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OSSZEFOGLALAS

A nydrfajok (Populus ssp) extrém kis méretii genomja
(2n=4x=38; 5.5x10° bp;
stabilitassal parosul. Munkank célja a feketenyar (Populus nigra)

2C=1.1 pg) nagyfoku genetikai

genetikai variabilitasanak novelése volt haploid (n) indukcio
alkalmazasaval, portoktenyészetben, két portok-donor kion (N-SL
és N-309) alkalmazasaval. A felnevelt haploid utodok (1-35)

genetikai  polimorfizmus  elemzését ot SSR lokusz allél
diverzitasaval  jellemeztitk. ~ Osszesen 20 SSR allél 280
szekvenciajat azonositottuk, egy-egy lokuszon 1-6
allélgyakorisaggal: WPMS-02 (5 allél), WPMS-04 (6 allél),

WPMS-06 (2 allél), WPMS-20 (6 allél) és PTR-04 (1 allél). Az
elemzést ALF (automatic laser fluorometer) modszerrel végeztiik.
A WPMS-20 allél szekvencia elemzésével egy 5-szoros (TTCTGG)
deléciot mutattunk ki a (TTCTGG)s lokuszon. Az SSR allélek léte,
illetve nemléte alapjan dendrogramot készitettiink, amely alapjan
elemeztiik és meghataroztuk az vj nemesitésii klonok genetikai
diverzitasat. nemesitési

Az wj  SSR-kiontipusok  jelentds

alapanyagot szolgaltatnak a nydrfanemesités szamdra.
Kulcsszavak: SSR, SNP, inszercié — delécid, nydrfa
SUMMARY

Genetic variation of somatic clones (1 to 35) of black poplar
(Populus nigra) developed from two anther-donor trees N-SL and
N-309 was determined by five SSR primer pairs. Twenty SSR
alleles were detected, the number of alleles per marker ranged
from 1 to 6, with an average of 3.3 including WPMS-2 (5 alleles),
WPMS-4 (6 alleles), WPMS-6 (2 alleles), WPMS-20 (6 alleles) and
PTR-4 (1 allele) detected by ALF (automatic laser fluorometer). A
dendrogram produced by SPSS11 based on the presence versus
absence of SSR alleles discriminated the groups of somatic clones
of N-SL from somatic clones of N-309. The polymorphic markers
of WPMS-2 (5 alleles)) WPMS-4 (6 alleles) and WPMS-20
(6 alleles) revealed clonal variation in 1 clone (37) out of the 6
from the N-309 tree, and three subgroups out of the 29 somatic
clones from the N-SL tree (17 and 24), (2 and 14) and (10 and 15).
The remaining 23 of the 29 N-SL somatic clones with uniform
genetic similarity suggests a good degree of genetic stability in
black poplar. Nevertheless, the new SSR-clones may provide useful
new genetic resources for poplar breeding.

Keywords: SSR, SNP, indels, Populus

BEVEZETES

A feketenyar (Populus nigra) hazank Gshonos
fafaja. Els6sorban a Maros folydé mentén, artereken,
idészakos vizboritottsagu réti-, illetve lapi talajok,
valamint tdpanyagban gazdagabb homok- és
valyogtalajokon  diszlik legjobban. Magassagi
novekedése meghaladja az 1 m/év értéket (Gencsi és
Vancsura, 1992). Szaraz homoktalajokon csak akkor
ndvekszik kielégitden, ha gyokerei elérik a talajvizet.
Rovid ideig a pangd vizet is eltliri, kotott talajra
azonban nem valo. A nemesnyarak egyik sziil6faja.
Hazéaja Kozép- és Dél-Eurdpa, mara mar a tobbi
kontinensen is elterjedt. A szélsdségeket jol tird
fafaj, a nagy meleget, nagy hideget -elviseli.
Rendkiviil fényigényes. Kérge fiatalon vilagossziirke,
koran és mély barazdakban repedezik. A torzs also
részén gyakran a dusan eldgazd oldalriigyek
halmozodasabdl csomorok képzddnek (csomoros
nyar), mig a fiatalabb agak kérgén sok 1-2 cm-es
nagysagu fekete paraszemolcs lathat6. Riigyei
sargasbarnak, fénylok, ors6 alakiiak, hosszan
kihegyeseddk, ragadodsak, hajtashoz simuldk. Levelei
a hosszu hajtasokon hdromszog alakuak, hirtelen
kihegyesedd csucstak, 5-10 cm hosszaak, a levelek
széle ivesen flrészelt, porcosan mirigyes. A rovid
hajtasok levelei kisebbek, rombusz alaktiak, a levelek
felszine fényld, sotétzold, fonakjuk vilagosabb zold,
kiallo erekkel. A levélnyél oldalt 0sszenyomott, a
kozépérrel egyiitt vordslik. Lombfakadas el6tt,
marcius kozepén virdgzik, a riigyek gyantija
gyogyhatasu (ez adta a kelta Artur Kiraly sebeire a
gyogyirt — a mai Sheraton-pipere). A termds fiizérek
10-16 cm hosszlak, sargak, a porzos barkak 12-30
porzésak, 4-6 cm  hossziuak, biborpirosak.
Toktermése aprd tojasdadok, két kopaccsal
kovadnak. Magjai 1-2 mm hosszuak, sziirkés
szinliek. Evente jol terem. Novekedése nagyon gyors
és 30-40 évig erbteljes. Elérheti a 35-40 m-es
magassagot, és a 2-3 m-es vastagsdgot.
Sarjadzoképessége tuskordl és gyokérrdl egyarant jo.
Féja egyenletes szovetll, sargasfehér szijacsa széles,

gesztje  vilagos  sziirkésbarna.  Felhasznalasa
sz€les korll, jol faraghato, tekndk ¢és valyuk
készitésére. Ertékes hamozasi anyagot ad, igy

felhasznalhat6 gyufagyartasra és cellulozgyartasra.
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A csomoros torzseket az asztalosipar kedvelik. A
génmeglrzési  programok  kiemelt faja, mert
Magyarorszagon a fekete nyarat nagy mérték
genetikai szennyezés (atporzasos klénok
felszaporodasa, 1d pl. a késon fakado nyart
Populus xeuramericana, amely a feketenyar — termdés
— ¢és az amerikai Populus deltoides — beporzd —
természetes hibridje, amely a 18. szdzad kozepe tajan
jOhetett 1étre) tette sziikségessé a tiszta vonala
feketenyar-egyedek felkutatasat, Osszegylijtését ¢és

szintetikus  allomanyokban  valé  elhelyezését
(Matyas, 2006; Kevey, 1999).

A feketenyar rendszertani vonatkozdsai: A
legelfogadottabb  rendszertani besorolds  szerint

(Eckenwalder, 1996) a Populus nemzetség 29 faja
6 szekciora oszlik: Abaso, Aigeiros, Leucoides,
Populus, Tacamahaca, Turanga. Ezek a morfologiai
szekciok azonban folyamatosan médosulnak az ijabb
molekularis genetikai eredmények megjelenésével,
pl. a feketenyar az Aigeiros szekcido tagja, de
hibridizaciés hajlama kozel 4ll a Tacamahaca
fajathoz. A P. nigra cpDNA RFLP elemzésben a
Populus szekcido fajaihoz mutatja a legkdzelebbi
rokonsagot, azonban a nuklearis RFLP mintazata
szerint a Populus szekci6 fajaihoz all kozelebb,
amely eredmény feltételezi, hogy P. nigra mar egy
0si hibrid faj, amely egy haldézatos evolicion
keresztiil alakult ki (Smith és Sytsma, 1990).

Populus fajok legujabb kloroplaszt-genom alapu

rendszerében harom csoport kiilonil el: (1)
P.  simonii, P. maximowiczii, P. laurifolia,
P. songarica; (2) P. grandidentata, P. alba,

P. davidiana, P. tremula, P. tremuloides, és P. nigra,
és a (3) P. angustifolia, P. cathayana, P. trichocarpa
P. balsamifera, P. szechuanica, P. tristis, P.
fremontii, P. roegneriana, P. angulata, P. deltoides,
P. sargentii fajokkal (Hamzeh és Dayanandan, 2004).

Az alkalmazott mikroszatellita (SSR)
allélpolimorfizmus  érzékeny marker rendszer,
amelynek segitségével megbizhatdéan azonosithaté a
klonok genetikai azonossaga, €s klonalis variabilitasa
(Rahman és Rajora, 2001; Cervera et al., 2001). A
genom mikroszatellita szakaszaiban az ismétlodo
belsé szekvencia 1-5 nt hosszusagli mono- (A)n,
di- (AT), tri- (ATC)n, tetra (AGTC)n és pentamer
(AGTCT)n felépitésti. Ezek az alapszekvenciak

10-80 egymas utani kopiaszammal (tandemszam),
megkdzelitden 100 bp végsd hossziusagban fordulnak
el6 a genomban egy fajspecifikus (Roder et al., 1998)
18-28 bp hosszusagu 5 és 3’ iranybol is lezard
hatarolé szekvencidval. Az SSR allél mintazat
kodominansan o6roklédik (Gyulai et al., 2005). A
mikroszatellitak szekvenciajuk alapjan két csoportra
kiilonithetdk, az egyszeri (perfect) SSR-ok, pl.
(ATG)yp; és az Osszetett (imperfect) SSR-ok,
melynek  két tipusa, a  megszakitott, pl.
(AT);CACA(AT)s, és az Osszetett (compound) SSR,
pl. (AT)((CA);p. A mikroszatellita szakaszok
gyakorisaga eltér a novényekben ¢és az allatokban. A
ndvényi genomban Otszor kevesebb SSR talalhato,
mint az allatokban; pl. egy kozel 20 bp hossza SSR,
amely az emberi genomban 6 kbp-ként fordul eld, a
Brassica fajokban csak 19 kbp-ként talalhato
(Lagercrantz et al, 1993). A ndvényi genom
legelterjedtebb dinukleotid SSR szekvencidja az
AA/TT motivum, ennél kevesebbszer fordul el6 az
AT/TA és CT/GA motivum. Ez a harom dinukleotid-
SSR (atlag 1-6-szoros ismétlddéssel) teheti ki az
Osszes novényi SSR-ok kozel 75%-at (Lagercrantz
et al., 1993).

Munkéank célja a feketenyar (Populus nigra)
genetikai variabilitdsanak novelése és a variabilitas
molekularis szinti kimutatasa volt a 35 haploid
eredetli feketenyar klénban, valamint a két portok-
donor klonban.

ANYAG ES MODSZER

Novényanyag. A feketenyar (Populus nigra)
mikorszatellita ~ elemzéséhez  portok  eredeti,
szabadfoldon nevelt feketenyar (P. nigra) klonokat
(Kiss et al., 2001) alkalmaztunk, 6sszesen 35 klont,
melyek kozil 29 (1-29 klonok) az N-SL klonrol
szarmazott (30. anyatd); 6 klon pedig (31-36) az
N-309 (37.) klon utédai (Gyulai et al., 2005;
Bittsanszky et al., 2005a, b, 2006; Gullner et al.,
2005).

PCR. A PCR reakcioelegy 0Osszetétele 25 pl
végtérfogatban: 1xpuffer (West Team); 1 uM MgCl,;
1,2 mM dNTP; 1 U Taq polimeraz (West Team),
1-1 uM forward-reverse primer (/. tablazat), 50-100
ng templat DNS.

1. tablazat

Az alkalmazott primerek szekvencia adatai az NCBI hivatkozasi szamokkal

SSR lokusz(1) Primer-par(2)

1 WPMS-02 aga aat acc cct gct aat ¢
(AJ297270) aat gtt ttt gtt ccg tga at

2 WPMS-04 tac acg ggt ctt tta ttc tct
(AJ297273) tgc cga cat cct geg ttc ¢

3 WPMS-06 gta taa cga tga ccc cac gaa gac
(AJ297275) tat aaa taa agg cat gac cag aca

4 WPMS-20 gtg cge aca tct atg act atc g
(AJ297293) atc ttg taa ttc tcc ggg cat ct

5 PTR-4 aat gtc gag gcc ttt cta aat gtc t

gcet tga gea aca aac aca cca gat g

Ismétl6do szekvencia(3) Irodalom(4)

(GA)» Van der Schoot et al., 2000
(GT)ys Van der Schoot et al., 2000
(GT)a4 Van der Schoot et al., 2000
(TTCTGG)s Smulders et al., 2001
(TC),4 Dayanandan et al., 1998

Table 1: Microsatellite primer pairs applied and the NCBI data
SSR loci(1), Primer pairs(2), Core sequences(3), References(4)

61



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2007/27.

A mikroszatellita  fragmentek  felszaporitasa
touchdown PCR-rel tortént (Don et al, 1991),
a kovetkezd ciklusidokkel: 1x95 °C/3 perc;
11x95 °C/30 mp — 65 °C/30 mp-t6l 55 °C/30 mp —
72 °C/1 perc; 25%95 °C/30 mp — 56 °C/30 mp —
72 °C/1 perc; 1x72 °C/5 perc.

ALF-SSR. Az ALF SSR primer parok egyik tagjat
CyS fluoreszcens molekulaval jeldltiik (Gyulai et al.,
2005). A Cy5 abszorbcidja 643 nm-en, emisszidja
667 nm-en veszi fol a maximalis értéket. Az SSR
fragmentek szepardlasait ALF express II DNA
Analyser (automated laser fluorometer) késziilékkel
ReproGel High Resolution PAGE gél (24%)
(Amersham Bioscience) alkalmazasaval, rovid
thermoplate-en végezetiik. A futtatdst 850 V-on,
50 mA-el, 50 W teljesitménnyel, 50 °C-on
120 percen keresztiil alkalmaztuk. Az adatok
feldolgozasa ALFwin Fragment Analyser
1.03 szoftverrel tortént. A futtatasokhoz Cy5-el jeldlt
kiils6 ¢és bels6 molekulatbmeg markereket
alkalmaztunk standardként (Gyulai et al., 2005).

Szekvencia elemzés. A  WPMS-20 primerrel
kapott DNS fragmenteket agar6z gélbdl spin column
készlettel (Sigma) visszaizolaltuk, majd
szekvenaltuk. A visszakapott szekvencia adatokat
BioEdit Sequence Alignment Editor szoftverrel
(Hall, 1999) dolgoztuk fol. Hasonlosagi adatokat
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
programmal (Altschul et al., 1997) kerestiink az
NCBI  (National Center for Biotechnology
Information) honlapjan.

Statisztikai feldolgozas. A fragmentek léte/hianya
alapjan SPSS 11 programmal klaszter analizisben
dendrogrammot készitettiink Jaccard (1908) index
hasznalataval, csoporton beliili atlagos kapcsoltsag
(Average Linkage, within group) alkalmazasaval. Az
egyes lokuszok variabilitasat a PIC (Polymorphism
Index Content) értékkel jellemeztik a kovetkezd
képlet szerint PIC = 1-X;" — p",, ahol p; az i-edik allél
gyakorisagat jelenti (Anderson et al., 1993).

EREDMENYEK ES ERTEKELES

Az N-SL és N-309 feketenyar klonok elemzését
6t SSR primerrel elvégezve Osszesen 20 SSR allélt
azonositottunk, a kovetkezd allélmegoszlasban
(2. tablazat): WPMS-02 (5 allél), WPMS-04 (6 allél),
WPMS-06 (2 allél), WPMS-20 (6 allél) és PTR-04
(1 allél). Kettd6 primerpar monomorf mintazatot
mutatott egy (194 bp; PTR-04), illetve két (168 és
174 bp, WPMS-06) alléllal.

Az androgenetikus gametoklonok eldallitasat
portok tenyészetben végeztiikk, melynek soran tobb
nyarfaj kilonboz6é fajtajat teszteltik (Kiss et al.,
2001). A P. nigra harom klonja (N-SL, N-309 és
Gyor-203) mellett, a két P. deltoides (D-30, D-40 és
DA47) és harom P. x euramericana (I-154, Kopeczky
és Koltay) klonjait. A kipreparalt porzds virdgok
Osszes leoltott portokainak szama 415340 volt,
melybdl 32971 haploid pollen-eredetli haploid
kallusztenyészetet nyertiink MS-2 taptalajon (Kiss

et al., 2001). A harom legaktivabb klon szazalékban
kifejezett kalluszosodasi értékei 10% felett voltak:
N-309 (14%), N-SL (13,1%) és a D-30 (11,5%). A
hajtas regeneracio soran a legjobb értékeket az N-SL
(844 klon/MS-2 taptalaj) és az N-309 (690 klon/MS-
3 taptalaj) jeli feketenyar klonok adtdk. A
hormonmentes gyodkereztetd taptalajon a klonoknak
25-30%-a hajtott gydkeret (ellentétben a kontroll
tenyészetekkel, ahol a szomatikus levélsejtekbol
regeneralt klonok kozel 90%-a gyokeresedett meg).
A 155 N-SL klon flow citometridas elemzése
kiilonbdz6 ploid szintli regeneransokat mutatott ki:
8 regenerans haploid (n); 132 regenerans dihaploid
(2n), 4 regenerans tetraploid (4n) és 11 regenerans
aneuploid wvolt. Az N-309 klon utddaiban:
36 regenerans dihaploid (2n), 1 regenerans tetraploid
(4n) és 1 regenerans aneuploid volt. Az
eredményeket a levél fonakepidermisz sztoma
zarosejtek kloroplasztisz szamanak meghatarozasaval
is  megerdsitettik  (Kiss et al.,  2001).
Vizsgalatainkhoz a legvigorabb 35 dihaploid klont és
a két portok donor klont valasztottuk.

Az ALF Express vizsgalat és értékelése alapjan
az SSR fragmentek léte/hidnya alapjan elvégzett
klaszter analizisben (SPSS 11) a két portok-donor
nyarklon (N-SL, N-309) és utodai kiilon csoportba
rendezodtek (/., 2. dbra). Az 6t SSR marker kozil
harom  mutatott  polimorfizmust (WPMS-02;
WPMS-04; WPMS-20). Az N-309 klon-csoporton
beliil harom alcsoport jott 1étre. A huszonkilenc
N-SL  kloén kozott S5 klontipus  kiiloniilt el
Huszonharom azonos genetikai mintazatot mutatott a
kontroll klénnal, kiilén csoportba keriilt a 17. és 24.,
valamint a 2. és 14., és egytagl csoportba keriiltek a
10. és 15. klonok. A klonoknak Osszesen 26%-a
mutatott genetikai valtozast. A hat N-309 klon kozott
harom klontipus kiiloniilt el, négy klon egy csoportba
keriilt a kontrollal, és egytagu csoportot alkotnak a
35. és 36., amely valtozasok mértéke 33% volt.

Huszonharom N-SL kléon a kontrollal egyez6
genotipust mutatott, amely igazolta a feketenyar
nagyfoku genetikai stabilitasat, melyet a létrehozott
SSR-klontipusok eldallitasaval sikeriilt feltdrni €s 1j
nemesitési alapanyagot szolgaltatni a
nyarfanemesités szamara.

A szekvencia analizisben a WPMS-20 lokuszon
azonositott 253 bp (244 bp) hosszisagu allél
szekvencia illesztése soran hat nukelotid lokuszon
azonositottunk szubsztituciot a génbanki AJ297293
szaml szekvencia Osszehasonlitasaban (3. dbra).
Négy esetben tranzicioval tortént baziscsere (T<>C
vagy G>A), és két esetben transzverzidval, amely
soran a purinbazis és pirimidinbazis cserélddott fel.
A vizsgalt klon (30.) ismétlddo szekvenciamotivuma
(TTCTGG), 3-szoros, mig a génbanki adatban
8-szoros volt (3. dabra). Az 5-szorés delécid
feltételezhetOen az in vitro haploid kultira indukcios
hatasara, illetve a gametoklonalis variabilitas
eredményeként végbemend genetikai polimorfizmus
indukcidjanak (Gyulai et al., 2000) a szignifikans
eredménye (4. dbra).
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2. tablazat

A feketenyar (Populus nigra) gametoklonok mikroszatellita allél diverzitasa 6t SSR lokusz, hisz allél, 280 szekvenciaja alapjan

SSR:
Ismétlodés(2):

allélek (bp)(3):

tartomany (bp)(4):

PIC érték(5):

A S A T o e

—_ =
—_ o

12.

37.

k16nok(6)
2N-SL
4N-SL
SN-SL
6N-SL
7N-SL
10N-SL
14N-SL
15N-SL
16N-SL
17N-SL
18N-SL
19N-SL
20N-SL
20N-SL
23N-SL
28N-SL
4IN-SL
42N-SL
43N-SL
44N-SL
45N-SL
46N-SL
47N-SL
49N-SL
SIN-SL
54N-SL
S5N-SL
SON-SL
60N-SL
C-N-SL
97N-309
98N-309
99N-309
101N-309
102N-309
104N-309
C-N-309

Osszes(7): 280

Mikroszatellita lokuszok(1)

WPMS2

(GA)s
200 214 228 240

200-244

0,600

200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - - 240
200 - 228 240
200 - 228 240
200 - 228 240
200 - 228 240
200 - 228 240
200 214 228 -
200 214 228 240
37 2 7 36

244 242 248 256 260 262

242-268
0,567

242
242
242
242
242
242
242

WPMS4
(GT)ss

256

256

260

262

262
262
262
262
262
262
262
262
262
262
262

262

262
262
262
262
262
262

262
262
262
262
262
262
262
262
262
262
262
262
262
32

286

224-257

286
286

WPMS6

(GT)24

168

174

| 168-174
0,500

168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
37

174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
174
37

225

225

225

225

231

231

231

WPMS20

(TTCTGG)s
238 244 251

0,680

238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238

238

238
238
238
238
238
238

238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
31

244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244

244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244
244

26

PTR4
(TC)y

257 194

257
257
257
257
257
257
257

‘ 194 ‘
0,00

194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
194
37

Table 2: Gametoclonal allele diversity in black poplar (Populus nigra) at five microsatellite loci
Microsatellite loci(1), SSR repeats(2), Allele length (bp)(3), SSR length range(4), PIC value(5), Clones(6), Total(7)
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~

kiils6 (275 bp, 300 bp) és bels6 (275 bp) molekulatomeg markerek jelolésével

. abra: Példa a feketenyar (P. nigra) gametoklonok (1-37) ALF-SSR alléldiverzitasara (225 bp — 257 bp) a WPMS-20 l6kuszon. A

75 00 1
Y A N 5 23NSL 1
229 AT 49 N-SL 2

2 31 / 75 41 N-SL ﬁ

31 R 251 NS 17NSL 1|
M;___/\?if’_ 2NSL 2

o 5NSL 4]

38 44 Y. \%35_ 6 N-SL ﬂ

38 A244 /QE 7 N-SL ﬂ

) /] 1oNsL 7|

Vata N5 14NSL 8|

37 /244 y 275 15 N-SL ﬂ

3§ 244 al 16 N-SL 10|
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38 /a4 TS 19N-SL 13

38 /7¢44 j3_75_ 20 NSL 14

3844 /315 28 N-SL 1_7|

38/7vad Fa 42N-SL 19

384244 275 43NSL 21|

38/744 275 . o 4ansL g

38,/7244 y 315 45 N-SL E'I

3 44 ,315 46 N-SL gq

38,344 {35_ 47 NSL 2_5{

38,3244 275 51 N-SL 2_7|

38,44 215 54 N-SL 2g

38,44 y 3;73 55 N-SL g

38 ot SR 50 NS 30

38 A244 215 60 N-SL 31|

L 38 A 244 275 K N-SL 3§
44 /7R51 J,@_5 22 NSL 15

I & - 218 4NSL 3]
SR RS LI 97309 33

N, AL AT 98 309 34

38 297 %75 99 N-309 3_5|
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/238 R25T SR 102 N-309 37|

RE RSN 104 4309 34

s a257 fR5 105 N-309 39|

S R _ T

] 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 Bases

Figure 1: Samples of ALF-SSR fragment diversity (225 bp — 257 bp) at the WPMS20 locus of black polar (P. nigra) gametoclones

(1-37). The external (275 bp and 300 bp) and internal (275 bp) MW markers are indicated
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2. abra: A feketenyar (Populus nigra) gametoklénok (1-37) molekularis dendrogramja (Rel. G.T. — relativ genetikai tavolsag)

Rel. G. T. 0 5 10 15 20 25
fom o o o o +
Klénok N°
N-309 34
N-309 37
N-309 31
N-309 32
N-309 33
N-309 35 e
N-309 36
N-SL 17
N-SL 24 J
N-SL 2
N-SL 14 J
N-SL 29 —
N-SL 30 —
N-SL 1 —
N-SL 27 —]
N-SL 28 —
N-SL 25 —
N-SL 26 —
N-SL 22 —]
N-SL 23 —
N-SL 20 —
N-SL 21 —]
N-SL 16 —]
N-SL 19 —
N-SL 12 —
N-SL 13 —
N-SL 9 —
N-SL 11 —]
N-SL 7 —
N-SL 8 —
N-SL 5 —
N-SL 6 —
N-SL 3
N-SL 4 —
N-SL 18 —
N-SL 10
N-SL 15

Figure 2: Molecular dendrogram of black poplar (Populus nigra) gametoclones (1-37)
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3. dbra: Szekvencia elemzés a feketenyar (Populus nigra; NS-L-30 klon) a WPMS-20 mikroszatellita lokuszon (TTCTGG), a
génbanki adat (AJ297293) ésszehasonlitasaval

AJ297293 1  GTGCGCACATCTATGACTATCGAAGCCAGTGACCCAGTATGTCGTGCTTC 50
WPMS-20 L e T et 50
AJ297293 51 AATGTGATATGTTTCACAACCAACATCGTCTTGCTCTGCGAAGAATGGTA 100
WPMS-20 Bl et eeiaeaaans T Aceeannnn 100
AJ297293 101 ACCCTAGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGGTTCTGG 156
WPMS-20 101 ..... e 156
AJ297293 157 TTTGTACTAGCCATATTTCTTTTTCCATGCGCCAACAAATTTTGG 200

WPMS-20 157 i [ 200

AJ297293 201 TAAATTAATTGATAACTTGAAAGAAGAGAGATGCCCGGAGAATTACAAGAT 253
WPMS-20 201 it [ AA 253

Figure 3: Sequence alignment of microsatellite alleles at WPMS-20 loci in black poplar (Populus nigra) clone (NS-L. 30) compared to

NCBI data (4J297293)

4. abra: Az andorgenetikus dihaploid feketenyar (P. nigra) gametoklonok 1 éves (a) és kétéves (b) allomanyképe (SzIE, Godollé)

Figure 4: Field performaces of poplar (P. nigra) gametoclones at the I* (a) and 2" year (b)
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