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Roviditések jegyzéke

AFLP

AP-PCR

APS

cDNS

CHI

CHS

CHSi

cpDNS

DMD/DMB

DNS

dNTP

IFLP

ISSR

OoTC

PAL

PCR

RFLP

SSCP

Amplified Fragment Length Polymorphism - amplifikalt fragmentumhossz
polimorfizmus

Avrbitrarily primed PCR - Tetszéleges primerrel végzett PCR

ammonium persulfate - ammonium peroxidilszulfat

complementary DNS: , komplementer DNS

chalcone isomerase — kalkon izomeraz

chalcone synthase — kalkonszintaz

chalcone synthase intron — kalkonszintaz intron

Klorplasztisz dezoxiribonukleinsav

Duchenne/Becker Muscular Dystrophy - Duchenne/Becker-féle izomdisztrofia
dezoxiribonukleinsav

dezoxiribonukleotid-trifoszfat

Intron Fragment Length Polymorphism — intron fragmentumhossz

polimorfizmus

Inter Simple Sequence Repeat — egyszerli szekvenciak kozotti ismétlodések
ornitin transcarbamylase - ornitin-transzkarbamilaz

phenylalanine ammonia-lyase - fenilalanin-ammonia-liaz

Polymerase Chain Reaction - polimeraz lancreakcio

Restriction Fragment Length Polymorphism - restrikcios fragmentumhossz

polimorfizmus

Single-Strand  Conformation Polymorphism — egyszalid konformacios

polimorfizmus



ssDNS

SSR

TAL

TBE

TEMED

uv

single stranded dezoxiribonukleinsav — egy szali DNS
Simple Sequence Repeas - egyszerl szekvencia ismétlddések
tyrosine ammonia-lyase - tirozin-ammonia-liaz
Tris-Bérsav-Edta

tetramethylethylenediamine - tetrametilén etiléndiamin

Ultraviolet - ultraibolya



1. Bevezetés

A Rhodiola rose L. az északi féltekén elterjedt gyogyndvény, mely a Crassulaceae
csaladba tartozik. Bar egyes népek mar évszazadok oOta ismerik és hasznaljadk a
népgyogyaszatban, Nyugat-Eurdpaban csak az elmult 10-20 évben terjedt el. Szamos klinikai
vizsgalat késziilt az adaptogén hatasar6l, tovabba tanulmanyok késziiltek a novény f6
hatbanyagaival kapcsolatban, melyek a foldalatti szervekben felhalmozodo fahéj-alkohol
glikozidok: rozin, rozarin, rozavin, és a fenolglikozid szalidrozid.

Mind a Rhodiola nemzetségben, mind a Rhodiola rosea fajon beliil is igen nagy a diverzitas.
Ez a morfologiai sokféleségiikben is megnyilvanul, példaul a virdg szinben, a ndvény
magassagban vagy levél alakban, fogazottsagban (Asdal et al., 2004; Mell, 1938 idézte
Brown et al., 2002), de fitokémiai szinten is (Malnoe et al. 2009). Eppen ezért az elmult
iddszakban tobb tanulmany is foglalkozott a Rhodiola fajok genetikai variabilitasaval.

A kalkonszintdz, a flavonoid bioszintézisében részt vevé enzim, a novények esetében igen
er6sen konzervalt. A kalkonszintaz intron szekvenciajara viszont nem hatott erds szelekcios
nyomas ezért létre johettek un. semleges mutaciok, inszercid, delécio, vagy transzpozonok
megjelenése utjan. Ez alkalmassa teszi a CHSI szekvencia hasznalatait molekularis
markerezésre. Ezen alapult Bartish és munkatarsainak (2006) kutatdsa a homoktovis esetében
A dolgozatban bemutatott munka célja a Rhodiola rosea L. faj kalkonszintaz intronjanak
genetikai diverzitdsdnak vizsgalata. Tizenegy orszdg teriiletérél huszonhat populdcidbodl
SSCP vizsgalatat. Az SSCP moédszer soran az egy szali DNS-eket nativ poliakrilamid gélen

valasztottuk el. A gélen latott mintazat alapjan tobb haplotipust azonositottunk.



2. Célkitiizés

A dolgozat témaja a Rhodiola rosea L. kalkonszintaz intron régio valtozékonysaganak

vizsgalata, eurdpai és oroszorszagi populaciok esetében. Célunk a populaciok kozotti

variabilitas felmérése volt SSCP modszer segitségével.

Az elérend6 célokat a kovetkez6 pontokban lehet dsszefoglalni:

DNS kivonas 26 populacié egyedeibol.

A kalkonszintaz intron amplifikalasa pcr-el.

SSCP modszer alkalmazhatdsaganak vizsgalata a rozsagokér kalkonszintaz intron
esetén.

Haplotipusok megallapitésa.

A haplotipusok foldrajzi lokalizaciojanak vizsgalata.



3.Irodalmi attekintés

3.1.ARhodiola rosea altalanos jellemzése
3.1.1.Torténeti attekintés

Els6ként a gordég orvos, Dioscorides tett feljegyzéseket az un. Rodiola riza

gyogyaszati alkalmazasairdl id6szamitasunk elétt 77-ben De Materia Medica cimii miivében
(Mell, 1938 idézte Brown et al., 2002). 1749-ben Linné nevezte el Rhodiola rosea-nak, és irta
le mint a sérv, leukorrhea (hiivelyi valadék, fehérfolyas), a hisztéria, és a fejfajas ellenszerét
valamint mint vérzéscsillapitot (Linneus, 1749 idézte Brown et al., 2002). 1725-t6] szamtalan
tanulmany jelent meg a svéd, norvég, francia, német, szovjet €s izlandi irodalomban a névény
gyogyhatésairol. 1960-ig tobb mint 180 farmakoldgiai, fitokémiai, és klinikai tanulmany
sziilletett rola (Brown et al., 2002). 1755-ben a R. rosea-t leirtak az els6 Svéd
Gyogyszerkonyvben (Magnusson és Fagringar, 1992 idézte Brown et al., 2002). 1961-ben G.
V. Krylov orosz botanikus az Orosz Tudomanyos Akadémia Botanikai Tagozatanak tagja,
szervezett egy expediciot az Altai hegységbe, és Dél-Szibériaba, ahol megtalalta a R. rosea-t
¢s azonositotta a népgyogyaszatban hasznalt arany gyokérrel (Krylov, 1969 idézte Brown et
al., 2002).
Habar a XX. szdzad masodik felétél szamos kutatidsi eredmény sziiletett a ndvénnyel
kapcsolatban, mégis nyugaton csak a szazad végén keriilt be a tudomanyos koztudatba. Ez
annak tudhat6 be, hogy a kutatasokat tobbnyire szlav és skandindv nyelveken publikaltak
(Brown et al., 2002).

3.1.2.Rendszertani besorolas

A Rhodiola rosea L., amely aranygyokér (golden root) vagy rozsgyokér (rosen root)
néven is ismert, a Crassulaceae csaladba tartozik (Engler, 1964 idézte Brown et al., 2002).
Hivatalos magyar neve az illatos rozsas varjuhaj (Priszter, 1999). Az aktualis taxondmiai
besorolasa igen bonyolultan alakult ki. A masodik vilaghaboru elétt a Rhodiola fajokat egy
sajat nemzetségbe soroltak a Sedoidae alcsaladon beliil. Késébb egy a Sedum nemzetségbe
tartoz6 alnemzetségbe soroltak be 6ket, amely 10 Rhodiola fajt tartalmazott. Végiil 1963-ban
tobb mint 50 Rhodiola fajt kiilonitettek el, és azokat a Rhodiola nemzetségbe soroltak a
Crassulaceae csaladon beliil (Hegi, 1963 idézte Brown et al., 2002). Mara meghatarozott
morfologiai sajatossagok alapjan tartoznak egy nemzetségbe, de az Uj fajok elhelyezésével
kapcsolatban még mindig vita folyik a szakemberek k6zott (Ohba, 1975 idézte Brown et al.,
2002).



A tobb mint 200 azonositott Rhodiola faj koziil Azsiaban legalabb 20 fajt alkalmaznak a
tradicionalis gyodgyaszatban, mint példaul a R. alterna, R. brevipetiola, R. crenulata, R.
kirilowii, R. sachalinensis, R. rosea és R.sacra (Kelly, 2001). Mara az egyre népszeriibb
Rhodiola termékek szamos valtozatat kinaljak, de gyakran az altalanos nemzetségnevet
hasznaljak a fajok teljes botanikai neve helyett. Ez zavat okozhat. Nem tekinthetiink egy tibeti
vagy indiai Rhodiola kivonatat egyenértékiinek a Rhodiola rosea kivonataval, mivel a fajok
fitokémiai és farmakologiai tulajdonsagai eltéréek. Ezért fontos a pontos taxondmiai
besorolas hasznalata, amely altalanosan elfogadott botanikai, fitokémiai ¢és genetikai

taxonomiai kritériumok alapjan toérténik (Brown et al., 2002).
3.1.3.Botanikai leiras

A Rhodiola rosea szaraz, sziklas, koves talajon, magas fekvésti teriileteken ¢l
(Saratikov és Krasnov, 1987 idézte Brown et al., 2002). Evel novény, rizémaval telel at. Ha a
rizémajat megtorjiik, erdsen illatozik (Mell, 1938 idézte Brown et al., 2002). Rhodiola rosea-
nak Linné nevezte el, ezzel utalva a rizoma rozsa illatara (Linnacus, 1749 idézte Darbinyan
2000). A biologiailag aktiv anyagok a gydkérben és rizomaban halmozodnak fel, igy ezt a
részt tekintjiik a drognak (Rhodiolae Rhadix et Rhizoma) (Platikanov és Evstatieva, 2008).
Szukkulens névény. A szaraz koriilményekhez alkalmazkodva, széra és levele husos, pozsgas.
Ul6, néha szardleld levelei hossziikasak elliptikusak, de akar egészen kerekdedek is lehetnek,
ép széliiek vagy enyhén fogazottak, és a csticsukon gyakran kihegyeseddek. Magassaga 30-
70cm kozott valtozhat (Asdal et al., 2004; Mell, 1938 idézte Brown et al., 2002). A novény
kétlaki. Egyivara virdgai juniusban nyilnak, 4altalaban sarga esetleg piros bogernyd
viragzatban (Asdal et al., 2004). A sziromlevelei gyakran hianyoznak, s a portokok pirosas
szintiek (Tutin et al., 1972). 1,5-2,0 mm hosszt és 0,3-0,6 mm széles apré barna magvainak

ezermagtomege 0,1-0,2 g, csirdzoképessége 2-3 év (Galambosi, 2006).

3.1.4. Szarmazas és elterjedés

A Rhodiola nemzetség Délnyugat-Kina hegyvidéki régioibol, és a Himalajabol
szarmaztathatd (Darbinyan et al., 2000). A Rhodiola rosea cirkumpolaris elterjedést faj, az
északi félgdmbon a nagyobb tengerszint feletti magassagokban illetve magasabb szélességi
korok mentén terjedt el (1. dbra. A Rhodiola nemzetség elterjedésel. abra). Kozép- és Eszak-
Azsiaban a nemzetség az Altaj hegységtél, Mongolian 4t egészen Szibéria egyes teriileteiig
megtalalhatdé (Komarov, 1971 idézte Brown et al.,, 2002). A nemzetség egyes fajait

azonositottak Alaszkaban, Kanadaban, és az Egyesiilt Allamok északi hegységeiben is.



Eurépaban a R. rosea faj fellelhetd Izlandon, a Brit szigeteken, Skandindviaban, tovabba
délen a Pireneusok az Alpok és a Karpatok vonulatainak magasabb régidiban (Hegi 1963
idézte Brown et al.,). Bulgariaban a természetes el6fordulasi teriiletei a folyo és patak volgyek
2000-2600 m magassagban az alpesi teriileteken, a Rila, Pirin és a Balkan-hegységben (Valev,
1970). Romanidban a Keleti-Karpatokban (Maramarosi havasok, Fogarasi havasok, Radnai

havasok, Kelemen-havasok) talaltak Rhodiola rosea fajt (Furmanova et al., 1995).

1. abra. A Rhodiola nemzetség elterjedése (Physical map of the world

http://www.korinfo.hu/drupal/en/node/6623 mddositasaval az irodalmi adatok alapjan).

3.2.Fitokémiai jellemzés
3.2.1.Rhodiola rosea hatoanyagai

A fitokémiai kutatasok 28 masodlagos anyagcsereterméket mutattak ki a R. rosea
gyokerébdl és rizomajabol, melyeket 6 csoportba (1. tablazat) soroltak be (Kurkin és
Zapesochnaya, 1985 Brown et al., 2002). A Rhodiola rosea stimulalo és adaptogén hatasait
két £6 kémiai vegyiiletcsoportnak tulajdonitjak, amelyeket a foldalatti szervekbdl izolaltak, és
mint fenilpropanoid (rozavinok) €s fenil-etanol szarmazékok (szalidrozid, tirozol) hataroztak

meg (Saratikov et al., 1986 idézte Furmanowa 1999).


http://www.körinfo.hu/drupal/en/node/6623

1. tablazat: A Rhodiola rosea hatdéanyagai

Hatoanyagcsoport Hatoanyagok

Fenilpropanoidok rozavin, rozin, rozarin

Fenil-etanol szarmazékok szalidrozid (rhodiolozid), tirozol
Flavonoidok rodiolin, rodionin, acetil-rodalgin, tricin
Fenolsavak klorogénsav, hidroxi-fahéjsav,
Monoterpének roziridol, rozaridin

Triterpének daukosztrerin, béta-szitoszterin

A rézsagyokér kivonat standardizalasanak meghatarozasa két 1épcsében zajlott. Eleinte az
egyediilallo farmakologiai tulajdonsagokat a szalidrozidnak (2. &bra) tulajdonitottak
(Saratikov és Krasnov, 1987 idézte Brown et al., 2002; Kurkin és Zapesochnaya, 1986 idézte
Furmanowa 1999) ¢és az Orosz Gyodgyszerészeti Bizottsdag minimum 0.8 %-0S
koncentracidban hatarozta meg a rozsagyokér készitményekben a szalidozid tartalmat (Kurkin
et al., 1985 Brown et al., 2002).

2. abra. A szalidrozid kémiai képlete (Brown et al., 2002).

Az 1980-as években a R. rosea alapu készitmények iranti kereslet er6sen megnovekedett, ami
a vadon €16 allomanyok megcsappandsat, és a R. rosea készitmények mindségbeli leromlasat
okozta. A R. rosea fajt ugyanis megprobaltak mas Rhodiola fajokkal helyettesiteni, de
ezeknek a készitményeknek a farmakologiai hatdsa vagy megvaltozott, vagy meg is sziint,
mig az eredeti R. rosea készitmények hatasosak maradtak. {gy felmeriilt a kérdés hogy
alkalmas-e a szalidrozid kémiai markernek (Brown et al., 2002).

Majd egy évtizedes kutatds utan, Kurkin és kollégai bebizonyitottdk, hogy a R. rosea
hatéanyagai kiilonboznek a tobbi Rhodiola fajétol (Kurkin és Zapesochnaya 1986,
Furmanowa 1999). Kurkin és Zapesochnaya a rézsagyokér rizomaban kimutattdk harom
fahéj-alkohol glikozid (rozavin, rozin rozarin egyszoval rozavinek) jelenlétét (Brown et al,.

2002). A rozavin kémiai képletet a 3. abra lathato.



OH

3. abra. A rozavin kémiai képlete (Brown et al., 2002).

Manapsag a rozavineket alkalmazzak kémiai markerként a tiszta R. rosea kivonat jelzésére. A
Szovjet Gyogyszerkonyv 1983-ban szabvanyositotta a R. rosea vizes-alkoholos vagy szaritott
gyokér kivonataban mind a rozavinek, mind a szalidrozid tartalmat. 3 % rozavin, rozin és
rozarin valamint 0.8-1 % szalidrozid tartalmat irtak el6, mert ezen OsszetevOk aranya a
természetben is 3:1. Ilyen kivonatot alkalmaznak altalaban human klinikai vizsgalatoknal is
(Brown, 2002).

A R. rosea rizéma illoolaj dsszetevdit Rohloff (2002) vizsgélta és megallapitotta, hogy a
szaritott rizoma 0.05 % illo6olajat tartalmaz. A geraniolt azonositotta, mint a legfontosabb
rozsa illati komponenst, tovabbi komponensei a geranil acetat, benzilalkohol és a feniletil
alkohol (Rohloff, 2002).

A R. rosea-ban antioxidans anyagokat is kimutattak, gy mint tirozolt (4. abra), szerves
savakat, flavonoidokat. Az alkoholos és vizes kivonatok szabadgydk megkotd képességét is

vizsgaltak (Lee, 2000; Ohsugi, 1999).

HO

OH

4. abra. A tirozol kémiai képlete (Brown et al., 2002).
3.2.2.A szalidrozid és rozavin anyagcsereutak

Mind a szalidrozid, mind a fahéj alkohol glikozidok a sikimin-korizmansav
anyagcsere utvonalaibdl szdrmazé fenilpropanoid szarmazékai. A fenilpropanoid utvonal
legalaposabban tanulmanyozott enzime a fenilalanin-ammonia-lidz (PAL), alakitja at a
fenilanalint fahéjsavva. Ezen a ponton a fahéjalkohol glikozidok bioszintézise elagazik a {6
fenilpropanoid bioszintézis uttol, és harom tovabbi enzim segitségével fahéjalkoholla alakul.
Azt az enzimet, amely a fahéjalkohol glikozidalasaban jatszik szerepet még nem irtak le. A
fahéjalkohol ¢és egy gliikoz 0Osszekapcsolodasanak eredménye képen a rodzsagyokér
legegyszeriibb glikozidjat a rozint kapjuk. Ebbdl alakul ki tovébbi cukor molekulak
kapcsolddasaval a rozarin és a rozavin is (Gyorgy, 2006).

A szalidrozid bioszintézise a tirozinbol indul ki, amely tiraminna alakul a tirozin dekarboxilaz

(TyrDC) altal. A tiramin tirozolld oxidaloédik. Majd a tirozolhoz egy UDP-gliikdztranszferaz
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segitségével egy gliikdz molekula kapcsolodik és igy alakul ki a szalidrozid (Gyorgy et al.,
2009). Ismert a szalidrozid bioszintézisének egy alternativ Gtvonala is. E szerint a tirozint a
tirozin ammonia-lidz kumarinsavva alakitja at. A kumarinsavbol tovabbi harom enzim
segitségével kumarol-alkohol keletkezik, melybdl egy még ismeretlen 1épés soran tirozol
keletkezik. Itt visszakanyarodva az el6z6 utvonalhoz UDP-gliikkdztranszferaz segitségével

kialakul a szalidrozid (Ma et al., 2008).

3.3.Gyogyaszati felhasznalas

A R. rosea-t mint tradiciondlis népi gyodgyszert mar régota hasznaljdk a fizikai
alloképesség, az ¢élethossz €s a munkateljesitmény novelésére, valamint a hegyi betegségekkel
szembeni ellenalld képesség fokozasara, tovabba a faradtsag, depresszid, vérszegénység,
impotencia, emésztérendszeri megbetegedések, fertézések és az idegrendszeri zavarok
kezelésére (Brown et al., 2002).

Alaszkaban az eszkimok zoldségndvényként, nyersen, siitve vagy fozve is fogyasztottak.
Vitaminpoétlasra hasznaltak magas — 33 mg/g (levél), 12 mg/g (gyokér) - C-vitamintartalma
miatt.

Késobb a novény, felkeltette a kutatok érdeklodését €s szamos vizsgalatnak vetették ald. Az
orosz kutatok az adaptogén ndvények kozé soroltdk, azaz a szervezet ellenalld képességét
nem specifikusan erdsité ndvény, amely nem zavarja meg a természetes biologiai
folyamatokat (Kelly, 2001). A névény hatasainak megismerése érdekében édesvizi csigan
(Lymnaea stagnalis) végeztek kisérleteket. A csiga tojasainak R. rosea (40,5 pg/ml ) vizes
kivonataval val6 inkubalasa utdn a kovetkezé stresszeknek tették ki azokat: hé sokk (43°C-0s
hémérséklet 4 percig), oxidativ stressz, nehézfém kezelés. Mig a hd sokk kezelést a kontroll
allatok csak 9 %-a ¢lte tul, addig a kezelt allatoknal 90 % lett a tulélési rata. Az oxidativ
stressz esetén ez a szazalék 68, mig a nehézfém kezelés 28-35 koriil alakult, de mindegyik
esetben nagyobb volt a talélési rata a kezelt csoportban a kontrolcsoporthoz képest. Human
kisérletek is beszamolnak az R. rosea adaptogén hatasairol (Boon-Niermeijer, 2000).

A R. rosea széleskorli gyogyaszati alkalmazasdt a Szovjet Egészségiigyi Minisztérium
alapozta meg, mikor 1975-ben jovahagytak, és bejegyezték Rhodiola Extract Liquid (No.
75/933/14) néven a R. rosea alkoholos alapi (40 % etanol) kivonatat és engedélyezték a
kivonat nagy mennyiségli eldallitasat. A novényt a VIII. Magyar Gyodgyszerkonyv (Ph. Hg.
VIII., 2004) ill. az Eurdopai Gyogyszerkonyv (Ph. Eur.) még nem tartalmazza, azonban mar
itthon is kaphatok kiilonboz6 készitmények, mint az Odin Rozsagyokér, a Vitango, vagy a

Swanson Rhodiola Rosea.
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3.4. A molekularis markerek

A markereket azonositdsra, genetikai variabilitads elemzésére hasznaljdk, és harom
csoportba sorolhatok. Az elsé a morfologiai markerek csoportja, ami a fenotipusos jegyeket
jelenti. A masodik a biokémiai markerek csoportja, ide tartoznak az izoenzimek. A harmadik
csoport pedig a molekuldris markerek csoportja. A marker a DNS egy kodolé vagy nem
kodold régidban talalhatod 16kusza (Kiss, 2005). A molekularis markereket harom csoportba
sorolhatjuk. Léteznek hibridizacion alapulé markerek (RFLP), PCR-en alapuldé markerek
(SSR, AFLP), és szekvencia illetve DNS chip alapt markerek (Gupta et al., 1999).

3.4.1. RFLP-hibridizacio

A RFLP (restriction fragment length polymorphism) a restrikcios enzimek
hasznalatan alapul. Ezek az enzimek specifikus helyeket ismernek fel a genomban és ezeken a
pontokon elhasitjak a DNS szalat. Ezek a restrikcios fragmensek agar6z gélen molekulaméret
alapjan elvalaszthatéak, majd Southern blot technika alkalmazasaval a fragmenseket egy
nitrocelluléz membranra viszik fel, és az egyes fragmenseket jelolt probak hibridizalasaval
azonositjak. A hibridizacidhoz a genomi DNS egy szakaszat, cDNS-t vagy oligonukleotidok
hasznalhatoak (Kiss, 2005). Az egyes egyedek restrikcios fragmenseinek hossza genotipusbeli
kiilonbséget jelent. A kiilonbség lehet egy restrikcios hely hidnya, vagy 1j alternativ
restrikciés  hely megjelenése (White ¢és Wyman 1980). A fragmensszam, vagy
fragmenshosszbeli eltérést okozhatja pontmutacid, inszercio, delécid, transzlokacio,
duplikécio vagy inverzid. El6szor Paterson és munkatarsai 1988-ban kozoltek RFLP-n alapuld
kromoszoma térképet (Paterson et al., 1988).

Az RFLP-k a genomban véletlenszertien oszlanak el, és igen gyakoriak. A DNS-ben nem csak
az exonokban hanem az intronokban is bekdvetkezhetnek valtozasok. Ez utobbiakra nem
nehezedik kozvetleniil szelekcidos nyomas. Ezeket IFLP-nek nevezziik (Intron Fragment
Length Polymorphism) (Hajosné Novak, 1999).

Az RFLP technika nem igényel szekvencia ismeretet, és konnyen értékelhetd. Tovabbi elonye,
hogy jol ismételhetdé az eljaras és kodominans oroklodésti marker, de hatranya, hogy
radioaktivan jeldlt proba sziikséges hozza, nagy mennyiségii és jo mindségii DNS-t igényel,
koltség- €s munkaigényes eljaras, illetve gyakran nem megfeleld szintii polimorfizmust ad

(Semagn et al., 2006).
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3.4.2. A PCR technikan alapulé eljarasok

3.4.2.1 A polimeraz lancreakcio

A PCR eljarast (polymerase chain reaction) 1987-ben Karl B. Mullis talalta fel, majd
1993-ban Nobel-dijjal ismerték el felfedezését. A modszer a DNS felsokszorozasara alkalmas,
néhany ora alatt millidrdos kopiaszam érhetd el (Hajosné Novak, 1999).

A PCR technika gyakorlatilag az ¢l sejtben lezajlé DNS replikacio folyamatat mésolja. A
reakcid egy programozhaté termosztatban zajlik. A templat DNS felsokszorozasahoz sziikség
van hdstabil DNS polimeraz enzimre (Taq polimerdz), mely a komplementer szalat
szintetizalja. Tovabba lanckezdd oligonukleotidra azaz a primerekre, dezoxinukleotid-
trifoszfatokra (ANTP-mix), magnéziumionra, és a megfeleld puffer kozegre, mely a polimeraz
szamara biztositja a megfeleld kémiai kdrnyeztet.

A reakci6 1épései:

- A PCR elsé 1épésében 95°C-on denaturaljak a templat DNS-t.

- A masodik 1épésben 50-65°C-ig hiitik az elegyet, ahol a primerek a komplementer
szakaszhoz hibridizalodnak.

- A harmadik 1épés 72°C-on zajlik. Ekkor a polimeraz a primerek 3’ végét elkezdi
meghosszabbitani (elongacid), a komplementer szal szintézise 5°-3” iranyban
torténik.

A szintetizalodott szal a kovetkezo ciklusban templat DNS-ként szolgal. A ciklusok sorén a
DNS szakasz exponencialisan felsokszorozodik (Mullis as Fallona, 1987). A megfelelé szamu
ciklus utan a DNS fragmentumokat gélen elvalasztjak és festik, igy szabad szemmel is

lathatova valnak (Hajosné Novak, 1999).

3.4.2.2. RAPD

A RAPD (random amplified polymorphic DNAS) technikat 1990-ben Williams és
munkatarsai irtdk le. PCR alapu technika, mely sordan random 10 nukleotidos primereket
hasznalnak. Ha a primerkotdhelyek ellentétes szalon, amplifikdlhaté tavolsagban
helyezkednek el DNS fragmentumok szintetizalodnak, melyek agardz gélen elvalaszthatoak
¢és etidium-bromiddal festve detektalhatdak. A kapott mintdzat, az egyes fragmentumok
jelenléte vagy hidnya markerként hasznalhato.

Legtobbszor 2-10 fragmentum amplifikalhaté ezzel a modszerrel, melyek hossza 200 és 2000
bp kozé esik (Kiss és E999). A RAPD elénye hogy gyors és egyszerii eljaras és kis
mennyiségli DNS templat is elegend6 hozza, de mivel domindns jellegként viselkedik

heterozigotasag kimutatasara alkalmatlan (Bisztray, 2001). Az ismételhetdsége viszont
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problémat okoz, ugyan is ez a technika nagyon érzékeny a reakcio koriilményeire, a DNS
mennyiségére €s mindsségére, illetve killonbozo szovetekben az eltérd metilezettség okozhat
kiilonbséget a PCR mintazatban (Arnholdt-Schmitt et. al. 1991).

A RAPD-hoz hasonl¢6 eljarads az AP-PCR, csupan annyiban tér el, hogy a primerek hosszabb
oligonukleotidok mint a RAPD esetében (Welsh és McClelland, 1990).

3.4.2.3. Mikroszatelit polimorfizmus (SSR)

Az eukariota genom sok olyan szakaszt tartalmaz, melyekben roévid nukleotid
motivumok ismétlddnek tandem elrendezésben. Ezek a motivumok 1-4 bazis hosszuak
lehetnek (Tautz és Renz, 1984 idézte Morgante és Olivieri 1993).

Ezt a jelenséget Litt és Luty, valamint Weber és May egy id6ben irta le az emberi genomban.
A mikroszatellit (Simple Sequence Repeas SSR) elnevezés Litt és Luty-tol szarmazik. Saiki és
munkatarsai (1988) PCR-technika segitségével felszaporitottak ezeket a mikroszatellit
régiokat. Ehhez a mikroszatellit motivumok konzervativ hatarolé Szekvenciaira tervezett
primerparok hasznalhatéak. Szinte mindig nagy polimorfizmust mutatnak a fragmentumok. A
mikroszatellitek hosszusagbeli eltérését a rovid nukleotid motivumok eltéré szambeli
ismétlodése okozza (Litt és Luty, 1989; Weber és May, 1989 idézte Morgante és Olivieri
1993). Az egyedek kozotti kiilonbség tehat az ismétlédések szamaban van. Valoszintlileg a
DNS replikaci6é soran a polimerdz ,,megcsuszasa” miatt jonnek 1étre ezek az eltérések (Tautz
et al., 1986 idézte Morgante és Olivieri 1993).

Nagyfoku polimorfizmusa miatt jO genetikai marker, és alkalmas genetikai térképek
készitésére (Weissenbach et al.,, 1992). Kodominans jellegli, igy a heterozigdtasag
kimutathat6. A mikroszatellit alapti eredmények jol reprodukalhatéak (Arbeola et al., 2006).
Szamos gazdasagi novény esetében fejleszettek mar ki SSR markert, ilyenek példaul az arpa
(Hordeum vulgare) (Maroof et al., 1994), napraforgé (Helianthus annus L.) (Brunel, 1994),
kukorica (Zea mays L.) (Senior et al., 1996), tanszékiinkén pedig kajszi (Prunus armeniaca
L.) egyedek esetében hasznaltak sikeresen az SSR markereket (Pedryc et al., 2006). A

modszer hatranya a koltségigényessége.

3.4.2.4. ISSR (Inter Simple Sequence Repeat)

Az ISSR technikat 1994-ben irtak le Zietkievitz és munkatarsai. El6nye, hogy nem
igényel eldzetes szekvencia ismeretet, és erdsen polimorf mintdzatot ad. Ebben az esetben a
primereket az ismétlodé szekvenciakra, mikroszatellit régiokra tervezik. Gélen elvalasztva a

PCR termékeket minden egyes sav megfelel egy DNS szekvencianak, amit két mikroszatellit
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hatarol (Bornet és Branchard, 2001).

Ha a primert csak a mikroszatellit régiora tervezik akkor a primer adott mikroszatellit régié
tobb pontjan is bekothet, kiillonb6zé hosszusdgi fragmentumokat eredményezve. Ekkor a
gélképen egy ,,smear” (elhtizodo sav) latszik. Ha az ismétlédé szekvenciara tervezett primert
meghosszabbitjak a 3’ vagy az 5’ végen, akkor csak egy fragmentum késziil adott régiordl és
egy hatarozott fragmentumot latunk a gélképen (Reddy et al., 2002).

Az ISSR tovabbi elényei hogy gyors, egyszeri és jol ismételheté (Bornet és Branchard,
2001).

3.4.2.5. AFLP

Az AFLP (amplified fragment length polymorphism) a RAPD és az RFLP modszerek
elényeit O0tvozi. A modszer lényege hogy egy gyakran és egy ritkdn vagd restrikcios
endonukleazzal emésztik a genomi DNS-t, majd az igy létrejove ismert végzodésii
fragmentumokhoz (mivel a restrikcios enzimek hasitasi helyei ismertek) adaptereket ligalnak.
Az adapeterekkel komplementer primerek segitségével a fragmentumokat PCR soran
amplifikaljak. Ezutan szelektiv amplifikdciot végeznek, amikor a primereket 1-3 un. szelektiv
nukleotiddal megtoldjak. A PCR utan a szakaszokat akrilamid gélen valasztjak el. Az igy
kapott fragmentumok szamabol kiszamithatd a szakaszok relativ tavolsaga, illetve tovabbi
statisztikai vizsgalatokkal a taxonok kozotti genetikai tavolsag is szemléltethetd. A modszer

altalanosan alkalmazhato, és nem igényel elozetes szekvencia ismeretet (Vos et al., 1995).

3.4.3. SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

Az SSCP az egyszalt DNS (single-strand DNA/ssDNS) elektroforetikus
elvalasztasa, amely olyan szekvenciabeli kiilonbségen alapul, ami ssDNS eltéré masodlagos
strukturajat és igy az elektroforézis soran azok eltér6 mozgékonysagat eredményezi. Ez
gyakran egy bazis kiilonbség is lehet (SNP). 1989-ben Orita €s munkatarsai fejlesztették ki ezt
a modszert. Els6 1épésként a DNS-t restrikcios enzimekkel kell emészteni lugos kdzegben és
PCR technikaval amplifikalni. A fragmentumok denaturalasa végezhet6 hdvel, formamiddal,
de hasznalhat6 natrium hidroxid, vagy formaldehid és metil-higany hidroxid keverékével is.

A denaturdlds utan az egyszall fragmentumokat nativ poliakrilamid gélben futtatjak. Az
elektroforézis sordn az ssDNS egy haromdimenzios alakzatot vesz fel, mely az elsddleges
szerkezetétdl, a nukleotid szekvenciatol fiigg. Az elektroforetikus mozgékonysagot az
egyszalu molekula alakja befolyasolja. Ha csak egy nukleotidnyi eltérés van két minta kdzott,

akkor is eltérd elektroforetikus képet fogunk kapni. A mddszer azon a megfigyelésen alapszik,
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hogy az egy szalit DNS fragmentumok egyedi térformat vesznek fel, melyet intramolekularis
kolcsonhatasok stabilizalnak (Kusakabe et al., 1993 idézi Kakavas et al., 2008). gy egy bazis
eltérése is konformacio valtozast okoz, ami eltéré mobilitasként detektalhato.

Ha a fragmentumok amplifikalaséhoz jeldlt (P**) nukleotidokat hasznalunk a detektalds
autoradiogramm  segitségével torténik. Ezen kivil a detektalashoz hasznalhatunk
fluorescensen jelolt nukleotidokat, etidium bromidot, vagy eziistfestéses modszert (Kakavas et
al., 2008).

Napjainkban az SSCP-t leggyakrabban human genetikai betegségek diagnosztizalasa esetében
hasznaljak. Liechti-Gallati és munkatarsai (1999) olyan protokollt dolgoztak ki, amely szamos
orokletes betegség kimutatasara alkalmas, igy a Duchenne vagy Becker izomsorvadas (DMD,
BMD), OTC (Ornithin transcarbamylase) hiany, kollagén hiany, CMT (Charcot-Marie-Tooth)
betegség €s a Wilson kor kimutatésara is.

A mutacié altal okozott futasbeli eltolodast nem lehet elére meghatarozni. Forditva, egy
mutalt szekvencia mobilitdsanak megmérésével viszont tapasztalati uton kdvetkeztethetiink a

haromdimenzios szerkezetre (Kenshi, 1991 idézte Kakavas et al., 2008).

3.4.4. ARhodiola populaciok genetikai diverzitasanak tanulmanyozasa molekularis
markerekkel

A Rhodiola nemzetségben a fajon beliil is megfigyelheté az egyedek morfologiai
sokfélesége. Ez a sokféleség megnyilvanulhat példaul a virag szinben, a ndvény magassagban
vagy levél alakban, levélszél fogazottsagban (Asdal et al., 2004; Mell, 1938 idézte Brown et
al., 2002). De nem csak morfologiai szinten figyelheté meg nagy diverzitas a fajon beliil.
Fitokémiai vizsgalatokkal is kiilonbségek fedezhetdk fel az egy fajba tartoz6 egyedek kozott.
Malnoe és munkatarsai (2009) a Svajci Alpok rozsagyokér populacioi szalidrozid és rozavin
tartalmat vizsgaltdk, ¢és megallapitottdk, hogy a fajon beliil az egyes populaciok rozavin
tartalma 1,02 % és 2,07 % kozott valtozott, mig a szalidrozid tartalom 0,46 % és 2,85 %
kozotti volt. Ezen morfoldgiai és fitokémiai megfigyelések alapjan nem csak a nemzetségen
beliil, de a fajon beliili genetikai diverzitassal is érdemes foglalkozni (Gyorgy et al, 2014).

Az elmult id6északban tobb tanulmany is sziiletett vilagszerte a Rhodiola fajok genetikai
variabilitasanak vizsgalataval kapcsolatban.

AR. iremelica Boriss. a Dél-Ural teriiletén €16 endemikus, védett faj. Yanbaev és munkatarsai
(2007) izoenzim markereket és poliakrilamid gél elektroforézist hasznaltak a populaciok
genetikai variabilitasanak 0sszehasonlitasara. Az eredmények egyed szinten magas genetikai

valtozatossagot mutattak, és a populaciok differencialodasa (Fs=0,115) magasabb volt, mint a
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legtobb idegentermékenyiilé novény esetében. A viszonylag nagy eltérés oka a R. iremelica
populaciok esetében feltehetdleg a Kisméretli populaciokra jellemzd beltenyésztés és a
génsodrodas jelensége lehet. Jellegzetes mintazatokat a genetikai variabilitas eloszlasaban
nem talaltak. Figyelembe véve a ndvény magas szintii variabilitast, a tanulmanyban javasoltak
az in situ megorzés mellett mesterséges ex situ populaciok létrehozasat is és késébb azok
visszatelepitését a természetes kdrnyezetbe.

A Rhodiola rosea Norvégiaban igen elterjedt novény. Egy szelekciés nemesitési program
érdekében Elameen és munkatarsai (2008) 97 Norvégia kiilonb6z0 megy¢éibdl szarmazé klon
genetikai  diverzitasit tanulmanyoztdk AFLP modszerrel. Ot primer kombinacidjat
alkalmaztdk a vizsgélat sordn, és igy 109 polimorf fragmentumot kaptak. Ezek alapjan mind a
97 klon egyértelmiien azonosithaté volt. Eredményeiket UPGMA tipusu dendrogrammon
abrazoltak. A genetikai hasonlosag az AFLP adatok alapjan 0,440 és 0,952 kozott mozgott,
atlagosan pedig 0,631 volt. A vizsgéalat kimutatta, hogy az egyes termdhelyekrdl szarmazo
klonok kozott nincsen jelentds genetikai hasonldssag, illetve nem talaltak ivarspecifikus
markereket sem. Tovabba AMOVA vizsgalattal magas szintli genetikai kiilonbségeket
tapasztaltak egyes régiokon beliil (92,03 %), mig a régidkon kiviil alacsony volt a variancia
(7,97 %). A szerzok szerint szek az alacsony szinti genetikai kiilonbségek a régiok kozotti
nagyaranyt génaramlasra utalnak, ami a R. rosea esetében inkdbb a magszorodasnak
kdszonhetd, mint a keresztbeporzasnak.

A Rhodiola crenulata Délnyugat-Kinaban elterjedt faj. Lei és munkatarsai (2006) a Rhodiola
crenulata genetikai valtozatossagat tanulmanyoztak a Hengduan hegységben. Kilenc
populéciot vizsgaltak, harmat Kelet-Tibetben, és hatot Eszak-Yunnanban. 12 ISSR markert
hasznaltak, melyekkel 184 polimorf I6kuszt azonositottak. AMOVA vizsgalattal kimutattak,
hogy az egyed szintli genetikai variabilitas viszonylag nagy volt (p = 97,83 %, és H, = 0,464),
a populacion kiviili és beliili genetikai diverzitds pedig a Shannon index alapjan
megkozelitbleg azonos. A Nei féle diverzitas vizsgalat és az UPGMA torzsfa alapjan
elmondhat6, hogy a yunnani populaciok koziil harom a foldrajzi elhelyezkedésiiknek
megfelelden elkiiloniild csoportokat alkot a genetikai diverzitas alapjan.

A Rhodiola alsia egy endemikus faj a Qingnai-Tibet fennsikon. Gao és munkatarsai (2009) a
rps12) szekvendlasaval. A vizsgalt 18 populéciobdl 6sszesen 315 egyedet emeltek ki, ezzel a
térség teljes allomanyat lefedveés 31 haplotipus azonositottak. A legtobb haplotipus csupan
egy populacion beliil fordult eld, vagy két szomszédos populaciora korlatozddott, ami arra

enged kovetkeztetni, hogy a génaramlas magszorddas utjan nagy tavolsagra kismértékd.
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Csupan harom olyan haplotipus fordult el6, ami az egész elterjedési teriileten megtalalhatod
volt. A kutatok a novény jelenlegi elterjedése alapjan egy korabbi elterjedésre kovetkeztettek,
mely szerint a negyediddszaki eljegesedés soran a R. alsia refugidkba hiizodott vissza majd a
késobbiekben a populaciok egymastol fiiggetleniil fejlodtek.

Zini és munkatarsai (2009) Rhodiola rosea faj vizsgalataira 8 db di- és trinukleotidos
mikroszatellit régi6 amplifikdlasara alkalmas primerpart fejlesztettek ki. 48 egyedet mintaztak
két populaciobol Trentino régiobol (Olaszorszag). Minden l6kusz polimorfnak bizonyult,
I6kuszonként 2-5 sSDNS-t talaltak. A megfigyelt heterozigétasag (Ho) 0,09 és 0,76 kozott
mozgott. A két populacioban a HWE teszt 5 l6kuszban jelentés eltérést mutatott a Hardy-
Weinberg egyensulytol.

Hasonléan a Rhodiola rosea fajjal foglalkozott Kylin (2010). Novényanyaga a Nordic Gene
Bank génbankbol szarmazott. A Nordic Gene Bank novényeit Svédorszagbol, Gronlandrol, és
a FerOer-szigetekrdl gyljtottek be. Négy ISSR és négy SSR primert hasznaltak, a genetikai
diverzitas értékelésére. A PCR termékeket poliakrilamid gélen valasztottak el, majd
eziistfestéssel tették lathatova a fragmentumokat. A géleket manualisan értékelték, majd a
kodominans SSR ¢és a dominans ISSR marker adatokat kiilon-kiilon vizsgaltdk a Popgene; és
NTSYSpc. szoftverekkel. Végiil 37 (ISSR) illetve 12 (SSR) polimorf lokuszt talaltak. Az
ISSR marker esetében a svéd mintdk 83,78 %-0s, a Gronlandiak 94,59 %-o0s, a Feroer-
szigeteki mintdk pedig 48,65 %-o0s polimorfizmust mutattak. A mintdk koziil csak kettd
bizonyult klonnak, a tobbi egyedi volt. Ivar specifikus primert pedig ez esetben sem talaltak.
Kozyrenko és munkatarsai (2011) 10 orosz és egy lengyel R. rosea populaciot vizsgaltak,
ezen kiviil még R. integrifolia és R.stephanii populaciokat is. Osszesen 206 DNS mintaval
dolgoztak, és nyolc ISSR primerrel. Mintegy 243 polimorf fragmentumot talaltak.
Megallapitottak, hogy faj szinten magas a genetikai variabilitds, mig populaciok szintjén
relativ alacsony variabilitast figyeltek meg. Az AMOVA vizsgalat alapjan a variabilitds a
populaciok kozott magas volt (65,42 %) mig a populaciok kozott alacsonyabb (34,58 %). AR.
rosea populaciokat két csoportba soroltak klaszteranalizis alapjan. A két csoport két evolucios
utvonalat képvisel a fajon beliill, melyek eltéré genetikai szerkezettel, evolucios
torténelemmel, és migracids utvonallal rendelkeznek.

Az Eszak Amerikaban honos Rhodiola integrifolia, R. rhodanta és R. rosea fajok
kloroplasztisz és sejtmagi DNS-nek vizsgaltaval a genetikai variabilitas alapjan filogeografiai
kovetkeztetéseket vontak le Guest (2001). A sejtmagi DNS atir6dd, de nem kodolo ITS

crer

rhodanta és R. integrifolia elkiiloniild, de szoros rokoni kapcsolatban allo fajok, illetve hogy a
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vizsgalt harom faj egy elkiiloniilé csoportot alkot a Rhodiola nemzetségen belil. A
kloroplasztisz régidé esetében RFLP moddszerrel vizsgalddtak, és a Sziklas hegység déli
terliletein, ahol a két faj aredja atfed, taldltak kozos haplotipusokat, vagyis ezeken a
teriileteken a két faj hibridjei jottek I1étre. A kloroplasztisz DNS psbA-trnH gének kdzotti nem
kodold szakaszt 66 R. integrifolia populacid esetében vizsgaltak, és 28 haplotipust
azonositottak. Egyes haplotipusok széles kdrben elterjedtek voltak, mig masok csak egy adott
teriileten fordultak el, mint példaul a Yukon mentén, Alaszkaban, a Queen Charlotte szigeten.
D¢élebbre haladva a haplotipusok diverzitasa egyre fokozodott

Gyorgy és munkatarsai (2009) el6bb finnorszagi populaciok vizsgalatat végezték el ISSR
markerekkel, késobb néhany oroszorszagi populacié néhany egyede genetikai ujjlenyomatat
nézték meg ISSR és SSR markerekkel (Gyorgy et al., 2012). Eszak-norvégiai populaciok
diverzitasat is vizsgaltak mind ISSR (2013) mind SSR markerekkel (Gyorgy et al., 2013). A
legfrisebb munkajukban (Gyorgy et al., 2014) harom eurdpai hegységbdl, az Alpokbol, a
Karpatokbol, és a Pirenneusokbdl szarmazd populaciokbol emeltek ki 6sszesen 169 egyedet
majd a populdciok diverzitasat hasonlitottak Ossze Zini €és munkatarsai (2009) altal tetvezett
nyolc és You és munkatérsai (2013) altal tervezett 6t primerpar segitségével. Hat primerpar
esetében kaptak polimorf mintdzatot. Az UPGMA torzsfa és a PAST szoftverrel végzett
elemzések alapjan a genetikai diverzitas a populaciok kozott nem volt jelentdsen nagyobb,
mint a populacidkon beliill. Megallapitottak, hogy az Alpok ¢és a Karpatok egyedei nem
kiilontilnek el, az AMOVA vizsgalat szerint a genetikai variabilitds szamottevéen nagyobb a

vizsgalt egyedek kozott, mint a populaciok kozott

3.5.1. Kalkonszintaz, mint molekularis marker

A kalkonszintaz a flavonoid bioszintézisutban vesz részt (5. abra). A flavonoidok
bioszintézise fenilalaninbdl és tirozinbol kezdddik. A fenilalaninbdl vagy tirozinbdl a
fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) vagy tirozin-ammonia-liaz (TAL) fahéjsavva dezaminalja. A
fahéjsavat a monooxigenaz hidroxilalja p-hidroxi kumarin savva, amit a 4 kumarat koenzim
aktival 4 kumarol-Co-A-va. Ebbdl és harom malonil-Co-A-bdl alakul ki a flavonvaz a

kalkonszintaz (CHS) a kalkon-izomeraz (CHI) segitségével (Winkel-Shirley, 2001).
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5. abra: A flavonoid bioszintézis utvonal.
3.5.2.A kalkonszintaz (CHSI) diverzitas vizsgalata

Mivel a kalkonszintaz a flavonoid bioszintézis egy kulcsenzime, a novényeknél igen
er6sen konzervalt. A kétszikiiek kozott tobb mint 66 % szekvencia azonossag van a
kalkonszintaz génben. Az intron szakaszra viszont nem hatott erds szelekcios nyomas, igy a
kalkonszintaz intronjaban (CHSi) 1étre johettek un. semleges mutaciok. igy példaul mig a
kodolo régid vizsgalata soran a 1107 bazisparbol csak 27 nukleotid esetében taldltak eltérést,
addig az intron szekvencia vizsgélatakor jelentds valtozasokat tapasztaltak a szekvenciaban,
példaul szamos, eltéré transzpozon megjelenést (Casacuberta és Santiago, 2003 idézte
Griesbach ¢s Beck, 2005; Durbin et al., 2001 idézte Griesbach és Beck, 2005).

Strand és munkatarsai (1997) egy protokollt vazoltak fel kis kopiaszamt gének esetében az
oligonukleotid primerek fejlesztésére. A primer fejlesztéssel az evolucid bioldgiai €s
szarmazastani kutatasok soran alkalmazott DNS alapu markerezést kivantak segiteni.

Nyolc univerzalis primer part fejlesztettek és teszteltek egy és kétszikii novényekkel. A
markerezésre alkalmas régiokat elsddleges és masodlagos anyagcsere termékek eldallitdsaban

részt vevo gének koziil valasztottak ki, mert ezekre jellemzoek a kdvetkezok:
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1. Sok informacio all rendelkezésre ezen szekvencidkrol, ami megkonnyiti a primer
tervezeést.
2. Lehetésség nyilhat az evolucios tanulmanyok Osszekapcsoldsara egyéb molekularis
kutatasokkal, igy mint funkcio, szabalyozas és expresszio vizsgalat.

3. Altalaban kis kopiaszamu gének.
Ezek alapjan vélasztottdk a kalkonszintazt a nyolc vizsgalt 16kusz kozé. A legtobb régid
magaba foglal egy vagy tobb intront. Az intron szekvencidk nagyobb mértékben valtoznak,
mint az exon szekvenciak, és igy sokkal valdsziniibb hogy variabilis helyet tartalmaznak,
amely alkalmas markerezésre. Bar a CHS néhany esetben tigy ismert, mint multigén csalad,
de mindegyik 16kusz eltér6é hosszu intront tartalmazot, igy elkiilonithetd volt a tobbi 16kusztol
esett az amplifikalt fragmantumok hossza. Az amplifikalt CHSi fragmenteket génbanki
szekvencia adatokkal torténd egyeztetés soran azonositottdk, majd a kdzonséges haranglab
(Aquilegia vulgaris L.) esetében a CHSi-t meg is szekvenaltak (200 bp). Ezeket a primereket a
szerzOk direkt szekvenaldshoz, RFLP vizsgalathoz, heteroduplex analizishez, SSCP
vizsgalathoz és denaturalé gradiens gélelektroforézishez ajanlottak (Strand et al., 1997).
Griesbach és Beck (2005) a Petunia integrifolia, P. altiplanta, P. littoralis, és egy ismeretlen
braziliai taxon CHSI szekvencidjanak vizsgalataval megallapitottak, hogy az ismeretlen taxon
a P. integrifolia kozeli rokona, valamint a vizsgalat alapjan felallitott filogenetikai torzsfa
szerint a P. integrifolia sokkal kozelebbi rokona a P. littoralis-nak, mint a P. altiplanta-nak.
Egy masik tanulmanyban Griesbach és munkatarasi (2000) a Petunia integrifolia fajra
kifejlesztett technikat alkalmaztak a CHSI genetikai heterogenitasanak vizsgalatara. Ismert
termOhelyekr6l gyljtott vad petinia fajokat mintaztak, majd a CHSi régiét PCR-rel
amplifikaltak. A kapott fragmentumokat Rsa 1 enzimmel hasitottak a fajok genetika
jellemzése céljabol. Ezek alapjan négy fajt irtak le.
Bartish és munkatarsai (2006) a CHSIi-t hasznaltak homoktovis (Hippophae rhamnoides)
populaciok markerezésére. Tanulmanyukban a homoktovis CHSI markerezésével, a
kloroplasztisz DNS RFLP vizsgalataval, és pollen fosszilidk alapjan a novény késo
negyedidészaki torténetére kovetkeztettek. A CHSI nagy polimorfizmusanak koszonhetéen
alkalmasnak bizonyult filogeorgafiai és demografiai események rekonstrualasara. A CHSIi
vizsgalatahoz 131 egyedet hasznaltak fel Osszesen 26 teriiletr6l (mindegyik teriiletrél
maximum 9 egyedet) ezzel lefedve az elterjedési teriiletet Eurépaban és Kis-Azsiaban. Egy
kiilonallé csoportként Kindbdl szarmazo egyedeket is, valamit homoktovis fosszilidkat is

bevontak a vizsgalatba A CHSi vizsgalatdhoz egy univerzalis primerpart hasznaltak. Az
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egyedek heterozigétasagara gélelektroforézis utan a tobb all¢él jelenlétébdl, vagy a
kromatogrammon a polimorf helyeken megjelend ’dupla cstcsokbol’ kovetkeztettek. A
haplotipusokat vagy kromatogramm alapjan hataroztak meg, kisebb indelek (inzercio/delécio)
vagy szubsztitaciok alapjan vagy pedig Clark féle algoritmus alapjan. Ez utobbi modszer a
mar ismert szekvenciakat hasznalja referenciaként az 0j haplotipusok megallapitasahoz.
Amennyiben négynél tobb pozicidban fordulnak elé indelek egyik modszer sem bizonyult
megbizhatonak, igy ezekben az esetekben a PCR termék megszekvenalasara kertilt sor. A
kapott szekvenciak hossza 628 és 778 bp kozott volt. A 131 egyed kozott 83 haplotipust
azonositottak, melyek szekvencidja az NCBI honlapjan elérhetéek. A mintak diverzitasat 1-18
bp-os indelek, vagy 1-5-szor ismétlodé 28 bp-os miniszatelit ismétlédések okoztak.
Filogenetikai fa készitésével hat f6 CHSi vonalat azonositottak. A populacion beliili
diverzitast Nei alapjan szamoltak, igy a legnagyobb haplotipus diverzitasokat és nukleotid
diverzitasokat (h=0,94 ¢és n=4,22; h=0,96 és n=3,90) az egymdssal szomszédos német ¢és
ausztriai populaciok esetében kaptak. A haplotipusok f6ldrajzi elterjedését NCA-val (Nested
clade analysis) hataroztdk meg. E vizsgalat alapjan megallapitottdk, hogy a homoktovis
elterjedése az elmult 40000 évben négy fazisonra oszthatd. Eldszor 36300 évvel ezeldtt egy
rovid meleg ’interstadidlis’ alatt terjedt el, majd ezt kovetden az utolsé glacidlis maximum
utan 19-18000 évvel ezelott. A korai Holocénben 11600-9800 évvel ezelétt és végiil 4200-

1800 évvel ezeldtt volt elterjedésre lehetdssége a homoktdvisnek.
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4.Anyag és modszer
4.1. Novényanyag

A novényanyag a Genetika és Novénynemesités Tanszéken talalhato Rhodiola
génbankbdl szarmazik, ahol a ndvényanyagot -20°C-on fagyasztva taroljak. Huszonhat
populaciot vizsgaltunk. A populéciok 11 orszag teriiletérdl szarmaznak. A populdciokat és
jeliilésiiket az 2. tablazat foglalja 6ssze. Minden populaciobol 1-4 egyedet emeltiink ki. A
vizsgalt populaciokat térképen abrazoltuk (6. abra).
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2. tablazat: A vizsgalt Rhodiola rosea populaciok foldrajzi elhelyezkedése.

Orszag jelolés tajegység
Andorra VI Juclar, Pireneusok
Svéic M Mattmark, Alpok
J N Val de Nomnom
VF Val Fredda, Alpok
PG Passo di Gavia, Alpok
Olaszorszag F Fedaia see, Alpok
To Tonale, Alpok
E Erdemolo, Alpok
P Prablichl, Alpok
_ Z Zirbitzkogel, Alpok
Ausztria
Hk Hochkar, Alpok
Ua Unteralpe, Alpok
CHP Chopok, Karpatok
MD Mengusovska Dolina, Karpatok
Szlovéakia )
Lo Lomnic, Karpatok
T Tatra, Karpatok
Fog Fogarasi-havasok, Karpatok
Romania Ke Kelemen-havasok, Karpatok
CS Cindler, Szebeni havasok, Kéarpatok
N1 ,
Norvégia N2 Eszak-Skandinavia
ul Eszak Ural,
uz2 Dél Ural,
Oroszorszag U3 Altai,
U4 Novaja Zemlja,
Finnorszag K Kilpisjarvi
Kirgizisztan A Ala Archa
Egyesiilt W Wales
Kiralysag
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4.2. DNS-kivonas

A DNS-t fagyasztott levelekbdl Xu és munkatarsai (2004) protokolja alapjan vontuk

crer

hataroztuk meg, majd 1 %-os TBE agardz gélen ellendriztiik a minéségét.

4.3. PCR-vizsgalat

A PCR-vizsgalathoz Strand és munkatarsai (1997) altal leirt univerzalis primerpart
hasznaltuk. A forward primer: 5’-AGGAAAAATTCAAGCGCATG-3’ (CHSx1F), mig a
reverz primer: 5’>-TTCAGTCAAGTGCATGTAACG-3’ (CHSx2RN) volt.

A reakciot 25 pl végtérfogatban mértiik 6ssze melyhez 1 ul DNS-t (20-50 ng) hasznaltunk. A
mixhez 0,05 ul Dream Taq polimerazt (0,25 U) hasznaltunk fel, tovabba 2,5 pl tizszeres
higitasa puffert, 0,5 ul ANTP-t (10 mM), 0,8 pl forward illetve reverz primer-t (10 mM),
végiil 18,53 pl milliQ vizzel egészitettiik ki.

A polimeraz lancreakcié 94°C-on denaturacidval kezd6dott mely 3 percig tartott, majd 35
cikluson keresztiil 45 masodpercig 94°C-on denaturacio, 60 masodpercig 49°C-on primer
bekotddés, és 90 masodpercig 72°C-on elongacid kovetik egymast, végiil tovabbi 6 percig
72°C-on tartottuk PCR csoveket.

A reakcid utdn a sikeres amplifikaciot el6szor etidium bromiddal festett 1 %-0s TBE agaro6z
gélen ellenériztiik, 50 cm>-es kadakban, 70 V-on, 40 percig. A fragmensek méretének
megallapitasahoz 100 bp-os 1étrat hasznaltunk (GeneRuler, Fermentas, Biocenter). A
fragmenseket UV fénnyel megvilagitva tettiik lathatova (Bio-Rad, Budapest). A gélrdl képet

készitettiink.

4. 4. Detektalas

4.4.1 Elvalasztas metaforagaréz gélen

A sikeres PCR utan a fragmenseket metaforagar6z gélben valasztottuk el. A PCR
termékeket etidium bromiddal festettiik, majd 1 % TBE metaforagar6z gélben 120 cm-es
kadban, 180 percen keresztiil valasztottuk el a fragmentumokat, 100 V-on. A fragmensek
méretének megallapitasahoz 100 bp-os 1étrat hasznaltunk (GeneRuler, Fermentas, Biocenter).
Végill UV fény alatt ellendriztik az eredményt (Bio-Rad, Budapest). A gélrél képet
készitettiink.
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4.4.2 SSCP vizsgalat

A kapott PCR termékeket végiil nativ poliakrilamid gélben futtattuk meg. A gélhez egy
70 ml végtérfogata elegyet mértiink Ossze, amely 18 ml 40 % bisakrilamidot, 3 ml 10 %-0s
TBE puffert valamint 49 ml desztillalt vizet tartalmazott. Az elegyet sziirGpapir segitségével
szurtiikk, majd 130 pl TEMED-et (tetrametilén etiléndiamin) és 310 ul APS (ammoénium
peroxidilszulfat) adtunk hozzd, melyek jelenlétében polimerizalodik a gél. A futtatast
hidegszobaban 4°C-on végeztiik. Egy 30 perces eléfuttatas utin a zsebekbe 12 ul mintat
vittiink fel, amihez megel6z6en azonos mennyiségli FDE festéket kevertiink. A futtatast
200 V-on tortént, egyszer 20 6ran at, majd a tovabbi futtatdsok alkalmaval 10 oran at. A

géleken eziistfestéssel tettiik lathatova a savokat, majd 12 %-os glicerinbe tettiik el a géleket.

4.4.3. Adatétékelés

A géleket atvilagitd asztalon értékeltiik. Az eltérd allélokat azonositottuk, és
betiikoddal lattuk el. Azokat az sSDNS-eket értékeltiik kiilonbozének, melyek jol lathatéan
eltéré helyzetben voltak a gélen. Excel-tablazatban Gsszesitettiik az egyes tipusokat. Tovabba
leolvastuk a gélrél, mely egyedek bizonyultak hetero- és melyek homozigotanak.
Megallapitottuk, mely haplotipusok illetve allélok voltak a leggyakoribbak és melyek
fordultak el6 csak egy adott teriileten. Végiil térképen abrazoltuk 6ket.
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5.Eredmények és megvitatasuk

5.1 DNS kivonas

A kivont DNS mennyiségét Nanodrop késziilékkel (BioSience, Budapest) ellendriztiik.
Nem minden minta esetében kaptunk elegendé mennyiségii DNS-t. Altalanosan elmondhato
hogy a Xu protokoll (2004) alapjan kivont mintak megfeleld mennyiségli DNS-t tartalmaztak,
¢s a protokoll jol alkalmazhato a roézsagyokér esetében. Ez kiilonosen fontos a masodlagos
anyagcseretermékek jelenléte miatt, ami gyogynovények esestén sok esetben megneheziti a
DNS kivonast.
Sikertelen DNS kivonast a ndvényanyag mindsségének tudtuk be, és masik egyedet
valasztottunk az adott populaciobol, mellyel megismételtilk a DNS kivondst tobbnyire mar
sikerrel. A néhany korabbi kivonasbdl szarmaz6 minta kevesebb DNS-t tartalmazott. Ennek
oka lehetett, hogy néhany esetben kiilonb6z6 kittekkel tortént a DNS izolalas és a kittek
mintédkat is hasznalni tudtuk a tovabbiakban.
A 260 és 280 nm hulldmhosszon mért értékek hanyadosa adja az R értéket. Ha a 1,7 és 2,0
kozé esik akkor a DNS oldat tisztanak tekinthetd. 1,7 alatt fehérjével, 2,0 felett pedig RNS-el
szennyezett az oldat (Sambrook et al., 1989). A mért értékeket a 3. tablazat tartalmazza, ami
alapjan a mintak megfelelden tisztanak talaltuk.
1% os TBE agaroz gélen elvalasztva a mintakat megbizonyosodtunk, hogy a DNS-ek nem

toredezettek, j6 mindségiiek, és PCR vizsgalatra alkalmasak (7. abra).

7. abra. Tizennégy kivont DNS elektroforetikus képe 1 %-os TBE agardz gélen.
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3. tablazat. A kivont DNS-ek mennyisége és mindssége.

Minta ng/ul A260 A280  260/280
s16 8,74 0,175 0,094 1,85
518 24.4 0,488 0,268 1,82
S6 8,82 0,176 0,123 1,44
s2 9,12 0,182 0,13 1,4
Fog6 14,74 0,295 0,205 1,44
Fogl 12,79 0,256 0,179 1,43
K6-5 204,2 4,084 2,042 2
K3-1 92,43 1,849 0,968 1,91
u3/3 246,96 4,939 2,351 2,1
u3/a 54,85 1,097 0,555 1,98
u3/1 173,81 3,476 1,762 1,97
u1/2 205,46 4,109 2,027 2,03
u1/1 174,89 3,498 1,848 1,89
u4a/2 145,59 2,912 1,424 2,04
u4/1 73,83 1,477 0,732 2,02
u2/4 51,83 1,037 0,49 2,12
u2/2 85,89 1,718 0,88 1,95
T2 437,13 8,743 4,047 2,16
Cs4 350,96 7,019 3,621 1,94
cs1 137,57 2,751 1,294 2,13
LO4 534,7 10,694 4,992 2,14
Lo6 287,88 5,758 2,751 2,09
F14 757,81 15156 6,844 2,21

F4 360,28 7,206 3,239 2,22
714 367,09 7,342 3,36 2,19

MD13 316,28 6,326 2,915 2,17
VIl 501,28 10,026 4,658 2,15
Ked 654,44 13,089 7,009 1,87

CHPS 697,18 13,944 6,371 2,19

CHP21 174,47 3,489 1,797 1,94

N1/65 91,71 1,834 0,854 2,15
To9 342,22 6,844 3,146 2,18
Tod 305,75 6,115 2,821 2,17
PG1 519,97 10,399 4,867 2,14

PG11 105,68 2,114 0,993 2,13
W18 589,21 11,784 5,53 2,13
W16 62,67 1,253 0,58 2,16
cP4 403,03 8,061 2,436 3,31

N2/182 51,22 1,024 0,477 2,15
M13 70,16 1,403 0,659 2,13
M3 8,48 0,17 0,133 1,27
N1 15,23 0,305 0,165 1,84
N4 6,83 0,137 0,08 1,7

28



Minta ng/ul A260 A280 260/280

N14 4,6 0,092 0,097 0,95
N15 12,67 0,253 0,172 1,47
Ua3 12,63 0,253 0,18 1,4
AA6 99,66 1,993 0,936 2,13
VF14 9,53 0,191 0,128 1,49
VF4 7,83 0,157 0,127 1,23
HK6 8,93 0,179 0,129 1,39
HK1 13,28 0,266 0,142 1,87
P40 68,45 1,369 0,618 2,22

5.2 PCR-vizsgalat

Az alkalmazott primerpar a legtobb esetben amplifikalta a Rhodiola rosea CHSi
tovabbiakban kihagytuk a kisérletbdl. A fragmentumok egységesen ~210-230 bp hosszlisag
kozé estek (8. abra), mig Bartish és munkatarsai (2006) homoktévis CHSI vizsgalatakor
ugyan ezen primer parral 628 és 778 bp hosszlisag kozti fragmentumokat kaptak. Strand és
munkatarsai (1997) tobb faj esetében is vizsgaltak az altaluk tervezett CHS intron régiot
hatarol6 primerpart. Eredményeik szerint 150 és 1200 bp kozott valtozott a kiilonbozd fajok

estében az amplikikalt fragmentum méret.

elvalasztva.
5.3. Detektalas

5.3.1. Elvalasztas metaforagarozgélen

Metaforagar6z gélen elvalasztva szintén ~210-230 bp hosszusagu fragmentumokat
lattunk a gélen (9. abra). A fragmentumok kozott mar lathatova valtak méretbeli kiillonbségek,
sok esetben homo- és heterozigotakat is el tudtunk kiiloniteni. Ezeket a kiilonbségeket még
nem taldltuk elegenddének kiilonb6zo haplotipusok elkiilonitéséhez, barmilyen sokaig tartott

az elvalasztas.
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9. dbra A PCR soran amplifikalt kalkonszintaz intron szekvenciak metaforaéaréz gélen

elvalasztva.

5.3.2. SSCP vizsgalat

Nativ akrilamid gélen 20 h elvalasztas utan nem lattunk a gélen egy fragmentumot
sem. Tiz ora elvalasztas utdn a gélen majdnem minden minta esetében meg tudtunk szamolni
2-4 savot (10. abra). Néhany esetben, bar agaroz gélen lattunk PCR terméket, az akrilamid
gélen nem lattunk fragmentumot, igy ezeket a mintakat Ki kellett hagynunk. llyen példaul
VI14-es minta a 10./A abran.

Az SSCP modszert alkalmasnak talaltuk a kiilonbozé CHSI haplotipusok azonositasara,
ahogyan azt Strand és munkatarsai (1997) is ajanlottak. Igen polimorf mintazatot kaptunk,

amint az a 10. abran is megfigyelheto.

10. abra A és B: A kalkonszintaz intron szekvenciak SSCP modszerrel elvalasztva 8%-0s

akrilamid gélen, az egyes SSDNS-ek betiikoddal ellatva.
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5.3.3. Adatértékelés:
Végiil 56 rozsagyokér minta esetében kaptunk kiértékelhetd adatot. Az allélokat

betijellel ellatva, 19 haplotipust azonositottunk Osszesen 11 allél kombinacidjaként. A 4.
tablazatba foglaltuk 6ssze a haplotipusokat és az 5. tablazatban az egyes allélokat, majd

kiszamitottuk mely haplotipusok illetve allélok a leggyakoribbak.

4. tablazat. A Rhodiola rosea populaciokban azonositott haplotipusok, és

relativ gyakorisaguk.
) Haplotipus
Haplotipus Egyed relativ
gyakorisag
E3, Fog6, H1-1, H3-4, K3-6, K6-5, M13,
ad, S16, S18, Ua3, W18, W16, U 3/4, U 3/1, 0,385
CS4, Lo4, Lo6, F7, Z14, MD13
aj,d,h HK1, HK6, P40, S6, To4 0,096
a,d,k,h CHP 21 0,019
a, d Kk ? CHP 8 0,019
a,b,d,e M3 0,019
a,de,? Fogl, N4 0,039
a,dh? S2,CS1 0,039
ah PG11, F14, Ke4, N 1/65 0,077
jh AAG, To9 0,039
jn U1/ 0,019
hjid VF14, VF4 0,039
h,n,jk U 4/1, U 4/2 0,039
j,ach N 2/182 0,019
bk.e,? u1/2 0,019
j,a,c,? VIl 0,019
be N1, N15, U 3/3, U 2/2, U 2/3, T2 0,115
ae CP7, CP4 0,038
m,| N14 0,019

a h,j,? PG1 0,019




5. tablazat : A Rhodiola rosea populaciokban azonositott ssDNS-ek, és relativ
gyakorisaguk.

allél relativ

sSDNS Egyed gyakorisaga
PG11, S16, S18, S2, S6, To4, U 3/1,

U 3/4, Ua3, VI1, W16, W18, Z14, P40, N4,

N 2/182, N 1/65, E3, F14, F7, Fogl, Fog6,

a H1-1, H3-4, HK1HKS, K3-6, K6-5. Ked, Lod, 0,280
Lo6, M13, M3, MD13, CS1, CHPS, CHP21, CS4.
CP4. CP7
H1-1 Lo4, MD13, N4, S16. To4, S18, S2, S6,

4 P40, L06, M13, M3, Hi-L, H3-4, HKL, HK6, K36, 0231

K6-5.U 3/1, U 3/4, Ua3, VF14, W16, VF4, W18, 714, :

E3, Fogb, CS4, CS1 F7, Fogl

| A6, HKL HK6, N 21182, P40, PGL, S6, To, To9, 0105

U 1/1, U 4/1, U 4/2, VF14, VE4, VI1 :

AAB. CS1, F14, HKL, N 1/65, N 2/182, P40, PGL.
h PG11, S2, S6, Tod, To9, U 4/1, U 4/2, VF14, 0,140
VE4, CHP 21, HK6, Ke4

b M3, N1, N15, T2, U 2/2, U 2/3, U 3/3, U1/2 0,056
. U33,U2/3 U272, U1/2,T2, N4, NI5 NI, Fogl, 0,001

M3, U1/2, CP4, CP7 :
g N14, 0,007
c N14, N 2/182, VI1 0,021
n U 4/1, U 4/2, U1/1 0,021
i VE14, VF4 0,014
K CHP2L, CHPS, U 4/2. U 4/1, U1/2 0,035

Az SSCP gélen lathato eltéré SSDNS-ek eltér6 szekvenciat jelentenek, melyek nem az eltérd
méretbol adédnak. Az elvalas mértéke az SSDNS alakjatol fiigg, aminek hatterében az eltérd
nukleotid sorrend 4ll.

A leggyakoribb allél az ’a’ jelli volt ez dsszesen 38 egyednél fordult eld az dsszes 56 koziil.
Szintén gyakori allél volt még a ’d’ (26 egyednél) ’h’ (21 egyednél) °j’ (15 egyednél) allélok.
Az’m’,’l’, ’¢’ és’g’ allélok csak egy-egy populacidban fordultak eld.

13 egyedrdl biztosan meg tudtuk allapitani, hogy heterozigotak, ezekben az esetekben a két
eltérd allél négy ssDNS-ként jelent meg a gélen. Egyes egyedeknél harom fragmentumot
lattunk a gélen. Ezek lehetnek heterozigotak, melyeknek nem volt elég hosszu a futtatas ideje
a négy fragmentum tokéletes szétvalasahoz, de el6fordulhatott az is, hogy a denaturacié nem
tortént meg tokéletesen, és két ssDNS mellett egy dsDNS is megjelent. 37 db biztosan
homozigota egyedet talaltunk.

A leggyakoribb haplotipus az ’a’ és ’d’ ssDNS-eket tartalmazé homozigéta volt, majd ezt
kovették az ’a’,’j’,’d’,’h’ fragmentumokat tartalmazo heterozigotak. Néhany haplotipus

csupan egy populacioban fordult el igy a ’a,b,d,e’ (M3 — Mattmark, Svajc) és ’b,k,e,?’
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(U1/2 — Eszak Ural) és ’j,a,c,h’ (N 2/182 - Norvégia) és ’j,a,c,?” (VI1 — Juclar, Andorra) és
'm,I” (N14 - Nomnom) és 'a,d,k,h' és 'a,d,k, ?' ( CHP21és CHP8-Chopok), valamint az 'a, h, j,
?' (PG1-Passo di Gavia).

A 11. 4bra szinekkel jeloltiik az egyes haplotipusokat. A haplotipusok el6forduldsa nem
mutatott jellegzetes mintazatot. A leggyakoribb haplotipus *a,d’ (fehér) elszorva szinte minden
terlileten el6fordult. Tobbnyire megallapithatdo, hogy az azonos populdciobol szadrmazo
egyedek azonos allélokkal rendelkeztek, ennek megerdsitésére szolgalhatna a CHSI

populacion beliili diverzitas vizsgaltata SSCP modszerral.
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11. abra: A CHSi haplotipusok foldrajzi elhelyezkedése.A: Az Gsszes eurdpai és azsiai mintak,
B: A kozép-eurdpai mintak (részletes).
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Bartish és munkatarsai (2006) a homoktovis CHSI szekvencia vizsgalatakor hat f6 CHSIi
vonalat azonositott, melyek kozott a genetikai diverzitas nagyobb volt, mint a csoportokon
beliil. Ezek a csoportok foldrajzilag is el kiiloniilnek. Tanulmanyuk alapjan a homoktovis az
eljegesedések soran ujra meg Ujra visszahuzodni kényszeriilt, majd a felmelegedések idején
elterjedt. igy négy idészakot azonositottak, amikor a kedvezd koriilmények lehetéséget adtak
a homoktovis elterjedésére. A populaciok visszaszorulasaval a genetikai sokféleség csokkent,
¢s az ujra felmelegedéskor a megmaradt haplotipusok terjedtek el. A foldrajzi elkiiloniilés
megfigyelésével az elterjedési utvonalakat is azonositottak.

Gyorgy és munkatarsai (2014) az Eurdépa magashegységeiben é16 Rhodiola rosea populaciok
SSR markerekkel torténd vizsgalatakor azt talaltak, hogy a populaciok kozotti genetikai
diverzitds nem nagyobb jelentdésen, mint a populdcion beliili, illetve nem figyelték meg a
haplotipusok foldrajzi elkiiloniilését. Eredményiiket magyaradzhatja Ronikier (2011) elmélete,
mely szerint a Pirenneusok, Alpok és Karpatok a Negyediddszak eldtt egy vonulatot alkottak
¢s egyes magashegyi populaciok olyan kozel helyezkedtek el egymashoz, hogy a génaramlas
konnyen végbemehetett. Késobb az eljegesedés és foldmozgasok hatdsara a hegységek
elkiilontiltek egymastol. Ennek eredménye képpen egyes fajok tavoli populacidinak genetikai
alloménya hasonlit.

Eredményeink megerdsitik Gyorgy és munkatarsai (2014) mikroszatellit markerekkel végzett
vizsgalatanak eredményét, mely szerint nem alakultak ki az egyes régiokra jellemzé
haplotipusok, hanem nagyfoku diverzitas figyelheté meg a populaciok kozott és a
populdcidkon beliil. Néhany esetben taladltunk kimondottan egy populaciora jellemzd
haplotipusokat, de tobbségében megmaradt a populaciok kozotti valtozatossag, Szemben
Bartish és munkatarsainak a homoktovis CHSIi vizsgalataval, ahol foldrajzilag elkiiloniilt

csoportokat azonositottak.
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6. Osszefoglalas

A Rhodiola rosea adaptogén hatasti gyogynovény, mely Kelet Eurdpaban, a Skandinav
térségben, Kozép- és Eszak-Azsiaban, valamint Eszak-Amerikaban a tradicionélis gyogyaszt
mar régéta alkalmaz. Mara szamos klinikai tanulmany igazolta, hogy erésiti az
immunrendszert, noveli a teljesitoképességet, csokkenti a stressz okozta karokat, fokozza az
ellenalld képességet. A fajon beliili fenotipusosan tapasztalhatd diverzitas felveti a genetikai
diverzitas vizsgalatanak sziikségességét.

Munkank soran Eurdpa €és Oroszorszag teriiletérél 26 populacié 56 egyedét vizsgaltuk. Strand
¢s munkatarsai (1997) a kalkonszintaz intronjara fejlesztett primerparjaval végeztiink PCR-t.
Megkozelitéleg 210-230 bp hosszlsag fragmentumokat kaptunk. A fragmentumokat elébb
metaforagardz gélen valasztottuk el, ahol ugyan lattunk kiilonbségeket, de nem tudtunk biztos
haplotipusokat elkiiloniteni. Ezért az egypontos nukleotid polimorfizmusok kimutatisara
kivaléan alkalmas SSCP technikat alkalmaztuk. A poliakrilamid géleket atvilagité asztalon
manudlisan értékeltiink ki.

Megallapithatjuk, hogy sikeresen vontunk ki DNS-t Xu és munkatarsai (2004) protokollja
alapjan, és hogy a Strand és munkatarsai (1997) altal leirt primerek alkalmasak a Rhodiola
kalkonszintaz intron amplifikalasara.

Az SSCP vizsgalattal igen polimorf mintdzatot kaptunk. 56 rézsagyokér minta esetében 19
haplotipust azonositottunk Osszesen 11 SSDNS kombinacidjaként. A gélen megjelend
fragmentek alapjan 13 heterozigotat, és 37 homozigota egyedet azonositottunk. A
leggyakoribb az ’a’ és ’d’ sSSDNS-ett tartalmazo homozigota volt, melyrél megallapitottuk,
hogy elszorva szinte minden teriileten el6fordult.

Térképen abrazolva megfigyelhetd, hogy a populdcidk nem alkotnak f6ldrajzilag elkiiloniilt
csoportokat, hanem az egyes haplotipusok szortan helyezkednek el. Néhany esetben talaltunk
kimondottan egy populéciora jellemzd haplotipusokat, de altalanosan megallipthatd, hogy
nagyfoku diverzitas figyelhetd meg a populaciok kozott.

Ezek az eredmények egybevagnak Gyorgy és munkatarsai (2014) azonos ndvényanyagon
végzett SSR vizsgalatanak eredményeivel, de ellentétben allnak Bartish és munkatarsai (2006)
homoktovis CHSI vizsgalataval, ahol foldrajzilag elkiiloniilt csoportokat azonositottak.

Az azonos populaciokbdl szarmazd egyedek gyakran azonos allélokat tartalmaztak, ennek
megerdsitésére a tovabbiakban a populaciokon beliili CHSI diverzitas vizsgalatra lenne

szlikség SSCP moddszerrel a rozsagyokér esetén.
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