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1. FELHASZNALT ROVIDITESEK

bazispar

amplifikalt fragmentumhossz-polimorfizmus (Amplified Fragment Length
Polymorphism)

szarvasmarha szérum albumin

kétszer-desztillalt viz

dezoxi-ribonukleinsav

dezoxi-nukleozidtrifoszfat (a PCR soran beépithet6 szabad nukleotidok)
etilén-diamin-tertraecetsav

etil-alkohol

izopropil-tiogalaktozidaz

egyszerii szekvencia ismétlédések kozott talalhatd variabilitas (Inter-Simple
sequence Repeat)

milimol
mikromol
munkatarsai

polimeraz lancreakci6 (Polimerase Chain Reaction)

véletlenszertien amplifikalt polimorf DNS (Random Amlified Polimorphic DNA)

restrikcios fragmentumhossz-polimorfizmus (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

fordulatszam/perc

egypontos nukleotid-polimorfizmus (Short Nukleotid Polimorphism)
egyszert szekvencia ismétlédés (Single Sequence Repeat)
Trisz-borat EDTA koncentralt puffer agaroz gélelektroforézishez
ultraibolya sugérzas

5-bromo-4chloro-3-indoyl-a-D-galaktozid



2. BEVEZETES

A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszék hallgatojaként
ismerkedtem meg, a dolgozat témajat adé Rhodiola rosea-val, mellyel kapcsolatban a Tanszéken
szamos kutatas zajlik. Ezek egyikébe kapcsolodtam be.

A Rhodiola rosea (rézsagyokér) egy évszazadok oOta ismert gyogynovény, melynek
hatéanyagai széles korben alkalmazhatéak kiilonb6z6, az emberi szervezetre gyakorolt pozitiv
hatasaik miatt. Europaban torténd felhasznalasa azonban csak az elmult néhany évtizedben terjedt
el.

Mivel a rozsagyokér biokémiailag aktiv komponenseit elsésorban a novény gyokere és
rizOmdja tartalmazza, igy a kordbbi intenziv gyiijtés kovetkezményeként a novény egyedszdma
rendkiviili mértékben lecsokkent. Ez a tény, illetve a drog irdnt megndvekedett kereslet indokolta a
Rhodiola rosea termesztésbe vonasat.

A rozsagyokér hosszu tenyészidejli, igy a termesztése lassan tériill meg. A termesztés
haté¢konysdga novelhetd a jo6 mindségli drogot add genotipus azonositasaval, ennek
szaporitoanyagként vald felhaszndldsaval. A nemesitési munka elsd [épése a természetben fellelhetd
genotipusok Osszegytijtése és jellemzése. Ennek fontos eszkozei lehetnek a molekularis markerek.

A Tanszéken folyo kutatas egyik alapja a természetes Rhodiola rosea populaciok genetikai
variabilitdsanak vizsgalata molekularis (SSR és ISSR) markerekkel. A rendelkezésre allo, faj-
specifikus SSR markerek csekély szdma indokolja a tovabbi markerfejlesztd munkat. Minél tobb
marker all rendelkezésiinkre, annal pontosabb kovetkeztetéseket vonhatunk le a faj diverzitasaval
kapcsolatban. Szerencsés esetben egy adott molekularis marker akar a ndévény magas
hatoanyagtartalmahoz is kothetd lehet. Egy ilyen molekularis marker kifejlesztése nagymértékben
elésegitené a rézsagyokér nemesitését, igy termesztésének gazdasdgossagat.

A kutatas, amelybe bekapcsolodtam, rozsagyokér-specifikus mikroszatellit markerek
fejlesztését tlizte ki célul. Munkank sordn a mikroszatellit markereket Bloor és mitsi. (2001)
valamint Zane ¢és mtsi. (2002) publikaciodja alapjan fejlesztettiik.

Az elmult évek alatt a DNS-alapi molekularis markerezési eljarasok kozott a
mikroszatellitek hasznalata valt a legnépszeriibbé.

Dolgozatomban bemutatom a Rhodiola rosea-t, a genetikai vizsgalatokhoz hasznalt DNS-
alapt molekularis markereket, illetve az altalunk vizsgalt ndvényfajra eddig alkalmazott eljarasokat,
valamint a mikroszatellit fejlesztési modszereket. A munka kivitelezését az Anyag €s modszer

fejezetben ismertetem és sajat készitésii abrakkal illusztralom az egyes 1épéseket, majd értékelem az



eredményeinket. A Megvitatas sordn a felmeriilt problémakra probalunk megoldasi lehetdségeket
talalni, illetve 6sszehasonlitjuk eredményeinket mas kutatok altal elért konkluziokkal.
Munkédm soran az alkalmazott mddszerek megismerését, elsajatitasat, és a laboratdriumi

tapasztalat megszerzését tartottam elsddlegesnek.



3.  IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Bevezetés

A Rhodiola rosea-t (aranygyokér, sarkigyokér vagy rozsagyokér) amely az 1. abran lathato,
évszdzadok ota haszndljak Oroszorszag és Skandindv orszagok gyogyaszatiban. 1748 és 1961
kozott Svédorszag, Norvégia, Franciaorszag, Németorszdg, a korabbi Szovjetunié és Izland
tudomanyos folyoirataiban kiilonb6z6 alkalmazasi teriileteit mutattak be. 1961 6ta tobb mint 180
gyogyszertani, fitokémiai €s klinikai tanulményt publikaltak. Habar az aranygyokérrdl, mint
adaptogén ndvényrdl, szamos tanulmanyt készitettek a kiilonféle egészségmegdrzé hatasai miatt,
ezek Nyugat-Eur6paban nagyrészt ismeretlenek maradtak. Ennek részben az lehetett az oka, hogy a
publikacidk tobbségét szlav és skandindv régidban beszélt nyelveken kozolték (Brown és mitsi.,
2002).

A Rhodiola rosea egy adaptogén gyogynovény. Az adaptogén elnevezés 1947-re vezethetd
vissza, és egy orosz tudds, Lazarev nevéhez kothetd. Ertelmezése szerint, az adaptogén ndvények
olyan hatéanyagokat tartalmaznak, amelyek egy nem-specifikus immunvalasz el6idézésével
ellenstlyozzak a szervezetre artalmas fizikai, kémiai és biologiai stresszorokat. A sarkigyokérnek
szamos olyan hatasa van, amelyek alapjan az adaptogén novények kozé sorolhato. Ilyen példaul
hogy, pozitiv hatast gyakorol a sziv- és érrendszeri miikddésre, valamint képes a kozponti
idegrendszert stimulalni (Kelly, 2001).

Ma mar a rozsagyokér kivonatabol késziilt termékek széles korben keresettek, melyeket
elsdsorban a fizikai faradtsdg csokkentésére illetve a mentélis teljesitOképesség nodvelésére

ajanlanak (Blomkvist és mtsi., 2009).

1. abra: A Rhodiola rosea (Foto: Gyérgy, 2012).



3.2. Botanikai leiras

Az els6 feljegyzés a rodia riza gyogyaszati alkalmazasarél Kr. e. 77-bél a De Materia
Medica-ban volt olvashato, amely a gérdg orvos, Dioscorides nevéhez flizédik. A Rhodiola rosea
nevet Linné adta neki, a gyokér megvagasakor érezhetd rozsaillat miatt (Brown és mtsi., 2002). A
novény latin nevét Priszter Szaniszlo (1998) illatos rozsasvarjihéjnak forditotta, de a koznyelvben
csak rozsagyokérként terjedt el (Galambosi és Gyorgy, 2008).

A Rhodiola fajok rendszertani besorolasanak alkalmaval a botanikusok kozott gyakran
nézeteltérések alakultak ki a hovatartozast illetden, mivel a rendszerezés soran nem lehet éles hatart
szabni a nemzetséget meghatarozo jellegzetességek kozott (Brown és mitsi., 2002).

A Rhodiola rosea a Crassulaceae (varjuhajfélék) csaladba, a Sedoideae (varjuhajformak)
alcsaladba és a Rhodiola nemzetségbe tartozik (Khanum és mtsi., 2005). Kezdetben a Sedum
nemzetségbe soroltak (kb. 10 faj) de 1963-ban Hegi elkiilonitette a Rhodiola-k csoportjat (kb. 50
fajt). Egyes forrasok szerint ma kb. 200 faj, (Chiorghita és mtsi.,, 2011) mig masok szerint
minddssze 24 faj tartozik ebbe a nemzetségbe (Panossian és mitsi., 2010).

A rozsagyokér kétlaki, éveld novény, amely 30-80 cm magasra nd és sarga virdgokat hoz
(Khanum és mtsi., 2005). Aprilisto]l augusztusig viragzik (Tasheva és Kosturkova, 2012). Vastag,
vagaskor kellemes illatot kibocsajto gyoktorzse van (Khanum és mtsi., 2005). A rizoma atlagosan
70-400g, de a 3,5 kg-ot is elérheti. Levelei hosszukasak, elliptikus alaktak (Tasheva és Kosturkova,

2012). Az 2. abra a Rhodiola rosea novényt mutatja be.

2. abra: A Rhodiola rosea névény felépitése (Forras: Brown és mtsi., 2002).



3.3. Foldrajzi elterjedés

A Rhodiola nemzetség valdsziniileg Délnyugat-Kina hegyvidéki teriileteir6l és a
Himalajabol szarmazik (Chiorghita és mtsi., 2011).

A rozsagyokér els6sorban az északi félteke magas hegységeiben illetve sarkvidéki teriiletein
él. Kozép- és Eszak-Azsidban, az Altaj hegységtdl kezdve Mongélian at, Szibériaban is tomegesen
eléfordul (Khanum és mtsi., 2005). Alaszkaban, Kanadaban és az Amerikai Egyesiilt Allamok
¢szaki hegységeiben is fellelheté (Brown és mtsi., 2002). Eur6pdban az Alpok, a Pireneusok és a
Karpatok hegységeikben, Azsiaban az Altaj, a Himalaja és az Ural hegységekben 980-2000m
kozotti magassagban fordul elé (Tasheva és Kosturkova, 2012). Gronlandon és Izlandon is
fellelhet6 (Zini és mtsi., 2008). A 3. abran ezen elterjedési teriiletek lathatoak.

Az intenziv gyljtésének koszonhetden néhany Oshonos éléhelyén mar kipusztult, illetve
helyenként rendkiviil lecsokkent az egyedszama (Chiorghita és mtsi., 2011). Ez természetvédelmi
intézkedéseket indokolt, néhany orszagban bekeriilt a veszélyeztetett novényfajokat tartalmazéd

Voros Konyvbe (Tasheva és Kosturkova, 2012).

3. abra: A Rhodiola rosea eléfordulési teriiletei (Forras: Pleschenk, 2012).



3.4. A Rhodiola rosea gyégyhatasai

Az rozsagyokér kozkedvelt gyogyndvény a népgyogyaszatban (Kelly, 2001). A vikingek
mar évszazadokkal ezelott alkalmaztak a fizikai teljesitoképesség, illetve az alloképesség javitasara.
Mongol orvosok pedig a TBC és a rak kezelésére irtak fel (Brown és mitsi., 2002).

A francidk az 1900-as években az agymiikodés élénkitésére hasznaltak, mig a németek
fejfajas ellen. Oroszorszagban ebben vélték felfedezni a hosszu élet titkat. A tibeti orvoslasban
tiid6bajok kezelésére alkalmaztak (Darbinyan és mtsi., 2000).

A Gruziai Koztarsasag falvaiban még ma is hagyomany, hogy hazassag elott egy csokor
Rhodiola novényt ajandékoznak az ifju parnak, annak hitében, hogy az fokozza a termékenységet és
biztositja az egészséges gyermek sziiletését. Kozép-Azsidban kemény telek idején, a hideg és az
influenza ellen eddig a rozsagyokér teaja bizonyult a leghatasosabbnak (Brown és mtsi., 2002).

Osszességében az rozsagyokeret a fizikai teljesitoképesség és a munka termelékenységének
novelésére, a hosszu élet elérésére, és a magashegyi betegség ellen hasznaltak, valamint a faradtsag,
depresszio, a vérszegénység, az impotencia, bélproblémak, fertézések, ¢és idegrendszeri
rendellenességek kezelésére (Brown és mitsi., 2002), mivel kivonatai adaptogén, antioxidans és
antipszichotikus hatassal is birnak (Tasheva és Kosturkova, 2012).

Napjainkban a rozsagyokérbol izolalt készitményekrdl sz6lo tanulmanyok bebizonyitottak
az idegrendszeri-, sziv-és érrendszeri rendellenességekre gyakorolt pozitiv hatasait, a faradtsag
elleni, az antidepresszans, €és a nyugtatd hatdsait, tovabba a szellemi teljesitOképesség fokozasat,
valamint az élettartam meghosszabbitasaban és a kozponti idegrendszer stimulaldsaban betoltott

szerepét. Manapsag vilagszerte hasznaljak étrend-kiegészitoként (Panossian és mtsi., 2010).
3.5. A Rhodiola rosea hatéanyagai

A Rhodiola rosea gyokerébdl 28 Gsszetevot, fold feletti részeibdl tovabbi 15 komponenst
izolaltak (Kelly, 2001).

A Rhodiola rosea gyokerén elvégzett fitokémiai vizsgalatok eredményeképpen szamos
biologiailag aktiv anyagot azonositottak, koztiik szerves savakat, flavonoidokat, tanninokat és sok
fenolos vegyliletet. Utobbiak kozé tartoznak a fenilpropan szarmazékok, mint példaul a rozavinek
(rozavin, rozin, rozarin), amelyek specialisan a Rhodiola rosea fajban fordulnak el6, és a feniletan
szalidrozid, amely minden Rhodiola fajban megtalalhatoak (Perfumi és Mattioli, 2007).

A rozsagyokér legfébb komponensei a rozavin, a rozin, a rozarin és a szalidrozid (Patov és

mitsi., 2006). A 4. abran a rozavin szerkezeti képletét lathatjuk.



4, abra.: A rozavin, az aranygyokér biokémiai aktivitasaért felelés egyik legfontosabb

komponensének szerkezete (Forras: Brown és mtsi., 2002).

3.6. Molekularis markerek

A DNS-alapu molekularis markerek olyan dezoxiribonukleinsav szakaszok, amelyek
genomi szinten levo kiilonbségek kimutatsara alkalmasak és nem feltétleniil nyilvanulnak meg a
fenotipusban. Elényiik, hogy a tobbi markerrel (pl. morfoldgiai) ellentétben, fiiggetlenek az egyed
koratol, fejlettségi szintjétdl és a kdrnyezeti hatdsoktol is (Agarwal és mtsi., 2008).

A molekuléris markerezési eljarasok legydzve a térbeli €s idobeli tavolsagot, lehetoséget
adnak a genetikai valtozatossag felmérésére. Napjainkban a variabilitds és diverzités
tanulmanyozasaban alapvetd szerepet jatszanak (Behera és mtsi.,, 2008), valamint a nemesitési
programokban is jol hasznosithatoak (Gupta és mtsi., 2001).

A molekularis markerezés két alapveté moddszere a restrikcids enzimekkel torténd hasitas,

illetve az amplifikacion alapuld (PCR) polimeraz lancreakci6 (Velich, 2001).
3.6.1. RFLP

Az RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism = restrikcios fragmentumhossz-
polimorfizmus) azon alapul, hogy ha egy DNS-szakasz restrikcios enzim-felismerd hasitdo helyben
kiilonbozik egy masiktol, akkor a két szakasz enzimatikus emésztése eltérd hosszusagu
fragmentumokat eredményez (Velich, 2001). A restrikcids enzimek tehat specifikus felismero-
hellyel rendelkeznek, és katalizaljdk a nukleinsavak hasitasat, melyek kiilonb6zé méretli DNS-
szakaszokat eredményeznek. A restrikciés fragmentumok agardz gélelektroforézissel a
molekulaméret alapjan elkiilonithetéek. A DNS-darabok sokasagabdl a Southern blottolason
alapuld hibridizaciéo segitségével kimutathatéoak az értékes informéciot hordozo szekvencia-

sorozatok (Botstein és mitsi., 1980.
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3.6.2. PCR alapu technikak

A PCR (Polimerase Chain Reaction = polimeraz lancreakci¢) a nukleinsavak meghatarozott
szakaszainak felszaporitasara alkalmazhatdo modszer (Parker és mtsi., 1998). A polimeraz lancreakcio
tulajdonképpen a sejtekben végbemendé DNS replikacio in vitro (nincs sziikség €16 sejtre) koriilmények
kozotti utanzasa (Laszlo, 1999). A PCR sordn enzimatikus uton, az amplifikdlandd szakasz két végén
megfeleld primereket alkalmazva meghatarozott DNS szakaszokat tudunk felszaporitani.

A folyamat harom Iépésbdl all, amelyek ciklikusan ismétlddnek (5. abra). A felszaporitandd
DNS-szakasz minden ciklusban megduplazodik. El8szor a dupla szala DNS-t magas hémérsékleten,
~95°C-on denaturaljuk. A masodik 1épésben 40-60°C-ra csokkentve a hémérsékletet a primerek
hozzahibridizalddnak a DNS-szal megfeleld részeihez. Végezetiil a hdmérsékletet 72°C-ra emelve,

a polimeraz a primerekt6l kiindulva komplementer szakaszt szintetizal (Hajosné, 1999).

/ By 1111111100 8
hidas 1111 PP
P =
. _— T
genomi DNS - w e Y e TOTTTIY ’
e S Yl - — T — i,
Jraiinnnnninnnng \ pximer\ek 1j nukleotidok
: i i~ TN, — -
- - \— m\ Badds 1111 PPN
1. denaturacio 2 Prisics tapaidis 3. Polimenizacid - I,
1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus

5. abra: A polimeraz lancreakcio (PCR). Az abran a 3 ciklusbol 4llo reakcid menete, illetve az

els6 cikluson beliil zajlo 1épések figyelhet6ek meg (Forras: Lawley, 2010).

3.6.2.1. RAPD

A RAPD (Random Amplified Polimorphic DNA = véletlenszeriien felszaporitott polimorf
DNS) moédszer a PCR soran egyetlen, tetszéleges primer alkalmazasaval kiilonb6zé méretli DNS-
fragmentumokat szaporit fel. Az egyes mintak kozotti eltérések etidium-bromid jelenlétében, agardz

gélen elvalasztva és ultraibolya sugarzas alatt lathatova téve detektalhatoak (Jones és mitsi., 1997).
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3.6.22. AFLP

Az AFLP (Amplified Fragment Length Polimorphism = amplifikalt fragmentumhossz-
polimorfizmus) a restrikcids enzimes hasitas utdn a keletkezett fragmentumokat PCR soran
felszaporitja. A hasitdo enzimek vagasi helye ismert, igy ezekre a végekre lehetéség van adapterek
ligalasara és az adapterre vald primer tervezésére. A gélelektroforézis alapjan kapott mintazatot a

restrikcids fragmentumok hosszkiilonbsége eredményezi (Jones és mtsi., 1997).
3.6.2.3. SNP

Az SNP-n (Single Nucleotide Polimorphism = egypontos nukleotid-polimorfizmus) alapulé
eljarasok egyre inkabb terjednek a genetikai tudomanyok teriiletén. A tanulmanyozast eldsegiti,
hogy az egypontos nukleotid-polimorfizmus nagy mintaszam esetén is gyorsan €s egyszeriien
vizsgalhato (Ye és mtsi., 2001).

Az SNP-k a bazisok egyedi pozicioi a genomban, amelyek egy populacion beliil kimutatjak
az 0roklédés soran végbemend valtozasokat (Twyman, 2005). Az SNP marker egy adott helyen
torténd csere, egyszerli bazisvaltozds a DNS-szekvencidban. Az SNP azonositdsdnak szamos
technikaja 1étezik. Altaldban a kimutatas két 1épésbdl all: 1., SNP azonositasa allél-specifikus
reakciokkal, 2.y ezek kimutatdsa a termékek azonositasa alapjan (Vignal és mtsi., 2002). Az allél-
elkiilonités alapja lehet hibridizacid, primer meghosszabbitis vagy enzimatikus emésztés (Twyman,

2005).
3.6.2.4. SSR

A SSR-ek (Simple Sequence Repeat = egyszerli szekvencia ismétlddés) a prokariota és
eukaridta €l6lényekben is eldforduld, tandem moddon ismétlédd motivumok, amelyek a genom
alapjan midiszatellit-, miniszatellit és mikroszatellit-eket kiilonboztethetink meg. llyen
ismétlddések példaul az (AT),, (ATC)n, (AGTC),, (AGTCT), (Hajosné, 1999).

A mikroszatellitek véletlenszeriien és egyenletesebben oszlanak el a genomban, mig a
miniszatellitek inkabb csak a telomerakban taldhatoak meg. A DNS-alapi markerek kozott a
mikroszatellitek a sokasaguk €s hipervariabilitdsuk miatt fontos csoportot képviselnek (Gupta és
mtsi., 1996).

A mikroszatelliteket hatarold6 DNS-szakaszok szekvencidja fajon beliill altalaban
konzervativ. Ezen szekvencidkra tervezett primerekkel a kozbeesé mikroszatellit régié polimeraz
lancreakcioval felszaporithatd. Az ismétlodd szakaszok ismétlddésszamaban 1évo kiilonbségek a

kapott fragmentumok eltérd hossza alapjan mutathatéak ki. Ezeket a molekularis markereket
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populéciogenetikai tanulméanyokra, kapcsoltsagi- és fizika térképek készitésére, fajtaazonositasra is
alkalmazzak (Hajosné, 1999).
A mikroszetllit markerek jol reprodukalhatdéak, multi-allélikus tulajdonsaggal rendelkeznek

¢s kodominans 6roklodéstiek (Zini és msti., 2009).
3.6.25. ISSR

Az ISSR (Inter Simple Sequence Repeat = egyszerii szekvencia ismétlédések kozott
talalhaté variabilitds) a mikroszatellitekhez hasonléan a genom néhany bazispar hosszusagu,
tandem ismétlédési régidin alapuld modszer. Az SSR-rel szembeni eldnye, hogy az ehhez hasznalt
primerek fejlesztése nem tal bonyolult folyamat. Az ISSR primerek magukra a mikroszatellit
régidkra vannak tervezve gy, hogy az ismétlédést megel6zé illetve kovetd 1-2-3 nukleotidot is
tartalmazza, mint példaul (TAT),G, C(TGT),. Ez a biztositék arra, hogy a primerek a DNS
mikroszatellit régidinak végéhez csak ezen nukleotidokkal ellatott helyekre hibridizaloédnak
(Heszky és mtsi.,, 2005). A fragmentumok felszaporitasa itt is PCR-el, majd elvalasztasuk
gélelektroforézissel torténik (Velich, 2001).

3.6.3. A Rhodiola nemzetségen beliil hasznalt molekuldris markerezési eljardsok

attekintése

A Rhodiola nemzetség esetén eddig csak néhany tanulmany sziiletett, amely a fajok
genetikai diverzitasanak felmérését célozta.

Az els6 publikacio Yan és mitsi. (2003) nevéhez flizodik. Izoenzimekkel vizsgaltak a
Rhodiola sachalinensis faj 217 egyedét, amelyek Kina 15 kiilonb6z6 €l6helyrdl szarmaztak. 12
enzim felhasznéalasaval 19 allélt azonositottak.

Lei és mtsi. (2006) a Rhodiola crenulata populacioit vizsgaltak ISSR modszerrel. 164
egyedet hasonlitottak 0ssze, melyeket 9 kiilonboz6 helyrél gyijtotték be Kinaban. A molekularis
markerezéshez 12 ISSR primert hasznaltak. Ezen primerek Osszesen 184 polimorf lokuszt
eredményeztek.

A Rhodiola iremelica populacioi kozotti kiillonbségek felmérésére és a genetikai variabilitas
tanulmanyozasara Yanbaev és mtsi. (2007) izoenzim markereket hasznaltak. Ehhez poliakrilamid
gélelektroforézist alkalmaztak. A Rhodiola iremelica-t 21 kiilonb6zé élhelyérdl gytjtottek be
Oroszorszag teriiletérdl. 8 16kuszban 33 allélvaltozatot figyeltek meg.

Elameen és mtsi. (2008) az AFLP segitségével a Rhodiola rosea diverzitasat vizsgaltak. 97,
Norvégiabdl szarmazé egyedre alkalmaztak ezt a markerezési eljarast. 5 primer 109 polimorf

16kuszt eredményezett.
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A Rhodiola rosea fajt Zini és mtsi. (2009) SSR markerek hasznalataval tanulmanyoztak,
mely SSR markereket maguk fejlesztették. 47 egyedet vizsgaltak meg, melyek Olaszorszag két
teriiletérr6l (22 Val Genova-bol, 25 Col Bricon-bol) szarmaztak. A vizsgalt 16kuszok mindegyike
polimorf volt, 16kuszonként 2-5 allélvéaltozatot mutatva a megfigyelt heterozigdtasag 9 és 76%
kozott valtozott.

Hou és Lou (2011) a Rhodiola dumulosa genetikai diverzitasanak vizsgalatahoz az AFLP
molekularis markerezési eljarast alkalmaztak. A Rhodiola dumulosa 35 populaciojabol 1089
egyedet gyljtottek be Kindban. A hasznalt 225 marker koziil 221 polimorfnak bizonyult.

Kozyrenko ¢és mtsi. (2011) oroszorszagi Rhodiola rosea populaciokat vizsgaltak ISSR
technikaval. 147 ndvényt gyijtottek be 11 populaciobdl. A markerezés soran 8 primert hasznaltak
¢s 243 16kuszt talaltak polimorfnak.

Gyorgy és mtsi. (2012b) a Zini és mitsi. (2009) altal fejlesztett SSR markereket alkalmaztak
oroszorszagi rozsagyokér populaciok vizsgalatara. Eredményeik szerint a 8 markerb6l csupan 4

bizonyult hasznosnak, a masik 4 vagy nem miikodott megbizhatéan vagy nem volt polimorf.
3.7.  Mikroszatellit markerek fejlesztése

A genomban el6fordulé mikroszatellitek mennyisége, Osszefiiggésben van az organizmus
genommeéretével (Toth és mtsi, 2000).

A mikroszatellit 16kuszok kinyerésének hagyomanyos modja a vizsgalni kivant faj
génkonyvtara alapjan torténik, amely soran a mikroszatelliteket tobb ezer klon koziil, kolonia
hibridizacié tobbszori megismétlésével kiilonitik el. Habar viszonylag egyszerli, kiilondsen a
mikroszatellitekben gazdag genomok esetében, ez a megkdzelités hosszadalmas és kevésbé
hatékony a tandem-ismétlédésii régiokban szegényebb fajoknél. Emiatt szdmos alternativ modszert
dolgoztak ki azért, hogy csokkentsék az id6t, amelyet a mikroszatellitek izolalasa igényel, és hogy
ezzel egyiitt jelentésen megndveljék a hatékonysagot (Zane és mtsi., 2002).

A génkonyvtar készités elkeriilésére, néhany kutaté az ismeretlen mikroszatellit régiok
megtalalasara a RAPD eljaras modositott valtozatat javasolta (Cifarelli és mtsi., 1995; Richardson
¢s mtsi., 1995). Vagy véletlenszeriien kivalasztott, mikroszatellit ismétlodésekkel ,kikotott”
primereket, vagy egyszeri RAPD primereket alkalmaztak, és a késébbiek soran a polimeraz
lancreakcid termékeit mikroszatellit probakkal hibridizaltdk Southern blottolds utan. A
megfigyelések alapjan a RAPD eljarassal felszaporitott termékek nagy mennyiségben tartalmaztak
1smétlédd régiokat, a pozitiv klonok kivéalasztasa utan a mikroszatellitek elkiilonitése egyszertien

elvégezhetd a Southern hibridizacio segitségével, vagy a RAPD termékek mindegyikének
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klonozasaval és a klonok végig pasztazasaval. A gyakorlatban azonban ez az eljarasok nem terjedt
el, mert a protokoll 2%-nal alacsonyabb hatékonysaggal alkalmazhato.

Egy masik ilyen eljaras a primerek meghosszabbitasan alapszik. Err6l a modszerr6l 2
tanulmany jelent meg, amelyek nagyon hatékonyan miikddtek az (AC) ismétlédés esetében, ugyanis
a pozitiv klonok 40-100%-os eredményt adtak. Ezek a protokollok meglehetésen sok 1épésbdl
allnak.

Az eddig bemutatott kisérletek a dinukleotid ismétlddések kivalasztasara vonatkoznak.

A mikroszatellitek megtaldldsdnak egy tovabbi lehetdsége a szelektiv hibridizacid, amelyet
az esetek 25%-aban alkalmaztak, igy ez egy kifejezetten népszerii modszer. A publikaciok 20%-t6l
90%-ig terjedd hatékonyagrol szamolnak be. A di-, tri- és tetranukleotid mikroszatellit ismétlédések
oridsi kiilonbségeket mutatnak ki az egyes taxonok kozott, a novényektdl kezdve egészen a
gerincesekig.

A FIASCO (Fast Isolation by AFLP of Sequences COntaining repeats = az ismétl6do
szekvenciak gyors eldallitdsa az AFLP moédszerével) modszer esetében 50-95%-os valdsziniiséggel
varhatd pozitiv eredmény (Zane ¢és mtsi., 2002). A kovetkezd fejezetben Zini és mtsi. (2009)

munkdja alapjan részletesen ismertetem ezt az eljarast.
3.7.1. A Rhodiola rosea fajra specifikus mikroszatellit markerek eléallitisa

Zini és mtsi. (2009) az aranygyokér genomi DNS-ét, a Val di Sol-bol (Trentin6 régio,
Olaszorszag) szarmazo novény fiatal levelébdl, egy CTAB-alapt eljarassal nyerték ki. Emésztés, az
AFLP adaptorok ligalasa és az amplifikatumok kivalogatasa utan a FIASCO modszert alkalmaztak.
Harom mikroszatellitekkel dusitott konyvtarat hoztak létre biotin-sztreptavidin immobilizacios
technika segitségével. A biotin-jelolt (CAA)io, (CT)1s és a (GT)ys kiilon-kiilon, az AFLP altal
amplifikalt fragmentumokhoz hibridizaloédtak, majd ezek kivalasztdsdra sztreptavidin bevonata
magnes gyongyoket alkalmaztak. Az elszeparalodott DNS fragmentumokat desztillalt vizben
clualtak. Az adapterekre tervezett primerekkel PCR-rel felsokszoroztak ezeket a fragmentumokat,
majd a keletkezett terméket klonoztak, szekvenaltak.

96 klon nukleotid-szekvenciajat hataroztak meg. A szekvenalt klonok 36%-a tartalmazott
mikroszatellit régiot, melyek kozott 7% azonos volt, mig a tobbi 93% egymastol eltérd
fragmentumokat eredményezett. A klonozott szekvencidk kozott, a tandem-ismétlddések
azonositasat primerek tervezése kovette.

A Rhodiola rosea 47, két elofordulasi teriiletrdl szarmazd egyedeit vizsgaltak, hogy
megallapithassak a fejlesztett mikroszatellit markerek polimorfizmusat. A 23 tervezett és tesztelt

primerpar koziil 15 sikeresen amplifikalta a fragmentumokat a vart tartomanyon beliil. Ezek koziil 3
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nem volt variabilis, 4-nél pedig a primer tobb helyre is bekotdédott €és nem csak az adott
mikroszatellit régiot szaporitotta fel. A masik 8 mikroszatellit 10kusz polimorf volt. A kifejlesztett 8
SSR allél-valtozatainak szama 2 és 5 kozott valtakozott 10kuszonként. Ezen lokuszok magas fok

variabilitast mutattak a vizsgalt populacidk kozott. A heterozigétasag 0,091 és 0,760 kozott alakult.
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4. CELKITUZES

A Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novénynemesités Tanszéken folyo kutatasba
kapcsolodhattam be. Munkank el6zménye a Tanszéken torténé Rhodiola rosea populacio-genetikai
vizsgalatai. Az eddigi kutatasok soran mindossze 8 mikroszatellit 10kuszt azonositottak e novény
esetében. A tanszéki tapasztalatok alapjan a 8 marker koziil is csupan csak 4 hasznalhato
megbizhatoan (Gyorgy és mtsi., 2012a és 2012b). Ilyen kevés markerrel nem kaphatunk teljes kori

attekintés a fajok genetikai variabilitast illetden.

Célunk volt a rézsagyokér specifikus mikroszatellit markerek szdmanak gyarapitasa. Minél
tobb marker all rendelkezésiinkre, annal pontosabbak lehetnek vizsgalataink, melyek a Rhodiola

rosea faj genetikai diverzitasat célozzak.

1. Elsédleges célunk az volt, hogy mikroszatellit régiokat keressiink a Rhodiola rosea
genomjaban, majd az, hogy ezeket elkiilonitsiik.

2. Munkank legfobb célja, hogy az SSR lokuszokat hatarolo szakaszokra primereket
fejlessziink.

3. Végezetiil célunk volt a kifejlesztett primerek alkalmazhatdsdganak vizsgalata. Tobb,
kiilonbozo elterjedési teriiletrdl szarmazo Rhodiola rosea egyeden tesztelve a primereket

megbizonyosodjunk a 16kuszok variabilitasarol.
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5.  ANYAG ES MODSZER

5.1. Novényanyag

A felhasznalt novényanyag a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika ¢s Novénynemesités
Tanszék Rhodiola rosea DNS-génbankjabdl szarmazott. A munkank soran felhasznalt ndvények
begylijtése Ausztriabol, Norvégiabol, Olaszorszagbol, Oroszorszagbodl, Svajcbol és Szlovéniabol

tortént.
5.2. DNS-kivonas

A DNS-t fagyasztott Rhodiola rosea levelekb6l vontuk ki. A DNS-kivonashoz az E.Z.N.A.
SP Plant Mini Kit-et (Omega, USA, Kalifornia) hasznaltuk és a hozza rendelt protokollt kovettiik.
A DNS mennyiségét és mindségét gélelektroforézissel, valamint Nanodrop ND 1000
(NanoDrop Technologies, Inc. Wilmington, DE, USA) késziilékkel allapitottuk meg. A
gélelektroforézishez 1%-os TBE agar6z gélt hasznalunk, melyben mintainkat etidium-bromid
fluoreszcens festékanyaggal tettiilk UV fény altal lathatova.
feladatunk az volt, hogy megfeleld mindségli mintat valasszunk. A kiindulasi DNS-t a NanoDrop

értekei €s PCR soran felszaporitott mintak gélképe alapjan valasztottuk ki.
5.3. SSR marker-fejlesztés

5.3.1. A genomi DNS-restrikcidja

A genomi DNS-hasitasat Zane ¢és mtsi (2002) cikke alapjan végeztiik el. Els6 1épésként a
kivalasztott DNS-t a Trull (Msel) restrikcidos enzimmel feldaraboltuk. Ez a négybazisos felismerd-
helyii enzim &tlagosan 256 bazisparonként vagja el a DNS-t. Igy kiilonbozé hossziisagl ismert

végzddésii fragmentumok keletkeztek. A DNS-ben végbemend hasadast a 6. dbra szemlélteti.

5 TTAA 3
3 AATIT 5

6. abra: A Trull restrikcios enzim vagési helyei a DNS-ben. Ahol a Rhodiola rosea genomjéban

el6fordulnak ezek a szekvencidk, ott végbemegy a hasitas.
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1. tablazat: A restrikcids 1épéshez hasznalt reagensek és mennyiségiik.

A hasitas 0sszetevoi: A felhasgn’é It
mennyiscg:
1x-es reakcio-pufferR (Fermentas) 2 ul
Trull (Fermentas, 10 unit/ul) 1ul
DNS (S5): 8 ul
ddH,0: 9ul
Osszesen: 20 pl

Az 1. tablazat a DNS-feldaraboldsahoz hasznalt komponenseket és mennyiségiiket ismerteti.

Ezt egy kloroformos tisztitd 1épés kovette, amelyre azért volt sziikség, hogy a Trull enzimet és

pufferét eltavolitsuk. Ugyanis jelenlétiik megzavarhatja a késébbi PCR sikerességét.

A tisztitd 1épés menete:

© 0 N o g bk~ 0w DR

e
N 2o

13.

A meghasitott genomi DNS-hez 180 pl ddH,0-t és 400 ul kloroformot adtunk.
Az elegyet 3 percig vortexeltiik, majd 10 percig allni hagytuk.

Ezutan 20 percig 4°C-on, 12000 rpm-el centrifugaltuk.

Egy 4j 1,5 pl-es centrifuga csébe atpipettaztuk a feliiluszot.

Ehhez 600 ul 7.5 M NH4AC-abs Et-OH-t adtunk és dontogetéssel dsszekevertiik.
Masfél oran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk.

Ujra centrifugaltuk 4°C-on, 12000 rpm-el 20 percen keresztiil.

A feliiluszot eltavolitottuk.

1000 pl -20°C-o0s, 70%-0s EtOH-t pipettaztunk hozza.

Ezt is 20 percig, 4°C-on, 12000 rpm-el centrifugaltuk.

A feliiluszot ismét leszivtuk.

Fél orara vakuum-centrifugaba tettiik (amig ki nem szaradt).

Végiil a kicsapodott DNS-t 15 ul ddH,0-val oldottuk fel.

5.3.2. Adapterek ligdaldsa

Zane ¢s mtsi (2002) cikke alapjdn a DNS-hez adaptereket illesztettlink. A tisztito 1épés utan

a Trull enzimes hasitas soran keletkezett ragados végekhez ismert szekvenciaji adaptert ligaltunk a

7. abran lathatd modon, amelyek a vagaskor 1étrejovo ragados végzddésekhez kapcsolodtak. Az

adaptert a Trull top és Trull bottom hibridizaciojaval allitottuk el6. A szekvencidk az 1.

mellékletben lathatdak. A reakcioelegyeket és mennyiségiiket a 2. tdblazat tartalmazza.
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S GTAGACTGCGTACCTAA
3 CATCTGACGCATGGATT

TTAGGTACGCAGTCTAC 3
AATCCATGCGTCAGATG S

7. abra: A DNS-hez kapcsol6do adapterek szekvenciaja. Az adapter a Trull top és a Trull bottom

rrrrrr

ragadds végekhez kapcsolddnak. Egymast kiegészitd (komplementer) tulajdonsdguk miatt, a

késébbiekben a Truel top oligonukleotid, mint primer veszt részt a reakcidban.

2. tablazat: Az Osszeillesztéshez hasznalt komponensek és mennyiségeik.

A ligalas Osszetevoi: A felhaszyélt
mennyiség:
2x-es reakcio-puffer (Fermentas) 10 ul
adapter: 2 ul
T4 DN- ligaz (Fermentas, 5 unit/pl): 1ul
DNS: 5ul
ddH0: 2 ul
Osszesen: 20 pl

Az 6sszemért reakcioelegyet 1-1,5 oran at szobahdmérsékleten inkubaltuk, majd egy ujabb

tisztito 1épésnek vetettiik ald, a kordbban ismertetett recept alapjan.
5.3.3. A keletkezett fragmentumok megsokszorozdsa

A hasitas soran keletkezett fragmentumokat a hozzajuk kotddott adapterekhez hibridizald
primerek segitségével PCR késziilék (Swift'™ MaxPro, Esco Micro Pte. Ltd, Singapore)
alkalmazasaval felszaporitottuk. A 3. tablazatban lathatjuk a polimerdz lancreakcid lépéseit, a

folyamat soran valtozo hdmérsékleteket és azok hossziisagat.
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3. tablazat: A polimeraz lancreakci6 Iépései, azok hdmérséklete €s ideje.

A PCR Iépései: hoémérseéklet: 1do:
Denaturacio: 94°C 5 perc
Denaturaci6: 94°C 30 masodperc
Primer-tapadas: 52°C 30 masodperc } 25 ciklus
Polimerizacio: 72°C 45 masodperc
Végso polimerizacio: 72°C 7 perc

4°C 0

4, tablazat: A PCR-hez 6sszemért elegy komponensei és azok mennyisége.

A PCR reagensei: A felhaszr,lélt
mennyiscg:
Taq 10x-es reakcio-puffer (Fermentas): 2 ul
25mM MgCl,: 0,96 ul
10mM dNTP-mix: 0,4 ul
Primer (Msel top, 10 uM): 2,5 ul
BSA (1mg/ml): 0,5 ul
Tag DNS-polimeraz (Fermentas, 1 unit/ pl): 0,5 ul
DNS: 1,5 ul
ddH.0: 11,64 ul
Osszesen 20 pl

A 4. tdblazat a polimeraz lancreakcié soran felszaporitott termék kiinduldsi dsszetevdit és
mennyiségeiket tartalmazza. A 8. dbran a primerek, és azok hibridizacios helyei lathatoak. A DNS-
polimeraz 53’ iranyba szintetizal, igy az adapterek tulajdonsagaibol adéddan a reakcid soran
elegendd egyetlen primer. Ez a Trull oligonukleotid. Ezt a 1épést is Zane €s munkatarsai (2002)

cikke alapjan végeztiik el.
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GTAGACTGCGTACCTAA I (CA)= BN TTAGGTACGCAGTCTAC

| CCATGCGTCAGATG
‘-.'?',._' """"""""""""""""""""""""""""""""""""""" < 5
5 3"
GTAGACTGCGTACC ~ 7

CATCTGACGCATGGATT N (GT)x M AATCCATGCGTCAGATG

8. abra: A primer tapadas. Az adapter primere a Trull top. A PCR sor4n azért elegendd egy primer, mert a DNS 2
szalanak szétvéalasa soran a polimerizacié mindkét esetben 5°-3’-s iranyba torténik. Az adapterek komplementaritasa

miatt az ellenkez6 iranyu polimerizacid soran azonos szekvencidkat kapunk.

5.3.4. Magneses szelekcio

Mintankban 2 bazispar hosszisagi (CA) szakaszokat szerettiink volna talalni. Ebben a
biotin-szreptavidin kapcsolaton alapuld magneses szelekcio segitett. Ez a folyamat arra szolgalt,
hogy kivalasszuk azon fragmentumainkat, amelyek tartalmazzak ezt a mikroszatellit régiot.
5’végen Dbiotin-jelolt 10 bazispar hosszsaghh (GT)s oligonukleotidokat adtunk a polimeraz
lancreakcid soran felszaporitott termékiinkhoz. A hibridizadci6 komponensei az 5. tablazatban

szerepelnek.

5. tablazat: A magneses hibridizacioban résztvevo osszetevok és mennyiségiik.

A hibridizécid elemei: A felhasznalt mennyiség
10uM (GT)s: 2,5l

PCR termék: 6 ul

ddH,0: 11,5 ul
Osszesen: 20 pl

Az 5. tablazat alapjan Osszeallitott elegyet 7 percen keresztiill 94°C-on tartottuk, majd
masodpercenként 0,1°C-kal csokkentettik a homérsékletet a 20°C eléréséig. Ezalatt a DNS
denaturalodott, majd a biotinnal jelolt szakaszok hozzakapcsolodtak a (CA) motivumokat

tartalmazé DNS-darabokhoz. A folyamatot a 9. abra mutatja (Bloor és mtsi., 2001).
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GTAGACTGCGTACCTAAEN (CA), B TTAGGTACGCAGTCTAC

CATCTGACGCATGGATT I L ATCCATGCGTCAGATG

9. abra: A biotin-jeldlt (GT)s szakaszok hozzihibridizalodnak a keresett (CA), mikroszatellit
régiokat tartalmazé DNS darabokhoz. A biotin molekulanak a késébbiekben a kivant motivumokat

tartalmaz6 fragmentumok kivalasztasaban lesz szerepe.

Az ezt kovetd 1épés sordn a hibridizalt termékeket magneses szelekcidonak vetettiik ala,
amely segitségével kivalogattuk azokat a DNS-darabokat, amelyekhez hozzakapcsolodtak a biotin-
jelolt (GT)s ismétlddést tartalmazod szakaszok. A kivalasztodast magnes gyongy feliiletén talalhatd
sztreptavidin molekula segitette. A sztreptavidin hozza kotédott a (GT) ismétlddéseket tartalmazo
fragmentumok biotin molekuldjahoz. A magnes gyongyoket egy magneses centrifugacsé allvany
segitségével gylijtottiik Ossze. Ezzel elkiiloniiltek a szamunkra fontos (CA) szakaszt tartalmazo,

illetve az azokat nem tartalmazo6 fragmentumok. Ez a 10. abran lathato.

A magneses szelekcid menete:

Elomosas:

1. 10 pl feliiletkezelt sztreptavidin magnes gyongyot (Dynabeads M-280 sztreptavidin,
Life Technologies Corporation, Invitrogen) mértiink egy 1,5 ul-es centrifugacsobe,
majd ezt 6sszevortexeltiik.

2. A centrifugacsovet 2 percig egy magneses mikrocentrifigacsO-tartd allvanyra
helyeztiik, és megvartuk amig a magnes gyongyok a csé faldra a magneshez
tapadnak. A feliiluszot eltavolitottuk.

3. 20 ul, egyszeres Binding and Wash (1M NaCl, 10mM Tris-HCI, pH 7.5, 1mM
EDTA) moso-puffert adtunk hozza és ezt felszuszpendaltuk (6sszekevertiik).

4. A masodik és harmadik 1épést kétszer megismételtiik.
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Eléblokkolas:

5.

6.
7.

20 ul, kétszeres moso-puffert adtunk a csdvekbe, valamint tovabbi 20 ul indifferens
(barmilyen) PCR terméket.
5 percig Ovatos pipettazassal 6sszekevertiik az elegyet.

Ismét magnesre helyeztiik 2 percre, majd leszivtuk a feliiluszot.

Magneses szelekcio:

8. 20 pl, kétszeres moso-puffert, 10 ul mintat a keletkezett termékiinkbol, 2 ul
indifferens PCR terméket és 8 ul ddH,O-t adtunk a pellethez, amit 15 percig
kevergettiink.

9. 15 perc utan 2 percre magnesre helyeztiik és ismét leszivtuk a folyadékot.

10.  Tovébbi 37 ul, egyszeres moso-puffert és 3 pl indifferens PCR terméket mértiink a
csoviinkbe.

11. 5 percig kevergettik, majd Gjra a magnes oszlopra helyeztiik és leszivtuk a
feliiluszot.

12. 37 ul, egyszeres moso-puffert valamint 3 ul indifferens terméket adtunk a
rendszerhez €s ezt 20 percig razattuk.

13. 3 percre a magnes oszlopra helyeztiik, majd ismét leszivtuk az attetsz6 folyadékot.

14, A 12-es és 13-as I1épést megismételtiik.

15.  Végiil 25 pl T1pEe (10 mM TrisCl, pH 8.0, 0.1 mM EDTA pH 8.0) pufferrel és 2,58
ul ddH,0-val kevertiink.

oM
GTAGACTGCGTACCT_H- (CA) -ITAGGTACGCAGTCTAC

CATCTGACGCATGGATT . : 1CCATGCGTCAGATG

10. abra: A (CA), szakaszhoz hozzahibridizalodott a biotinnal jelolt (GT)s szakasz. A biotinhoz

hozzéakapcsolodott a sztreptavidin (z61d). Végiil a magnes gyongy (sziirke) altal a magnes oszlopba

helyezett centrifuga csoéviink falahoz tapadtak.
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6. tablazat: A magneses szelekciot ellenérzo reakcioelegy 0sszetevoi és mennyiségeik.

A PCR reakci6 komponensei:

A felhasznalt mennyiség:

Taq 10x-es reakcio-puffer (Fermentas): 4 ul
25mM MgCly: 1,92 ul
10mM dNTP-mix: 0,8 ul
Primer (Msel top, 10uM): 6,4 ul
BSA (Img/ml): 1yl
Taq DNS-polimeraz (Fermentas, 1 unit/ pl): 1yl
DNS: 3ul
ddH,0: 21,88 ul
Osszesen: 40 nl

A magneses hibridizacid sikerességét PCR-rel,

majd a keletkezett termék

gélelektroforézisével ellendriztiik. A 6. tablazatban ezen 1épések Osszetevdit foglaltuk ossze. A 7.

tdblazat pedig a polimeraz-lancreakcid sordn végbemend folyamatot tartalmazza. Ebben a

fejezetben Bloor és mtsi (2001) cikke alapjan dolgoztunk.

7. tablazat: A hibridizaciot ellendrz6 PCR reakcio programja a kovetkez6 volt.

PCR reakci6 1épései: hoémérseklet: 1d6:
Denaturacio6: 94°C 6 perc
Denaturaci6: 94°C 30 masodperc
Primer-tapadas: 52°C 30 masodperc } 30 ciklus
Polimerizacio: 72°C 45 masodperc
Végso polimerizacio: 72°C 30 perc

4°C 0

5.3.5. A szelektalt fragmentumok klonozdsa

Mivel elméletileg eljutottunk oddig, hogy mar a centrifugacsé csak a szdmunkra fontos

fragmentumokat tartalmazza, ezeket klonozassal valasztottuk szét. A DNS-darabjainkat pTz57R/T

vektorba (InsTA Clone PCR Cloning Kit Fermentas- Thermo Scientific, Burlington, Kanada)

illesztettliik, majd a ligatumokat DH5a kompetens sejtekbe transzformaltuk. A 8. tablazatban az

Osszekapcsolas komponenseit lathatjuk. Az igy keletkezett elegyet egy éjszakan at 4°C-on tartottuk.
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8. tablazat: A magnesezés utan keletkezett termék ligalasahoz hasznalt 6sszetevok

¢s mennyiségeik.

Ligalas komponensei: A felhasznalt
mennyiség

5x-0s ligalo-puffer (Fermentas): 3ul
Plazmid (pTz57R/T, 55mg/pl): 1,5 ul

T4 DNS-ligaz (Fermentas, 5 unit/ ul): 0,5 ul
PCR termék: 4 ul
ddeOZ 6 ;JJ
Osszesen: 15 nl

Kovetkezd nap 50 ul DH5a kompetens sejthez hozzaadtunk 5 pl-t a ligdtumunkbdl. Ezt 10
percig jégen tartottuk, majd 1 percre 42°C-ra helyeztiik. Végiil 1-2 perc alatt ismét visszahttottiik.
Az E.coli baktériumnak 950 ul LB-t (Bacto-Trypton 10g, éleszt6kivonat 5g, NaCl 10g, Agar por
15g/1) adtunk, majd 37°C-on 1,5 6ran keresztiil razattuk. Ezen id6 alatt a baktériumok osztodasnak
indultak. Masfél oraval késdbb kovetkezett a szélesztés. Ehhez sziikségiink volt a téptalajt
tartalmazoé plate-re (LB + ampicillin), 50 ul X-Gal-ra, valamint 100 ul IPTG-re (Life Technologies
Corporation, Invitrogen, 200g/ml). A kimért X-Gal-t és IPTG-t 6sszekevertiik, majd egyenletesen
felvittiik a plate-re. 15 perc varakozasi id0 utan ugyanezt tettiik 150 pl felszaporitott E.coli
baktériummal.

Sikeres transzformacio €s szélesztés utan masnap kék és fehér telepeket lathattunk a plate-n.
A pozitiv telepek azok, amelyek nem mutattdk a kék szinreakciot. Kovetkezésképpen a fehér
telepekkel dolgoztunk tovabb. Ezeket masterplate-re vittiik at. Minden jol elkiilonitheté telepre
kolonia PCR-t mértiink Ossze. A 9. tablazatban tiintetjiik fel a kolonia PCR elemeit, amelyben a

DNS-templat a masterplate-re atkent baktériumtelep maradéka volt.

9. tablazat: A kolonia PCR reakcidelegy komponensei és mennyiségeik.

A kolonia PCR komponensei: A felhasznalt
mennyiség:
Taq 10x-es reakcio-puffer (Fermentas): 1,25 pl
25mM MgCly: 1,25 ul
10mM dNTP-mix: 0,25 pl
Primer (M13 forward, 10uM): 0,5 ul
Primer (M13 reverse, 10uM): 0,5 ul
Taq DNS-polimeraz (Fermentas, 1 unit/ pl): 0,3 ul
ddeOI 8,45 MI
Osszesen 12,5 ul
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10. tablazat: A koldénia polimeraz lancreakcid programja.

A koldénia PCR reakci6 Iépései:  hémérséklet: 1do6:
Denaturacio: 94°C 5 perc
Denaturaci6: 94°C 45 masodperc
Primer-tapadas: 45°C 60 masodperc 30 ciklus
Polimerizacio: 72°C 90 masodperc
Végso polimerizacio: 72°C 5 perc

4°C 0

Az Osszemért elegybe beleérintettiik a baktériumtelep leszedését segitd pipetta hegyet. A

program végeztével ismét gélelektroforézist csinaltunk.

5.3.6. Plazmid izoldlas

A kolonia PCR utan a pozitiv telepeket folyadékkulturaban felszaporitottuk. A masterplate-

16l kiilon tivegesékbe 2 ul ampicillint tartalmazo 2 ml folyékony LB taptalajba vittiik at a telepeket.

Egy éjszakan at 37°C-on razattuk, masnap plazmidot izolaltunk bel6le, amelyhez az E.Z.N.A.

Plasmid Mini Kit-tet (Omega, USA, Kalifornia) hasznaltuk és a megadott, Plasmid Mini Spin

Protocol szerint jartunk el. Ennek sikerességét NanoDrop-pal ellenériztiink. Hasitassal még egyszer

ellendriztiik az inzert beépiilését. A hasitas 0sszetevoit mutatja a 11. tdblazat.

11. tablazat: A hasitas soran 6sszemért reagensek €s mennyiségiik.

A hasitas Osszetevoi: A felhasznalt
mennyiség:
10x-es F.D. Green-puffer (Fermentas) 2 ul
BamHI (10 unit/pl): 1ul
Xbal (10 unit/pl) 1l
plazmid: 2 ul
ddH,0: 12 pl
Osszesen: 20 ul

A hasitasi elegyet 15 percig 37°C-on inkubaltuk, majd tovabbi 10 percre 65°C-ra helyeztiik.

Uténa ellendrzésként ismét gélelektroforézist végeztiink.
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5.3.7. Szekvencia-analizis

A plazmidok szekvencia-analizisére az MTA Szegedi Biologiai Kézpontjaban keriilt sor. A
nukleotidok sorrendjének meghatdrozasait a BAYGEN (Bay Zoltan Kozhaszni Nonprofit Kft.

Novénygenetika Intézetének Kapillaris Szekvenald Platformja) végezte.

5.3.8. Primer fejlesztés

Amennyiben valoban tartalmazott mikroszatellit motivumot a DNS-szakasz, a Primer 3
interneten elérhet6 software (http://frodo.wi.mit.edu/) segitségével primereket fejlesztettiink rajuk.

A primereket a Csertex Kft-t61 (Magyarorszag, Budapest) rendeltiik.
5.3.9. A kifejlesztett primerek miikidésének optimalizdldsa

A primerek megérkezése utan ellendriztiik miikodésiiket, valamint optimalizéaltuk a primerek
tapaddsi homérsékleteit. A Csertex Kft. a megrendelt primerekhez megadta az optimalis
primertapadasi hémérsékletet, az RhpB13 primer esetében a forward-nak 53°C a reverse-nek 57°C,
az RhpBl4a-nal 53°C és 55°C, az RhpBl14b-nél 47°C és 57°C. Az adatok alapjan 53°C-on
probaltuk ki dket. Késobb a kifejlesztett primerek tapadasi homérsékletének optimalizalasa gradiens

PCR segitségével tortént, melynek 6sszetevoit a 12. tablazat mutatja.

12. tablazat: A gradiens PCR reakcioelegy Osszetevdi €s mennyiségei.

A gradiens PCR elemei: A felhasznalt
mennyiség:
Green Taq 10x-es reakcio-puffer (Fermentas): 2 ul
10mM dNTP-mix: 0,4 ul
Primer (RhpB14a forward, 10 uM): 0,5 ul
Primer (RhpB14a reverse, 10 uM): 0,5l
Dream Tagq DNS-polimeraz (Fermentas, 1 unit/ pl): 0,15 pl
DNS (V2, olasz) 1pl
ddH,0: 15,45 ul
Osszesen: 20 ul

A gradiens PCR annyiban specialis, hogy az altalunk hasznalt késziilék a ciklus 3. 1épésében
kiilonbozo primertapadasi hdmérsékleteket képes biztositani. A programozas soran a primertapadasi
homérsékletre intervallumokat kellett megadtunk. A primerek miikddését gélelektroforézissel

ellendriztik.
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5.3.10. A molekuldaris marker variabilitisanak ellendrzése (fragmentumhossz-analizis)

Végiil a Rhodiola rosea faj kiilonb6z6 populacioibol szarmazéd egyedeken megvizsgaltuk a

kifejlesztett primerek altal felszaporitott mikroszatellit régiok genetikai variabilitasat.

13. tablazat: A polimeraz lancreakcid Osszetevoi €s mennyiségei.

A PCR elemei: A felhasznalt
mennyiség:
Dream Taq 10x-es reakcio-puffer (Fermentas): 2 ul
10mM dNTP-mix: 0,4 ul
Primer (RhpB14a forward, 10 uM): 0,4 ul
Primer (RhpB14a reverse, 10 uM): 0,5 ul
Primer (M13*, 10 uM): 0,3 ul
Dream Tag DNS-polimeraz (Fermentas, 1 unit/ pl): 0,15 ul
DNS: 1wl
ddH,0: 15,25 pl
Osszesen: 20 ul

A 13. téblazatban lathatdé a polimerdz-lancreakcioban résztvevé komponensek és
mennyiségeik. A PCR sordan a 3 kiilonb6zd primer-parra, a gradiens PCR altal optimalizalt
primertapadasi hémérsékleteket allitottuk be. A kifejlesztett primereket szamos egymastol tavol esd
populécio egyedeinek DNS-ével vizsgaltuk meg.

A polimeraz lancreakcioban az M13* primer egy 5 FAM fluoreszcens jeldlést tartalmazo
oligonukleotid (1. melléklet). A fluoreszcens jelolés a fragmentumhossz-analizishez sziikséges. A
tervezett (RhpB1l4a) primer-par mikodését gélelektroforézissel ellendriztiik. A masik két primer-
par esetében hasonldan jartunk el.

A gélelektroforézis alapjan kivalasztottuk a megfeleléen amplifikalodott mintakat, melyeket
fragmentumhossz-analizisre kiildtiink.

A DNS-szakaszok méretének meghatarozasahoz sziikséges, hogy a primerek egyike
fluoreszcens jelolést hordozzon. A fluoreszcens jelolés azonban nagyon draga. A Koltségek
csokkentése érdekében alkalmaztuk a Schuelke (2000) altal fejlesztett modszert. A fluoreszcens
jelolést az M13* nevii altalanos primer hordozza és az altalunk tervezett primereket 0igy rendeltiik,
hogy azok tartalmazzak a jel5lt primer nukleotid sorrendjét is. Igy 3 primer vesz részt a reakcidban,
amelynek soran a DNS-hez hibridizalé primerhez kapcsolodik hozza egy kovetkezd ciklusban a

jelzést hordozé M13* primer. A DNS szakaszok hosszanak meghatirozédsa egy lézeres detektald
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rendszerben torténik (Schuelke, 2000). A kifejlesztett primerek altal felszaporitott mintaink
fragmentumhossz-analizisét a BIOMI Kft. (Magyarorszag, G6dollo) végezte.
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6. EREDMENYEK

6.1. DNS kivonas

Munkéank kezdetén a Genetika és Novénynemesités Tanszék DNS-bankjabol szarmazd
Rhodiola rosea egyedek koziil 10 novény fagyasztott levelébdl vontuk ki a DNS-t. A DNS-ek
Svajcbol (M3, M13, M15), Szlovéniabol (S5, S11, S15) és Norvégiabol (2/183, 2/186, 2/187,
2/189) szarmaztak. A NanoDrop-al végzett mérés eredményeképpen ezek DNS-koncentracidja 100

és 200 ng/ul kozott volt. A 11. abran ezen mintak gélelektroforézis utani képét lathatjuk.

M3 MI13 M15 S5 S11 S15 2/183 2/186 2/187 2/189

Bin.' ;
B e e

il

gélelektroforézise. A gélkép alapjan az S5-0s, szlovéniai Rhodiola rosea-bol kivont DNS-t
valasztottuk.

A gélkép és a koncentraciotartalom alapjan az S5-0s, szlovéniai Rhodiola rosea DNS-e

bizonyult a legmegfeleldbbnek, igy munkéank sordn a tovdbbiakban ezzel dolgoztunk.

6.2. SSR marker-fejlesztés

6.2.1. A genomi DNS restrikcidja

A kivalasztott S5-0s mintdt az Msel (Trull) restrikcids enzimmel hasitottuk. A vagést
adapter ligalasa kovette, majd ezen fragmentumokat PCR-el felszaporitottuk. A 12. dbran lathato,
hogy a PCR reakcié sikeresnek mondhato, vagyis kiillonb6z6 méreti DNS-fragmentumok

képzddtek.
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12. abra: A termék jelenlétének ellendrzése. Az itt lathato gélkép alapjan bizonyosodtunk meg
arrol, hogy az ellenérzé polimeraz lancreakcio megfeleléen mitkodott, és eddigi munkank sikeresnek
mondhatd. A termékben sok, kiilonb6zé méretii fragmentum jelenléte volt megfigyelhetd. Az abran
lathato szamok a PCR reakcié kiindulasi DNS mennyiségét jelolik. Az 1. zsebben 0,75ul, a 2-ban
1,5ul a 3-ban pedig 2,5ul volt az elegy kezdeti DNS-tartalma. A 2-es termékkel folytattuk munkankat.

6.2.2. Magneses szelekcio

A kovetkezd 1épés soran szelektalnunk kellett a mikroszatellit régiot valoban tartalmazo
DNS-szakaszokat. Ezt a magneses szelekcio elve alapjan végeztiik el. A keletkezett terméket ismét
ellendrizniink kellett. A 13. 4bran lathat6 két “smear” bizonyitja, hogy a termékiink jelen van

keletkezett elegyben.

13. abra: A magneses hibridizacio sikerességét ellendrzd PCR reakcid termékeinek gélképe. A
lathatd 2 “smear” mutatja a sokféle méreti DNS-szakaszok jelenlétét. Az 1. és a 2. amplifikonok
kozott az a kiilonbség, hogy a masodikban a PCR reakcio kiindulasi termékét kétszeresére higitottuk.

6.2.3. A szelektalt fragmentumok klonozdsa

Mivel varakozasaink szerint mar csak a mikroszatelliteket tartalmazé fragmentumok voltak

jelen az oldatban ezeket pTz 57 R/T vektorhoz kapcsoltuk, majd kompetens sejtbe transzformaltuk.
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A kolonia PCR soran tovabbi szelekciora volt lehetdségiink, melynek gélelektroforézis utani
eredményét a 14. dbra tartalmazza. Osszesen 106 koloniat ellendriztiink polimeraz-lancreakcioval,
majd a gélelektroforézis alapjan valasztottuk ki a megfeleld mintdinkat. Ahol tortént polimerizacid
ott eltéré méretli, a (CA), motivumot feltételezhetden tartalmazd DNS-szakaszok lathatéak. A

kovetkezo 1épést 44 mintaval folytattuk a kolonia PCR alapjan.

< - - ¥ 0
50- . Al A2 A3 BF A5 A6 A7 AS A9 A10 ATt A12 A13°KT4 A15A16 A17 A18 A19

1000
bp
E— a - —- -, - =
25 _ ‘ —— -
50-
A20 A21 A22 A23 A24 A25 A;6 ~A27 A28 A29 -A30 1000
— TR p— Pa—

e e e - o e —— —— < bp

14. abra: A kolénia PCR soran felszaporitott fragmentumok gélelektroforézisének részlete lathato.
Osszesen 106 koloniat ellenériztiink polimeraz-lancreakcidval, majd a gélelektroforézis alapjan
valasztottuk ki a megfeleld mintdinkat. A gélkép alapjan hatarozottan elkiilonithetdek a
fragmentumokat tartalmazo, illetve az azokat nem tartalmazé mintak. Az A4, A7, A8, A9, All, Al4,
Al9, A20, A24, A25, A26, A28, A29, A30-as mintak feltételezhetGen valdjaban tartalmaztak (CA),
ismétlédési mikroszatellit régidkat.

6.2.4. Plazmid izoldlds

A Kolénia PCR soran a pozitiv mintakbol plazmidot izolaltunk. Ezt a 1épést NanoDroppal
ellendriztiik. Ezen eredményeket a 2. mellékletben tiintettiik fel. A megfelelé6 koncentracioja
plazmidjainkat meghasitottuk, hogy a beépiilt inzertiinket lathatova tegylik. A 15. dbra a hasitas
utani gélelektroforézis eredményét szemlélteti. Ahol valoban megtortént a hasitds azokat a klonokat

szekvencia-analizisre kiildtiik Szegedre, a Baygen Intézetbe.
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15. abra: A plazmid izolalds utin végzett hasitds ellendrzése. A gélképen lathatd, hogy
feltételezéseink szerint az Osszes minta tartalmazza a beépiilt inzertet. A képen 3000 bp koriil
lathatbak a plazmidok, mig alattuk a kihasadt inzertek. 44 mintat kiildhettiink szekvencia analizisre. A
g¢l bal oldalan 1 kb-s Gene Ruler (Fermentas) 1étra, jobb oldalt 50 bp-s (Fermentas) 1étra segiti a
méretek meghatarozasat.

6.2.5. Szekvencia-analizis

A mintak szekvencia-analizisének eredményét szemlélteti a 16. abra. JoI lathatoak a talalt
ismétlodé régiok. A megszekvendlt 44 mintdbdl minddssze 3 tartalmazott valojaban tandem-

ismétlodésti motivumokat és ezekben sem a vart (CA), mikroszatelliteket talaltuk.

CGOTGGCCGGTGGTGGTIGGAIGGAIGGAGAGGTGGCTT
GTCACCCCAA |gGA|GGA|GGﬂ| i CCAAGGAGG

CT1 TTCGT']'TC|TTC,GTTC.

16. abra: A szekvencia-analizis alapjan ezen mikroszatellit régiokat talaltuk a fragmentumokban.
Ezekre az ismétl6désekre tortént a primer fejlesztés, melyet szamitogép altal végeztiink.

6.2.6. Primer-fejlesztés

A primerek a 16. abran lathat6 tandem-ismétlodésti régiok felszaporitasara lettek tervezve.
Ezt az interneten szabadon elérhetd Primer 3 Program segitette. A tervezett primerek szekvencia
sorrendje az 1. mellékletben lathato. A 3. mellékletben lathatjuk a szamitogép altal ajanlott az
OtszOrés  ismétlédésti, 7 nukleotid hosszusagii mikroszatellitre fejleszthetd primer-parok

lehetdségeit.
6.2.7. A kifejlesztett primerek miikodésének optimalizdldsa

A primerek miik6dését PCR-rel ellendriztiik. A polimeraz lancreakciot a B2-es, svajci

Rhodiola rosea DNS-ével végeztiik el 53°C-on. A 17. abra szemlélteti az eredményeket. Ez alapjan
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megallapithattuk, hogy a primerek mikddnek ezen a hémérsékleten, de az RhpBl4a- és az RhpB13

primer-parok esetében gyenge volt az amplifikacio, igy tovabbi optimalizaciot igényeltek.

17. abra: A primerek miikodésének ellenérzése. A gélképen 250 bp-nal lathatéak a felszaporitott
fragmentumok a vart méretben. Az RhpB13 és RhpBl4a primereknek tovabbi PCR-ekkel
optimalizaltuk a mitkodésiiket.

A 18. abran az RhpB14a gradiens polimeraz lancreakcidja eredményeként kapott gélkép

lathatd. A reakcidt egyetlen, a V2 (olasz) DNS felhasznélésaval, kiilonb6z6 hdmérsékleteken

végeztiik el.

18. abra: Az abran az RhpBl4a primer gradiens PCR-e lathato az olasz V2-es DNS
felhasznalasaval. A képen lathatd szamok kiilonbozé homérsékleteket jeldlnek. 1. 53°C, 2. 55,8°C, 3.
57,3, 4. 59°C, 5. 61,5°C, 63°C. 250 bp-nal lathatoak a felszaporitott fragmentumok és mivel ez 63°C-
on is végbement, igy az RhpBl4a primer esetében ez lett a kivalasztott primer tapadasi

hémérsékletének.

Mivel a PCR 63°C-on is megfeleléen miikodott, a populaciok vizsgalatahoz az RhpBl4a
primertapadasi homérsékletének ezt valasztottuk. A masik 2 primerrel ugyanigy jartunk el. Az
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RhpB14b primer optimalis tapadasi homérsékletének az 53°C bizonyult. Az RhpB13 primer

estében nem tudtunk tokéletes tapadasi hémérsékletet megallapitani.
6.2.8. A molekularis marker variabilitasinak ellendrzése (fragmentumhossz-analizis)

Munkank végezetéiil szamos, kiilonb6z6 elterjedési teriiletr6l szarmazo Rhodiola rosea fajt
vizsgaltunk meg. A 19. abran a vizsgalt populaciok RhpB14b primerrel térténé PCR termékeinek

gélelektroforézise lathato.

1:36 S1F A3 B3 U4/5N 471046 Uaé 9/134 520 10/111 N12 Pé
bp ‘e

o \ -
-— - g —_— ——

-

19. abra: A gélképen szlovén (S1, S20), norvég (N4/10, 9/134, 10/ 111), svajci (B3, Ua6, N12, P6)
osztrak (A3, A6) és orosz (U4/5) Rhodiola rosea DNS-einek PCR utani gélelektroforézisének
eredménye lathaté az RhpB14b primerrel. 250 bp-nal lathatéoak az amplifikalt DNS-szakaszok. Az
Uab és a P6 svajci minta esetében a primer nem miikodott.

A 19-es abra alapjan az RhpB14b primer altal felszaporitott termékeink koziil az Ua6 és a
P6 (svajci) mintak kivételével a tobbit fragmentumhossz-analizisre kiildtiik. A masik két primer
esetében ugyanigy jartunk el.

A kapott eredmények alapjan pontos kovetkeztetéseket vonhattunk le a kifejlesztett
molekularis markerek polimorfizmusardl. Az eredményeket kromatogram formajaban kaptuk meg.
A 20. abran erre lathatunk egy példat. A fragmentumhossz-analizis alapjan az RhpB14a primer-par
miikodott a legjobban, de az altaluk felszaporitott DNS szakaszok nem mutattak variabilitast, az
RhpB14b esetében 2 szekvencia kozott megfigyelhetéek eltérések. Ugyanez a primer 3
fragmentumot amplifikalt, de a 214-es szakaszoktol eltekinthetiink, mert a vizsgalt populaciok
esetében valtozatlan, igy ezt kizarhatjuk a kiértékelés soran. Az RhpB13 primer altal felszaporitott
Otszords, 7 nukleotidot tartalmazo mikroszatellit régio tobb allélvaltozatot eredményezett, a 10kusz

tehat polimorf.
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Az RhpB13 primernél a fluoreszcens jelolésii primert beleszamitva 239, az RhpBl4a
primernél 250 és az RhpB14b primer esetében 218 a varhatod fragmentum-hossz. A kromatogramok

alapjan kiértékelt eredményeket, a primer altal felszaporitott DNS szakaszok nagysagat (a

leolvashat6 csucsokat) a 14. tablazat tartalmazza.

14, tablazat: A fragmentumhossz-analizis eredményei.

DNS RhpB13 primer (bp)
N1/65 237 223 272
u4/5 216 223 258
S10 223 258
S5 237 223 272
u4/5 151 223 160
u2/1 216 223
DNS RhpB14a primer (bp)
9/134 247 238
B2 247 238
S19 247 238 232
Ua2 247 238 229
P2 247 238 229
N2 247 238
DNS RhpB14b primer (bp)
9/134 180 214 244
A3 209 214
B3 180 214 189
S20 203 214 248
u4/5 180 214 197
10/111 203 214
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A fragmens-hossz analizis eredményei alapjan megallapithatjuk, hogy az RhpB14a primer
monomorf, az RhpB14b primer esetében megfigyelhetd variabilitas, igy ezzel a primerrel a jovében
tovabbi vizsgalatokat kell majd végeznink. Mivel a Rhodiola rosea egy diploid,
idegentermékenyiildé novény, altaldban nagy a heterozigotak aranya, ezért feltételezhetéen 2
kiilonb6z6 hosszusagu fragmentum amplifikacidja varhatd. A 14. tablazatban lathatd, hogy néhany
minta esetében 3 fragmentum méretet detektaltunk. Ez azt jelenti, hogy a primer multi-lokuszos,
azaz tobb helyre is bekdt. A minden esetben azonos csucsoktol eltekinthetiink a kiértékelés soran.

Mivel az RhpB13 primer tapadasi hémérsékletét nem tudtuk tokéletesen optimalizalni, igy a
tervezett molekularis markeriink tovabbi fejlesztésekre szorul. A fragmentumhossz-analizisre
kiildott termékeink a kisérletezések alkalmaval (kiilonb6zé homérsékleteken: 45°C, 48°C 51°C)
keletkeztek, ugyanis a reakcié végbement, csak nem a kivant megbizhatosaggal. Kutatasunk ezen
szakaszaban azonban ez elegendének tekinthetd, ugyanis elsédlegesen meg kellett gy6z6dniink a
16kusz polimorfizmusardl. Mivel a genetikai variabilitas alapja az, hogy a lokusz variabilis legyen,

ennek megbizonyosodasara ezekkel is elvégeztettiik a fragmentum-hossz analizist.
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7.  MEGVITATAS

Az elért eredmények alapjan kijelenthetjilk, hogy a Rhodiola rosea genomjaban fellelt
mikroszatellit (TTGATTC)s és a (GGT)3(GGA)z ismétlédéssel megvaldsitottuk a munkank
kezdetén kitizott célokat. A tovabbiakban ezeket a motivumokat hatarold régiokra ijabb primereket
fogunk tervezni.

A molekularis marker fejlesztése soran problémat jelentett, hogy a szekvencia-analizisre
kiildott 44 minta koziil minddssze 3 tartalmazott valdjaban mikroszatellit régiot. Mivel minden
ellenérzépont a varakozasoknak megfelelé eredményt mutatott, igy elméletileg az 6sszes mintanak
kellett volna tandem-ismétlédésii motivumot tartalmaznia.

Az emlitett varakozasnak latszolag ellentmondd eredmény oka az lehet, hogy a magneses
szelekcid soran a biotin-jelolt (GT)s oligonukleotid tal rovid, igy olyan szakaszokhoz is
hozzéahibridizal6dhatott, amelyek nem tartalmaztak a kivant (CA), régiot. A probléma athidalasara
megoldast jelenthetne egy hosszabb biotin-jeldlt szakasz alkalmazasa. Kutatdsunk soran azért
probalkoztunk mégis az Otszords ismétlddésii biotin-jeldlt oligonukleotiddal, mert feltételeztiik,
hogy ennek révid komplementer szakasza nagyobb valdsziniliséggel fordul elé6 a Rhodiola rosea
genomjaban. Emellett egy hosszabb szakasz alkalmazéasanak hatuliit6je lehet, hogy a genom joval
kisebb aranyban tartalmazza a kivant fragmentumokkal komplementer hosszisagii szakaszokat, igy
a hibridizacio esetlegesen nem is kovetkezhetett volna be.

A kovetkez6 hibaforras feltételezhetéen a magneses szelekcio folyamata, melyben az
elkiilonités soran biotin-jel6lés mentes fragmentum is maradhatott a kivalasztott DNS-szakaszok
kozott. Ennek megakadalyozasat indifferens PCR termék hozzéadasaval probaltuk kikiiszobolni.

Tovabba, mivel a szekvencia analizis rendkiviil koltséges, ezért sziikséges lenne egy koztes
1épés a nem kivant szakaszok szdménak csokkentésére. Ez a 1épés lehetne a plazmid izolalast
kovetd Southern blottolas, lehetdség szerint radioaktivan jelolt probaval. A Southern blottolas egy
hibridizacion alapuld eljards, amelynek soran a gélen elvalasztott, informacidot hordozo
fragmentumokat egy membranra viszik at, majd lugos kezeléssel elvalasztjak a DNS 2 szalat. Ezt
kovetden az egyszalli szakaszokhoz fluoreszcens jeldlt, ismert génszakaszokat hibridizalnak. A
jelolés alapjan tovabbi szelekcid végezhetd a szekvencidk kozott. Laboratériumunkban sajnos nincs
lehetdségiink radioaktiv vizsgalatokra.

Mivel a Rhodiola rosea esetében a genomméret ismeretlen, igy nem tudunk biztos
kovetkeztetéseket levonni munkdnk eredményességét illetden. A FIASCO modszer alkalmazésaval

50-95%-o0s eredményre szamithattunk.
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A Rhodiola rosea esetében eddig csak Zini és mtsi. (2009) fejlesztettek mikroszatellit
markereket. A FIASCO technika alkalmazasadval 96 klont szekvendltak. Ezek koziil csak 23
tartalmazott valojaban mikroszatellit motivumot. Ezekre terveztek primereket, amelyek koziil 8 nem
mukodott, de a fennmaradé 15 amplifikalta a DNS-szakaszokat. A felszaporitott fragmentumok
elemezése utan 8 10kusz bizonyult polimorfnak. A Genetika ¢s Novénynemesités Tanszéken végzett
kutatasok alapjan, a gyakorlatban ezek koziil mindossze a fele miikodik megbizhatéoan (Gyorgy ¢€s
mtsi., 2012a és 2012b).

Az altalunk fejlesztett molekularis markerek esetében 44 klont szekvenaltattunk €s 3 primert
fejlesztettiink. A kifejlesztett primerek mind miikddtek, koziiliik sajnos azonban 1 nem volt
variabilis, de 2 mutatott kiilonbségeket a vizsgalt populaciok kozott. Az RhpB13 és az RhpB14b
lokusz populaciogenetikai  vizsgalatokra torténd felhasznaldsanak alkalmazhatosaga még
tokéletesitésre szorul. Osszességében Zini és mtsi (2009) 15%-os eredményt értek el, az altalunk
végzett kutatas 7%-os eredményességgel zarult.

Wuthisuthimethavee és mtsi. (2003) a Panaeus monodon (driasi tigrisrak) esetében 406
kivalasztott klonbol 129-re fejlesztettek primert, amelyek koziil 30 hasznalhato, amely azt jelenti,
hogy a mikroszatellit marker fejlesztés soran 6k is 7 %-os eredményt értek el.

A kisérletet megismételtiik az (AT)s oligonukleotidokkal, de a fragmentumhossz-analizis
utan 14 mintabodl egyik sem tartalmazott elegendd ismétlédésii mikroszatellit motivumot. A korabbi
eredményeket figyelembe véve nem volt nagy a valoszinlisége, hogy taldlunk megfeleld
ismétlédésti régiokat. Azonban tobb, rovidebb ismétlddést mégis sikeriilt kinyerniink, de ezek

sajnos nem elegendd hosszsagliak primer-fejlesztés céljabol.

40


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848603002229

8. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban ismertetett munkat a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika ¢és
Novénynemesités Tanszéken folyd Rhodiola rosea gyogynovénnyel végzett kutatasok alapoztak
meg. A populacidgenetikai vizsgalatok DNS-alapti molekularis markerekkel torténnek. A
rézsagyokér esetében eddig mindossze 8 faj-specifikus mikroszatellit markert publikéltak (Zini €s
mtsi., 2009), melyek koziil a tanszéki tapasztalatok alapjan csak 4 alkalmazhatd6 megbizhat6an
(Gyorgy és mtsi. 2012a és 2012b). Célunk a mikroszatellit markerek szamanak gyarapitasa volt.

A munka els6é 1épéseként mikroszatellit (SSR) régiokat kerestiink a Rhodiola rosea
genomjaban. A Trull restrikcids enzim segitségével feldaraboltuk a rézsagyokér genomjat. A
keletkezett DNS-fragmentumokhoz adaptereket ligaltunk, amelyek lehetové tették a keletkezett
DNS-szakaszok PCR-rel torténd felszaporitasat.

A kovetkezo 1épésben a keletkezett DNS-fragmentumokat szelektalva, a mikroszatelliteket
tartalmazo, illetve az azokat nem tartalmaz6 DNS-darabok elkiilonitéséhez magneses szelekciot
alkalmaztunk a biotin-sztreptavidin kapcsolaton alapul6 hibridizacio segitségével (Bloor és mtsi.,
2001).

A szelektalt fragmentumokat - amelyek feltételezhetben mar csak a mikroszatellit
motivumokat tartalmaztak - plazmidba klonoztuk, majd E. coli sejtekben felszaporitottuk. A kolonia
PCR-rel ellendriztiik az inzertek beépiilését és plazmid izolalds utan a megfeleld6 mintainkat
szekvencia-analizisre kiildtiik. 44 szekvenalt minta kozil 3 tartalmazott valdjaban olyan
mikroszatellit ismétlddést, amelyekre primereket tudtunk fejleszteni.

A primerek tervezését kovetéen ellendriztiik azok alkalmazhatosagat. Egymastol tavoli
Rhodiola rosea populaciok egyedein teszteltiik miikodésiiket, illetve megvizsgaltuk a PCR soran
felszaporitott fragmentumok variabilitasat. Az altalunk fejlesztett RhpB14a primer-par nem, mig a
masik ketté polimorfnak mutatkozott, de tovabbi fejlesztéseket igényelnek. Az RhpB14b és az
RhpB13 primer-par altal felszaporitott DNS-szakasz esetében kijelenthetd, hogy talaltunk variabilis

mikroszatellit 10kuszokat a Rhodiola rosea genomjaban.
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11. MELLEKLETEK

1. melléklet: A primerek szekvenciasorrendjei:

Primer neve: Primer szekvencigja:
RhpB13 forward: S’GTAAAACGACAACCAGTCTCAGCCCGCT...GCT 3’
RhpB13 reverse: 5’TGTCGGAGAGATGAGTGGTG3’

RhpB14a forward: S’GTAAAACGACGGCCAGTCAAGCTAGGTC...TCA 3’
RhpB14a reverse: S’TAACCAAGGGAGGAACACCA3

RhpB14b forward: S’GTAAAACGACGGCCAGTCAAGTGTCCCA... TTG3’
RhpB14b reverse: 5’"GTGACCGGTTGACCTAGCTT3’

M13*primer: 5’>GTAAAACGACGGCCAGT3’
Truel bottom: 5’TAGGTACGCAGTCTAC?’
Truel top: 5’>CTCGTAGACTGCGTACC3

2. melléklet: A plazmid izolalas utan a NanoDrop altal végzett nukleotid koncentracié méréseinek

eredményei
Minta: ng/ul A260 A280 260/280 260/230
pAl 107,97 2,159 1,101 1,96 2,12
pA2 126,15 2,523 1,328 1,9 2,2
pA3 77,4 1,548 0,856 1,81 1,8
pA6 130,2 2,604 1,362 1,91 2,24
pA9 103,45 2,069 1,126 1,84 1,9
pAl0 129,17 2,583 1,378 1,87 2,03
pAl4 46,69 0,934 0,525 1,78 2,02
pAl5 99,28 1,986 1,063 1,87 2,17
pAl7 130,35 2,607 1,374 1,9 1,98
pA21 152,11 3,042 1,608 1,89 2,18
pA22 88,63 1,773 0,946 1,87 2,16
pA24 88,7 1,774 0,933 1,9 2,18
pA27 152,05 3,041 1,606 1,89 2,19
pA29 152,05 3,041 1,612 1,89 2,18
pA30 31,01 0,62 0,312 1,99 2,04
pA32 130,57 2,611 1,354 1,93 2,23
pB1 129,64 2,593 1,388 1,87 2,08
pB4 118,4 2,368 1,243 1,9 2,21
pB10 35,46 0,709 0,381 1,86 1,79
pB12 131,96 2,639 1,383 1,91 2,23
pB13 64,22 1,284 0,676 1,9 2,08
pB14 241,13 4,823 2,528 1,91 2,26
pB15 107,02 2,14 1,138 1,88 2,25
pB18 157,79 3,156 1,683 1,88 2,17
pB19 106,33 2,127 1,141 1,86 2,21
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3. melléklet: Példa a szamitogépes program altal torténd primer tervezésre. Az RhpB13 forvard és

reverz primer lathato.

Primer3 Ontput

No mispriming Jibrary specified
Using l-baned sequence positions

ox::'gonlun “1‘5 _ug "'s'i"i'c’ 5. a‘%

|
RIGNT PRIMER A $9.82  5%.00 ).00 0.
BEQUENCE S1XE: 722
INCLUDKD WEOION S1K: 722

|
% B8 cccocrarmacrocy
00

TGCTOGOAGAGATOAGTOGTG

JROVUCT SL2E1 221, PAIR ANY COMPL1 4.00, PALR D' COMPLI 1.00 ?
TARGETS (stact, len)*) 210,36

1 TCTOGTAGACTUCGTACCT,

TTTGGTGANTTCGT
&1 TOCTUAATTOGTGAATTUCTOAATTGGTATTGOOGCT TOAATOAAAN
22353>

121 COGCTATTACTOCTAGTTOCAMIACTTGACC TAMAACAAMTCATAC TTTTCTCACCTY
PEARERREAN N>
' '
181 CTTTCTYCO

a0 MAWWAWWW

301 COCCAGCTUCATACACACCACTCATCTCTCCOACAM CACGCTTATACCCACCUACGACG
e CCCCcccec
361 CAGATCTOCTTTTTOCCCATCACOCOAGGYAAMGGO TOAGAGTTAGATTOMANICGAGTG
421 COMCCOOTOUTTAGIGC TCGACCOUTAAGGACTOAGAAGAMGOGAMAGTUTCGTTAG
401 GGYTUATGATOTOCTTOCOUCTOACGAGAGAGGTCTGATCTTGAATTTGAGOYATAGTC
541 CTTOTCTGGOGATTTOTATTUATT TUTGTTGOT AATCCAATCAGTTTGATTTTOAAAATT
€01 CTAGTCTGAATOGCGATUATGTTOCTTTCTATTICTOOATTCGTTTCTCATAMECATOTT
661 ATCTTAGCTACAMGTTIGAATCTTTOATUTOOATGTGTTTICTTATGTGTTGATUCTATG

721 A

KEYS (in order of precedence) |
serens parget

*aeper left priser

Ceceed right primer

ADDITIONAL OLIGOS
atert den A 9\ _any D peq

1 LEFT PRIMER 115 20 39.64 55,00 4,00 1,00 CTCAGOOCOCTATTACTOCT
RIGHT PRIMGR 333 20 $9.92 35,00 .00 0,00 TCOGAGAGATOAGTOGTGTG
PRODUCT RIZE| 219, PALR ANY COMPLY 4,00, PAIR 3* CONPLI 2.00

2 LEFT PRINER 1% 20 $0,64 55,00 4.00 1.00 CTCAGCCCGCTATTACTOCY
RIGHT PRIMER 353 20 60.2%  85.00 4.00 0.00 CGTCCGTATAAGLGTOLTTC
PROOUCT SIZE: 239, PAIR ANY COMPL: €.00, PAIR 3' OONPL: 3.00

3 LEFT PRINER 93 20 60.57  40.00 (.00 0.00 GOCCTTCAATGAMMATTCG
RIGHT PRIMER 333 20 59,82 95.00 3,00 0,00 TCCGAGAGATGASTGGTGTG
PROOUCT SIZE: 241, PAIR ANY COMPL: 2,00, PAIR 3* COMPL: 0.00

4 LEFT PRINER 93 20 60,57 40,00 4.00 0,00 GOGCTTGAATGAMAATTGG
RIGHT PRIMER 3520 59.82  $5.00 3,00 0,00 TGTCGGAGAGATGAGTOGTG
PRODUCT SIZE: 243, PAIR ANY COMPL: 2.00, PAIR )* COMPL: 0.00

Statistics

con  teo in in no tn ten high high high

sid many tar excl bad GC oo too any 3 poly end
ored Ks get reg GO\ clamp low high compl comp) X wstad ok
late 1699 0 0 0 10 0 %7 & 0 6 o 21 @
Right 4007 0 0 0 23 0 1460 1450 1 2 0 6 100)
Poir Stats:
considered 899, unacceptable product size 888, ok 11
primer) release 1.1.4
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