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C)sszefoglalés

Az epigenetika a gén expresszidjdban vagy a sejtek fenotipusdban bekovetkezd véltozds, amely
a mitdzis vagy meidzis sordn kdvetkezhet be és nem okoz DNS-szekvencia valtozdst. Kémiai
csoportok kapcsolédhatnak a DNS-hez, aminek kovetkeztében médosulhat a gén aktivitdsa.
Az eukariétdk egyedfejlédését kisérd ilyen ,genetika foloeti” Gn. epigenetikai vdltozdsok az in
vitro ndvényi tenyészetekben is torténnek. Epigenetikai médosuldsok szabdlyozzék a szomati-
kus embriogenezist, az organogenezist a regenerdcids folyamatok sordn. Felléphetnek azonban
mikroszaporitds céljabdl létrehozott in vitro hajtdstenyészetekben is a tdptalaj-komponensek, a
fenntartdsi koriilmények hatdsdra. Kisérleteinkben arra kerestiik a vélaszt, hogy tobb évtizedes
in vitro hajtdstenyészetek mikroszatellit (SSR) és transzkriptom profil mintdzata azonos vagy
eltéré-e a kiindulé (anya) novényekhez képest, illetve az esetleges véltozdsok visszaalakulnak-e
az akklimatiz4cié sordn. A kutatdsaink alapanyagdul ‘Mclntosh’ és ‘Husvéti rozmaring’ almafaj-
tdkat haszndltunk. Az anyanovények és a tobb mint 20 éve hajtdstenyészeteben fenntartott in
vitro ndvények genetikai azonossdgdt mikroszatellit markerekkel, a gének expresszids mintdzatdt
RT-qPCR (reverz transzkripcids kvantitativ polimerdz ldncreakcio) segitségével hatdroztuk meg
65 kivdlasztott gén esetében, melyek az el8zetes vizsgdlataink alapjdn szignifikdnsan eltéré DNS
metildcids szinteket mutattak. DNS-szekvencia-véltozdst nem tapasztaltunk, ugyanakkor a vizs-
gélt gének esetében génexpresszios kiilonbségeket mutactunk ki, amelyek negativ korreldciéban
dllnak az adott DNS-szakasz metildcids szintjével.

Kulcsszavak: alma, epigenetika, génexpresszi6, mikroszatellit marker, RT-qPCR
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Bevezetés és irodalmi attekintés

A névényi in vitro mikroszaporitdson a névényi szomatikus sejtek, valamint szervek tenyésztését
és teljes névénnyé regenerdldsie értjiik, azzal a céllal, hogy a kiinduldsi novényekkel azonos
genotipust utédnovényeket dllitsunk eld a hagyomdnyos szaporitdsi médokhoz viszonyitva
a lehetd legrévidebb iddn beliil és nagy egyedszdmban. Mikroszaporitdssal egész évben folya-
matosan biztosithat6 a sziikséges virus- és kérokozémentes névény az évszakedl, helytdl és
klim4tdl fiiggetleniil. Az in vitro mikroszaporitds arra is lehetéséget ad, hogy a term8helynek
és termesztési célnak legmegfelel8bb fajtdkat felszaporithassuk. Az alma esetében szdmos
kidolgozott médszer van az alany és nemes fajta axilldris hajtdsfejlédésére vagy jérulékos
hajtdsregenerdcidjdra (Dobrénszki és Teixeira da Silva 2010).

Ugyanakkor felmeriilhet a kérdés, hogy a kdrnyezeti hatdsok okoznak-e, és ha igen, mi-
lyen médosuldsokat idéznek el8 a genetikai dllomdnyban, szdmitanunk kell-e epigenetikai
szabdlyozds kovetkeztében fellépd génexpresszids véltozdsokra (Quadrana és Colot 2016).

Az epigenetikai vdltozdsok, beleértve a DNS és hiszton-fehérjék metildcidjdt, befolydsol-
hatjadk a DNS mukodését, az RNS deirdst az in vitro nevelés folyamdn. Kiilonb6z6 metildcids
dllapotok el8fordulhatnak a szomatikus embriogenezis és regenerdcids folyamatok sordn is,
melyek génexpresszids véltozdsokat eredményezhetnek a novényi szévettenyésziés sordn, de
felléphetnek az in vitro mikroszaporitds sordn és a génbanki céllal fenntartott hajtdstenyé-
szetekben is (Dudits és Heszky 2000). A metildcids valtozdsok molekuldris szinti megéreése
hozzdjérulhat az in vitro kultdrdk esetében egy jobb névénynevelési stratégia kidolgozdsdhoz,
ami a rekalcitrdns ndvényfajok esetében névelheti a sejtekbdl tdrténd hajrdsregenerdcié indu-
kaldsdnak lehet8ségeit (Karim et al. 2016).

A mikroszatellit markerek (SSR, Simple Sequence Repeat) 1-10bp hosszti tandem is-
métlddések, melyek a prokariotdkban és eukariotdkban taldlhatéak (Vieira et al. 2016). Az
egész genomban széles kdrben elterjedtek, kiilondsképpen az eukariétdk eukromatinjéban,
illetve a kédolé és nem kédol6 nukledris és organelldris DNS-ben (Pérez-Jiménez et al. 2013;
Phumichai et al. 2015). Napjainkban t6bb, mint 300 alma SSR marker 4ll a kutatdk rendel-
kezésére (htep://www.hidras.unimi.it). Guilford és munkatdrsai (1997) voltak az els6k, akik
SSR markereket alkalmaztak az almdban és 21 fajtdt sikeriilt azonositaniuk vele. Magyaror-
szégon Galli és munkatdrsai (2005) 66 kereskedelmi almafajtdt jellemeztek 6 mikroszatellit
lokuszban. Modgil és munkatdrsai (2005) RAPD (Random amplified polymorphic DNA)
primerekkel MM 106 alma in vitro és anyanévényeket vizsgiltak. Osszesen 129 értékelhet
fragmentumot kaptak, melybdl 18 volt polimorf minden vizsgdlt egyedben. Pathak és Dhawan
(2012) elsdként bizonyitottdk, hogy az in vitro mikroszaporitott alma mintdk (Merton 793)
genetikailag stabilak, amit ISSR marker analizissel tdmasztottak ald. Jin és munkatdrsai (2014)
‘Pingyitiancha’ (Malus hupehensis var. pinyiensis) alma in vitro és anyandvényt hasonlitottak
ossze SSR markerekkel, melyekkel egyontetli monomorf mintdzatokat kaptak, bizonyitva,
hogy genetikailag nincs kiilénbség a kiinduldsi anyag és a regenerdnsok kozott. Kohpaii és
munkatdrsai (2017) szomaklondlis variabilitdst azonositottak az Ananas comosus (anandsz)
in vitro és anyanovények kozott, morfoldgiai, sejtszint és biokémiai megfigyelések alapjdn,
melyeket ISSR markerekkel t6rténd polimorfizmus vizsgélattal is bizonyitottak. Butiuc és
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munkatdrsai (2019) kiilonbdz8 névénygylijteményekbdl szdrmazé almamintdkat vizsgdltak
SSR markerekkel. Azt a megéllapitdst tették, hogy a CH03g07, CH05c02, CHO05d11 és
CHO05¢03 primerpdrokkal alacsony szintli polimorfizmust kaptak. Ez a kisérlet rimutatott
arra, hogy az ex situ, mikroszaporitott és krioprezervalds utdn visszanyert novények kozote
nincs [ényegi kiildnbség a DNS-szekvencidban.

Korédbbi kutatdsunkban a ‘McIntosh’ és ‘Hasvéti rozmaring’ almafajtdk DNS metildcids
szintjeit hatdroztuk meg, in vitro, akklimatizdlt és anyanévényben. Kimutattuk, hogy a
globdlis DNS metildcidés szintben nincs szignifikdns eltérés, mig a génrégidk CpG, CHG
és CHH kontextusaiban szignifikdns kiilonbségeket tapasztaltunk. Megéllapitottuk, hogy
osszességében 65 génrégié fordul eld, melyek DNS metildcids szintje a CpG, CHG és CHH
kontextusokban szignifikdnsan eltéré (Gulyds et al. 2019).

Kutatdsunk célja az volt, hogy kimutathat6-e genetikai kiildnbség és génexpresszids vél-
tozds a DE AKIT Nyiregyhdzi Kutatdintézetében tdbb mint 20 éve fenntartott ‘Mclntosh’
és ‘Husvéti rozmaring’ almafajtdk anyanévényei, in vitro tenyészetei és akklimatizalt in vitro
névényei kozott kimutathaté-e genetikai kiilonbség és génexpresszids véltozds a 65 vizsgdlt
génrégidban.

Anyag és médszer

Genomi DNS- és 6ssz RNS-izoldlds
Két olyan almafajtdt vizsgdltunk (‘Husvéti rozmaring’, ‘Mclntosh’), amelyet a Debreceni
Egyetem AKIT Nyiregyhdzi Kutatdintézetében mér t6bb mint 20 éve fenntartanak in vitro
hajtdstenyészetben. Osszesen 6 novényt vizsgaltunk meg hirom biolégiai és technikai ismét-
lésben a PCR és RT-qPCR vizsgilatok sordn.

Liofilizalt in vitro és in vivo levélmintdkbdl genomi DNS-t izoldltunk a NucleoSpin Plant
IT kit (Macherey-Nagel, Németorszdg) haszndlatdval a gydrtéi utasitdsokat alkalmazva. Az
izoldlt DNS mindségét gélelektroforézissel (Cleaver Scientific Ltd., Warwickshire, Egyesiilt
Kirdlysdg) és mikrokapilldris spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific NanoDrop ND-
1000) ellendriztiik. A DNS-mintdkat mikroszatellit markerekkel teszteltiik. Az 6ssz RNS-
izoldldsdra Direct-zol™ kitet (Zymo Research, Irvine, CA, Egyesiilt Allamok) alkalmaztunk,
melyhez TRIzol reagenst adtunk. Az igy kapott 6ssz RNS-mintdkat Implen n50 mikrokapilldris
spektrofotométerrel (Implen, Munich, Németorszdg), gélelektroforézissel (Cleaver Scientific
Ltd., Warwickshire, Egyesiilt Kirdlysdg) és Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara,
CA, Egyesiilt Allamok) fragmentum analizdtorral ellendriztiik.

Alma mikroszatellit markerek

A PCR-tiCycler (Bio-Rad) késziilékekben végeztiik 15 pl végtérfogatban. A reakciéhoz 20 ng
genomi DNS-t haszndltunk templdtként, PCR Master Mixet (2x) (Thermo Fisher Scientific)
0,75 pl forward és reverse SSR primert (10 uM térzsoldatbél) mértiink be a reakcidhoz. A
reakei6 koriilmények a kovetkezdk voltak: 5 perces 95°C-os eléciklus utdn 30 mdsodperc 95°C,
30 mdsodperc 57°C és 1 perc 72°C 1épések kovetkeztek 35x ismételve, majd 5 perces 72°C-on

torténd utépolimerizdcidt dllitotcunk be. A mikroszatellit allélek hosszdnak meghatdrozdséhoz
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ALF-Express II késziiléket haszndltunk, amely automatikusan detektdlja a fluoreszcensen
jelolt DNS-fragmentumokat poliakrilamid gélelektroforézis kozben. Az ALFwin Fragment
Analyser 1.00 szoftverrel értékeltitk az eredményeket. A mintdkat 8%-os poliakrilamid gélen
(ReproGel TM High Resolution, GE Healthcare BioSciences) futtattuk. A pontos allélmé-
ret meghatdrozdsa céljébdl a forward primereket Cy5 fluoreszcens festékkel jeldltitk meg.
A belsd standardok az SSR elemzésben 95 bp, 275 bp és/vagy 300 bp mérettick voltak. Kiilsg
standardként pedig 95 bp és 300 bp méretli fragmentumokat haszndltunk. A kutatds sordn
haszndlt mikroszatellit primerek: CH01£02, CHO01h01, CH01h02, CH02c02, CH02c06,
CHO02¢09, CHO02c11, CH02d08, CH03a02, CH03g07, CH04¢03, CH04¢05, CH04¢10,
CHO05c02, CH05c04, CH05d11, CH05e03 (Liebhard et al. 2002).

RT-qPCR vizsgilatok

Az 6ssz RNS-mintdkbdl 120 ng mennyiséget adtunk a cDNS szintézishez, melyet a FIREScript
RT cDNA Synthesis MIX (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszdg) kittel szintetizaltunk. A qPCR-
hez 5 x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Supermix (Solis BioDyne) reagenst haszndltunk a
gydrtd utasitdsa szerint. Az RT-qPCR vizsgilatokat AriaMX (Agilent) késziiléken végeztitk
el. A qPCR vizsgélatokhoz a Gulyds és munkatdrsai (2019) cikkben azonositott 72 szignifi-
kdnsan eltéré metildcids szint(l génrégidkat vélasztottuk ki (65 gén), melyekre a CLC Main
Workbench programmal primereket terveztiink.

Adatok értékelése és statisztika

Az RT-qPCR eredményeket AriaMx Software (Agilent) segitségével hatdroztuk meg a Ct
értékeket a kontroll (anyanovény) és kezelt (akklimatizdle és in vitro) ndvények esetében.
Referenciaként a GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) gént haszndlcuk.
Microsoft Excel programmal szdmitottuk ki a gének Logarithmic Fold Change (LFC) érté-
keit a AACt érték alapjdn. A génexpresszi6 és a DNS metildcids szintek (Gulyds et al. 2019)
kozotei kapesolt linearitdst Pearson-féle korreldcids tényezd kiszdmitdsdval bizonyitottuk a
65 vizsgilt génrégid esetében.

Eredmények

A mikroszatellit markerekkel kapott eredmények
A 17 mikroszatellit l6kuszban nem tapasztaltunk hosszpolimorfizmust az in vive, in vitro és
az akklimatizdlt almafajtdk kozote. Az eredményeket az 1. tdbldzatban szemléltetjiik.

A génexpressziés eredmények

A 2/a. tdbldzatban dsszegeztitk a 65 kivdlasztott gén RT-qPCR-es vizsgdlatai sordn kapott LFC
értékeit a kezelt nvényekben, dsszehasonlitva a CpG kontextussal, valamint a 2/b. tdbldzatban a
CHG ¢és CHH kontextusokkal. A génkifejez6dés mértéke a ‘McIntosh™ akklimatizdlt névényben
a legnagyobb esetben 5,55-sz6r kisebb intenzitdst és 6,1-szer nagyobb intenzitdsi génexpressziét
eredményezett az anyandvényhez képest. A ‘Mclntosh’ iz vitro névényben a legnagyobb esetben
5,55-szor kisebb intenzitdst és 5,81-szer nagyobb intenzitdst génexpresszi6s véltozdst mutatott az
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anyandvényhez képest. Ezzel szemben a ‘Husvéti rozmaring’ akklimatizéle névényben a legnagyobb
esetben 5,57-szer kisebb intenzitdst és 7,32-szer nagyobb intenzitdst génexpressziét eredményezett
az anyandvényhez képest. A ‘Husvéti rozmaring’ in vitro novény génkifejezédésének mértéke a
legnagyobb esetben 5,59-szer kisebb intenzitdst és 5,39-szer nagyobb intenzitdsi génexpresszidt
mutatott, mint az anyanovény. A kivélasztott génekhez tartozé DNS metildcids szintek (Gulyds et
al. 2019) és a génexpressziés LFC értékek kozotti korreldcids tényez8k a CpG kontextusban -0,18,
-0,34, -0,018 és -0,17; a CHG kontextusban -0,36, -0,46, -0,15 és -0,36; a CHH kontextusban
-0,35, -0,41, -0,30 és -0,38 voltak a ‘MclIntosh” akklimatizalt, ‘McIntosh’ iz vitro, ‘Huasvéti roz-
maring’ akklimatizdle és "Huasvéti rozmaring’ in vitro névények esetében (3. tdbldzat).

1. tdbldzar. Alma mikroszatellit allélek hosszméreteinek (bp) dsszehasonlitdsa

Vizsgélt névények
mur  roming  maig  romming  Mmoh  Memoh Mol
neve anyanévény in vitro akklimatizdlt anyanoveny wn vitro alddimatizdle
CHO01f02 170:184 170:184 170:184 174:206 174:206 174:206
CHO01h01 112 112 112 114:116 114:116 114:116
CHO01h02 203:206 203:206 203:206 249 249 249
CHO02c02 171:185:191  171:185:191 171:185:191 179:183 179:183 179:183
CHO02c06 216:220:252  216:220:252 216:220:252 230:254 230:254 230:254
CHO02c09 241:247 241:247 241:247 231:255 231:255 231:255
CHO02c11 222:232 222:232 222:232 226 226 226
CHO02d08 211:217 211:217 211:217 211:229 211:229 211:229
CHO03a02 135:145 135:145 135:145 119:157 119:157 119:157
CHO03g07 119:129 119:129 119:129 126:166 126:166 126:166
CHO04¢03 193:197:203  193:197:203 193:197:203 185:199 185:199 185:199
CHO04€05 174:182 174:182 174:182 184:204 184:204 184:204
CHO04g10 135:135 135:135 135:135 139:143 139:143 139:143
CHO05¢02 168:172 168:172 168:172 168:168 168:168 168:168
CHO05c04 185:207 185:207 185:207 207 207 207
CHO05d11 187:195:205  187:195:205 187:195:205 173:175 173:175 173:175
CHO05¢03 162:172:190  162:172:190 162:172:190 162 162 162

Table 1. Comparison of apple microsatellite allele length (bp)
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2/a. tdbldzat. A 65 kivélasztott gén LFC értékei az RT-qPCR vizsgdlatok alapjdn (negativ érték:
kisebb intenzitdst génexpresszid, pozitiv érték: nagyobb intenzitdst génexpresszid az anyandvényhez
viszonyitva) és a DNS metildciés szintek szdzalékos értékei a CpG kontextusban

RNS CpG
Gén azonosité Mclntosh McIntosh r(::nsvafitrilg l_jlzis:ré;g Mclntosh  Mclntosh r:imﬁsavﬁ:;g r:zlﬁls:ré':;g
alddimatizdle - in vitro akklimatizalt  in vitro alddimatizdle  in vitro akklimatizalt in vitro
MD00G1006200 -1,66 0,91 -4,09 1,95 34,87 45,23 45,46 58,91
MD00G1046300 1,7 1,5 2,6 2,2 NaN NaN NaN NaN
MD01G1005500 3,29 2,99 3,68 3,59 56,37 57,00 58,74 61,57
MD01G1019100 -5,43 -5,41 -5,49 -5,56 91,07 91,09 92,61 90,27
MDO01G1021400  -5,47 -5,41 -5,49 -5,56 NaN NaN NaN NaN
MD02G1125700 0,27 -1,1 0,1 -1,85 NaN NaN NaN NaN
MD02G1175400 -5,41 -5,33 -5,67 -4,51 46,82 47,21 46,22 49,47
MD02G1278400 5,29 4,39 5,25 4,41 50,76 49,86 55,43 55,34
MD03G1180400 43 4,1 3,71 3,1 43,34 39,85 35,71 50,30
MD04G1051200  -5,46 -5,39 -5,47 -5,56 NaN NaN NaN NaN
MD04G1190300 -3,41 -4,15 -4,9 -4,6 NaN NaN NaN NaN
MD04G1232400 4,97 4,86 4,83 4,56 43,57 43,43 41,65 43,51
MD05G1031300 5,1 4,72 4,72 4,25 38,14 38,69 34,59 36,12
MD05G1050000 5,1 4,7 5,25 4,36 47,50 47,69 44,53 44,56
MD05G1272000 -3,1 -2,38 -3,98 -3,65 46,79 47,50 43,61 37,85
MD05G1319800 3,1 -4,1 4,6 -0,67 86,38 87,63 46,03 93,87
MD05G1320100 -4,89 0,82 -2,78 -0,54 2,27 3,30 90,10 90,00
MD05G1320500 -5,2 -5,54 3,21 -5,47 87,83 88,01 83,32 91,92
MD05G1320800 -0,6 -4,77 7,32 -5,55 82,51 93,32 55,10 92,28
MD05G1321700 3,87 5,2 3,56 3,89 4,04 2,29 9,56 8,87
MD06G1069300 -1,35 -1,73 -0,1 0,78 80,43 83,92 66,47 67,39
MD06G1077500 1,66 3,5 3,19 1,67 NaN NaN NaN NaN
MD06G1080900  -5,32 -5,14 -5,47 -4,94 36,09 38,01 37,13 35,01
MD06G1098700 -5,41 -5,11 -0,9 -2,59 NaN NaN NaN NaN
MD06G1241300 -5,41 -5,35 -5,47 -5,56 11,36 13,28 17,40 16,25
MD07G1051600 3 3 3,13 3 50,24 44,55 42,47 37,83
MD07G1125500 4,58 4,67 4,59 4,34 45,54 45,24 44,67 48,15
MD07G1239900  -5,37 -5,39 -5,49 -5,56 31,30 33,25 23,25 27,30
MD07G1252700  -5,43 -5,41 -5,45 -5,59 45,12 44,94 41,58 43,90
MD08G1010300 4,21 4,22 4,79 5,39 34,32 33,24 28,05 30,60
MD08G1092600 2,55 2,1 -0,57 0,11 10,97 30,92 9,31 12,81
MD08G1121600 1,16 -5,55 -3,11 -0,65 15,86 18,90 18,64 17,13
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RNS CpG
Gén azonosité akl\l/{Ilcifnn::jszl;h NIIZI;;::h r:zlxl:lsva;trllg r(fjn“::;?lg akl\l:[l‘;fnn::isz};lt l\i[;IZtt::h r(gm“sav:itrllg r(sm“sav:itrllg
akklimatizalt  in vitro akklimatizdlt in vitro

MD08G1204800  -5,45 -5,43 -5,51 -5,59 NaN NaN NaN NaN
MD09G1203800  -5,39 -5,35 -5,43 -5,55 47,40 46,25 47,02 37,96
MD09G1226200 -2,1 -2,85 -5,34 -5,46 17,97 19,32 37,67 43,51
MD10G1134500 2,24 1,8 -5,45 -5,59 NaN NaN NaN NaN
MD10G1167800 4,59 3,36 4,51 3,19 8,94 11,29 34,15 33,47
MD10G1256900 -5,49 -5,34 -5,37 -3,75 22,88 22,97 24,88 28,44
MD10G1335600 32 3,54 3 2,87 22,36 22,87 29,88 29,85
MD11G1004800 2,21 0,65 3,19 1,7 33,95 36,24 29,72 40,22
MD11G1015400  -5,45 -5,34 -5,45 -5,59 15,20 18,23 19,34 18,37
MD11G1094500 3,76 2,81 2,76 1,55 51,81 55,27 54,48 51,22
MD11G1166100 3,41 3,55 4,41 4,25 34,84 34,26 46,04 45,96
MD11G1186700  -5,43 -5,37 -5,51 -5,53 62,83 60,84 48,05 48,39
MD11G1226100  -4,71 -5,36 -5,45 -5,49 NaN NaN NaN NaN
MD11G1314400 1,15 1,37 0,66 0,34 68,46 62,49 40,41 40,69
MD12G1013800 3,51 1,79 3,26 1,86 40,84 42,70 37,79 42,69
MD12G1052100 1,78 1,3 1,55 0,49 32,01 31,82 37,30 34,68
MD12G1076700  -5,55 -5,43 -5,41 -5,51 27,20 29,45 21,30 21,94
MD12G1251400  -4,46 -2,86 -5,47 -5,58 NaN NaN NaN NaN
MD14G1081400  -5,45 -4,5 1,32 0,33 66,30 66,83 60,69 65,35
MD14G1206500 -4,79 -1,23 -4,9 -1,4 12,32 16,74 9,37 7,21
MD14G1232200 6,1 4,1 5,96 3,94 11,48 11,38 13,71 22,86
MD15G1025100  -5,53 -5,29 -5,35 -5,49 NaN NaN NaN NaN
MD15G1077000 3,27 4,64 3,69 4,66 5,33 13,11 6,34 20,82
MD15G1091800  -5,43 -5,37 -5,49 -5,56 NaN NaN NaN NaN
MD15G1348800 5,51 5,81 5,29 -0,34 15,54 20,66 18,74 32,94
MD15G1426800 4,87 4,63 3,66 2,67 44,22 43,12 47,00 47,33
MD16G1094100 5,41 -2,63 -5,41 -4,79 NaN NaN NaN NaN
MD16G1192100  -3,98 -2,39 -2,99 -0,14 29,67 30,26 27,48 28,29
MD16G1203700  -5,45 -5,39 -5,49 -5,54 23,85 23,63 36,49 37,91
MDI16G1211900  -5,55 -5,34 -5,49 -5,51 88,27 90,00 62,64 69,98
MD16G1232900 4,87 4,89 4,76 5,19 NaN NaN NaN NaN
MD16G1247200 2,15 1,39 1,81 0,92 41,77 42,23 49,27 51,23
MD17G1115200  -5,45 -5,42 4,55 4,19 96,33 97,37 13,82 13,78

Table 2/a. LEC values of 65 selected genes based on RT-qPCR assays (negative value: down-reg-
ulation, positive value: up-regulation compared to control) with DNA methylation levels in
percentage in CpG context
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2/b. tdbldzar. A 65 kivalaszrott gén DNS metildcids szintjeinek szdzalékos értékei a CHG és CHH

kontextusokban az anyanévényhez viszonyitva

CHG CHH

Gén azonositd alde‘;::::t)iszl:ilt N::I:;:Zh r(:-zlnuf:;t:lg r(f-lzrusn::i:llg akl\l/:lclf:ll;:szl;lt 1\/:;1:;:2}1 r:Iz::ls:rel'txig r:_zlmg

akklimatizalt in vitro akklimatizalt in vitro
MD00G1006200 NaN NaN NaN NaN 10,35 443 11,69 11,65
MDO00G1046300 19,23 20,51 19,33 20,23 1,20 1,16 1,62 1,26
MD01G1005500 16,37 18,50 15,19 14,11 2,74 3,20 2,82 2,34
MDO01G1019100  NaN NaN NaN NaN 20,71 23,08 27,14 28,31
MD01G1021400 43,91 42,40 42,95 45,64 3,85 1,52 6,02 4,96
MDO02G1125700 37,66 38,12 73,15 88,32 4,01 3,93 7,92 8,71
MDO02G1175400 29,78 30,63 24,86 29,64 4,51 4,14 5,62 4,13
MD02G1278400 3,83 3,90 2,68 1,61 0,87 0,90 0,58 0,68
MD03G1180400 17,56 23,18 7,21 10,72 3,40 3,06 2,39 2,04
MD04G1051200  NaN NaN NaN NaN 52,62 52,40 59,78 61,63
MD04G1190300  NaN NaN NaN NaN 19,76 22,68 19,56 39,93
MD04G1232400 1,97 1,29 1,01 0,68 0,85 0,68 1,49 1,06
MD05G1031300 1,30 0,78 0,79 1,15 1,03 0,70 0,90 0,81
MD05G1050000 1,74 1,97 1,34 1,12 1,47 2,20 2,02 0,64
MD05G1272000 27,75 29,61 14,03 20,67 2,28 2,38 1,48 3,13
MDO05G1319800 79,84 85,49 33,21 85,27 14,57 8,31 17,29 15,31
MD05G1320100 2,05 4,15 88,56 89,45 0,42 11,43 14,60 14,05
MD05G1320500 75,03 79,99 77,27 80,92 9,84 14,34 18,10 11,15
MD05G1320800 72,17 84,81 46,96 80,63 13,88 10,29 15,14 16,18
MD05G1321700 0,81 0,86 0,50 0,87 1,18 0,99 0,77 0,91
MD06G1069300 45,52 48,59 5,15 2,75 8,94 5,40 1,91 1,95
MDO06G1077500 49,24 55,31 12,05 32,20 2,54 3,32 2,46 1,68
MD06G1080900 24,01 21,99 21,22 22,12 5,73 5,18 5,90 6,17
MD06G1098700 34,27 29,33 17,48 22,26 10,07 20,59 16,30 18,82
MD06G1241300 7,38 8,94 7,79 8,28 3,54 9,22 7,67 3,30
MD07G1051600 3,09 1,80 1,38 1,24 1,22 0,72 1,66 2,63
MD07G1125500 8,93 9,04 10,80 8,87 4,33 421 2,38 3,47
MD07G1239900 28,19 26,64 25,57 25,60 3,28 2,07 4,18 1,99
MD07G1252700 14,83 17,65 14,62 14,02 6,00 2,78 6,67 5,50
MD08G1010300 0,74 1,52 1,51 0,87 0,86 0,82 1,68 0,62
MD08G1092600 6,64 17,60 3,95 7,15 8,38 6,41 6,25 5,93
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CHG CHH

Gén azonositd alde::::szl;lt Lgf:;;:h r(f-zlmusav:i::g r(f;;sva:;g akl\li[lci::t’i.szl:ilt 1\;1;1::;:11 rolf_zltlllls:rei:g r:_zl::ls:reitxig

akklimatizdlt in vitro akklimatizalt in vitro
MDO08G1121600 12,20 11,80 8,85 12,73 4,65 2,91 5,04 5,39
MD08G1204800 62,56 55,96 25,40 18,77 8,78 4,91 5,02 3,59
MD09G1203800 26,54 27,39 17,88 18,14 5,77 6,22 8,32 5,90
MD09G1226200 7,04 6,71 5,49 9,01 4,72 2,30 2,34 2,80
MD10G1134500 49,93 55,27 87,35 88,37 5,23 3,32 8,57 7,49
MD10G1167800 0,94 1,43 2,73 4,23 0,95 1,88 1,32 0,98
MD10G1256900 31,62 31,38 29,98 31,34 5,30 4,04 4,06 4,24
MD10G1335600 1,04 0,95 0,85 2,67 1,04 1,33 0,86 1,06
MD11G1004800 24,38 32,31 10,35 22,43 4,05 4,39 6,35 5,51
MD11G1015400 7,49 13,39 3,42 4,21 0,82 1,45 1,75 0,93
MD11G1094500 48,75 50,43 49,11 52,92 12,44 12,39 13,02 10,80
MD11G1166100 11,86 13,98 11,34 12,24 5,30 4,22 4,98 3,03
MD11G1186700 31,04 30,88 25,61 26,55 5,26 10,08 7,89 8,44
MD11G1226100 72,08 74,38 30,64 16,23 11,72 7,08 2,14 3,32
MD11G1314400 10,88 11,14 8,21 10,86 2,64 1,58 1,30 1,57
MD12G1013800 6,40 6,94 4,16 4,26 2,23 1,95 1,73 0,94
MD12G1052100 16,02 14,62 11,25 14,75 2,83 3,04 3,11 2,72
MD12G1076700 7,25 8,90 6,22 5,61 7,71 7,40 5,54 8,80
MD12G1251400 27,84 30,75 24,59 34,64 2,80 3,11 3,58 3,04
MD14G1081400 52,75 56,49 43,80 45,36 11,11 11,32 11,68 12,22
MD14G1206500 4,58 5,96 3,82 2,16 3,15 2,73 2,67 3,56
MD14G1232200 2,65 2,94 2,59 2,07 1,14 0,98 0,97 1,89
MD15G1025100 22,60 21,51 8,93 16,51 7,51 4,09 7,33 7,19
MD15G1077000 2,73 11,51 1,55 5,76 1,70 2,54 3,51 2,11
MD15G1091800  NaN NaN NaN NaN 45,28 40,71 36,84 11,44
MD15G1348800 13,18 15,57 13,52 23,92 9,81 7,41 4,30 8,24
MD15G1426800 16,22 17,94 36,15 30,52 1,75 2,12 2,29 2,28
MD16G1094100  NaN NaN NaN NaN 10,08 4,52 13,37 9,95
MD16G1192100 22,94 22,75 20,17 23,49 8,75 7,80 9,68 10,00
MD16G1203700 7,21 8,27 22,55 27,45 1,76 1,73 3,31 3,52
MD16G1211900 66,11 71,26 47,04 59,43 10,03 10,33 12,43 10,82
MD16G1232900 49,70 46,70 78,93 47,74 4,86 2,90 3,72 3,65
MD16G1247200 35,99 38,24 15,92 19,00 2,77 1,28 1,72 2,41
MD17G1115200 90,79 90,33 9,99 9,77 17,78 14,47 2,74 1,20

Table 2/b. Table 2/b. DNA methylation levels in percentage in CHG and CHH context
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3. tdblazar. DNS metil4cids szintek és a génexpresszidos LFC értékek kozotti korreldcids tényez8k
osszehasonlitdsa (r=0 akkor a két valtozé kozote nincs linedris kapesolat; r>0 pozitiv linedris kap-
csolat; r<0 negativ linedris kapcsolat)

Nt ddimte | N Mmoo i o
in vitro akklimatizdlt in vitro
CpG -0,18 -0,34 -0,018 -0,17
CHG -0,36 -0,46 -0,15 -0,36
CHH -0,35 -0,41 -0,3 -0,38

Table 3. Comparison of correlation factors between DNA methylation levels and gene expression
LFC values (r = 0 no linear relationship between the two variables; r> 0 positive linear relationship;
r <0 negative linear relationship)

Kovetkeztetések

Kutatdsi eredményeink alapjdn az i vitro, in vivo (anyanovény) és akklimatizdlt névénymintdk ko-
zotta 17 SSR-16kuszdban hosszpolimorfizmust nem tapasztaltunk, ugyanakkor elmondhaté, hogy a
DNS-szekvencia véltozdsok és genetikai stabilitds vizsgélatokhoz tovabbi szekvencia alapt vizsgdlatok
bevondsa sziikséges, mint példdul a DNS-szekvendlds. Eredményeinket aldtdmasztjik az irodalomban
alkalmazott ISSR (Pathak és Dhawan, 2012) és SSR markerekkel (Jin et al., 2014; Butiuc et al., 2019)
kapott genetikai stabilitdsi eredmények az i vitro ngvénymintdkban, még tobb mint két évtizedes in
vitro tenyésztést kdvetden is. Gulyds és munkatdrsai (2019) dltal szignifikdns DNS metildcids szintd
eltérések azonositésa alapjdn 65 gén keriilt kivdlasztdsra, melyek génexpresszids valtozdsai dsszeségében
kozepes negativ linedris korreldciéban dllnak a tanulményunkban kapott LEC értékek és korreldcids
tényez8k alapjan a CHH kontextusban 1évé metildcids szinttel, mindegyik kornyezeti tényezdben.
Ez 6sszhangban van azzal, hogy a DNS metildcié a genom bizonyos régidiban dsszefiigg, korreldl
a génexpressziéval (Wang et al. 2015). Brenet és munkatdrsai (2011) CpG kontextusban alacsony
negatfv korreldcidt tapasztaltak a gén DNS metildcids szintje és a génexpresszid kozote. Ezt azzal
magyardzték, hogy a gén downstream taldlhat6 elsd transzkripciés indité szekvencidjinak (5" UTR)
DNS metildci6ja magasabb korreldciét mutat, mint a gén vagy upstream régioké. Ezt igazolva sajét
tanulmdnyunkban a CpG kontextusban szintén gyenge negativ linedris korreldciot figyeltiink meg,
kivéve a ‘Mclntosh’ iz vitro novényekben, ahol kdzepes negativ linedris korreldcié tapasztalhaté. A
CHG kontextus esetében a ‘Husvéti rozmaring’ akklimatizdlt névények mutattak gyenge negativ
linedris korreldciét, mig a tobbi névényminta esetében kozepes negativ linedris korreldcié volt
megfigyelhetd. Yang és munkatdrsai (2015) alacsony korreldciét tapaszealtak Arabidopsis thaliana
esetében a CpG kontextus és génexpresszié kozott, mig a CHG és CHH kontextusokban erds
pozitiv korreldciét figyeltek meg. Lin és munkatdrsai (2019) megallapitottdk, hogy azon régidkban,
ahol a legmagasabb volt a DNS metildcids szint a Nelumbo nucifera esetében, ott a gén expresszidja
lecsokkent. A gén expresszidja és a DNS metildci6 kozott negativ korreldciét mutattak ki, mely a
CpG esetében alacsonyabb, miga CHG és CHH estében magasabb volt ez az éreék.
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Eredményeinkkel igazoltuk azt, hogy a CpG, CHG és CHH kontextusokban a gén DNS

metildcids szint véltozdsa dsszefiiggésben 4l a génexpresszié szintjével, mivel a korreldcids vizsgdlata-
ink sordn, ha a gén DNS metildciés szintje nétt a kiilonbozé kontextusokban, akkor a génexpresszid
csokkent, ugyanakkor, ha a gén DNS metildcids szintje csokkent, akkor a génexpressziés ndvekedését

eredményezte. Eredményeinkbdl ugyanakkor arra is lehet kovetkeztetni, hogy a DNS metildcids

szint és a génexpresszids intenzitds mértékének korreldcidja kozott kapesolat nem fliggetlen az egyéb
epigenetikai véltozdsoktdl (példdul a kis RNS-molekuldk, hiszton-fehérjék véltozdsai), amelyek

szintén befolydsolhatjak a DNS metildci6jdt vagy a génkifejez8dés mértékét.
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Genetic stability and gene expression tests in apples shoot cultures
GULYAS, A.!, DOBRANSZKI, J.!, KISS, E.2, HIDVEGI, N.!

'Research Institute of Nyiregyhdza, IAREE University of Debrecen, Nyiregyhdza
“Institute of Genetics, Microbiology and Biotechnology, Faculty of Agricultural and
Environmental Sciences, Szent Istvdn University

Summary

Epigenetics is a change in the expression of a gene or in the phenotype of a cell that can occur
during mitosis or meiosis and does not result in DNA sequence alteration. Chemical groups can
attach to DNA, which can alter the activity of the gene. The so-called “above genetics” of eukary-
otes that accompany the development of individuals. epigenetic changes also occur in iz vitro
plant cultures. Epigenetic modifications regulate somatic embryogenesis and organogenesis during
regeneration. However, the medium components may also be present in iz vitro shoot cultures
for micropropagation upon running conditions. In our experiments, we sought to determine
whether the microsatellite (SSR) and transcriptome profile patterns of several decades in vitro
shoot cultures are the same or different from the parent (mother plant) plants and whether any
changes reverse during acclimatization. The ‘Mclntosh’ and ‘Husvéti rozmaring’ apple varieties
were used as the basis for our research. The genetic identity of the mother and the plants main-
tained in 77 vitro shoot culture for more than 20 years was determined by microsatellite markers,
and the gene expression pattern was determined by RT-qPCR (reverse transcription quantitative
polymerase chain reaction) in 65 selected genes levels. No DNA sequence changes were observed
in our results; however, gene expression differences were found for the genes tested, which are
negatively correlated with DNA methylation levels.

Keyword: apple, epigenetics, gene expression, microsatellite marker, RT-qPCR
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