8-as kromoszoman, amelyek Gsszesen a hotliré képesség valtozasanak
62%-at magyardztak. A ‘levél 4tnovés a karfiol rozsan’ tulajdonsag vizsgalata sordn az 1-es, 3-as, és
7-es kromoszéman taldltunk kolcsonhatasban 1évé QTL-eket. Elmondhatd, hogy mindkét
kutatisban a 3-as kromoszomdan taldlhatdé QTL. Szintén a rozsa fejre vald kutatdst végeztek
Matschegewski és munkatarsai (2015) karfiolon. Osszesen 18 QTL-t taldltak a karfiol rézsa
kialakulasdhoz kapcsoltan, az 1-es, 2-es, 3-as, 4-es, 6-0s, 8-as és 9-es kromoszémakon kiillonb6z6
hémérsékleteken. Osszegezve a mi vizsgalati eredményeinkkel, az 1-es és 3-as kromoszoéman
mindkét kutatds azonositott QTL-eket. A vegetativ részek vizsgélta soran kapott eredményeket
Osszehasonlitva a levél hosszusag esetén a 2-es, 4-es, 7-es €s 9-es kromoszoma, a levél szélesség
esetén a 2-es és 4-es kromoszoma, mig a vigor esetén 2-es, 6-0s, és 7-es kromoszoman azonositott
QTL-eket Katarina Jovic is kaposzta esetén.

Az altalunk vizsgalt tulajdonsagok fenotipus kialakitasaban tehat tobb kromoszémarégio is
részt vesz, melyek egyenként kiillonb6zé mértékben befolyasoljak az adott jelleget. Eredményeink
kromoszémarégiokhoz szoroson kapcsolt molekularis markerek tervezéséhez is, igy segitve a

gyakorlati nemesités munkajat.
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7.2. RQTL/parancsok

library (qtl) - a ’qtl’ programcsomag betoltése,
library(LinkageMapView) - ’LinkageMap view’ programcsomag betoltése a kapcsolatcsoport-leképezések
eloallitasahoz,
read.cross - adatsor beolvasasa,
format=c("'csv""): az adatsor formaja csv fajl,
dir="1fajl " — elérési utvonal,
na.strings=c("-","NA") - a "-" és "NA" karaktereket értelmezze NULL (hianyz6) értékeknek,
genotypes=c("'A"",""H",""B"") — genotipusokat hataroz meg,
alleles=c(""A™,"B"") — lehetséges allélokat adja meg,
estimate.map=FALSE — nem becsiilje meg automatikusan a térkép tavolsagat,
convertXdata=TRUE - a fiiggvény konvertélja a genetikai adatokat,
error.prob=0.0001 — hiba valosziniisége,
map.function=c(**kosambi’’) - genetikai térképezés modszere,
BC.gen=0, F.gen=0 — keresztezési tipus,
calc.genoprob(qtl): kiszamitja milyen valdszintiséggel fordul el6 a feltételezett QTL az adott
kromoszoman,
step=0.5 — a genetikai térképezés soran alkalmazott 1épéskdzt hatarozza meg,
map.function=""kosambi"* — genetikai térképezés modszere,
error.prob=0.01 — hiba valdsziniisége,
jittermap (qtl): A genetikai térkép markereinek helyzetét Gigy hatarozza meg, hogy ne legyen két marker egymason.
scanone {qtl} - egyszempontos QTL analizist készit az altalunk beallitott, alabbi paraméterek szerint.
plot - az eredmények grafikus megjelenitése kromoszoman.
pheno.col="0szlop’ — melyik oszloprol kériink informaciot,
plotPheno — fenotipus eredményeinek megjelenitése,
plotMissing — hidnyz6 genotipus adatok megjelenitése,
nmar — a markerek szdmat hatdrozza meg az egyes kromoszoémakra
cim(qtl) — Osszetett intervalum térképezés
window=20 — megjelenitett ablakok mérete
summary- az eredmények tablazatos megjelenitése
perms=operm — permutacios teszt szamat/paraméterét adja meg,
alpha=c(0.05, 0.01) — szignifikancia szint,
pvalues=FALSE - p-érték,
abline — egyenesek (vizszintes vagy fliggbleges) hiizasa
’h’ - vizszintes vonal helyzete
tresh[1] — altalanos LOD kiiszobérték
’Ity’ - vonal tipusa
’Iwd’ - vonal vastagsaga
>col’ — vonal szine
sim.geno (qtl) — az egyes feltételezett QTL-ekre végez varianciaanalizist, figyelembe véve a megengedett
hibahatarokat.
’n.draws’ - a szimulacios ismétlések szama
>step’ - maximum tavolsag a feltételezett poziciok kozott cM-ben megadva.
>error.prob’ - a feltételezett QTL becslési hibdjanak mértéke
makeqtl (qtl) - ez a funkcié az adott kromoszoémaszamot és poziciot kapcsolja ssze a legkdzelebb esé markerrel
fitgtl (qtl) - specifikus, tobbszempontos QTL-modell alkalmazasat jelenti, amellyel nemcsak az egyes QTL-ek hatasait,

s

formula’ - azt a képletet jeloli, amelyhez a modellt illesztjiik,
(példaul: y~Q1+Q2+Q3+Q1*Q2+Q1*Q3+Q2*Q3)
’dropone=TRUE’ - az illesztés soran az egyes valtozok megvizsgalasa és azok hatasa,
*get.ests=FALSE’ - az illesztési becslések,
refingtl — QTL elemzés finomitasat végzi el
’method=hk’ - Haldane-Kosambi térképezési modszert
lodint (gtl) — LOD intervallumok kiszamolasa a scanone adatokbol
’expandtomarkers=TRUE’ — intervallumot a szomszédos markerhez kapcsolni
find.marker (qgtl) - meghatarozza az adott poziciohoz legk6zelebb 1évé markert,
effectplot (gtl) - grafikusan megjeleniti a genotipus csoportokhoz hozzarendelt fenotipus atlagot, egy-egy marker
esetében.
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7.3.Fenotipizalasi adatsorok

18.tablazat: A 23 meghatarozott fenotipusos tulajdonsag

5 7 Pontozas . 7 Pontozas
Tulajdonsag értéke Tulajdonsag értéke
1. Vigor é Kicsi i3, Levelek szama | db
: hagy
2. Levélallas L: sze’t te,r il 14, Roézsa atméré | cm
9: felallo
., | 1:puha . 2
3. Keménység 9: kemény 15. Rozsa magassag | cm
p . P 1: zart ; 5
4, Rozsa fejek zarédasa : 16. Rozsa alak | cm
9: lyukas
5. Rézsa Szorozottség L nlgcg 17. Szarmagassag | cm
9: sz0ros
1: nem
6. Smoothness | jellemzd 18. Novények magassag | cm
9: jellemzé
. . 1: fehér Levél szélessége
7. Rézsa szine 9: sétét zold 19. (itlag) cm
1. tele van Levél hossziisaga
8. | Levél atnovés a rozsan | levéllel 20 . s cm
- . (altag)
9: nincs levél
1: erdés Levélhosszusag és
9. Antocianossag | elszinezédés 21 szélességének | cm?
9: nincs hanyadosa
1: nem viaszos
10. Viaszossag | 9: erés 22. Viragzas | nap
viaszréteg
Betakaritasi/Ertékelési Ertékeléstél viragzasig
1. ids | " 23, eltelt id6 | "*P
12. Oldalhajtasok szama | db
19. tablazat: A kivalasztott 5 tulajdonsag fenotipizalt eredményei
Tételszam Levélatnovés a Vigor Levél hossziisag Levél Levél szélesség és
rézsan (pontok) (pontok) atlaga (cm) szélesség hosszusag hanyadosa
atlaga (cm) (cm?)
23C9076.1 9 6 39.67 15.43 2.57
23C9076.2 9 6 49.83 21.17 2.35
23C9076.3 9 5 34.17 14.5 2.36
23C9076.4 6 7 45.33 21 2.16
23C9076.5 9 5 35.33 13.33 2.65
23C9076.6 9 6 56.4 25.2 2.24
23C9076.7 9 5 42.63 15.33 2.78
23C9076.8 9 8 58.83 17.83 3.3
23C9076.9 8 6 38.93 19.23 2.02
23C9076.10 8 7 445 2217 2.01
23C9076.11 9 6 475 19.1 2.49
23C9076.12 8 5 55.2 19.9 2.77
23C9076.13 9 7 50 20.83 24
23C9076.14 9 5 449 19.83 2.26
23C9076.16 9 7 48.37 20.67 2.34
23C9076.17 9 4 42.33 16.83 2.51
23C9076.18 9 7 54.6 19.13 2.85
23C9076.19 8 7 43.83 20.6 2.13

50




