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1. Bevezetés és célkituzés

A fogyasztdéi dontést elsésorban a szin befolyasolja, amely a gyiimolcsok és zoldségek egyik
legfontosabb mindségi jellemzdje (Volden et al., 2008). Az emberek szamara egyre fontosabba valik,
hogy egészséges ételek fogyasztasaval hozzajaruljanak az egészségiik megdrzéséhez.

Hou (2003) vizsgalataival bizonyitotta, hogy az antocidn tartalmu termékek fogyasztisa
antioxidans ¢és gyulladascsokkenté hatasuk miatt csokkentik a sziv- és érrendszeri betegségek
kialakulasat, szamos kronikus betegség és a rak kockazatat. A lila karfiolban az antocian tartalom igen
kiemelkedd, megkozelitéleg 375mg/100g, hasonléan, mint az afonydban. A gyiimdlcsok antioxidans
hatast anyagaik a szinanyagok és a C-vitamin, ezek gyokfogd kapacitasuk révén semlegesitik a
szervezetben a kiilonbozo karos anyagokat.

Chiu és munkatarsai (2010) kisérleteibdl kideriilt, hogy a ’lila mutéacio’ kialakuldsat a karfiolban
Harbinger DNS transzpozon inszercidé 0kozza, amely az antocian bioszintézisben részt vevé gének
mikodését befolyasolja. Ez felelds a gének tulexpresszalodasaért, és az igy kialakult lila szinti
fenotipusért (Chiu et al., 2010).

A nemesiték szadmdara a heterozigota és homozigota lila karfiol genotipusok elkiilonitése nem
mindig konnyi feladat. A sotétlila rozsaval rendelkezé novényrdl biztosan megallapithatd, hogy az
homozigota, de a vildgosabb lila fejek is lehetnek homozigotak a rdzsa szinezddésétdl fliggetlentil,
feltételezhetden modifikator gének hatasanak kovetkeztében.

TDK dolgozatunk célja olyan kodominans molekularis marker kifejlesztése és alkalmazasa volt, a
kiilonb6z6é genotipusok molekularis elkiilonitését eldsegiti. A kodominans molekuldris markerek
alkalmazasanak egyik nagy eldénye, hogy a tervezett primerek segitségével a novényeket mar korai
fenologiai fazisban szelektalni tudja a ndvénynemesitd. A PCR ¢és a gélelektroforézis megbizhato
genetikai vizsgalati modszerek, ezek hasznélatdval id6 és pénz takarithatd meg, ami a nemesitésben
kiilonosen fontos szempont. Tovabbi céljaink kozé tartozik a vords képosztdban is az antocidn

bioszintézisben részt vevo gének vizsgalata €s a molekuléris hattér feltérképezése.



2. Irodalmi attekintés

2.1 A karfiol szarmazasa, elterjedése

A Kkarfiol (Brassica oleracea var. botrytis) a kaposztafélék kozott az egyik legkésGbb
termesztésbe vont valtozat. A mediterran région beliil a karfiol diverzitas egyik legfontosabb kdzpontja
Olaszorszag, a 16-17. szédzadban innen keriilt a karfiol ndvény a tobbi eurdpai orszagba. Hazai
fogyasztasa nem jelentds (0,5 kg/f6/év). Egyéves novény, hlsosan megvastagodott virdgzati

kezdeményét, azaz a karfiolrozsat fogyasztjuk (Pék et al., 2007) (1. abra).

1. abra: Valtozatos szinii karfiolok. (Készitette: Dr. Galli Zsolt, Syngenta Seeds, Ocsa)

A z0ldségek, és gyiimdlesok alapvetd része az emberi étrendnek. Fontos forrasai a sziikséges
vitaminoknak, és nagy mennyiségben tartalmaznak az emberi szervezet szamara fontos rostokat (Chiu
et al., 2010). A karfiolnak kivalo étrendi hatasa van, emellett jelentds mennyiségii C-vitamint is
tartalmaz (Pék et al., 2007).

Napjainkban az emberek egyre nagyobb érdeklddést mutatnak a szines zoldségek és gyiimolesok
irant (Acciarri et al., 2008). A szines novényi szovetek nagy mennyiségben tartalmaznak az ember
szamara fontos ¢€s nélkiilozhetetlen ndvényi szinanyagokat, melyeknek egészségmegdrzd hatasuk is
emlitésre mélto.

Az elsd lila szinli rozsat fejlesztd mutans karfiol novényt 1970-ben Danidban azonositottak. A
lila karfiol nemesitése is itt kezdddott el Daehnfeldt nemesitd cég altal. A Danidban és késobb dél-
Spanyolorszagban is folyd nemesitési munka, megkozelitéleg 20 évig tartott. 2007-ben ezt a

nemesitési projektet athelyezték Magyarorszagra, Ocsara; miutan a Syngenta felvasarolta a dan céget.



2.1.1 Szines karfiolok jellemzése

A narancssarga karfiol jelentés mennyiségii béta-karotint tartalmaz, melybdl A-vitamint allit eld
az emberi szervezet. Fontos megel6z6 hatasa van a farkasvaksaggal, és szamos érrendszeri betegséggel
szemben. Rendszeres fogyasztasaval csokkenthet6 a rak kialakulasanak kockazata (Li et al., 2007) (2.
abra).

A z0ld karfiol, a karfiol és a brokkoli hibridje. A Brassica csaladhoz tartoznak, igy
kompatibilisek az egymassal valé keresztezéshez. A zold karfiolnak édes ize van. Allaga puha, mégis
szilard, mint a brokkoli, de a karfiolhoz képest kevésbé omlds. Mar 1988-ban is allitottak elé karfiol-
brokkoli hibridet, melynek a ,,broccoflower” nevet adtak (internet 1) (2. abra).

A romanesco karfiol (csucsos karfiol) nagy dilemma, hogy brokkoli vagy karfiol, ,,Romanesco
broccoli” vagy ,,Romanesco cauliflower” néven illetik Oket. Kitlind C-vitamin forrads. Az ize kissé
fiiszeres. Spiralis cstcsos rozsaja megragadja a tekintetet (internet 2) (2. abra).

A 16 karfiol termesztd és fogyaszto teriileteken azonban egyeldre a fehér vagy a krémszinl

karfiol az elfogadott (Crisp et al., 1974).

2. abra: Szines karfiolok. (Készitette: Dr. Galli Zsolt, Syngenta Seeds, Ocsa)



2.2 A lila karfiol fenotipusos jellemzése

A Purple (Pr) gén — amely részt vesz az antocidn bioszintézisben - mutdcidja abnormalis
antocian felhalmozodast okoz a karfiol rozsajaban (3. abra). Ennek a mutacionak kdszonhetben egy
érdekes és egyediilalld mutans fenotipus alakul ki. Ennél az 0j fenotipusnal intenziv lila szinii
karfiolrdzsa és lila szinez6désii szovetek figyelheték meg (Chiu et al., 2010). Az alabbi allélok
fordulhatnak el6:

- Pr-D allél (mutaciét hordozo allél)

- prallél (vad tipusu allél)

3. abra: A Pr génben torténd mutacio altal okozott antocian felhalmozodas karfiolban. (Készitette: Dr.
Galli Zsolt)

Szabadfoldi és iiveghazi kisérletekkel igazoltdk, hogy a mutaciét hordozo lila fenotipusu
karfiolok a fehér, hagyomanyos karfiolhoz hasonléan normalis titemben nének és fejlddnek megfeleld
termesztési koriilmények kozott szabadfoldon és tiveghazban egyarant (Chiu et al., 2010). A megfeleld
koriilmények biztositasa ellenére a narancssarga karfiolok homozigota és heterozigota formai kozott
novekedésbeli kiilonbség figyelhetd meg. A heterozigéta narancssarga karfiol rézséja normal méretii, a
homozigota karfiolok térpe (dwarf) novekedést mutatnak (8. abra) (Li et al., 2001).

A lila mutans egyedekben szdvet-specifikus antocian felhalmozodas figyelheté meg. Az intenziv
lila szinez6dés leginkabb a karfiolrozsaban, ¢s fiatal szovetekben, példaul a magoncok, a nagyon fiatal
levelek, a viragriigyek, valamint a mag endospermium szoveteiben figyelheté meg (4. abra). Az

idésebb leveleken és a szarban ez az intenziv lila szinezddés altalaban nincs jelen.



4, abra: Fehér és lila karfiol ndvényi részek fenotipusos Osszehasonlitasa. Balrdl jobbra: 6t napos
magoncok, harom hetes novények, fiatal viragriigyek, mag endospermiumok. (Chiu et al., 2010)

A lila karfioloknal érdekes jelenség figyelhetd meg, ugyanis a virdgszirmokban nem halmozodik
fel antociant, annak ellenére, hogy a novényvilagban ez az egyik leggyakoribb antocian felhalmoz6
szovet. (Chiu et al., 2010)

Antocianok termelddhetnek természetes ,,valaszként™ is, kiilonboz6 stressz koriilményekre. Ilyen
stressz-koriilmény lehet példaul erds UV fény, tartds tapanyaghidny, vagy alacsony hémérséklet
(Dugassa et al., 2006). Ilyenkor az antocian képzOdés egyiitt jar egyéb lathatd nem kivanatos
hatasokkal, mint példdul visszamaradottsag a ndvekedésben, vagy a levélen kialakul6 klordzis (Yuan
et al., 2009).

HPLC vizsgalatok soran lila karfiol fiatal levelekben, rozsaban és magokban magas antocian
tartalmat detektaltak. A lila karfiolrozsa megkdozelitéleg 375 mg /100 g cianidin-digliikozidot tartalmaz
ellentétben a vad tipusu fehér karfiollal, ahol szinte észrevehetetlen mennyiségii antocian képzodik
(Chiu et al., 2010).

Az antocianok kiilonb6z6 csoportjai talalhatok meg a ndvényekben:
e sarga szin: pelargonidin 3-gliikozid
e lila szin: cianidin 3-gliikozid
e kék szin: delfinidin 3-gliikozid (Heszky et al., 2005).

A mutéans lila karfiolban 1év6 antocian 6sszetevit elkiilonitették a karfiolrozsaban, és két f6 6sszetevot
azonositottak:

e cianidin 3-(kumaril-caffeyl)

o gliikozid-5-(malonil) gliikkozid (Chiu et al., 2010).



2.3 Flavonoidok

A flavonoidok a ndvényi metabolizmus masodlagos termékei, antioxidans tulajdonsagi novényi
hatéanyagok. A flavonoidok eldgaz6 bioszintézis uton szintetizalédnak. A bioszintézis ut soran
kialakulnak szintelen és szines pigmentek is. Koes ¢és munkatarsai (2005) kisérleteik soran
megallapitottak, hogy a pigmentek lazan kotédnek az endoplazmatikus retikulumhoz, mert
valésziniileg multienzim-komplexeket alkotnak, igy ezek a vakuolumban ¢és a sejtfalban
halmozddhatnak fel. A legtobb ndvény esetében a pigmentacié csak néhany specifikus szovetre
korlatozodik, amit egyéb kiilso és belsé faktorok is szabalyoznak, mint példaul a fény.

A flavonoidok ¢és a karotinoidok széles korben elterjedt novényi pigmentek. A flavonoidokat
egyiitt alkotja a flavonoid, és az antocian, melyek széles szinspektrumot adnak: halvanysarga, skarlat
vOrds, piros, magenta, viola lila, és kék szint kolcsondznek a virdgoknak, zoldségeknek és
gyiimolcsoknek (Tanaka et al., 2008a).

A kiilonb6z6 flavonoidok sokféle biologiai funkcidt latnak el a ndvény életfolyamatai soran. A
flavonoidok ¢és az antocianok hozzajarulnak a névény védelméhez az UV-B sugarzas ellen (Martens et
al., 2003), semlegesitik a szabad gyokoket (Tanaka et al., 2008a), védelmet nytjtanak a mikrobialis és
a novényi patogénekkel szemben (Koes et al., 2005). Tovabba taplalkozasi értékiik bizonyitottan
kiemelked6 (Martens et al., 2003).

2.3.1 Az antocian bioszintézis ut

A kiilonb6z6 fajokban eltérések mutatkoznak az antocian bioszintézis Ut soran pl. kukoricaban,
tatikaban, és petuniaban, a f6 reakciok azonban azonosak (5. abra).

A prekurzorok minden flavonoid szintézisnél, beleértve az antocianokat is: a malonil-CoA, és p-
kumaril-CoA. Az els6é 1épésben malonil-CoA-bol és p-kumaril-CoA-bol (a
szinkodok az 5. abran nyomon kdvethetdk) jon 1étre, ezt a 1épést a chalkon szintdz (CHS) katalizalja.
A chalkon izomerdz (CHI) a kovetkezd 1épésben a sarga szinli tetrahidroxichalcon-bodl szintelen
naringenint allit el6. Majd a naringenin a tovabbiakban atalakul dihidrokempferolla (DHK),
flavanon 3-hidroxildz (F3H) kdzremiikodésével.

A dihidrokempferol kulcsszerepet jatszik az antocian bioszintézisben, tovabbi alakulasa donti

el a termés, vagy virag végleges szinét.



A DHK kés6ébb hidroxilalodhat dihidrokvercetinné (DHQ), flavonoid 3’-hidroxilaz
segitségével (F3°H).

Flavonoid 3’5 -hidroxilaz (F3°5’H) kozremiikodésével a DHK dihidromiricetinné (DHM) is
alakulhat. Az F3°5’H szintén szerepet jatszik a DHQ — DHM atalakulasban. Az utolsé harom enzim
- DHK, DHQ, és DHM - ahhoz sziikséges, hogy a szintelen dihidroflavonolok atalakuljanak
antocianna.

Az els6 enzimatikus atalakitas, amelyben dihidroflavonol redukcioja torténik flavan-3,4-cisz-
diolokka (leukoantocianidin) dihidroflavanol 4-reduktaz segitségével (DFR) megy végbe. Tovabbi
oxidacio, dehidratacid és gliikozilacio, a kiillonb6zo leukoantocanidineknél tégla-voros pelargonidin,
voros cianidin ¢és pigmenteket allit el6. Antocianidin 3-gliikkozidaz tovabb mddosulhat

gliikozilacio, és acilacio hatasara (Holton et al., 1995).
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5. abra. Az antocian bioszintézis sematikus abraja. (Forras: www.florigene.com)



2.3.2 A lila szinért felelos antocianok

Az antocianok masodlagos anyagcseretermékek, melyek a magasabb rendli ndévényekben
termelédnek (Takos et al., 2006). Ezek az anyagcseretermékek nemcsak a fent emlitett védo
mechanizmussal birnak, hanem fontos részét képezik a ndvényi molekularis rendszernek, igy
hozzajarulnak a novények normalis fejlodéséhez. A masodlagos anyagcseretermékek képzdodése
gyakran a novény fejlodési fazisanak kezdetét jelentik. (Broun, 2005)

Az antocianok fenil-alaninb6l szarmazod, vizoldékony vegyliletek, melyek a citoszolban
szintetizalodnak, és a vakuolumban halmozddnak fel (Tanaka et al., 2008b). A fogyasztott termések
érettsége €s a mindsége szempontjabol az antocian megfeleld6 mennyiségli felhalmozdodasa fontos
jellemz6 (Allan et al., 2008). Az antocianok széles szinskalaval rendelkeznek (6. abra) (Castaneda-
Ovando et al., 2008), ezek a pigmentek alakitjak ki a névények lila, kék és piros szinezddését (Chiu et
al., 2010).

6. abra: Az antocianok altal kialakitott szinskala. (Forras: www.florigene.com)

Az emberi szervezet szamara fontos, magas antocian tartalmu ételek ¢€s italok kozé sorolhatd a
fekete afonya, a voros kaposzta, a lila édesburgonya, a vordsbor, vagy a fekete afonya kivonat (Hou,
2003); valamint a dolgozatban bemutatott tulajdonsagai miatt a lila karfiol is.

Az antocianok hasznositasa jelentds még az élelmiszeriparban, a gyogyszeriparban, a kozmetikai
iparban, de csak alacsony aranyban vonhat6 ki. Alkalmazasuk korlatozott, mert szerkezetiik instabil, az
izolalt antocian érzékeny, emiatt konnyen lebomlik. Stabilitasat kiilonb6z6 faktorok befolyasoljak,
mint a pH, a taroldsi homérséklet, a kémiai szerkezet, a koncentracid, a fényhatas, az oxigén
mennyisége, vagy az enzimek, flavonoidok, proteinek, és fémionok (Castaneda-Ovando et al., 2008).
Egy tanulmanyban Loropetalum chinense var. rubrum (bordéleveli tulipanfa) novénybdl kivont
antocian stabilitasat vizsgaltak eltérd pH és homérséklet hatasara. Azt tapasztaltak, hogy az antocian
alacsony hémérsékleten stabil marad, a hémérséklet novekedésével azonban gyorsan degradalodik.
Viltozo pH értékek hatdsara az antocian szine megvaltozik. Kisérletiikben 3,0 —r6l 7,0 —re emelték a
pH-t, ek6zben az antocian instabilla valt, és eltiint (Qian-Rui et al., 2003).

Az antocianoknak és egyéb pigmenteknek szerepilkk van még a ndvények reproduktiv

szabalyozasaban, feltind sziniikkel csalogatjak a rovarokat, igy alakitjak ki a ndvények és allatok
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kozotti interakcidt. Az allatok jobban megtalaljdk az €lénk szinli gyiimolcsoket, igy biztositjak a

magok szétszorodasat (Alla et al., 2008).

2.4 Pr (purple —lila) gén

Mutansok analizise megkonnyitette a gének vizsgalatat és felfedezését, amely igy magyarazatot
adott az antocian bioszintézisére és szabalyozasara. Annak ellenére, hogy sok kutatast végeztek az
antocian termeléssel kapcsolatban, alig néhany esetben vizsgéltak z6ldségnovényt.

A lila karfiol névények mutacidja azért érdekes, mert intenziv antocian termelés kovetkezik be
az egyébként alacsonyan pigmentalt rozsafejekben és magokban - ebben a két gazdasagilag jelentds

Arabidopsis-ban, kukoricaban, petiniaban, tatikaban ¢és mas ndvényfajokban antocian
bioszintézist szabalyozo géneket, és szdmos szabdlyozo faktort azonositottak mar. A {6 mechanizmus a
struktargének transzkripcionalis szabalyozasa, ez hatdrozza meg az antocian bioszintézist a
novényekben (Chiu et al., 2010). A strukturgének megnovekedett expresszidja kozvetlen kapcsolatba
hozhat6 a megnovekedett antocian tartalommal. Szamos szabalyozo faktor (R2R3 MY B transzkripcios
faktor, bHLH transzkripcios faktor, és WDA40 transzkripcios faktor) jatszik szerepet ebben a
folyamatban, szabalyoz6 komplexeket alkotva (7. dbra) aktivaljdk az antocian bioszintézisben

szerepl6 gének expressziojat (Yuan et al., 2009).

A transzkripcios faktorok a DNS transzkripciojdban vesznek részt. Olyan fehérjék, amelyek a
DNS feliiletén specialis kotOhelyeket alakitanak ki. A transzkripcios faktorokat egyéb fehérjék
aktivaljak, vagy kikapcsoljak. Leginkabb az RNS transzkripcid kezdeti szakaszaban vannak jelen.
Meghatarozzak azt a helyet, ahol a DNS | kitekeredik™ ahonnan szintetizalodik az egyszala RNS.

A transzkripcios faktoroknak harom f6 csoportja van:
- alapfaktorok, melyek komplexeket alkotva meghatarozzék az inicidcié helyét;
- upstream faktorok, DNS-koté fehérjek, novelik az iniciacido hatékonysagat, és a promoter
mukodését;
- indukalhato transzkripcios faktorok, a transzkripcio tér és idObeli szabalyozasaért felelosek
(Kiss, 1999).
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7. abra: Az abran MYB, bHLH és WDA40 transzkripcios faktorok, mint komplex lathato az antocian
bioszintézis egyik 1épésében: DFR gén aktivalasa kdzben. (Koes et al, 2005)

A kovetkezd fontosabb enzimek vesznek részt az antocian bioszintézisben:
1.R2R3 MYB fehérje (PAP1, PAP2, MYB113, MYB114, MYBL?2)
2.bHLH (basic helix-loop-helix) transzkripcios faktor (TT8, GL3, EGL3)
3. WD40 ismétl6d6 fehérje (TTG1) (Chiu et al., 2010).

1. RZR3 MYB (PAP1, PAP2, MYBI113 és MYB114)

Az allatvilaggal ellentétben, a novényekben jelen van a MYB-fehérje alcsalad, melyet R2R3-
MYB doménnel jellemeznek. A ndvényekben a MYB faktorok alkotjak az egyik legnagyobb MYB
gén csaladot (Stracke et al., 2001). A névényi MYB fehérje transzkripcié szabalyzo, két (R2 és R3)
vagy harom (R1, R2, R3) imperfekt ismétlodést tartalmaz.

Az R2R3 MYB fehérjék szabalyozzak az antocian bioszintézist (Ramsay et al., 2005), fontos
szerepet jatszanak a szinek kialakitasaban (Chiu et al., 2010), felel6sek az antocian bioszintézis gének
mitkodéséért (Grotewold, 2006), és befolyassal vannak az epidermisz sejtek sorsara. A klasszikus
MYB faktorok részt vesznek a ndvényi sejtek ciklusaban. R2R3- tipusi MYB gének fontos
szabalyozok a novények masodlagos anyagcsere-folyamataiban (Stracke et al., 2001), igy az R2R3
MYB transzkripciés faktor miikddése antocidn termeléshez vezet szdmos antocidn felhalmozo

ndvényben (Chiu et al., 2010).
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Ezzel szemben, ha az R2R3 MYB miikodésképtelenné valik, szintelen lesz az egyébként

antocian felhalmozo szovet (Walker et al., 2007).

2. bHLH transzkripciés faktor

A bHLH (basic helix-loop-helix) transzkripcios faktorok transzkripcids szabalyozo csaladhoz
tartoznak (Heim et al., 2003), melyb6l mar tobb mint 150 tagot azonositottak Arabidopsisban
(Grotewold, 2006). A bHLH domén alap régidja (basic) felelés a szekvencia specifikus DNS
kotodésért. Mutans analizissel kimutattak, hogy bHLH fehérje részt vesz az antocian bioszintézisben
(Ramsay et al., 2005) és szintén felelds a szinek kialakulasaért (Chiu et al., 2010).

A bHLH transzkripcids faktor modosulasa megnovekedett piros pigment termelést okoz a
kukorica aleuronjaban. A bHLH expresszi6é csendesités hatasara, a rizs mag perikarpiumanak szine
pirosbol fehérré alakul. Egy masik esetben, a bHLH szabalyozé génben torténé DNS transzpozon

inszercidé megvaltoztatja a virag szint I[pomoea-ban, ami ezaltal halvany szini lesz (Chiu et al., 2010).

3. WD40 fehérje (TTG1)

A WDA40 fehérje egy rovid motivum, megkdzelitdleg 40 aminosavat tartalmaz, gyakran végzodik
triptofan-aszparaginsav dipeptid-kotésben. Tobb ilyen ismétlddés kombinaciojabdl jon létre a fehérje
domén, amit WD doménnek neveznek (internet 3). Ko6zds funkcidja minden WD40 ismétlédod
egységnek, hogy megkonnyitik a fehérje-fehérje interakciot, és nincs belsd enzimatikus funkciojuk
(Ramsay et al., 2005). Az antocian bioszintézis szabalyozasaban részt vesz, és kozvetlen kapcsolatban
van a MYB fehérjével és a bHLH transzkripcios faktorokkal. (Chiu et al., 2010). A TTG1 és a MYB
transzkripcios faktorok egyiitt szabalyoznak specifikus géneket az antocian bioszintézis soran, fontos
aktivalo komplexeket alkotnak, amelyek antocian strukturalis gének expresszidjaban jatszanak

szerepet (Dugassa et al., 2009).

A lila karfiolban Pr gén kodolja a BOMYB2-t (Brassica oleracea MYB2 gén), amely R2 és R3
MYB ismétl6dé doméneket és motivumokat tartalmaz: KPRPR[S/T]F, specifikus MYB fehérje mely

aktivalja az antocian bioszintézist (Chiu et al., 2010).
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A kiilonb6z0 fajokban eltérd lehet az antocian bioszintézis:

R2R3 MYB és bHLH transzkripcios faktorok reprezentaljak a két legnagyobb csaladot az
antocian szabalyozé fehérjék kozott. Arabidopsisban a MYB transzkripcids faktor miikodéséhez
sziikséges a bHLH transzkripcids faktor az antocian szabalyozashoz, ezzel ellentétben, kukoricaban
kiilon-kiilon is aktivaljak a transzkripciot. Petunidban ez a két fehérje csalad az antociant szabalyozé

géneknek csak egy részét aktivalja (Yuan et al., 2009).

Chiu ¢és munkatarsai (2010) a Pr gén funkcidjanak megerdsitéséhez transzformacios
vizsgalatokat végeztek. Vad tipusu és mutaciot hordozd novényekbdl genomi fragmentumokat
juttattak be Arabidopsis és karfiol névénybe.

Transzgénikus Arabidopsisban a vad tipust pr allél sajat promoter szabalyozasa alatt nem
mutatott jelentds pigmenticiot. Mutins allél transzformacidja szdvet-specifikus antocidn
felhalmozodast okozott a ndovényekben. A pigmentek ebben az esetben is csak a fiatal ndvényi
részekben halmozddtak fel.

Elvégezték ezt a kisérletet CaMV (karfiol mozaik virus) 35S konstitutiv promoter szabalyozésa
alatt is. A vad tipusu génnel és a mutdns génnel torténd transzformacid is sotétlila transzgénikus
Arabidopsis novényeket eredményezett, magas antocian tartalommal. Eredményeik alapjan
megallapitottak, hogy mindkét tipusu gén kodol az antocian felhalmozashoz sziikséges funkcionalis

fehérjéket (Chiu et al, 2010).

2.5 Kiilonboz0 mutdaciok osszehasonlitasa

A genetikai elemek athelyezddése genetikai valtozdsok forrdsa lehet. A transzpozonok
mutaciokat okozhatnak a kddold génekben is, igy felerdsddhet a miikodd gének kifejezddése, vagy

megszlinhet mitkodésiik (Heszky et al, 2008).

A sz616 (Vitis vinifera) fajtak két csoportra oszthatok, attol fiiggéen, hogy jelen van-e, vagy
hianyzik az antocian a bogyo héjabol: kék és fehér szoldre. Egy retrotranszpozon inszercido VVMYBAL
promoterben ¢és egyéb mutaciok eléfordulasa a szomszédos VVMYBAZ promoterben egyiittesen, az

expresszid inaktivalasahoz vezetnek. A transzpozon beépiilése a promoter mitkddését gatolja, az
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antocian bioszintézis Ut nem mikodik megfelelden. A transzpozon beépiilésének eredménye, hogy a
voros sz016 bogyok helyett, fehér szinli bogyok alakulnak ki (Walker et al., 2007).
Ez a retrotranszpozon inszercio tokéletes példa a funkcidvesztéses mutacio - loss of function -

bemutatasara.

A lila karfiol esetében a Harbinger DNS transzpozon inszercié hatasa szoges ellentétben all a
sz016 példajaval. A beépiilt transzpozon miatt megnd a Pr gén expresszidja. Az antocian struktirgének
tulszabalyozasa miatt intenziv lila szinli karfiolr6zsa alakul ki, melyben antocidn halmozodik fel (Chiu
et al., 2010). Ebben az esetben funkcionyerésr6l van sz6 — gain of function - hiszen a karfiol

antocianban gazdag lesz, és intenziv szinezddést is kap.

A karfiol Or (orange) génjében tortént LTR retrotranszpozon inszercid hatasara a karfiolban
megnd a karotin tartalom, emiatt a karfiol rozsaja narancssarga lesz (Zhou et al., 2008). A vad tipusu
karfiol esetében a rézsa fehér, vagy krémszinii. A heterozigdta karfiol rézsdja normal méretiire
fejlédik, de a narancssarga szin a fejekben kevésbé intenziven jelenik meg. A homozigoéta karfiolok
esetében a rozsa szine intenziv narancssarga lesz, azonban a karfiol r6zsa mérete jelentdsen lecsokken

(8. abra). Ez a homozigota narancssarga szin szorosan kapcsolt a torpe (dwarf) novekedéssel (Li et al.,

2001).

8. abra: Narancssarga ¢és fehér karfiol r6zsak. Balrol jobbra: heterozigota narancssarga karfiol,
homozigota narancssarga karfiol, fehér karfiol. (Forras: Li et al., 2001)

A lila karfiolndl a transzpozon beépiilése nem okoz a heterozigéta és homozigdta tipusok
esetében méretbeli kiilonbséget. A heterozigdta és homozigota egyedek vizudlis megkiillonboztetése

azonban korantsem olyan egyszer(i, mint a narancssarga karfiolok szin és méretbeli kiilonbsége
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alapjan. Az intenziven szinezddo lila karfiol konnyen elkiilonithetd a tobbi karfiol fajtatol (sarga, zold,
fehér), de a heterozigota és homozigdta formak elkiilonitése néhany esetben nem lehetséges. A mély
sotétlila karfiol biztosan homozigéta, de a vilagosabb lila egyedek kozott csak molekuldris marker
segitségével tehetd kiilonbség. Valoszinlileg mas faktorok, vagy mddositd gének is szerepet jatszanak

a rozsa végleges szinének kialakitasaban.

2.6 Harbinger DNS transzpozon

A transzpozonok mozgékony genetikai elemek, melyek képesek athelyezédni a DNS egyik
pontjardl a masikra, géneket kapcsolnak ki és be, mikdzben egymds hatasat gyengitik, vagy éppen
felerdsitik, és forrasul szolgalnak a kiilonboz6 genetikai valtozasoknak (Gyulai et al., 2010).

Harbinger DNS transzpozonokat azonositottak mar egysejtiickben, névényekben, rovarokban,
férgekben, és gerincesekben, vagyis az egész él6vilagban jelen vannak (Kapitonov et al., 2004). A
Harbingerek kiilonb6z6 fajokban altalaban két fehérjét kodolnak:

- Szupercsalad-specifikus transzpozazt, és

- DNS-kétd fehérjét.

A Harbinger DNS transzpozon konzervalodott SANT/MYB/TRIHELIX motivummal
jellemezhet6. Az utolsdé motivum fontos szerepet jatszik a DNS kotés folyamataban, mely sziikséges a
Harb transzpozaz expresszid 6sszehangolasdhoz.

A lila karfiol esetében a mutaciot Harbinger DNS transzpozon inszercido okozza, amely a
szabalyozza a Brassica genomok antocian bioszintézisét. A transzpozon inszercio felelés a Pr gén
tulexpresszalodasaért, €s az igy indukalt lila fenotipusos valtozasért a névényben.

A Pr gén aktivalédasa feltehetdleg a transzpozonnal bekeriilt 0j szabalyozé motivumok
megjelenése miatt torténik. A lila mutdns névény és a vad tipus kodolo régidikban 99,2% az egyezés.
A kiilonbséget az okozza, hogy a mutaciot hordozé lila karfiolban jelen van két plusz E-box
szabalyoz6 motivum, valamint egy extra TATA-box (Chiu et al., 2010).

Karfiolbdl és kaposztabol szarmazo BoMYB2 gén nukleotid szekvenciaja 99,6%-ban azonos.
Munkank szempontjabol nagy elérelépést jelentett az, hogy a fejes kaposzta genomjanak szekvenalasa

mar befejezettnek tekinthetd (Dr. Galli Zsolt, szobeli kozlés).
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2.7 A PCR technika

A polimerdz lancreakcié (polymerase chain reaction) alkalmas DNS szakaszok in vitro
lejatsz6dd DNS replikaciot utdnozza, tulajdonképpen a DNS molekula enzimatikus megsokszorozasat
jelenti. A modszer lényege, hogy Tag-polimeraz (Thermus aquaticus) segitségével, rovid DNS
szakaszok szintetizdlodnak, ezek hosszat pedig a primerek hatdrozzdk meg. A keletkezett
fragmentumok mérete a PCR utan elektroforézissel meghatarozhato.

PCR Iépései:
1. Denaturacié: DNS templat molekulat 90-94°C-on denaturaljuk.
2. Annealing (primer kapcsolddas): 36-72°C-on a két primer hibridizal a DNS két kiilonb6z6
szalaval.
3. Polimerizaci6o: 72°C-on j DNS fragmentumok szintetizalodnak dNTP és Taq-polimeraz
segitségével.

4. Ciklusok ismétlése 20-40 alkalommal.

A keletkezett fragmentumok minden ciklus alatt megkétszerezédnek. A ciklusok soran a

fragmentumok szama exponencidlisan nd (Kiss, 1999).
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2.8 Voros kaposzta

A voros kaposzta (Brassica oleracea var. capitata) voros szinezédése az antocian bioszintézis
mukodésének, €s a keletkezett szinanyag felhalmozdodasanak koszonheto.

A fejes kaposzta megfeleld termesztési kortilmények kozott, a vords kaposztaval ellentétben
elhanyagolhaté mennyiségli voros szinanyagot tartalmaz.

A CHI enzim hasonlo aktivitdst mutat a vordés ¢és fejes kaposztdban is, az antocidn
bioszintézisben résztvevé tobbi enzim (1. tablazat) azonban vords kaposztaban nagyobb aktivitast

mutat.

1. tablazat: Az antocian bioszintézisben részt vevé enzimek, és roviditéseik. (Yuan et al., 2009)

CHS Chalcon szintaz

CHI Chalcon izomeraz

F3H Flavanon 3-hidroxilaz
F3’H Flavonoid 3’-hidroxilaz
DFR Dihidroflavonol reduktaz

LDOX | Antocianidin szintaz

GST Glutation s-transzferaz

Az antocian felhalmozddas eltéré lehet a voros kéaposzta novényen beliil a kiilonb6zo
szovetekben, szervekben. A mag endospermiumaban nincs antocian felhalmozodas egyik kaposzta
esetében sem. A voros kaposzta csak a vegetativ novekedés szakaszaban halmoz fel antociant, ilyenkor
a bioszintézis ut folyamatosan tul expresszalt. A fiatal magoncok kezdetben sotétvoros szintiek, foként
a levélerek, a tobbi részen piros szin jon létre. A VvOrds kaposzta szoveteiben a felsé €s also
epidermiszen megjelenik az antocian vords szine, ezzel ellentétben, a fejes kaposztaban az epidermisz
nem szinezddik el.

A voros kaposztaban €s a lila karfiolban jelen 1évé antocianok is rendelkeznek antioxidans
hatassal. Voros kaposztanal a fejben mérték a legmagasabb értéket, ami 182mg/100g (Yuan et al.,
2009), mely hasonlé az afonyaban mért értékekhez (Gao et al., 1994). Fejes kaposztaban ez az érték
mindodsszesen 0,2 mg/100g (Yuan et al., 2009). A vords kaposztaban az antocian osszetevok koziil

cianidin- 3- digliikozid- 5- gliik6z a legnagyobb mennyiségben jelen levé antocian komponens.
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A voros képoszta normal koriilmények kozott folyamatosan szintetizal antociant, de tapanyag
stresszre képes még tobbet szintetizalni. A tapanyag stresszre adott valasz anélkiil néveli az antocian

tartalmat, hogy annak {6 6sszetevéinek aranya valtozna (Yuan et al., 2009).
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3. Anyag és modszer

3.1 Novényanyag

A lila Kkarfiol levélmintikat a Syngenta Seeds Kft. Kisérleti Allomasrol, Ocsardl kaptuk, Dr.
Galli Zsolt novénynemesitonek koszonhetéen, aki kaposztafélék nemesitésével foglalkozik.
Magyarorszagon itt nemesitik a hagyomanyos fehér és a szines karfiol fajtakat a Syngentan beliil. A
levélmintak mellett kaptunk még lila szinii (heterozigdta genotipusti) karfiol magokat is, melyekbdl a
csirazas utan kifejlodott friss leveélbol izolaltunk DNS-t a kisérletekhez.

A kapott levélmintakat a DNS-izolalasig —70 °C-on taroltuk.

Tobbféle geno- és fenotipust karfiol mintat hasznaltunk a molekularis elemzéshez:
- Hagyomanyos fehér karfiolt, amely boltbol szarmazik;
- Lila karfiol levélmintakat: 10-1158-1, 10-1221-2, 08G0210-2, 09G0171-1, 09G0172-2,
09R0142-1, 10-1641-1, 09G0205-1 nemesitési koddal jeldltek, amelyeknek genotipusa

ismeretlen;

09G0180-1 szamau lila karfiol vonalat, amely homozigdta lila genotipusu;
A CB8400-as jelzésii heterozigéta lila karfiol hibrid — amelynek a 09G0180-1 kodszamu lila

karfiol a beporz6 sziil6je — magmintakat kaptunk az 6csai nemesitd allomasrol;

Narancssarga karfiolt;
7Z0ld karfiolt;

Csucsos karfiolt (Romanesco).

3.2 DNS izoldlas

A DNS izoladlasahoz mintanként 100 mg fiatal levelet hasznaltunk fel. A leveleket
dorzsmozsarban folyékony nitrogénnel elporitottuk, majd DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)

crer

crer

amelyeket templatként hasznaltunk fel a PCR reakciok soran.

20



3.3 Tervezett primerek

A Pr karfiol gén nukleotid szekvencidkra és a beépiilt transzpozon szekvencidkra primereket
terveztiink (Gén Banki azonosité szama: GU219986) (11. abra).
Két primer szettet terveztiink (9. és 10. abra), amelyeknek az alkalmazhatosagat a kés6bbiekben

teszteltiink.

Els6 primer szett:

Reverse
.‘_
5 Promoter Harbinger DNA transpasan Promoter | BoMYB2 gene ¥
— —
F1 primer F1 primer

9. abra: Primerek kapcsolodasi helye és a beépiilt a transzpozon inszerciot tartalmazé BoMYB2 gén
sematikus abréja.

Forward 1 (vad tipus): 5’- GTCCGGAAGCCTCTGGTGCG -3’
Forward 2 (transzpozon specifikus): 5’- ACCCGTGACATTACAACCCGTGA -3’
Reverse (gén specifikus): 5’- ACTTGGTGCCATTTCCCTTCTCCA -3’

Masodik primer szett:

Reverse
.‘_
g Promoter Harbinger DNA transpazon Promoter BoMYBI gene ¥
— —
F1 primer F2 primer

10. abra: Primerek kapcsolodasi helye és a beépiilt a transzpozon inszerciét tartalmazéo BoMYB2 gén
sematikus abrgja.

Forward 1 (vad tipus): 5’- GCCTCTGGTGCGTGAAGTTGCT-3’
Forward 2 (transzpozon specifikus): 5’- ACCCGTGACAGAAGAATGCTCCA -3’
Reverse (promoter specifikus): 5’- CGGGCAAAGGGGAATGACGTGC-3”
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Az alabbi genomi szekvencia (11. abra) tartalmazza a transzpozon, a BoMYB2 gén promoter
régidjanak, valamint maganak a génnek a dolgozat szempontjabol fontos részleteit. A kiilonb6zd
részek mas-mas szinekkel vannak jeldlve: a promoter régioja fekete; az exonl félkovér és alahuzott; az

kék szinii; a transzpozon szekvencidja piros; a tervezett primerek tapadasi helye - (2.

primer szett) van jelolve:

CTGTGTGGAGCAACTGAGCCATGGTTTTTCCCAGATGTTGATGCTGGTGTCATTGCCTACTTCCCAGCCTGCAGAGTTGATTATGATATCG
CGACCAATTAGAATCTCCCTCCATCCATGAGAGATTCCGTTTTCTCTGAGCATTCTAAGAAACTTTCGGAGTTGCAATACTTCCCARACAG
GACTCGGCCAAGTAGGGAGTCGGGACGATTGATGAGCCTCCAACTTAGTTTTGCAAGGAACGCTTCATTAAACTCTGAATGTCTCTGAAGT
TTAAACCTCCACTTTCCTTGGGTTGCACCAGCTTAGACCAAGCAATCCATGCCATCTTCTTGTCTCCCACGTTCGTGTCCCACCAGAAGCG
TGTTAACGCTGATTGAATCTCTTACATAGAGATATCGGAAGTTGGAAACAAGATATAGCGTGTGACGGAATGGGGGATAACACACTTGTGA
GCATAGTCATCTTCCCGGCTGTCGATAAGAAACGGTTTGACCACCCGCAGGCCTTTGCTTTATGCGGTCCACTAATGATGAGAATAAGTCT
CTCTTTTTCCTTCCGAACAGCTCTGGAAGCCCGGGATATTTTCCGATACCTCCCTCTTTCTGGATCGAGAGAGCGTCTTTGACATCCGTTT
TAGAGCTATCGGGGCGTGTCTAGAGAAATTGATCGAGGATTTTTCAGTGTTGATTGACTGTCCGGAABECICICETGCETCARGTTGCT CC
CTCTTTTAGTGATATAAACCATCTTCCAC

ATCATTTAATGTACCTGGAGGTCCAAAAAATGCATGCCATATCCAGAGATCATATGAAGCAACCGCCTCTAAAACGATTGTTGGCTTACCC
GAACCACGACAATATTGCCCTTTCCAAGCGGTGGGAAATTCTTCCACTCCCAATGCATACAATCGATGCTTCCTATCATCCCGGGARATCC
ACGATGCTCTCCAACATAAAGTAGACGTTGAAGATCAGCTGGTGTTGGTCTTCTTAGGTATTCATCACCGAAARATCAATTATTCCTTCCA
CAAAATTCTCCAAACATGACCGAGCTGTAGTTTCACTGAGCCGGAGATATTCGTTGACCGTATCAGCCGCATTACCATATGCCAAGAGACG
AATAGCAGCTGTACACTTTGGAGTGCTGAGAGACCAAGCTTGCCAAGACCATCTGGCTTTTGGTGAAAGAAGTCAACTTCGTTGGAGAGTC
GATAAACAATGCGCATGAACAATGGCTTGTTCATTCGAAAACGTTGTCGGAAAAATTTTCAGGATACGTTGGAGTCTCACTGAAATAATCA
TTCCATAAACGTACATTGTCTGCTTCACGATTTCTTTCGATATAAGCTCGTTTTTTTTCTTTTTTTCCTTCGTTCTTCTTGATCACCATAA
TGGTTAATTTCTCAAAGGTTTGACCAAAACATCTCTCAAAGGCTTGATCAAAACATTCCTCAAATTCATCATCTAGAGTGTTTTGAGAAGA
AGAAGCCATATATGGTGATTGAAAAGAAAAGATGGTAAAGAATGAAACTTTGGGGTTTTATAATCAAGAGGGGTTGTGGGTGTTTTTTTAA
ATTCAAGAGTGAGGTTGTCGGAAGTGTTTAAAGAGAGAACATGATGTTTAAAAAGAGAAGATTATTGTTATTTAGAAGAAAGAACTTGAGA
CTAAAGAGAGAACTTGAGAATGTCTTGCTTTGATCTTTGGTTCGGTGAAACTATGAGGAGAGAAAATGAATTGGTACTCTGGAAAGACAGA
AGCATGAATACTTTAAATGTTTGATGATACAAGTCTCGTGAAACCAAATAATAATACAAGTCACATGCATACARACGAGACTCTAGGTCCG
TGATAGAAAATAACAAAAGTACAATAGCAGAGAAACAAAAGTACAACCCGTACATTACAACCCGTGAGAAGCACAAACATTATAGCATACA
AACAGGAGACAAGAGTACAAGCACAATACANGCCCHCACACAACARTEEIEEA ™ TCATTCACCTGACAACAAAAAGAAGATACAGAAATTA
GAAACATATATATTAAACAGAAACTTATGCAACAAGATAAACTACATAACTTATGCAATAGAAACCACTTACACTAATTAGACATTAACTC
ATCAATGAGTTTCTTCTTCAAACCTTCTTCATAGCCGCAAGAGGTTCGGGTTTAGCAATGAGACTGTCCATTCAATCATTAATAGTACTTT
CTCTCCTAATTGTTAGGAGACATGTTTTTTCTTTAAAGTCCTGAAAAAGATGAAGATACTAGGTGCTAGAACCTTTTCTCTATTTAGTCTA
AATTTTTTTTTGTCGGCTATTTAGTCTAAATCAGTAGCAGAACATARATAACGAAATTAGCAAATTARAACACGACAACAAAACATTAAATG
TGGATGTTAGACAGCACEICATTCCCCT I TGCCCETCACTTGTATAAATAAAGTCCTCGAAGGATTTGTCAAGCCACAATATAAACCCTTT
TCCTCAAGCCTTTACCTATATATATATATATAACTTTTATAAACTTTGGTAGATACTTATATTATATATCGCTGGTCCATGGAGGGTATGT
CCAAAGGGTTGAAAAAAGGTGCATGGACTGCTGAAGAAGATAATCTCTTGAGGCAATGCATTGATAAGTATGGAGAAGGGAAATGCACCAA
GTTCCTTTAAGAGCTGGTATGTCTTTTTTTTTGATAAAATAAGAGCTGGTATGCTACTTTTATTAATTTTCACACACAGACACACACACAC
ACACACACATATATACATATACATATAACTATAAGTACGTATATTCTTTTTATTTTTCAGTACATTTATTCTCTTTCTC. ..

11. abra: A Pr gén és a transzpozon genomi szekvencia részlete, amelyre a primereket terveztiik (Chiu
et al, 2010).
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A tervezett primer szettek alkalmazasa:

Elsé primer szett:

A PCR soran mindharom markert egyszerre alkalmazzuk. A fehér és mas szin(i (narancs, zo6ld)
karfiolokban csak az F1+R primerekkel kapunk egy 546 bp hosszisagl terméket.

Az erre a mutaciora nézve homozigota lila karfiolokban egy 783 bp méretii terméket kapunk
(F2+R). A Harbinger transzpozon pontos mérete nem ismert, mivel nincs meg a teljes szekvenciaja.
Arabidopsisban t6bb mint 5300 bp hosszusagu, ezaltal feltételezhetjiik, hogy egy normal PCR
reakcioban nem kapunk terméket a homozigdta mutans (lila) karfiolban az F1+R primereket

alkalmazva. A heterozigotakban meg kell kapnunk mindkét terméket (F1+R; F2+R).

Masodik primer szett:

Az eltérés az el6z0 szetthez képest az, hogy a gén-specifikus reverse primert atcstsztattuk a
promoterbe, de a forward primerek esetében is 1ij poziciokat kerestiink.

A PCR soran itt is mindhdrom markert egyszerre alkalmazzuk. A fehér karfiolokban csak az F1+R
primerekkel kapunk egy 292 bp hosszusagu terméket. Az erre a mutaciora nézve homozigoéta lila
karfiolokban egy 464 bp méretli terméket kell kapnunk (F2+R), mig a heterozigotdkban meg kell
kapnunk mindkét terméket (F1+R; F2+R). A homozigdta mutins karfiol mintdkban szintén nem

varunk terméket az F1+R primerekkel a transzpozon nagy méretének koszonhetden.
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3.4 PCR koriilmények

A PCR-t Biorad iCycler késziilékkel végeztiik, 10ul végtérfogatban.

A PCR-hez alkalmazott mastermix 0sszetevoi:

- 0,5 ul MgCl, - 0,75 pul reverse primer (R)
- 1,25 ul puffer - 0,15 ul ANTP

- 0,75 ul forward primer (F1) - 0,6 ul Tag-polymerase

- 0,75 pl forward primer (F2) - 4 ul steril viz

A primer kombindaciok tesztelése sordn a kovetkezd reakcid koriilményeket alkalmaztuk:
57°C-0s PCR:

1. 2 perces 94 °C-os eldciklus

2. Denaturalas 94 °C-on 10 mp-ig

3. Primerkapcsolddas 57 °C-on 30 mp-ig

4. DNS-szintézis 72 °C-on 1 percig — 40 ciklus

Majd 5 perces 72 °C-on torténd utdopolimerizacio.

65°C-os ‘touch down’ PCR:

1. 2 perces 94 °C-os eldciklus (‘hot start’),

2. 10 cikluson keresztiil: 94°C-on 30 mp-ig - denaturalas
65°C-on 30 mp-ig - primerkapcsolodas
72°C-on 1 percig - DNS-szintézis.

A kapcsolodasi homérséklet ciklusonként 1°C-kal csokken.

3. 24 cikluson keresztiil: 94°C-on 30 mp-ig
56°C-on 30 mp-ig
72°C-on 1 percig;

majd 5 perces 72°C-on torténd utdpolimerizacio.

A mintakat etidium-bromiddal festett agar6z gélen futattuk meg, 80 V fesziiltségen, a futasi id6
25-30 perc volt. Futas utan a mintazatokat 313 nm-es UV fényben digitalis kameraval fényképeztiik és
detektaltuk.

24



4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Molekularis markerek tervezése és alkalmazasa

Célunk olyan molekularis marker fejlesztése volt, amellyel konnyedén el tudjuk kiiloniteni a lila
fenotipusu karfiolokat a tobbi szin(itdl (fehér, narancssarga, zold), valamint a lila fenotipusu egyedek
kozott szét tudjuk vélogatni a homozigota és heterozigdta genotipusokat. Ehhez a rendelkezésre 4llo
szekvencidk alapjan primereket terveztiink. A gén teljes szekvencidjat és a transzpozon rész-
szekvenciait mar publikaltak (Chiu et al, 2010).

Koszonhetben a mutacié altal kivaltott intenziv lila szini Kkarfiolrozsa szinezddésnek,
fenotipusosan konnyen megkiilonboztethetd a lila mutaciét hordozo karfiol a tobbi karfioltél, mint
példaul a kiilf6ldon nagy népszerliségnek drvendd narancssarga karfiol, zold karfiol, csticsos karfiol,
vagy akdr a hagyomdanyos, hazankban is kedvelt fehér karfiol. Olyan kodominans markereket
terveztiink, amelyek lehetévé teszik a karfiol Pr gén mutacidja meglétének (homozigdta és
heterozigdta), valamint hianyanak detektalasat a novény fejlettségi allapotatdl fiiggetlendil.

Els6 1épésben az els6 tervezett primer szettet teszteltik, a PCR soran 57°C-0s primer
kapcsolodasi (annealing) homérsékletet alkalmazva. A 12. abran lathatd, hogy a fehér fenotipus
elkiilonithetd a lila fenotipusoktol.

Mivel a Harbinger transzpozon pontos mérete jelenleg még nem ismert a karfiolban, de az
Arabidopsisban tobb mint 5300 bp hosszusagu; ezért feltételezhetjiik, hogy egy normal PCR reakcio
soran nem kapunk terméket a homozigdta mutans (lila) karfiolban az F1+R primereket alkalmazva.
Tehat igy kimutathaté a lila fenotipustdl eltéré szinti karfiol (fehér, narancs, z6ld), amely nem
hordozza az Aaltalunk keresett muticiot. Az F1 (forward) primer gén specifikus, az F2 primer
transzpozon specifikus, igy a reakcid soran a Myb2 gén specifikus reverz primerrel (8. abra) az F2+R
primer kombinaci6 csak a mutéaciot tartalmazo lila karfiolban szaporit fel terméket, a primerpar
dominans markerként miikodik. A harom primert egyiittesen alkalmazva (F1+F2+R), a primer szett
kodominans markerként alkalmazhat6, lehetévé valik nemcsak az eltérd fenotipusok (lila, mas szinii),

hanem a lila szinlieken beliil a heterozigota és a homozigdta genotipusok elkiilonitése is.
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12. abra: Az els6 primer szettel végzett PCR eredménye.
M: molekula tomeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1: fehér karfiol, 2-9: lila karfiolok (10-1158-1,
10-1221-2, 08G0210-2, 09G0171-1, 09G0172-2, 09R0142-1, 10-1641-1, 09G0205-1), genotipusukat
nem ismertiik.

Az elsO primer szett alkalmazasa sordn mindharom markert egyszerre alkalmazva azt vartuk,
hogy a fehér karfiolban egy 546 bp méretli fragmentum, a homozigoéta lila karfiolban egy 783 bp
méretli és a heterozigota lila karfiolban mindkettd méretli fragmentumot megkapjuk. A 12. abran
lathatd, hogy a lila karfiolokban felszaporodott a vart 783 bp méretii fragmentum (a mintdk
genotipusat nem ismertiik), de a fehér karfiolban egy nem specifikus terméket kaptunk, illetve ez a

termék a lila mintdkban is megjelent.

A nem specifikus fragmentumok felszaporodasa miatt egy masodik primer szettet is terveztiink.
Az eltérés az elsé primer szetthez képest, hogy a génspecifikus R (reverz) primer el lett csusztatva a
promoter iranyaba, és a forward primerek esetében is 0j helyeket, poziciokat kerestiink. Az elgondolas
itt is ugyanaz volt: az F1 (forward) és R (reverse) primer egyiitt egy 292 bp méretli fragmentumot
szaporit fel, amellyel a Harbinger transzpozon okozta mutaciét nem tartalmazd Kkarfiolok
detektalhatok. Az F2 és a R primer hasznalataval egy 464 bp méretii PCR terméket varunk, amely csak
a lila fenotipust, mutaciét hordozo karfiolok esetében szaporodik fel. A hdrom primert egyiittesen
alkalmazva, a mutaciét nem hordozo karfiolokban felszaporodik a 292 bp méretli fragmentum, a
homozigota lila karfiolokban a 464 bp méretii, és a heterozigdta karfiolokban megkapjuk mindkét
termeket.

Mivel az el6z6 primerek tesztelésénél olyan lila karfiol mintdkat vizsgéaltunk, amelyeknek nem

tudtuk a genotipusat, bevontunk a vizsgalatokba biztosan homozigota lila fix vonalat (09G0180-1
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koddal jelolt), illetve ennek fehér karfiollal keresztezéssel kialakitott, biztosan heterozigdta hibridjét is.
A hibridet mag forméjadban kaptuk meg, amelyeket csirdztattunk, és az elsé lomblevelekbdl DNS-t
izolaltunk. Ezek a mintak biztosan heterozigotak a mutaciora nézve, a hibrid nemesitési kodja: C8400.
Tovabbi eltérés volt még, hogy a PCR soran 65°C-0s ‘touch down’ programot alkalmaztunk, a
nem specifikus kotédések elkeriilése érdekében. A ‘touch down’ program elve, hogy a primerek
olvadasi hdmérsékleténél (Ty,) magasabb hdmérsékleten inditjuk a reakciot, majd ciklusonként 1°C-Kal
csokkentjiik az annealing homérsékletét. Ezzel a modszerrel a primerek tapadasanak specifikussagat

novelhetjiik.
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4.2 Lila fenotipus elkiilonitése

Abban az esetben, ha egy reakcidban nem alkalmazzuk mindharom primert (F1+F2+R), hanem
csak a transzpozon specifikus F2 forward primert és a reverse primert (F2+R), a marker dominans
markerként miikodik. Lehet6vé teszi a lila karfiolok elkiilonitését a tobbi fenotipustdl, hiszen a reakcid
soran kizarolag a lila fenotipust okozd mutéaciot hordozd egyedekben szaporitja fel a specifikus

fragmentumot (13. és 14. abra).

13. abra: Az els6 primer szettel (F2+R) végzett PCR eredménye tovabbi karfiol mintdkkal
M: molekula tomeg marker (GeneRuler 100 bp Plus Ladder) 1: 090180G-1 — homozigdéta lila karfiol
2-4: C8400 — heterozigota lila karfiol 5: zold karfiol, 6: csucsos karfiol, 7-9: narancsszint karfiol, 10-
12: fehér szini karfiolok.

14. abra: A masodik primer szettel (F2+R) végzett PCR eredménye tovabbi karfiol mintakkal. M:
molekula tomeg marker (GeneRuler 100 bp Plus Ladder) 1: 090180G-1 — homozigoéta lila karfiol 2-4:
C8400 — heterozigota lila karfiol 5: zold karfiol, 6: cstcsos karfiol, 7-9: narancs szinii karfiol, 10-12:
fehér szini karfiolok.

A reakcidban haszndlt két primer (F2 + R) a mutéaciot hordozo lila karfiol homozigdta és

heterozigdta genotipusai kdzott nem tud kiilonbséget tenni, mindkét esetben csak egy terméket kapunk.
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A lilatdl eltérd szinli karfiolokban nem kapunk terméket, hiszen ebben az esetben a lila fenotipust
okozd mutacid nincs jelen. Az eredmények szerint mindkét primer szett alkalmas arra, hogy a lila

karfiolban jelen 1évé mutéciot kimutassak, illetve elkiilonitsék a lila fenotipust a tobbi fenotipustol.

4.3 Lila genotipusok elkiilonitése

A nemesiték szamara a lila mutaciét hordozé karfiol egyedek kozott a heterozigdta és
homozigota egyedek elkiilonitése nem mindig konnyli feladat. A sotétlila rozsaval rendelkezé
novényrdl nagy valoszinliséggel megallapithatd, hogy az homozigota, de a vildgosabb lila fejek is
lehetnek homozigétdk a rozsa szinezOdésétol fiiggetleniil (15. abra). A tervezett 3 primer egyiittes
alkalmazéséaval (F1+F2+R), kodominans markert kapunk, lehetévé valik a lila fenotipuson beliil a

heterozigota és a homozigota genotipust egyedek elkiilonitése is.

15. abra: A mutaciot hordozo lila karfiolok rozsainak szinezodését, és a lila szin intenzitasanak
nagyfoku valtozatossagat szemléltetd abra. (Készitette Dr. Galli Zsolt)

A kiilonboz6 egyedeknél kialakult eltérd intenzitasu lila szinez6dés nem enged kovetkeztetni az
egyed genotipusdra. A nemesitési munka soran azonban sziikség van arra, hogy a keresztezéshez
kivalasztott sziilorél biztosan meg tudjuk mondani, hogy homozigéta vagy heterozigota forméaban
hordozza-e a mutaciot az adott egyed. A Kifejlesztett kodominans markerekkel végzett PCR soran

konnyen elkiilonithetjiik a heterozigdta és homozigota egyedeket (16. abra).
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16. abra: A masodik primer szettel végzett PCR eredménye.
M: molekula tomeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1-3: fehér karfiol, 4-11: lila karfiolok (10-
1158-1, 10-1221-2, 08G0210-2, 09G0171-1, 09G0172-2, 09R0142-1, 10-1641-1, 09G0205-1),
genotipusukat nem ismertiik; 12-14: heterozigota lila karfiol (C8400)

A masodik primer szettel is elvégeztik a PCR-t, ezattal mindharom primert alkalmazva
(F1+F2+R), amelynek eredménye a 16. abran lathato. A fehér karfiol esetében felszaporodott a vart
292 bp méretli fragmentum, a heterozigota lila genotipusnal (C8400) megkaptuk mindkét
fragmentumot (292 bp és 464 bp), mig a homozigota lila genotipus esetén csak a transzpozon
specifikus forward primer tudott miikddni, igy csak a 464 bp méretli termék szaporodott fel. Tehat a
masodik primer szett specifikusan mikodott, ahogy vartuk. Ezzel lehetdség nyilt a kiilonbozo
fenotipusu karfiolok, a mutaciot hordozo, illetve nem tartalmazo6 genotipusok elkiilonitésére, valamint
a lila karfiolokon beliil a homozigota és a heterozigdta genotipusok szétvalogatasara. Megallapithato,
hogy az a 8 lila minta, amelyeknek nem tudtuk a genotipusat mind homozigdta a mutdciora nézve (10-
1158-1, 10-1221-2, 08G0210-2, 09G0171-1, 09G0172-2, 09R0142-1, 10-1641-1, 09G0205-1). Ez az
informacio segitséget nyljt a nemesitének a tovabbi keresztezési és nemesitési munka folyamataban.

A rozsa végleges szinének kialakitdsaban a transzkripcios faktor promoterébe tortént inszercion
kiviil feltételezhetben még mas modositod faktorok is szerepet jatszhatnak. A kodominans molekularis
markerek ilyen esetekben hasznosak lehetnek megkonnyitve a nemesitok szelekcios munkéjat, akik igy

konnyedén juthatnak megbizhaté eredményekhez.
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17. abra: A masodik primer szettel (F1+F2+R) végzett PCR eredménye lila €s mas szinii karfiolokkal.
M: molekula toémeg marker (GeneRuler 100 bp Ladder) 1-2: fehér karfiol, 3-4: homozigo6ta lila karfiol
(09G0180-1) 5-7: heterozigdta lila karfiol (C8400) 8-11: lila karfiolok (10-1158-1, 10-1221-2,
08G0210-2, 09G0171-1) 12: zold karfiol 13: csucsos karfiol 14-15: sarga karfiol

Kiterjesztve a vizsgalatokat, mindharom primer alkalmazéséaval tovabbi szines karfiol mintakat is
teszteltiink (17. abra). Az abran jol lathato, hogy a Harbinger transzpozon mutaciot nem hordozo
fehér, zold, sarga szinti, valamint a csucsos karfiolban csak a 292 bp méretii fragmentum szaporodott
fel, a lila szintieckben pedig attol fliggéen, hogy homozigétak-e vagy heterozigotak, felszaporodott a
464 bp méretll, illetve mindkét specifikus fragmentum. A marker tehat alkalmas a kiilonb6z6
fenotipusu (lila és més szinil), valamint a kiilonb6zd lila genotipusok, heterozigdta vagy homozigdta
elkiilonitésére.

A kodominans marker alkalmazhato6 a karfiolnemesités soran, konnyebbé téve a szelekciot, segit
megkiilonboztetni az egyes allélformdkat ¢és objektiv adatokkal megerdsiti a fenotipusos
megfigyeléseket.

Nagy jelentdségii az antocianban gazdag zoldségek, gylimolcsok nemesitése, eldallitasa, mivel a
benniik rejlé antioxidans kapacitasuknak koszOnhetden —egészségmegérzd hatasuk  van.
Fogyasztdsukkal csokkenthetd bizonyos betegségek pl. sziv- és érrendszeri megbetegedések, a rak
bizonyos formai, és egyéb kronikus betegségek kialakuldsdnak kockazata (Hou, 2003).

Jovobeni terveink kozott szerepel a vords kaposzta molekularis vizsgélata is. JO okunk van
bekovetkezett mutacid okozza az antocian felhalmozodast a lila kdposztaban. Ennek bizonyitasara elsd
Iépésben primereket terveziink a Myb2 gén és az azt hatarold szekvenciakra, hossz-polimorfizmust
keresve a fejes kaposzta és a vords kaposzta kozott. A szekvencia informaciokat ennek a vizsgalatnak

az elvégzéséhez a Syngenta cég biztositja szamunkra. Mivel a genomi szekvencia csak a fejes kaposzta
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esetében all rendelkezésre, azt varjuk, hogy a fejes kdposzta mintdinkban megkapjuk majd a pontos
méreteket, de a lila kdposztaban valamelyik termékben eltérést kell kapnunk, ha a tedriank helyes.
Konnyen elképzelhetd, hogy egy esetben a termék hidnya transzpozon inszerciot jelez majd, amivel
reményeink szerint elindulhatunk majd az antocidn felhalmozodas molekularis feltérképezésének
iranyaba a lila kdposzta esetében is. Nem lennénk meglepve, ha a lila karfiolhoz hasonl6 magyarazatot

talalnank erre a kérdésre is.

32



5. Ertékelés és kovetkeztetések

Célunk olyan kodominans molekularis marker kifejlesztése és alkalmazéasa volt, amely jol
alkalmazhat6 az eltérd lila karfiol genotipusok molekuléris elkiilonitésére. Ebbdl a célbol két primer
szettet terveztiink, amelyeknek az alkalmazhatosagat a késobbiekben PCR, és gélelektroforézis
segitségével teszteltiik.

A nemesitdk szamara a lila mutans karfiolok kozott a heterozigota és homozigota egyedek
fenotipusos elkiilonitése nem minden esetben egyértelmii, mert a kiilonboz6 egyedeknél kialakult
eltérd intenzitasu lila szinez6dés nem enged kizarolagos hatéllyal kovetkeztetni az egyed genotipusara.

Olyan kodominans markereket sikeriilt terveztiink, amelyek lehetévé teszik a karfiol Pr génben
tortént mutacié meglétét, valamint hidnyat detektalni a ndvényeknél mar korai fenologiai fazisban. A
tervezett harom primert egyiittesen alkalmazva (F1+F2+R), a primer szett kodomindns markerként
alkalmazhato, lehetévé valik nemcsak az eltérd fenotipusok (lila, mas szinii), hanem a lila szintieken
beliil a heterozigota és a homozigota genotipusok elkiilonitése is, mindez egy PCR reakcioban.

Eredményiink azért is fontos, mert a Karfiolrozsa végleges szinének kialakitasaban a
transzkripcids faktor promoterébe tortént inszercion kiviil feltételezhetéen még mas modositod faktorok
is szerepet jatszhatnak. A kodominans molekularis markerek ilyen esetekben kiilondsen hasznosak
lehetnek, megkonnyitve a nemesitok szelekciés munkajat, akik egyszeri genetikai vizsgalatokkal
konnyedén juthatnak megbizhatd eredményekhez.

A kapott eredmények szerint mindkét tervezett primer szett alkalmas arra, hogy a mutaciot
hordozo lila karfiolban jelen 1évé mutaciot detektaljak, illetve elkiilonitsék a lila fenotipust a tobbi
fenotipustol. A kodominans marker alkalmazhato a karfiolnemesités soran, konnyebbé téve a
szelekciot, segit megkiilonboztetni az egyes allélformakat és objektiv adatokkal megerdsiti a

fenotipusos megfigyeléseket.
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6. Osszefoglalas

A lila gén (Pr) mutacioja karfiolban abnormalis, szovet-specifikus antocian felhalmozodast
okoz, melynek eredménye a lila mutans fenotipus. A nagy mennyiségii antocian termelésért egy
transzpozon inszerci6 altal kivaltott mutacio a felelés. A mutaciot Harbinger DNS transzpozon okozza,
amely a Pr gén upstream szabalyozo szakaszaba épiil be. Az intenziv karfiolrézsa szinezédésnek
koszonhetden a lila karfiol mutans egyedek szemmel konnyedén elkiilonithetdk a tobbi karfiol fajtatol,
azonban a heterozigodta és homozigota egyedek kozott nem lehet kiilonbséget tenni.

TDK dolgozatunk célja olyan kodominans molekularis marker fejlesztése és alkalmazasa, amely
jol alkalmazhato a kiilonbo6z6 lila karfiol egyedek genotipusanak elkiilonitésére.

Két primer szettet terveztiink, amelyek alkalmazhatosagat a késébbiekben polimeraz
lancreakciok alkalmazasaval teszteltiik.

Vizsgalataink soran az elsé primer szett alkalmazasaval nem specifikus fragmentum is
megjelentek, ami nem tette szamunkra egyértelmiivé a kapott eredményeket. Ezért valtoztattunk a PCR
koriilményeken, és a primerek tapadasi helyét is elcsusztattuk. A masodik primer szett specifikusabban
kotddik az el6zonél, és pontosabb eredmények kaptunk hasznalataval.

Molekularis vizsgalataink soran PCR technikat alkalmaztunk, mert ez a legegyszeriibb maddja a
mutaciok detektalasanak. A molekularis markerezés gyors ¢€s olcs6 moddszer, az eredmények
megbizhatdak és ismételhetoek.

A kodominans molekuléris markerekkel egy reakcioban el tudtuk kiiloniteni a kiillonb6z6 szinti
karfiolokat, valamint a lila karfiol heterozigota és homozigota formait is. Vizsgalatainkat tobbszor

megismételtiik, a masodik primer szett tokéletesen alkalmas a kitlizott célok eléréséhez.
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9.

Melléklet

DNS izolalas DNeasy Plant Mini Kittel

10.

11.
12.
13.

14.

0,1 g levelet elporitunk folyékony nitrogénben. A finom port Eppendorf csévekbe helyezziik.
A mintakhoz hozzaadunk 400 ul AP1 puffert, ezutan pedig

4 ul RNase A-t.
A mintdkat vortexeljik, majd 10 percre 65°C-ra helyezziik. Inkubalas koézben 2-3-szor
megforgatjuk a mintakat.
Ezutan hozzamériink a mintakhoz 130 ul AP2 puffert, 6sszerazzuk, és 5 percig jégen tartjuk. Ha tul
viszkézus, kocsonyds lesz az elegy, 5 percig centrifugdljuk (max. fordulatszam) és a feliiluszot
vissziik tovabb.
A mintékat hozzaadjuk a QIAshredder-hez (lila 2 ml centrifugacsd), 2 percig centrifugaljuk (max.
fordulatszam)
Az atfoly6t U centrifugacsébe mérjiik (nincs mellékelve). Az 4tfolyd mennyisége elvileg 450 pl.
A mintakhoz hozzaadunk 7,5 térfogatnyi AP3/E oldatot, pipettaval elkeverjik.
Ebbdl 650 pl-nyi mennyiséget hozzamériink a DNase mini spin columns-hoz (fehér centrifugacsd),
majd 1 percig centrifugaljuk 8000 rpm-nél nagyobb fordulatszamon.. Az alul megjelend folyadékot
kiontjiik.
A maradék oldattal megismételjiik az el6z6 1épést. A folyadékot itt is kiontjiik.
A DNS-t tartalmazo fels6 részt athelyezziik a mellékelt Eppendorf csébe, és hozzamériink 500 pul
AW puffert. 1 percig centrifugaljuk 8000 rpm-nél nagyobb fordulatszamon.. Az alul megjelend
folyadékot kiontjik.
Megismételjiik az el6z6 1€pést, de most 2 percig centrifugdlunk maximalis fordulatszamon.
Az oszlopot uj Eppendorf csébe helyezziik.
100 pl 65°C-0s AE puffert mériink a membranra, 5 percig inkubaljuk szobahdn, mad 1 percig
centrifugaljuk 8000 rpm-nél magasabb fordulatszamon.

Az el6z6 pontot megismételjiik a mintakon. Az atfolyd folyadék tartalmazza a DNS-t.
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