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Kivonat

A nemesnyarak kiemelkedd gazdasagi jelentéséggel birnak. A bemutatott vizsgalat legfébb célja egy olyan kutatasi meto-
dika ismertetése, amely a faanyag tulajdonsagaiért felel6s kulcsenzimek kodold régioinak azonositasabdl indul ki, bemu-
tatva a genomikai alapokra helyezett nemesitési technologiakban rejlé lehetéségeket. A vizsgélatunk elsé szakaszaban
24 kiilénboz6, a faanyagképzodés szempontjabdl relevans enzim kodold régiojara terveztiink primerparokat. Osszesen
55 sajat fejlesztésti primerpart teszteltlink, 47,27%-os sikerességgel. Ezutan nyolc enzimet valasztottunk ki részletesebb
elemzésre hét nyarfaj és 11 hibrid klon bevonasaval, 6sszesen 23 nyar genotipus vizsgalata révén. A kivalasztott enzimek
egy része a lignifikacio folyamataban vesz részt (COMT, CCoAOMT, SAMS), egy masik csoport a K*-fliggd xylogenezis
soran tolt be kulcsszerepet (Kt, ptk2, SKOR), mig a harmadik csoport (endo-1,4-b-xylanase, Araf-ase) a mikrofibrilla szdg
alakulasahoz kéthetd. A sikeresen amplifikalt és azonositott 13 markerrégid révén 6sszesen 188 szekvenciat elemeztiink
és 90 SNP-t azonositottunk. Ertékeltiik a polimorf helyek szamat, a nukleotid diverzitast, az inszerciok/deléciok szamat, az
SNP-k tipusat, a rekombinaciés események minimalis szamat, illetve azonositottuk a konzervativ szakaszokat. Eredmé-
nyeink bemutatésa soran részletesen targyaljuk a vizsgélatban rejlé alkalmazési lehetéségeket.

Kulcsszavak: SNP marker, nyar, faanyagtani jellemz6k

ALLELIC VARIATION IN CANDIDATE GENES ASSOCIATED WITH WOOD PROPERTIES
OF CULTIVATED POPLARS

Abstract

Poplars represent high economic value. The aim of the present study was to initiate a research methodology that at
first identifies candidate genes encoding enzymes with wood property phenotypic traits, towards the aim of developing
a genomics-based breeding technology. As a first step, primer pairs were designed on the coding region of 24 candidate
genes. 55 primer pairs were tested with 47.27% success rate. In the next phase, eight enzymes were selected for further
analysis on 23 genotypes containing seven different poplar species and 11 hybrids. One group of the analyzed enzymes
is involved in the lignification process (COMT, CCoAOMT, SAMS), another group (Kt, ptk2, SKOR) holds a key function in
K+-dependent xylogenesis, while two more enzymes (endo-1,4-b-xylanase, Araf-ase) have a role in determining microfibril
angle. 13 different marker regions were successfully amplified, and 188 sequences were analyzed, altogether resulting in
90 SNPs. The number of polymorphic sites, nucleotide diversity, the number of insertions/deletions, the minimum number
of recombination events and the linkage disequilibrium were calculated, while the character of SNPs and conserved DNA
regions were identified as well. Potential application fields are discussed along with the presented results.
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BEVEZETES

A mintegy 35 holarktikus fajt és szamos hibridet magéba foglald nyar nemzetség (Populus L.) morfoldgi-
ailag és Okoldgiailag is erésen differencialt. A fajok jellemz&en pionir jellegliek, és a mérsékelt égév enyhébb
éghajlatu régioiban, valamint a szubtropusok arid vidékein tenyésznek (Gencsi & Vancsura 1992). Koz(lik
szamos faj és hibrid bir kiemelt gazdasagi jelentéseggel.

Amellett, hogy gyors ndvekedésiik okan a termesztett nyarak energetikai célu felhasznélasra is alkalma-
sak, faanyaguk széles kdrben hasznosithatd, pl. rost-, papir- és gyufaipari alapanyagként, valamint forgacsla-
pok, rétegelt lemezek, csomagolé rekeszek, raklapok és butor- és épiiletszerkezeti elemek gyartasara (Koman
2012). A nyar faanyag szine, keménysége és szilardsaga kilonboz6 modifikalasi modszerekkel (g6zdléssel,
hidrotermikus kezeléssel, olajban valé f6zéssel, tomoritéssel stb.) a felhasznalasi céloknak megfeleléen modo-
sithaté (Bak & Németh 2012, Horvath et al 2012).

Gazdaségi jelentdséglikre val tekintettel a nemesnyarak szelekcidja napjainkban is tarté folyamat. A meg-
feleld torzsalak, névekedés és karositokkal, korokozokkal szembeni tolerancia mellett kiemelt célként jelent
meg olyan feldolgozas szempontjabol fontos faanyagtani tulajdonsagok javitasa, mint a fatestsiirliség vagy
rostmindség (Christensen et al 2000). Hagyomanyos nemesitési modszerekkel e tulajdonsagok modositasa
— kivaltképp a faanyagtani jellegeké — csak hosszu tavon lehetséges, kdszonhetéen a nyarak tobb évtizedet
is felolelé termesztési ciklusanak. Erre a problémara nyujthat megoldast a molekularis genetika, amelyhez
mindenekel6tt az egyes faanyagtani jellegek kialakulasaért felelds élettani mechanizmusok, és ezek genetikai
szabalyozasanak megismerése sziikséges.

A faanyagképzdédés egymast kovetd |épések sorozata, amely magaba foglalja a sejtosztddast, sejtno-
vekedést, a sejtfalvastagodast (a celluldz, a hemicellulézok, a sejtfal fehérjék és a lignin bioszintézisével és
beépilésével egyiitt), a programozott sejthalalt és a gesztesedést (Barnett & Bonham 2004). A ndvényi sejtfal
vazeleme a celluléz, amely egy B-D-gliikdzbol szarmaztatott poliszacharid. A hosszl celluléz lancmolekulak
kétegbe, elemi fibrilldba rendezddnek, szabalyos rozetta szerkezet struktirat alkotva. A cellulézlancok koz6tt
oldalirdnyban kialakult mé&sodlagos kétések szabélyos szerkezeti szimmetridt mutatnak, és ez a kristalyos
szerkezet biztositja a fibrilldk nagyfoku kémiai stabilitdsat és kedvezd szilardségi tulajdonségait. Ezek az elemi
szerkezeti egységek egymassal parhuzamosan elhelyezkedve sirQi szévedékben mikrofibrillat hoznak Iétre.
A mikrofibrillak épitik fel a kilonb6z0 sejtfalrétegeket. A mikrofibrilldkon bellil az elemi fibrillak kdzott hézagok,
rések talélhatok (intermicellaris dregek), ahova a vizmolekulak és egyéb anyagok képesek beékelddni. A xilém
sejteiben, ndvekedéslik befejeztével megkezdddik az elsédleges sejtfal vastagodasa, illetve a masodlagos
sejtfal kialakulasa. A folyamat zard lépése a lignifikacié. A lignin bonyolult 6sszetétel( aromas vegytilet, haloza-
tos, amorf szerkezettel. A hemicelluldzok (xilan, araban, mannan, galaktan) és a pektinek keresztkotések révén
Osszekotd szerepet toltenek be a celluloz rostok és a lignin kozott. A lignifikacid soran a mikrofibrillak kozti
interfibrillaris Uregeket nagyrészt lignin tolti ki, ezaltal megndvelve a faanyag nyomoszilardsagat és sirliségét.
Tovabba hemicellulozok, pektin, asvanyi anyagok (hamualkotok), viz, valamint egyéb, kisebb méret(i jarulékos
anyagok (fenolszarmazékok, gyantak, terpének stb.) is lerakodhatnak. A celluldz adja tehat a sejtfal alapvetd
vazat, mig a hidrofob lignin teszi azt megfeleléen eréssé a kilsd terheléssel és ellenéllova a viztranszport
soran fellépd nyoméssal szemben.

A masodlagos sejtfal S2 rétege a sejtfal legvastagabb egysége, ezéltal a legmeghatarozobb a faanyag
tulajdonsagait tekintve. Az S2 sejtfalréteget felépité mikrofibrillaknak a sejt hossztengelyéhez viszonyitott lefu-
tasi szoge a mikrofibrilla szdg ('microfibril angle’, MFA). A fak ndvekedése soran a fiatal egyedek esetében a
nagyobb MFA nagyobb rugalmassagot biztosit, ami példaul a széllel szembeni ellenallas szempontjabdl el6-
nyds, mig a kés6bb képz6dd, idésebb sejtek esetében az alacsony MFA kell§ szilardsagot ad a megnovekedett
koronamérethdl adodé tomeg megtartdsahoz (Barnett & Bonham 2004). A MFA értéke szoros dsszefliggést
mutat a faanyag szilardsagaval, zsugorodas-dagadasaval, valamint rugalmassagi jellemzdivel (Donaldson
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2008). A kisebb MFA kedvezébb mechanikai jellemzdket biztosit. A faanyag keménységével is jol korrelalo
longitudinalis rugalmassagi modulusz (‘longitudinal modulus of elasticity’, MOE) alakulésat a siriiség mellett
mintegy 85%-ban a MFA értéke hatarozza meg (Evans & llic 2001).

A faszerkezetet meghatérozé élettani folyamatok lebonyolitdsédban és szabalyozésaban specifikus fehér-
jék, enzimek és transzkripcios faktorok vesznek részt. A sejtfal létrejottének és a fas ndvényekre jellemzd
masodlagos vastagodas sejtszintii folyamatainak feltarasaban Gjabb és Ujabb eredmények szliletnek, athe-
lyezve ezzel a hangsulyt a szdveti szintii megfigyelésekrdl az egyes sejtekben lejatszodd, sejtspecifikus folya-
matokra (Lampugnani et al 2018, Meents et al 2018, Tobias et al 2020). A sejtfal matrix kialakulasaban és
maodosulasaban a celluléz szintaz enzimek (CESA) mellett, a xilémspecifikus glikoziltranszferaz enzim jat-
szik kulcsfontossagu szerepet (Geisler-Lee et al 2006, McFarlane et al 2014). A fasszarlakban megtalalhato
vaszkularis kambiumra és a vele szomszédos differencidlodasi zénara a sejtfalmodositd enzimeket kddold
gének magas expresszioja jellemzd (Mellerowicz & Sundberg 2008). A masodlagos sejtfalvastagodashoz a
sejtfal bioszintézis atprogramozésa szilkséges a sejtfalvastagodas indukélaséért felelés transzkripcids fak-
torok aktivélasa altal (Zhong & Ye 2007). A sejtfal egyes rétegeiben véltozik a mikrofibrillak felépitése, ill. a
celluléz és a matrixanyagok aranya (lignin, hemicellulézok, pektin). Expresszids vizsgalatok kimutattak, hogy
celluldz szintaz fehérjék fontos szerepet jatszanak a masodlagos sejtfal s a xilém szdveteinek bioszintézi-
sében (Mutwil et al 2008). A MFA nagysagat pedig jellemz8en a mikrotubulusok (a sejtszervecskék rogzité-
séért felelés citoszkeleton alapvetd komponensei) befolyasoljak, mely tényt alatdmasztani latszik az a- és
B-tubulinok nagyaranyu expresszidja a xilém masodlagos sejtfalképzédésekor (Oakley et al 2007).

Anyarak viszonylag kis méret(i genommal rendelkeznek (550 Mb) (Bradshaw & Stettler 1993). Arendelkezés-
re all géntérképeket felnasznalva mar szamos, a faanyagképzddésben szerepet jatsz6 gén miikodését vizsgal-
tak (Li et al 2006), el6segitve a faanyagképzdédés folyamatanak jobb megismerését. Ugyanakkor, a genom meg-
hatarozott pontjan el6forduld egy bazisparnyi eltérések (egypontos nukleotid-polimorfizmus, 'single-nucleotide
polymorphism’, SNP) nyarak faanyagtani tulajdonsagaival kapcsolatos kutatasokban valé alkalmazasra kevés
példa akad. Részben emiatt, illetve kdszonhetden annak, hogy az SNP-k potencidlisan a legjobb genetikai mar-
kereknek tekinthetdk, nagy szdmuk, valamint adaptiv jellegekkel valé kapcsolatuk okan (Gonzalez-Martinez
et al 2006), kutatasunkhoz ezt a modszert valasztottuk. Jelen tanulmanyban a korabban kézolt eredményeink
(Kébolkuti et al 2019) 6sszefoglaldsén tul, bemutatjuk a kutatasi terileten tett tovabbi 1épéseinket és kitérlink a
jévBbeni alkalmazasi lehetéségekre is. Az ismertetni kivant kutatasi feladataink a kdvetkezék: 1) faanyagképzés-
sel kapcsolatos funkcionalis gének azonositasa nyilvanosan elérheté genom adatbazis szekvencia adatai alapjan,
2) primerek tervezése ezekre a génszakaszokra, 3) polimorf szekvenciak azonositasa a hazai nyartermesztésben
alkalmazott nyar fajtak genomjaban, véglil 4) ,klénspecifikus” haplotipusok azonositasa a célrégiokban, késébbi,
fenotipus adatokkal t6rténd dsszehasonlitd genetikai vizsgalatok megalapozasa céljabol.

ANYAG ES MODSZER

Markerfejlesztés

A markerfejlesztés elsd lépéseként irodalmai adatok alapjan egy olyan adatbazis kiépitését végeztik el,
amelybe a faanyagképzdédés folyamataban nagy val6szinliséggel szerepet jatszd kulcsfehérjéket gydjtottik
ossze. A kivalasztott fehérjékhez az NCBI adatbazisbdl (http://www.ncbi.nim.nih.gov, 2018.03.07) rendeltiik
hozza annak kddold szekvenciajat a kovetkezd kritériumoknak megfeleléen: elséként a Populus nemzetségen
bellil azonositott, génexpresszios vizsgalatok nyoman régzitett, in. EST (‘expressed sequence tag’) szekven-
ciakat kerestlink. Amennyiben a nemzetségen bellil ilyen talalat nem allt rendelkezésre, a keresést az 6sszes
kétszik(ire ('eudicots’) kiterjesztettlk.
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EST szekvenciakon térténé PCR (polimeraz lancreakci6, ‘polymerase chain reaction’) primerek tervezése
sorén figyelembe kell venniink a kiildnbézé hosszusagu, ismétlddé intronok esetleges jelenlétét a vizsgalni
kivant szekvenciaban. Ezek az ismétlédé mintazatok nagymértékben befolyasolhatjak a primerek bekdtédését
a PCR soran, tovabbé egyes esetekben tll hosszu amplifikalando szekvenciat eredményeznek. Emiatt az EST
BLAST adatbazisunk szekvenciait az NCBI BLAST Genomes eszkdztara (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.
cgi) alkalmazasaval teszteltlik. Ebben a |épésben a Populus trichocarpa (taxid 3694) faj genomjaban kerestlink
az EST adatbazis szekvenciaival homoldg szakaszokat a kdvetkez6 sziir6bedllitassal: 1) a legalacsonyabb
E-érték <0,001 legyen, (2) az azonossag (‘identity’) értéke minimum 98%, és (3) HSP hosszisag 100 és
1000 bp kdzé essen. Ezen lépések utan 55 szekvencia kerllt kivalasztasra a primertervezéshez, amelyhez
a Primer 3 Plus szoftvert (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) alkalmaztuk. Az igy nyert pri-
merparok in silico tesztjét az NCBI Primer-BLAST eszkoztar (https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/
index.cgi) segitségével végeztiik el, az esetleges paraldg lokuszokon torténd, parhuzamos amplifikaciok kisz(i-
rése érdekében.

Vizsgalt novényanyag

Avizsgalathoz 6sszesen 23 nyar klont valasztottunk ki, amelyek kozott szerepelnek ismert magyar nemesi-
tésii Populus x euramericana [Dode] Guinier hibridek ('Pannédnia’, 'Koltay’, ‘Kopecky’), igéretes magyar neme-
sités( hibrid klénok (‘Sv-656', ‘Sv-761", ‘Sv-874’, ‘Sv-890’), illetve nemzetkozileg is ismert, Belgiumbol, Olasz-
orszaghol és Lengyelorszaghdl szarmazo fajtak (‘Beaupre’, Raspalje’ [Populus x interamericana Brockh.],
‘I-214’ [Populus x euramericanal), ‘Kornik-21’ [Populus maximowiczii A.Henry x Populus x berolinensis Dippel]).
A mintasort kiegészitettlik tovabba hét Populus fajhoz tartozd mintaegyeddel, amelyek a kdvetkezdk voltak:
Populus nigra L. (‘Lassicsarda 7', ‘Lébény 211°, Gy6r 203'), Populus deltoides Marsh. ('Durvakérgl’, ‘S-1-
54, 'S 307-24', 'S 332-1'), Populus trichocarpa Torr. et Gray (‘Muhle Larsen’), Populus grandidentata Michx.
(‘227’), Populus alba L. (Villafranca’), Populus tremula L. (“105’), Populus x canescens Sm. ('65%). Ezek a
genotipusok nagyrészt nemesitési alapanyagként hasznélt szelektalt torzsfak kdzUl keriltek ki, illetve korabbi
vizsgalatokbdl szarmazo, egyéb hazai nyar fajok egyedei voltak. A vizsgalati névényanyag a NAIK ERTI ex
situ géngy(jteményébdl (Sarvar — Baijti) szarmazott. A mintavétel soran a DNS-extrakciohoz névedékfuroval
egy rovid furatot vettiink a torzsb6l. A mintasort kiegészitettiik tovabba korabbi vizsgalatokbol szarmazé DNS
mintakkal, amelyek esetében a kiindulasi ndvényanyag levélszovet volt.

Laboratoriumi munkafazis

A DNS extrakciohoz kb. egy cm? friss levélszévetet, illetve névedékfiroval vett furatbél 10 mg faanyagot
folyékony nitrogénnel steril mozsarban porra éréltiink. Az extrakciohoz az ATMAB protokollt (Dumolin et al
agaroz gélelektroforézissel ellendriztik.

A PCR elvégzéséhez szlikséges, sajat tervezés( oligonukleotid primerparokat az IDT-nél (Integrated DNA
Technologies, Bio-Science Kift.) szintetizaltattuk, standard kis6zasos eljaréssal. Els6 Iépésként 55, Ujonnan
tervezett primerpar PCR tesztelését végeztik el. Az alkalmazott PCR mastermix Isabel et al (2013) nyoméan
a kovetkezd dsszetételli volt 15 ul végtérfogatra elkészitve: 10 ng/ul templat DNS, 1x PCR puffer (Promega
GoTaq G2 Flexi, 5x Reaction Buffer, magnézium nelkil), 2 mM MgCl, (Promega), 15 uM dNTPmix (Promega,
10 mM egyenként), 0,5 unit polimeraz enzim (Promega GoTaq G2 Flexi, 5U/ ul) és 0,13 uM forward és reverse
iranyu primer. A PCR-hez Veriti Personal Thermocycler (Applied Biosystems) késziiléket hasznaltunk, a kdvet-
kez6 programon: el6denaturacio 95 °C 3 percig, majd 94 °C 30 masodpercig, primer bekotédés T, =50 °C 45
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méasodpercig, lanchosszabbitds 72 °C 90 masodpercig, a harom 1épés ismételve 35 cikluson keresztll, végul
zaro lanchosszitas 72 °C 10 percig. A PCR sikerességének ellendrzésére 2%-o0s agardz gélelektroforézist
(Roti Agarose, Roth GmbH) alkalmaztunk, 1 x TAE pufferben, 120 V fesziiltségen, egy oran at futtatva, GelRed
(Biotium) festékkel. A PCR-t a tovabbi vizsgélatokhoz megfelelének tekintettlik, amennyiben a gélképen a
megfeleld mérettartomanyban egyetlen sav volt lathatd. Tobbsavos mintazat esetében, az adott primerparnal
T,n=55 °C alkalmazasaval megismételtiik a PCR-t, a reakciokorilmények optimalizalasa érdekeben.

A tesztelés utan az egy savként megjelend PCR termékek kozll valasztottuk ki azokat, amelyeket lehet-
séges SNP polimorfizmus detektalasa érdekében szekvenalassal tovabb elemeztink. Az els6 (itemben a
kévetkezd hat célgén, dsszesen hét szekvenciarészletét elemeztiik a teljes mintasoron;: COMT, CCoAOMT,
K-transporter, ptk, SAMS, SKOR. A méasodik (itemben részben tovabb folytattuk két célgén (CCoAOMT, SAMS)
vizsgalatat tovabbi négy szekvenciarészlet bevonasaval, illetve két Ujabb fejlesztési, a MFA alakulasahoz
kétheté markert, az endo-1,4b-xilanazt (a tovabbiakban EC3218) és a-L-arabinofuranozidazt (a tovabbiak-
ban Araf-ase) vontunk vizsgélatba. A mésodik tem tesztelését négy mintan végeztik el ('I-214’, "Pannénia’,
‘Lébény 211, 'S-1-54’). A vizsgélatba vont nyolc enzim pontos megnevezését és fébb élettani funkciojat az
1. tablazat ismerteti.

A Sanger szekvenaldsra kivalasztott PCR termékeket ExS-Pure enzimes PCR cleanup kit-tel (NimaGen
BV, Nijmegen, The Netherlands) tisztitottuk a gyarto Utmutatasa alapjan. A szekvenalast a BIOMI Kift. végez-
te (Godoll6, Magyarorszag) ABI 3130xI készlléken. Az elsd (itemben, a ‘Pannonia’ kion esetében mindkét
iranybdl (Fw, Rev) megtortént a vizsgalt hét régio szekvenalasa. Kovetkezd 1épésként mind a hét esetben
kivalasztottuk a megfelelébb BLAST talalatot add szekvenciavarianst a két irany kozil, majd a tovabbi mintak
esetében mar csak ebbdl az iranybdl szekvenaltunk. A masodik Utemben, a kivalasztott hat Ujabb primerparral
kapott amplikont, a vizsgalt négy minta esetében mindkét iranybdl szekvenaltuk.

Szekvenciaelemzés

Anyers kromatogramok elemzését, illetve a szekvencidk szerkesztését els6 Iépésben a BioEdit Sequence
Alignment Editor 7.0.9.0 verzi6ju (Hall 1999) szoftverrel végeztik. A nem egyértelm, atfedésben Iévé dup-
la szekvenciak esetében a CodonCode Aligner 8.0.2 (CodonCode Corporation) Trace Recalling metédu-
sat (Tenney et al 2007) alkalmaztuk a tovabbi elemzéshez. A nyers szekvenciak szerkesztése utan a CLC
Genomic Workbench 12.0-Viewing Mode (QIAGEN Bioinformatics) segitségével markerenként elkészitettiik
a vizsgalt mintak szekvenciainak illesztését (‘alignment’) a kdvetkezd beallitasokkal: gap open cost value 10,
gap extension cost value 1, end gap cost ‘as any other’, very accurate (slow) mode. Az illesztett szekven-
ciakban azonositottuk a potencialis SNP-ket és amennyiben sziikséges volt, jelenlétiiket Ujra ellendriztik a
nyers kromatogramon is a BioEdit segitségével. Ezutan rogzitettiik a vizsgalt nyar klénokat elkilonité SNP-
ket, majd a lokuszokat az NCBI Genome Data Viewer (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/gdv/) eszkéztar
segitségével a kbvetkez0 diverzitasi mutatok alapjan értékeltiik: polimorf I6kuszok szama, nukleotid diverzitas,
inszerciok/deléciok szdma, SNP tipusa (szinonim vagy nem-szinonim), rekombinécids események minimum
szama, végul azonositottuk a I6kuszok konzervalt régioit.

EREDMENYEK

A vizsgalatunk els@ szakaszaban 55 sajat fejlesztésl primerpart teszteltiink, amelyeket 24 kiilonbéz6,

49 eredményezett PCR terméket és ezek kozill 26 amplikon jelent meg egyetlen savként az elektroforézis
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gélekben. A Populus trichocarpa genomban tervezett primerek 47,27%-a volt ennek alapjan sikeres. A 26 gén-
szakaszbol ezutan hét keriilt kivalasztasra a teljes, 23 mintabol allé mintasoron torténd szekvenciaelemzésre.
AKt 1, ptk 2/2 és SAMS 1 forward (Fw), a COMT 3, COMT 4, CCoAOMT 4, SKOR 3 fragmentumokat reverz
(Rev) irdnybdl szekvenaltuk az elézetes tesztelés eredményei alapjan. A szekvenalas mind a hét génfragmens
esetében elemezhetd minéségl kromatogramot eredményezett a mintak tobbségénél.

A CCoAOMT 4 marker esetén 13 minta ('Pannédnia’, 'Kopecky’, 'Koltay’, 'Durvakérg’, 'Sv-656', 'Sv-874,
'Sv-890°, ’I-214', 'Raspalje’, ‘Beaupré’, '227’, '65’, 105’) kromatogramjan bizonyos szekvenciarégio dupla gor-
beként jelent meg. Az adott mintaknal a génszakasz kettés atiratat kiilon-kilon elemeztiik, a feltételezett ,ere-
deti” és ,alternativ” (atfedd) szekvenciakat is figyelembe véve. A vizsgalt mintaszam ebben az esetben 34-re
emelkedett.

Munkank masodik szakaszaban az els6 fazisban is vizsgalt SKOR, SAMS és CCoAOMT enzimeket
kodold gének Ujabb részeit, valamint a MFA-t meghatarozo Araf-ase és EC3218 kddold szekvencidjat sikerdilt
felszaporitanunk, mindkét iranybdl szekvenalnunk, majd elemezniink. Az elébbi esetében csupan két minta
kromatogramja volt értékelheté. A CCoOAOMT 1 marker harom mintanal ('1-214’, 'Pannénia’, 'S-1-54’) ugyan-
csak dupla lefutast mutatott a kromatogramok bizonyos szekvenciahosszan.

Osszességében nyolc kiilénbdz6 gén fragmenseit amplifikaltuk és azonositottuk 13 markerrégio segitsé-
gével. A nyolchol hét génszakaszt dsszesen 22 kiilonbdzd nyar genotipuson vizsgéltunk, és dsszesen 188
szekvenciat elemeztiink. Eredményeinket a 2. tablazat foglalja 6ssze. A vizsgalt 78748 bazisparbol 90 eset-
ben talaltunk egypontos nukleotid polimorfizmust. A mutaciok szama szekvencianként 0 (CCoAOMT 5) és 17
(CCoAOMT 4) kozott valtozott. A nukleotid diverzitas értékei 0,0000 (CCoAOMT 5) és 0,01109 (Kt 1) kdzott
voltak, 0,01575 atlaggal. Indel a 186 szekvencia kozll 39-ben fordult eld, értéke a CCoOAOMT 4 és a COMT
3 esetében volt a legmagasabb (15 és 14). Szinonim mutaciét 25 amplikon esetében talaltunk, értékiik mar-
kerenként 1-t6] 9-ig terjedt. A legmagasabb érték a COMT 3 esetében (9) mutatkozott, két marker esetében
szinonim SNP nem fordult el6. Konzervalt régiét nyolc marker nem tartalmazott. A nem-szinonim egy bazisu
mutaciok szama (49) 0-10 kozott véltozott, a COMT 4 esetében mutatva a legnagyobb értéket. A nem-szino-
nim SNP-k egyike sem hozott |étre korai stop kodont. Rekombinaciés esemény a 13 vizsgalt markerrégiéban
dsszesen 22 esetben fordult el6; a SKOR 3 kiildndsen figyelemre mélto e tekintetben.

1. tablazat: A vizsgalatba vont nyolc enzim pontos megnevezése, az alkalmazott réviditések és a fébb élettani folyamatban
betoltott szerepiik
Table 1: Name, abbreviation and main physiological function of the analysed eight enzymes

Rovidités Enzim Elettani szerep Referencia
COMT caffeate O-methyltransferase (EC 2.1.1.68) lignifikacio Halpin 2004
CCoAOMT Caffeoyl-CoA O-methyltransferase (EC 2.1.1.104) lignifikacio Takabe et al 2001
SAMS S-adenosyl-L-methionine synthase (EC 2.5.1.6) lignifikacio Vander 2"'“2”03(:’(;“996 et

S . Langer et al 2002;
+ + )

Kt K transporter 1 (AKT1) / K* transzporter K*-fliggé xylogenezis Fromm 2010
' N e ' Langer et al 2002;

ptk 2 potassium channel 2/ K* csatorna K*-fliggé xylogenezis Fromm 2010
. . 4 e . Arend et al 2005;

SKOR potassium channel (SKOR) / K* csatorna (,Shaker family’) K*-fiiggd xylogenezis Fromm 2010
EC3218 endo-1,4-b-xylanase (EC:3.2.1.8) mikrofibrila sz6g Tobias et al 2020

alakulasa

Araf-ase beta-xylosidase/alpha-L-arabinofuranosidase 1 m'kzzig::‘szm Tobias et al 2020
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2. tablazat: A DnaSP szekvencianalizis eredményei a 13 elemzett génszakaszon
Table 2: The results of the sequence analysis of the selected 13 gene sequences applying DnaSP

_ o x ~ x o ©
s [ D = = 0w £
SE el 5|8 |3 |=g| S |EE|lS | B8 8%
S o = N [ x © S ® = s ] o g » © i =
o o S w x o £ o £ = N g E S »w e E =5 S £ =
C = S © o = '8 = = o R N =] [ = 9
[ c e N N O N L a4 N H =% = N e = € 2
$£8 | %] % | g% | 8% |25 |85 | 2| 8% | g3 | £
22 o= | E £ 3 25 | 5 E% | 25
COMT 3 21 149 9 7 001531 | 14 0 9 - 1
COMT 4 2 114 12 13 | 0,04176 1 10 - 3
53127

Kt 1 2 164 7 8 | 001109 0 4 o |lGkuszok 1
kozotti
régio
1-87

CCOAOMT 4 34 166 17 10 | 001414 | 15 - . |!Okuszok 1
kozotti
régio

ptk 212 21 140 8 8 | 001439 1 4 4 - 1

SAMS 1 2 180 8 9 | 001502 0 7 1 - 4

SKOR 3 21 78 7 10 | 001831 0 7 0 - 10

350-597
EC3218 4 | se7 6 4 |ooos32| 4 p |Gkuszok |,
kozotti
régio
Araf-ase 2 503 1 2 | 0,00201 1 0 1 - 0
CCOAOMT 5 4 125 0 1| 0,00000 1 0 0 v 0
1-64
CCOAOMT 1 7 | 183 6 4 |oot20t | 4 6 1 |lOkuszok |
kozotti
régio
CCoAOMT 3 4 198 6 7 | 000992 0 5 1 ; 1
62-214
SAMS 2 4 214 3 4 | 000637 1 2 1 |lOkuszok |
kozoti
régio
DISZKUSSZIO

A genetikai markerek kilénbézd egyedek ugyanazon DNS-szekvencidiban fellépd eltérések detektala-
san alapulnak. A mér hozzaférheté genom adatbazisok alapjan bioinformatikai tervezéssel akar meghata-
rozott enzimefehérjék génjeire is rakereshetlink és kiilénb6z6 genotipusok génszekvenciait hasonlithatjuk
ossze (‘candidate gene study’). Kétségtelen, hogy napjainkban mar lehetséges akar teljes genomok vagy
transzkriptomok elemzése, akar dsszehasonlitisa a nagy atereszt6képességli ujgeneracids szekvenalasi
technologiak (NGS) révén. Ezek az eljarasok azonban tovabbra is jelentés koltségigényliek, kiildndsen nagy
mintaszam esetén. Az emlitett hatranyra valo tekintettel, egy nagyobb volumen( munka elsd Iépéseként, olyan
Uj SNP markerek fejlesztését kezdtiik el, amelyek egy késébbi — a genotipust a faanyag- és rostszerkezettel
osszevetd — asszociacios vizsgalat alapjat képezhetik, a hazankban gazdasagilag jelentés, mar regisztralt

vagy igéretes nyar klonok esetében.
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Kiindulasként, a faanyag fizikai tulajdonsagainak kialakitdsaban meghatarozé szerepet betdltd, celluléz
és lignin bioszintézis enzimeit, valamint a MFA alakuldsaban szerepet jatszd fehérjéket és ezek kddold
génjeit térképeztik fel. Az emlitett enzimeket szakirodalmi adatok alapjan vélasztottuk ki, a sejtosztédas-
ra, sejtek expanzidjara, sejtfalvastagodasra, a celluldzra, hemicelluldzokra, sejtfal fehérjékre, valamint
lignin bioszintézisre és lerakodasra, programozott sejthalalra és a geszt képzddésére kifejtett hatasuk
alapjan. Az enzimek kétszikliekbdl szarmaz6 kddold génszekvenciait az NCBI adatbazisbdl toltottik le és
homoldgiaalapl szekvenciakeresés révén a Populus trichocarpa genomi régidiban azonositottuk. Az azo-
nositott régidkra primereket terveztiink és a Populus nemzetség kiilénb6zé fajain/hibridjein PCR soran a
kivalasztott régiot enzimatikusan felszaporitottuk. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy bizo-
nyos fajon, bizonyos genomi régidkra fejlesztett markerek szamos egyéb Populus faj és hibrid esetében is
jol alkalmazhatdak. A polimorfizmust mutaté génlokuszok meghatarozasa révén a torzs-, illetve faanyag-
mindség szempontjabdl relevans gének variabilitdsdba nyertiink betekintést kildnb6zé nyarhibridekben.
A nukleotid diverzitas feltarasa igy kilonféle funkcionalis jellemzékkel bird gének szelekcidjat is lehetévée
teszi (Wright & Andolfatto 2008), illetve a fatestképzédés/nyugalmi allapot genetikai szabalyozésanak jobb
megértését is segiti (Brunner et al 2004).

Az altalunk vizsgalt 188 szekvencia szamos esetben tartalmazott indelt (bazisok beékelédését vagy kiesé-
sét) a szekvenciamotivumban a kilénb6z8 genotipusok kdzott. Az indelek hibrid nyarfajtak esetében megfi-
gyelt magas szama osszefliggésben éallhat e genotipusok fenotipusos elényét meghatarozé hibrid vigorral.
A szakirodalom szerint ugyanis a hibrid teljesitmény (hibrid f6lény vagy vigor) mogétt megvaltozott géndo-
zis-kapcsolatok allnak. A poliploidok fajok kozotti keresztez6dések révén jonnek létre (Bradshaw & Stettler
1993), toleralva az inszerciét/deléciot az eltérd kromoszdmakészleteknek koszonhetd, egyfajta pufferhatas
miatt (Henry et al 2015). Az indel események megjelenése az Uj fenotipusok kialakulasanak fontos genetikai
tényezbje, azonositasuk jelentés szereppel bir a nemesités soran.

A vizsgalatban kimutatott nem-szinonim SNP-k kdzil néhany azért lehet kiildndsen fontos, mivel ezek
az altaluk kodolt fehérje szerkezetét és mikodését nagymértékben megvaltoztathatjak, ami eltérd fenotipus
kialakulasat eredményezheti. A CCoAOMT 4-ben talélhatdé nem szinonim SNP-k a lignin dsszetételében és
a masodlagos xilém kialakuldsaban eredményezhetnek valtozasokat, a kaliumcsatorna SKOR kédold szek-
venciajanak nem-szinonim SNP-i megvaltoztathatjak a faanyag kialakulasanak K*-fligg6 szabalyozasat, az
endo-1,4-b-xilandz konformacids valtozasai a MFA és ezéltal egyes fizikai-mechanikai jellemzdk eltéréseit
eredményezhetik.

Végiil, a rekombinacios események feltarasa, a fenotipusos valtozatossagot alapvetéen meghataro-
z6 genomi régiok kapcsolt vagy éppen fliggetlen 6roklédési médjanak azonositasahoz nyujt segitséget
(Olson et al 2010). A jév8beni genotipus-fenotipus asszociacios vizsgalatok optimalis megtervezéséhez
a kapcsoltsagi viszonyok el6zetes felmérése szilkséges, amelyhez vizsgalataink jo alapot biztositanak.
Az itt k6zolt eredmények lehetéséget adnak példaul egy olyan komplex elemzés jovébeni elvégzéséhez,
amely kilénbozd nyar klonok faanyagat alkoto lignin mindségi és mennyiségi 0sszetételét veti dssze,
a folyamat genetikai szabalyozasaban feltart valtozatosséggal. A mérhetd tulajdonsagokkal korreléciét
mutatd genetikai mintdzat ezutan mar a gyakorlati nydrnemesitésben is felhasznalhatova vélna, mint
marker asszisztalt szelekcids eszkdz (‘marker assisted selection’, MAS). Hasonlé médon hasznosithaté
a MFA-t befolyasold genetikai hattérmechanizmusok elemzése, a folyamatban specifikusan résztvev
enzimek kodold régidiban feltart genetikai mintazat és a kilonbdzd nyér kldnok esetében detektalhatéd
eltérések egyiittes értékelése révén. Végiil pedig, a xylem képzédésének folyamataban kulcsfontossagu
szerepet jatszo K*-fliggd mechanizmusokkal kapcsolatos vizsgalati eredményeink a kambialis aktivitas

galhatnak (Ache et al 2010).
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OSSZEFOGLALAS

Az egyes nemesnyar fajtak kiildonbozé tényezbk (termbhely, kor, genotipus) &ltal befolyasolt faanyagtani
tulajdonsagainak részletes értékelése kiemelkedd jelentdségu, hiszen az &ltaluk nyert ismeretek alapvetéen
megszabjak az egyes fajtak termesztése soran alkalmazandd termesztéstechnol6giat, valamint faanyaguk
ipari felhasznélasi lehetéségeit. Az alacsony sirliség példaul jobb hamozhatdsagot, az alacsony lignintartalom
kedvezdbb papiripari felhasznalhatdségot jelenthet. Anemesnyarak esetében a felhasznélasi tertlet fajtanként
valtozhat, és a j6v8ben Ujabb alkalmazasi modok kerlilhetnek elétérbe. Tekintettel arra, hogy a nagyobb fatest-
slirliségli fafajok irénti piaci igény folyamatosan novekszik, azok elérheté mennyisége azonban jellemzéen
nem valtozik, a helyettesitéstikre alkalmas alapanyagok iranti igény fellendilése varhaté. A tdméritett nyar
faanyag a jovében akér parketta alapanyagként, vagy butorgyartasra is alkalmazhatd lesz, kiegészitve vagy
helyettesitve igy a nagyobb fatests(irliség(i fafajok faanyagat a piacon (Rademacher et al 2017).

Az itt bemutatott markerek Uj tipust elemzd eszkdzként szolgalhatnak a nemesitett nyarak faanyagta-
ni jellemzdit meghatéroz6 kérmyezeti/genetikai hatésok kézll a genetikai komponens mélyebb feltarasahoz.
A hagyoményos nydrnemesités hatékonysagat a marker altal timogatott szelekcio jelentdsen ndvelheti (Neale
& Kremer 2011). Az iranyitott keresztezés tervezésekor olyan sztldi klonok kertinek kivalasztasra, amelyek a
mérvado faanyagtani tulajdonségaik tekintetében az atlagosnél jobb paraméterekkel rendelkeznek. Ugyanak-
kor a létrehozott utddnemzedék tesztelése, szelekcidja kritikusan fontos 1épés, mivel egy adott utédnemzedé-
ken bellil is jelentds kildnbségek lehetnek egyes genotipusok kézétt az ipari felhasznélhatésagot meghatéro-
z6 kémiai és fizikai sajatossagokat illetden (Davison et al 2006). Az, akar magonckorban elvégzett, genetikai
mint&zat alapjan torténd szelekcio révén jelentdsen rovidithetd a vizsgélati ciklusidd, és egyuttal csokkenthetd
a csemetekerti, féllizemi és Uzemi kisérletek koltségraforditdsdnak mértéke is.

A faanyagképzGdés és xylogenezis biokémiai folyamatainak egyre nagyobb mélységl feltaraséaval
egyidBben, a kutatdsok egyre inkabb interdiszciplinarissa valnak, ésszekapcsolva olyan tudomanyterileteket,
mint a biokémia, anatémia, élettan és genetika, az alkalmazott kutatdsok meghatarozé terileteivel (Mizrachi
et al 2017). A lignin szerepe Ujraértékelddik a biopolimer-gyartas rohamos fejlédésével (Glasser 2019, Tribot
et al 2019), a mikroanatomiai struktirak sejtszintli feltarasa pedig elésegiti a modifikacios eljarasok hatasme-
chanizmusanak még pontosabb feltérképezését és ezaltal a kildnbdzé mddszerek tovabbfejlesztését (Song
et al 2018, Bader et al 2019). A faanyag legtébb mechanikai tulajdonsagat nagymértékben meghatarozé MFA
kidnonkénti valtozatossagénak felmérésére pedig a gyors névekedésd, jellemzéen rovid vagésforduldju Ultet-
vényekben alkalmazott fajtakor esetében érdemes kilon figyelmet forditani (Barnett & Bonham 2004). A MFA
értékében valtozas &ll be a faanyagnak juvenilis fabol érett fava torténd fejlddése sorén, amely kisebb lefutasi
szBget és jobb mechanikai paramétereket eredményez. A gyors ndvekedési ultetvényekbdl kikerllé faanyag
esetében a juvenilis fa ardnya nagyobb, igy ennek a tényezének a faanyag minéségére gyakorolt hatasat
pillére az optimalis termbhely kivalasztasa, illetve a termesztés szempontjabdl még elfogadhato, hatar termé-
helyek felmérése. A faanyagképzddés K*-fliggé folyamatainak feltarasa, illetve a klonalis eltérések kimutatasa
segitséget nyujthat ezen szélséséges termbhelyek esetében a megfeleld biztonsaggal termeszthetd fajta vagy
akér fajtakor meghatérozasaban, illetve célzott szelektalasaban.

KOSZONETNYILVANITAS

Afuratmintak gy(jtésében Takacs Roland csemetekertvezetd kollégank (NAIK ERTI) volt a segitséglinkre.
A PCR termékek szekvenalasat a godolléi székhelyl Biomi Kft. végezte. A publikacié elkészitését az EFOP-
3.6.2-16-2017-00018 (, Termeljiink egydtt a természettel — az agrarerdészet mint Uj kitdrési lehetdség”) projekt
tamogatta a Széchenyi2020 program keretében. A projekt megvaldsitasat az Europai Unié tamogatja, az Euré-
pai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval.
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