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1 BEVEZETES

Magyarorszag az eurdpai kajszibarack-termesztés dshazdjanak tekintd. Innen szdrmaz-
tatjak Europa legértékesebb fajtakorei koziil a Magyar kajszit €s a Rozsa barackot. Feltételez-
hetden a Karpat-medence az egyik kozbiilsé allomasa volt a kajszi Kozép-Azsiatél Nyugat-
Europa felé vezetd terjeszkedési utvonalanak. Magyarorszag egyes teriiletein évtizedeken
keresztiil ez a gylimélcs biztositotta sok falun €s tanydn €16 csalad megélhetését. A magyar
kajszi gytimdlcsmindségének, valtozatos felhasznalhatosaganak koszonhetden jellegzetes he-
lyet foglal nem csak a magyar agrarszféran beliil, hanem kihagyhatatlan része a magyar kuli-

naris hagyomanyoknak is.

A termelés volumenét tekintve az utobbi harom évtizedben jelentds fluktuaciok mellett
Magyarorszag a vildg els6 15 legnagyobb termeld orszaga kozott foglalt helyet. A magyar
termesztok rendelkezésére allo fajtak valasztéka viszont csak lassan boviil. Az utdbbi években
a hazai fajtabejelentések szdma drasztikusan csokkent, mikézben az 0j sarkavirus rezisztens
¢és a kereskedelmi céloknak megfeleld fajtak megjelenésével egy idében a vildgon jelenleg
jelentds mértékili fajtavaltas zajlik. Harom éallamilag elismert fajtaval és harom 10 bejelentett
fajtajeldlttel a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszék hosszi évek ota az egyik legfonto-

sabb hazai kajszifajta-el6allité nemesitési mithelynek tekinthetd.

A gylimdlcsnemesités intenzitasanak és hatékonysaganak novelése ma mar nem nélkii-
16zheti az adott faj genetikdjara vonatkozd kutatdsokat. A ndvénynemesitésben a markerek
kutatdsa mindig szervesen kapcsolodott magdhoz a nemesitési tevékenységhez. Kezdetben
morfologiai megfigyelések, késébb pedig szamos molekularis szintii technikaval kimutatott
fehérje- ¢s DNS-marker segitette a genotipusok elemzését. A viszonylag egyszeriien ¢s egyér-
telmlien azonosithatd, valtozatos alléloszetételli, ismert szabalyok szerint 6roklodo
markerlokuszok segitségével megvalosithatd a fajtakban rejlé genetikai polimorfizmus kuta-
tasa, a fajtak eredetének €s rokonsagi kapcsolatainak vizsgalata, fajtak azonositasa. A marke-
rezési technikakban rejlé lehetéségek célszerli kiaknazasaval ezek az eljarasok minden bi-
zonnyal fontos kisegitd eszkdzz¢é valnak a gylimolcsfajok nemesitésében a keresztezések ter-

vezésénél és a hibridek szelekcidjanal.
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2 TRODALMI ATTEKINTES

2.1 Kajszifajtak csoportositasa

A kajszi a Rosaceae csalad, Prunoideae alcsalad Prunus L. nemzetségébe tartozik. A
legtobb termesztett kajszifajtat a Prunus armeniaca L. faj adja. Vavilov (1926; 1951) a kajszi
szarmazasi kozpontjaként Kina északi, észak-keleti hegységeit jelolte meg. A vad kajszifor-
makban gazdag Tien-san, valamint Dzsungaria hegységei masodlagos géncentrumnak tekint-

heték (Mehlenbacher és mts., 1991).

win P armeniaca L.

A Dibirica L.

_8_ P madshurica Maxim.) Koehne

_0__ P mume (Sieb.) Sieb. et Zucc. '

@® P armeniaca var

= holoserica Batal.
™
1{ ° 200 4p0 74

1. abra. A termesztett kajszibarack és rokonfajok elsddleges géncentruma
(Vavilov, 1926;1951).
A kajszifajtak négy kiilonboz6 foldrajzi csoportba sorolhatok: 4zsiai, kaukazusi, euro-
pai és a dzsungar-altdji (Kosztina, 1970), melyeket késébb a kinai (ide tartoznak a P.
mandshurica és P. sibirica fajtai) és a kelet-kinai (pl. a P. ansu fajtak) csoportokkal egészitet-

tek ki (Bailey és Hough, 1975). A Xinjiang, Afganisztan, Beludzsisztan, Pakisztan és Eszak-
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India teriileteiré] szarmazé kozép-azsiai csoport a legdregebb és leginkdbb formagazdag. Or-
ményorszag, Gruzia, Azerbajdzsan, Dagesztan, Iran, Irak, Sziria, Torokorszag és Eszak-
Afrika fajtai a kaukédzusi csoport nagyobb gylimdlesii, kisebb hidegigényti fajtakorébe tartoz-
nak. A dzsungériai-altaji csoportba a dzsarszkenti, a taldikurgani, a kazahsztani és xinjiangi
kis gyiimolcsii helyi fajtak tartoznak (Mehlenbacher és mts., 1991). Az Eurépaban, Eszak-
Amerikdban, Dél-Afrikdban és Ausztralidban termesztett fajtak tilnyomo része egyarant az
eurdpai csoportba sorolhatd. Ez a csoport szamit a termesztési szempontbdl jelentds négy

csoport koziil a legfiatalabbnak és a legkevésbé valtozékonynak.

1. tablazat. A kajszibarack okofoldrajzi csoportjai (Mehlenbacher és mts., 1991).

Csoport Alcsoport Fajtak
1. Dzsungar - Zaili Dzsungari helyi fajtak
Zailij helyi fajtak
2. Kozép - dzsiai Fergani Boban, Kecs-psar, Khurmai, Kandak, Suphani,

Isfarak, Mirsandshali
Badami, Ahrori, Arzami, Sadifak, Iska- dari,

Zerevsani Tuliaki, Khosravshai

Szamarkandi, Kok - psar, Szamarkandszkij szamji rannij
Sahrisyabzi,

Horezmi, Kizil-nukul, Ak-nukul, Kizil-Palvan;
Kopet - dagi Ashkhabad

3. Irano - kaukazusi  |Irani - kaukazusi, Salah, Spitak, Malayer, Damavand,

Hacihalioglu
Dagesztani Hekobrash, Honobah
Eszak - afrikai Hamidi, Bedri, Baour, Amor Leuch, Laribi

Canino, Rouge du Rousillon, Montedoro,

4. Europai Nyugat - eurdpai Veecot, Royal, Moniqui
Kelet - eurdpai Magyar kajszi
Eszak - europai Zserdeli magoncok
5. Eszak - kinai P. armeniaca
6. Tibeti P. armeniaca var. holosericea
7. Eszak - kelet kinai P. armeniaca , P. sibirica, P. mandshurica
8. Kelet kinai P. armeniaca var.ansu
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A diploid Prunus fajok (2n=16) genetikai térképezése soran eddig 28, a termesztési ér-
persica (L.) Batsch], kajszi (P. armeniaca L.), mandula [P. dulcis (Mill.) D.A. Webb.] és cse-
resznyeszilva (P. cerasifera Ehrh.) utdédpopulaciok vizsgalataval (Dirlewanger és mts., 2004).
Az S-16kuszt a mandula és a kajszi esetében is a 6. kapcsoltsagi csoportba térképezték (2. ab-

ra).

E

4231 Gz @ ?3 G4 GQ%E' G ?8
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&)

o
TL'

wn
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NN
o[
(o | o
i

m

crer

koztuk a 6. csoportban talalhato S-16kusszal (S). Az egyes szinek a kiilonb6z0 vizs-
galt novényfajokat jelzik (narancssarga: ¢szibarack, sdrga: mandula és mandula x
Oszibarack hibrid, kék: kajszi, zold: cseresznyeszilva). Az egyéb vizsgalt tulajdonsa-
gokat kodold gének jeldlése: Ag porzok szine; B sziromlevél szine; Br bokros nove-
kedési tipus; Cs a mag koriili hiisszin; D dszibarack savtartalom és mandula héjke-
ménység; DI teltviragiisag; Dw torpendvés; E levélmirigy alakja; Evg
folytonndvekvd habitus; F maghozkotottség; Fc virdgszin; G a gylimolcshéj szoro-
zottsége; Gr levélszin; Lb viragzasi id6; Mi és Ma nematddarezisztencia; NI levél-
alak; Pcp tobb termdéleveliiség; Ps himsterilitas; S* gylimolcsalak; Sc gyiimdlcshéj
szine; Sf lisztharmat-rezisztencia; sharka plum pox virusrezisztencia; Sk keserii mag;
Y gylimélcshus szine, (Dirlewanger és mts., 2004)
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2.2 A Kkajszi termékenyiilése

Magyarorszagon a kajszit hagyomanyosan oOntermékenyiilének ismerik. Mahacs
(Mohacsy) Matyas 1922-ben megjelent konyvében még nemhogy a kajszi, de mas gytiimolcs-
fajok (pl. cseresznye, mandula) kapcsan sem esik sz6 dnmedddségrél. Minddssze annyi meg-
jegyzést tesz a szerzd, hogy a terméketlenségnek oka lehet a viragporszemcsék ,,toké letlensé-
ge”, amit az amerikai gyiimolcstermeszték nem hagynak figyelmen kiviil, és tobb fajtat ke-
verve iiltetnek, mert igy megbizhatobb a kotdédés. Az elsé magyar kdzlemény a magyar kajszi-
fajtak ontermékenyiilését allapitja meg (Horn, 1939). Sz6ts Sandor (1941) Kajszibarack ter-
mesztés cimll szakmunkdjaban a fajtaleiraskor mindossze egy rovid bekezdést szentel a fajtak
termékenyiilésének, melyben megallapitja, hogy a Magyarorszagon ,,termesztett fajtak kivétel
nélkiil ontermékenyek €s igy nem szorulnak idegen fajtak altal torténd megtermékenyitésre a
jo terméskotés végett”. Megjegyzi azonban, hogy egyes vizsgalatok szerint a ‘Holub cukor’ és
az ‘Ananasz kajszi’ idegen beporzasra szorul. Ez utdbbi fajtat Maliga (1966) is 6nmedddként
hatarozta meg. Késobb az 1971 o6ta eldzetes fajta-elismerésben részesitett ‘Szegedi mammut’-
rol is kideriilt, hogy 6nmeddé (Brozik és Nyéki, 1975), amit néhany év elteltével az Orias

fajtacsoport tobbi tagjarol is igazoltak (Nyujto és mts., 1985; Szabd és Nyéki, 1991).

A magyar fajtdkhoz hasonloan az eurdpai foldrajzi csoportba tartozo tobbi fajta, igy
példaul a spanyol, francia, olasz fajtdk tulnyomé tobbsége is Ontermékenyiild. Lomakin
(1975) szerint a ,,nd1 sterilitds” az eurdpai fajtak 24 %-at, az irani-kaukazusi fajtdk 29 %-at, a
kozép-azsiai fajtak 31%-at és a kinai fajtak 39 %-at jellemzi. Mas vizsgalatok (Kosztina,
1970) alapjan az eurdpai csoport fajtainak 88 %-a, a k6zép-azsiai fajtaknak viszont csak 18

00-a, mig az irani-kaukazusi csoportnak minddssze 6 %-a volt ontermékenyilo.
9

A piac igényeinek megfeleld fajtak elballitasa feltétleniil megkoveteli a keresztezések-
be vont nemesitési alapanyagok korének szélesitését. Az Egyesiilt Allamokban illetve Kana-
daban létrehozott fajtakat gyiimdlestomegiik, sziniikk miatt nem lehet kihagyni a nemesitési
programokbol. A kozép-azsiai fajtdk esetében a magas cukortartalom, aszalvanykészitésre
valo alkalmassag, hosszi mélynyugalmi allapot azok a tényezok, amelyek miatt a nemesitési
miuhelyekben ezek a fajtak is potencidlis sziilopartnernek szamitanak. A New Jersey nemesi-
tési programbol szarmazd ‘Jerseycot’ fajta egy francia és a kozép-azsiai ‘Zard’ fajta késon
viragz6 hibridje (Mehlenbacher és mts., 1987), de szdmos 0j szlovdk fajta pedigréjében is
helyet kapott (Benedikova és mts., 2004). Az 6ntermékenyiil6 magyar kajszik és a ‘Zard’ hib-

ridjeil kozott tobb 6nmeddd genotipus azonositottak. Ezen nemesitési programok hatasara Eu-
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répaban is egyre tobb, széles korben elterjedt, onmeddd fajtat hoztak forgalomba az utdbbi 15
¢v soran (Burgos és mts., 1993; Pedryc, 2003).

Mar a mult szazad kozepén bebizonyosodott két észak-amerikai fajtarol (‘Riland’ és
‘Perfection’) 6nmeddd jellegiik (Schultz, 1948). Egea ¢és mts. (1991) szintén leirtak két
onmeddo fajtat, mikdzben egy masik vizsgalat soran 123 eurdpai és amerikai fajta, illetve
hibrid koziil 42 bizonyult 6nmedddnek (Burgos és mts., 1997a). Ha két kiilonb6zé dnmeddd
fajta egymast kolcsondsen nem képes termékenyiteni, kdlcsonds inkompatibilitasrol beszé-
link, és ezeket a fajtdkat azonos, Un. inkompatibilitasi csoportokba soroljuk. Ez a jelenség az
olyan tipikus 6nmeddé gyiimdlcsfajok esetében, mint a cseresznye (Crane és Lawrence, 1929;
Crane ¢s Brown, 1937; Matthews és Dow, 1969) és mandula (Tufts és Philp, 1922; Pimienta
¢és mts., 1983; Ben-Njima és Socias i Company, 1995; Kester és mts., 1994) igen régota jol

ismert, ugyanakkor kajszinal kordbban teljesen ismeretlen volt.

Szabd és Ny¢ki (1991) szabadfoldi tesztkeresztezések alapjan megallapitottak, hogy az
Orias fajtakor tagjai (‘Ceglédi orias’, ‘Szegedi mammut’, ‘Nagykorosi orias’ és ‘Ligeti 6rids’)
egymast kolcsonosen nem termékenyitik. Igy e fajtak alkotjak a kajszi elséként leirt inter-
inkompatibilitasi csoportjat. Egy masik inter-inkompatibilitdsi csoportot is azonositottak,
amely a ‘Moniqui Fino’ és a ‘Moniqui Borde’ spanyol fajtakbol all (Egea és mts., 1991). E
két fajta morfoldgiailag nagyon hasonlo, feltételezések szerint egyazon fajta két klonjarol van
sz6, ezért genetikai azonossaguk természetes, és igy nem tekinthet6k ©6nallé csoportnak.
Burgos és mts. (1993) nyolc spanyol fajta tesztkeresztezése alapjan nem talaltak kélcsondsen
inkompatibilis fajtakat. A spanyol fajtak tobbsége ¢szak-amerikai (6nmeddd) és eurdpai (6n-
termékenyiild) fajtak keresztez€sébdl szarmazik (Egea és mts., 1988), ezért nagymértékii hete-
rozigbtasag jellemzi Oket. Egea és Burgos (1996) pollentdmlé-analizissel és szabadfoldi ke-
resztezésekkel észak-amerikai fajtak kompatibilitasi viszOnyait vizsgalva megallapitottak,
hogy a ‘Lambertin-1’, ‘Goldrich’, ‘Hargrand’ és ‘Harcot’ fajtak dnmedddek, raadasul az elsd
harom fajta kdzott semmilyen kombinacidban nem tapasztaltak termékenytilést. Mindharom
fajta pedigréjében szerepel az onmeddd ‘Perfection’ fajta (Schultz, 1948), tehat rokonsagban
allnak egymassal. Ezek alapjan e harom fajta k6zos S-genotipussal rendelkezik, melyet S;S,-
ként jeloltek meg. A spanyol szerzok e fajtacsoportot helytelentil a kajszi els6é inkompatibili-
tasi csoportjaként irtak le, figyelmen kiviil hagyva az 6t évvel korabban ismertetett, Orias faj-
takorbe tartozo fajtak kolesonds inkompatibilitasat (Szabo és Nyéki, 1991). A ‘Harcot’ (S1S4)

fajta e csoport tagjaival kompatibilisnek bizonyult.
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2.2.1 APrunus fajok 6nmedddségét meghatirozé molekularis rendszer

A hermafrodita virdgokban a reproduktiv szervek egymas kozelében helyezkednek el,
az ontermékenyiilés mégsem lehetséges, mert azt genetikailag meghatarozott mechanizmusok
akadalyozzak. A tulajdonsagot egy multiallélikus 16kusz kodolja, amit a sterilitds szorol S-
lokusznak neveztek el (de Nettancourt, 2001). Ez a genetikai inkompatibilitas tovabbi két
nagy csoportot foglal magaba: a sporofitikus és a gametofitikus onmedddséget (Clarke és
Newbigin, 1993).

A gametofitikus inkompatibilitast (GSI) szabalyoz6 mechanizmus tobbféle is lehet,
melyek koziil a leginkabb tanulmanyozott és legrégebb Ota ismert GSI rendszer az S-
ribonukledz enzimek (S-RN-azok) részvételén alapul, és 1étezését mindezidaig négy névény-
csaladban igazoltak: a Solanaceae, Scrophulariaceae, Campanulaceae és a Prunus fajokat is
magaba foglalo Rosaceae csaladokban (de Nettancourt, 2001; Franklin-Tong és Franklin,
2003).

A GSI soran a pollen fenotipusat sajat haploid genotipusa hatarozza meg (3. abra). In-
kompatibilis kapcsolat akkor alakul ki, ha a haploid pollenszem S-allélja megegyezik a bibe
két S-alléljanak barmelyikével. Az ugyanarr6l vagy azonos S-genotipusu ndvényrdl szairmazo
pollenszemek a bibe feliiletén kicsirdznak, de pollentomlé-novekedésiik a bibeszal felsd har-
madaban megtorpan, igy az embridzsakot nem érik el, nem okoznak termékenyiilést. Az S-
l6kusz a bibében kifejez6dd ribonukledz enzimet kodolja (S-RN-4z) (McClure és mts., 1989),
illetve a pollentomldben expresszalodo, a kozelmultban azonositott S-haplotipus-specifikus F-
box (SFB) fehérjét (Lai és mts., 2002; Entani €s mts., 2003; Ushijima és mts., 2003). A sajat—
idegen felismerési reakcio tehat e két molekula részvételével, az S-RN-4z és az F-box fehérjék

kozott zajlik le (McCubbin és Kao, 2000).
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3. abra. A magasabbrendii novények gametofita tipusu 6nmedddségének genetikai szabalyo-
zasa. A pollenszem fenotipusat sajat haploid genomja hatarozza meg. Amennyiben a
pollenben kifejez6dd S-allél azonos a diploid bibében kifejez6dd barmely S-alléllal, a
pollentomlé novekedése a bibeszal fels6 harmadaban leall (Halasz, 2007a)

A termékenyiilési folyamatok hatterében 4ll6 molekularis mechanizmusok tisztdzasa
terén a Melbourne-i Egyetem Adrienne E. Clark altal vezetett kutatécsoportja igen jelentds
aktivitast fejtett ki az 1980-as évek kezdetétdl. A csoport kezdetben cseresznyén, késébb do-
hanyon végezte kisérleteit. Jelentds attorést akkor értek el, amikor felfedezték, hogy a
Nicotiana alata bibéjében termel6dd, az onmedddség kialakitasaban résztvevd fehérjék
ribonukledz enzimaktivitassal rendelkeznek (McClure és mts., 1989). Egy évvel kés6bb kimu-
tattak, hogy e ribonukledz (S-RN-4z) enzimek bejuthatnak a fejlédé pollentomldbe, ahol a
fehérjeszintézis folyamatdban alapvetd fontossagi riboszomalis RNS (rRNS) molekuldkat
hasitjak (McClure és mts., 1990). Ez esetben tehat a pollentdmld nem képes sajat fehérjéinek

eldallitasara, vagyis fejlddése, novekedése leall.
A Solanaceae csaladbol szarmazo, 12 kiilonb6z6 DNS-szekvencia 6sszehasonlitasaval
kidertilt, hogy az S-RN-az gén 6t konzervativ (C1-C5) ¢és két hipervariabilis (HVa, HVD) ré-

giot tartalmaz (loerger és mts., 1991; Tsai és mts., 1992). Transzgénikus Solanum chacoense
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ndvényen bizonyitottdk, hogy a HV régio felelds az allélspecifikus felismerésért (Matton ¢és

mts., 1997).

A Rosaceae csaladba tartozo fajok koziil elséként az alma esetében kozoltek S-RN-az
cDNS szekvencidkat (Broothaerts és mts., 1995). Kideriilt, hogy a gén 6t konzervativ (C1-
C5) és egy hipervariabilis (RHV) régiot tartalmaz. Ushijima és mts. (1998) megallapitottak,
hogy a C1, C2, C3 és a C5 régiok homologok a Solanaceae csaladban leirt, azonos jel6lési
régiokkal, de a Solanaceae fajok S-RN-dzainak C4 régidja kiilonbozik a Rosaceae csalad S-
RN-dzainak megfeleld régiojatol, melyet ezért RC4-ként neveztek el. A C2 és a C3 régiok a
gomba T,-RN-azokban is megtalalhatd, igen konzervativ szekvenciamotivumok, melyek az
RN-4z fehérje aktiv centrumait alkotva részt vesznek az RNS-lanc hidrolizisében (Kawata és
mts., 1988; Broothaerts és mts., 1995). A hipervariabilis régié tobbségben hidrofil aminosa-
vakbol all, ez a szakasz a globularis fehérje felszinén helyezkedik el, ami el6feltétele annak,
hogy szerepe legyen a bibe—pollen kozotti allélspecifikus felismerési reakcioban. Az RHV
région kivill az RN-d4z fehérje mas szakaszairdl is igazoltdk, hogy részt vehetnek az

allélspecifikus felismerési reakciokban (Zisovich €s mts., 2004; Ortega és mts., 2006).

Az S-RN-4az gén két intront tartalmaz, melyek hossza allélspecifikusan valtozik. Az 1.
intron a szignalpeptid és a C1 régio kozott helyezkedik el, a 2. intron a hipervariabilis régioba
¢kelddik (4A. abra). A Prunoideae alcsalad S-RN-az génszerkezetére altalanosan jellemzd,
hogy a 2. intron mérete majdnem minden esetben (olykor jelentds mértékben) meghaladja az

1. intron méretét.
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4. abra. A: A Rosaceae S-RN-4az gén 6t konzervativ (C1-3, RC4, C5) és egy hipervaridbilis
(RHV) régiot, illetve két intront tartalmaz, melyek hossza allélspecifikusan valtozik
Sonneveld és mts. (2003) adatai alapjan. B: Az F-box gén egy intront, egy F-box mo-
tivumot, harom variabilis régiot (V1, V2 és Vn) és két hipervariabilis régiot (HVa és
HVDb) tartalmaz. Ikeda és mts. (2004) és Nunes ¢és mts. (2006) adatai alapjan.

Régota ismert volt, hogy a termékenylilést szabalyozo 16kusznak a bibeszalakban kife-
jez6do termékén tilmenden kell legyen egy, a pollentomldben kifejez6dd fehérjeterméke is,
hiszen a felismerési reakcid e szervek kozott jatszodik le. Ahhoz, hogy a kétkomponensii
rendszer mitkddhessen, a pollenkomponenst kodold gén az RN-4z génhez kdzel, szorosan
kapcsolt modon kell elhelyezkedjen a 16kuszban, mivel a rekombinécié lehetetlenné tenné az
allélspecifikus felismerést (Kao €s Tsukamoto, 2004). Ilyen rekombinans genotipusokat soha
nem is irtak le (de Nettancourt, 1997). Tovabba a szekvencidnak ugyanolyan valtozékonynak
kell lennie, mint az RN-az esetében, hiszen minden S-RN-az allélnak kell legyen egy vele

azonos genotipusu pollenkomponens allélparja.

Petunia és Antirrhinum névényekben azonositottak egy SLF nevii gént (S-16kusz F-
box), melynek F-box fehérjeterméke a pollenben fejezédik ki (Lai és mts., 2002). Az F-box
fehérjék az ubikvitin-ligaz enzimkomplex részét képezik, melyek a 26S proteaszoma rendszer
részvételével milkodd fehérjelebontd mechanizmusban jatszanak szerepet (Hershko és

Ciechanover, 1998; Vierstra, 2003). Az izolalt F-box gén tulajdonsagai alapjan mindenben
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megfelelt a pollenkomponenssel szemben tdmasztott kovetelményeknek. Az S-lokusz tehat
egy multigén komplex, ez alapjan a ,,haplotipus” kifejezés a l16kusz valamennyi génvaltozata-
ra egyiittesen értendd, mig az ,,allél” csak az egyik gén valtozataira hasznaland6 (McCubbin

¢s Kao, 2000).

Entani és mts. (2003) irtak le a japankajszi (Prunus mume Sieb. et Zucc.) F-box génjét,
mig Ushijima és mts. (2003) mandula F-box géneket azonositottak, melyeket SFB-nek (S-
haplotipus-specifikus F-box fehérje) neveztek el. A gén egy intront tartalmaz. Cseresznye
(Prunus avium L.) F-box motivumokat vizsgalva Ikeda és mts. (2004) két variabilis (V1, V2)
¢s két hipervaridbilis (HVa, HVD) régiot talaltak. Ezek a régiok tobbségben hidrofil aminosa-
vakbol allnak, igy a fehérje felilletén helyezkednek el, és valosziniileg az allélspecifikus fel-
ismerésért felelosek (4B. abra). Nunes és mts. (2006) 21 kokény SFB szekvenaldsaval és az
adatbazisban elérhetd 0sszes Prunus SFB szekvencia Gsszevetésével azonositottak egy ujabb
variabilis régiot (Vn). A kozelmultban a kkényen kiviil japanszilvabol (Zhang és mts., 2007)
¢s almabol (Cheng €s mts., 2006) is izolaltak SFB allélokat.

Kajsziban el6szor 2004-ben irtak le S-haplotipus-specifikus F-box fehérjét (Romero és
mts., 2004).

2.2.2 Az S-RN-az alapi inkompatibilitasi rendszer miikodésének molekularis modellje
Az inkompatibilitasi kapcsolat jelenleg elfogadott molekularis modellje szerint az SFB
chanizmus, ami a pollentomlébe belépd valamennyi S-RN-azt lebontja (Sonneveld és mts.,
2005). Ezen altalanos degradacids folyamat az ubikvitin / 26S proteaszéma rendszer részvéte-
1ével megy végbe. A pollen F-box fehérjéi azonban az azonos allél altal kodolt S-RN-az mo-
lekulak stabilitasat képesek megorizni egy allélspecifikus, molekularis szintli kapcsolatnak
koszonhetéen. Vagyis mind a kompatibilis (idegentermékenyiilés), mind az inkompatibilis
(6nmedddség) kapcsolatnal a bibében termel6dd S-ribonukledzok bejutnak a pollentomldbe.
Az elébbi esetben az RN-4z enzimek lebomlanak a pollentdmlében, igy a pollentdémlé rRNS-e
nem sériil, fejlédése nem gatloédik, a megtermékenyités sikeres. Inkompatibilis kapcsolatnal
azonban az S-RN-azok és a pollentémldben 1év6, azonos allél altal kodolt F-box fehérjék szo-
ros kapcsolddasa nem teszi lehetové az enzimek lebontédsat, melyek igy képesek a pollentdmld

rRNS-ét degradalni, annak fejlodését és magat a termékenyiilést is megakadalyozni (5. dbra).
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5. abra. Az 6nmedd6 Prunus fajok termékenyiilését iranyitd S-l1okusz altal kodolt, bibeszalban
expresszalodo ribonukleaz enzim (S-RN-4z) és a pollentomlében kifejezodé F-box
fehérje kozotti molekularis felismerési reakcié kompatibilis kapcsolat (a) és inkom-
patibilis (b) kapcsolat esetében.

2.2.3 A gyiimélesfak ontermékenyiilési képességének molekularis hattere

Az 6nmeddo jelleg evolucios Iéptékben elonyds az adott ndvényfaj szamara, hiszen az
ontermékenyiilés hosszu tdvon a genetikai variabilitds csokkenéséhez, a sériilt allélok popula-
cioszintli felhalmozodasdhoz, Un. beltenyésztéshez vezethet. A termesztett fajok esetében
azonban a tudatos emberi tevékenység nagymértékben befolydsolta a termékenyiilési viszo-

nyokat (Wiersma, 2003).

Jollehet a Rosaceae csaladba tartozo legtobb gylimolcsfaj onmeddd, néhany fajta ren-
delkezik a termesztok altal sokra becsiilt ontermékenyiilési képességgel. Ez a tulajdonsag le-
hetdvé teszi, hogy pollenadé fajtak nélkiil is megfeleld termésmennyiséget érjen el a termesz-
t6. A mult szazad utolso évtizedében jelentds eldrehaladast értek el a kutatok a gyiimolcsfak
onmedddségét iranyitd genetikai, molekularis biologiai folyamatok foltérképezése terén. Elso
izben a japankorte (Pyrus serotina Rehd., szin.: P. pyrifolia Nakai) ‘Osa-Nijisseiki’ nevi,
ontermékenyiild fajtajat vizsgaltak részletesen (Sassa €és mts., 1992). A vizsgalatok eredménye
szerint az ontermékenyiilés az S-ribonukledzok csokkent mértékii expressziojanak tudhato be.

A mandula (Prunus dulcis Mill.) esetében szintén igazoltak, hogy az ontermékenyiiléshez
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kapcsolhatod Sgribonukleaz aktivitasa nem mutathatd ki a bibeszalakban (Boskovi¢ és mts.,

1999).

Az Ontermékenyiilést azonban nem csak az S-RN-4z enzimek funkcidsériilése idézheti
eld, de a pollenkomponens génként ismert, F-box génszakaszon bekdvetkezett mutacio is.
Erre j6 példa az Egyesiilt Kiralysagbeli John Innes Intézetben eldallitott, J12420 és J12434 jeli
két cseresznyemagonc, melyeket rontgensugarzassal kezelt pollenanyasejtek hasznalatdval
allitottak el6 (Lewis, 1949). Tobb mint fél évszazad elteltével ma mar tudjuk, hogy mindkét
magonc esetében az SFB génszakaszon bekovetkezett delécid okozta az Ontermékenyiilést
(Sonneveld és mts., 2005). E két szelekcio felhasznalasaval allitottak eld a napjainkban vilag-
szerte sokfelé termesztett, ontermékenyiild cseresznyefajtak (‘Stella’, ‘Lapins’, ‘Alex’ stb.)

sorozatat.

A japéankajszi ontermékenyiild fajtaiban is a pollen SFB gén sériilését mutattak ki: egy
idegen DNS-szakasz beékel6dése akadalyozza a funkcioképes F-box fehérje kialakulasat
(Ushijima és mts., 2004). Ennek kialakulasa azonban nem az emberi beavatkozasnak, hanem

egy természetes mutacionak koszonheto.

Vilanova és mts. (2006a) az eurdpai kajszi ‘Currot’ (ScSc) fajtajabol izolaltak és klo-
noztdk az Sc-RN-azt és az SFBc-allélt. Egy 358 bp hosszisagl inszercidt azonositottak az
SFBc nyilt leolvasasi keretében, melynek hatarold szakaszai, a kb. 52 bp inverz ismétlddést
szekvenciak, hasonldak a transzpozonok ITR (forditott terminalis ismétlédés) szakaszaihoz.
Az inszercioban talalhat6 stop kodon miatt a transzlalodo fehérjébdl legalabb 75 aminosav
hianyzik, koztiik a két hipervariabilis régio is (HVa és HVb). Mivel az Sc-RN-az enzimaktivi-
tasa sértetlen, feltehetden ez a pollenkomponensben bekdvetkezett mutacid okozza az onter-

mékenyiilést.

2.2.4 DNS-alapu S-genotipus-vizsgalatok

A bibe komponens S-RN-azok azonositasa utat nyitott a termékenyiilési viszonyokat
meghatdroz6 genotipusok vizsgdlatira. Ehhez el6szor fehérjealapu (izoelektromos fokuszalas
¢és enzimspecifikus festés), késébb pedig DNS-alapti technikékat haszndlatak. A Rosaceae
csaladban az alma volt az els6 novény, melynek S-alléljait DNS-alapu markerezés ttjan sike-
rilt azonositani (Broothaerts és mts., 1995). A bibeszalakbdl izolalt mRNS-bdl cDNS-t készi-
tettek, és Osszevetették a genomikus és cDNS szekvencidkat, meghatdrozva az almafélékre

jellemzd egyetlen intron helyzetét.
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A Maloideae alcsalad fajaival szemben a Prunus nemzetségbe tartozé fajok S-RN-az
alléljai két intront tartalmaznak (4A. abra) (Ushijima és mts., 1998; Igic és Kohn, 2001). Az
S-RN-4z gén C2 és C3 konzervativ régidi kozott, a hipervariabilis régioba ékelddd intron (2.
intron) jelentds mértékben megkonnyiti a csonthéjas gyiimdlcsfajok S-genotipusanak DNS-
alapll azonositasat, miutan a 2. intron méretbeli polimorfizmusa messze meghaladja mind az
almatermésiiek hasonl6 intronjara, mind a csonthéjasok 1. intronjéra jellemzd polimorfizmus
mértékét. Az intronokat hatarold Kkonzervativ régidkra primereket tervezve PCR-
amplifikacidval agardz gélen jol értékelhetd, S-genotipusra specifikus mintazatot kapunk. Az
elsd konszenzus primerek készitéséhez felhasznaltdk a rendelkezésre allo alma (Sassa és mts.,
1996), eurdpai korte (Tomimoto és mts., 1996), japankdrte (Sassa és mts., 1993; 1996), kinai
korte (Tomimoto €s mts., 1996), mandula (Tao és mts., 1997) és cseresznye (Tao és mits.,
1999) aminosav-szekvenciakat. Cseresznye vizsgalatahoz Sonneveld és mts. (2001), mandula
vizsgalatdhoz Tamura ¢és mts. (2000) terveztek konszenzus primereket. Kajszi PCR-
vizsgalatahoz Vilanova és mts. (2005) illetve Sutherland és mts. (2004) végeztek degeneralt,

konszenzus primerekkel sikeres amplifikaciot.

A mikroszatellit markerek kiértékelése soran széles korben alkalmazott technikdhoz
hasonloan, fluoreszcens jeldlésii (FAM, 6-FAM, JOE, TET stb.) primerek segitségével az 500
bp alatti fragmentumok mérete pontosan meghatdrozhatd automata szekvenatorban. Ezt a
modszert mandula esetében Ortega és mts. (2005) alkalmaztak sikerrel. Cseresznyében 13
allél esetében ismertették a 234-460 bp kozotti 1. intronrégiok hosszat (Sonneveld €s mts.,
2006).

A DNS-alapt technikak a legkoltségesebbek mind a felszerelést, mind a felhasznalt
vegyszereket illeten, nagy elényiik azonban, hogy mar csirdzé magoncok esetében hasznal-
hatok, nem kell megvarni a fak termdreforduldsat (Ortega és Dicenta, 2004). Az S-allél-
szekvenciak nemzetko6zi, on-line adatbazisokban (EMBL/GenBank/DDBJ) szabadon hozza-

férhetdk, ami segiti a kiilonb6z6 laboratoriumokban elért eredmények Osszevetését.

2.2.5 A japankajszi S-allél-rendszere

A japéankajszival (Prunus mume Sieb. et Zucc.) kapcsolatos elsd molekularis vizsgala-
tokat Tao és mts. (2000) adtak kozre. Mind DNS-hibridizéciés technikaval, mind PCR-
analizissel azonositani tudtak egy, kizardlag az ontermékenyiild fajtdkban megjelend frag-
mentumot. Szintén e két mddszer segitségével izolaltak hét (S;—S7) japankajszi S-RN-4z allélt,

¢s meghataroztak hat fajta S-genotipusat, melyet keresztezéssel is megerdsitettek, tovabba egy
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inkompatibilitasi csoportot is leirtak (Yaegaki és mts., 2001). Az dntermékenytild fajtak altal
hordozott allélt Tao és mts. (2002) nevezték el S¢-allélnak, és feltételezték, hogy az ontermé-

kenyiilést a pollenkomponensgénben bekdvetkezett mutacid idézhette eld.

2.2.6 Az europai kajszi S-allél-rendszere

Az S-16kuszt a mandula és a kajszi esetében is a 6. kapcsoltsagi csoportba térképezték
(2. abra). Burgos és mts. (1997b) igazoltak, hogy az inkompatibilitds monofaktorialis tulaj-
donsag, mely a mendeli szabalyok szerint 6roklddik. Vizsgalatukban 19 kiilonb6zd kereszte-
z¢€sbol (mindkét sziilé onmeddo; mindkét sziild ontermékenyiild; egyik sziilé 6nmeddd, masik
ontermékenyiild) szarmazé utddok termékenyiilési fenotipusat vizsgaltdk. Burgos és mits.
(1998) nem egyensulyi izoelektromos fokuszalassal (NEpHGE) alapjan kilenc észak-amerikai
¢s spanyol fajtdban azonositottak 6 all¢lt, amelyek az 6nmedddség kialakitdsaban jatszanak
szerepet (S;-Sg), illetve az ontermékenyiilést biztositd Sc-allélt. Az dntermékenyiilésért felelds
S-allél dominans allélként miikodik, ezaltal a heterozigdta egyedek is dntermékenyiilok. Az
ontermékenyiilésért felelds (Sc) allél hatdsara a pollentdmld barmely termOben képes elérni az
embridzsakot, mig az dnmedddségért felelds allélok — amennyiben ugyanaz az allél mind a

pollenben, mind a bibében jelen van — megakadalyozzak a pollentdmlé novekedését.

Az S-allélok szamat késobb kibovitették, amikor a korabban nem ismert S;-allélt azo-
nositottak NEpHGE alapjan (Alburquerque és mts., 2002). Tobb olyan fajtat €s magoncot is
talaltak, amelyek ScSc homozigotak, igy kiilondsen értékes keresztezési partnerek lehetnek,
hiszen minden utdéduk 6rokli az Sc-allélt.

Sutherland és mts. (2004) harom konszenzus primert terveztek, melyek a Prunus fajok
gélelektroforézissel kimutathatok lettek. A kajszi 1. intronjat hatarold konzervativ szekvenci-
akra tervezett primerparral (SRc-F és SRc-R) (Romero és mts., 2004; Vilanova és mts., 2005)
16 fajtaban 7 allélt azonositottak, melyek hossza 250 és 400 bp kozott valtozott. Az 2. tablazat
Osszefoglalja a termékenyiilési, fehérje és DNS-alapu vizsgalatokkal eddig megismert kajszi

S-genotipusokat.
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2. tablazat. Kajszifajtak S-genotipusa (Vilanova és mts., 2005)

csoport fajta S-genotipus forras

. inter- Goldrich

inkompatibilitasi cso- | Hargrand S$1S; Egea és Burgos (1996)

port Lambertin-1
Mauricio ScSy Alburquerque és mts. (2002)
Canino ScSs Alburquerque és mts. (2002)
Pepito ScS, Burgos és mts. (1998)
Colorao* ScSs Burgos és mts.(1998)
Rial Fino ScSe Sutherland és mts. (2004)

0. csoport: univerzalis | Beliana ScSy Alburquerque és mts. (2002)

pollenadok Currot ScSc Alburquerque és mts. (2002)
Palau ScSc Vilanova és mts. (2005)
Ginesta ScSc Vilanova és mts. (2005)
Moniqui S2S6 Burgos és mts. (1998)
Priana S,57 Alburquerque és mts. (2002)
Sunglo S,S3 Burgos és mts. (1998)

*A ‘Colorao’ fajtat S-genotipusa alapjan Vilanova és mts. (2005) az univerzalis pollenadok-
hoz soroltak és figyelmen kiviil hagytak, hogy a fajta himsteril (Burgos és mts., 1998)

Egy kinai kutatocsoport hat kinai fajtabol 6sszesen 9 S-allélt azonositott korabban
publikalt primerekkel (Tao és mts., 1999), Southern-blot technikaval és tesztkeresztezésekkel
(Jie és mts., 2005). Két fajta, a ‘Hongfeng’ és ‘Xinshiji’ azonos S-genotipustunak bizonyult,
igy inter-inkompatibilis csoportot képeznek. Ezeket az eredményeket azonban nem vetették
Ossze a korabban leirt rendszerrel (Burgos és mts., 1998; Alburquerque és mts., 2002), igy az

itt jelolt allélok (S1-Sg) nem azonosak az elsdként leirt S-Sy és Sc allélokkal.

A Kkajszi S-RN-az gén két intronjanak hosszat az Si-, Sy- és Sz-allélok esetében ponto-
san meghataroztak, és az SFB1, SFB, és SFB, allélok szekvencia-polimorfizmusat jellemezték

(Romero és mts., 2004).
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2.3 A molekularis markerezés technikai

2.3.1 Bevezetés

A fehérje- illetve DNS-alapt genetikai markereken alapulé technikak — izoenzim min-
tazat, RFLP, RAPD, SSR, AFLP — hasznalata napjainkra rutiszer(ivé valt az 6kologiai, evolu-
cios, taxonomiai, filogenetikai és a ndvényi genomokat érinté gyakorlati felhasznalasu tanul-
manyokban. Ezeknek az eljarasoknak az alapprotokolljai mar precizen kidolgozottak az al-
kalmazasuk elényei és hatranyai, felhasznalasuk potencialis teriiletei jol ismertek. A folyama-
tosan megjelend j markerezési modszerek a fenti alaptechnologiak kombinalasan, illetve az
adott kutatasi célnak megfelelé finomitasokon alapulnak. Ennek kdszonhetéen jelentsen ja-
vulhat példaul a markerezés pontossaga, minimalisra csokkenthetd a célszekvencia és a mar-
ker kozotti rekombinacidé gyakorisaga. Az tijabban kifejlesztett markerek jellegzetesen Ki-
hasznaljak a genom specidlis régioit, mint példaul retrotranszpozonokat, mitokondriumokat,
kloroplasztiszokat. A kovetkezé években a teljes novényi genomokra kiterjedd ismeretek
gyors ltemil boviilésével, a markerezési technikak fejlodésében és a markerek alkalmazasa-

ban drasztikus valtozasok varhatok.

Mar Gregor Mendel (1822-1884) is a genetikai markerek egyik els6 felismeréjeként
tekinthetd, hiszen az 6roklddési szabalyszeriiségek tanulmanyozasanal, a borsondvényeket
nem egy egész, és emiatt atlathatatlanul bonyolult rendszerként kezelte, hanem csak néhany
jol definialhaté morfologiai marker megjelenésének torvényszeriiségeire koncentralt. Hunt
Morgan és munkatarsai altal az 1930-as években a Drosophila melanogaster vizsgalata soran
részletesen leirt genetikai rekombinaci6 jelensége, €s annak preciz statisztikai elemzése szin-
tén a fenotipusban azonosithatd gazdag morfologiai markerrendszernek volt kdszonhetd. Ha-
mar kidertilt azonban, hogy egy sor genetikai alapkérdés megvalaszolasahoz a morfologiai
markerekkel kimutathaté variabilitas nem ad elegend6 informaciot. Mar a hatvanas években a
morfologiai markerek viszonylagos hidnya, a fentipusbeli variabilitds korlatozottsaga éles
ellentétben allt az akkorra mar pontosan ismert, genomokat érinté potencialis mutacios gyako-
risag altal prognosztizalhato genetikai diverzitassal. Ezekben az években a molekularis biolo-
gia egyre boviilé eszkoztara alapot adott a fehérje- és DNS-szintli variabilitas detektalasara,
megoldva ezzel az evolucidkutatds egyik alapprobléméjat, és egyben utat nyitva az 1j kutatéasi
tertiletek fejlodésének. Ennek kdszonhetéen ma mar a genetikai kérdések alapvetden csak

molekularis szinten kutathatok.
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A novénynemesités tudomdnya, amelynek praktikus célja a megfeleld és a novény ge-
netikai hatterét csak a legsziikségesebb mértékben befolyasold fenotipus kialakitasa, sokaig
ettdl eltéréen itélte meg a morfologiai és molekularis markerek, illetve a molekularis biologia
nyuyjtotta lehetdségek alkalmazasanak célszerliségét. Ez kiilondsen jellemzd volt a fas nové-
nyek nemesitése esetén. Az uj fajtak iranti egyre novekvo kereslet €s az egyes molekularis
technikak rutinszeriivé valasa, a molekularis technikak alkalmazhatosagénak vilagos meghata-
rozasa a 21. szazad elejére jelentOs valtozast hozott ebben a tekintetben. Korabban a lagyszara
¢s gazdasagilag fontos novények nemesitésében mar meghonosodott molekuléris technikak
folyamatosan atkertiltek a gylimolesfajokra specializalddott nemesitési mithelyekbe is. Ennek
gyakorlati haszna ma még csak néhany gyiimélcsfaj és néhany tulajdonsag tekintetében fe-
dezhet6 fel, de e folyamat kétségtelen hozomanyaként, nagymértékben gyarapodott a gyii-
molcsfajok genetikdjara, taxondmiai rendszerére, gazdasagilag fontos génforrasok hatékony

kiaknazasara vonatkozo tudasunk.

2.4 A molekularis markerek altalinos jellemz6i

Definicio szerint molekularis markernek azt a valamilyen médon kimutathato DNS-
szakaszt értjiik, amely képes a genomszintli valtozékonysag kimutatasara. A molekularis mar-
kerek nem sziikségszeriien korrelalnak a tulajdonsagok fenotipusban valé megjelenésével. A
morfoldgiai markerekhez képest a molekularis markerek altaldnosithaté elénye a szovettdl,
fejlodeési fazistol vald fliggetlenségiik. Egyes markerek esetében viszont, mint példaul
izoenzim-mintazatok vagy a cDNS szekvenciara épit6 eljarasoknal, éppen az adott novényi
szervekben vagy az ontogenezis egyes folyamataiban fellépd polimorfizmus rogzithetd a
megfeleld markerrendszer segitségével. A markerek jelenlétét nem befolyasoljak a kdrnyezeti

tényezok, pleiotrop és episztatikus hatasok.

Idealis esetben egy molekularis technika a kovetkez6 altalanos kritériumoknak tesz

eleget:

— polimorf és a genomon beliil egyenletesen eloszlott markereket mutat ki
— megfeleld felbontasban képes felismerni a kérdéses régidkat

— tobb fliggetlen, €és megbizhato marker felismerésére képes

— egyszerl, gyors, a kivételezése nem igényel koltséges technologiat

— kevés a szovet- és DNS-igénye

— kapcsolatban 4ll az elkiilonithetd fenotipusokkal

— nem igényel eldzetes informaciot a vizsgalt genomrdl vagy szervezetrdl
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Sajnos a fent megfogalmazott igények egyetlenegy technikara sem érvényesek mara-

déktalanul. A kertészeti ndvények DNS-alapi molekularis markerezésére leggyakrabban a

kovetkez6 alkalmazzak: RFLP (restriction fragment length polymorphism) restrikcios

fragmentumhossz polimorfizmus, RAPD (random amplified polymorphic DNA) véletlensze-

riien felszaporitott polimorf DNS, SSR (simple sequence repeats) amplifikalt mikroszatellit

régio, CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) hasitott és felszaporitott fragmentu-

mok polimorfizmusa, SCAR (sequence characterized amplified region) szekvencia szinten

jellemzett

marker,

AFLP (amplified

fragment

length  polymorphism)

amplifikalt

fragmentumhossz polimorfizmus. Az egyes markerezési eljarasok elényeit és hatranyai a 1.

tablazat foglalja 6ssze (Agarwal és mts., 2008).

3. tablazat. A gyakran hasznalt molekularis markerezési technikak kiilonb6z6 szempontok
szerinti 0sszehasonlitasa

. Reprodukil- | Polimorfizmus | Lékusz- | Miszaki | SPURS¢8eS | oo alkalmazi-
Gyakorisag C o e . DNS- -
hat6sag mértéke mértéke specificitas | feltételek L, si teriiletek
mennyiség
nagy kolt- Fizikai térké-
RFLP | nagymértékii nagy kozepes van gy i nagy )
ségigényll pezés
i . . kis koltség- i Géntérképe-
RAPD | nagymértékii kismértékt kozepes nincs ., ,,g kevés , p
igényil 7¢€s
i kozepes Genetikai
kozepes N ; . e s . e
SSR o kozepes kozepes nincs koltségigé- kevés valtozékony-
mértéki i , ;
nyQ sag kutatasa
Allél-
. " N nagy kolt- , valtozékony-
CAPS | kismértéka nagy kismértéki van ,g.y . kevés .. y
ségigényil sag kimutata-
Sa
kozepes Géntérképe-
SCAR | Kismértékii nagy kozepes van koltségigé- kevés zés és fizikai
nyl térképezés
kozepes
. . . Géntérképe-
AFLP | nagymérteki nagy kdzepes nincs koltségigé- kozepes 265 P
nyi
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2.5 Az izoenzimek altalanos jellemzése

Az izoenzimek az els6 olyan molekularis markerek, amelyeket széles korben és sokfé-
le céllal alkalmaztak tgy az elméleti tudomanyagak miivel6i, mint a gyakorlathoz kozelebb
allo nemesitdk. Az izoenzimek funkcidja azonos, aminosav-sorrendjiik egy adott 16kuszban
vagy kiilonbozd lokuszokban kodolt. Az izoenzimeken beliil kés6bb megkiilonboztették az
allozimeket, ami alatt definicio szerint az olyan enzimvaltozatokat értjiik, amelyek egy gén
kiilonboz6 alléljai altal kodoltak. Ezek aminosav-szekvenciaja is eltérd, de szintén ugyanazt a
kémiai reakciot katalizaljak (Schmidt, 1997). A szakirodalom ezt a két kifejezést sok esetben
mas-mas tartalommal hasznaljak vagy jelentéseik Osszecstsznak, ezért a tovabbiakban az
izoenzim kifejezést eredeti, atfogo jelentésében hasznaljuk ugyanazon reakcioutat katalizalo
enzimek valtozataiként fliggetleniil attol, hogy azok a genomban egy vagy tobb 16kusz kiilon-
boz6 alléljai altal kodoltak.

Az azonos funkciojt, de eltérd szerkezetli enzimek 1étezésének felfedezése a szepara-
lasukhoz sziikséges elektroforézis protokollok kidolgozasa utani idészakra, az Gtvenes évek
végére datalhato (Hunter és Markert, 1957). Magat az izoenzim fogalmat Markert és Moller
vezették be 1959-ben (Leland és Shannon, 1968). Mar akkor, a kiilonbozé allati szovetek
vizsgalatanak eredményeként nyert, eltéré zimogram-mintazatok elemzése soran, bebizonyo-
sodott, hogy az egyes esetekben az izoenzimek szovetspecifikusak, valamint az is, hogy az
ontogenezis kiilonb6z6 fazisaiban jellegzetes izoenzimeloszlas mutathat6 ki (Markert és Hun-

ter, 1959).

A novényi enzimrendszerek kutatasa szinte ugyanebben az idében indult. Els6ként
Schwartz (1960) kozolte a hibridkukorica egyes enzimjeivel kapcsolatos tapasztalatait. Annak
ellenére, hogy a hatvanas évek elején l1étezett mar megfeleld technologiai hattér az izoenzimek
vizsgalatahoz, az ilyen jellegli munkak csak kisebb teret kaptak a novények biokémiajat érintd
kutatasokban. Az igazi attorés ezen a téren annak a felismerésnek koszonhetd, amely szerint,
az izoenzim-variabilitas nem csak egyed szinten, hanem a populaciokon beliil is kimutathato.
Az ezt kovetd idészak intenziv izoenzimkutatdst inditott a populdcidgenetikusok korében,
amelynek koszonhetden eldszor sikeriilt gyakorlatban is ellendrizni az eddig féleg elméletileg
¢s az allatpopulacioknal bebizonyitott populacidgenetikai torvényszeriiségeket (Stebbins,
1989; Wendel, 1989).

Az izoenzimeknek a novénygenetikaban, illetve a nemesitésben valo felhasznalhatosa-

gardl az els6 atfogd, a korabbi ismereteket rendszerez6 jelentés mii, 1983-ban jelent meg
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(Tanksley és Orton, 1983), amelyben a lagyszara novények mellett, Adams (1983) leirja az
izoenzimek jelent6ségét a fas novények nemesitésében is. Az izoenzimek elvalasztasanak
jelent6ségét és fontossagat, azok kodominans jellegében, valamint az episztatikus és kornye-
zeti modifikald hatas relativ hidnyaban latja. Sokféle szovetben valo azonosithatdsagat 1énye-
ges eldnynek tekinti. Az izoenzimrendszer elemzésébdl nyert adatok a taxonomiai, genetikai
¢s evolucios kutatdsokban egyardnt felhasznalhatok. Ebben az idében, a gylimolcsfajok eseté-
ben az izoenzimmintazatok elemzését, alapvetden a fajtak azonositasara és a hibridek erede-

tének alatamasztasara alkalmaztak (Torres, 1983).

25.1 Azizoenzimek alkalmazasa a csonthéjas gyiimolesfajok kutatasaban

Az izoenzimelemzés kis koltsége és a kivitelezhetéség viszonylagos egyszeriisége to-
vabbi el6nyt jelentett a technika hasznalatanal. A csonthéjas és héjas gyiimolcsfajok esetében,
ennek a technikanak az elterjedése tobbek kozott az Arulsekar és Parfitt (1986) publikacioja-
ban kozolt, €s néhany gyiimolcsfaj esetében megbizhatéan alkalmazhatd modszereknek ko-

szOnheto.

A fenti elényok ellenére az izoenzimmintazat elemzésének jelentOs hatart szab a vi-
szonylag kisszamu 16kusz, és az azokon fellelhetd korlatozott mértékii allélvariabilitas. Ezek-
bdl kifolyolag nem véletlen, hogy a mérsékelt égovben termesztett gylimolesfajok koziil, az
idegentermékenyiild, és ezaltal nagyobb alléldiverzitassal rendelkezd fajok esetében értek el
figyelemre méltdo eredményeket az izoenzimek vizsgalataval. Jelentés mértékii polimorfiz-
must sikeriilt kimutatni a japanszilva (Byrne és Littleton, 1988a) és mandula esetében
(Arulsekar és mts., 1986a; Sathe és mts., 2001). Ezzel szemben a morfoldgiai szinten nagyfo-
ku variabilitast mutato, alapvetéen ontermékenyiild €s jelentés mértékben beltenyésztett 6szi-
barackfajtak esetében, a polimorf 16kuszok szama korlatozottnak bizonyult (Durham mts.,
1987; Agarwal és Nath, 2001). Arulsekar és mts. (1986a) 12 enzimlokuszt hasonlitottak Gssze
6szibarack- és mandulafajtaknal. Mig a mandula esetében, tizenkét enzimbdl, Kilencnél ta-
pasztaltak a polimorfizust eredményezd izoenzimek jelenlétét, ugy az dszibaracknal mind6sz-
sze egy lokuszban (Mdh-1) talaltak eltéré allélokra utald izoenzimeket. Ennek a génnek a
valtozékonysaga visszavezethetd az amerikai nemesitési programba bevezetett kinai alap-

anyagokra.

Az izoenzimek elemzése lehetdséget adott az egyes allélok 6roklédésének nyomon
kovetésére is. A fas novényeknél a morfoldgiai markerek 6roklésének tisztazasat, nagymér-

tékben korlatozza a tulajdonsagok poligénikus meghatarozottsiga. Az izoenzimeket kodold
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allélok kozvetett, de ugyanakkor egyértelmii azonositasa a zimogrammok alapjan kordbban
soha nem latott lehetéségeket kinalt a populacidgenetikaval foglalkozé kutatok szamara.
Ezenkiviil lehetdvé tette a nemesitésben is felhasznalhaté markerek 6roklddésének tanulma-
nyozasat. Ezek a kutatasok a kés6bb megjelend MAS (Marker Assisted Selection) eléfutara-
nak tekinthetok. Mowrey és mts. (1990) dszibarack €s Oszibarack x mandula hibridpopulécio-

ban irtak le harom enzimrendszer izoenzimjeinek 6roklédését.

Az izoenzimek nemesitésben vald felhasznalhatosaganak intenziv kutatdsa jelentésen
hozzajarult az egyes Prunus fajokra vonatkozé genetikai ismeretek megalapozasahoz moleku-
laris szinten. Az almasav-dehidrogenaz (MDH) izoenzimek lokuszainak vizsgalata &sziba-
rackban (Arulsekar és mts., 1986Db), és annak osszehasonlitasa a kajszibaracknal tapasztalt
genetikai meghatarozottsaggal (Byrne és Littleton, 1989a) ravilagitott a genetikai hattér 6ssze-
tettségére, multilokuszos jellegére az dszibaracknal, és egy ehhez képest viszonylag egyszeri
rendszer jelenlétére a kajszinal. Ezekben a vizsgalatokban mar pontosan megnevezik azokat
az izoenzimeket, amelyek megbizhatosaguknak kdszonhetden a gyakorlatban is felhasznalha-
tok az Gszibarack és kajszi nemesitésében. A gyakorlatban alkalmazhato ismeretek mellett a
két faj kutatoi sok olyan informaciot nyertek az enzimlokuszokrol, amely ugyan kozvetleniil
nem hasznalhat6 fel a nemesitésben, de fontos 1épés volt afelé, hogy a ndvényfajok jellemzé-

sét, a nemesitési modszerek fejlesztését a késébbiekben molekularis szintre lehessen alapozni.

A tobbi gazdaséagilag fontos novénycsoporthoz hasonldéan, a Prunus fajok esetében is
az izoenzimek felhasznalasanak egyik jellegzetes teriilete az interspecifikus hibridek eredeté-
nek ellendrzése volt. Byrne és Littleton (1989b) hat enzimlokusz izoenzimjeit vizsgalta, hogy
azzal bebizonyitsa azok alkalmassagat a japanszilva (P. salicina) és a kajszi (P. armeniaca)
hibridek (plumcot) azonositasara. Megallapitasaik szerint a peroxidaz izoenzimjeinek elemzé-
sével, megfeleld biztonsaggal el lehet kiiloniteni a hibrid egyedeket a két sziildi tipustol. Ha-
sonlé vizsgalatokat végezték az Oszibarack (P. persica) és mandula (P. dulcis) hibridek eseté-
ben is (Byrne és Littleton, 1988D).

A fenti alkalmazasi lehetdségeken kiviil Mowrey és Werner (1990) megkisérelték egy
atfogo filogenetikai tanulmany keretén beliil feliilvizsgalni az Amygdalus, Prunus, Cerasus és
— a kordbban egyes vélemények szerint kiilon alnemzetséget képezé (Ingram, 1948) —
Lithocerasus alnemzetségekhez tartozé 34 faj taxondmiai hovatartozasat. A 11 enzimlokusz
¢és az ott azonositott 110 allél felhasznalasaval elvégzett klaszteranalizis alapjan megerdsitet-

ték a korabban kialakitott rendszertani besorolasokat. Kivétel képezett a Lithocerasus
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alnemzetség, amelyrol kideriilt, hogy egy mesterségesen kialakitott rendszertani kategoria,
amely fenotipusosan nagyon hasonlo, de genetikailag jelentésen kiillonbozo fajokat foglal ma-

gaba, és igy azonos csoportba torténd besorolasuk nem indokolt.

Kiilonlegességnek tekinthetd az a genetikai térkép, amelyet a cseresznye két hibridpo-
pulacidja alapjan szerkesztettek, és amely csak izoenzim-markereket tartalmaz (Boskovié¢ és

mts., 1997).

Jelenleg az izoenzimek vizsgalata altalaban nem 6nallé cél, hanem a genetikai variabi-
litds megjelenitésének egyik forméjaként jelenik meg, amely kombindlva a DNS-alapu marke-

rekkel, felhasznalhato a genetikai térképek készitésénél (Weeden, 1994).

2.5.1.1 Izoenzimek a kajszibarack kutatdsdban

A Kajszi izoenzimmintazatok elemzésének modszertani hatterét eleinte, a tobbi csont-
héjas gytimolcsfajhoz hasonldan, az Arulsekar és Parfitt (1986) dolgozataban kozolt protokoll
biztositotta. Ezt az eljarast késobb Byrne és Littleton (1988a) modositotta, €s eldszor szilva-
nal, késébb pedig a kajszinal alkalmazta (Byrne és Littelton, 1989a). Modszerfejlesztésként
sor keriilt a poliakrilamid- és keményitégélekben torténd elektroforézis 6sszehasonlitasara is

(Major és mts., 1999).

Az izoenzimrendszerek vizsgalatanak eredményeit a kajszinal elészor Byrne és
Littleton (1989a) tették kozzé. Hatvankilenc kiilonb6zé eredetli — europai, kozép-azsiai és
¢észak-Kinai — fajtat és hibridet vizsgaltak. A hét enzimlokusz koziil harom bizonyult poli-
morfnak. Néhany fajta egyedi izoenzim-mintazatot mutatott. A kajszi izoenzim polimorfiz-
musanak mértéke elmaradt a szilvara és mandulara jellemz6 értékektdl, meghaladta viszont az
6szibarackra jellemz6 értéket (Byrne és Littleton, 1989a; Byrne, 1989). Battistini és Sansavini
(1991) négy polimorf enzimlokusz elemzésével 50 kajszi fajtat 16 egyedi mintazati csoportba
soroltak. Badenes és mts. (1998) tiz enzim izoenzim-mintazatat vizsgalva eredet szerint ha-
rom foldrajzi csoportba — észak-amerikai, irani-kaukazusi és europai — tudott besorolni 94
fajtat. Manganaris és mts. (1999a) lényegesen nagyobb foku polimorfizmusrol szamoltak be,
bar ennek oka abban is keresend6, hogy 17 kajszifajta mellett 56 interspecifikus keresztezé-
sekbdl szarmazo hibridet is bevontak kisérleteikbe. A 20 enzimlokusz koziil 17 bizonyult po-
limorfnak. Ezeknek a vizsgalatoknak alapvetd hidnyossadga, amely miatt eredményeik nem
hasznalhatok az egész fajra jellemz6 polimorfizmus vagy heterozigétasag jellemzésére a kuta-
tok rendelkezésére allo viszonylag sziik genetikai hatteret reprezentald genotipusokban kere-

send6 (Badenes és mts., 1998; Manganaris és mts., 1999b). Byrne és Littleton (1989a) vizsga-
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lata esetében az eredmények altalanos érvényét jelentdsen korlatozta a monomorf l6kuszok

nagy aranya.

Sikeresnek itélhetd az izoenzimmintazat elemzésének alkalmazasa az interspecifikus
hibridek és a sziil6i genotipusok elkiilonitésére. Ilyen célu kutatasok soran azonosithatok vol-
tak példaul a sziiloként felhasznalt kajszi- és japanszilvafajtak, valamint a plumcot, pluot és

aprium hibridek (Byrne és Littleton, 1989b; Manganaris és mts., 1999a).

2.6 Az RFLP médszer altalanos jellemzése

Az RFLP-technika elemeit tartalmazé kutatasokat eldszor virus, éleszté és human ge-
netikusak alkalmaztak mar a hetvenes évek kozepén (Grodzicker és mts., 1974; Hutchinson és
mts., 1974; Potter és mts., 1975; Petes és mts., 1977). Molekularis markerként valo felhaszna-
lasarol és az elso ilyen alapu térképrol els6ként Botstein és mts. (1980) szamoltak be. A DNS-
polimorfizmus kutatasa ezzel vette kezdetét. Ez az a publikacio, amely eldszor definialja az
RFLP-markereket. Az RFLP esetében a polimorfizmus alapja, a DNS restrikcios
endonukleazok segitségével torténé emésztése eredményeként keletkezett DNS- fragmentu-
mok hossza. A vizsgalat objektumat képezé DNS-szakaszt ugy teszik lathatova, hogy az
emésztést kovetden radioaktiv jelzéssel ellatott oligonukleotid probaval hibridizaltatjak. A
hibridizacié technikajat Southern (1975) dolgozta ki. A fentieknek megfeleléen az RFLP
nyujtotta valtozékonysag a munkahoz kivalasztott endonukleazon és a proba specifikus inter-
akciojan alapszik. Eredetiiknél fogva RFLP-markerek kodominans jellegick (Agarwal és
mts., 2008).

2.7 RFLP alkalmazasa Prunus fajoknal

DNS-mintaként altalaban cDNS-t, ritkabban genomi DNS-t hasznalnak. Ezzel a tech-
nikaval elméletileg korlatlan szdmu marker hozhat6 1étre, ami kivalo lehetdséget ad a marke-
rek kozotti kapesoltsag kimutatasara, és igy kiilondsen alkalmassa teszi az RFLP-t genetikai
térképek készitésére. Az utobbi kiilondsen fontos a Prunus nemzetség esetében, ahol viszony-

lag kicsi a tipikuson erre a génuszra jellemz06 variabilitas mértéke (Martinez-Gomez és mts.,

2003).

Ezeknek a jellegzetességeknek koszonhetéen az RFLP-markereket a Prunus nemzet-
ségben alapvetden térképezési célokkal hasznaltak. A kilencvenes években szerkesztett térké-

pek szinte kizarolag erre a markerre alapoztak. Ide tartoznak azok a Prunus genetikai térké-
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pek, amelyeket az Gszibarack (Rajapakse és mts., 1995), az dszibarack x mandula hibridek
(Foolad ¢és mts., 1995; Joober ¢és mts., 1998), a mandula (Viruel és mts., 1995) és meggy
(Wang ¢és mts., 1998) utédpopulacioi elemzése alapjan készitettek. A jelenlegi térképek is
alkalmazzak az RFLP és ennek modositott valtozataként a PCR-RFLP markereket, bar egyre

nagyobb szerephez jutnak mas markerek, mint példaul az AFLP vagy a mikroszatellitek.

A térképezésben betoltott kiemelkedd jelentdségli szerep mellett sokkal ritkabb az
RFLP-markerek felhasznélasa fajtak azonositasara, illetve fajok genetikai diverzitasaval kap-

csolatos kutatasokra a Prunus fajok esetében.

Quarta és mts. (1998) az RFLP- és RAPD-markerek segitségével harmincnyolc 0szi-
barackfajta genetikai diverzitasat elemezte. Munkajukban a mandula genomi és cDNS konyv-
tarakbol nyer 28 probat alkalmaztak, amelyek koziil csak Kilenc eredményezett polimorf min-
tazatot. A RAPD ¢és az RFLP eredményeit kiilon-kiilon értékelve hasonlo eredményeket kap-
tak. A vizsgalt fajtakra megallapitott azonossagi index (Similarity Index) értéke mind a két
modszer esetében azonos kovetkeztetésekhez vezetett. Ennek megfeleléen a jelenleg termesz-
tésben 1évé  Oszibarackfajtak  korlatozott  genetikai  variabilitdsa  nagymértéka

beltenyésztettségre utal.

Lester és mts. (1996) olyan RFLP-marker kidolgozasarol szamoltak be, amely segitsé-

gével azonositani tudtak a puhul6 és a kemény gytimolcshusu dszibarackfajtakat.

2.7.1 RFLP médszer alkalmazasa a kajszibarack kutatasban

De Vincente és mts. (1998) 52 eurdpai és észak-amerikai kajszifajtaban vizsgaltak az
RFLP-markerek altal kimutathatd polimorfizmus mértékét. A mandula 33 genomi és cDNS
proba koziil 18 bizonyult polimorfnak. Az altaluk kimutatott polimorfizmus elegendd volt a
45 genotipus azonositasara. A felmérés szerint a spanyol eredetii fajtak polimorfizmusa a tob-

bihez viszonyitva szignifikansan Kisebb volt.

Hurtado ¢és mts. (2001) hasonlitottdk 0ssze az RFLP-, RAPD- ¢és AFLP-technikakkal
kimutathat6 genetikai variabilitas fokat 16 kajszi fajtdban. Eredményeik azt mutatjak, hogy az
adott esetben az AFLP szolgaltatta a legtobb polimorf markert. Az egy primerre es6 polimorf
markerek szamaval kifejezett hatékonysagot figyelembe véve, a RAPD-modszer kétszer haté-

konyabbnak bizonyult az RFLP-vel val6 6sszehasonlitasban.

A hivatkozott publikaciok szamabol is vilagosan latszik, hogy a térképezési teriileten

kiviil az RFLP-markerek hasznalata erdsen korlatozott. Ennek tobb oka van. Az RFLP-
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technika id6- €s koltségigényes, nem utols6 sorban magaban foglalja radioaktiv és mas, az
emberi egészségre karos anyagok hasznalatat. Ezenkiviil alkalmazasdhoz nagy mennyiségii €s
megfelel6 minéségii DNS-minta sziikséges. Jelenleg ezt a technikat tobbféleképpen kombi-
naljak a PCR-alapu markerekkel. Ide tartozik példaul a CAPS, illetve a szinonimaként hasz-
nalt PCR-RFLP markerezés (Konieczny és Ausubel, 1993).

2.8 RAPD-polimorfizmus kimutatasa

A RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) technika a genomi DNS
egyes szakaszainak iranyitott amplifikaldsan alapszik. A modszer kidolgozasat mindenek eldtt
Mullis és Faloona (1987) altalt kidolgozott PCR-eljarésa tette lehetdvé. A RAPD altal kimu-
tathatd polimorfizmusnak els¢ modszertani leirasat Williams és mts. (1990) tették kozzé. Ok
ajanlottak a modszer elnevezését is, amelynek kiejtését ,,rapid”-ként javasoltak. A DNS-
szekvencidkban fellelhetd variabilitds, a tetszOleges Osszetételli oligonukleotid primerek ko-
zott amplifikalodo DNS hossziisagaban mutathaté ki. Az altalanosan elterjed primerek tiz
nukleotid hossztiak. Az amplifikalt DNS méretbeli kiilonbségeit a primerek kotéhelyein, vagy
a kozottiik 1évo szakaszon bekdvetkezd deléciok vagy inszerciok okozzak. Nem zarhato ki a
kotéhely nukleotid szekvencidjaban bekovetkezd valtozas sem, bar figyelembe kell venni,
hogy a primerek kotddéséhez nem feltétlentil sziikséges a teljes komplementaritas. A modszer
kidolgozoi szerint ezek a markerek felhasznalhatok lesznek az allattenyésztés, novényter-
mesztés, illetve nemesités terén, a genetikai térképezésben, evoltcids vizsgalatokban (Willi-
ams és mts. (1990). Az eljaras f6 problémaja a korlatozott reprodukalhatésagban rejlik. Ez azt
jelenti, hogy kiilonb6z6 laborokban azonos protokoll szerint elvégzett tesztek, nem adnak
megbizhatéan egybeesd eredményeket. A pontos genetikai elemzést megneheziti a RAPD-
markerek dominans jellege, amibdl kifolydlag nem képesek kiilonbséget tenni a homozigota
¢s heterozigdta egyedek kozott (Agarwal, és mts., 2008). A gyorsasagnak és hatékonysagnak
kdszonhetden viszont tobb ndovény esetében felhasznaltak ezt a technikat a térképezésben. A
RAPD-markerek felhasznalasaval késziiltek példaul lucerna (Kiss és mts., 1993), lobab (Tor-
res €és mts., 1993) alma (Hemmat és mts., 1994) térképek. A nem-izogén vonalak RAPD-
modszerrel torténd elemzése sikeres volt, a rezisztenciagénekhez kapcsolt markerek azonosi-
tasara paradicsomnal (Martin és mts., 1991), salatanal (Lactuca sp.) (Paran és mts., 1991),

valamint babnal (Phaseolus vugaris) (Adam-Blondon és mts., 1994) keriilt sor.
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2.8.1 A RAPD-polimorfizmus kimutatasa a csonthéjas gyiimolcsfajoknal
A RAPD-technikat széleskoriien alkalmaztak a genetikai alapu azonositasra a mezo-
gazdasagilag legfontosabb Prunus fajok, mint példaul az 6szibarack, mandula, szilva, cse-

resznye, meggy vagy éppen a kajszi esetében.

Warburton ¢és Bliss (1996) 136 kiilonb6z6 foldrajzi teriiletrol szarmazo Gszibarackfaj-
tat hasonlitott 6ssze RAPD-dal. Tizenkét jol elkiiloniilé csoportba soroltdk a fajtakat. A cso-
portok koziil kilenc az &zsiai fajtakat tartalmazta, mig az eurdpai €s amerikai fajtak harom
csoportot alkottak, és kisebb genetikai valtozatossagot mutattak. Lu és mts. (1996) tizennyolc
Oszibarack alany kozott tudtak kiilonbséget tenni a RAPD-technikéval, és olyan genetikai
hasonlosagi kapcsolatokat kaptak, amelyek megfeleltek feltételezett eredetiiknek. Casas és
mts. (1999) negyvenegy Prunus alanyt, kiilonb6z6 fajokat és interspecifikus hibrideket vizs-
galtak RAPD-dal, és a kisérletbdl nyert eredmények alapjan harom olyan nagy csoportba so-

roltak 6ket, amelyek egybeestek a mar korabban meghatarozott besorolassal.

Bartolozzi és mts. (1998) tizenhét kaliforniai mandulafajta genetikai rokonsagat és le-
hetséges eredetét vizsgaltdk 20 RAPD primer alkalmazasaval, €s a riigymutansoktol eltekint-
ve, minden egyes fajtat el tudtak kiiloniteni egymastol. A fajtakat harom csoportba soroltak a

szarmazasuk alapjan.

Ortiz és munkatarsai (1997) kiilonbséget tudtak tenni eltéré foldrajzi helyekrdl szar-
mazo6 huszonnyolc hexaploid és harom diploid szilvafajta kozott harom primer hasznalataval,
amelyek altal amplifikalt fragmentumok tisztan elvaltak a diploid és a hexaploid genotipusok-
nal, és jol korrelaltak ismert sziildikkel. Hasonléan Shimada és munkatérsai (1999) negyven-
két kiilonbozo ploidszintli szilvafajta kozott tudtak kiilonbséget tenni 20 RAPD primer alkal-
mazasaval, és két focsoportba (eurdpai és japan) soroltdk a fajtakat, amely besorolés jol ko-

vette a korabbi felosztast.

Cseresznye (P. avium L.) esetén tizennyolc fajtat jellemzett molekularisan RAPD
markerekkel Gerlach és Stosser (1997). A vizsgalt fajtak koziil tizenhatot el tudtak kiiloniteni
huszonhdrom RAPD primerrel, de mint ahogy az varhatd volt, a riigymutansok kozott nem

talaltak kiilonbséget.

Jun és mts. (2002a) beszamoltak a madhoz vald kotottség kimutatasara alkalmas

RAPD markerekrol.
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2.8.1.1 Kajszibarack elemzése RAPD-technikdval

Az izoenzimekhez hasonloan, a RAPD-technikat is kajszinal els6ként Gogorcena és
Parfitt (1994) alkalmaztak. Még ugyanabban az évben Shimada és mts. (1994) Gtvennégy
japankajszifajta (P. mume Sieb. Et Zucc.) genetikai rokonsagat vizsgaltak, 95 RAPD primer-
rel. Eredményeik alapjan hét csoportba soroltak be a fajtakat, amelyek eredetiiknek megfelel-
tek. Késébb Takeda és mts. (1998) harmincharom kajszi és tovabbi két rokon faj (P. sibirica
L. és P. brigantina Vill.) rokonsagat vizsgalta tizennyolc RAPD primerrel és két f6 csoportba
osztottak Oket: a keleti eredetii (Kelet-Kina as Japan) és a nyugati eredetli (Eurdpa, Kozép-
Azsia és Nyugat-Kina) fajtakra. Ezt kovette egy viszonylag hosszi1 idészak, amely alatt kajszi
esetében nem alkalmaztak ezt a technikat. Csak 2000-ben jelent meg a kovetkez6 kozlemény,
amelyben Zhebentyayeva és Sivolap (2000) beszamoltak munkajuk eredményeirdl. Kisérle-
tiikben a RAPD ¢és izoenzim polimorfizmust vizsgaltak a kajszi genetikai diverzitasanak fel-
mérése céljabol. A kiilonbozd eredetli, €és ezen beliil a géncentrumokbdl szarmazoé fajtak vizs-
galataval megallapitottak, hogy a termesztett kajszi alapvetden a vad P. armeniaca-bol alakult
ki, bar a kinai centrumban a kajszihoz genetikailag kozel allo fajok is szerepet jatszhattak a faj

domesztikacidjaban. Eredményeik szerint az europai fajtak genetikai diverzitasa Kicsi volt.

Hormaza (2001) 6tven kiilonb6z6 eredetli kajszifajta RAPD- és SSR-markerekkel tor-
ténd elemzését végezte el. Ezt a vizsgalatot kiegészitette olyan spanyol fajtak tesztelésével,
amelyek pomoldgiai jellemz6ik alapjan nagyon kozel alltak egymashoz. A két markerezési
technika lehet6vé tette a valoban kiilonboz6 genotipusok azonositasat és a szinonim fajtak

kiemelését.

Jun és mts. (2002b) t6bb Prunus faj sikeres RAPD-elemzését végezte el. RAPD-
markerekkel azonositott 19 olasz, gorog és észak-amerikai fajtat. Meghatarozta az amplifikalt
régiok pontos szekvenciajat és ennek alapjan SCAR-markereket tervezett. Magyarorszagon

Pedryc és mts. (2002) a kereskedelmi forgalomban 1évd fajtakat sikeresen azonositottak

RAPD-markrekkel.

Ahogyan ez az el6bb idézett publikaciokbol kideriilt, ma mar a RAPD-modszert nem
célszerti egy 6nallo markerezési eljarasként alkalmazni, hanem mas markerezési technikakkal
kombinalva kell kiaknazni a RAPD gazdag polimorfizmusat mikdzben mas modszerek eld-
nyeivel csokkenteni lehet a modszerben rejlé bizonytalansagokat. Ez a tendencia lathato pél-

daul a Baranek és mts. (2006), illetve Hurtado és mts. (2001) munkaiban.

[Irodalmi attekintés] 34



2.9 Az AFLP-technika altalanos jellemzése
A RAPD-modszer egyik legnagyobb korldtjanak — a bizonytalan reprodukalhatosag

kikiiszobolése érdekében Vos és mts. (1995) kidolgoztak az AFLP markerezési eljaras. Ez a
technika magaban egyesiti az RFLP-marker gazdag mintazatat, a genomon beliili egyenletes
eloszlast a PCR nyujtotta rugalmassaggal €s relativ egyszertiséggel. Az AFLP eljaras az
RFLP-hez hasonloan els6 1épésben restrikcidés endonukleazokkal — egy ritka és egy gyakori
felismerési szekvenciaval rendelkezé enzimmel — emészti a DNS-mintat. Kovetkez6 1&épés-
ként torténik a duplaszala DNS adapterek ligalasa a fragmentumok végére, és ezt koveti az
adapterekre és a hasitohelyre tervezett primerek kozotti DNS-szakasz amplifikalasa, majd
gélen vald megjelenitése. Ebben az esetben a polimorfizmus kimutatasanak alapjat nem az
enzimatikus emésztés utan nyert fragmentumok hossza képezi, hanem azok jelenléte vagy

hianya.

Az AFLP egy sor eldnnyel rendelkezik az el6z6 technikakhoz képest. Egy kisérlet so-
ran egyszerre tobb 16kusz vizsgalhato, a primerek kapcsolddasanak nagyfoku specifikussaga
pedig biztositja a gélmintazat megbizhatéd reprodukalhatosagat. Powell és mts. (1996) kimu-

tattak, hogy ez a technika képes a legnagyobb mértékii polimorfizmus detektalasara.

2.9.1 Az AFLP alkalmazasa Prunus fajoknal

2.9.1.1 Oszibarack

Dirlewanger és mts. (1998a) megerdsitették Powell és mts. (1996) megallapitésait,
melyek értelmében az Gszibarack polimorfizmusanak kutatasanal az AFLP technika sokkal
hatékonyabb, mint az izoenzimek, az RFLP vagy a RAPD. Az 4szibarack esetében a sziik
erdsen redukalta a termesztett fajtakban kimutathaté variabilitast. Ennek folyomanyaként az
olyan érzékeny markerezési technika, mint az AFLP kiilondsen értékesnek igérkezett e faj

kutatdsaban.

Az AFLP-moddszerrel torténd fajtaazonositas egyik elsé beszamoloja Dirlewanger és
mts. (1998a) nevéhez fiiz6dik. Hatvanhat észibarackfajtat vizsgaltak, 6sszehasonlitva a RAPD
hasznalataval Kimutatott variabilitast az AFLP-markerek nytjtotta polimorfizmus mértékével.
Kihangsulyoztdk a két moddszer egylittes alkalmazdsanak komplementer jellegét, bar az
AFLP-t 1ényegesen hatékonyabb modszernek értékelték. llyen 6sszehasonlitasokra késobb is

sor kertilt. Aranzana és mts. (2001a) dsszevetették az AFLP és az akkor mar kozismert SSR
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technika hatékonysagat 100 fajta vizsgalata soran. Kisérletiikben 40 AFLP marker elegendé
volt 97 fajta azonositasara, ezzel szemben 7 polimorf SSR 16kusz alléljei segitségével csak 78
fajta egyértelmii elkiilonitése valt lehetové. A két modszer kombinalasa viszont mar 99%-0s

eredményt hozott.

Mar 1999-ben Manubens és mts. (1999) hangsulyoztak a megfeleléen kivalasztott
primer és a megfeleld mindségii DNS-minta fontossagat. Publikaciojukban kozzé tették az
6szibarackfajtak azonositasara optimalizalt DNS-kivonas protokolljat, és a 66 primer koziil
kivalasztottak a legjobb 6-ot, amely az altaluk vizsgalt 6szibarack- és nektarinfajtaknal a leg-
eredményesebbnek bizonyult. A DNS-minta jelent6ségét Aranzana és mts. (2001b) is kiemel-
ték. Levélbol és gyiimolesbol nyert DNS-t alkalmazva, nem minden esetben sikeriilt azonos
AFLP-mintazatot nyerniiik. llyen problémat nem tapasztaltak viszont az SSR-markerek hasz-

nalatakor.

Az AFLP-technika alkalmazhato a fajtaeredet megallapitasara valamint a filogenetikai
kutatasok soran. Ezt kihasznalva, az AFLP-markerek és pedigréadatok egylittes elemzésével
egy hagyomanyos kinai fajtat sikeriilt azonositani a japan Gszibarackfajtak 6seként (Xu és

mts., 2006).

Az AFLP MAS-ban valo6 felhasznalhatosagara példa a Wu és mts. (2004) altal kdzolt
eredmény, amely szerint a kutatocsoportnak sikertilt megtalalni azt az AFLP-markert, amely-
lyel az Gszibarack esetén szelektalni lehet a nagy és kis savtartalmu genotipusokat. Az els6
Oszibarackalanyokat elemz6é genetikai térkép is AFLP-markerek felhasznaldsaval késziilt el
(Lu és mts.,, 1998). A térképen olyan markerek 1is szerepelnek, amelyekkel a

nematddarezisztencia nyomon kovetése lehetove valik.

2.9.1.2 Cseresznye és meggy

A cseresznye és megy genom viszonyai, a ploidfok és a két faj keresztezésébdl szar-
maz6 természetes hibridek eredetének megerdsitése vagy cafolata a Cerasus nemzetségen
beliil jelentds kutatasi célnak szamit. Tavaud és mts. (2004) AFLP-markerekkel elemezték a
P. avium (AA 2n=2x=16) és P. cerasus (AAFF 2n=4x=32) fajokat. A P. cerasus F genomja a
P. fruticosa-bol szarmazik. Nagy valosziniiséggel sikeriilt azonositani azt az AFLP-markert,
amely alkalmas az A és F genom azonositisdra ¢és nyomon kovetésére az egyéb

interspecifikus hibridekben.
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Tavaud és mts. (2001) a francia termesztett cseresznyefajtak és a vad P. avium genoti-
pusok variabilitasat vizsgalta. A 4 primer felhasznalasaval nyert 76 marker klaszteranalizise a
termesztett fajtakat 3 csoportba sorolta. A vad genotipusok kiilcsoportot alkottak. A
dendrogram elemzése alapjan a szerzok feltételezték, hogy a francia vadcseresznye legalabb

két eltéré szarmazasi agon alakult ki. Ugyanezt meg lehetett allapitani a termesztett fajtakrol.

Boritzki és mts. (2000) 10 AFLP primerpar hasznalataval 128 cseresznyefajta egyedi
azonositasat végezték el. Osszesen 712 AFLP-fragmentumot nyertek, amelyek koziil 124 bi-
zonyult polimorfnak. Primmerparonként 5-26 polimorf 16kuszt sikeriilt azonositani. Zhou és
mts. (2002) hat primerpar segitségével 167 cseresznyefajta egyedi allélosszetételét hataroztak
meg. Az ismert pedigrék és az AFLP-eredmények Osszehasonlitasaval megtortént a klaszter-
analizis besorolasainak ellendrzése. Az eredmények bebizonyitottak, hogy az AFLP megbiz-
hato technikanak tekinthet6 a genetikai tavolsagok valamint rokonsagi viszonyok megallapi-

tasara cseresznyénél.

Struss és mts. (2003) elvégezték az AFLP és mikroszatellit elemzést tobb cseresznye-
fajtanal levélbol illetve gyiimolcshusbol kivont DNS-minta hasznalataval. Az Osszes fajta
azonositasa sikeres volt, a gylimdlcshusbol extrahalt DNS elemzésére kidolgozott protokoll

lehetévé teszi a fajtaazonossag vizsgalatat a piacon megjelend tételeknél.

2.9.1.3 Szilva
Cseresznyeszilva genotipusok a torok mediterran régiobol viszonylag kis genetikai di-
verzitast mutattak az AFLP-markerezés eredményeként. Az egyes termesztési korzetek kozot-

ti eltérések viszont jelentésnek bizonyultak (Ayanoglu és mts., 2007).

Bianchi Valmor és mts. (2002) az SSR- ¢és az AFLP-markereket hasznaltdk a dél-
braziliai szilvak jellemzésére. Tizenkét fajtat egyértelmilen sikeriil azonositani. A szerzok
altal szerkesztett dendrogramon a hexaploid szilvak élesen elkiiloniiltek a diploidoktol. A
diploidokon beliil a P. salicina és P. cerasifera fajtak is kiilon csoportokba rendezdédtek. Az
AFLP altal kimutatott variabilitds nagyobb volt az SSR-markerek altal detektalthoz képest.
Goulao és mts. (2001) szintén képesek voltak a diploid és a hexaploid szilvak egyértelmi el-
kiilonitésére AFLP markerezéssel. Vizsgalataikhoz 24 diploid és 4 hexaploid fajtat hasznal-
tak.

[Irodalmi attekintés] 37



2.9.1.4 Mandula
Harminc6t portugal mandulafajtat és 5 vadnak feltételezett genotipust vizsgaltak egy
nemesitési program elékészitése soran. Az AFLP nagymértékli polimorfizmust mutatott ki és

lehetGséget adott a fajtak egyedi azonositasara (Martins és mts., 2001).

Yon és RongCai (2004) genetikailag szélesebb korben folytattak a mandula vizsgalatat
AFLP-markerekkel. Termesztett mandulafajtakat és az 6t rokonfajhoz tartozd genotipust
vizsgaltak 3 primerparral. Szazharmincharom polimorf allél altal az Gsszes genotipus elkiilo-
nithetdé volt. A mandulafajtak egy csoportba keriiltek a klaszteranalizis soran, bar nagy poli-
morfizmust mutattak (similarity index: 0,6800). Az egy termesztési régiohoz tartozé fajtak is

azonos csoportokba kertiltek.

Az AFLP-vel végzett mandulamarkerezési tanulmanyok koziil kiemelkedik Sorkeh és
mts. (2007) munkaja. Ebben mintegy 45 irani, eurdpai és amerikai fajtat vizsgaltak. Eredmé-
nyeik igazoltak a vizsgalt fajtak nagymértéki polimorfizmusat, a genetikai azonossag indexe
0,5 és 0,96 kozott valtozott. A kozolt eredményekbdl jol lathatd, hogy a markerekkel kimuta-
tott polimorfizmus tokéletesen alkalmas volt a fajtak foldrajzi eredetének, pedigréjének bizo-

nyitasara, de csak kis korrelaciot mutatott a pomologiai markerek alapjan készitett klaszterrel.

2.9.1.5 Kajszi

A Kajszi esetében az AFLP markereket a fajtak azonositasara ¢és a diverzitas vizsgala-
tokra egyarant alkalmaztak. Hurtado és mts. (2002) 16 kajszifajtat vizsgaltak 6 primerparral.
Eredményként 231 polimorf markert sikeriilt azonositani, amelyek minden egyes fajtanak
egyedi mintazatot biztositottak. Hasonlo céllal Hagen és mts. (2002) 47 kiilonb6z6 eredetii
fajta AFLP-polimorfizmusat vizsgaltak. Az europai, észak-amerikai, észak-afrikai, torok, irani
és kinai fajtak szerepeltetése a kisérletben a genotipusok kellden széles spektrumat biztositotta
a modszer tesztelésére és az altalanosithatd kovetkeztetések levonasara. A P. armeniaca faj-
hoz tartozo fajtdkon kiviil egy-egy genotipussal képviseltette magat a P. ansu, P. mume, P.
brigantica, P. dasycarpa és P. holoserica nemzetség. Osszesen 379 polimorf marker elemzé-
sével megallapitottak, hogy a fajtak eredetének fiiggvényében a kajszi genetikai diverzitasa
folyamatosan csokken Kozép-Azsia és Dél-Eurdpa kozott. A fajok kozotti genetikai tavolsa-
gokat figyelembe véve, a szerzok szerint a P. armeniaca-hoz val6 genetikai kozelség miatt
nem indokolt P. holoserica-t kiilon fajnak tekinteni. A P. mume viszont tavol keriilt a P.
armeniaca-tol. A vizsgalt fajok kozil a P. brigantiaca mutatott legkevesebb genetikai azo-

nossagot a P. armeniaca-val.
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Panaud és mts. (2002) a Szahara odzisaiban termd kajszifajtdk genetikai polimorfiz-
musat tanulmanyozta az AFLP-markerekkel. Ebben a kisérletben 7 primerpar 97 polimorf
markert eredményezett. A fenti munkakhoz hasonléan ez a variabilitas ebben az esetben is
elegendd volt az 0sszes fajta egyedi azonositasara. Az AFLP ilyen célu felhasznaldsra vald
alkalmassagat Ricciardi és mts. (2002) is megerdsitették az apuliai genotipusok azonositasa-
val; tovabba Geuna és mts. (2003), akik 5 primer segitségével 118 genotipus pontos, egyedi

AFLP-mintazatat hatarozta meg.

Az Amygdalus, Armeniaca, Cerasus és Prunophora fajcsoportokat képvisel6 7 ter-
mesztett és 7 vad fajra terjedt ki az a tanulmany, amelynek eredményeirél Aradhya és mts.
(2004) szamoltak be. Az AFLP-analizis eredményeként, azt allapitottak meg, hogy a Prunus
alnemzetségen beliil az Armeniaca fajcsoport genetikailag szignifikans mértékben eltért az
ugyanezen alnemzetségbe tartozo Prunophora fajcsoporttol. A molekularis variabilitas alap-
jan az Armeniaca fajcsoport bizonyult legvaltozékonyabbnak, ezt kdvették a hexaploid szil-
vak, a mandula, a cseresznye ¢és a diploid szilva. A legkisebb variabilitast a varokozasnak

megfelelden az 6szbarack esetében tapasztaltak.

Fliggetleniil a szdmos publikdciotol, amely az AFLP-analizist a fajtaazonositas, a ge-
netika tavolsadgok és igy szarmazasi kérdések tisztazdsa vagy a faj diverzitaskutatasa érdeké-
ben alkalmaztak, Gigy tiinik, hogy a mddszer technikai Gsszetettsége €s a kisérletek koltségei
miatt jelenleg a gylimdlcsfajok esetében a fenti célokra inkabb az SSR-markerek alkalmazasa
elterjedtebb (Wiinsch és Hormaza, 2002b).

2.10 Mikroszatellit (SSR) markerek

A szatellit szekvencia kifejezést mar joval korabban alkalmaztak, miel6tt ismertté valt
volna, hogy azok tandem ismétlddé DNS-régiokat tartalmaznak. A DNS-kutatok mar korab-
ban kimutattak, hogy az ultracentrifugaban kialakitott stirliség gradiens hatasara a genomi
DNS jellegzetes frakciokra oszlik szét és jol 1athatd savokba rendezddik. A savok pozicidja a
G-C nukleotidparok fiiggvénye. Hamar kideriilt, hogy a gradiens detektalasa kozben
prokariota szervezeteknél rendszeresen csak egy csucsot lehetet regisztralni, mikdzben az
eukariota DNS esetében ezzel szemben megjelent egy, a vizsgalt DNS atlagat reprezentald
széles csucs, amelyet szamos kisebb csucs kisért. Az eltérd strliséget jelzd, szokatlan kis csu-
csokat szatellit csticsoknak, a kialakulasukat eredményezé DNS régiokat pedig ennek megfe-

lel6en szatellit DNS-nek nevezték el. A renaturacio kinetikai elemzése, ahhoz a felismeréshez
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vezetett, hogy a szatellit DNS akar t6bb millié repetitiv szekvenciat tartalmazhat. Amennyi-
ben ennek a frakcionak GC nukleotidpar aranya jelentésen eltér a genomi DNS atlagos dssze-
tételétol, sziikségszertien kiilon csticsként jelenik meg a centrifugalast kovetéen. Amennyiben
a repetitiv szekvencia bazisosszetétele nem tér el jelentésen a tobbi DNS-tdl, ugy ezek a
fragmentumok nem valnak el a centrifugalas soran, hanem a nagy frakcion beliil maradnak.
Ezek az n. kriptikus szatellitek. Ez az el6zmény vezetett ahhoz, hogy a szatellit DNS szino-
nimaként megmaradt a repetitiv szatellit szekvenciak elnevezésére, ahol az ismétlédés mérté-
ke 10° és 107 kozott valtozik, és az ismétlddd szekvenciak hossza eléri a 300 bp-t. A szatellit
szekvenciak lokuszainak szdma egy kromoszoman beliil altalaban egy, de lehet kettd is. A
miniszatellit DNS jelent6sen kiilonbozik a szatellit DNS-t61 abban a tekintetben, hogy az is-
métlésekbol allo klaszter 1ényegesen kevesebb repetitiv szekvenciat tartalmaz — kett6tdl leg-
feljebb néhany szazig. Az ismétlédo szekvencia hossza viszont sokkal révidebb, 5-9-t6l leg-
feljebb szaz nukleotidig. A legfontosabb eltérés a 10kuszok szamaban van, amely itt elérheti

néhdny ezret és eld a genomon beliil szétszorodva fordulnak (Tautz és Renz, 1984)

Az egyes meghatarozott tipust un. ,,simple sequence” ismétlodéseket véletlenszeriien
mar viszonylag koran felfedezték. Ide sorolhatok a 70-es években a human genomban azono-
sitott nagy piridintartalmu régiok, vagy a kigyoknal azonositott GATA és GACA ismétlédo
motivumok (Birnboim and Straus, 1975; Epplen és mts., 1982). A human genomban késdbb is
beszamoltak ijabb ismétlddd, variabilis szekvencidkrol (Wyman és White, 1980). Egy résziik
a human gének hatarrégioiban helyezkedet el, mint ahogyan ezt tapasztaltak példaul az inzulin
vagy az a-globin gének esetében (Higgs és mts., 1981; Bell és mts., 1982). Ezeknek a szek-
vencidknak sem a szerepe, sem genomi eléforduldsuk gyakorisaga nem volt még ismert. Az
eddig meghatarozott motivumokat nem egy jelenségként kezelték, hanem kiilon-kiilon oszta-

lyokba soroltak be.

A repetitiv szekvencidk kutatasanak egyik legjelentdsebb felfedezésér6l Tautz és Renz
(1984) szamoltak be. Kutatasuk célja a ,,simple sequenced” szekvenciak konzekvens rendsze-
rezése volt. Kisérletiikben a kiilonb6z6 Osszetételli dinukleotidokbol (GT/CA, GA/CT,
AA/TT) szintetizalt repetitiv szekvenciakat hibridizaltattadk a human, Drosophila, tengeri siin
¢s élesztd DNS-ével, amelyeket el6zbleg az EcoRI restrikciés endonukleazzal emésztettek.
Az eukaridta szervezeteken kiviil a kisérletben szerepelt még harom prokariéta genom, neve-
zetesen az Escherichia coli, a lambda fag és a pBR 322 plazmid vektor DNS-e. A poli-
dinukleotidokon kiviil egy poli-trinukleotidot (CAG/GTC) is alkalmaztak. A kisérlet eredmé-
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nyei alapjan bizonyitast nyert, hogy az ismétlddd szekvenciak altalanos jelenségként fordul-
nak el az eukariota szervezetek genomjaiban, €¢s nemcsak egy adott kombinacio megjelenése
a jellemz06, ahogyan ezt a korabbi munkak sugalmaztak, hanem minden lehetséges dinukleotid
ismétlodés 1étezése lehetséges. Ekkor feltételezték, hogy csak az eukariotakra jellemzo jelen-
ségrol van szo, mert a kisérletben hasznalt prokariotaknal a hibridizacié nem mutatott ki a
probakhoz komplementer DNS motivumokat. A szerzok feltételezték, hogy az ismétlddések
keletkezésének okat sokkal inkabb a replikaciokor bekovetkezd n. ,,cstiszas”-ban (slippage)

¢s az egyenlétlen crossing overben kell keresni, mint valamilyen funkcionalis szerepben.

A prokariota genomban talalhat6 ismétlédd szekvenciak kimutatdsa ugyanarra az idére
vezethetd vissza, mint az eukaridta szervezetek esetében (Gilson és mts., 1984). Néhany év
elteltével megjelentek az ezen a teriileten torténd kutatasok Gsszefoglalasabol sziiletett atte-
kinté kozlemények is (Lupski és Weinstock., 1992; Belkum és mts., 1998; Bachelier és mts.,
1999).

Ma mar ismert, hogy a mikroszatellit szekvencidk beépiiltek a baktériumok kodolo ré-
gioiba és befolyassal vannak a génexpressziora. Az ismétlédd szekvenciak variabilitasa tob-
bek kozott lehetove teszi a prokaridta szervezetek gyors genetikai alkalmazkodésat a kornye-
zet valtozasaihoz, igy példaul szerepet jatszik a virulencia faktorok moédosulasaban. Ezekbol
kifolyolag a mikroszatellit polimorfizmusra vonatkozoé ismeretek gyarapitasa jelenleg jelentds
szerepet kap az orvostudomanyokban a patogén mikroorganizmusok kutatasdban (Metzgar és

mts., 2001; Lindstedt és mts., 2007).

Tautz és Renz (1984) munkajat kdvetden, elséként Jeffreys és mts. (1985a) tanulma-
nyoztdk behatdan e szekvenciak potencialis valtozatainak el6forduldsat az emberi genomban
és ismételten arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a repetitiv szekvenciak el6fordulasa altala-
nos jelenségnek szamit. A miniszatellit elnevezést elészor ebben a publikacioban hasznaltak.
Ezt a kozleményt még ugyanebben az évben kovette az a publikacio, amely a DNS-szinti
elemzés, a DNS ,.fingerprinting” korszak kezdetét jelentette. Ebben a tanulmanyban ugyanis
leirtak a fenti jelenség alkalmazhatosagat az egyedi human genotipusok azonositasara

(Jeffreys és mts., 1985b).

A Jeffreys és mts. (1985a) altal ajanlott miniszatellit elnevezés helyett kés6bb
Nakamura és mts. (1987) a human variabilis régiok elemzése soran bevezették a Variable
Numbers of Tandem Repeats (VNTR) kifejezést. Az altaluk hasznalt név és annak roviditése

Iényegében ugyanazt a markertipust irja le. Tautz (1993) a miniszatellit elnevezést részesitette
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elényben, kiemelve, hogy ez a név kapcsolatot teremt a jelenség eredeti elnevezésével, bar
egyetért azzal, hogy a VNTR jobban kifejezi annak 1ényegét. Eppen ebbél kiindulva az egyes
publikaciokban sokszor alkalmaztak ezt nevet, bar altalaban azzal a céllal, hogy ezzel éppen a
szekvencia ismétlésében rejld variabilitds forrasat jelezzék, és nem annak egyik tipusat.
Wright €s Bentzen (1994) példaul VNTR mikroszatelliteknek nevezi azokat a tandem ismétlé-
seket, ahol az ismétl6dd egység hossza 1-10 bp, ezzel szemben a VNTR miniszatellitek alatt a
9-65 bp hosszu ismétlddoé szekvenciakat érti. Jelenleg az Amerikai Orvostudomany Konyvtara
(U.S. National Library of Medicine, Medical Subject Headings) altal ajanlott hivatalos no-
menklatara szerint a VNTR kifejezést a jelenséget altalanoson leiré roviditésként vagy a
miniszatellit szinoniméajaként lehet alkalmazni. A VNTR kifejezés az utobbi 6t év publikacio-
iban nagyon ritkan talalhato meg, hasznalata szinte kizardlag az orvostudomanyi folyoiratok-

ban terjedt el.

A miniszatellitek kimutatasa kezdetben a Southern (1975) altal kidolgozott lenyomat-
technika ,,blot” modszerrel torténet. Mar egy évvel az utan, hogy Mullis és Faloona (1987)
kozzé tette a PCR technika elvi alapjait, Jeffreys és mts. (1988) beszamoltak a miniszatellitek
human DNS-mintab6l PCR-technikaval torténé amplifikalasarol. A PCR-technika egy 0j kor-
szakot nyitott a DNS-polimorfizmus kutatasaban. Nem csak egyszer(ibbé tette a vizsgalatok
menetét, hanem azon feliil 1ényegesen finomabb szintl variabilitas kimutatasara is alkalmas
volt. Ezt els6nek Litt és Luty (1989), valamint veliik egy id6ben Weber és May (1989) ismer-
ték fel. Mind a két kutatocsoport olyan tandem ismétlddé szekvenciakat mutatott ki PCR-
technikaval, amelyek poli-dinukleotid repetitiv szekvenciabol alltak és az ismétlodések szama
egy blokkon beliil kisebb volt, mint ezt eddig a miniszatelliteknél tapasztaltak. Ezeket a szek-
venciakat Litt és Luty (1989) mikroszatelliteknek nevezte el. Mind a két kutatdcsoport bebi-
zonyitotta, hogy a PCR-rel torténd amplifikacié olyan mddszer, amely technikailag lehetové
teszi a mindossze néhany bazispart érinté variabilitas kimutatasat. A kezdeti szakaszban az
amplifikalt mikroszatellitek elvalasztasara és az eredmények értékelésére a poliakrilamid il-
letve agardz gélek mintazatat alkalmaztdk. Ehhez az eljarashoz képest ugrasszerli javulast
eredményezett a fluoreszcens jelolésti primerek bevezetése, az ezen alapulo 1ézersugaras de-
tektalhatosag és ezaltal a folyamat automatizalhatoésaga (Wenz és mts., 1998). A fluoreszcens
jelolés ugyan gyorsabba és nagy felbontasuva tette a mikroszatellit analizist, de ezzel jelento-

sen novelte a kutatas koltségét is.
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Kezdettdl fogva kérdés volt, hogy milyen mechanizmus révén képzddnek a tandem
ismétl6dé szekvenciak és milyen szerepet jatszanak a szervezetek genetikai apparatusaban, ha
egyaltalan van valamilyen funkciojuk. Mar Tautz és Renz (1984) felfedezve ezen motivumok
altalanos voltat az eukaridtakban ¢és figyelembe véve repetitiv jellegiiket, azt feltételezték,
hogy keletkezésiikért felelds lehet a DNS-polimeraz replikaciokor bekovetkezd ,,megesusza-
sa” a mintaszal olvasasakor, valamint az egyenl6tlen crossing over. Ugyanakkor kihangsu-
lyoztak, hogy amennyiben valoban ezek a mechanizmusok felelések az ismétlédések kialaku-
lasaért, akkor ez altalanosan, minden nukleatidkombinacioju ismétlddo egységre érvényes kell
legyen. Nem zartak ki azonban olyan eltér6 eseteket sem, amikor példaul az AA/TT szekven-
cia képzodhet a poli-A farok reverztraszkripciojaval. A Tautz és Renz (1984) altal feltétele-
zett, a replikacio soran kialakuld frameshift mutaciok sem ismeretlenek. Levinson és Gutman
(1987a) nyomon kovették ennek a mechanizmusnak kovetkezményeit az M 13 bakteriofagnal,
amelynek genomjaba GA/CT ismétlodo szekvencidji inzertet helyeztek be. Az 6sszes muta-
cios eseményhez képest a kérdéses régio hosszusaganak kimutathatod valtozasa 1%-0s gyako-
risaggal I1épett fel, ami arra utal, hogy a tobbit a javitd enzimrendszer korrigalni tudta. Az is-
métlédo rovid szekvencidk ilyen modon torténd keletkezését megerdsitette Schlotterer és mts.
(1991) azzal a kisérletsorozattal, amelyben laboratoériumi koriillmények kozott, in vitro iranyi-
tott replikacioval hoztak létre a repetitiv szekvencidkat. Azt allapitottdk meg, hogy a
frameshift mutdciok nagy gyakorisaggal fordulnak elé az ismétl6do szekvencidkat tartalmazo
DNS-régidiban. Ugyanakkor Levinsonhoz és Gutmanhoz hasonléan hangstlyoztak, hogy a

genomban rogziilt frameshift mutaciok gyakorisaga a javitas hatékonysagan mulik.

Az ismétlédo szekvenciak funkcigjat tekintve, sokdig nem volt megbizhatd informa-
cio. Tautz és Renz (1984) feltételezte, hogy az ismétl6dé szekvenciak nem jatszanak genetikai
szerepet, bar az elcstiszas miatt kialakuld egyszali DNS-fragmentumok lehetséget teremte-
nek a masik egyszalt DNS behatolasara, és igy ezeken a helyeken a crossing over sokkal na-
gyobb valosziniisséggel kovetkezhet be. Ilyen jelenségekrdl mar kordbban is jelentek meg
kozlemények (Nikaido és mts., 1981; Stringer, 1982; Hentschel, 1982). A funkci6 hidnyara
vonatkozd megallapitasat Tautz (1993) késébb moddositotta azzal az dvatos megfogalmazas-
sal, hogy ezek a motivumok nem valamilyen szelekcids folyamat soran keletkeztek, de , ...

nem zarhato ki, hogy egyes esetekben hatassal lehetnek bizonyos folyamatokra™.

Ma mar vilagossa valt, hogy mikroszatellit szekvenciak eloszlasa nem egyenletes a

genomon beliil (La Rota és mts., 2005; Sharopova, 2008). A néhany ndvényfaj teljes genom-
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jara kiterjed6 ismereteink lehetdvé teszik a mikroszatellit régiok hatékony keresését, mas
technikakkal ugyanakkor egy-egy motivum jelenléte és a specifikus géncsoportok
expressziojaban bekovetkezd valtozas kozotti Osszefliggés kutathatd. Ezeknek kdszonhetden
kidertiilt, hogy a mikroszatellitek preferaltan a gének hatarol6 régioiban, illetve géneken beliil
helyezkednek el (Fujimori és mts., 2003; Morgante €s mts., 2002). Egyre tobb bizonyitékot
talalnak arra, hogy ezek a funkcionalisan semlegesnek hitt DNS-szakaszok egyes esetekben
jol definialhato szerepet jatszanak a génregulacioban (Ellegren, 2004; Li és mts., 2004). Mar
n¢hany éve ismert, hogy a mikroszatellitek hosszisdganak instabilitdsa kapcsolatban van
egyes human neurodegenerativ betegségekkel, olyanokkal, mint példaul a Huntington-
szindroma (The Huntington Disease Collaborative Research Group, 1993), vagy tobb tipust

daganatos megbetegedéssel (Gangwal és mts., 2008; Popat és mts., 2005).

A mikroszatellitek novényi rendszerekben Dbetoltott funkcidjara  vonatkozodan
Sharopova (2008) ko6zolt 1) eredményeket, amelyek az Arabidopsis és rizs genom elemzésé-
bdl szarmaznak. Tanulmanyabol az deriil ki, hogy az Arabidopsis-ban vizsgalt 28 255
mikroszatellit szekvencianak 80%-a kapcsolatban van a génekkel. Ez f6leg akkor érdekes, ha
figyelembe vessziik, hogy a gének adta DNS-szakaszok hossza megkozelitleg az egész ge-
nom 10%-at teszi Ki. Az ismert vagy feltételezett 27 158 Arabidopsis génnek tobb mint 44%-a
tartalmaz SSR szekvenciakat a génen beliil, ezek koziil 40%-ban egynél tobb SSR régio talal-
hat6. Az SSR szekvenciak jelenlétére és a gének expreszidjara vonatkozo egylittes vizsgalat
alapjan feltételezhetd, hogy a mikroszatellitek a novényi gének szazainak expresszidjat befo-
lyasolhatjak. Ennek egyik oka abban keresendd, hogy mar korabban kimutattdk, hogy
mikroszatellit régiok kozremtikodésével alakul ki a DNS 6sszetett masodlagos struktirak sora
(Toth és mts., 2000). Ezzel hatassal vannak az egyes gének transzkripcidjanak intenzitasara.
Ezen informaciok alapjan varhato, hogy a kozeljovoben a nemesitési programok nemcsak
markerezési céllal tudjak alkalmazni ezeket az elemeket, hanem segitségiikkel a genetikai

szabalyozasi folyamatok is befolyasolhatova valnak.

2.10.1 Mikroszatellitek a n6vényi genomokban

A mikroszatellitek névényi genom markerezésére, térképezésére valo alkalmassaga
néhany jellegzetes tulajdonsaguknak koszonheté. A mikroszatellitek kodominansok, igy teljes
informéciot nyljtanak a vizsgalt 10kusz alléljair6l. Nagy az allélvaltozékonysag a populacion
beliil, a mikroszatellit 16kuszok heterozigotasagi indexe nagyon magas. Oroklddésiik egyszerii

mendeli szabdlyok szerint torténik és igy konnyen alkalmazhatdk kapcsoltsagi csoportok
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elemzésére (Gupta és mts., 1996). Rendkiviili variabilitdsuk és gyakorisaguk a ndvényi ge-
nomokban sok szerz6 altal bizonyitott (Weber, 1990; Condit és Hubbell, 1991; Gupta, és mts.,
1996; Morgante és mts., 2002). Jelenleg a névényi genomok elemzésére az egyik legalkalma-
sabb markernek tekinthetdk (Gupta és Varshney, 2000). Az eddigi eredmények azt mutatjak,
hogy a novényi €s az allati genomokban talalhatd mikroszatellitek nukleotid-6sszetétele nem
mindig megegyezd (Lagercrantz és mts., 1993, Morgante és mts., 2002). Novényeknél az
AA/TT; AT/TA ¢és CT/GA motivumok leggyakoribbak. Ez a csoport a ndvényi
mikroszatellitek 75%-at teszi ki. Az allatoknal gyakori GT/CA motivum ritkan fordul el6 a
novényeknél (Legercrantz és mts., 1993). Szojagenom esetében megallapitas nyert, hogy a
human genomban igen gyakori CA/GT motivum csak kevés — max. 9 — ismétlédésként fordult
eld. Az ennél hosszabb CA/GT repetitiv szekvenciak ritkdk voltak. Ennél a ndvényfajnal is
elterjedtebb volt és valtozékony az AT/TA mikroszatellit kategoria. Bell és Ecker (1994)
Arabidopsis esetében szintén arrél szamoltak be, hogy a GT/CA motivum ritka, az AT/TA

Vviszont gyakran fordult eld.

A novényi mikroszatellit markerek egyik alapveté tulajdonsaga, hogy az ismétl6do
egységek szama tekintetében rendkiviil polimorfak ugy a fajok, mint az egyedek kozott
(Akkaya és mts., 1992; Saghai-Maroof és mts., 1994; Yang és mts., 1994). A varhato poli-
morfizmus egyenesen aranyos az ismétlodé egységek szamaval (Weber, 1990; Yang és mts.,
1994).

A mikroszatellit régiok altalanos jellemzésénél nem hagyhato ki az ismétlodo szek-
vencia-sorozat pontossaga alapjan torténé osztalyozas. Ebbdl a szempontbol elséként Weber
(1990) alkalmazta a perfekt, imperfect és compound repeat mikroszatellit szekvencia elneve-
zéseket. Leirasanak megfelelden perfekt mikroszatellit szekvencia pontosan ismétel egy adott
egységet, mig az imperfect szekvenciakba beépiil egy vagy tobb, az alapegységhez nem tarto-
z6 nukleotid. A compound repeat-ek esetében egy adott mikroszatellit szekvenciaba beépiil
egy masik, mas nukleotidosszetételii mikroszatellit szakasz. Ennek az osztalyozasnak korant-
sem tisztan rendszerezési okai voltak. Mar Weber (1990) is kiemelte, hogy az ismétlddod egy-
ségek szamaval parhuzamosan, tehat az egyre hosszabb mikroszatellitek esetén n6 a 16kusz
informaciotartalma, azaz tobb allél keletkezése varhatd, de a megfigyelések szerint ez csak a
perfect szekvenciakra volt igaz maradéktalanul. Az azonos ismétlédési szamu imperfect szek-
vencia informaciotartalma lényegesen kisebb volt. Hasonld kdvetkeztetésre jutottak Orti és

mts. (1997) egy rakfaj (Limulus polyphemus) polimorfizmusat vizsgalva. Eredményeik szerint
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a filogenetikai tanulmanyokban, csak a perfekt szekvenciak variabilitasat célszeri figyelembe
venni. Almeida ¢és Penha-Gongalves (2004) néhany gerinces és nem gerinces faj
mikroszatellitjeit elemezve megallapitottak, hogy a perfekt ismétlédések megtartasa a gerin-
cesek egyik kései evolucios jelenségének tekinthetd. Ebben a megfogalmazasban automatiku-
san felmeril a mikroszatellit régiora hato szelekcio sziikségessége is, és ami ezzel egyiitt jar, a
mikroszatellit szekvenciak funkcidja a genom miikodésében. A korabban leirtaknak megfele-
16en mara mar tobb olyan szerep meriilt fel, amelyre a szelekcié hatasa érvényesiilhet. Ezek
koziil kiemelkedik a crossing over gyakorisaganak modositasa a DNS konformacidjanak be-
folyasolasan keresztiil, illetve a gének expressziojanak befolyasolasa (Toth és mts., 2000; Li,
2004; Sharopova, 2008).

2.10.2 A mikroszatellitek evoluciéja

A kordbban emlitett, repetitiv szekvencidkat jellemz6 nagy mutacios rata és a javito-
mechanizmus interakcidja, mint a mikroszatellitek ismétlédé szekvencia szamat meghatarozo
két f6 tényez6 (Levinson és Gutman, 1987b; Hentschel, 1982; Strand és mts., 1993) csak a
keletkezési és fennmaradasi mechanizmusokat irja le, és nem ad magyarazatot a mikroszatellit
régiok keletkezésére és az evolucios trendekre — ha vannak —, amelyek formaljak ezeket a

szakaszokat a genomban.

Az elso kérdés, amely pontosabb valaszt kdvetelne, arra vonatkozik, hogyan keletkez-
nek az ismétlédések. A kérdés azért meriil fel, mert a DNS-replikacio soran fellépd, az ismét-
16dések szamat befolyasold frameshift mutaciok valosziniisége csak a mar meglévd
mikroszatellit régiokban novekszik meg. Jelenleg azt az elméletet tartjak elfogadottnak, mely
szerint a mikroszatellit régid kialakulasahoz sziikség van egy ,,proto-mikroszatellitre”, amely
véletlenszerlien képzddik (Levinson és Gutman, 1987a). Nem egyértelmii, hogy 1étezik-e egy
minimum ismétlodési szam, amelynél mar a DNS-polimerdz megcsuszasara (un. DNS
slippage mechanizmus) nagy valdsziniiséggel sor keriil. A ,kiiszobérték™ elmélet szerint bi-
zonyitottan sziikség van egy valamekkora ismétlddési szamra (Rose és Falush, 1998). Az
¢éleszténél tapasztaltaknak megfeleléen ugyanakkor mar minimalis, tehat két ismétlésbol allo

repetitiv szekvencia is kivalthatja a DNS-polimeraz megcsuszasat (Pupko és Graur, 1999).

A masik alapvetd kérdés a meglévd mikroszatellitek hosszvaltozasanak tendencidjara
vonatkozik. Elméletileg a szabalytalan (aszimmetrikus) replikacio egyidejiileg noveli és csok-
kenti az ismétlddések szamat (Schldtterer és mts., 1991). Ennek az elvnek megfelelden egy

azonos utemu rovidilési és hossznovekedési tendenciat kellene észlelni a mikroszatellitek
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kozott. A tények viszont azt mutatjak, hogy az ismétlés mértéke nem éri el az extrém értéke-
ket. Ez az egyik bizonyitéka annak, hogy a szelekcié szempontjabol létezik valamilyen opti-
malis mérettartomany, amelyet ,,érdemes” fenntartani az evolicié soran (Bowcock és mits.,
1994; Garza és mts., 1995). Az ¢élesztovel végzett kisérletekkel kimutattak, hogy a rovid és
hosszl szekvenciak mutéacioinak eredménye méas-mas tendenciat mutat. Mig a rovid szekven-
ciak frameshift mutacioi altalaban hosszabb szekvenciakat hoztak 1étre, a hosszu szekvenciak
alapvet6en rovidiiltek a DNS slippage kovetkeztében (Wierdl és mts., 1997). Mindez arra
utal, hogy egy meghatarozott mérettartomany fenntartdsa magéaban a létrehozasi mechaniz-
musban rejlik, és anélkiil is egyensulyban tarhato, hogy létezne valamilyen ezt befolyasold

szelekcios nyomas (Schlétterer, 1998; Schistterer, 2000).

Ismert, hogy léteznek az egyes taxonokra jellemz6en ismétlddé szekvenciak. igy pél-
daul az allati genomokban GT, vagy a novényeknél az AT ismétlédé motivumok. Ennek a
helyzetnek a kialakuléasa a jelenleg legvaloszinlibb magyarazat szerint nem egy evolucios ten-
dencia, hanem a DNS javité6 mechanizmus egy jellegzetességének a kovetkezménye. A DNS
javitdé mechanizmus eltéré hatékonysaggal tavolitja el a nem komplementer bazisok egymas
mellé keriilésével keletkez6 tn. mismatch szakaszok mas-mas bazis-6sszetételti nukleotidjait.
Ez azt jelenti, hogy valamilyen tipusu ismétlédésnél — pl. AT — keletkez6 replikacios elcsu-
szas, gyakrabban vezet a mikroszatellit méretvaltozasahoz, mint egy mas tipus esetében. A
javitd mechanizmusnak ez a szelektiv pontatlansidga a kiilonb6z6 organizmusokndl mas-mas

ismétlodéseknél jelentkezik (Modrich és Lahue, 1996; Marra €s Schér, 1999).

crer

z¢s, amelynek kdszonhetden bebizonyosodott, hogy a genom ezen részei aktiv szerepet jat-
szanak a génszabalyozasban. Ennek egyik tipikus példaja az egyes emberi betegségek kiala-
kulasa, azok lefolyasa, €s a poli-trinuklotid ismétlodés régionak expanzidja kozott fellépd
korrelacié (Rubinsztein, 1999). Ezekben és az ehhez hasonlod esetekben az adott tipusu
mikroszatellitek elterjedése nemcsak a kialakitd mechanizmuson és a driften alapuld, neutralis
szelekcid ereddje, hanem a funkcion keresztiil hato, szelekcids nyomds eredménye is. A
mikroszatellit régiok genetikai instabilitdsa és a funkcioval valdé Osszekapcsoldasa komoly
fitness novekedést eredményezhet példaul azoknak a patogén mikroorganizmusoknak, ame-
lyeknek virulenciagénjei ismétlodé szekvencidkat tartalmaznak (Metzgar és mts., 2001,

Lindsedt és mts., 2007).
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2.10.3 A mikroszatellit polimorfizmus kutatiasa Prunus fajoknal

2.10.3.1 Primerfejlesztés

A mikroszatellitek korszakanak kezdete a Prunus fajoknal pontos datumhoz, és egy
adott k6zleményhez kotédik. Cipriani és mts. 1999-ben tették kdzzé az Gszbarackra és néhany
egyeb kertészeti fajra tervezett, 17 UDP jelzésti SSR-primereket. Kihasznalva a mikroszatellit
szekvenciak hatarold régidinak konzervativizmusat a rokon fajokban, ezeket mas Prunus fa-
jokon és az alman is tesztelték. Eredményeik azt mutattak, hogy 10 primerpar alkalmas volt
az amplifikaciora. Ezek megfeleléen miikodtek a P. domestica, P. salicina, P. armeniaca, P.
dulcis, P. persica var. leavis, P. avium ¢és P. cerasus fajokban. Harom primer alkalmasnak
bizonyult a Malus domestica SSR-markerek amplifikaciojara is. Megjegyzem, hogy alma
esetében mar két évvel korabban megtortént az elsé SSR-primerek kifejlesztése (Guilford és
mts., 1997).

Cipriani és munkatarsainak kozleménye 10késszerli fejlédést eredményezett a
mikroszatellitek kutatasaban a Prunus nemzetségen beliil. Mar a kovetkez6 évben ugyanaz a
kutatomiihely Gjabb primereket mutatott be (Testolin €s mts., 2000). Ebben a kozleményben
mar nemcsak a primer fejlesztésre koncentraltak, hanem az 01j 16kuszok segitségével 50 6szi-
barack- és nektarinfajtat teszteltek. Az Gjonnan kifejlesztett primerek alkalmasak voltak a
fajtak dont6 tobbségének elkiilonitésére, bar az egyes, genetikailag nagyon kozel allo fajtak-
nal, mint példaul a ‘Compact Redhaven’ és “Redhaven’, azonossagot tapasztaltak. Emellett
sor keriilt néhany tisztazatlan eredetli fajtanal a fajta szarmazasanak pontositasara. Ezzel a

cikkel gyakorlatilag elinditottak egy sor késobbi kutatast ebben a témakorben.

Az Udinei kutaték eredményei nem maradtak visszhang nélkiil a tengerentalon. Még
ugyanabban az évben Sosinski ¢és mts. (2000) kozz¢ tették az dszibarack genomi és cDNS
szekvenciai alapjan kifejlesztett sajat primer-készletiiket. Az olasz kutatocsoporttol eltéréen
nem az AC/GT és AG/CT ismétlédésii mikroszatellit régiokat azonositottak, hanem a CT/GA,
CAJ/GT valamint egy AGG/TCC poli-trinukleotidot.

A Prunusok teriiletén zajlé markerezési kutatasok felgyorsitasat jelzi, hogy tovabbra is
ugyanabban az évben egy nemzetk6zi kongresszuson (International Symposium on Molecular
Markers for Characterizing Genotypes and Identifying Cultivars in Horticulture) bemutattak
annak a kutatasnak az eredményeit, ahol 6sszehasonlitottak az AFLP és SSR markerek alkal-

mazhatosagat 100 dszibarackfajta polimorfizmusanak vizsgalatanal. Ezzel a publikacidval a
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spanyol tudomanyos miihelyek is bekapcsolodtak az SSR polimorfizmus kutatdsaba. Maga a

publikacié egy évvel késbb jelent meg (Aranzana és mts. 2001a)

2001-ben mar korvonalazdédnak az SSR-markerezés f6 kutatasi korvonalai a Prunus
nemzetségben. Serrano és mts. (2002a) az SSR-primerek nemzetségen beliili hasznalhatosagat
kiaknazva 25 mandulaalanyt azonositanak Oszibarack primerekkel tortént analizis alapjan
Eredményeikrél egy konferencian szamolnak be, késobb teljes terjedelemben, a konferencia-
kiadvanyatol fiiggetlentil, kiilon cikkben is megjelenik ugyanezen munkajuk (Serrano,
2002b). 2001-ben Davisben (USA) keriilt sor az V. Nemzetkozi Oszibarack Szimpoziumra. Itt
mar tobb eldadas foglalkozott az SSR-polimorfizmus Gszibarack-kutatasban torténd felhasz-
nalasaval, melyekb6l késébb szamos tudomanyos kozlemény is sziiletett. Badenes és mits.
(2002) a Valencia (Spanyolorszag) kornyéki dszibarack tajfajtakat vizsgaltak, és annak ellené-
re, hogy kevéssé valtozékony genotipusokrol van szod, sikeresen elkiilonitették a kiilonbozo
termétajakon termesztett fajtakat. Eldszor itt szamolnak be Prunusok esetében az SSR-
markerek és a nemesités szempontjabol fontos pomologiai tulajdonsagok dsszekapcsolasarol.
Scorza és mts. (2002) kimutattak, hogy a pchgmsl jelzésti primerpar alkalmas az 0szlopos
novekedésii genotipusok, valamint a meghatarozott szinti és huskeménységii fenotipust muta-
to genotipusok szelektalasara. A konferencia egyik legjelentésebb kozleményében Abbott és
mts. (2002) beszamolnak a genomikai kutatdsok megkezdésérdl, amelyeket egy széles nem-
zetkozi kooperacioban terveznek Kivitelezni. A konzorcium célja az 6szibarack genomjat mo-
dellként hasznalni a Rosacea csalad genomikai kutatasara. A konzorcium munkajanak leg-

utobbi eredményeirdl Shulaev és mts. (2008) szamoltak be.

Mara szamos primer fejlesztése tortént a Prunus nemzetségen beliil. A fejlesztések
tobbsége dszibarack genomi vagy cDNS konyvtarak alapjan tortént, de ezenkiviil tobb primert
terveztek a cseresznye, kajszi és mandula genomok alapjan. A mikroszatelliteknek a nemzet-
ségen beliil tobb fajnal torténd sikeres felhasznalasa altalanosnak tekintheté. Nem ritka a mas
nemzetségben vald alkalmazas sem. A primerek tervezésének 1j iranyat jelzi, hogy mar meg-
jelentek olyan kozlemények is, amelyek a teljes Rosaceae csaladban megfeleléen mikodo
primerkészletek kifejlesztését tliztek ki a kutatas céljanak (Nishitani és mts., 2007). E szerzok
munkajanak kiilonlegessége, hogy a hossza repetitiv szekvenciakat (tri- és hexanukleotid)
tartalmazo mikroszatellit régiokat kutattak. Az ujonnan létrehozott primereket kezdetben f6-
leg a polimorfizmus megallapitasara és a fajtak elkiilonitésére hasznaltak kiilonbozé Prunus

fajoknal. Egy résziiknél viszont konkrétan megfogalmazott, egyéb célok is szerepet jatszottak.
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Az elsé ilyen primerkészletnek tekinthetd a kordbban emlitett Scorza és mts. (2002) 4ltal ter-
vezett primerkészlet. Ide sorolhatéo a Wang és mts. (2002) 0szibarack BAC konyvtarbol AFLP
technika kozbeiktatasaval kidolgozott SSR-primerkészlet, amelyeket az Gszibarackfak nove-
kedési tipusainak nyomon kdvetése céljabol valamint a nematddarezisztencia markerezésére
terveztek. A Prunus nemzetségben torténd primerfejlesztéseken beliil csak két munkacsoport
beszamolt be szilvaprimerek kidolgozasarol. Hagen és mits., (2004a) valamint Decroocq és
mts. (2004). Az utobbi team a hexaploid szilva cDNS alapjan, és eddig egyedi moddon,
kloroplasztisz cpDNS templatra terveztek mononukleotid ismétlédéseket felszaporitd prime-
reket. Az Gjonnan fejlesztett primerkészlettel sikeriilt korrigalni néhany csacsaki szilva fajta
feltételezett eredetét. E modszer kdvetve Ohta és mts. (2005), diploid szilva kloroplasztisz
CPDNS-¢re tervezték a primerkészletiiket. Tiz tervezett primer koziil hét mononukleodtidos
1smétlodésti szakaszokat ismert fel. Segitségiikkel lehetséges volt 17 Prunus faj megkiilon-

boztetése.

2.10.4 Mikroszatellitek alkalmazasa a Prunus nemzetségben

2.10.4.1 Oszibarack

Az SSR-régiok biztositotta variabilitast minden Prunus fajnal felhasznaltdk a fajtak
azonositasara illetve fajtak, fajok filogenetikai elemzésére. Oszibarack esetében is megoldhat6
feladatnak szamit a fajtaazonositas SSR-allélokkal (Testolin és mts., 2000; Ahmad és mts.,
2004a). A faj fajtainak sziik genetikai bazisa €s a vilagban elterjedt hasonlo fajtakorok miatt a
kutatok figyelme sokszor és jellemzden a tajfajtakon, egy-egy korzetben termesztett populaci-
okon beliili diverzitas vizsgalatara osszpontosult. Igy sziilettek azok a tanulmanyok, amelyek
SSR-all¢lokkal a spanyol (Wiinsch és mts., 2006; Bouhadida és mts., 2007) és a sziciliai
(Marchese és mts., 2006) tajfajtakat elemezték, illetve a Japanban elterjedt kinai eredetii 6szi-
barack klonok polimorfizmusat és azok pontos szarmazéasat kutattdk (Mase és mts., 2007).
MingLiang és mts. (2004) hét genetikailag kozel allo Prunus faj (P. amygdalus, P. persica.
subsp. ferganensis, P.persica, P. kansuensis, P. mira, P. davidiana és P. persica subsp.
potanini ) SSR elemzésének eredményeit kozlik. A legnagyobb mértékii azonossagot a P.
persica subsp. ferganensis és P.persica kozott tapasztaltak. Ehhez hasonld foku rokonsagot a

P. persica subsp. potanini és P. kansuensis kozott mutattak ki.

2.10.4.2 Cseresznye, meggy
A Cerasus fajok SSR-polimorfizmusat tobben leirtak (Downey és Iezzoni, 2000;
Cantini és mts., 2001; Wiinsch és Hormaza, 2002a; Clarke és mts., 2004; Clarke és Tobutt,

[Irodalmi attekintés] 50



2003; Schueler és mts., 2003; Struss és mts., 2003). E nemzetség esetében mas jellegli vizsga-
latot végeztek Pairon és Jacquemart (2005), akik a mikroszatellitek alkalmassagat kutattak a

ploidszint kovetésére.

2.10.4.3 Mandula

A mandula genetikailag valtozatos és kevésbé ismert nemesitési alapanyagai sokat igé-
rd kutatési teriiletet jelentenek, ami mar a kordbban bemutatott primerfejlesztéseken is jol
kivehetd. Sanchez-Pérez és mts. (2006a) valamint Martinez-Gomez és Gradziel (2002) hang-
sulyoztak az SSR-polimorfizmus vizsgalatanak fontossagat a nemesitési alapanyagok jellem-
zése terén. Az alapanyagok nagy genetikai diverzitasat mutattak ki a kinai munkacsoportok
altal k6zolt adatok. Ez a valtozékonysag jellemz6 a kinai fajtakra (Xie €s mts., 2006), de még
inkabb latvanyos a kinai fajtak mediterran fajtakkal valo dsszehasonlitasa, mely esetben a két
régio fajtai hatarozattan elkiiloniiltek a dendrogramon (Xu és mts., 2004). Ehhez hasonl6 nagy
variabilitasrol szamolnak be Amirbakhtiara és mts. (2007) az irani mandulafajtak valamint

harom vad faj (P. communis, P. orientalis and P. scoparia) elemzésekor.

2.10.4.4 Szilva

A szilva mint gyiimoélcs taxonomiai és igy genetikai szempontbol is nagyon valtozatos
képet mutat. Az SSR-markerezési folyamat valoszintileg a kovetkez6 években gyorsul majd
fe, amire jo lehetdséget kindlnak a hazankban termesztett hexaploid szilvara (P. domestica) és
a dilpoid japanszilvara (P. salicina) tervezett SSR-primer készletek (Decroocq és mts., 2004;
Ohta és mts., 2005). A faj SSR-markerekkel torténé kutatasarol beszamolt Ahmad és mts.
(2004b), akik a diploid szilvakon kiviil a pluot hibridek genomjat is jellemezték a

mikroszatellit régiok valtozékonysaganak vizsgalataval.

Az amerikai szilvak bonyolult taxondémiai rendszerének molekularis hatterébe probal-
tak betekintést nyerni Rohrer és mts. (2004). Vizsgalataikbol az dertilt ki, hogy a sokféle hib-
ridizaciora képes amerikai szilvak azonositasara nem minden esetben volt elegendé a kisérlet-
ben hasznalt 15 SSR-primerpar és az altaluk kimutatott, 10kuszonkénti atlagos 12,4 allélt

eredményezd polimorfizmus.

2.10.4.5 Alanyok
A Prunus alanyok kutatasa genetikailag egy kiilon kategoriat képvisel. Az ebben a té-
makorben megjelent publikacidk egy része az alanyok egyedi azonositasat targyalja (Serrano,

és mts., 2002a; Serrano és mts., 2002b; Wiinsch és mts., 2004; Bouhaida és mts., 2004;).
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Nemcsak az alany kutatasanal, hanem altalaban a nemesités soran is felhasznalhatok azok az
informaciok, amelyeket Daorden és mts. (2006) kozoltek a keresztezésekbdl, illetve hibaként
torténd ontermékenyitésbdl szarmazo fiatal magoncok elkiilonitését lehetdvé tevd SSR marke-
rezésr6l. Mindig fontos téma az alanyok esetében a fonalféreggel szembeni rezisztencia. A
rezisztens genotipusok azonositasa tobb évet vesz igénybe, de ennek kivaltasara Verde és mts.
(2007) igéretes eredményeket kozoltek, melyben a rezisztenciarégiokat azonosité markerek

fejlesztésérol €s a régiok térképezésérol szamoltak be.

2.10.4.6 Kajszi

Ahogyan ez az el6z6ekben leirtakbol is kidertilt, a mikroszatellit régiok polimorfizmu-
sanak vizsgalata a Prunus nemzetségben a Cipriani és mts. (1999) altal kozzétett, Oszibarack-
ra tervezett primerek hasznalataval kezdédott el. A kajszibarack esetében viszonylag hamar
kifejlesztésre kertiltek a faj genomja alapjan késziilt specialis kajsziprimerek. A Kajszi genomi
DNS-konyvtara alapjan Lopes és mts. (2002) 21, Messina és mts. (2004) 99 mikroszatellit
régiot azonositottak. Decroocq és mts. (2003) 10 EST SSR szekvenciat talaltak meg a kajszi
levelébdl nyert cDNS konyvtarban. Hagen és mts. (2004b) Gsszesen 24 primerszekvenciat
tettek kozzé, ebbdl 13 genomi, 8 a gyiimdlesbol nyert cDNS, 3 pedig levél cDNS konyvtarbol

szarmazott.

Elsoként Hormaza (2002) jellemezte kajszifajtdk SSR-polimorfizmusat. Negyven
nyolc kajszifajtat vizsgalt mas Prunus fajokra kidolgozott primerkészletekkel. Ezek koziil 31
megfelelé amplifikaciot biztositott. Ez egyben a mikroszatellit régiok konzervativizmusara
utalt, ami alol a kajszibarack sem képez kivételt a Prunus nemzetségben. Ez az eredmény
jelent6s mértékben novelte a tovabbi vizsgalatok megvalosithatosaganak realitasat. Az alkal-
mazott modszer hatékonysagara utal, hogy az Gsszes fajtat sikeriilt egyedileg azonositani a 20

lokuszban detektalt 82 allél alapjan.

A mikroszatellit polimorfizmus kutatasa és felhasznalasa a kajsziban a tobbi marker-
hez hasonlo jellegzetes témakoroket érint. Ezek koziil az egyik elsdként megjelent kérdés,
amelyet e technikaval oldottak meg a fajtdk azonositasa volt, és a modszer felhasznalhatosa-
ganak vizsgalata nemesitési célokra. Sanchez-Pérez és mts. (2006b) spanyol és néhany kiil-
foldi fajtat azonositottak SSR-markerekkel. Tanulmanyuk kiterjedt a vizsgalt fajtak néhany
nyok, gyiimédlcsszin és -tomeg stb.) jellemzésére is. Osszehasonlitva az SSR-variabilitas és a

morfologiai bélyegek alapjan nyert klasztereket, nem talaltak kozottiik szignifikans kapcesola-

[Irodalmi attekintés] 52



tot. Graetz (2006) az aszalasra alkalmas fajtak eléallitasat célzo ausztral nemesitési program
soran SSR-markerekkel jellemezte a nemesitési alapanyagokat. A nemesitési alapanyagok
SSR-variabilitason alapuld jellemzését Olaszorszagban is elvégezték (Guerriero és mits.,
2006). Ilyen céllal dolgoztak japan kutatok is, akik P. mume esetében szintén a korabban ki-
dolgozott Prunus SSR-markereket alkalmaztak a fajtak jellemzésére és eredetiik megallapita-
sara. Krichen és mts. (2006) 54 tuniszi tajfajtat vizsgaltak. Huszonhat primer alkalmazasaval
Osszesen 103 allélt detektaltak. A gyakorlati alkalmazhatdsag céljabol kiemelték azt a legjobb

6 primerpart, amelyik elegend6 polimorfizmust biztositott az 6sszes fajta azonositasahoz.

A mikroszatellit variabilitasan alapuld és inkabb a nemesitéshez kot6dd kutatasokon
kiviil, a kajszibarack esetében hangstlyossd valt a faj elterjedésének kutatdsa molekularis
markerekkel. Ebben az esetben az SSR-markerek bizonyultak a legalkalmasabbnak. Ezen
munkak jellegzetessége, hogy altalaban sok, de ami a leglényegesebb, a kiilonboz6 foldrajzi
csoportokhoz tartozo, gondosan Gsszeallitott mintapopulacioval dolgoznak. Ezen kutatasok
egyik elinditoja a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszek volt. Az els6 SSR marker-
elemzést, amelyben a magyar fajtakat is bevontuk mar 2001-ben a nemzetkozi kajszi szimpo-
ziumon mutattuk be (XII International Symposium on Apricot Culture and Decline, Avignon,
September 10-14, 2001). A konferencia el6adasainak teljes szovege joval késébb jelent meg
nyomatasban (Romero és mts., 2006). A kutatas bebizonyitotta, hogy az SSR-markerezés al-
kalmas a kajszi torténelmi terjeszkedésének kovetésére. Zhebentyayeva és mts. (2004) az alta-
laban elterjedt fajtakon kiviil jellemezni tudtak a kajszibarack elsddleges ¢s masodlagos gén-
centrumabol szarmazo genotipusokat is. A kajszi elsédleges és masodlagos géncentrumabol
szarmazo mintak az elvarhatonal Kisebb genetikai diverzitast mutattak csoportjukon beliil.
Ennek ellenére a klaszteranalizis eredményei hiien tiikr6zték a kordbban Vavilov (1951) ¢és
Kosztina (1969) altal leirt kajszi kultarevolacios utvonalakat. Az eurdpai, ezen beliil a magyar
fajtak a legnagyobb azonossagot az irani-kaukazusi fajtakkal mutattak. Zhebentyayeva és
munkatarsai (2004) feltételezték, hogy az eurdpai fajtak genetikai konstitticioja viszonylag kis

szamu irani-kaukazusi és kopet-dag-i genotipusra vezethetd vissza.

Hasonl6 tanulmanyokat végzett egy magyar, osztrak és portugal kutatokbol allo nem-
zetkozi csoport is. Szazotven kiilonb6z6 eredetii fajta vizsgalataval, a korabban leirt eredmé-
nyeket megerdsitették, de a kisérletben alkalmazott mas fajtadsszetétel miatt, Iényeges megfi-
gyeléseket tettek az amerikai fajtakat illetéen is. Vélelmezték, hogy az amerikai fajtak, és

ezen beliill a PPV rezisztencianemesités f& donorai nem tisztan eurdpai eredetii fajtak. Az
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SSR-polimorfizmus alatamasztotta a korabbi feltételezést, amely szerint ezek a fajtak azsiai
eredeti génekkel is rendelkeznek. A genetikai tavolsagok alapjan sikeriilt meghatarozni a
fajtak kozotti rokonsagi koroket. Az eurdpai fajtak kiilon agra kertiltek a dendrogramon. Né-
hany fajta esetében a korabban is feltételezett szinonim nevek 1étezése megerdsitést nyert.
Ezek kozé tartozott pl. ‘Szegedi mamut’ és a ‘Ceglédi orias’ fajta (Maghuly és mts., 2005;
Pedryc és mts., 2006).

Az el6bbi megallapitasok egybevagnak a Zhebentyayeva és mts. (2008) altal tapasztal-
takkal. Munkajukban az AFLP- és SSR-markerekkel bebizonyitottak, hogy az amerikai faj-
takban 1étez6 PPV rezisztencia forrasa valosziniileg az Amerikaba bekeriilt észak-kinai erede-
tli genotipusokbol szarmazik. Bizonyitas nyert, hogy a “Stark Early Orange’, “Goldrich’, és
‘Harlayne’ fajtak genotipusaira jellemzé PPV rezisztencia génforrasa vagy ugyanarra, vagy

genetikailag nagyon kozeli 6sre vezethetd vissza.

A fent emlitett filogenetikai tanulmanyokat kiegészithetik a jovoben azok a kinai kuta-
tasok, melyek célja a vad P. armeniaca populacidinak genetikai Osszetételének elemzése. A
He és mts. (2007) altal kozolt eredmények szerint ezek a populaciok még megtartottak a gene-
tikai variabilitasukat, bar veszélyeztetve vannak ugy a kultarfajtak genetikai invaziojatol, mint
az emberi kornyezet atalakito tevékenységétdl. E kutatasok sokkal arnyaltabb képet képesek
adni a faj elsédleges géncentrumarol, amely — a rendelkezésre allo ismeretek alapjan — jelen-

leg tavolrol sem tekinthetd egységesnek.

Figyelemre mélt6 publikacio foglalkozik a SSR-elemzés alkalmazhatosagaval az
alanykutatasban. Arbeloa és mts. (2006) a Myrabolan (P. cerasifera) és a “Moniqui’ kajsziba-
rack fajta keresztezésébdl szarmazdé utddpopuléciok jellemzésére alkalmaztdk az SSR-
technikat. A nehezen végrehajthato keresztezésbdl szarmazo 278 magoncrol kideriilt, hogy

74%-uk nem hibrid eredetl.

A markerkutatas legtijabb, jelenlegi allomasanak tekinthet az integralt genetikai tér-
képekre valo beiktatasuk. A Prunus nemzetségben a kordbban emlitett Abbott és mts. (2002)
inditvanyoztdk az ilyen irdnyt munkat egy nemzetkozi konzorcium szervezésével. A térképe-
z¢s eredményeit tobbek kozott bemutattak Dirlewanger és mts. (2004), illetve legutobb Jung
¢és mts. (2008). A kajszibarack markereit Dondini és mts. (2007) beillesztették az eddig Ossze-

allitott, integralt Prunus genetikai térképre.
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A térképezés lehetdsége jelentds befolyassal van az adott fajok kutatasara, a markere-
z¢s céljaira. Az ide szant markerek kifejlesztése is sokszor céltudatosan torténik és nem csak a
genom véletlenszer( régiodit érinti. Ebbe a kategoriaba tartozik Vilanova és mts. (2006b) altal
kialakitott markerkészlet, amelynek célja alapvetden a kajszi 1. kromoszoémajanak markerek-
kel val6 lefedése volt. Ennek oka a feltételezhetden ebben a régidban taladlhatdo PPV reziszten-
ciaért felelds szakasz pontos markerezése volt. Hasonld meggondolasbol, bar kevésbé vélet-
lenszertien Sicard és mts. (2007) kihasznalva a Prunus térképezés eddigi eredményeit prime-
reket terveztek a kajszibarack potencialis rezisztenciagénjeire (candidate resistance genes).
Olyan, feltételezhetd rezisztenciagéneket valasztottak, amelyek kozelében megtalalhato a

PPV rezisztencia f6 génje.
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3 A KUTATAS KOZVETLEN ELOZMENYEI

A dolgozatban bemutatott kutatasok kdzvetlen céljainak megfogalmazasa elétt célsze-
ri megemliteni azokat az eldzményeket, amelyek befolyasoltak az itt targyalt témak kialaku-
lasat. A nyolcvanas években a Genetika €s Novénynemesités Tanszéken folytatott kutatas
jelentds részét a gyakorlati nemesités, fajta-eldallitas jelentette. Ez a tevékenység tovéabbra is
a munkank gerincét képezi. Eredményességét jelzi harom allamilag elismert kajszifajta és
harom elismerésre bejelentett fajtajeldlt. A kajszibarack a maga valtozatossagaval, jol defini-
alt géncentrumokkal, széles genetikai spektrumt vad populéciokkal, a domesztikacids folya-
mat elején allo helyi fajtakkal és ugyanakkor a szigora szelekcid eredményeként 1étrejott mo-
dern fajtakkal kitlind kutatasi alanynak igérkezett a polimorfizmus vizsgalatara. A kilencvenes
évek elején eldszor valt lehetdvé a nemesitést tamogatd, molekularis szintli elemzése a kajszi
genotipusoknak. E munka kezdeteként mi is a vilagszerte els6ként hozzaférhetévé valt tech-
nikaval, a kiillonb6z0 izoenzimek polimorfizmusanak vizsgalataval foglalkoztunk, ami alapve-
téen modszertani kisérleteket jelentett. Ezt kovette a PCR-késziilék elterjedésével lehetové
valé DNS-alapti modszerek kiprobalasa. Mindez elsé megkozelitésben vilagszerte, és igy a mi
laborunkban is a RAPD-modszerrel vald variabilitas-kutatast jelentette. Ennek a munkanak
eredményeként sikeriilt kivalasztani azt a primerkészletet, amely segitségével azonositani
tudtuk a Magyarorszagon termesztett fajtak tobbségét. Ezek a munkédk Magyarorszagon tobb
éven keresztil egyediilallo torekvést jelentettek a molekularis szemléletii gylimdlcsnemesités
¢s a nemesitési alapanyagok koriiltekintd, genetikai kapcsolatokat feltard értékelése felé. A
RAPD-analizissel kapott eldzetes eredményeink bemutatasaval egy idoben, 1.J. Hormaza
2000-ben egy ISHS konferencian jelentette be az elsé kajszi SSR-markerezés eredményeit.
Az 1j technika egy sor — a dolgozatban részletesen kifejtett — elénnyel rendelkezett. Még eb-
ben az évben kialakitattunk a spanyol kutatokkal egy informalis egytittmiikodést. Kutatasunk
célja az 1) markerezési eljarasban rejlé lehetdségek tesztelése volt a mediterran és kozép-
eurdpai fajtdk felhasznalasaval. Az egyhonapos spanyolorszagi tanulmanyutam soran a Va-
lenciai Mezb6gazdasagi Kutatd Intézetben (IVIA - Instituto Valenciano de Investigaciones
Agrarias) elvégeztiik az els6, minddssze 20 kajszifajta mikroszatellit régioit teszteld kisérlet-
sorozatot, amelynek eredményeit, 2001-ben mutattuk be a Nemzetko6zi Kajszi Szimpdziumon,
Avignonban. Ez volt a méasodik kdzlemény a vilagon, amely a kajszi mikroszatellit kutatasa-
rol szamolt be. Ezt kovetden, mar gazdagabb fajtakorrel és 1) primerkészletekkel, ugyanezzel

a valenciai munkacsoporttal elvégeztiik azt a kisérletsorozatot, amelynek eredményeit 2003 -
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ban a Genome cimii, nemzetkozi szakfolyoiratban tettilk kozzé. A mikroszatellit kutatas ko-
vetkezd munkai a bécsi BOKU egyetemmel kialakitott k6zos projekt keretén beliil zajlottak. E
kozben sikeriilt olyan mértékben fejleszteni a tanszeék laboratoriumi hatterét, megszerezni €s
sajat laboratoriumunkban is hozzaférhetévé tenni a munkahoz nélkiilozhetetlen tudast, hogy
lehetévé valt a kutatds egy részét kozvetleniil tanszékiinkon elvégezni. Az osztrak-magyar
projekt eredményei 2005-ben, az akkor ujonnan indulé Tree Genetics & Genomes (Springer)
cimil szakfolyodiratban kertiltek kozlésre, mely lapot azzal a szandékkal hivtak életre, hogy a
tudomanyteriileten nagy tekintélynek 6rvendé Theoretical and Applied Genetics fas kulturak
iranyaba szakosodott tarsfolyoirata legyen. Az utobbi harom év alatt sikeriilt a tanszéken azo-
kat a technikai koriilményeket 1étrehozni, és mindenekel6tt kialakitani azt a fiatal kutatokbol,
PhD hallgatokbdl és egyetemi hallgatokbol allo, folyamatos dnképzésre képes, ambiciozus €s
erdsen motivalt munkacsoportot, amely segitségével a molekularis markerezés mara mar ru-
tinszerli tevékenységgé valt. Ennek koszonhetden jelenleg széles nemzetkdzi kooperacioban
torok, irani és kinai kutatokkal egyiitt készitjlik eld a hazai kajszifajtak torténelmi el dszobajat
képez6 kozép-azsiai és irani-kaukazusi, valamint az eredeti génforrasbol szarmazé kinai kaj-
szi génallomanyok behato genetikai elemzését. Ennek a munkanak egyik elétanulmanyaként,
elvégeztiik néhany j SSR-primer tesztelését, amely munka eredményei jelenleg megjelenésre
varnak a Scientia Horticulturaea (Elsevier) folyoiratban. A dolgozat mikroszatellit-kutatasra

vonatkozo fejezetei a fent emlitett, harom cikk kutatdsi anyagat mutatjak be.

A mikroszatellit-markerezéssel parhuzamosan felmeriilt a kajszi termékenyiilési vi-
szonyainak kutatdsa molekularis szinten. E téma sziikségessége és fontossaga az ijjabb neme-
sitést, értékes, de onmeddo fajtak szdmanak novekedésével egyiitt egyre hatarozottabban je-
lenik meg a kajszikutatas aktualis trendjei kozott. A fentieken kiviil més tényezdk is nagyban
hozzéjarultak e téma kivalasztdsahoz. Ezek kozé tartoznak a néhany magyar fajta régota tu-
dott onmedddéségével kapcesolatos ismeretek, tovabba, hogy a kajszi esetében a kdlesonds ivari
Osszeférhetetlenséget a vilagon elsd izben magyar kutatok irtdk le, és ezek a genotipusok a
hazai fajtaszortimentben hozzaférhetdk voltak. A rendelkezésiinkre all6 kooperacids lehetdsé-
geknek és az irodalomban fellelheté modszereknek megfeleléen a jelenség kutatdsa eleinte
fehérjeszinten zajlott. Késobb a tanszéken a molekularis kutatas terén felhalmozddott tapasz-
talatok lehetévé tették a DNS-szintli megkozelitést. Ezen kutatasok haszna egyrészt az elmé-
leti tudas gyarapitasaban rejlik, de az 0j fajtak S-genotipusainak leirasa, az egymas terméke-
nyitésére kolcsondsen képtelen fajtacsoportok meghatarozasa egyértelmii gyakorlati jelento-

séggel bir.
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3.1 A kutatasi munka a kovetkez6é tudomanyos célok koré szervezédott:

1.

Az Oszibarack és kajszibarack genomjara tervezett SSR-primerkészletek alkalmazhatosa-
ganak 0sszehasonlitasa a kajszi genetikai diverzitasanak vizsgalataban.

A kajszibarack eltéré okofoldrajzi fajtacsoportok genetikai kapcsolatdnak kovetése az
SSR-polimorfizmus elemzésébdl nyert eredményekkel.

A kajszi G1 kapcsoltsagi csoportjaban kimutatott SSR-valtozékonysag dsszehasonlitasa a
teljes genomra kiterjedé mikroszatellit régiok variabilitasaval.

A kozép-europai fajtak genetikai variabilitasanak egybevetése a 6 fajtacsoportok poli-
morfizmusaval.

A kajszi termékenyiilési viszonyait meghataroz6 S-lokusz vizsgalatat lehetévé tevé mod-
szerek fejlesztése, illetve kidolgozasa.

Az ontermékenyiilé genotipusok korai szelekcidjat lehetévé tevé molekularis marker ki-
dolgozasa kajszinal.

Uj S-allélok azonositésa és a termesztett fajtak S-genotipusanak meghatarozasa.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Novényanyag

A vizsgalt fajtak és hibridek a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és Novényne-
mesités Tanszék szigetcsépi iiltetvényébdl, az Orszagos Mezdgazdasagi Mindsitd Intézet tor-
dasi génbankjabol, a Mendel Egyetem (Csehorszag) lednicei iiltetvényébdl, a Ceglédi Gyii-
molcstermesztési Kutato-Fejleszté Intézet génbankjabol, a Kecskeméti Foiskola gytimolcsiil-
tetvényébol, egy boldogkdvaraljai iltetvénybdl, a BOKU Egyetem (Bécs) génbankjabol, illet-

ve Laimburgbdl és Ferrarabdl (Olaszorszag) szarmaznak (4. tablazat).

4.2 Szabadfoldi tesztkeresztezések

A mesterséges megporzasi kisérleteket a Budapesti Corvinus Egyetem Genetika és
Novénynemesités Tanszékének szigetcsépi gylimolcsiiltetvényében végeztik 2005 és 2006

soran.

4.2.1 Szabadfoldi 6ntermékenyiilés-vizsgalat

A nem ismert vagy vitatott termékenyiilést kajszifajtdk szabadfoldi gyiimolcskotodés-
vizsgalatat geitonogdm megporzassal értékeltiik. A polleneket rdézsaszinbimbos allapota vira-
gokbdl kipergetve szobahdmérsékleten kiszaritottuk, majd a megporzandoé fajtdkat fehérbim-
bos allapotban csipesszel kasztraltuk, a mar kinyilott viragokat eltavolitottuk a kijelolt agak-
rol. Ezutdn a bibéket a sajat fajtarol szarmazo virdgporral beporoztuk. A megporzott bibéket
minden esetben megszamoltuk. A kotdédott gyiimdlesok aranyat hetente ellendriztiik, véglege-
sen a 8. héten, illetve az adott fajta teljes érési idejében szdmoltuk meg. A vizsgalt fajtak €s
hibridek: ‘Krimszkij Medunec’, ‘Morden 604°, ‘Korai piros’, ‘Harmat’, ‘Korai zamatos’ és
‘NJA-8.
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4. tdblazat. A dolgozatban vizsgalt fajtdk és hibridek szarmazasa, a mintagytijtés helyszine, a fajtak pedigréje és termékenyiilési fenotipusa

Genotipus Szarmazas | Génbank Pedigré Termékenyiilés

1) AIA 0-10 Ol. F. Magonc Ontermékenyiilé

2) AlA 0-28 Ol. F. Magonc Ontermékenyiilé

3) AlA 0-68 Ol. F. Magonc Ontermékenyiilé

4) Albena Mo. T. Szilisztrenszka kajszija x Krasznoscsokij ?

5) Aurora USA Sz. RR17-62 x NJA-13 Onmeddd

6) Ananasznij cjurpinszkij UKkr. Sz. Ismeretlen Ontermékenyiilé

7) Andornaktalyai magyar kajszi | Mo. T. Magyar kajszi tajszelekcioja Ontermékenyiild

8) Antonio Errani Ol. BK. Reale d’Imola szabadmegporzasi magonca ?

9) Arvam aramat K-A. L. Ismeretlen ?

10)  Bachinger K-E. B. Magonc Ontermékenyiil

11)  Bayoto USA L. Ismeretlen Ontermékenyiil§

12)  Bebeco Gro. Sz. Véletlen magonc Ontermékenyiilé

13)  Beixan Heda Huang K. L Ismeretlen ?

14)  Beliana Mar. L. Canino x Hamidi Ontermékenyiilé

15)  Bergeron Fro. T. Véletlen magonc (1920) Ontermékenyiilé

16) Bhart USA B. Lasgerdi Mashhadi x NJA2 Onmeddb

17) B Liaoning K. L. Ismeretlen ?

18) Borjana Mol. T. Magyar kajszi x Jerevani ?

19)  Borsi-féle kései rozsa Mo. T. Ismeretlen, Kecskemét Ontermékenyiilé

20)  Bronzovij Ukr. Sz. Khurmai x Krasznij partizan ?

21)  Budapest Mo. Sz. Nancy x (Acme, Magyar kajszi, Kései rozsa) Ontermékenyiilé

22)  Bukurija Mol. Sz. Salah szabadbeporzasi magonca Onmeddé

23)  Csacsanszko zlato Szb. T. Magyar kajszi tajszelekcioja Ontermékenyiild

24)  Callatis Rom. Sz. (Tarzii de Bukuresti x Ananas) x (Luizet X Ontermékenyiilé
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Umberto)
25)  Ceglédi arany Mo. Sz. Roézsabarack C.1668 x Ceglédi oOrids Ontermékenyiil
26)  Ceglédi biborkajszi Mo. Sz. Véletlen magonc Ontermékenyiil
27)  Ceglédi kedves Mo. T. Ceglédi orias szabadbeporzasu magonca Ontermékenyiilé
28)  Ceglédi orias Mo. T. Tajszelekcid, Izsdk (1953) Onmeddb
29)  Ceglédi Piroska Mo. Sz. Ceglédi orias x Magyar kajszi C. 1789 Onmeddb
30)  Chuang Sin K. L. Ismeretlen ?
31) CLR8 K. L. Ismeretlen ?
32)  Crvena ungarska Mac. T. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
33) CIV 1 Oo. F. Magonc ?
34)  Comandor Rom. Sz. Marculesti 17/52 x Marculesti 43/1 Ontermékenyiilé
35)  Chersonszkij 1469 Ukr. Sz. Magyar kajszi klon Ontermékenyiild
36) Da Bai Xing K. L. Ismeretlen ?
37) Da Sie Xing K. L. Ismeretlen ?
38)  Darunek malahojeva Ukr. T. Ismeretlen ?
39) Dionis Ukr. Sz. Salah x Kok-psar ?
40)  Dolgocsukna K-E. Sz. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
41)  Dr. Mascle Fro. B. Ismeretlen ?
42)  Effekt Ukr. Sz. Krupnolodnij szabadbeporzasu magonca ?
43)  Fesztival UKkr. Sz. Ismeretlen ?
44)  Goldrich USA Sz. Sunglo x Perfection Onmeddb
45)  Gonci magyar kajszi Mo. T. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
46)  Gulkin P. B. Magonc ?
Geneva x Narmata) x Morden 604 x NJAI - .
47)  Harcot Kan. T. EPerfec tion Phelps)) (1977) Onmeddo
48)  Hargrand Kan. T. NJAI (Perfection x Phelps) x V51092 (1981) Onmeddd
49)  Harmat Mo. Sz. Salah szabadbeporzasii magonca ?
50) Hunza P. B. Magonc ?
51) InBei Sin K. L. Ismeretlen ?
52)  Juan Sin K. L. Ismeretlen ?
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53)  Junszkij Mol. Sz. Salah szabadmegporzasiu magonca Onmeddd

54)  Kalasek Cso. L. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiil
55)  Karim-Abad P. B. Magonc ?

56) Karola Szlo. L. Koloboucka x Velkopavlovicka Ontermékenyiilé
57)  Kecskemét Mo. T. Véleltlen magonc Ontermékenyiil
58)  Kecs-psar Uzb. Sz. Helyi fajta ?

59)  Khurmai K-A. L. Ismeretlen Onmeddd

60)  Konzervnij pozdnij Ukr. Sz. Véleltlen magonc Ontermékenyiilé
61) Korai piros Mo. Sz. Ismeretlen eredeti tajfajta ?

62)  Korai zamatos Mo. Sz. Jubilar szabadbeporzasii magonca ?

63)  Készna ungarska Bul. T. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
64) Kletnice Cso. L. Helyi szelektalt klon Ontermékenyiil
65)  Klosterneuburger Au. B. Ismeretlen magonc Ontermékenyiilé
66)  Konkurencia Ukr. L. Effekt x Priuszadebnij rannij ?

67)  Krasznoscsokij Ukr. Sz. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiil
68)  Krimszkij Amur Ukr. T. Mulla sadik x Udarnik ?

69)  Krimszkij Medunec Ukr. Sz iz;;:la;?iak (Oranzsevo krasznij x Krasnoscsekij) Onmedds

70) LE-3276 K. L. Ismeretlen ?

71)  Liaoning B K. L. Ismeretlen ?

72)  Ligeti Orias Mo. T. Tajszelekcid, Dézsamajor (1959) Onmeddb

73)  Litoral Rom. Sz. (Luizet x Umberto) x (Ananas xAnanas) ?

74)  Luizet Fro. F. Ismeretlen magonc Ontermékenyiilé
75)  Magyar kajszi C.235 Mo. T. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
76)  Mamaia Rom. sz (Ananas x Ananas) x (Tarzii de Bukuresti x Ontermékenyiils

Ananas)
77)  Mandulakajszi Mo. T. Ismeretlen (1954) ?
78)  Marculesti 5/5 (szin. Callatis) | Rom. Sz. (Jarzu de Bukuresti x Ananas) x (Luizet x ?
mberto)
79)  Mari de Cenad Rom. Sz. Ismeretlen eredetii helyi fajta Ontermékenyiil6
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80)  Mai Che Sin K. L. Ismeretlen ?

81)  Marille K-E. B. Ismeretlen magonc Ontermékenyiilé
82)  Modesto USA Sz. Ismeretlen Ontermékenyiil
83)  Morden 604 Kan. Sz. P. mandshurica (Scout x McClure) ?

84)  Nagygyiimdlcsii m. kajszi Mo. T. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiil
85)  Narjadnij Ukr. Sz. Oranzsevo Krasznij x Shirazkij ?

86) Ninfa Ol. B. Ouaroy x Tyrinthos ?

87)  Nyikitszkij Ukr. Sz. Krasznoscsokij szelektalt klonja Ontermékenyiilé
88) NJA-8 USA Sz. Ismeretlen ?

89)  Nyujté Ferenc emléke Mo. C. Kései rozsa C.320 x Ceglédi biborkajszi Ontermékenyiilé
90) Paksi magyar kajszi Mo. T. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
91)  Pannodnia Mo. Sz. Magyar kajszi x Borsi-féle kései rozsa Ontermékenyiild
92)  Paszinok Ukr. Sz. Vinoszlivij x Salah ?

93)  Pieber (13, 15, 17) K-E. B. Ismeretlen Ontermékenyiilé
94)  Plumcot USA Sz. P. armeniaca x P. salicina Onmeddd

95)  Pisana Ol. Sz. Ismeretlen Ontermékenyiilé
96) Polonaise Fro. Sz. Véletlen magonc ?

97)  Priana Fro. F. Canino x Hamidi ?

98)  Priboto Fro. L. Goldrich mutacioja Onmeddd

99)  Priuszadebnij rannij UKkr. Sz. Szamarkandszkij rannij x Krasznoscsokij ?

100) Prunus brigantica Fro. B. Ismeretlen Onmeddd

101) Rakovszky Mo. T. Véleltlen magonc, Kocsoc Ontermékenyiilé
102) Rakvice Cso. L. Ismeretlen ?

103) Rana Dokucana K-E. L. Ismeretlen ?

104) Rosensteiner K-E. B. Magonc ?

105) Roxana Afg. Kecs Ismeretlen ?

106) Rozsakajszi C.1406 Mo. T. Tajszelekcid, Nagykoros Ontermékenyiilé
107) Sabinovska Szlo. L. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
108) San Caestre Ol. F. Ismeretlen Ontermékenyiilé
109) Selena Rom. T. (Luizet x Umberto) x (Ananas x Ananas) Ontermékenyiilé
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110) ShaJin Hong K. L. Ismeretlen ?

111) Sirena Rom. Sz. (Ananas x Ananas) x (Luizet x Umberto) Ontermékenyiilé
112) S Liaoning K. L. Ismeretlen ?

113) Sulmona Rom. Sz. (Luizet x Umberto) x (Ananas x Ananas) ?

114) Sunglo USA L. Ismeretlen (1942) Onmeddb

115) Szamarkandszkij rannij K-A. Sz. Krasznoscsokij x Majszkaja szkoroszpelka Onmeddb

116) Szilisztrenka kompotna K-E. Sz. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiil
117) Szkopszka krupna K-E. Sz. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
118) Tilton USA B. Ismeretlen ?

119) Tomis Rom. T. Ismeretlen ?

120) Toyuda USA L. Goldrich leszarmazottja Ontermékenyiilé
121) T-8 Mo. Sz. Salah szabadmegporzasii magonca ?

122) Uzsgorod UKkr. T. Ismeretlen ?

123) Yang Ji Yuang K. L. Ismeretlen ?

124) Veecot USA Sz. Reliable szabadmegporzasii magonca Onmeddb

125) Velkij Ukr. L. Ismeretlen ?

126) Velkopavlovicka Cso. L. Magyar kajszi szelektalt klonja Ontermékenyiilé
127) Venus Rom. Sz. (Umberto x Ananas) x (Luizet x Umberto) ?

128) Vnuk partizana Ukr. Sz. Krasznij partizan szabadmegporzasi magonca ?

129) Vognic UKkr. L. Ismeretlen ?

130) VoszKi UKkr. Sz. Sateni szabadbeporzasii magonca ?

131) Zaposzdolje Ukr. Sz. Ismeretlen ?

132)  Zard Usb. Sz f:trdalju szabad megporzasi magonca, VIR inté- 2

Au.: Ausztria; Afg.: Afganisztan; Bul.: Bulgaria; Cso.: Csehorszég; Fro.: Franciaorszag; Gro.: Gordgorszag; Kan.: Kanada; K.: Kina; K-A.: K6zép-Azsia; K-E.: Ke-
let-Eurdpa; Mac.: Maceddnia; Mar.: Marokkd; Mo.: Magyarorszag; Mol.: Moldavia; Ol.: Olaszorszag; P.: Pakisztan; Rom.: Romdnia; Szb.: Szerbia; USA: Ame-
rikai Egyesiilt Allamok; Ukr.: Ukrajna; Uzb.: Uzbegisztan

B.: Bécs; Bk.: Boldogkd&varalja; C.: Cegléd; F.: Ferrera; Kecs.: Kecskemét; L.: Lednice; Sz.: Szigetcsép; T.: Tordas
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4.2.2 Szabadfoldi kompatibilitasi vizsgalat

A NEpHGE ¢és PCR-technikakkal kapott eredmények igazolasara iranyitott kereszte-
z¢st végeztiink néhany fajtakombindcid esetében (5. tablazat). Az eltérd viragzasi idok miatt,
tobb esetben a pollen kinyeréséhez zart bimbds allapot agakat vizbe allitva egy napig szoba-
hémérsékleten hajtattunk. A beporzott virdgokat megszamoltuk, az agakat a 6. héten haldval
izolaltuk, a gyiimoleskotddési aranyokat és a fejlodd gylimolcsok méretét a megporzast kdve-
té 13., 21., 28., 34., 48. és 64. napon ellendriztiik. Az utédpopuléciok jellemzéséhez a gyii-
molcsoket teljes érési allapotban megszdmoltuk, majd leszedtiilk. A megtisztitott csontarokat

perlitben 90 napig 4 °C-on taroltuk.

5. tablazat. Fajtakombindciok a kompatibilitasi vizsgalatokhoz

Konzervnij pozdnij | Bergeron

? 3
1. | Ceglédi orias Ceglédi arany
2. | Ceglédi arany Ceglédi orias
3. | Gonci magyar kajszi | Ceglédi orias
4. | Korai piros Ceglédi orias
5. | Ceglédi arany Korai piros
6.
7.

Bergeron Konzervnij pozdnij

4.3 Az S-ribonukleaz izoenzimek vizsgalata

4.3.1 Minta-elokészités az izoelektromos fokuszalashoz

A portokok felnyilasat kozvetleniil megeléz6en mintegy 40, pollentél mentes bibesza-
lat gyiijtottiink fajtanként. A 40 bibeszalat folyékony nitrogénben és 1 ml izoldlo pufferben
homogenizéltuk. Az izolal6 puffer 6sszetétele: 30 % dimetil-szulfoxid, 10 % szachar6z, 0,1 %
Na-metabiszulfit, 0,2 % Pharmalyte pH 3-10 (Fluka) és 0,5 % 10 %-0s Triton X-100-oldat
(Boskovi¢ és Tobutt, 1996). Az iilepités Hettich Zentrifugen Micro 22 R centrifugaban tortént
(-4 °C, 35 perc, 18750 g). A feliiluszot —80 °C-on taroltuk. Valamennyi vizsgalt fajtabol ké-
szitettlink levélkivonatokat is, a levél mintatomeg és az izolalo puffer térfogatanak aranya 1:6

volt.
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4.3.2 1Izoelektromos fokuszalas (IEF) és nem egyensiilyi izoelektromos fokuszalas
(NEpHGE)

A kivonatokat vertikalis gélen futtattuk, amely 7,5 % poliakrilamidot, 10 % szachar6zt
és kilonféle hordoz6 amfolinokat tartalmazott az elvalasztasi paramétereknek megfelelden.
Az elsé gél Burgos és mts. (1998) modszere alapjan késziilt, 4 % Pharmalyte pH 5—-8 (Fluka)
hozzdadéasaval. Késébb, az elvalasztds hatékonysidgdnak novelése érdekében a 4 %
Pharmalyte pH 5-8 és 1,2 % Ampholine pH 7-9 (Sigma) kombinaciot hasznaltuk. A 30 per-
ces prefokuszalast (100 V) kdvetden 40 pl kivonatot vittiink fel mintanként a gél andd felé esd
oldalan, a fokuszalas az alabbiak szerint tortént: 1 6ra 130 V, 2 6ra 260 V, 1 6ra 350 V, 1 6ra
400 V (NEpHGE I); illetve tovabbi 30 perc 450 V (NEpHGE II). A NEpHGE IlI-protokoll a
4 % Pharmalyte pH 3-10 és 1,2 % Ampholine pH 7-9 tartalmu gélek és a fentiekben részlete-
zett NEpHGE 11 futasi paraméterek 6tvozetét jelenti. Az anddoldat 0,04 M DL-glutaminsav, a
katddoldat 0,1 M natrium-hidroxid volt. A gélt a futtatds soran végig 4 °C-on tartottuk.

Az izoelektromos fokuszalast 4 % Pharmalyte pH 3—10 amfolint tartalmazé gélekkel
végeztiik az alabbi program szerint: 1 6ra 150 V, 1 6ra 300 V, 2 6ra 450 V és 2 6ra 550 V. Az
izoelektromos pont meghatarozasahoz pl 5,9-9,3 tartomanyt pl-markerkitet (Sigma) hasznal-
tunk. A markerfehérjéket Coomassie Brilliant Blue R 250 festékkel tettiik lathatova.

4.3.3 S-ribonukleaz izoenzimek kimutatasa specifikus festéssel

A ribonukledzok aktivitasdnak detektdlasahoz Wilson (1971) mddszerét hasznaltuk
Boskovi¢ és Tobutt (1996) moédositasainak megfelelden. A géleket 10 percig 37 °C-on
preinkubacios pufferben (0,1 M Na-acetat pH 5,8, 0,1 M KCl) razattuk, majd 30 percen at 0,1
% Torula éleszté RNS-sel kiegészitett, az elobbivel azonos Osszetételli pufferben inkubaltuk
37 °C-on. Ezt kovetéen a géleket az RNS-t nem tartalmazd, preinkubacios pufferben
inkubaltuk 10 percen 4t, szintén 37 °C-on. A géleket a fixalast (3 perc, 7 % ecetsav) kovetden
0,5 % ecetsavoldatban oldott 0,2 %-os toluidinkékkel festettiik, majd az RN-az aktivitast rep-

rezentalo akromatikus foltok megjelenéséig csapvizben tobb alkalommal atmostuk.
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4.4 DNS-alapu vizsgalatok

4.4.1 DNS-kivonas

A genomi DNS-t fiatal levelekb6l a DNeasy Plant Mini Kittel vontuk ki (Qiagen). A
DNS-koncentraciot GeneQuant II RNA/DNA spektrofotométerrel mértiik (Pharmacia
Biotech).

4.4.2 SSR-analizis

A mikroszatellitrégiok amplifikalasdhoz hasznalt primereket a 6. tdblazat tartalmazza.
A PCR-hez kb. 20-80 ng DNS-t hasznaltunk 25 pl végtérfogatban. Az 1 x PCR puffer
(Sigma) végs6 koncentracioja 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI és 1,5 mM MgCl,, 0,2
mM dNTP, 0,4 uM az adott primerekbdl és 0,625 U Taq DNS-polimeraz (Sigma). A PCR-t
PTC 200 (MJ Research) tipusu késziilékben végeztiik a primerekhez kozolt, eltéré protokol-
lok alapjan.

4.4.3 Statisztikai analizis

A vizsgalatokbol nyert adatok alapjan a kovetkezd paramétereket szamoltuk ki:
lokuszonkénti allélszam, varhatd heterozigotasag (He = 1-Zpi2, ahol pjaz i. allél gyakorisaga)
(Nei, 1973), megfigyelt heterozigotasag (Ho, a heterozigdta genotipusok szdma osztva az 6sz-
szes genotipus szamaval), fixacios index (F = 1-Hy/He) (Wright, 1965) és a power of
discrimination (PD = 1-Y g%, ahol g;az i. genotipus gyakorisaga) (Kloosterman és mts., 1993).
Az UPGMA Kklaszteranalizist az NTSYS programmal végeztik (Rohlf, 1993). A
dendrogramot a TREEVIEW programmal készitettiik (Page, 1996).
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6. tablazat. Az SSR-vizsgalatok soran felhasznalt primerek

Kisérlet orimer amplifikalt régio mérete forrés
(bp)

UDP96-003 - Cipriani és mts., 1999
UDP96-005° 80-260 Cipriani és mts., 1999
UDP96-010 80-110 Cipriani és mts., 1999
UDP96-013 - Cipriani és mts., 1999
UDP96-018 250-270 Cipriani és mts., 1999
UDP98-406 90-110 Cipriani és mts., 1999
- UDP98-408 210-230 Cipriani és mts., 1999
= UDP98-409 140-180 Cipriani és mts., 1999
E_ 98-021 - Testolin és mts., 2000
- 98-022 - Testolin és mts., 2000
98-410 120-140 Testolin és mts., 2000
98-411° 110-180 Testolin és mts., 2000
CPPCT-5 120-140 Aranzana és mts., 2002
CPPCT-6 190-210 Aranzana és mts., 2002
CPPCT-9 - Aranzana és mts., 2002
CPPCT-13 170-190 Aranzana és mts., 2002
SsrPaCITA7 186-224 Lopes és mts., 2002
ssrPaCITA10 142-212 Lopes és mts., 2002
ssrPaCITA19 08-148 Lopes és mts., 2002
- ssrPaCITA23 112-157 Lopes és mts., 2002
= ssrPaCITA27 224-266 Lopes és mts., 2002
= UDAp-407 118-162 Messina és mits., 2004
” UDAp-410 116-146 Messina és mts., 2004
UDAp-414 150-214 Messina és mts., 2004
UDAp-415 139-143 Messina és mts., 2004
UDAp-420 154-262 Messina és mts., 2004
aprigmsl 236 Vilanova és mts., 2006
aprigms2 178 Vilanova és mts., 2006
- aprigms3 259 Vilanova és mts., 2006
= aprigms6 199 Vilanova és mts., 2006
= aprigms8 193 Vilanova és mts., 2006
“ aprigms10 275 Vilanova és mts., 2006
aprigms11 170 Vilanova és mts., 2006
aprigms16 229 Vilanova és mts., 2006
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4.4.4 S-PCR-analizis

4.4.4.1 Az S-RN-dz gén PCR-vizsgdlata

c sy

crer

PC2consFD ¢és EM-PC3consRD primerpart a masodik intronrégio felszaporitasdhoz
(Sutherland és mts., 2004) hasznaltuk. A PCR-t a fent emlitett modon végeztiik. A PCR-
termékeket 2 %-os TAE agaroz gélben valasztottuk szét (2 h 100 V) és etidium-bromidos
festéssel, UV-fénnyel atvilagitva tettiik lathatova. Az 500 bp-nal nagyobb fragmentumok mé-
retének megallapitasahoz 1-kb + DNS-markert (Promega) hasznaltunk.

4.4.4.2 Az F-box gén PCR-vizsgdlata

Az F-box gén kodold szakaszainak amplifikdldsahoz konszenzus primereket tervez-
tiink: AprSFB-F1, AprSFB-F2 és AprSFB-R (7. tablazat) a P. armeniaca SFB; (AY587563),
SFB, (AY587562) és SFB4; (AY587565) (Romero és mts.,, 2004) ¢és P. mume SFB;
(AB101440), SFB; (AB101441) (Yamane és mts., 2003), illetve SLFq (AB092645) (Entani és
mts., 2003) ismert, konzervativ szekvencidk alapjan. A PCR soran alkalmazott hdmérsékleti
ciklus a kdvetkezd 1épésekbél allt: 94 °C 2 min, 35 ciklus soran 94 °C 30 s, 50 °C 1,5 min és
72 °C 2 min, majd 72 °C 5 min. A PCR-reakcidelegy Osszetétele, illetve a gélelektroforézis

mindegyik amplifik4cio soran azonos volt a korabban ismertetett adatokkal.
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7. tablazat. Az S-PCR soran felhasznalt primerek nukleotidsorrendje

primer szekvencia 5°-3’ forras

EM- ,
PC1consRD GCCA(CIT)TGTTG(A/C)ACAAA(C/IT)TGAA | Ortega és mts., 2005
EM- Sutherland és mits.,
PC2consED TCACMATYCATGGCCTATGG 2004

EM- Sutherland és mts.,
PC3consRD AWSTRCCRTGYTTGTTCCATTC 2004

EM- Sutherland és mts.,
PC5consRD CAAAATACCACTTCATGTAACARC 2004

SRc-F JOE-CTCGCTTTCCTTGTTCTTGC Romero és mts., 2004
SRc-R GGCCATTGTTGCACAAATTG Z(;g‘;"va s ms-
AprSFB-F1 AAG AAW GAR AYY TTR RTC GAC AT Sajat tervezésii
AprSFB-F2 TCYCTYRTTCGRTTT MTK TG Sajat tervezésii
AprSFB-R ATY GAG WAA AAC CAW RCT YTC Sajat tervezésii

4.4.4.3 A PCR-termékek fragmentumhossz-analizise, klonozdsa, szekvendldsa és a szekven-
cidk vizsgdlata

Az S-RN-az elsé intronrégiot tartalmazé PCR-fragmentumok, illetve az amplifikalt
SSR-régiok méretének meghatarozasa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem) automata DNS-szekvenatorral tortént, amihez az 5’ végen fluoreszcensen jelolt
forward primereket hasznaltunk a PCR soran. A kapott adatokat a Genotyper programmal
(Applied Biosystem) elemeztiik.

Az S-RN-az masodik intronrégid és a kodolo F-box szakaszok PCR-fragmentumainak
tisztitasat 1 %-os agaroz gélbol QIAquick Gel Extraction Kittel (Qiagen) végeztiik. Vizsgala-
tainkhoz a pGEM-T Easy Vector Systemet (Promega) hasznaltuk.

A klonozott fragmentumokkal JM109 kompetens sejteket transzformaltunk. A
plazmidokat Rapid Plasmid DNA Daily Mini-prep kittel (V-gene) izolaltuk. Szekvencidjuk
meghatarozasa szintén ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystem) automata
DNS-szekvenatorral tortént. Minden fajta és haplotipus esetében harom—o6t klon szekvenalasat

végeztiik el mindkét irdnyban.

A DNS és aminosav-szekvencidk homolodgiavizsgalatdhoz az NCBI BLAST szoftverét
(Altschul és mts., 1990) hasznaltuk. Az illesztéseket a CLUSTAL W (Higgins és mts., 1994) ¢és a
Vector NTI 10.3.0 (Invitrogen) programokkal hoztuk 1étre. A filogenetikai és molekularis evolucios

analiziseket a MEGA version 3.1 szoftver segitségével végeztiikk (Kumar és mts., 2004).
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5 EREDMENYEK

5.1 S-genotipus meghatarozasa ribonukleaz izoenzimek kimutatasaval

Az S-ribonukledz izoenzimeket Un. nem egyensulyi izoelektromos fokuszalassal
(NEpHGE) valasztottuk szét poliakrilamid gélen, az egyes izoformakat specifikus festéssel
tettiik lathatova. A 24 ismeretlen S-genotipusu fajta mellett a mar kordbban leirt genotipust
fajtak bibeszalaibol késziilt kivonatokat hasznaltuk kontrollként: ‘Hargrand’ (S:S;), ‘Goldrich’
(S1S,) és ‘Harcot’ (S1S4). A levélkivonatok a vizsgalt pH-tartomanyban nem mutattak RN-az

aktivitast.

Az elsd gélek Burgos és mts. (1998) modszerét kovetve késziiltek 4 % Pharmalyte pH
5-8 hasznalataval, de ezek nem eredményeztek megfelelé minéségii elvalasztast. Ezt kovetéen
tobb Ampholine €s Pharmalyte kombinaciot probaltunk ki, melyek koziil a 4 % Pharmalyte
pH 5-8 és az 1,2 % Ampholine pH 7-9 egyiittes hasznalata eredményezte az izoenzimek leg-
tokéletesebb szétvalasztasat. Az altalunk kidolgozott NEpHGE I fokuszalasi paraméterek ko-
zOtt vizsgalt 14 kajszifajta koziil 8 fajta két kiilonboz6 ribonukledz izoenzimet mutatott, mig 4
fajta csak egyet (6. abra). A NEpHGE II paraméterek hatasara 15 fajtabol 5 fajta kettd, 8 pe-
dig csak egy izoenzimet mutatott. A ‘Hargrand’, ‘Goldrich’ és a ‘Korai zamatos’ fajtak eseté-
ben 3 izoenzim volt kimutathato, jollehet a harmadik sav intenzitasa mindkét fajtanal elmaradt

a masik kett6 sav intenzitasatol. Ezért ezeket nem S-specifikus izoenzimeknek tekintettiik.

A korabban leirt S-RN-az alléltermékeket az ismert genotipusu fajtdk zimogramja
alapjan azonositottuk: az S;S4 genotipusu ‘Harcot’ és az $1S;, genotipusu ‘Hargrand’ (Burgos
¢s mts., 1998) egy koz0s izoenzimet mutatott, amely valosziniileg a mindkét fajta altal hordo-
zott S;-allélnak felel meg. A ‘Hargrand’ S;-allélja a pH-gradiens gél ligosabb tartomanyaba, a
‘Harcot’ Ss-allélja a kevésbé lugos tartomanyba fokuszalodott. A kordbban valamennyi 6n-
termékenyiild fajtabol kimutatott Sc-RN-4z izoenzimet (Burgos €s mts., 1998) a szintén on-

termékenyild ‘Bergeron’ izoenzim-mintdzata alapjan tudtuk azonositani.

A “Ceglédi orias’ és ‘Ligeti 0rids’ mintdzata teljesen azonos volt. A kevésbé alkalikus

pH-tartomanyban taldlhatd izoenzim vandorlasi pozicigja mind a NEpHGE I, mind a

crcr

azonban mindkét fajta bizonyitottan 6nmeddd, ezt az allélt Sg-ként jeldltiik, folytatva az allé-

lok azonositasara kordbban leirt numerikus nomenklaturat. Az Sg-RN-4z enzim a ‘Krimszkij
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Medunec’ fajtaban is kimutathato volt. Az Orias fajtakorbe tartozé kajszifajtak masik S-RN-
az izoenzimét a korabban leirtaktdl teljesen kiilonb6z6 vandorlasi pozicio jellemzi, ezért ezt
Sg-nek neveztiik el. Az Sc-allél mellett a ‘Bergeron’, ‘Mandulakajszi’, ‘Mamaia’ és
‘Konzervnij pozdnij’ fajtak masik allélja is azonos, ez az S,-RN-4zhoz hasonld helyzetbe fo-
kuszalodik, de azonossadguk igazolasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, igy ezt az allélt
ideiglenesen Sy-allélként jeldltiik. Ot tovabbi Ontermékenyiild fajtiban minddssze egy

izoenzimet (S¢) detektaltunk.

A NEpHGE-vizsgalat alapjan a ‘Harmat’ és ‘Korai zamatos’ genotipusa S10S11, illetve
S15S13-nak hatarozhatdé meg. Az Sy és az Syy, illetve az Syp és az S;3 vandorlasi pozicidja csak
kismértékben kiilonbozott, de a fokuszalasi paraméterek megvaltoztatisa (NEpHGE 11, 11. 6.
abra) alatamasztotta kiilonbségiiket. Igazoltuk, hogy az 6énmeddd ‘Voszki’ és az onterméke-
nyiilé ‘Modesto’ is hordozza az Si3-allélt, és egy tovabbi allélt is kimutattunk a T-8 hibridben
(S14).
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6. abra. A bibeszalakban kifejez6d6 S-ribonukleaz izoenzimek NEpHGE 1 és II fokuszalasi protokoll mellett kapott elektroforogramja és magyarazé diagram-
ja. HG: ‘Hargrand’, HC: ‘Harcot’, CO: ‘Ceglédi orias’, LO: ‘Ligeti orias’, BG: ‘Bergeron’, HA: ‘Harmat’, KZ: ‘Korai zamatos’, MdK:
‘Mandulakajszi’, GM: ‘Gonci magyar kajszi’, VE: ‘Venus’, Mam: ‘Mamaia’, SU: ‘Sulmona’, NI: ‘Nyikitszkij’, KP: ‘Konzervnij pozdnij’, GR:
‘Goldrich’, MCe: ‘Mari de Cenad’, KM: ‘Krimszkij Medunec’, V: ‘Voszki’, MO: ‘Modesto’, NJ: ‘NJA-8’, M5: ‘Marculesti 5/5°, Z: ‘Zard’, T8: T-
8 hibrid, AU: ‘Aurora’, KPs: ‘Kecs-psar’, ZP: ‘Zaposzdolje’. A magyaraz6 abran az egyes inkompatibilitasi allélokat reprezentald izoenzimeket
folytonos vonallal, mig a nem specifikus (a termékenyiilési folyamatokhoz nem kothetd) savokat szaggatott vonallal jeloltiik.
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A ‘Zard’ és az ‘Aurora’ egyetlen, nagy intenzitdst RN-4z savot mutatott, mig a ‘Kecs-
psar’ tobb, diffiz savot. A futtatasi paraméterek tovabbi modositasaval (NEpHGE III) azon-
ban a ‘Kecs-psar’ izoenzimei egyértelmiien szétvaltak, genotipusa S;5S7 (7. abra). Az Sz-RN-
azt az alkalmazott futtatasi koriilmények kozott az S4-hez hasonld migracios tulajdonsag jel-
lemzi, de azonossaguk nem egyértelmii. Ugyanigy kétséges a szemre azonos pozicioban meg-
jelend ‘Kecs-psar’ Sis- €s a ‘Zard’ Si5-RN-4z allélok azonossaga. Eredményeink alapjan va-
l16szintisithetd, hogy a ‘Zard’ szintén hordoz egy korabban nem azonositott allélt, az Si5-0t. Az
‘Aurora’-ban egyetlen, az S;-re illetve az Sig-ra hasonlitd izoenzimsav jelent meg, amit ideig-
lenesen Sx-nek neveztiink el. Az ‘NJA-8’ egyik izoenzime valdsziniileg az Sc- vagy Sg-RN-
azzal azonos, mig a ‘Morden 604’ elmosoddott, halvany savokat mutat, melyek azonositdsa

(S4, Ss, Sc, S12 vagy Sz?) az alkalmazott koriilmények k6zott nem lehetséges.

S, —

S —
S, —

Sc, Sg
=S,
- SlZ
= S16: Sx

5,510

Sll

pl 10

GR HC
S:S, S.S,

HA \%
S10Su  Si:S;

KPs z KZ
SS15 SiSis S125s

T8
Siy

NI AU Me
ScV.§ S ?

7. dbra. A NEpHGE III fokuszalasi paraméterekkel kapott S-ribonukleaz izoenzim-mintazat.
GR: ‘Goldrich’, HC: ‘Harcot’, HA: ‘Harmat’, V: ‘“Voszki’, KPs: ‘Kecs-psar’, Z:
‘Zard’, KZ: ‘Korai zamatos’, T8: T-8 hibrid, NJ: ‘NJA-8’, AU: ‘Aurora’, M6:
‘Morden 604°.
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5.2 S-RN-az gén alapu, DNS-szintii genotipus-meghatarozas

A fehérjevizsgalatok eredményeinek alatdmasztisa és a kérdéses allélok azonositasa
érdekében PCR-analizist végeztiink. Ennek elméleti lehetéségét az adja, hogy az S-
ribonukledz gén intronjainak mérete allélspecifikus variabilitdst mutat, és az intronokat haté-
rold konzervativ exonrégiokra primerek tervezheték. Az S-genotipusok meghatarozasanak

alapja, hogy a diploid fajtak esetében PCR-rel felszaporitott két kiilonb6zé méretii fragmen-
tum megfeleltethetd egy-egy S-allélnak.

Sutherland és mts. (2004) a Prunus S-RN-4z gén 2. intronjat felszaporito, degeneralt
PCR-primerpart (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD) publikaltak, amely a spanyol kutatok
altal leirt 8 kajszi S-allél (S1-S7; Sc) mindegyikénél sikeres amplifikaciot eredményezett. A
primerpar alkalmazhatésaganak tesztelésére tovabb bdévitettiikk az ismeretlen S-genotipusu,

vizsgalando fajtak korét (8. abra).

Sc
LS BB &~
3054 — s - - - a /_'l i ?
2036 — —_— : 1
1636 — - - 513 ?
1018 — e 8 | Sy 138', Si3 ‘ &
S20 ,_H 3 Szo - - “

506 — S, - Sy e S, Sig ‘ S‘4 S3| .
298—' - = eSS o« o B
-~ L > =3
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8. abra. Kajszifajték EM jeh’i (EM -PC2consFD és EM PCSCOHSRD) a Prunus S RN az gén mésodik

crer

M: 1 kb DNS-marker, 1. ‘Hargrand’, 2. ‘Harcot’, 3. ‘Bergeron’, 4. ‘Cegledl Piroska’, 5.
‘Ceglédi orias’, 6. ‘Ligeti orias’, 7. ‘Harmat’, 8. ‘Korai zamatos’, 9. ‘Korai piros’, 10. ‘Mari
de Cenad’, 11. ‘NJA-8’, 12. ‘Kecs-psar’, 13. ‘Zard’, 14. ‘Voszki’, 15. ‘Aurora’, 16. ‘Morden
604°, 17. “T-8 hibrid’, 18. ‘Nyikitszkij’, 19. ‘Toyuda’, 20. ‘Beliana’, 21. ‘Sunglo’.

Ezzel a primerparral a fajtak tulnyomé tobbségénél mindkét S-allél kimutathato volt.
Tovabba 19 egyértelmiien azonosithatd allél bizonyult kimutathatonak és tovabbi, legkeve-
sebb 4 gyengén amplifikaloédott fragmentum. A primerekkel valamennyi vizsgalt onterméke-
nyllé fajtdban (‘Bergeron’, ‘Korai piros’, ‘Mari de Cenad’, ‘Nyikitszkij’ és ‘Toyuda’)
amplifikalni tudtunk egy kb. 2800 bp hosszisagu fragmentumot, ami az Sc-allélnak feleltethe-
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t0 meg. Ugyanekkora méretli fragmentumot kaptunk hirom bizonyitottan dnmeddé fajta
(‘Ceglédi Piroska’, ‘Ceglédi 6rids’ és ‘Ligeti orias’) Sg-allélja esetében, tovabba az ismeretlen
termékenyiilésii ‘NJA-8” hibridnél. Sikeriilt megerdsiteni, hogy a ‘Korai zamatos’ Sjip-allélja
kiilonbozik az Sz-alléltél, tovabba az Sijo és az Sp3 kiillonbozdségét, amit a NEpHGE-
eredmények valoszinilsitettek. A ‘Morden 604’ kanadai hibrid, melynek pedigréjében P.
mandshurica is talalhatd, az S;- és Ss-allélokhoz nagyon hasonl6 fragmentumméretii allélokat

hordoz.

Kontrollként az S;-, S;-, S4- és Sc-allélokat reprezentald fajtdk mellett a ‘Beliana’
(ScS7) (Alburquerque €s mts., 2002) és a ‘Sunglo’ (S,S3) (Burgos és mts., 1998) fajtakat is
hasznaltuk (8. abra). Harom fajtanal csak egy-egy allél amplifikalodott, a ‘Beliana’ esetében
az S7, a ‘Sunglo’-ndl az Sz és a ‘Zard’-nal az Si5. Az ‘Aurora’-ban két allélt detektaltunk, a
kisebbet az Sjp-allélhoz hasonlé méret jellemezte, de a PCR-termékek szekvenalasa utan
megallapitottuk, hogy azzal nem azonos. Az 1j allélt Sy7-allélként neveztiink el. A ‘Kecs-psar’
fajtaban kimutatott Sz-allél azonos méretii PCR-fragmentumot adott az S,-alléllal, és a megfe-
lelé6 fehérjetermékek izoelektromos pontja csak kismértékben kiilonbozott egymastol. A
hipervariabilis régiot is tartalmazo fragmentumok szekvenalasa utan egyértelmuivé valt, hogy
uj allélrdl van sz, melyet Sig-nak neveztiink el. Az 6ntermékenyiilé ‘Mari de Cenad’ fajta az
Sc-allélon kiviil egy olyan allélt is hordozott, amelynek mérete minden eddigitdl kiilonbozott,
ezt Spg-allélként jeloltik. A ‘Ceglédi Piroska’ és ‘Korai piros’ fajtakban amplifikalt kisebb
fragmentum hasonlé méretli volt, mint az Sg-allél. A hipervariabilis régidjuk szekvenalasat
kovetden megerdsitést nyert, hogy egymassal teljesen azonosak, de a ‘Ceglédi 6rids’-bol szin-
tetizalt So-CDNS-t61 kiilonbodznek, igy ezeket Syp-allélként neveztiik el. Osszesen 13 11j S-RN-

az allélt (Sg-Syp) azonositottunk a vizsgalt fajtakban.
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9. dbra. Kajszifajtak EM jelii (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD), a Prunus S-RN-az gén masodik

ey ey

M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Ceglédi 6rias’, 2. ‘Ceglédi bibor’. 3. “‘Mandulakajszi’, 4. ‘Pan-
nonia’, 5. ‘Roxana’, 6. ‘Mamaia’, 7. ‘Bergeron’, 8. ‘Konzervnij pozdnij’, 9. ‘Borsi-féle kései
rozsa’, 10. ‘Rozsakajszi C. 1406°, 11. ‘Gonci magyar kajszi’, 12. ‘Paksi magyar kajszi’, 13.
‘Nagygylimolcsti magyar kajszi’, 14. ‘Andornaktalyai magyar kajszi’, 15. ‘Kaszna
ungarska’, 16. ‘Ceglédi kedves’, 17. ‘Ceglédi arany’, 18. ‘Rakovszky’, 19. ‘Crvena
ungarska’, 20. ‘Venus’, 21. ‘Budapest’, 22. ‘NJA-8’, 23. ‘Nyikitszkij’.

Mivel az Sc-allél jelenléte minden korabbi és sajat vizsgalatunk alapjan is egyértelmi-
en Osszefiigg a kajszi ontermékenyiild fenotipusaval, ezen allél markerezése kiemelkedd je-
lentéségli. Ezért a fent bemutatott 5 bizonyitottan ontermékenyiilé fajtan kiviil tovabbi 20
ontermékenyiild kajszifajta PCR-analizisét is elvégeztiik (9. abra), és az EM-primerek valam-
ennyi esetben sikeres amplifikaciot eredményeztek. E primerek az Sc-allélon kivil a
‘Hargrand’ (S:S;), ‘Bergeron’, ‘Toyuda’ (8. abra), tovabba a ‘Mandulakajszi’, ‘Roxana’,
‘Mamaia’, ‘Konzervnij pozdnij’, ‘Rakovszky’ és ‘Budapest’ (9. abra) fajtakban egy masik,
azonos méretli (kb. 900 bp hosszusagl) fragmentumot is felszaporitottak. A NEpHGE-
vizsgalatok alapjan korabban ezt az allélt Sy-nak neveztiik el, és megallapitottuk, hogy az Sy-
allél altal kodolt RN-4z izoelektromos pontja azonos az S,-RN-4z izoelektromos pontjaval. Ot
fajtabol a hipervariabilis régiot és a 2. intront magaba foglalé fragmentumokat klonoztuk és
DNS-szekvencidjukat meghataroztuk. Az NCBI génbanki adatbazis hasznélataval elvégzett
homologia-keresés (BLASTN) soran kidertilt, hogy a szekvenciak megegyeznek a ‘Goldrich’-
bél izolalt Sy-allél szekvenciajaval (Romero és mts., 2004), tehat az Sy azonos az Sy-vel. Igy a

‘Bergeron’, ‘Mamaia’ ¢s ‘Konzervnij pozdnij’ genotipusa bizonyosan, de feltételezhetéen a
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‘Toyuda’ (8. é&bra), ‘Roxana’, ‘Rakovszky’ és ‘Budapest’ fajtak genotipusa is ScS;. A
mely a transzlalodott fehérjében egy glutamin — arginin aminosavcseréhez vezet, ezért a

‘Mandulakajszi’ ezen alléljat Sop-ként jeloljiik.

Az egyes fajtak S-genotipusanak meghatarozasat a 2. intronrégio amplifikalasan tal-
menden az 1. intronrégid hasonldo PCR-analizise is segitheti. Mivel azonban a Prunus S-RN-
intronméretek kozotti variabilitas, a felbontdképesség novelése érdekében a mikroszatellit
vizsgalatok soran alkalmazott megkozelitést alkalmaztuk: a kajszi 1. intronjat hatarolé kon-
zervativ régiora tervezett SRCg forward primert (Vilanova és mts., 2005) ;o fluoreszcens
festékkel jeloltiik, igy az amplifikalt fragmentumok méretei automata szekvenator hasznalata-
val pontosan meghatarozhatok. Az SRCg/r primerpar 29 fajta esetében kettd, 26 fajta esetében
egy fragmentumot amplifikalt (8. tablazat). Az Sg-allélt (‘Ceglédi orias’, ‘Ceglédi Piroska’,

‘Krimszkij Medunec’ és ‘Ligeti 0rias’) szintén 355 bp hosszu fragmentum jellemezte.

8. tablazat. Kajszifajtak Vilanova és mts. (2005) altal tervezett, fluoreszcens festékkel jelolt

crer

meghatarozott méretei (bp)

Ananasznij cjurpinszkij 355 |- Harmat 285 | 306
Andornaktalyai  magyar | 355 |— Kecs-psar 324 | 332
kajszi Korai piros 222 355
Antonio Errani 244 1401 Konzervnij pozdnij 332 | 355
Aurora 401 412 Korai zamatos 261 | 378
Bayoto 332 | 355 Kaszna ungarska 355 |-
Bergeron 332 | 355 Krimszkij Amur 355 |-
Borsi-féle kései rozsa 355 |— Krimszkij Medunec 355 |-
Budapest 332 | 355 Ligeti orias 203 |355
Csacsanszko zlato 355 |— Mamaia 332 | 355
Callatis 355 |- Mandulakajszi 332 | 355
Ceglédi arany 203 | 355 Marculesti 5/5 355 |-
Ceglédi biborkajszi 203 | 355 Mari de Cenad 355 |334
Ceglédi kedves 355 |- Morden 604 245 360
Ceglédi 6rias 203 | 355 Nagygylimolesli  magyar | 355 |—
Ceglédi Piroska 222 | 355 kajszi

Crvena ungarska 355 |- Ninfa 332 401
Darunek malahojeva 355 |- Nyikitszkij 355 |-
Effekt 355 |— NJA-8 355 |-
Goldrich 332 | 401 Nyujto Ferenc emléke 355 |-
Gonci magyar kajszi 355 |- Paksi magyar kajszi 355 |-
Hargrand 332 401 Pannodnia 355 |-
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Pasinok 355 |-
Pisana 355 |-
Priboto 332 | 401
Rakovszky 332 | 355
Roxana 332 | 355
Roézsakajszi C.1406 355 |-
Sirena 355 |—
T-8 378 | 380
Toyuda 332 | 355
Venus 355 |-
VoszKi 306 | 378
Zaposzdolje 355 |-
Zard 316 | 337
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Az Sp-allélt hordozo 8 fajtaban egy 401 bp hosszii PCR-termék volt jelen. Az Sp-allélt
tartalmazo 16 fajtaban ugyanakkor egy 332 bp hosszh szakasz jelent meg. Az Sg-allélt 203 bp
(‘Ceglédi arany’, ‘Ceglédi biborkajszi’, ‘Ceglédi orias’ és ‘Ligeti 6rids’), az Sip-allélt 285 bp
(‘Harmat’), az Spj-allélt 306 bp (‘Harmat’ és “Voszki’), az Sip-allélt 261 bp (‘Korai zamatos’),
az Syz-allélt 378 bp (‘Korai zamatos’, “Voszki’ és T-8 hibrid), az Syi4-allélt 380 bp (T-8 hib-
rid), az Sy7-allélt 412 bp (‘Aurora’), az Syg-allélt 334 bp (‘Mari de Cenad’) és az Syp-allélt 222
bp (‘Ceglédi Piroska’ és ‘Korai piros’) hosszisdgu fragmentum jellemzi. Az Sis-, S16- €s Sig-
allélokhoz tartozé fragmentumméretek nem allapithatok meg, mert az S;5S13 genotipusu
‘Kecs-psar’ 324 és 332 bp, az S16S, genotipusu ‘Zard’ pedig 316 és 337 bp hosszu fragmen-

tumokat mutatott.

A 2. intronrégié amplifikaldsa és az 1. intronok hosszanak meghatarozasa alapjan azo-
nos S-genotipussal rendelkeznek a ‘Ninfa’ €s ‘Priboto’ fajtak, ami megegyezik a ‘Goldrich’ és
‘Hargrand ’ fajtak S-genotipuséaval, tehat feltételezhetéen S;S;. A 2. intronrégié PCR-analizise
alapjan meghatarozott ScS; genotipusu fajtak (8. és 9. abrak) S-genotipusat az 1. intronrégid
vizsgalata tovabb erdsiti, sot a ‘Bayoto’ nevii fajtaval boviti e csoportot. Az ‘Antonio Errani’
a ‘Harcot’-hoz hasonldéan S1S4-genotipusu. A NEpHGE és az S-RN-az gén 1. és 2. intronjanak

PCR- analizise alapjan 6sszesen 26 fajta S-genotipusat tudtuk meghatarozni (11. tdblazat).

A kajszi 6shazaja Kina, ezért érdekes kérdés, hogy a napjainkban termesztett kinai faj-
tak milyen S-allélokat hordoznak. Kisérletiinkbe 14 kinai eredetii fajtat vontunk be, melyek
genotipus-meghatarozasat a két intron hosszanak markerezésével hajtottuk végre (10. abra).
Ezek alapjan megallapithatod, hogy legalabb 13 eddig nem azonositott allélt talaltunk. Mivel
még szekvenciaadatok nem éllnak rendelkezésiinkre, az egyes allélokat nem neveztiik el. A
fajtdk mindegyike dnmeddd, Sc-allél egyikben sem fordult eld. A ‘Juan Sin’ és a ‘Chuang
Sin’ fajtdk S-genotipusa azonos, vagyis inkompatibilisek, mig a ‘Yang Ji Yuang’, ‘Da Sie
Xing’, ‘B Liaoning’, ‘LE-3276’, ‘In Bei Sin’, illetve a ‘Beixan Heda Huang’ és a ‘Sha Jin
Hong® fajtak egy azonos inkompatibilitasi allélt hordoznak, tehat egymassal szemi-
kompatibilisek. Harom fajta (‘B Liaoning’, ‘LE-3276" ¢s ‘In Bei Sin”) egyik alléljanak elsé
intronrégidé-méretét 357 bp hosszunak hataroztuk meg. A mdasodik intronrégiot amplifikalo
PCR sordn ugyanezen fajtdkban egy azonos, kb. 800 bp hosszi fragmentumot mutattunk ki.
hiszen ezek a fragmentumok két masik fajtaban (‘Da Sie Xing’ és ‘Yang Ji Yuang’) is egyiit-
tesen voltak kimutathatok. A ‘B Liaoning’, ‘LE-3276’ és ‘In Bei Sin’ fajtdkban a 357 bp
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hosszu, 1. intront tartalmazoé fragmentum mellett egy 336 bp hosszi fragmentum is eléfordul.
Ez azonban valoszinlileg PCR-mitermék, ugyanis az ezen allélhoz kothetd 2. intronrégiod
hossza e harom fajtaban eltér. A ‘Sha Jin Hong’ fajtaban az els6 intron amplifikacidja soran
csak egyetlen fragmentumot detektaltunk, holott egy 6nmeddo fajta sziikségszeriien heterozi-
gota kell legyen. A fajta heterozigbtasagat a 2. intronrégiot felszaporitdé PCR-reakci6 igazolta,

mellyel két kiilonb6zd allél jelenléte volt kimutathato.

Beixan Heda Huang | 387 | 413

3000 — S Liaoning 380 | 397

2500 — . :I Da Bai Xing 305 | 407
2000— El / Sha Jin Hong 413

1500 — - - Yang Ji Yuang 350 | 357

g : y Da Sie Xing 357 | 300

1000 | S - - B Liaoning 336 [ 357

750— !l- |m | natia | | - | CLRS 281 | 300

500— ' - ) - . - LE-3276 336 | 357

i ey o Juan Sin 262 | 280

250— 3 Chuang Sin 262 | 280

M 1 2 3 ¥ 55 6 4 8 9 10 11 12 | ineeisin 336 | 357

10. 4bra. Kinai kajszifajtak 2. intronrégidjanak PCR-analizise EM-PC2consFD és EM-PC3consRD
primerekkel (balra), valamint az 1. intronrégié fragmentumhosszai SRCg/r primerekkel fel-
szaporitva (jobbra). Az azonos szinek az ugyanazon allél altal kodolt fragmentumokat jel6-
lik. M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Beixan Heda Huang’, 2. ‘S Liaoning’, 3. ‘Da Bai Xing’, 4.
‘Sha Jin Hong’, 5. “Yang Ji Yuang’, 6. ‘Da Sie Xing’, 7. ‘B Liaoning’, 8. ‘CLR 8°, 9. ‘LE-
3276°, 10. ‘Juan Sin’, 11. ‘Chuang Sin’, 12. ‘In Bei Sin’.

Tekintve, hogy az S-RN-az gén vizsgalataval az Sc- és az Sg-allélokat nem tudtuk
egymastol megkiilonboztetni, a két allél barmelyikét hordozd, ismeretlen termékenyiilési faj-
tarol e vizsgalatokkal nem donthet6 el, hogy ontermékenyiilé vagy 6nmeddd fenotipusta. Ah-

hoz, hogy az ontermékenyiilés kimutatasara megbizhatdo molekularis diagnosztikat sikeriiljon

kidolgozni, elkeriilhetetlen volt az ontermékenyiilést kialakitd mutacio tisztazasa.

5.3 Az ontermékenyiilés molekularis hattere

crer

crer

crer

kinyilt virdgok bibéibdl cDNS-t szintetizaltunk, melyeket klonozast kovetden
megszekvenaltunk. A ‘Panndnid’-bol szdrmazo Sc- és a ‘Ceglédi 6rias’-bol izolalt Sg-RN-az

nukleotidszekvencidja 99,5 %-ban azonos volt. A c¢DNS alapjan kovetkeztetett
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aminosavszekvenciak hipervaridbilis régidja az Sg-, illetve a két kiilonbozd fajtabol izolalt Sc-

RN-azok esetében teljesen azonos volt.

Mivel a bibekomponens S-RN-az gén két allélja, az ontermékenyiilésért felelds Sc, il-
letve egy inkompatibilitasi allél, az Sg, azonosnak mutatkozott, feltételezhetd volt, hogy az Sg-
haplotipusu allél pollenkomponens, F-box génjében (SFBg) bekovetkezett mutacié hatdsara

alakult ki az 6ntermékenyiilésért felelds SFBc-allél.

Az NCBI adatbazisban elérheté P. armeniaca és P. mume SFB/SLF-szekvenciak alap-
jan degeneralt primereket terveztiink (két forward €s egy reverse irdnyut). Az SFBc- (‘Pann6-
nia’) és SFBg-allélok (‘Ceglédi orias’) AprSFB-F1 és AprSFB-R primerekkel felszaporitott
szakaszat, tovabba az SFBg-allél (‘Ceglédi arany’) AprSFB-F2 és AprSFB-R primerekkel
amplifikalt fragmentumait klonoztuk, ¢s DNS-szekvenciajukat meghataroztuk. A szekvenciak
illesztésébol egyértelmiien kidertiilt, hogy az SFBc¢-allél egy 358 bp hosszu inszercidt tartal-
maz az SFBg-hoz képest. Ez az inszercidos mutacidé egy abnormalis helyzetli stop kodont
eredményez éppen az inszercido elsd tripletjénél, melynek kovetkeztében a fehérje
karboxiterminalis vége a HVa és HVDb régiokkal nem forditddik at, igy a transzlalodott fehérje

nagy valosziniiséggel funkcidképtelen lesz.

5.4 F-box gén alapu S-genotipus-meghatarozas

Az AprSFB-F1/R primerparral az SFB¢-allél minden mas SFB-alléltol jol elkiilonithe-
t6 a 358 bp hosszl inszercié miatt. Igy ezen primerek hasznalataval lehetéség nyilik az Sc-
haplotipus markerezésére. Az inszercio nélkiili SFB-allélok (SFB1-20) hossza nem mutat olyan
mértékl polimorfizmust, hogy azt agarozgélen detektalni tudjuk, igy mindegyikbdl kozel
azonos méretll fragmentum amplifikdlodik. A korabbi vizsgalataink soran, ha az S-RN-4z gén
1. és 2. intronrégidja alapjan csak egy, az Sg- vagy Sc-RN-4z méretére jellemzd fragmentumot
sikeriilt amplifikadlnunk, a fajta pontos S-genotipusa €és termékenyiilési fenotipusa sem volt
meghatarozhatd, hiszen egyarant hordozhatta az Sg- (6nmeddd) vagy Sc-RN-azt (onterméke-
nyiild). Az AprSFB-F1/R primerparral azonban az is kimutathatova valt, hogy az adott fajta
homo- vagy heterozigbta az S-lokuszban. E primerekkel mintegy 32 ismeretlen genotipusii
vagy vitatott termékenyiilésii fajta pontos S-genotipusat tudtuk meghatarozni (11. abra), me-

lyeket a korabbi vizsgalatainkkal nem sikertilt jellemezni.
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11. 4bra. Kajszifajtadk PCR-analizise az SFB-gént amplifikalo AprSFB-F1 és AprSFB-R konszenzus
primerekkel. M: 1-kb + DNS-marker, 1. ‘Harmat’, 2. ‘Konzervnij pozdnij’, 3. ‘Mamaia’, 4.
‘Mandulakajszi’, 5. ‘Callatis’, 6. ‘Ananasznij cjurpinszkij’, 7. ‘Csacsanszko zlato’, 8.
‘Crvena ungarska’, 9. ‘Darunek malahojeva’, 10. ‘Effekt’, 11. ‘Krimszkij Amur’, 12.
‘Paszinok’, 13. ‘Pisana’, 14. ‘Sirena’, 15. ‘Kéaszna ungarska’, 16. ‘Nyujté Ferenc emléke’,
17. ‘Paksi magyar kajszi’, 18. ‘Roxana’, 19. ‘Nyikitszkij’, 20. ‘NJA-8’, 21. ‘Sulmona’, 22.
“Venus’, 23. ‘Zaposzdolje’, 24. ‘Rozsakajszi C.1406°, 25. ‘Ceglédi kedves’, 26. ‘Pannonia’,
27. ‘Magyar kajszi C. 235°, 28. ‘Andornaktalyai magyar kajszi’, 29. ‘Rakovszky’, 30.
‘Nagygylimolcsti magyar kajszi’, 31. ‘Borsi-féle kései rozsa’, 32. ‘Ceglédi orias’, 33. ‘Ligeti
orias’, 34. ‘Krimszkij Medunec’, 35. ‘Ceglédi arany’.

Az SFB-gén alapu PCR-analizissel azonosithato volt a kozép-eurdpai régioban megha-
tarozo jelentdségli Magyar kajszi fajtakorbe tartozo fajtak S-genotipusa. A fajtakor Magyaror-
szagrol, Ukrajnabol, Szerbiabol, Macedoniabdl, Bulgariabol és Romaniabdl szarmazo fajtai-
nak genotipusa egyarant ScSg-nak adddott. Az Sg-allél a masik jelentds magyar fajtakor, az
Orias fajtacsoport valamennyi fajtajabol is kimutathaté volt. Erdekes, hogy mig a magyar
kajszifajtak kozott az Sg-allél viszonylag gyakran fordult eld, a Magyar kajszi fajtakoron kiviil
csak két ukran és egy olasz fajtabol volt kimutathato.

9. tablazat. Néhany kajszifajta és -hibrid termékenyiilési fenotipusanak vizsgalata geitonogam
onbeporzassal (Szigetcsép, 2006).

Fajta Osszes megporzott Osszes kotédott Osszes kot6dott
virag (db) termés (db) termés (%)

Krimszkij Medunec 295 8 2,7

Korai piros 269 101 37,5

Harmat 277 12 4,3

Korai zamatos 259 9 3,5

NJA 8 141 17 12,1
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Osszesen 55 fajta S-genotipusat hataroztuk meg, melyeket egy dsszefoglalé tablazatba
gyljtottiik, az eredményeket szolgaltatd vizsgalati modszereket is feltiintetve (11. tablazat). A
fehérje- ¢s DNS-alapu analiziseket néhany fajta esetében szabadfoldi vizsgalatokkal is kiegé-
szitettiik. Az ontermékenyiilési képességet hat fajtanal geitonogdm megporzassal ellendriztiik
(9. tablazat). A Viti és mts. (1997) altal megadott 5 % hatarérték alatti gyiimoleskotodést te-
kintettiik 6nmeddd genotipusnak. Az Oontermékenyitett ‘Korai piros’ (37,5 %) és az ‘NJA §’
(12,1 %) terméskotddése is meghaladta ezt a kiiszobértéket, mig a ‘Krimszkij Medunec’ (2,7
%), a ‘Harmat’ (4,3 %) és a ‘Korai zamatos’ (3,5 %) fajtaknal 5 % alatti kotodést kaptunk. A
‘Korai piros’ (ScSz) * ‘Ceglédi o6rids’ (SgSg) keresztezés soran 128 megporzott viragbol 39
gyiimdlcs kotddott, ami 30,5 %-os kotddési aranyt jelent. Ha a ‘Korai piros’ is Sg-allélt tar-
nyei alapjan feltételeztiik (8. abra), az adott kombinacio gyakorlatilag inkompatibilis lett vol-

na.

A vizsgalt fajtak koziil 14 6nmeddd, 41 Ontermékenyiild, ez utdbbiak koziil 11 fajta
homozigéta genotipust (ScSc). A vizsgalt 55 fajta koziil az Sg-allél 19, az Sy-allél 12, az S;-
allél 4, az Sg-allél 4, az Sy3-allél 3, az Sig-, S11- €s Syp-allélok 2-2, az Sy,- €és Syy19-allélok egy—
egy fajtaban fordultak elé.
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10. tablazat. Kajszifajtak inter-inkompatibilitasi csoportjai és az univerzalis pollenaddkat

magaba foglald ontermékenytild és 6nmeddo genotipusok. Az alahuzott fajtak

genotipusai az alabbi forrasmunkakbol szarmaznak: Egea és Burgos (1996),
Burgos és mts. (1998), Alburquerque és mts. (2002), Sutherland és mts. (2004)

Csoport Fajta S -genotipus
| inter- Goldrich, Hargrand, Lambertin-1
inkompatibilitasi S35,
csoport Ninfa, Priboto
1. inter- o
inkompatibilitasi Ceglédi orias, Ligeti orids SeSo
1. inter- Harcot
inkompatibilitasi Antonio Errani S,S,
csoport

0. csoport: univerzalis pollenadok

Ananasznij cjurpinszkij (S ¢S ¢); Borsi-féle kései rozsa (S ¢S ¢); Ceglédi kedves
(ScS¢); Currot (ScS¢); Ginesta (S¢S¢); NJA-8 (S cS¢); Nyujtod Ferenc emléke
(ScS¢), Palau (S¢S ¢); Pannodnia (S ¢S ¢); Pasinok (S ¢S ¢); Rozsakajszi C.1406
(ScS¢); Sirena (ScS¢); Sulmona (S¢S c); Zaposzdolje (S¢S ¢)

Mauricio (S ¢S,); Bayoto (S¢S ,); Bergeron (S S,); Budapest (S¢S ,); Canino
(S¢S ); Konzervnij Pozdnij (S¢S ,); Mamaia (S S ,); Mandulakajszi (S ¢S om);
Pepito (S¢S ,); Rakovszky (S ¢S ,); Roxana (S¢S»); Toyuda (S¢S »);

Colorao* (S Ss); Rial Fino (SS¢); Beliana (S ¢S 7);

Andornaktalyai magyarkajszi (S ¢S g); Csacsanszko zlato (S ¢S g); Marculesti 5/5
(ScSg); Crvena ungarska (S ¢S g); Darunek malahojeva (S cS); Effekt (ScSg);
Gonci magyarkajszi (S ¢S g); Kaszna ungarska (S ¢S g); Krimszkij Amur (S ¢Sg);
Magyarkajszi C. 235 (S ¢S g); Nagygyiimélcsii magyarkajszi (S ¢S g); NyikitszKij
(S cSg); Paksi magyarkajszi (S ¢S g); Pisana (ScSs); Venus (ScSy);

Ceglédi arany (S cSg); Ceglédi biborkajszi (S ¢S g); Korai piros (S ¢S 5); Mari de
Cenad (S ¢S 19); Modesto (S S 13);

Ceglédi Piroska (S gS ,q), Harmat (S 1S 11); Kecs-psar (S 15S 1); Korai zamatos
(S 12S 13); Moniqui (S ,S¢); Priana (S ,S;); Sunglo (S ,S3); T-8 (S 13S 14); VOSzKi
(S 11S 13)

*A ‘Colorao’ fajtat S -genotipusa alapjan Vilanova és mts. (2005) az univerzalis pollenaddkhoz soroltak, de figyelmen kiviil

hagytak, hogy a fajta himsteril (Burgos és mts., 1998)
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11. tablazat. A vizsgalt kajszifajtdk S-genotipusa, az annak meghatarozasara hasznalt modsze-

rek ¢€s a fajtak termékenytilési fenotipusa

Fajta Az S-genotipus megha- | S-genotipus Termékenyiilés®
tarozasanak modszere

Aurora R1, R2 Sy7- Onmeddé
Ananasznij cjurpinszkij R1, FB ScSc Ontermékenyiild
Andornaktalyai magyar kajszi R1,R2, FB ScSg Ontermékenyiil8
Antonio Errani R1, R2, FB S;S, Onmeddé
Bayoto R1, R2, FB ScS, Ontermékenyiild
Bergeron N, R1, R2 ScS, Ontermékenyiild
Borsi-féle kései rozsa R2, FB ScSc ()ntermékenyﬁlc’i
Budapest R1, R2 ScS, Ontermékenyiild
Csacsanszko zlato R1, FB ScSs Ontermékenyiild
Callatis (szin. Marculesti 5/5) N, R1, FB ScSs Ontermékenyiild
Ceglédi arany R1,R2,FB ScSg Ontermékenyiild
Ceglédi biborkajszi R1,R2, FB ScSe Ontermékenyiild
Cegledi kedves R1, R2, FB ScSc Ontermékenyﬁlc’i
Ceglédi orias N, R1, R2, FB SsSo Onmeddd
Ceglédi Piroska R1, R2 SsSa0 Onmeddé
Crvena ungarska R1, R2, FB ScSs Ontermékenyiild
Darunek malahojeva R1, FB ScSs Ontermékenyiild
Effekt R1, FB ScSe Ontermékenyiild
GoOnci magyar kajszi N, R1, R2, FB ScSs Ontermékenyﬁlc’i
Harmat N, R1, R2, Sz S10S11 Onmeddé
Kecs-psar N, R1, R2 S15S1s Onmeddé
Konzervnij pozdnij N, R1, R2, FB ScS, Ontermékenyiild
Korai piros R1, R2, Sz ScSao Ontermékenyiild
Korai zamatos N, R1, R2, Sz S1,S13 Onmeddé
Kéaszna ungarska R1,R2, FB ScSs Ontermékenyﬁlé
Krimszkij Amur R1, FB ScSg Ontermékenyiild
Krimszkij Medunec N, R1, FB, Sz Se— Onmeddé
Ligeti orias N, R1, R2, FB SgSo Onmeddd
Magyar kajszi C. 235 FB ScSs Ontermékenyiilé
Mamaia N, R1, R2, FB ScS; Ontermékenyiild
Mandulakajszi N, R1, R2, FB ScSom” Ontermékenyiild
Mari de Cenad N, R1, R2 ScSig Ontermékenyiild
Modesto N, R1 ScSis Ontermékenyiild
Morden 604 N, R1, R2, FB, Sz Ss- Ontermékenyiild
Nagygyiimolcsti magyar kajszi R2, FB ScSs Ontermékenyiild
Ninfa R1,R2,FB S1S, Onmeddd
Nyikitszkij N, R1, R2, FB ScSg Ontermékenyiild
NJA-8 N, R1, R2, FB, Sz ScSc Ontermékenyiilé
Nyujté Ferenc emléke R1,R2, FB ScSc Ontermékenyﬁlc’i
Paksi magyar kajszi R2, FB ScSs Ontermékenyiild
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Fajta Az S-genotipus megha- | S-genotipus Termékenyiilés®
tarozasanak médszere

Pannonia R1, R2, FB ScSc Ontermékenyﬁlc’i
Pasinok R1, FB ScSc Ontermékenyiild
Pisana R1, FB ScSs Ontermékenyiild
Priboto R1,R2,FB S;S; Onmeddd
Rakovszky R1,R2, FB ScS, Ontermékenyiilé
Roxana R1,R2, FB ScSs Ontermékenyﬁlé
Rézsakajszi C.1406 R2, FB ScSc Ontermékenyiild
Sirena R1, FB ScSc Ontermékenyiild
Sulmona N, R1, FB ScSc Ontermékenyﬁl(’i
Toyuda R1, R2 ScS; Ontermékenyiild
T-8 N, R1, R2 S13S14 Onmeddd
Venus N, R1, R2, FB ScSg Ontermékenyﬁlc’i
Voszki N, R1, R2 S11S13 Onmeddd
Zaposzdolje N, R1, FB ScSc Ontermékenyiild
Zard N, R1, R2, FB Si6- Onmeddd

PCR-vizsgalata; FB: az F-box gén PCR-analizise; N: nem egyensulyi izoelektromos fokuszalas

crcr

(NEpHGE); Sz: szabadfoldi ontermékenyités
Az S,- és Sym-allélok funkcionalis kiilonboz6ségének igazolasa tovabbi vizsgalatokat igényel
‘A félkovér betiivel szedett termékenyiilési fenotipus tisztdzasa vagy igazoldsa vizsgalataink eredmé-

nye

crcr

— Olyan allél, amelynek meghatarozésa egyik modszerrel sem volt eredményes
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5.5 Az é6szibarackra tervezett SSR-primerkészlet alkalmassaganak vizsga-
lata kajszi mikroszatellit régiok variabilitasanak kimutatasara (1. ki-
sérlet)

A kisérlet soran hasznalt 16 primerparbol 11 esetben sikeriilt megfelel6 amplifikaciot
elérni az altaluk kozrefogott mikroszatellit régiokbol. Minden egyes 16kusz polimorf volt. Az
12. tablazat a vizsgalt 10kuszok variabilitasat jellemz6 paramétereket mutatja be. Kilenc pri-
merpar altal amplifikdlt DNS-szakasz gélmintdzata egyetlen lokusz jelenlétére utald képet
mutatott. Kivételt képezett a 96-005 jelli primer, amely altal 1étrehozott mintazat egyértelmi-
en a kétlokuszos rendszerre utalt. Az ezen l6kuszokra vonatkozo adatokat nem hasznaltuk fel
az Osszesitett kiértékelésnél. Ebben az esetben ugyanis lehetetlen lenne helyesen megallapita-
ni a Ho, F és PD értékeket. A 98-411 primer altal jellemzett Iokuszban 11 fajta esetében kon-
zekvensen nem kaptunk PCR terméket, igy ebben a lokuszban null-allél jelenlétét tételezziik
fel. Ebbdl kifolyolag ezt a 10kuszt is kizartuk a tovabbi értékelésbdl, ezzel ugyanis a heterozi-
gotasag fokat sziikségszeriien alulbecsiilnénk, ami a végeredményt befolyasolna.

12. tablazat. A kisérletben felhasznalt 16 primerre jellemz6 adatok, az allélok hossza korabbi

publikéciok alapjan, a kisérletben megallapitott mérettartomany, az allélok sza-
ma ¢és a lokuszok variabilitdsanak paraméterei

. . Feltételezett Meret-
Lokuszkod Primer referencia L, tartomany Allélszam H, H, F PD
allél méret (bp) (bp)

UDAp96-003  Cipriani és mts., 1999 143 - n.a. - - - -
UDAp96-005 2 Cipriani és mts., 1999 155 80-260 8 - - - -
UDAp96-010  Cipriani és mts., 1999 131 80-110 3 0,66 0,70 0,06 0,77
UDAp96-013  Cipriani és mts., 1999 198 - n.a. - - - -
UDAp96-018  Cipriani és mts., 1999 253 250-270 2 0,10 0,10 0,47 0,14
UDAp98-406  Cipriani és mts., 1999 101 90-110 2 0,48 0,55 0,14 0,59
UDAp98-408  Cipriani és mts., 1999 100 210-230 2 0,48 0,29 0,40 0,65
UDAp96-409  Cipriani és mts., 1999 129 140-180 4 0,52 0,38 0,27 0,69
98-021 Testolin és mts., 2000 145 - n.a. - - - -
98-022 Testolin és mts., 2000 139 - n.a. - - - -
98-410 Testolin és mts., 2000 146 120-140 3 0,58 0,20 0,65 0,69
98-411" Testolin és mits., 2000 150 110-180 2 073 0,20 0,73 0,74
CPTC-5 Aranzana és mts., 2002 160 120-140 3 0,51 0,11 0,79 0,59
CPTC-6 Aranzana és mts., 2002 190 190-210 2 0,50 0,42 0,16 0,66
CPTC-9 Aranzana ¢és mts., 2002 171 - n.a. - - - -
CPTC-13 Aranzana és mts., 2002 150 170-190 3 0,31 0,21 0,32 0,47
Atlag: 3,1 0,46 0,32 0,47 0,58

Megjegyzés: n.a. — sikertelen amplifikacio; He — vart heterozigotasag; H, — megfigyelt heterozigdtasag; F —
Wright-féle fixaciés index; PD — power of discrimination;  tobb mint egy l6kuszt kimutaté primer; ” null-allélt
kimutaté primer

Osszesen 34 allélt sikeriilt kimutatni az Osszes értékelt 16kuszban. A 16kuszonkénti allélszam

2 és 8 kozott valtozott, ami atlagoson 3,1 allélt jelent 10kuszonként. Az egy-egy alléltipus
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gyakorisdga a fajtdkban p=0,03-0,95 érték kozott ingadozott. Ritka alléloknak tekintettiik
azokat, amelyek p<0,1 alatti vagy azzal egyenld frekvenciajuak voltak a vizsgalt mintakban.
Ebbe a kategoriaba viszonylag sok, mintegy 6 allélt lehetett besorolni. Ezzel szemben nem

talaltunk egyetlen fixalt allélt sem. A p>0,9 kategoriaba is csak egy tartozott (p=0,95).

Az 6sszes 10kusz vart heterozigotasaganak atlagos mértéke He=0,46 volt. A H. értékek a 96-
018 16kusz esetében megallapitott 0,10 valamint a 96-010 16kusz alléljai esetében jellemz6
0,66 sz€1s6 értékek kozott fordultak eld. A megfigyelt heterozigotasag (Ho) 0,05 és 0,70 ko-
z0Ott valtozott. A Wright-féle fixacios index (F), amely a megfigyelt heterozigotasagot (Ho)
Osszehasonlitja az elméletileg varttal (He), ezzel kifejezve az allélikus fixacid mértékét,
F=0,14 ¢és F=0,79 értekek kozott mozgott a vizsgalt 10kuszok esetében. Az index atlagos érté-
ke F=0,32 volt. Végiil a PD index (power of discrimination) értéke, amely a Nei-Li hasonlo-
sagi indextdl (similarity index) valo szazalékos eltérését fejezi ki, 0,14 és 0,77 kozott mozgott.
A PD értéke az adott 1okuszban rejld variabilitasanak azt a képességét fejezi ki, amely alkal-
mas a genotipusok kozotti divergencia kimutatdsara. Az Osszes lokusz atlagos PD értéke
egyenld volt 0,58. Az utébbi értékeknek megfelelden a legmagasabb PD értékii 3 primer (96-
010; 98-409 ¢és 98-410) altal kimutathat6 variabilitas elegendd volt 6 fajta egyértelmii azono-
sitasahoz, mig mas primerekkel (96-018, 98-406, 98-408 ¢s CPPCT-6) minddssze 3 genotipus

volt elkiilonitheto.

A vizsgalt 10kuszok polimorfizmusa lehetové tette az dsszes fajta megkiilonboztetését.
A 40 vizsgalt fajta azonositasahoz elegendd volt minddssze 6 primer (96-005; 96-010; 98-
406; 98-409; 98-410 és CPPCT-5) hasznalata. A eredmények alapjan megallapithato, hogy
né¢hany vizsgalt genotipus genetikailag nagyon kozel all egymashoz. Ezek kozé tartoztak a
‘Ceglédi orias’ €és ‘Szegedi mammut’, a ‘Borsi-féle kései rozsa’ és ‘Rozsakajszi C.1406’, il-
letve a ‘Naszlazsdenije’ és ‘Aviator’ fajtaparok. Ezek tavolsag koefficiense (D) az el6z6 sor-
rendnek megfelelden, 0,13; 0,07 és 0,06 volt. A legnagyobb tavolsagot (0,73) a ‘Korai piros’
¢és a ‘Salah’ fajtak kozott allapitottuk meg.

Ritkan fordult eld, hogy egy allél jelenléte vagy hidnya csak egy kis fajtacsoportra kor-
latozodott volna. Ezt a helyzetet tapasztaltuk a 96-018a allél esetében, amely csak a ‘Katy’,
‘Goldrich’ és ‘Kok-psar’ fajtakban fordult el6. Ugyanugy a CPPCT-5a allélt csak a ‘Dioniisz’
¢és ‘Citologiec’ fajtakban tudtuk kimutatni. Ezzel szemben a 96-018b all¢l a Kok-psar kivéte-
lével az Osszes fajtaban detektalhatd volt. Néhany allél eléfordulasa csak egy-egy foldrajzi

fajtacsoportra volt jellemzd. Ezek koz€ tartozik a 96-005b, amely az 6rmény fajtak 83%-aban
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volt jelen, vagy a 98-409b, amely a nyugat-curdpai fajtak 50%-aban volt kimutathatd. Néhany
allél esetében ezenkiviil megfigyelhetd volt, hogy jellegzetesen két csoporthoz tartoztak. Erre
a legjobb példa a CPPCT-5c¢, amely egyrészt mind a 6 6rmény fajtaban megjelent, de ezenki-
viil a 6 kozép-azsiai fajta koziil 6tben (67%) is kimutathatd volt. Ehhez hasonléan a 96-010c
az Osszes vizsgalt (9) magyar fajtaban jelen volt, és ugyanakkor a kdzép-azsiai fajtak ttlnyo-
mo tobbségében is, ahol 5 fajtadbol 4-ben lehetett azonositani. A 98-408a is jellegzetes allélja
volt az amerikai €s kozép-dzsiai fajtdknak. Tobb mind 60%-a azoknak a fajtdknak, amelyek
hordozzak ezt az allélt a fenti csoportok valamelyikéhez tartozott. Végezetiil tobb mind 85%-a
azoknak a fajtaknak, amelyek hordozoéi voltak a 96-005i, 96-005h és 98-409d alléloknak, a

kozép- vagy nyugat-eurdpai csoport tagjai voltak.

5.5.1 Klaszteranalizis

A 34 SSR-marker adatai figyelembevételével Nei és Li (1979) modszere szerint 1étre-
hozott azonossagi matrix alapjan szerkesztett UPGMA klaszter analizise, kimutatta, hogy a
dendrogramon szerepld fajtak csoportositdsa megfelel a foldrajzi eredetiiknek, illetve pedigré-
jiknek. Az 12. abran bemutatott dendrogram harom f6 csoportba rendezte a fajtakat. Az elso
két tovabbi alcsoportra oszlik, amelyek koziil az egyik a magyar és a kozép-azsiai fajtakat
foglalja magaba, a masik viszont magyar és nyugat-europai (tobbek kozott a ‘Bergeron’ és
‘Mitger’) fajtakbol all. A masik f6 csoport ugyanugy két alcsoportra valik szét, amelyek koziil
az egyilk foleg észak-amerikai fajtakbol all, kiegészitve néhany kozép-azsiai fajtaval
(‘Fergani’ és ‘Kok-psar’). A masik alcsoport csak nyugat-eurdpai fajtakat foglal magaba, ezen
beliil 3 spanyol és 2 gorog fajta is ebbe a csoportba tartozik. Végezetiil a harmadik 6 csoport
tartalmazza az 6sszes 0rmény fajtat, beleértve a ‘Hibrid 7°, ‘Hibrid 12’ és a ‘Citologiec’ fajta-
kat. Az utdbbiak konzekvens genetikai kdzelsége az 6rmény fajtakhoz megerdsiti azt a feltéte-

lezést, miszerint az 6rmény ‘Salah’ fajta lehetett az egyik sziiljiik (12. tablazat).

A klaszteranalizis, amelyet az azonos szarmazasu fajtak csoportjainak azonossagi in-
dexe alapjan végeztiik el (13. abra) azt szemlélteti, hogy az észak-amerikai és a nyugat-
europai fajtak nagy hasonldsdgot mutatnak (D=0,07). A magyar fajtak esetében azt allapitot-
tuk meg, hogy Ggy a nyugat-europai, mint a kdzép-azsiai fajtadkhoz kozel allnak (D=0,16).
Végiil megallapitast nyert, hogy az 6rmény €s kozép-azsiai fajtak klasztere elkiiloniil a nyu-
gat-europai ¢és észak-amerikai genotipusoktol. A korrelacios index értéke r=0,97, ami megero-

siti a megallapitas helyességét, statisztikai szignifikancigjat.
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12. abra. A kisérletben szerepl6 40 kajszifajta rendszerezése az UPGMA klaszteranalizissel a
Nei genetikai tavolsagmatrix alapjan (Nei és Li, 1979)
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13. abra. A kisérletben szerepld 40 kajszifajta szarmazasanak megfelelé 5 6ko-foldrajzi cso-

port rendszerezése az UPGMA klaszteranalizissel a Nei genetikai tdvolsagok méatrixa

alapjan (Nei és Li, 1979)
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5.6 Az é6szibarack és kajszi genomokra tervezett SSR-primerek altal
amplifikalt mikroszatellit markerek variabilitasanak elemzése egy
nagy diverzitasu és genotipusszamu kajszifajta csoporton (2. kisérlet)

5.6.1 Mikroszatellitek diverzitasa

Szdzharminc kajszi fajta és harom rokon faj genetikai polimorfizmusat vizsgaltunk 5
Oszibarack és 5 kajszi genomi DNS alapjan tervezett SSR-primer segitségével. Az Gsszes
vizsgalt 10kusz polimorf volt. Az allélokat a kapillaris elektroforézissel mkodd automata
szekvenald késziilék haszndlataval egyértelmilen meg lehetett kiilonboztetni. A vizsgalt
lokuszok koziil a polimorfizmus legmagasabb fokat az UDAp-407 16kusz esetében allapitot-
tuk meg, ahol 22 allél el6fordulasat tapasztaltuk. Az effektiv allélszam is itt volt a legmaga-
sabb (14. tablazat). Ezzel szemben, a legkevésbé polimorfnak (7 allél) az ssrPaCITA27 16kusz
bizonyult. Mindent 0Osszevetve, 133 minta tesztelésével 133 allél keriilt izolalasra,
lokuszonként atlagosan 13,30 alléllel (14. tablazat). A 16kuszonként megfigyelt heterozigota-
sag mértéke Ho=0,8636 (UDAp-410 lokusz) és Ho=0,3182 (ssrPaCITA27) kozott valtozott; az
atlag 0,6281 volt (14. tablazat). A megfigyelt heterozigotasag (Ho) minden fajta esetében ki-

sebb volt az elméletileg vart heterozigotasagnal (He).

13. tablazat. A vizsgalt mikroszatellit 16kuszok jellemzdi

Eérejelzettallél  Meéret- Kapcsolodasi . .
Lokusz méret (bp) tattomény (bp) (annealig) Ismétlédd szekvencia Referencidk
hémérséklet (°C)

ssrPaCITA7 211 186-224 60 (AG)n Lopez és mts., 2002
ssrPaCITAL0 175 142-212 58 (CT)n Lopez és mts., 2002
ssrPaCITA19 114 98-148 60 (TC)n Lopez és mts., 2002
ssrPaCITA23 146 112-157 56 (AC)n(AG)n Lopez és mts., 2002
ssrPaCITA27 262 224-266 58 (TC)N(TA)N(TG)n  Lopez és mts., 2002
UDAp-407 188 118-162 58 (TC)NTT(TC)n Messina és mts., 2004
UDAp-410 155 116-146 58 (AG)n Messina és mts., 2004
UDAp-414 174 150-214 58 (AG)n Messina és mts., 2004
UDAp-415 156 139-143 58 (GAN Messina és mts., 2004
UDAp-420 175 154-262 58 (CT)n Messina és mts., 2004

Az 0sszes egyedben kimutathat6 133 kiilonb6z6 allél koziil 32 csak egyszer fordult el
a vizsgalt mintakban. Az egyedi allélokat az eltéré 6kof6ldrajzi csoportokbol szarmazo faj-
takban vagy rokonfajokban talaltuk meg (15. tablazat). Nem amplifikalodo (null-allélokat) 5
fajta harom l6kuszaban talaltunk: ‘Zard’ (sstPaCITA 27 16kusz), ‘Uzsgorod’ és ‘Rakovice’
(ssrPaCITA 23 16kusz) és a ‘Korai kecskemétiben’ (osztrak szelekcio) (UDAp-410). Az Fst
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értékek 0,4544 (ssrPaCITA 7) és 0,7363 (ssrPaCITA 27) kozott valtoztak 0,5786-as atlaggal.
Az Fst-bdl becsiilt Ny, génaramlas mértéke az ssrPaCITA 7 lokuszban 0,3003 volt, ami ha-
romszor magasabb érték, mint az ssrPaCITA 27 16kuszban mért 0,0895. (14. tablazat).

14. tablazat. Szazharmincharom kajszifajta 10 mikroszatellit lokuszanak variabilitasat jellem-
z6 paraméterek

Wright-féle

i Effektiv Megfigyelt  Elméletileg vart .. . ,
Lokusz KIWUtatoFt allélszam  heterozigdtasag heterozigdtasag belten}{eéztem Géndramlds
allélek szama koefficiens (Nm)
(Ne) (Ho) (He) (F.)
st

ssrPaCITA7 14 4,2511 0,8346 0,7677 0,4544 0,3002
ssrPaCITA10 17 3,4492 0,5038 0,7128 0,6453 0,1374
ssrPaCITAL9 12 3,9001 0,7519 0,7464 0,4944 0,2556
ssrPaCITA23 11 4,2604 0,6031 0,7682 0,6154 0,1562
ssrPaCITA27 7 2,4551 0,3182 0,5949 0,7363 0,0895
UDAp-407 22 6,4712 0,6917 0,8447 0,5909 0,1731
UDAp-410 12 4,6933 0,8636 0,7899 0,4576 0,2963
UDAp-414 14 5,0867 0,4887 0,8064 0,6958 0,1093
UDAp-415 11 3,2244 0,6241 0,6925 0,5477 0,2065
UDAp-420 13 3,1568 0,6015 0,6858 0,5598 0,1966
Atlag 13,3 4,0948 0,6281 0,7413 0,5768 0,1834
Szoras: 4 1,1461 0,1666 0,0725 - -
15. tablazat. Az egyedi allélokat hordozo fajtak
Lokusz Fajta
ssrPaCITA 10 Arvam aramat, Effekt, Karim Abad 8, Hunza 1, Vesha
ssrPaCITA 19 Vesna
ssrPaCITA 23 Kijevskij aromatnij, Harcot
ssrPaCITA 27 Poldij junskij
ssrPaCITA 7 Priana
UDAp-407 Effekt, Jerevan, Kuresia, Junskij, Poldij junskij, Priusadenbnij
UDAp-415 Ananasznij ciurpinszkij, Kecs-psar
UDAp-410 Gulkin
UDAp-414 Gulkin, Morden-604, Paszinok
UDAp-420 Cegledi kedves, Mari de Cenad, Zaposzdolje

5.6.2 A fajtak kozotti genetikai viszonyok vizsgalata
A kajszifajtdk genetikai rokonsaganak megallapitdsahoz egy dendrogramot szerkesz-
tettiink. A dendrogramot a 10 SSR-16kusz adatai alapjan Osszeallitott genetikai tavolsag mat-

rixbdl paronkénti UPGMA modszerrel készitettiik. A dendrogram a fajtakat két nagy csoport-
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ra osztotta (14. abra). Az 1-es csoportban két alcsoport (1.1 és 1.2) talalhato, amelyek a leg-
tobb kozép-eurdpai fajtat magukba foglaljak. Az 1.1 alcsoport 6 europai fajtat €s az amerikai
‘Goldrich’ fajtat foglalja magaba. Az 1.2 alcsoportba keriilt a legtobb europai fajta. Ezen a
csoporton beliil tovabbi 4 kelet-eurdpai alcsoport jelenik meg: a Magyar kajszi fajtacsoport;
az Orias kajszi fajtacsoport; a roman nemesitési programbol szarmazé hibridek és a Rozsaba-
rack tipusu fajtak és ceglédi hibridek. Kiilon kiemeltiik a ‘Salah’ ismert vagy feltételezett pe-
digréjti hibridjeit (14. abra ¢és 4. tablazat). Az alcsoportokba tartozd fajtak kapcsolatat alata-
masztjak részben morfologiai jellemzoik, részben pedig az ismert pedigrék. Az 1. csoport
tobbi, kiilonbozd 6kofoldrajzi teriiletekrdl szarmazo fajtai az 1.3 csoportba kertiltek. A 2. cso-

port csak kozép-azsiai eredetii fajtakat tartalmaz.
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0.05

14. abra. Szazharmincharom kajszifajta kozotti genetikai tavolsagmatrix alapjan, szerkesztett
UPGMA dendrogram (ideiglenes)
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5.6.3 Az okofoldrajzi csoportok kozotti genetikai kapcsolat

Az allélgyakorisagok alapjan kiszamitattuk az 6t 6kofoldrajzi csoport genetikai tavol-
sagat ¢s genetikai azonossagat (Nei, 1972). Az eredményeket a 16. tablazatban mutatjuk be. A
legkisebb mértékii genetikai azonossagot (43%) a kozép-azsiai és a nyugat-eurdpai csoportok
kozott allapitottuk meg. Ezzel szemben a kelet-eurdpai, a nyugat-eurdpai és az irani-
kaukézusi csoportok genetikailag nagyon hasonlonak bizonyultak, az azonossagi index 79 és
81% kozotti értékeket vett fel. A genetikai tdvolsagokon alapul6 UPGMA dendrogram két {6
csoport elkiilonitését eredményezte (4. dbra). Az egyik tartalmazza a kdzép-azsiai csoportot,
mig a masik, két tovabbi alcsoportra oszlik. Az egyik alcsoport a nyugat-eurépai és az észak-

amerikai, mig a masik az irdni-kaukazusi és a kelet-eurdpai fajtakat foglalja magaba.

Plumcot

P. brigantina

P. x dasycarpa

Kozép-dzsiai Eszak-amerikai

Kelet-europai Nyugat-eurépai

Irani-kaukazusi

10

15. abra. A kiilonboz6 eredetii kajszi fajtacsoportok és a harom rokonfaj genetikai tavolsagai
alapjan (Nei, 1972) szerkesztett UPGMA dendrogram

Az 15. abra a P. armeniaca termesztett fajtai és a rokon fajok kozotti genetikai kap-
csolatot szemlélteti. A P. x dasycarpa, P. brigantiaca és Plumcot tavol esnek a kozos
kajsziklasztert6l. A rokonfajok koziil, P. brigantiaca mutatja a legkisebb azonossagot a P.
armeniaca termesztett fajtaival. A P. x dasycarpa, amely egy kajszi x P. cerasifera természe-
tes hibrid, atmenetinek bizonyult a kajszifajtak csoportjai és a Plumcot kozott. Ez utdbbi a
kajszi és a P. salicina mesterséges hibridje. A genetikai azonossag a P. brigantiaca ¢és a

kajszicsoportok kozott altalaban kismértéki volt (16. tablazat). A P. brigantiaca és a kozép-
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azsial valamint az észak-amerikai csoportok kozotti genetikai azonossag értéke nem haladta

meg a 10%-ot.

16. tablazat. Genetikai azonossag (4tld folott) és tavolsag a kajszi 5 6kofoldrajzi csoportja és 3
rokonfaja kozott

Nyugat- Eszak- o, .. Irani- , . P.x .

eurépai amerikai Kozép-dzsiai o wamsi  Klet-eurdpai dasycarpa Plumcot brigantiaca
Nyugat-europai - 0,7653 0,4391 0,6606 0,7982 0,6156 0,4716 0,1572
Eszak-amerikai 0,2674 - 0,5092 0,6188 0,6510 0,5001 0,2936 0,0979
Kozép-azsiai 0,8231 0,6749 - 0,5712 0,4568 0,2362 0,2148 0,0967
Irani-kaukazusi 0,4146 0,4800 0,5601 - 0,8239 0,3738 0,4252 0,1595
Kelet-europai 0,2254 0,4292 0,7834 0,1937 ; 0,4653 0,5664 0,2206
P. x dasycarpa 0,4852 0,6930 1,4430 0,9839 0,7651 - 0,2224 0,1112
Plumcot 0,7517 1,2254 1,5380 0,8552 0,5685 1,5034 - 0,2143
P. brigantiaca 1,8503 2,3240 2,3365 1,8360 1,5115 2,1965 1,5404 -
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5.7 SPECIFIKUS KAJSZI SSR-MARKEREK ALKALMAZASA A FAJ
KULTUR-EVOLUCIOJANAK TANULMANYOZASARA (3. kisérlet)
A Gl kapcsoltsagi csoport (Vilanova és mts., 2006b) DNS szekvenciai alapjan terve-
zett 8 SSR-primerbdl 7-tel sikeres volt az amplifikacio; ezek koziil a 16kuszok koziil 6 bizo-
nyult polimorfnak. Az amplifikaci6 soran csupan az aprigms8 primer nem adott eredményt,
mig egy masik (aprigms6) a tesztelt fajtdkban monomorfnak bizonyult. Az aprigms3 és
aprigmsl1 primerek esetében a Vilanova és mts. (2006b) altal leirt primer kotodési
(annealing) hémérsékletét 84°C-ra modositottuk. Az eredmények ellenérzése céljabdl egyes
amplifikalt fragmentumokat klonoztunk és DNS-szekvenciajukat meghataroztattuk. Ennek
eredményei megerdsitettek, hogy a primerek a vart mikroszatellit régidkat és a hatarol6 DNS-

szakaszokat amplifikaltak.

17. tablazat. A vizsgalt 16kuszokban azonositott allélok szama fajtacsoportonként

Mediterrdn és  Kelet-és

Lokusz Kina Azs::llk(g)ma ir;z?:(l;a Nyugat- Kt')z’ép- Atlag  Szoras O;ISI:S
Europa Eurodpa
aprigmsl 11 8 9 7 5 8,0 2,236 20
aprigms2 10 7 6 8 4 70 2,236 14
aprigms3 6 5 5 5 3 48 1,095 9
aprigms10 9 7 8 5 2 6,2 2,775 13
aprigms11 3 4 3 2 2 28 0,837 5
aprigms16 9 6 6 8 4 6,6 1,949 10
Atlag 8,0 6,2 6,2 5,8 3,3 59 1669 11,8
Szbras 2,966 1,472 2,137 2,317 1,211 2,021 0,699 4,67

A G1 SSR-primerek elézetes tesztelése soran Vilanova és mts. (2006) 12 kajszifajtat
vizsgaltak, és arr6l szamoltak be, hogy a lokuszonkénti allélszam 2 és 7 kozott valtozott. A
tesztelt fajtak szaménak novelésével kisérletiinkben lényegesen nagyobb diverzitast sikeriilt
kimutatni a vizsgalt 10kuszokban. Hetvenhét kajszifajtabol nyert mintakban a polimorf prime-
rek Osszesen 71 allélt fedtek fel. A 10kuszonkénti allélszam 5 (aprigmsl1) és 20 (aprigmsl)
kozott valtakozott. Az egy 10kuszra szamitott atlagos allélszam 11,83 volt. Osszehasonlitasul,
az Oszibarack primerekkel ¢és 74 kajszifajta elemzésébdl Zebentyayeva €s mts. (2003) 6ssze-
sen 107 allélt mutatattak ki, ami a 12 vizsgalt 16kusz esetében atlagoson 7,64 allélt jelent
lokuszonként. Amint azt koradbban bemutattuk, Romero ¢és mts. (2003) ugyancsak az dsziba-

rack primereket alkalmazva 40 fajtaban 34 allélt mutattak ki, ami atlagban 3,10 allélt eredmé-
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nyezett egy lokuszra nézve. A kajszi Gl SSR-primerekkel nagyobb allélszdmot ¢és
lokuszonkénti atlagértéket lehetett kimutatni a jelen kisérletben. Maghuly és mts. (2005) 133
fajtat tesztelve hasonld eredményekrdl szamoltak be (133 allél és 13,31 allél/lokusz). A Gl
primerek kisebb fajtakoron is hasonlo szintl teljesitményt adtak, ami jol tiikrozi, hogy ezek az

SSR-markerek rendkiviil jol hasznalhatok a kajszi genetikai variabilitdsdnak jellemzésére.

A legtobb allélt a kinai eredetli fajtdkban mutattuk ki a vizsgalt lokuszok tobbségében
(17. tablazat). Az azsiai, észak-amerikai és nyugat-europai fajtakat kisebb allélszam jellemez-
te. A kozép-eurdpai fajtdkban volt a legkisebb a detektalt allélok szdma az Osszes 16kusz ese-
tében, ami konzekvensen alatta maradt az Gsszes fajtara szamitott atlagértéknek. Ez a kdzép-
europai kajszifajtak erdsen korlatozott genetikai variabilitdsara utal. Az ezen régiot képviseld
fajtakat harom kiemelkedd jelentéségii fajtacsoportbol — Magyar kajszi, Rozsabarack és Orias
kajszi — illetve ezeknek a fajtacsoportoknak a hibridjei koziil valasztottuk. E fajtak szoros
rokonsagi viszonyait mas vizsgalatok is alatamasztjak (Romero és mts., 2003; Pedryc és mts.,
2002).

18. tablazat. A kajszifajtak kiilonb6z6 foldrajzi csoportjaira szamitott atlagos vart heterozigo-
tasag (He) értékek a vizsgalt 16kuszokban

Mediterran és

Lokusz Kina Azsi’a (}(ina Eszak- Nyugat- Kelet-és, Kozép- Atlag  Szords Ossze’s ’
nélkiil) Amerika , Eurépa heterozigotasag
Eurdpa
aprigmsl 0,8917 0,8737 0,8587 0,6911 0,3023 0,7235  0,2488 0,8060
aprigms?2 0,8583 0,8790 0,8080 0,7101 0,2642 0,7039  0,2543 0,8339
aprigms3 0,7917 0,8000 0,8116 0,6203 0,5044 0,7056  0,1372 0,7808
aprigms10 0,8250 0,8497 0,8442 0,6628 0,5106 0,7385  0,1489 0,8218
aprigms11 0,3250 0,6579 0,2355 0,2406 0,5098 0,3938  0,1847 0,4607
aprigms16 0,8833 0,8421 0,7428 0,7701 0,5514 0,7579  0,1283 0,8114
Atlag 0,7625 0,8171 0,7168 0,6158 0,4405 0,6705  0,1483 0,7524
Szbras 0,2176 0,0829 0,2392 0,1905 0,1235 0,1707  0,0656 0,1315

A H érték a 0,4607-0,8339 tartomdnyba esett, ami csak alig sziikebb a Vilanova ¢és
mts. (2006b) ugyanezen primer-készlettel leirt 0,37-0,82 kozotti méreteket magaba foglalo
tartomanynal, de valamivel szélesebb a tobbi kajszi SSR-primer esetében leirt 0,5949-0,8487-
es intervallumnal (Maghuly és mts., 2005). A 24 tesztelt fajtabol 21 6ntermékenyiilé (SC)
volt, melyek S-genotipusa szamos esetben megegyezik (Halasz és mts., 2007). Az dnterméke-

nyiil6 fenotipus és az abbol eredd beltenyésztés és genetikai drift, mint a hagyomanyos fajtak
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szelektalasanak egyik kovetkezménye, szintén magyarazata lehet annak, hogy a heterozigota-
sag atlaga a 6 16kuszban a kozép-eurdpai fajtak esetében volt a legkisebb (H=0,4405). Na-
gyobb H. értékeket figyeltiik meg a mediterran fajtak esetében, amelyek kozott két onmeddd
(SI) (‘Moniqui’ és ‘Hatif Colomer’) illetve néhany rendkiviil eltéré eredetti SC fajta (francia,
olasz, gorog és marokkoi) szerepelt. A vizsgalt 4zsiai és kinai fajtadk kozott nem volt ontermé-
kenyiil6 genotipus, ami oka lehetett annak, hogy ezekben a fajtakban mértiik a legmagasabb
He értékeket.

A t6bb SSR-16kusz, €s a kiilonbozo eredetii fajtak tesztelése mint a variabilitast néveld
tényez0 azt eredményezi, hogy a kimutatott allélok jelentds allélméret-tartomanyt alakitanak
ki. Ennek a nagymértékli genetikai diverzitasnak egyidejii abrdzolasa a megszokott modsze-
rekkel attekinthetetlenné tenné az adatok bemutatasat, és nem tenné lehetové a jellegzetes
trendek megjelenitését. Ezért egy ujfajta dbrazolasi modot dolgoztunk ki a kisérletiinkben
hasznalt, 6t foldrajzi régiobol szarmazo 77 kajszifajta 6 SSR-lokuszaban kimutatott genetikai
variabilitas értékeléséhez (16. dbra). Ahhoz, hogy egy abran legyen abrazolhat6 a kiillonb6zd
méretli 71 allél variabilitasi mintazata, az egyes allélok méretét minden lokusz esetében a
l6kuszra jellemzd, leggyakrabban eléforduld allél méretétdl valo eltérés formdjaban adtuk
meg; vagyis hogy az adott allél hany nukleotiddal hosszabb vagy révidebb a 16kusz leggyako-
ribb alléljanak méreténél. Az abran szerepld szdmértékek és az oszlopok hossza minden
lokusz esetében megfelel az adott allél szdzalékos gyakorisaganak, amit az egyes foldrajzi
régidkba tartozo Gsszes genotipus vizsgalataval allapitottunk meg. Minden sorban az értékek

Osszege 100%.

A kizéarolag egy foldrajzi régio fajtdiban azonositott egyedi allélok eléforduldsa kony-
nyen kovethetd az 16. dbran. Az 6sszes kimutatott allél 35%-a egyedi allél volt. A legtobbet
(13 darabot) a kinai fajtakban figyeltiik meg; mikézben az azsiaiak 8, az észak-amerikaiak 3
¢s a mediterran fajtak 1 egyedi méretli allélt hordoztak. A kdzép-eurdpai fajtakban egyetlen

egyedi allélt sem talaltunk.

[Eredmények 101



allélméret eltérés (bp) Az Osszes

Eredet/10kusz allélszam

-53|—36|-34|—29|-26|—24|-23|-22|-21|-20|—18 -17|-16 -15|-14|-12|-11|-10| -9| -8 | -6| 4)-3-21o0®] 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 |10 11| 14| 16| 18| 20| (10096) @
ms1 5 5|5]10 2] 2 7 | 2 55 5 2 42
ms2 52 4 11 7 7 9 2 2 46
= ms3 46115 ul 7 |2 46
v, msl0 | 5 11 7 57 5 |s 44
ms11 e |7 46
ms16 [4] 2 37 24122 4 2 |2 2 46
= ms1 [2o] 10 [ 0] 5] 5| 25 |20 5 20
= ms2 15 5 15 25 15 20

i=1
s ms3 30 10] 30 20
2 ms10 | 11 6 11 6 28 |11 28 18
2 ms1l 10 s 45 20
N

< ms16 15 5 10120 125 25 20
P ms1 <] 4 BE 4| 33 13 8 l2L| 24
= ms2 17 8 117 113 38 8 24
E ms3 29 13 25 |21 13 24
P ms10 13 29 125 8 |13 4 4 24
b ms11 8 4 Jlies 24
ms16 13 13 421 46 4 24
B msl 6 13 13| 13 25 13 19 16
Sy ms2 6 6625 a1 6 13 6 16
) ms3 19125 38 |13 6 16
28 [ _mso 13 13119 31 25 16
§ 3 ms11 19 81 16
= ms16 6 13 [6] 6l2513 25 6 16
- msl 2 83 8 4 2 48
@ ms2 10 2 2 85 48
2 ms3 38l 60 | 2 48
& ms10 50 50 48
g ms1l 52| 48 48
ms16 2 2148 48 48

16. 4dbra. A kimutatott allélok gyakorisdga (%) lokuszonként és a fajtacsoportok f6ldrajzi eredete szerint. Az allélméret a legelterjedtebb allél
méretétdl valo, bazispar szamban kifejezett eltérésként keriilt bemutatasra. A piros keret az egyedi allélokat jeloli. VA legelterjedtebb
allélok mérete (bp) a vizsgalt 10kuszokban: msl: 215; ms2: 181; ms3: 262; ms10: 286; ms11: 164; msl6: 228; @Az ssszes allélszam
(2n) egyben a vizsgalt fajtak szamara utal (n).
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17. abra. A kiilonbozo és kozos allélok el6fordulasanak lyukkartyaszer(i dbrazolasa; (a) az
¢észak-amerikai ( O ) valamint mediterran és nyugat-eurdpai (x) fajtak lokuszainak
Osszehasonlitasa; (b) kinai ( O ) valamint kozép- és kelet-eurdpai (%) fajtak egybeve-
tése.

Az 16. abra jol szemlélteti a kiilonb6zd foldrajzi géndllomanyok kozos alléljeit. A
foldrajzi csoportokra jellemzd allélmintazatokat lyukkartyaszerlien egymasra helyezve, egy-
fajta szintézis révén kimutathatova valnak az egyedi és kozos allélok. Ez az elemzés azt mu-
tatja, hogy az észak-amerikai €s a mediterran fajtdkban fellelt allélok 67%-a mind a két fajta-
csoportban eldfordul (17a. abra). Ez igazolja e régiok kajszi-nemesitési programjai kozotti
kapcsolatot. Ahogy azt az eldbb is lathattuk, ez lehet a magyarazata annak is, hogy a mediter-
ran és az észak-amerikai fajtak miért rendelkeznek olyan allélokkal is, mint az azsiai és kinai
fajtak. A legkevesebb kozos alléllal a kinai és a kozép-eurdpai fajtak rendelkeznek (17b. ab-
ra), jelezvén, hogy ezek a csoportok csak tavoli rokonsagban allnak egymassal. Ez az abra a
hagyomanyos dendrogramokhoz képest nagyon hasonld informéciokat tartalmaz, rdadasul

nem fedi el az eredeti allél-méreteket sem.

A 3. kisérletben vizsgalt fajtdk dontd tobbsége egyedi allélmintzattal rendelkezett a 6
vizsgalt lokuszban. Kivételt képezett a kdzép-eurdpai fajtak csoportja. Az egyedi mintdzat
bebizonyitdsa érdekében elvégzett Osszesesen 2556 paronkénti genotipus Osszehasonlitas
eredményeként, 43 esetben azonos genotipust allapitottuk meg a vizsgalt lokuszokban. Ezek

mindegyike 24 magyar fajtat magaban foglalé csoportban fordult eld (18. abra)

[Eredmények 103



<
5| & e s ) :% E’
SEHEEREAHEEREIREEEHEE s
ol sle| g2 2| 2| gl 5lelSlEls] e & > S
R IHEEEEEHEE R RN EI M SRR R
S EEEEEEEEEEEEE R EEEE IR EE
IR EHEH RN E A EHEHE R R HEEE
<|<|lao|la]lololo]lo]lolololxlxv|lS|S3lSlZ|1z|lZ|lalalele]l>
Albena
Andornaktalyai =
Borsi-féle k. rézsa X X
Budapest X X X
Ceglédi arany = = X X
Ceglédi bibor X X X X X
Ceglédi kedves X X X = X X
Ceglédi 6rids X X X X X X X
Ceglédi Piroska X X X X X X X X
Crvena ungarska X X X X X X X X X
Gonci magyark. = = X X = X X X X X
Korai piros X X X X X X X X X X X
Kasna ugarska = = X X = X X X X X = X
Ligeti orias X X X X X X X X = X X X X
Magyar k. C.235 X X X X X X X X X X X X X X
Mandulakajszi X X X X X X X X X X X X X X X
Mari de Canad X X X X X X X X X X X X X X X X
Nagygyim. magyark. X X X X X X X X X X X X X X X X X
Nikitszkij = = X X = X X X X X = X = X X X X X
Paksi magyarkajszi = = X X = X X X X X = X = X X X X X =
Panndnia X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Rakovszky X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Rézsa C.1406 X X = X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Venus = = X X = X X X X X = X = X X X X X = = X X X

18. abra. Hat SSR-16kusz allélmintazta alapjan paronkéni 0sszehasonlitas eredménye a kozép-
europai fajtakorben ([= - azonos genotipus; x — eltéré genotipus)

Osszefoglalva, a G1 kapcsoltsagi csoportra nemrégiben kifejlesztett SSR-markerek al-
kalmazasaval szamos allél kimutathato volt, és ezek a primerek alkalmasak voltak a kajszifaj-
tak genetikai diverzitasanak jellemzésére. A G1 primerekkel feltart variabilitast jellemzé pa-
raméterek (Osszes allélszam, l6kuszonkénti atlagos allélszam, He) a teljes genomban szétszo-
rodva taldlhaté SSR-régiok amplifikalasa soran kapott hasonld paraméterek értékeit megha-
ladtak vagy megegyeztek azokkal. Minddssze 6 primerpar alkalmazédsaval egyértelmii kii-

l6nbségek ¢€s Osszefliggések voltak kimutathatdk a kajszifajtak 6 foldrajzi région kozott.
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6 EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1 S-genotipus meghatarozasa izoelektromos fokuszalassal

A vilag kajszitermésének jelentds részét az europai 6kofoldrajzi csoportba tartozo kaj-
szifajtak szolgaltatjak. E csoport tagjainak tilnyomo tobbsége ontermékenyiild, de éppen eb-
bdl kifolydlag e csoport genetikai variabilitdsa igen korlatozott. Ahogyan mas kultarnové-
nyek, gy a kajszi nemesitése sem tekintheté soha lezart folyamatnak. Ujabb és wijabb igé-
nyek, kovetelmények fogalmazddnak meg mind a termesztok, mind a kereskeddk részérdl.
Legyen a fajta ellenallo az extrém kornyezeti hatasokkal (fagy, aszaly, korokozok, kartevok
stb.) szemben, melyek 6ridsi karokat okozhatnak vagy akar el is lehetetlenithetik a termesz-
tést. Ezenkiviil a gylimdlcs legyen piacos (gylimdlestomeg, szin, iz stb.), jol szallithatd, vagy
elégitsen ki olyan specidlis fogyasztéi elvarasokat, mint az egészsé gtdmogato, un. funkciona-
lis élelmiszerek csoportja. Ezen tulajdonsagok, vagy ezek koziil akar csak néhany tulajdon-
sagnak a kombinalasa sem kivitelezhetd az eurdpai fajtakdron beliil. Mindez azt jelenti, hogy
a nemesitonek tavolabbi génforrasokhoz kell nyulnia, ahogyan az az elmult években meg is
tortént. Ilyen eljarasok azonban szamos meglepetést is okozhatnak, ahogyan az szintén napvi-
lagot latott, amikor kideriilt, hogy az igy eldallitott, perspektivikus, 0j fajtak nagy része a
megfeleld termékenyiiléshez gondosan megvalasztott pollenadé fajtat igényel. Az 6nmeddo-
ség nehezen fogadtathatd el a termesztokkel egy olyan gylimolcsfaj esetében, melynél korab-
ban e problémak egyaltalan nem jelentkeztek. A jovo fajtainak eldallitdsa érdekében ezért
igen fontos megismerni az dnmedddéség oroklédését, az ontermékenyiilés genetikai, molekula-
ris biologiai hatterét. Magonckorban alkalmazhatdé markerek segitségével az ontermékenyiild
utodok konnyen kivalogathatok, ami a nemesitési programokban igen jelentds 1d6- €és pénz-
megtakaritast biztosithat. Kutatocsoportom ezért csatlakozott e teriilet vilagszerte is alig né-

hany évvel korabban megindult tudomanyos tevékenységéhez.

A termékenyiilési viszonyokat iranyitd S-genotipusok meghatarozasa akkor valt lehe-
toveé, amikor McClure és mts. (1989) tisztaztak, hogy a bibe—pollen kozott lejatszodo sa-
jat/idegen felismerési reakcid a bibeszalban kifejez6do ribonukleaz enzimekhez kotodik. A
kiilonbozo allélvaltozatok altal kodolt ribonukledz enzimek aminosav-szekvencidja a reakcid
specificitasa kovetkeztében sziikségszertien kiilonbozik egymastdl. Ez alapjan ezek az
izoenzimek izoelektromos fokuszalassal szétvalaszthatok egymastol. Termesztett gyiimdlcs-

fak kozil elsé izben japankorte esetében szamoltak be ilyen kisérletekrdl Sassa és mits.
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(1992), akik igazoltak, hogy az S-RN-azok lugos izoelektromos pontu fehérjék. Az izoelekt-
romos fokuszalasi protokollok tovabbfejlesztésével Boskovi¢ és Tobutt (1996) a cseresznye

S-genotipusok és a fajtak zimogramja kozott egyértelmii korrelaciot hataroztak meg.

Kisérleteink soran a leghatékonyabb szétvalast a 1750—1975 Vh koriili érték esetén
kaptuk, ami nem bizonyult elegendének ahhoz, hogy a fehérjék elérjék izoelektromos pontju-
kat. Ez a technika tehidt nem egyenstlyi izoelektromos fokuszalasnak (NEpHGE = non-
equilibrium pH gradient electrofocusing) nevezhet6 (O’Farrell és mts., 1977), amit korabban
sikeresen alkalmaztak alma (Boskovi¢ és Tobutt, 1999), mandula (Boskovi¢ és mts., 1997;

2003), cseresznye (Boskovi¢ €és Tobutt, 2001) és kajszi (Burgos és mts., 1998) esetében is.

A NEpHGE-vizsgalatokkal négy (S1, Sz, Sa és Sc) kordbban leirt (Burgos és mits.,
1998) illetve kilenc 0j (Sg—S16) S-allélhoz kotddo ribonukleaz izoenzimet mutattunk ki. A leg-
tobb fajta két, egymastol elkiiloniilt izoenzimet mutatott, vagyis a vizsgalt genotipusok hete-
rozigotak voltak, ahogyan az a gametofitikus inkompatibilitasi rendszer miikodése mellett
varhato is volt. A NEpHGE-vizsgalatok soran 27 fajta koziil 3 fajtanal egy harmadik, kisebb
aktivitasi RN-4z izoenzim jelenléte is kimutathatdo volt, melyeket nem S-specifikus
izoenzimeknek tekintettiink. Ezek az aspecifikus savok az S-16kuszon kiviil kodolt, egyéb
fiziologiai funkcioval rendelkezd ribonukleaz enzimeket reprezentalnak, vagy kiilonbozo
poszttranszlacids modosulasok kovetkeztében alakulnak ki; de az sem kizarhato, hogy az en-
zimkivonatokban lejatszod6d degradacios folyamatok hatasara jonnek létre. Ehhez hasonlo
jelenséget irtak le BoSkovi¢ és mts. (1997) hosszan tarolt mandula bibekivonatok esetében.
Az Ss- és Sg-allélokat hordozd spanyol és észak-amerikai fajtak nem voltak hozzaférhetéek,
de ezek ¢és az ltalunk azonositott allélok kiillonbozdsége késobb kétséget kizardan igazolodott

(Sutherland és mts., 2004; Vilanova és mts., 2005).

A ‘Ceglédi orias’ és ‘Ligeti 6rids’ azonos S-genotipussal rendelkezik (SgSo). E fajtak
régota ismert onmedddséget és kdlesonds inkompatibilitasat korabban a kedvezdtlen iddjaras
hatasara képzddo ¢életképtelen pollenekkel magyaraztak (Nyujtd €s mts., 1985). Eredménye-
ink feltartak a jelenség valodi genetikai hatterét, és alatamasztjak a kajszi esetében szabadfol-
di beporzasi kisérletek altal leirt inter-inkompatibilitasi csoport 1étezését (Szabo és Nyéki,
1991). A fajtak azonos S-alléljai k6z0s szarmazasra utalhatnak, amit a mikroszatellit vizsgala-
tok is alatimasztanak (Romero és mts., 2003; Maghuly és mts., 2005). Kajszi esetében korab-
ban két inter-inkompatibilitasi csoportot irtak le. Az észak-amerikai ‘Lambertin-1°, ‘Goldrich’

¢s ‘Hargrand’ fajtak tartoznak az I. csoportba, melyek genotipusa S;S; (Egea és Burgos,
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1996). A magyar Orias fajtacsoport tagjai altal alkotott II. csoportot jollehet korabban irték le,
mint az I. csoportot (Nyujtd és mts., 1985), ezek genotipusa (SgSg) csak munkank révén valt

ismertté.

Az ontermékenyiild ‘Gonci magyar kajszi’, “Venus’, ‘Sulmona’, ‘Nyikitszkij’, ‘Mari
de Cenad’ és ‘Marculesti 5/5° esetében a NEpHGE-vizsgalatok egyetlen kdzos izoenzimet
mutattak ki. Ez utalhat arra, hogy e fajtdk mindegyike homozigota az Sc-allélra nézve, vagy
az alkalmazott vizsgalati paraméterekkel nem sikeriilt szétvalasztani a két kiillonbozo allél
altal kodolt S-RN-4z fehérjét. A ‘Marculesti 5/5° termékenyiilési jellegét pollentomld vizsga-
lattal nem lehetett egyértelmilen megallapitani (Burgos és mts., 1997a), de gylimolcskotddése
magyar ¢s roman lltetvényekben tobb éven 4t 10 % felett volt, ami dntermékenyiilési képes-

ségét valdszintsiti (Cociu, 1993; Szabo és mts., 1999).

Az Ontermékenyiild ‘Bergeron’, ‘Mandulakajszi’, ‘Mamaia’ és ‘Konzervnij pozdnij’
kiilonbozé orszagok kiilonféle nemesitési programjaibol szarmaznak. Az S-l6kuszra mind-
egyik heterozigdtanak bizonyult. A ‘Mandulakajszi’ fajtat mar régota részlegesen onterméke-
nyiiloként jegyzik, mivel a gyiimolcskotddési vizsgalatok geitonogamia esetén mindig alacso-
nyabb értékeket adtak, mint mas Ontermékenyiild fajtaknal, ugyanakkor terméskotodeésiik
meghaladta az Onmeddd fajtakét. Eredményeink kétséget kizardan igazoltadk, hogy a
‘Mandulakajszi’ hordozza az ontermékenytilést biztositd Sc-haplotipust. A viszonylag rossz
terméskotddést az abnormalis virdgfejlodés kovetkeztében kialakulo fejletlen termdjii viragok
okozhatjak. A hidnyos vagy fejletlen termdjii viragok ardnya néhany évben 70 %-nal is maga-

sabbnak bizonyult (Suranyi és Molnar, 1981).

A ‘Harmat’ (S10S11) és ‘Korai zamatos’ (S12S13) korai érésii fajtak. A koraisag forrasa
kozép-azsiai genotipusoktol szarmazik (Pedryc, 1996), igy az 6nmedddséget kialakito allélja-
ikat is ebbdl a génforrasbol 6rokolték. A ‘Korai zamatos’ Siz-allélja megtalalhato még a T-8
hibridben, valamint a ‘Modesto’ €s ‘Voszki’ fajtdkban. Ennek oka lehet, hogy a ‘Korai zama-
tos’ és T-8 genotipusok nemesitése a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszékének
‘Modesto’ és “Voszki’ fajtdkat is magaban foglalé szigetcsépi iiltetvényében tortént, igy nem
kizart, hogy a ‘Jubilar’ illetve ‘Salah’ szabad megporzasabol keletkezett genotipusok pedigré-
jében a ‘Modesto’ és ‘Voszki’ fajtak is szerepelnek. Hasonl6 magyarazata lehet a ‘Harmat’ és
a ‘Voszki’ kozos Sii-alléljanak, mely allél a tobbi vizsgalt fajtdban nem volt jelen. A ‘Har-
mat’ és a ‘Voszki’ kozos allélja jol tiikrozi, hogy mindkettd drmény genetikai vonalbdl szar-

mazik (Pedryc, 1996). A ‘Voszki’ jollehet ukran fajta, a ‘Sateni’ szabad megporzasbol eredd
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magonca, mely utobbi fajta az irano-kaukdzusi Okof6ldrajzi kajszicsoportba tartozik

(Mehlenbacher és mts., 1991).

A ‘Zard’, ‘Aurora’ és ‘Kecs-psar’ a NEpHGE 11 fokuszalasi protokoll hatasara egyet-
len intenziv RN-4z savot mutatott. Az ‘Aurora’ bizonyitottan dnmeddd (Burgos és mits.,
1997a), de kdzép-azsiai szarmazasuk kovetkeztében feltételezhetden a ‘Zard’ és a ‘Kecs-psar’
is az (Mehlenbacher és mts., 1991). Ez alapjan nem lehetnek homozigotak az S-10kuszra.
Burgos ¢és mts. (1998) a ‘Gitano’ fajtanal szintén csak egy intenziv RN-4z savot detektaltak,
¢s nem talaltak megfeleld6 Ampholine-kombinaciét az alléltermékek szétvalasztasara. Az alta-
lunk kifejlesztett NEpHGE III sikeres szétvalast eredményezett a ‘Kecs-psar’ esetében, mely-
nek genotipusa S155z, mig a ‘Zard’ fajtarol igazolddott, hogy az Sig-allélt hordozza. Az ‘Auro-
ra’ genotipusanak megallapitasa csak részben volt sikeres, egyik alléljat Sx-ként jeloltiik. Ez
feltehetéen azonos az Sj-alléllal, kiilonosen annak tiikrében, hogy az S; nagyon gyakori az
¢szak-amerikai fajtdk korében (Burgos €s mts., 1998), de ennek igazoladsdhoz tovabbi vizsga-

latok sziikségesek.

Az altalunk kidolgozott NEpHGE I-III protokollok segitségével dsszesen 12 fajta tel-

jes és 11 fajta részleges S-genotipusat tudtuk meghatarozni.

6.2 S-RN-az gén alapu, DNS-szintii genotipus-meghatarozas

A ribonukledz izoenzimek szétvalasztasan €s kimutatdsdn alapulé modszer legfébb
hatranya, hogy a vizsgalatokhoz generativ allapoti novényekre van sziikség, amit a fak csak a
34 év hosszu juvenilis id6szak utan érnek el. Amennyiben a vegetativ szovetekbdl kivonhato
DNS alapjan is meghatarozhato lenne az S-genotipus, az a kajszinemesitési programokban

értékes 1dot és koltséget takaritana meg a l1étrehozott hibridpopulédciok korai szelekcigja révén.

A csonthéjas gyiimolesfak S-l10kuszaban talalhaté ribonukledaz gén két intront tartal-
maz. Tao és mts. (1999) harom cseresznyeallél cDNS-ének szekvencidjat meghatdrozva a
szignalpeptid, a C2 és az RC4 konzervativ régidkra tervezett primerekkel 6t kiillonbozo allélt
tudtak sikeresen megkiilonboztetni. Az allélok elkiilonitésére hasznalt megkdzelités alapja,
hogy az intronokat jelentds mértékli méretpolimorfizmus jellemzi, mig a kdrnyezd exonrégiok
(jelen esetben az RN-az enzimaktivitasahoz nélkiil6zhetetlen régiok) szekvenciaja konzerva-
tiv (Kiss ¢és Endre, 1999). Ezekre a régiokra tobbféle primert terveztek, melyeket sikerrel
hasznéltak cseresznye (Wiersma és mits., 2001; Sonneveld és mts., 2003), mandula (Tamura

¢s mts., 2000; Channuntapipat és mts., 2001; Ortega és mts., 2005), meggy (Yamane és mts.,
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2001; Boskovi¢ és mts., 2006), japanszilva (Beppu €s mts., 2002; 2003; Haldsz és mts., 2007),
japankajszi (Tao és mts., 2002) és kajszi (Sutherland és mts., 2004; Vilanova és mts., 2005)

esetében.

Az S-genotipusok meghatarozasanak alapja, hogy a diploid fajtadk PCR-analizise soran
felszaporitott két kiilonb6z6 méretii fragmentum megfeleltethetd egy-egy S-allélnak. Az S-
genotipusok meghatarozasa soran a kiilonb6z6 fajtakban csak akkor tekintettiink két allélt
azonosnak, ha azok S-RN-az fehérjetermékeit NEpHGE esetén azonos migracios tulajdonsag
jellemezte, és a PCR mindkét intron esetében megegyezd eredményt adott. A vitas esetekben

szabadfoldi termékenyiilési vizsgalatot vagy DNS-szekvenalast végeztiink.

Az amplifikalt fragmentumméretek jo Osszefiiggést mutattak a Romero és mts. (2004)
altal BAC-konyvtarbol szekvenalt 3 allél intronméreteivel. Az 1. intront és a kornyez6 rovi-
debb exonrégiokat kozrefogd primerpar az S;-allél esetén 432 bp hossza fragmentumot ered-
ményezett, a szekvencia alapjan kovetkeztetett intronhossz pedig 308 bp volt. A 2. intron ese-
tében a fragmentumméret az S;-allélnal 2393 bp, az S,-nél 1374 bp, mig az S4-nél 544 bp volt,
a megfeleld pontos intronhosszak 1976, 706 és 164 bp (Romero €s mts., 2004).

Sutherland és mts. (2004) 22 cseresznye, mandula, japankajszi, japanszilva és cseresz-
nyeszilva S-RN-az allél hasznalataval olyan 0j degeneralt primerpart (EM-PC2consFD ¢és
EM-PC3consRD) terveztek, mely szamos cseresznye- és mandulaallélon kivill a kajszi S1—Sg
¢és Sc allélok esetén is sikeres amplifikaciot adott. A C2 és C3 konzervativ régiokhoz kot6do
primerek hasznalatdval minden allél kimutathat6 volt. Réadasul, a kilenc, NEpHGE ¢és
cseresznyeprimerek alapjan azonositott allélon (Sg—S;6) kiviil tovabbi 4 0j allél (S17-Sy0) azo-
nositasa is lehetdvé valt. Ennek oka lehet egyrészt, hogy a degeneralt primereket tobb kiilon-
boz6 oligonukleotid elegye alkotja, melyek koziil lehetdség nyilhat a precizebben illeszkedd
primerek kotddésére. Ezenkiviil a 2. €s 3. konzervativ régiok kozotti szakaszt szaporitjak fel,
szemben a cseresznyeprimerekkel, melyek egy hosszabb, a 2. és 5. konzervativ régiok kozotti
szakaszt amplifikaljak. Ez a kiilonbség igen jelentds lehet a viszonylag hosszh intront tartal-
mazo allélok esetén. Az EM-primerekkel a legnagyobb intront tartalmazd Sc- és Sg-allélok is

kimutathatok voltak, melyeket korabban cseresznyeprimerekkel nem tudtunk amplifikalni.

Harom fajtadban (‘Beliana’, ‘Sunglo® ¢és ‘Zard’) csak egyetlen fragmentum
amplifikalddott. Vilanova és mts. (2005) a ‘Moniqui’ €s ‘Sunglo’ fajtdkban szintén csak egy
fragmentumot detektaltak. A jelenség, az igynevezett preferencialis amplifikacio, konszenzus

primerek hasznélatakor gyakran eléfordulhat, ha a primerek kotddési helyén a két célzott allél

[Eredmények megvitatasa 109



szekvenciaja kozt eltérés van, és a primerek illeszkedése, kotédésének lehetdsége nem azonos

a két allél esetén.

Az intronméretek allélspecifikus variabilitdsa nemcsak a 2. intronra igaz, igy az 1.
intronrégid vizsgalata tovabb pontosithatja az allélok azonositasat és a genotipusok meghata-
rozasat. Mivel azonban minden Prunus faj esetében az 1. intron hossza joval elmarad a 2.
intron hosszatol, a méretbeli variabilitas mértéke is sokkal kisebb (Sonneveld és mts., 2003;
Ortega ¢és mts., 2005; Vilanova és mts., 2005). A jobb felbontas érdekében a forward primere-
ket (SRc-F, Vilanova és mts., 2005) fluoreszcens festékkel megjeldltik, és a PCR-
fragmentumok méretét automata szekvenatorral hatdroztuk meg, ahogyan azt korabban japan-
korte (Sawamura és mts., 2002), mandula (Ortega és mts., 2005) és cseresznye (Sonneveld és

mts., 2006) esetében is eredményesen alkalmaztak.

crcr

telmiien kiillonbozik a kordbbiaktol, hdrom allélhoz azonban nem tudtunk pontos méretet ren-
delni. Ezek meghatdrozasdhoz az 1. intronrégio szekvendlasa sziikséges az adott allélokat
hordozo fajtak esetében (‘Kecs-psar’ és ‘Zard’). Az Sis- vagy Sig-allélok egyike azonos hosz-
szusagu fragmentumot eredményezett, mint az S, (332 bp). Mivel az S;- és S;-allélokat is
azonos fragmentumméret (400 bp) jellemzi (Vilanova és mts., 2005), tovabba tobb allél ese-
tében a masodik intronrégido mérete (pl. Sg €s Sy; S4 és Sig) is hasonld, a pontos genotipus-
meghatarozasokhoz feltétleniil ajanlhat6 mindkét intron markerezése, a cseresznye és mandu-
la esetében alkalmazott gyakorlatnak megfeleléen (Sonneveld €s mts., 2003; Ortega €s mts.,

2005; Sonneveld és mts., 2006).

Jo példa erre a ‘Ceglédi Piroska’ és ‘Korai piros’ fajtdkban azonositott Syo-allél esete.
Ennek agar6zgélen meghatarozott méasodik intronmérete az So-RN-az intronméretével meg-
egyezonek tiint, hiszen az allélok szekvenalasat kovetden ezek mérete kozott mindossze 9 bp-
os kiilonbség volt kimutathatd. A ‘Ceglédi Piroska’ bizonyitottan 6nmeddé (Mady és Szalay,
2003; Szabo és mts., 2003), ennek alapjan feltételezheté genotipusa SgSg lenne. A fajta elvileg
a ‘Ceglédi orias’ (SgSg) x ‘Magyar kajszi C. 1789’ (ScSg) keresztezésbol szarmazik, de ebbdl a
kombinaciobol nem keletkezhet SgSg genotipusu hibrid, csak ScSg vagy ScSe, vagyis kizarolag
ontermékenyiil6 utdd johetne 1étre. Az 1. intronrégié PCR-analizisét elvégezve azt tapasztal-
tuk, hogy az Sg-allélra jellemzé 203 bp-0s fragmentum helyett a ‘Ceglédi Piroska’-ban egy
222 bp-os fragmentum talalhat6 az Sg-allélra jellemz6 355 bp-0s fragmentum mellett. Ezen

allél SP—C3 régiok kozti szakaszanak DNS-szekvencidjat meghataroztuk, ami igazolta, hogy
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az allél nem azonos az So-RN-4zzal, ezért Syo-ként jeloltiik. Rdadasul ugyanezt az allélt mutat-
tuk ki a ‘Korai piros’ fajtaban. A ‘Korai piros’ ScSyo genotipusat iranyitott keresztezéssel is
igazoltuk (9. tablazat). Ezt az allélt csak ebben a két fajtaban tudtuk kimutatni a vizsgalt 74,
ebbdl 22 magyar fajta koziil, ami alapjan foltételezhetjiik, hogy a ‘Ceglédi Piroska’ pedigré;é-
ben pollenadoként a ‘“Magyar kajszi C. 1789’ helyett a ‘Korai piros’ vett részt, feltéve, hogy a
dolgozatban nem vizsgalt, eredeti pollenadd ‘Magyar kajszi C. 1789’ klonfajta genotipusa
megegyezik a tobbi Magyar kajszi S-genotipusaval.

Az 1. inkompatibilitasi csoportot tovabbi fajtakkal bévitettiik, ugyanis a ‘Goldrich’-hez
¢s a ‘Hargrand’-hoz hasonldéan S;S; genotipustiak a ‘Ninfa’ és ‘Priboto’ fajtdk. Mivel a
‘Priboto’ a ‘Goldrich’ riigymutéciojaként jott 1étre, azonos S-genotipusuk nem meglepd (10.

tablazat).

Eredményeink alapjan a két korabban megismert inkompatibilitasi csoport mellett egy
tovabbi, III. inkompatibilitdsi csoportot irtunk le, mely a ‘Antonio Errani’ és a ‘Harcot’ fajta-

kat tartalmazza, ezek genotipusa S;S,.

Alburquerque és mts. (2002) megallapitottak, hogy a kajszi S-allé¢ljainak szama a tébbi
Prunus fajhoz képest kevés, hiszen minddssze nyolc allélt tudtak kimutatni mediterran és
¢szak-amerikai fajtakbol. Kiilonosen érdekessé teszi e tényt, hogy almaban mindezidaig 29
(Broothaerts é¢s Van Nerum, 2003; Matityahu és mts., 2005), termesztett cseresznyefajtadkban
14 (Sonneveld és mts., 2003; Békefi és mts. 2003), meggyfajtakban 14 (Hauck és mts., 2002;
2006), mandulaban 31 (Ortega és mts., 2005, 2006; Boskovi¢ és mts., 2007; Haléasz et al.,
2008) S-allélt irtak le. Vizsgalataink soran tizenharom uj S-allélt azonositottunk a kelet-
eurdpai és kozép-azsiai kajszi genotipusokban, mellyel az ismert kajsziallélok szamat 21-re
noveltiik, rdadasul kinai fajtakban tovabbi 13 allélt azonositottunk. Eredményeink ennek meg-
felelden nem igazoltdk Alburquerque és mts. (2002) megallapitasat, annak érvényessége
minddssze az altaluk vizsgalt amerikai €s europai fajtak esetében fogadhat6 el, melyek a kor-
latozott mértékii fenotipusos variabilitast mutatdo eurdpai Okofoldrajzi csoportba tartoznak
(Kosztina, 1970; Mehlenbacher és mts., 1991). A hazai nemesitési programokban kivénatos
jellegek (pl. fagytiirés, korai és kései érés) kialakitasa érdekében hasznalt azsiai sziilépartne-

rek (Pedryc, 2003) jelentésen megnovelték az S-16kusz variabilitasat.

Az S-RN-az gén elsd és masodik intronjanak EM-primerekkel végzett PCR-
analizisével 22 fajta teljes és 3 fajta részleges S-genotipusa volt meghatirozhat6. A PCR-

fragmentumok szekvenalasa tovabbi 5 fajta esetében segitette a genotipusok tisztazasat. Sok
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esetben azonban a genotipus csak a termékenyiilési fenotipus ismeretében volt eldonthetd,

mivel az Sc- és Sg-RN-azok intronméretei azonosak.

6.3 Az ontermékenyiilés molekularis hattere

Mint minden Rosaceae csaladba tartozd gyiimolcsfa esetében, a kajszinal is érdekes
kérdés, hogy az dntermékenyiil6 fajtak hogyan alakulhattak ki, illetve, hogy az dntermékeny-
ség hatterében milyen molekularis valtozasok huzdédnak meg (Halasz, 2007b). Mivel
izoenzim-vizsgalatokkal egyértelmiien kimutathatd volt, hogy tobb heterozigdta onterméke-
nyll6 fajta is két, kiilonb6z6 S-RN-azzal rendelkezik, igazolddott, hogy a kajszindl nem az S-
ribonukleaz enzim aktivitasvesztése okozza az ontermékenyiilést, ahogyan a japankorte €s a

mandula esetében (Sassa és mts., 1992; Boskovi¢ és mts., 1997).

Vizsgalataink alapjan kideriilt, hogy az Sc- és Sg-RN-azok azonos izoelektromos pont-
tal rendelkeznek, és ezek az enzimek egyetlen NEpHGE-protokoll alapjan sem voltak szétva-
laszthatok. Mindez dnmagaban nem ad lehetdséget messzemend kovetkeztetetések levonasa-
ra, hiszen mint lattuk, az izoelektromos pontot a szénhidrat oldallanc is befolyasolhatja.
Alburquerque ¢és mts. (2002) példdul az Sc- €és S7-RN-dzok esetében megegyezo
elektroforetikus mobilitast tapasztaltak, de a késobbi DNS-vizsgalatok nem igazoltak e két

allél azonossagat (Vilanova és mts., 2005).

Az Sc- és Sg-RN-az allélok PCR-analizise azonban arra is ravilagitott, hogy e két allél
nos volt. Miutan az intronok nem kifejez6dé szekvenciarészletek, a funkcionalis azonossag
igazolasahoz nélkiilozhetetlen volt az Sc- és Sg-RN-az allélok cDNS-szekvencidjanak megha-
tarozasa a szignalpeptidtdl a C5 régidig. Ez a szakasz tartalmazza az 5 konzervativ régié ko-
zOtti 5 varidbilis és egy hipervariabilis régiot (Ortega és mts., 2006). A ‘Pannoénia’ Sc- €s a
‘Ceglédi orias’ Sg-RN-4azok mindossze egyetlen aminosavban kiilonboztek a szignalpeptidben,
mig a hipervariabilis régioik teljesen megegyeztek. Az RHV régionak jelentds szerepe van az

allélspecifikus felismerésben (Matton és mts., 1997).

A P. armeniaca ¢és P. mume F-box gén konzervativ szekvenciai alapjan degeneralt
primereket terveztiink a Vaughan ¢és mts. (2006) altal cseresznye esetében alkalmazott meg-
kozelités szerint. A ‘Ceglédi 6rias’, ‘Ceglédi arany’, és ‘Panndnia’ fajtakban egy vagy két
fragmentumot amplifikaltunk. A fragmentumok szekvenaldsa alapjan az SFBg és SFB¢c 100

%-ban azonosnak bizonyult, kivéve egy, az SFBc-ben eléforduld 358 bp méretii inszerciot,
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melyet egy spanyol kutatocsoport (IVIA, Valencia), Vilanova és mts. (2006b) veliink egy
idében azonositottak az 6ntermékenyiilé ‘Currot’ fajtaban. Az eredeti allél (SFBg) és mutans
valtozatanak (SFB¢) Osszevetése alapjan igazoltuk, hogy a magyar fajtdk altal hordozott

SFBc-allélban az inszercid helye azonos a spanyol kutatok altal leirt pozicidval.

Az SFBg ¢és az OriSFBc (,,eredeti”: inszercio nélkiili) allélok csak egyetlen, az F-box
régioban talalhaté aminosavban kiilonboztek egymastol, mig a ‘Panndnia’ és ‘Currot’ fajtak
SFBc-alléljaba ékelddd inszercios szekvenciak kozott kétnukleotidos eltérést mutattunk ki.
Ezaltal a cseresznyénél hasznalt jelolési rendszer alapjan (S3” €s S4”) a kajszi Sc-haplotipusa
valdjaban az Sg’-haplotipusnak felel meg, ahol a vesszd a pollenkomponens génben bekovet-
kezett mutaciora utal. Az inszertdlodott szakasz legelsé tripletjénél megtalalhato stop kodon
hatdsara egy funkcidképtelen F-box fehérje transzlaldédik, amelybdl hidnyoznak a specifikus
felismerésért felelds HVa és HVb hipervariabilis régidk (Ikeda és mts., 2004). A cseresznye
ontermékenyiilését a mutacids nemesités soran rontgensugarzassal kezelt pollenanyasejtekbol
szarmaz6 pollenszemek 6rokitették at az utédokra (Lewis és Crowe, 1954). Az SFB,’-allélnal
egy négybazisparos delécio okozta kereteltolodas, mig az SFB3’-allélnal a teljes gén delécidja

kovetkezett be (Ushijima és mts., 2004; Sonneveld és mts., 2005).

A kajszi ontermékenyiilése a Sonneveld és mts. (2005) altal leirt modell miikddése
esetében ugy képzelhetd el, hogy a sériilt SFB¢ fehérje nem ismeri fel az Sg-RN-azt sajatja-
ként, nem képes azzal szoros, allélspecifikus kapcsolatot 1étesiteni, igy a szabadon maradt Sg-
RN-azok degradaldédnak a 26S proteaszomaban (19. abra). Ennek kovetkeztében a fejlodod
pollentomlék rRNS-molekulai sértetlenek maradnak, igy a fehérjeszintézis €és a tomlok nove-

kedése, valamint a termékenyiilés genetikailag akadalytalan.
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19. dbra. 27 A kajszi ontermékenyiilését iranyitod folyamatok lehetséges molekularis modellje.
A pollenkomponens SFBg-allélba ¢kel6d6 inszercid hatasara a HVa és HVD régiokat
nélkiilozo, funkcidképtelen SFBg’ fehérje nem ismeri fel sajatként a bibeszalbol be-
1épd Sg-RN-azokat, igy azokkal nem képez szoros, allélspecifikus kapcsolatot. A
szabadon maradt Sg-RN-az enzimeket a pollentémlé citoplazmajaban miikodo
ubikvitin/26S proteaszoma rendszer lebontja, igy a pollen rRNS-e sértetlen marad, a
fehérjeszintézis és a tomld novekedése akadalytalan lesz.

6.4 Az F-box gén alapu S-genotipus-meghatirozas

Az ontermékenyiild6 magoncok korai kivalogatasahoz az Sc-haplotipusra specifikus
primer sziikséges. Vilanova és mts. (2005) szerint az altaluk tervezett, S-RN-az allélokat
amplifikalé primerek alkalmasak lehetnek erre a célra, hasonléan a mandulanal sikerrel al-
kalmazott mddszerhez (Sanchez-Pérez ¢s mts., 2004). Mindez azonban csak akkor lehetséges,
ha bizonyos, hogy az 6ntermékenyiilést el6idéz6, mutans allél eredeti, nem mutans valtozata
nincs jelen a vizsgalt mintak kozott. Ugyanis ha mindkét haplotipus jelen van, azok S-RN-az
alléljainak szerkezete, kovetkezésképpen PCR-mintazatuk tokéletesen azonos lesz. Ezt a bi-
zonytalansagot ugy kiiszobolhetjiik ki, ha kozvetlentil arra a génre (SFB) terveziink primert,

amelyik az ontermékenyiilést el6idéz6 mutacioét hordozza ugyanigy, mint cseresznye eseté-

ben (Zhu és mts., 2004; Sonneveld €s mts., 2005).

A 3 kajszi és 3 japankajszi allél szekvenciaja alapjan tervezett AprSFB-F1/R degene-
ralt primerpar az SFB-gén elejétdl a végéig, kozel a teljes kodolod részt amplifikalja 27 (18+9)
nukleotid kivételével. Miutan a mutans SFB¢-allél egy 358 bp-os inszerciot tartalmaz, a pri-

merek altal felszaporitott fragmentum mérete 1419 bp, szemben az inszercidt nem tartalmazo,
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eredeti alléllal, melynek mérete 1061 bp. A PCR-analizist kdvetden a mintédkat egy egyszeri,
agarozgélen torténd szétvalasztassal értékelhetjiik. Az altalunk tervezett primerpar valameny-
nyi allél esetében sikeres amplifikaciot adott, és a PCR-mintazat alapjan kovetkeztetett geno-
tipus minden esetben dsszhangban volt a korabbi szabadfoldi gylimolcskdtddési vagy pollen-
tomlé-novekedési vizsgdlatok sordn meghatarozott termékenyiilési fenotipussal (Nyujto €s
mts., 1985; Burgos és mts., 1997a) vagy az Gjonnan elvégzett szabadfoldi vizsgalatok ered-

ményével.

A primerpar kodomindns markerként hasznalhatd, mert a homozigota és heterozigota
genotipusok egyarant kimutathatok. Ez a tény jelentdsen fokozza nemesitési programokban
torténd hasznalhatdésagukat, szemben a Zhu és mts. (2004) altal tervezett, BFP200 ¢s BFP201
primerekkel, melyek specifikus modon csak az SFB,’-allélt amplifikaljak. Miutdn szdmos
tényezd okozhatja a PCR-amplifikacié sikertelenségét, az ezen primerekkel kapott eredmé-
nyek csak Un. bels6 kontrollok hasznélataval lesznek megbizhatdak. A szerzok a Sonneveld és
mts. (2003) altal az S-RN-az gén allél-specifikus PCR-vizsgalatahoz hasznalt fenilalanin-
ammonia-lidz gént amplifikalo, kontroll primerek hasznalatat javasoltdk. Mindez azonban
bonyolultabba teszi a PCR-analizist, szemben az altalunk kidolgozott, egyetlen konszenzus
primerparral elvégezhetd, egyszerli vizsgalattal. Az altalunk tervezett primerek hasznalhato-
sagat 35 fajta S-genotipus-vizsgalataval tdmasztottuk ala. A primerek valamennyi fajta eseté-
ben jol miikodtek, rdadasul 32 fajta pontos genotipusanak meghatarozasa csak e primerekkel

volt lehetséges.

crer

analizisével csak akkor tudtunk kiilonbséget tenni az Sc- és Sg-allélok kozott, ha szabadfoldi
gyiimdlcskotddési vizsgalatokkal vagy pollentdomld analizissel ellendriztiik a fajta onterméke-
nyiilési képességét. A kizardlag Sc-allél méretli fragmentumot mutato6 fajtak homo- vagy hete-
rozigota allapota sem volt eldonthetd, igy példaul a ‘Panndnia’, ‘Ceglédi kedves’, ‘Venus’,
tovabba a Rozsakajszi és a Magyar kajszi fajtakorbe tartozo fajtak esetében (8. és 9. abrak).
Kérdéses volt az is, hogy az NJA-8 Sc- vagy Sg-allélt hordoz-e és ezenkiviil az S;g-alléllal
azonos méretli, de sokkal halvanyabb fragmentum PCR-mitermék, vagy valodi allélt repre-

zental (8. abra).

Az SFB-alapti PCR-analizissel kimutathat6 volt, hogy a Rozsakajszik, a ‘Ceglédi ked-

ves’, a ‘Nyujtdé Ferenc emléke’ és a ‘Pannonia’ ScSc homozigotak. Ez utobbi fajta egy Ma-

gyar kajszi valtozat (feltételezhetd genotipusa: ScSg) és a ‘Borsi-féle kései rozsa’ (ScSc), mig
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a ‘Nyujto Ferenc emléke’ a ‘Kései rozsa C.320” (ScSc) x ‘Ceglédi biborkajszi’ (ScSy) keresz-
tezésbdl jott 1étre, mely kombinaciok esetén a hibridek 50 %-a lesz ScSc genotipust. Az NJA-
8 szintén ScSc homozigotanak bizonyult, ami igazolta, hogy a 8. abran lathato, 300 bp-o0s
fragmentum PCR-mitermék. Ezzel szemben a ‘Venus’ és a Magyar kajszi klonok ScSg hete-

rozigota genotipustinak bizonyultak.

Mivel minden eddig vizsgalt, gazdasagilag jelentds ontermékenyiild kajszifajta eseté-
ben az inszercids mutacid okozta az ontermékenyiild jelleg kialakulasat, jelenlegi ismereteink
alapjan az Sc-haplotipusok kimutatasa megbizhaté6 médszer az dntermékenyiild genotipusok
korai kivalogatasara, ami az altalunk tervezett AprSFB-F1/R primerpar hasznélataval sikere-

sen kivitelezhet6.
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6.5 Primerek tesztelése a polimorfizmus kimutatas hatékonysaga tekinte-
tében

A mikroszatellit régiokat hatarold szekvencidk konzervativ jellege azt a lehetdséget is
magaban rejti, hogy valamely faj genomi szekvencidja alapjan kialakitott primerkészlet nem
csak az adott faj polimorfizmusanak kutatasara lesz alkalmazhat6, hanem a rokon taxonokban
Guilford és mts., 1997; Sosinski és mts., 2000). Mar az els6, észibarack genomi DNS-re ki-
dolgozott SSR-markerekrdl is bebizonyosodott, hogy néhany mas Prunus faj esetében is fel-
hasznalhatok (Cipriani €s mts., 1999; Sosinski €s mts., 2000; Testolin és mts., 2000; Aranzana
¢s mts., 2002; Hormaza, 2002; Dirlewanger és mts., 2002). A fenti kozlemények koziil csak
Hormaza (2002) szamolt be kajszifajtadk vizsgalatarol. Ezen tapasztalatok felhasznalasaval
tudtuk az 1. kisérlet soran végrehajtani a kajszi genetikai variabilitasanak tanulmanyozasat az
Oszibarackra tervezett primerek (Cipriani és mts., 1999; Testolin és mts., 2000; Aranzana ¢és
mts., 2002) alkalmazasaval. A munkénk sordn alkalmazott primerek 70%-a képes volt
amplifikalni a mikroszatellit régiokat a kajsziban, amelyek koziil mindegyik polimorfnak bi-
zonyult. A l6kuszokban atlagosan 3,1 allél volt kimutathatd, ami kozel megegyezik Aranzana
¢s mts. (2002) altal 6szibaracknal (3,2) illetve Dirlewanger és mts. (2002) 4ltal cseresznyénél
(2,8) megallapitott értékekkel, de elmarad a kajszi esetében Hormaza (2002) altal megallapi-
tott 4,1 lokuszonkénti atlagos allélszamtol, vagy a Testolin és mts. (2000) valamint

Dirlewanger és mts. (2002) altal ¢szibaracknal (4,5 és 4,2) tapasztalt értékektol.

Az Oszibarack primerek nemcsak alkalmasnak bizonyultak a kajszi mikroszatellit régi-
6inak amplifikdldsdra, hanem még az amplifikalt fragmentumok mérettartomanyai is meg-
egyeztek azzal, amit az Oszibarackban irtak le (Cipriani és mts., 1999; Testolin és mts., 2000;
Aranzana és mts., 2002). Kajszibarack esetében a Hormaza (2002) altal detektalt allélok mé-
rettartomdnya is egybeesik az altalunk kapott eredményekkel. Az 1. kisérletben egy 16kusz
esetében (96-005) genotipusonként tobb mint két savot kaptunk a gélen, ami két vagy tobb
l6kusz jelenlétére utal. A l16kuszonkénti magas atlagos allélszam (3,1), a varhato heterozigota-
sag erteke (He~=0,46) ¢és a PD=0,58 nagysidga megerdsitette azt a feltevésiinket, hogy a
mikroszatellitek teljes mértékben alkalmasak a kajszifajtdk azonositasara. Ez a rendszer haté-
konyabbnak bizonyult az izoenzimeknél (Badenes és mts., 1996.), az RFLP-nél (de Vicente és
mts., 1998.) és a RAPD-nal. Annak ellenére, hogy ez utobbi elvileg nagyfoku variabilitas ki-

mutatdsara alkalmas technika, Hurtado és mts. (1999) adatai szerint, primerenként minddssze
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2 allél kimutatasa volt lehetséges. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az SSR primerkész-
let, amelyet egy adott Prunus faj genomja alapjan terveztek, kelléen informativ lehet mas
Prunus fajok tanulmanyozéakor is, legalabbis azok diverzitasanak leirdsara, illetve a fajtak
azonositasara. Az @szibarack primereket késobb is sikeresen alkalmaztdk kajszinal. A megje-
lent publikéiciok koziil kiemelendd a széles genetikai spektrumi fajtagylijteményt elemz6

Zhbentyayeva és mts. (2003) munkdja.

A mas fajokban kimutatott sikeres amplifikaciorol szold szamos bizonyiték mellett
ugyanakkor felmeriiltek azok a feltételezések is, amelyek szerint minél nagyobb a genetikai
tavolsag a primerek szekvencidi kidolgozasanal alapul vett genom ¢és a vizsgalt faj kozott,
annal inkabb csokken a lokusz amplifikalasanak lehetésége és a kimutatott polimorfizmus
mértéke (Hormaza, 2002; Steinkellner é¢s mts., 1997). Tovabba, a primerek nem megfeleld
helyre kotodésével gyakoribba valhat a nullallélok el6fordulasa (Ciofi és mts., 1998). Ezeket
figyelembe véve a 2. kisérletben nemcsak szélesitettiik a vizsgalt ndvényanyag eredet szerinti
diverzitasat, hanem az ¢szbarack primerek mellett, eldszor teszteltiik a kajszi genomi DNS-re

tervezet primerkészlet 6t tagjat (Lopez és mts., 2002).

Az ebben a munkdban koz6lt eredmények azt mutatjak, hogy a kajszigenom alapjan
szerkesztett homolog mikroszatellit primerek hatékonyan alkalmazhatok a kajszi alléldiverzi-
tas vizsgalataban. Mintegy 133 fajta esetén 10 16kuszt vizsgalva 0sszesen 133 SSR-allélt sike-
rlilt detektdlnunk, ami kimagasld, 13,30-as l0kuszonkénti atlagos allélszamot eredményezett.
Ez az érték nagyobb, mint a kordbban Hormaza (2002) altal emlitett, 48 kiilonb6z6
kajszigenotipuson 19 polimorf SSR-rel kimutatott 4,1 atlagos 16kuszonkénti allélszam. Szin-
tén kisebb értékrdl szamoltak be Zhebentyayeva és mts. (2003), amikor 74 kajszifajta vizsga-
latakor 14 polimorf SSR-rel 7,64-es atlagos allélszamot mutattak ki. E kisérletiink eredménye
jelentésen feliilmulta a sajat kordbbi kisérletiinkben kapott 3,1-es atlagos allélszamot is
(Romero ¢és mts., 2003). A masodik vizsgalatunkban a nagyobb allélszam a kajszi genomi
DNS-e alapjan kidolgozott és a magas szintli polimorfizmus kimutatdsara szelektalt 5 primer-

nek, valamint a nagyszamu tesztelt fajtanak koszonhetd volt.

A 3. Kkisérletben egy széles mintapopulacio vizsgalatara soha korabban nem hasznalt
primerkészletet alkalmaztuk, amelyet specidlisan csak a Gl kapcsoltsagi csoport
mikroszatellit régidira terveztek (Vilanova és mts., 2006b). Hetvenhét fajta tesztelésébol 6
polimorf 16kuszban Osszesen 71 allélt tudtunk azonositani, amibdl az egy 16kuszra szamitott

atlagos allélszam 11,83-nak adddott. Osszehasonlitva az el6bb felsorolt munkdk eredményei-
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vel, ennél magasabb értéket csak a 2. kisérletben értiik el 1ényegesen nagyobb mintaszdm és
10 16kusz esetében. A tesztelt SSR primerkészlet polimorfizmus kimutatasara valé alkalmas-
saganak értékelésénél viszont meg kell emliteni, hogy 77 vizsgalt fajta kozott 24 (31%) ko-
zép-eurdpai fajta volt, amelyek igen sziik genetikai variabilitasat az mutatja, hogy ebben a
csoportban a lokuszonkénti atlagos allélszam 3,3 volt. A fenti értékek egyértelmiien mutatjak
a G1 kapcsoltsagi csoportra tervezett primerek kiemelked$ alkalmassagat a kajszi genetikai

variabilitdsanak jellemzésére.

Ebben a kisérletben a legtobb allélt a kinai eredetli fajtakban mutattuk ki a vizsgalt
16kuszok tobbségében (17. tablazat). Az azsiai, észak-amerikai és nyugat-eurdpai fajtakat a
kisebb allélszam jellemezte. A kdzép-eurdpai fajtadkban volt a legkisebb a detektalt allélok
szama az 0sszes 16kusz esetében €s konzekvensen elmaradt az 6sszes fajtara szamitott atlagér-
tektol. Ezt a régiot képviseld fajtdkat a legnagyobb részben harom kiemelkedd jelentOségii
fajtacsoportbol — a Magyar kajszi, a Rozsabarack és az Orias kajszi — illetve ezeknek a fajta-
csoportoknak a hibridjei koziil valasztottuk. A genetikai variabilitds ezekben a csoportokban
tapasztalt korlatozottsdgara mar korabbi vizsgalataink is utaltak (Romero ¢és mts., 2003 ¢és

Pedryc és mts., 2002.).

6.6 A polimorfizmus populiaciégenetikai jellemzoi

Az 1. kisérletben az allélszintli diverzitést kifejez6 He €s PD értékek a kajszi esetében
nagyobbak voltak azoknal, amelyeket az Oszibarack esetében allapitottak meg (Aranzana és
mts., 2002; Dirlewanger és mts., 2002). Ennek oka a kajszifajtak egy részére jellemzd on-
meddoség, tehat az allogamia sziikségszerlisége, ami minden bizonnyal magasabb szinten

tartja a He értéket az ontermékenyiilé 6szibarackhoz képest (Byrne, 1990).

A Wright-féle allél-fixacios index atlagos értéke (F=0,32) a homozigbtak nagyobb
gyakorisagara utal. Ez a Hardy-Weinberg egyensulytol vald eltérés oka mindenképpen az
alkalmazott nemesitési eljarasokban keresendd. Az a tény, hogy a kajszifajtdk egy része
onmeddd, megengedi azt, hogy a termesztett fajtdk is nagyobb mértékii heterozigotasagot
drizzenek meg. Ezzel szemben viszont az éltalanosan hasznalt nemesitési modszerek kozott
gyakran alkalmazott ontermékenyités, vagy a beltenyésztés kialakuldsahoz vezetd korlatozott
fajtaszamra €piild nemesitési programok minden kétséget kizaréan ndvelik a homozigota
l6kuszok aranyat a genotipuson beliil (Aranzana és mts., 2002.). Hasonlé eredményhez vezet-

het az ontermékenyiil6 fajtak helyi spontan magoncainak szelektalasa.
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A 2. Kkisérlet eredményei azt mutattak ki, hogy a 10 lokusz megfigyelt atlagos hetero-
zigbtasaga Ho=0,6281 volt, ami magasabb, mint a Romero és mts. (2003) és Zhebentyayeva
¢s mts. (2003) altal dszibarack primerekkel megallapitott értékek (az eldbbi esetben 0,320, az
utobbi vizsgalatnal 0,517). A nagy allélszam ¢és a nagy heterozigotasag, kiilonosen alkalmassa
teszi az SSR-markereket a genotipusok egyedi genetikai profiljainak leirasara. Az Fsr-értéket
a populaciogenetikaban a heterozigotasag (variabilitas) részpopulaciokban és egész populaci-
Oban valo eloszlasaranyanak kifejezésére hasznaljak. Az ivaros ton szaporodod fajok populé-
cioinak jellemzésére hasznalt mutatok alkalmazédsa a vegetativ szaporitasu, termesztett gyii-
molcsfajtak esetében Ovatosan kezelendd. Ugyanakkor nem tekinthetiink el attdl, hogy a je-
lenlegi fajtacsoportok magukban hordozzak a természetes 6si populaciokra jellemz6, kimutat-
hato és bizonyos mértékben modosuld allélvariabilitast. Wright-nak megfelelden a 0,25 f616tti
Fsr-értékek nagyon nagy genetikai differencialodast mutatnak (Hartl és Clark, 1997). Mivel
az altalunk vizsgalt mintakban az Fgsr-értékek atlaga 0,5768 (14. tablazat) volt, megallapitha-
to, hogy a fajtak kozott relative nagy a genetikai kiilonbozdség. A vizsgalatainkban megalla-
pitott magas Fst-értékek a fajtak kozotti nagy variabilitasra utalnak, amelynek kialakulasa a
kismértékii génaramlassal magyarazhato. Erre utalnak a 3. tablazatban bemutatott N, értékek
is. Ezek az eredmények a fixalt genotipusu fajtdk egymas kozotti kiilonbozoségének fokara

utalnak, és nem adnak informaciot — az itt nehezen értelmezhetd — egész populéaciora nézve.

A 3. kisérletben a H. ért¢k a 0,4607-0,8339 tartomanyba esett, ami csak alig sziikebb
a Vilanova és mts. (2006b) ugyanezzel primer-készlettel kapcsolatban leirt 0,37-0,82 kozti
méreteket magaba foglald tartomanynal, de valamivel tdgabb, mint a 2. kisérletben megallapi-
tott 0,5949-0,8487-es intervallum. A 24 tesztelt fajtabol 21 dntermékenyiild (SC) volt csupan
né¢hany, nagyon gyakori S-genotipussal (Halasz és mts., 2007). Az SC fenotipus és az abbol
eredd beltenyésztés, valamint a genetikai drift mint a hagyomanyos fajtdk szelektalasanak
egyik kovetkezménye, szintén magyarazata lehet annak, hogy a heterozigdtasag atlaga a 6
16kuszban a kdzép-eurdpai fajtak esetében volt a legkisebb (H.=0,4405). Nagyobb H. értéke-
ket figyeltiink meg a mediterran fajtak esetében, amelyek kozé két dnmeddd (SI) (‘Moniqui’
¢s ‘Hatif Colomer’) és rendkiviil eltérd eredetli SC fajtak (francia, olasz, gérog és marokkoi)
tartoznak. A vizsgalt azsiai €s kinai fajtak koziil egyik sem rendelkezik az SC genotipus altal
tamogatott ontermékenytilési képességgel, ami kdzvetett oka lehetett annak, hogy ezekben a
fajtakban mértiik a legmagasabb He értékeket. Ehhez hasonléan Martinez-Goémez ¢és mits.
(2003) megallapitottak, hogy a heterozigdtasag mértéke magasabb volt az SI mandulafajtak-

ban, mint az SC dszibarackfajtaknal.
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Mivel a genetikai heterozigdtasag transzmisszidja lehetséges a magas heterozigdtasag
fokt, nem rokon genotipusokkal vald keresztezés révén (Sanchez-Pérez ¢€s mts., 2006), a ko-
z€p-azsiai €s/vagy irani-kaukazusi génallomany beépitése a magyar fajtakba megoldast kinal-
hat a hibridek genetikai variabilitdsanak ndvelésére. Ezt a stratégiat a két Magyarorszagon
regisztralt, és a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszéken eldallitott fajtan, a Harmat és a
Korai zamatos példdjan jol lehet szemléltetni (Halasz és mts., 2005). Ez a két fajta jelen vizs-
galat keretében az azsiai csoportba kertilt, mivel irani-kaukéazusi sziil6fajtaktol szarmaznak, és
hibridek 1évén megdrizték a nagyobb foku heterozigdtasagot, mikdzben — kiilondsen a Korai
zamatos esetében — fenotipusukban kimutathatok a hagyoméanyos magyar fajtak egyes jellem-
Z01.

6.7 A fajtak egyedi azonositisa

Az 1. kisérletben a mikroszatellitek altal biztositott variabilitds mértéke boven ele-
gendd volt az Osszes vizsgalt fajta azonositasahoz, beleértve azokat is, amelyek kozos sziiloi
vonalakkal rendelkeztek. Ilyen példaul a Goldrich és a Harcot, amelyeknél a Perfection fajta
szerepelt egyik sziil6ként (Brooks és Olmo, 1997.), vagy az Iszkra, Olimp és Naslazsdenje
fajtaknal, ahol a Vinoszlivij volt a kozos 6s (4. tdblazat). Néhany fajtapar genotipusai kozott
azonban csak kismértékii eltérést tapasztaltunk. A Borsi-féle kései rozsa és Rozsakajszi
C.1406 esetében példaul a 34 marker koziil 32 azonos volt mind a két fajtdban. Ez a nagymér-
tekll egyezés a két fajta feltehetd kozeli rokonsagara utal, mivel a fenotipusos megjelenésiik
alapjan mindkett6 a Rozsabarack fajtacsoport tagja (Della Strada és mts., 1989). A 3. kisérlet
esetében, a vizsgalt hat 10kusz allélvaridbilitdsa a magyar eredetli fajtdkat nem minden esetben

volt képes teljesen megkiilonbdztetni.

6.8 A vizsgalt fajtak és fajok genetikai kapcsolatainak elemzése klaszter-
analizissel

6.8.1 1. kisérlet

A negyven vizsgalt genotipus klaszteranalizise egybe csoportositotta a kelet-eurdpai
fajtakat a Bergeron €s Mitger fajtakkal, de elkiilonitette azokat a nyugat-eurdpai fajtaktol.
Mindez arra utal, hogy két kiilonallo fajtacsoportrél van szo, bar vilagosan lathatéak a kettd
kozotti atmenetek is, mint példaul a fent emlitett két fajta. A két csoport kozotti atfedés oka
egyrészt a hibridizacioban, masrészt pedig a nyugat-europai fajtacsoport kialakulasanak egyik
potencialis modjaban keresendd. Egyes szerzok szerint ugyanis feltételezhetd, hogy a francia

fajtak azokbdl az 6si torok fajtakbol alakultak ki, amelyeket Magyarorszag kozbeiktatasaval
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szallitottak Nyugat- Eurdpdba (Faust és mts., 1998). Ezt az elképzelést aldtdmasztja az is,
hogy az elsO klaszter az Gsszes kelet-eurdpai fajtat és az azsiai fajtdk toObbségét tartalmazza,

ezzel kifejezve azok genetikai kdzelségét (12. abra).

A klaszteranalizis alapjan a magyar fajtak is két alcsoportra oszthatok, amelyek erede-
tiknek felelnek meg. Az egyik a Rozsabarack fajtacsoport, a masik pedig a Magyar kajszi
csoportba tartozo fajtak kore. Ezen fajtak eredete a torok hodoltsag iddszakara nyulik vissza
(Nyujté és Suranyi, Faust és mts., 1998). A masodik klaszter is két alklaszterre oszlik. Az
egyik alapvetden az amerikai, a masik pedig a nyugat-eurdpai fajtakat foglalja magaba. Az
irodalmi adatoknak megfelelden az egyes amerikai fajtak az eurdpai és az azsiai genotipusok
keresztezésébdl keletkeztek (Kosztina, 1969; Bailey és Hough, 1975; Badens ¢s mts., 1996).
Ez magyarazatot adhat arra, hogy a Fergani és Kok-psar az észak-amerikai fajtdk csoportjaba
keriilt. Nem mellékes tény, hogy néhany allél kifejezetten jellemzd volt éppen erre a két cso-
portra, mint példaul a 96-018a és 98-408a. A fenti két fajtan kiviil még a késén érd spanyol
Tadeo is egy klaszterbe keriilt az észak-amerikai fajtakkal. Ez az eredmény megegyezik a
Hurtado és mts. (1999) altal k6zolt adatokkal, amelyek szerint a RAPD-clemzés alapjan ki-
szamitott Nei azonossagi index nagyobb volt a Tadeo és Harcot (0,68) illetve a Tadeo ¢és
Goldrich (0,73) kozott, mint a Tadeo és a Ginesta (0,43) illetve a Tadeo és Valenciano (0,53)
kozott. A Ginesta és Valenciano fajtak ugyanakkor szamitdsaink szerint genetikailag nagyon
kozel allnak egymashoz, ami mar korabban az izoenzimmintazat (Badenes és mts., 1996),
valamint RAPD- és AFLP-analizisek (Hurtado és mts., 1999; Hurtado és mts., 2002) alapjan
is bizonyitast nyer. A harmadik klaszter, tavol a tobbitdl, az 6rmény fajtakat foglalja magaba.
A hatérozott elkiilonitésnek egyik oka az, hogy itt nyolc olyan allélt sikeriilt detektalni, ami
teljesen hianyzik ebbdl a csoportbdl, a tobbi csoportban viszont jelen van. Ez alapjan levonha-
td lenne az kovetkeztetés, mely szerint az 6rmény fajtak, korlatozott genetikai variabilitast
genotipusokbol szdrmaznak, de a valésaghoz hozzatartozik, hogy a tanulményunkban kevés
(minddssze 6) 6rmény fajtat tudtunk elemezni, melyek eredete nagy valosziniiséggel a Salah

fajtara vezethetd vissza.

Ennek a munkanak f6 célja a mikroszatellit markerek alkalmazhatdsaganak vizsgalata
volt a genetikai diverzitas vizsgélatara kajszibarackndl. Eredményeink egyértelmiien kimutat-

tak az SSR markerek eldnyeit és hatékonysagat ezen a kutatasi teriileten.

6.8.2 2. kisérlet
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Az UPGMA klaszterelemzés alapjan késziilt dendrogram szamos szignifikéns csopor-
tot hozott 1étre, amelyek Osszefliggésben vannak az ezeket alkot6 fajtak pedigréjével, illetve a
genotipusok foldrajzi eredetével. A vizsgalt eurdpai fajtak legtobbje az 1.2 alcsoportba tarto-
zik. Kozép-¢és Kelet-Europaban — elsdsorban a Karpat-medencében — elterjedt egy sor nagy
gyiimolcsii €s édes magvu fajta, amely az ontermékenyiilé Magyar kajszi fajtacsoporthoz tar-
tozik. A nemesités sordn ezeknek a fajtdknak szamos hibridjét is 1étrehoztdk. Az egy csoport-
ba tartozo klonok kiilonb6z6 elnevezései — legalabb néhany esetben — valdsziniileg szinoni-
mak. A mikroszatellit variabilitdsanak adatai alapjan megallapithato, hogy feltételezéseink
szerint 18 ebbe a csoportba tartozd fajta koziil 15 szoros rokonsagban van, és kozilik 5
(Albena, Andornaktalyai magyarkajszi, Crvena ugarska, Gonci magyarkajszi és Nagygyimol-
csti magyarkajszi) esetben az eltérd elnevezések mogdtt azonos genotipus jelenléte is lehetsé-
ges (14. abra). Harom fajta (Mari de Cenad, Szilisztrenka kompotna és Vesna) klasztere igen
messze esett a csoport tobbi tagjatol. Vilagosan elkiiloniil a magyar ,,6rias kajszifajtak” cso-
portja. Az ide tartozé Ceglédi orids, Szegedi mammut és Ligeti orids fajtak teljes azonossagot
mutatnak. A korabbi RAPD-elemzés is azonos eredménnyel zarult e fajtak esetében (Pedryc
¢s mts., 2002; Ruthner €s mts., 2003). A Ceglédi 6rids és a Szegedi mammut szinonim elne-
vezések. A Ligeti orids viszont kevés pomologiai bélyegben (pl. érésidd) kiillonbozik a Ceglé-
di oriastol (Mady és Szalay, 2003). A ceglédi nemesitésii fajtak jellegzetes klasztert alkotnak.
Mind a hdrom vizsgalt fajta pedigréjében szerepel a Ceglédi orids, de ennek ellenére viszony-
lag tavol esnek ettdl a fajtatol. Feltlind viszont a Rozsabarackokhoz valo kozelség. A Ceglédi
arany (Roézsabarack C.1668 x Ceglédi 6rids) esetében ez a fajta eredetével magyarazhatd, de
ez lehet a magyarazat a Ceglédi kedves esetében is, amely a Ceglédi orias szabad megporza-
saboal jott 1étre (Mady és Szalay, 2003). A roman nemesitési programbol szirmazé Comandor,
Sirena, Litora, Selena és Sulmona fajtak az Umberto, Ananas és Luizet fajtak keresztezésébol
jottek 1étre, és ennck megfeleléen a dendrogramon mind egy klaszterbe keriiltek. Erdekes
modon a francia Luizet fajta a Magyar kajszi fajtacsoporttal egy klaszterbe keriilt. A Magyar
kajszi feltételezett helyérdl a Luizet pedigréjében mar korabbi kézleményekbdl is tudomast

lehetett szerezni (Faust és mts., 1998; Hormaza, 2002).

A tanulmanyunkban az SSR-variabilitds alapjan kimutatott fajtakapcsolatokat korabbi
erre vonatkozo informéciok is megerdsitették. A Hormza (2002) altal kozolt dendrogramon a
Bergeron, Gonci magyarkajszi és Luizet szorosan egymas mellett foglaltak helyet, egy klasz-
terben. Geune és mts. (2003) az AFLP-markerekkel kapott eredményei szerint a Budapest,

Bergeron, Ananas, Comandor, Selena, Ceglédi orias, Ceglédi bibor és Magyar kajszi fajtak
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szintén egy klaszterbe keriiltek. A Bergeron RAPD-elemzések soran is kdvetkezetesen a Ma-
gyar kajszi fajtacsoporthoz kozeli besorolast kapott (Pedryc és mts., 2002; Ruthner és mts.,
2003).

A Klosterneuburger kajszi egy also-ausztriai helyi fajta, aminek feltehetéen magyar az
eredete. A vita, hogy talan azonos a Magyar kajszi valamelyik klonjaval mar a mult évsza-
zadban megkezdddott. A gyiimélesot elsé alkalommal 1898-ban a bécsi, majd 1901-ben a
kremsi kajszikiallitdson soroltdk be mint Hungarian Best fajtat. Az 1943-as bécsi és kremsi
kiallitdson azonban a két fajtat mar elkiilonitették (Losching és Passecker, 1954). Adataink
vilagosan mutatjak, hogy két kiilon fajtardl van sz6. A Vinschger Marille és az Annanasznij

cjurpinszkij egy klaszterbe kertiltek. K6z6s genetikai hatteriik nem kizart.

Az 1.1 és az 1.3 alcsoportok a nyugat- és kelet-europai, valamint a legtobb észak-
amerikai fajtat magukba foglaljak. A Harcot, Veecot, Bahrt (Orangered) és Morden-604 fajtak
kozép-azsiai fajtakkal kozos helye az 1.3 alcsoportban bizonyitéka annak, hogy a legtobb
amerikai fajta amellett, hogy eurdpai genetikai alapokra vezethetd vissza azsiai eredetli gé-
nekkel is gazdagodott. Ezek az eredmények megegyeznek azzal a feltevéssel, hogy a kajszi-
fajtak Kinabol keriiltek Orményorszagba, majd a romaiak (ie. 70—-60) kdzvetitésével Gorogor-
szagon és Olaszorszagon at kertiltek Europaba (White, 1970). A kajszi egyes fajtai az USA-ba
az angol telepesek és a spanyol missziondriusok révén keriiltek be, részben Europabol, de
részben Azsiabol (Faust és mts., 1998; Hagen és mts., 2002; Mehlenbacher és mts., 1991;
OECD, 2002). Hagen és mts. (2002) arrdl szamoltak be, hogy az észak-amerikai Veecot fajta
genetikai rokonsadgot mutat egy torok fajtaval, mig Geuna €s mts. (2003) szerint a Veecot —

mas észak-amerikai fajtakkal egyiitt — a Jerevani (szin.: Salah) fajtdval van rokonsagban.

A 2. klaszter, a kiilonbozd allélok nagy valtozatossadgaval csak az azsiai genotipusokat
(pakisztani magoncok) tartalmazta. Ez a csoport kitiiné példa arra, hogy a ma termesztett faj-
tak elédeinek természetes populacioi, mennyire voltak képesek fenntartani nagyfoku variabili-
tasukat. Ennek egyik legfontosabb ,,eszkdze” az a bonyolult genetikai rendszer, amely bizto-
sitja az allogamidt, és ennek kdszonhetden gétolja az egyes allélok fixalodasat homozigota
allapotban, illetve ezek kiszoruldsat a populaci6é génallomanyabol. A vizsgalatban felhasznalt
pakisztani magoncok egy ilyen populacio képviseldi, amely egyrészt megtartotta egyedi voltat
¢és emiatt valt el a tobbi klasztertdl, de ugyanakkor a populacion beliili variabilitas nem enged-
te, hogy a populaciobol kiemelt viszonylag kisszdml minta alapjén elvaljanak egymastol az

alklaszterek szintjén (Zohary és Hopf, 1994). Azsia legtobb teriiletén, a kajszi domesztikacio-
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ja a természetes magoncok révén tortént meg, ami lehetdvé tette a faj jelentds genetikai diver-
zitasanak megtartasat. Ezzel szemben Eurdpaban a termesztési célra leginkabb megfeleld klo-
nokat szelektaltdk ¢és vegetativ szaporitds utjan tartottdk fenn (Hagen ¢és mts., 2002;
Zhebentyayeva és mts., 2003). Ez a gyakorlat 6hatatlanul jelent6s géner6zidhoz vezetett, amit

nagyon jol példaz a magyar fajtakdrben tapasztalt korlatozott variabilitas.

A 14. dbranak megfelelden a jol ismert eredetli, kozép-azsiai Zard fajta kozel all a
Zaposzdolje fajtdhoz, aminek foldrajzi eredetérél nem rendelkeziink semmilyen hiteles infor-

macioval. Elemzésiink azonban megerdsiti az azsiai allélok jelenlétét a Zaposzdolje fajtaban.

6.8.3 A Prunus armeniaca termesztett fajtainak, plumcot és néhany rokon faj genetikai
kapcsolatanak elemzése klaszteranalizissel

A rokon fajokkal valo Gsszehasonlitasban a kdzonséges kajszi P. armeniaca termesz-
tett fajtai egy klaszterbe tartoznak, egyértelmiien jelezve a k6zOs genetikai hatteret. Ettdl a
csoporttol a P. brigantiaca all a legtavolabb (15. abra). Ez a faj szamos morfoldgiai jegyben
jelentdsen kiilonbozik a P. armeniaca-tol, amit a molekularis elemzések tobbszor is alata-
masztottak. Takeda és mts. (1998) és Hagen és mts. (2003) RAPD- és AFLP-markerek alkal-
mazasaval az Armeniaca szekcion beliil, a P. brigantiaca-t helyezte el a legtavolabb a P.
armeniaca-tol. A P. Xxdasycarpa és a Plumcot, a P. armeniaca x P. cerasifera és a P.
armeniaca x P. salicina hibridjei. A 15 abra szerint is a P. brigantiaca és mas kajszi fajok
kozott helyezhetdk el a genetikai kiilonbozéség alapjan. Ezeknek a fajoknak a P. brigantiaca-
hoz és P. armeniaca-hoz val6 viszonyat Takeda és mts. (1998) valamint Hagen és mts.,

(2003) szintén megerdsitettek.

6.9 Az oko-foldrajzi csoportok kozotti genetikai viszony

A kajszifajtdk hagyomanyos taxondmidja a fizioldgiai és morfologiai bélyegek Gssze-
hasonlitdsan alapul és négy f6 6kofoldrajzi csoportot tart szamon (Kosztina, 1969). Ezek ko-
zll harmat elemezhettiink az 1. kisérlet eredményei alapjan: a magyar, a nyugat-eurdpai €s az
¢észak-amerikai fajtakat magaban foglalo (1) eurdpai csoportot, (2) az ormény fajtakat tartal-
maz6 irdni-kaukazusi csoportot, és a (3) kozép-dzsiai csoportot. A 13. abra szemlélteti az
UPGMA Kklaszteranalizis alapjan megallapitott genetikai viszonyokat a csoportok kozott. A
szamitasokban nem vettiik figyelembe a csoportok kozotti keresztezésekbdl nyert hibrideket.

A nyugat-europai és észak-amerikai fajtak klasztereinek kdzvetlen kapcsolata megfelelt annak
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a korabbi feltételezésnek, hogy az amerikai fajtdk az eurdpai fajtacsoportnak kdzvetlen le-
szarmazottjai (Kosztina, 1969; Bailey, ¢s Hough, 1975; Badenes és mts., 1996). A 2. kisérlet
keretében is ugyanannak a harom csoportnak a genetikai kapcsolatat tudtuk tanulmanyozni.
Ebben az esetben is egy klaszterbe keriilt az észak-amerikai csoport €s a nyugat-eurdpai cso-
port, megerdsitve az eldbb leirt kovetkeztetéseket az amerikai fajtak Osszetett eredetére vo-

natkozoélag.

Az eurodpai fajtacsoporton beliili tovabbi alcsoportok definidlasa nem egyszerli, mar a
csoporton beliili keresztezés lehetdsége miatt sem. Ennek ellenére egyes szerzok kiemelik a
kelet-eurdpai fajtacsoportot, mint az eurdpai fajtak egy jellegzetes tipusat (Kosztina, 1996;
Kovalev, 1970). Az 1. kisérlet adatai alapjan elvégzett klaszteranalizis a kelet-eurdpai cso-
portot képviseld6 magyar fajtakat kozelebb helyezte el az azsiai fajtakhoz, mint a nyugat-
eurdpai fajtak csoportjahoz. Ettdl fiiggetleniil kimutathatéak voltak olyan allélok — pl. a 96-
010c, amelyek ugy a kelet-eurdpai, mint a nyugat-europai fajtakban jelen voltak. A 2. kisérlet
is alatdmasztatta az elobbi megallapitdsokat azzal, hogy az irani-kaukéazusi és a kelet-eurdpai
fajtak csoportja ebben az esetben is kozeli kapcsoltsagra utald két alcsoportot alkotnak. Ezek
az eredmények a kajszi azsiai géncentruma irdnyabol valo terjeszkedés mentén a magyar ere-
detl fajtakort egy kozbiils6 allomas szerepébe helyezik. A vandorlas soran fellépd, a faj ge-
nomjat modifikaldo folyamatok fontossagat korabban mar hangsulyozta Crossa-Raynaud

(1960) és Faust és mts. (1998).

A 3. kisérlet eredményeinek kiértékelésénél a szokasos dendrogram helyett egyfajta
hisztogramot szerkesztettiink az alléleloszlds abrdzolasara. A kizardlag egy foldrajzi régio
fajtaiban azonositott egyedi allélok eloszlasa konnyen kdvethetd az 16. abran. Az 6sszes ki-
mutatott allél 35%-a egyedi volt. A legtobbjiiket (13) a kinai fajtakban figyeltiik meg; mikoz-
ben az 4zsiai, ¢szak-amerikai és mediterran fajtak rendre 8, 3 €és 1 egyedi méretii allélt hordoz-
tak. A kozép-eurdpai fajtakban egyetlen egy egyedi allélt sem talaltunk. A csak a kinai fajtak-
ra jellemz6 allélvariansokat az 6szibarack SSR-primerek alkalmazasaval Zhebentyayeva et al.
(2003) is kimutatta 5 lokuszban. Ugyanakkor az el6z6 kozlemény szerz6i nem talaltak egyedi
allélokat semmilyen mas 6kofoldrajzi csoportban. Eredményeink azt mutatjak, hogy Kinabol
Eurdpa fel¢ haladva fokozatosan csokkend szamban ugyan, de a legtobb csoportban talalhatok
egyedi allélok. Az egyedi allélok jelenléte az észak-amerikai és a mediterran fajtakban termé-
szetes kovetkezménye az azokban a régiokban megvalodsitott nemesitési programoknak, ame-

lyekben a helyi fajtdkon kiviil az &zsiai, marokkéi alapanyagokat valamint sok esetben az

[Eredmények megvitatasa 126



azsiai sziil6ktdl szdrmazd amerikai genotipusokat alkalmaztik (Ledbetter és mts., 2006;

Sanchez-Pérez és mts., 2005).

Az 16. abra jol szemlélteti a kiilonbozd foldrajzi génallomanyok kozos alléljait. A
foldrajzi csoportokra jellemz6 allélmintdzatokat lyukkartyaszeriien egymasra helyezve, egy-
fajta szintézis révén kimutathatova valnak az egyedi €és kozos allélok. Ez az elemzés azt mu-
tatja, hogy az észak-amerikai és a mediterran fajtdkban kimutatott allélok 67%-a mind a két
fajtacsoportban eléfordul (17a. abra). Ez igazolja az ezen régiok kajszinemesitési programjai
kozott meglévo kapesolatot. Ahogy azt az eldbb is lathattuk, ez lehet a magyarazata annak is,
hogy a mediterran és az észak-amerikai fajtdk miért hordoznak az é4zsiai és kinai fajtakkal
koz0os allélokat. A legkevesebb kozos alléllal a kinai és a k6zép-eurdpai fajtak rendelkeznek
(17b. abra), jelezvén, hogy ezek a csoportok csak tavoli rokonsagban allnak egymassal. Ez az
abra a hagyomanyos dendrogramokhoz képest nagyon hasonld informaciokat tartalmaz, ra-

adasul nem fedi el az eredeti allélméreteket sem.

Az 16. abran jol lathatd, hogy minden 16kuszon a leggyakoribb allélok mellett, jelen-
t0s szammal felfedezhet6k olyan allélok, amelyek mérete kevéssel (2-8 bp) elmarad a leg-
gyakoribb allélok méretét6l. Mindez az SSR-régiok rovidiilésével magyarazhatd. Hasonlod
tendenciakat mas ¢é16 szervezetekben is megfigyeltek (Ellegren és mts., 1997). Az aprigms] és
az aprigmsl1 16kuszokat leszamitva, a kinai fajtak jelentdsen rovidebb allélokkal rendelkez-
nek, mint mas genotipusok. A kinai és a kozép-europai fajtdk kozotti kiilonbség ebben a te-
Kintetben, talan azzal a feltevéssel magyarazhatd, hogy az eurdpai fajtak térténetében a vege-
tativ szaporitas mar mintegy 500 évre tekint vissza, igy az ivaros uton létrejott generaciok
szama kevesebb, mint a hosszl idon keresztiil ivaros ton szaporodo kinai kajszifajtak eseté-
ben (Faust és mts., 1998). Jelenlegi ismereteink alapjan azonban nem zarhato ki, hogy a rela-
tive rovidebb SSR-allélok jelentik az eredeti allapotot és a hossznovekedés az ismétlddé mo-
tivumokra jellemz6 elongacionak vagy transzpozonszerli elemeknek koszonhetd (Amos €s
Rubinsztein, 1996; Bennetzen, 2000; Weising és mts., 2005). Mindez 6sszhangban van a ge-
nomméret altalanos ndvekedésével, amit viszonylag rovid evolucids idétartam alatt is megfi-
gyeltek szamos novény esetében (Hawkins €s mts., 2008). Az allélméretek eltérésének vizsga-

lata érdekes evolucios kérdéseket vethet fel.
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6.10 Milyen informaciékat adhatnak a molekularis vizsgalatok (SSR és S-
genotipus) a kajszi kulturevolaciojarol?

A vizsgalt fajtak kozott az S¢S, genotipus 8 fajta esetében fordult eld, melyek kozott
¢észak-amerikai (2), nyugat-eurdpai (1), karpat-medencei (4) és afgan (1) fajtak is talalhatok.
Az S, amerikai és spanyol fajtdkban is az egyik leggyakrabban el6fordul6 allél (Alburquerque
¢s mts., 2002; Vilanova és mts., 2005). A mediterran teriileteken vald gyakori eléfordulasaért
valosziniileg az észak-afrikai, alacsony hidegigény(i ‘Canino’ (ScSy) tehetd feleléssé, mely

szamos fajta pedigréjében megtalalhato.

A dolgozatban vizsgalt két amerikai ScS; fajta a Tom Toyama altal vezetett Washing-
ton allami nemesitési programbol szarmazik. A ‘Bayoto’ fajta pedigréje nem ismert, de a
‘Toyuda’-t a “‘Goldrich’ (S;:S;) leszarmazottjaként tartjak szamon, igy S,-alléljat is feltehetéen
attol 6rokolte. Munkank soran valt ismertté a Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetemen neme-
sitett ‘Budapest’ fajta ScS, genotipusa. A ‘Budapest’ a ‘Nancy’ fajta ‘Akme’, ‘Magyar kajszi’
¢és ‘Kései rozsa’ pollenkeverékes megporzasabol keletkezett. A pollenad6 fajtak koziil a < Ma-
gyar kajszi’ genotipusa feltételezhetéen ScSg, mig a ‘Kései rozsa’-¢ ScSc. Az ‘Akme’ fajta
vizsgalatainkban nem szerepelt, igy biztosan nem 4allithatd, mégis valdszinii, hogy a ‘Buda-
pest’ Sc-alléljat a pollenado fajtaktol orokolte. Ez azt jelenti, hogy az S;-allélt feltehetden a
‘Nancy’ hordozta. Mindezt tovabb erdsiti, hogy egyes feltételezések szerint a szlovak eredet,
szintén ScS; genotipusi ‘Rakovszky’ fajta is a ‘Nancy’ leszarmazottja (Harsanyi, 1981). A
‘Nancy’-t mas kiilfoldi fajtakkal egyiitt a XIX. szazadban hoztak be, vagy inkabb vissza Ma-
gyarorszagra, hiszen a Franciaorszagban 1755-ben leirt ‘Nancy’ feltehetéen magyar eredeti.
A leirasok ¢és abrazoldsok alapjan nagyon hasonlit a Magyarorszdgon termesztett kajszikra
(Loschnig és Passecker, 1954 cit. in Faust és mts., 1998), tovabba megjelenésének idépontja
sem zarja ki, hogy a Torokorszagbdl szarmazo6, Magyarorszagon termesztett kajszi leszarma-
zottja legyen. A ‘Nancy’ szinte valamennyi jelentdsebb nyugat-europai fajta (‘Moor Park’,
‘Royal’, ‘Blenheim’ stb.) pedigréjében megtalalhato, ami jol tiikr6zi az eurdpai fajtak sziik
genetikai bazisat (Mehlenbacher és mts., 1991), melyhez — részben épp a ‘Nancy’ fajtan ke-
resztil — a Magyarorszagon termesztett kajszifajtdk hozzdjaruldsa igen jelentdés meértekd.
Erdekes, hogy az ismeretlen eredetii magoncként egy francia iiltetvényben talalt ‘Bergeron’, a
Mediterraneum egyik jelentds fajtaja, szintén ScS, genotipusu. Mindez ugyan nem igazolja e
fajta magyar kajszikkal valo kapcsolatat, de ennek lehetdsége tovabbra sem zarhato ki a sza-

mos francia fajta esetében valdsziniisitheté magyar eredet fényében.
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Ez a kapcsolat viszont a markerelemzések soran tobbszor is sikeriilt kimutatni. A dol-
gozatban bemutatott dendrogramon Luizet fajta a Magyar kajszi fajtacsoporttal egy klaszterbe
keriilt. Hormaza (2002) adatai szerint is Bergeron, Génci magyar kajszi és Luizet genetikai
hasonlosagot mutatnak. RAPD mddszerrel kimutatott variabilitast vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy Bergeron kovetkezetesen magyar fajtakkal keriil egy csoportba a klaszter analizis soran.
(Pedryc és mts., 2002; Ruthner és mts., 2003). Egybevetve a S-l10kusz vizsgdlatanak és a kii-
16nb6z6 genetikai markerek valtozékonysagan alapuld tapasztalatokat, megerdsodik az az
elképzelés, hogy francia kajszi fajtak valtozékony génallomanyaban magyar elemek is talalha-

tok.

Torténelmi és nyelvészeti adatok alapjan foltételezhetd, hogy a torok eredetii fajtdk
Magyarorszagra keriilése a torok hodoltsag idején (1526—1680) és az azt kovetd idészakban is
meghatarozo volt (Faust és mts., 1998). A jelenlegi magyar fajtak kialakulasa sordn az eredeti
torok fajtaknak jelentds szelekcios folyamaton kellett atesnilik, tekintve, hogy ezek szamos
tulajdonsagban (pl. gyliimolecsméret, hidegigény) kiilonbdznek a napjainkban termesztett torok
fajtaktol. Azt a feltevést, miszerint a magyar fajtak nyugat felé terjedtek tovabb, és a kajszi

elterjedésének északi hatarat képezik (Faust és mts., 1998), eredményeink is alatamasztjak.

Az ontermékenylild Magyar kajszi fajtakor 5 kiilonb6zo orszagbol szarmazo 9 fajtaja
azonos, ScSg-genotipussal rendelkezik. Ez a genotipus csak a Magyar kajszi fajtakdrbe tartozo
klénok vagy az azokkal rokon fajtdkban mutathat6 ki. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a
Magyar kajszi ése SgSi-genotipusu volt (i = tetszéleges inkompatibilitasi allél), és a pollen-
komponens, SFBg-ban bekdvetkez6 mutacid hatasara a mutans Sg (Sg’=Sc) genotipust pollen
képes volt az ontermékenyitésre. A jelenleg ismert ScSg-genotipustt Magyar kajszi fajtak
ezeknek az Ontermékenyiiléssel 1étrejott utddoknak a leszarmazottjai lehetnek, melyek kozott
az ScSc és ScSg genotipusok azonos valdszintiséggel fordulhattak eld. A ‘Luizet’ francia fajtat
is a Magyar kajszi fajtakor rokonaként emlitik (Faust és mts., 1998). Mindezt a leszarmazott-
jai kozott szamon tartott roman fajtak (‘Callatis’, ‘Sirena’, ‘Sulmona’ és ‘Venus’) genotipusa
¢s pedigréje alapjan kovetkeztethetd ScSc vagy ScSs genotipusa is megerdsiti. A nem mutans

Sg-allélt magyar, olasz €s ukran fajtdkban is megtalaltuk.

Figyelemmel kisérve az S-genotipus kialakuldsanak jellegzetességei, az Sc allél megje-
lenését €s terjedését, valamint szem el6tt tartva a markerek biztositotta genetikai polimorfiz-
mus adatait, feltételesen felvazolhatjuk a magyar fajtakra jellemz0d, erésen korlatozott geneti-

kai variabilitds okait. A polimorfizmus leirdsara alkalmazott paraméter egyike a megfigyelt
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heterozigdtasag (Hy). Ennek értéke példaul a 2. kisérletiinkben elemzett kozép-eurdpai fajtak
csoportja esetében, egyértelmiien alacsonyobb a tobbi csoporthoz képest. A kozép-eurdpai
fajtak jelentds foku heterozigotasag csokkenésére utal a megfigyelt €s elméletileg vart hetero-
zigotasag (He) 0sszehasonlitasa is. Amennyiben az elméleti érték (He) magasabb, mint a valo-
ban tapasztalt heterozigdtasag mértéke (H,), akkor a kimutatott allél frekvencidjdhoz képest
kevesebb a heterozigota, a ,,hianyzo allélfrekvencia” pedig a homozigotak aranyat noveli. Ez
a legegyszeribb esetben a beltenyésztés hatasaval magyarazhatd. A beltenyé€sztés minden-
képpen a rokonok kozotti szaporodasi rendszert jelenti, ami felléphet a populacidoméret csok-
kenésébdl adoddan vagy azokban a nemesitési rendszerekben, ahol példaul visszakeresztezést
vagy ontermékenyitést alkalmaznak nemesitési modszerként, esetleg korlatozott szamu alap-

anyaggal dolgoznak.

Ezekben a szamokban a hagyomanyos fajtdk — tehat nem a kdzelmultban eldallitott
hibridek — esetében tobb évtizedes (évszazados) multnak a vegetativ szaporitassal genotipus-
okban rogzitett képét detektaljuk és nem egy dinamikus egyenstlyt fenntart6, vagy valami-
lyen hatas (mutacid, beltenyésztés stb.) miatt a genetikai szerkezetét modositd populéciot
elemezziik. Ez kiss¢ hasonlit arra a helyzetre, amikor csillagasz ma elemezve valamilyen csil-
lag szinképét nem a mara, hanem néhany milliard évvel ezel6tti vilagra vonatkozo informaci-
6khoz jut hozza. igy kezelve a fent emlitett értékeket, feltételezhetjiik, hogy a ma termesztett,
egymastodl alig kiilonbozé magyar kajszi klonok egy viszonylag kisméretii helyi populacidoban
szaporodtak, és ez vezetett a variabilitas bizonyos mértékli csokkenéséhez. Ez azonban egy
tulsdgosan leegyszerisitett magyarazat lenne. Nem szabad elfelejtkezni még néhany lényeges,
a populaciok Osszetételét befolyasold tényezordl, nevezetesen a genetikai driftrél, a természe-

tes és ember altal kivitelezett szelekciorol, a mutaciokrol és ezek ko lcsonhatasairdl.

A kajszibarack jelentdségének novekedése Magyarorszagon egyértelmiien a torok ho-
doltsaggal hozhato Osszefiiggésbe. A torokok a hazai, genetikailag igen valtozatos masodla-
gos géncentrumbdl sziikségszerlien csak ,,mintanyi” mennyiségii kajszimagot hozhattak ide.
Réadasul, semmilyen érdekiik nem fiz0dott a véletlenszerli mintaszedéshez, sét, nem nagy
kockéazattal kijelenthetjiik, hogy biztos, hogy az akkori fogyasztok altal preferalt tipusok ke-
riltek Magyarorszagra. Mivel a ma termesztett hagyomanyos torok fajtak kozott jelentds
szamban taldlhatok ontermékenyiild és 6nmeddo fajtak, nagy valoszintiséggel az akkor beho-
zott ndvényanyagban is fellelhetd volt mindkét termékenytilési fenotipus. Sajnos nincs isme-

retiink arra vonatkozolag, hogy a torokok ebben az idoben jelentds figyelmet szenteltek volna

[Eredmények megvitatasa 130



az ontermékenyiilé egyedek kivalogatasara vagy sem. Mivel Torokorszdgban a vadon ¢l
vagy akar kertekben nevelt allomanyokat egyarant vélhetdleg nagy diverzitas jellemezte, a
termékenyiilés feltehetden nem jelentett problémat. Ennek megfelelden akar oltovesszo, akar
mag formdjaban hoztak magukkal szaporitdéanyagot, ezek, ha tartalmaztak is az dnterméke-
nyllést kialakitd, mutans allélt, mellette szdmos ,,vad tipust”, 6nmedddséget kodold allél is
jelen lehetett a behozott genotipusokban. Ezzel a folyamattal tulajdonképpen lezajlott az elsd,
részpopulacio kialakitasaval jaro drift hatas, tehat a véletlenen alapul6 allélgyakorisag valto-
zasa az eredeti populaciohoz képest. Véletlen alatt ebben az Gsszefiiggésben, a természetes

szelekcid hatasait nélkiilozo allélvaltozast kell érteni.

Nincs alapja annak a feltételezésnek, hogy a késébbi években, a kajszibarack Magyar-
orszagon vadon €16 populaciok formajaban élne, ami biztositana a mar csokkentett variabilitas
megorzesét, a beltenyésztés elkeriilésével. Sokkal valdsziniibb, hogy a magrdl térténd szapori-
tas sok kis helyi populacion beliil tortént. Ezeken a teriileteken mar megjelenhetett az onter-
mékenyiild formék iranti preferencia, mert ha nem allt rendelkezésre megfeleld és elegendd
porzopartner, az 6nmeddd egyedek termékenyiilése elmaradhatott az Ontermékenyiiloktol.
Mindez tovabbi aranyeltolodast jelentett a homozigdtasag novekedése iranyaba. Viszont ez a
folyamat 6nmagaban csak reverzibilis, genotipus frekvenciat érint6 eltorzitasokat eredményez
a Hardy-Weinberg egyensulyhoz képest, de nem valtoztatja az allélgyakorisagokat, tehat elvi-
leg a kis populaciok variabilitdsa még nem térhetett el jelentdsen a behozott mintdkhoz ké-
pest. A kajszitermesztés ezen szakaszdban feltehetden egyiittesen €rvényesiilt a természetes
szelekcid és a valdszinlleg nem tul szigord, de biztosan ki nem zarhat6, emberi preferencia-
kon alapul6 szelekcios hatas. A természetes szelekcio hatasa dramai mértékii lehetett, hiszen a
kajszi Torokorszag viszonyaitdl merdben eltérd okologiai koriilmények kozé keriilt. Ezek a
szelekcios tényezOk mar az allélgyakorisagokat is érintik és igy irreverzibilis genotipus gya-
korisag-eltolodasok keletkezhettek a kiilonb6z6 termesztési korzetek kozott akkor is, ha a

kezdeti minta homogén lett volna.

Az Ontermékenyiilés megjelenése akar a masodlagos géncentrumban, akar késobb, az
eddigi panmiktikus rendszertdl csak kis mértékben eltéré populaciokban mar drasztikus haté-
sokkal jart. Az eddig csak a kisebb mértékli beltenyésztés és szelekcids hatasok altal befolya-
solt populéacié genotipus- és allélgyakorisaga tobbé-kevésbe a Hardy-Weinberg egyensuly
koriil oszcillalt. Ezek a hatdsok legfeljebb a nagyon ritka, vagy nagyon gyakori allélokat zar-
tak ki vagy fixaltak a helyi populacidokban. A p=0,5 értéket megkozelitd allélok kiesése vagy
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fixacidja, néhany tucat nemzedék alatt ilyen koriilmények kozott kizartnak tekinthetd. Az on-
termékenyiilés viszont a mutdns utdédokban 50%-kal névelné a homozigota 10kuszok szdmat a
két allélos rendszerben szamolva. Sokall¢los 16kuszokban ez a folyamat természetesen las-
sabb, de nagysagrenddel erdteljesebb a kdzel panmiktikus allapothoz képest. Ekkora valtozas
a genotipusban nyilvan jol lathaté fenotipusbeli modosulasokat is eredményezett. Szem elott
tartva a mai beltenyésztett hibridek eldallitasat, okunk van feltételezni, hogy ezzel a 1épéssel
az eddigi populaciok fenotipusbeli megjelenése jelentds valtozasokon mehetett keresztiil. Eh-
hez hozzajarult az is, hogy a populécioterhet jelentd, altalaban kis gyakorisagu, recessziv €s
kedvezdtlen hatasu, de a kis frekvencidjuk miatt, dontéen heterozigota formaban 1évo allélok
hirtelen jelentek meg homozigétak allapotban, ezzel utat nyitva a természetes szelekcid érvé-
nyesiilésének. Minél kisebb volt a populacio, anndl inkabb feltiind lehetett a nemzedékrdl

nemzedékre fellépd fenotipus differencialodas.

Mindezeket figyelembe véve logikusnak tlinik, hogy a magyar fajtak esetében tapasz-
talt kisebb mértékii heterozigdtasagban visszatiikr6zddnek ezek a genotipusokat formalo ese-
mények. Amennyiben igy van, akkor azt is kell feltételezni, hogy a vegetativ szaporitasra valo
attérés csak ezutan kovetkezett be. Ahogyan arra mar Entz Ferenc is utalt szamos irasaban,
valdszinti, hogy az orszag kiillonb6z6 tajain a magyar kajszit hossza idészakon at magrél sza-
poritottdk. Ez az id6szak lehetdséget adott a kedvezdtlen, vagy akar letalis allélok kivalogato-
dasara mikdzben a homozigétasag jelentds mértékben fokozddott. A XX. szdzad elején a
klonszelekcios munka kezdetét kovetden a vegetativ szaporitas a magyar kajszi génalloma-
nyaban bekovetkezd, €s most mar erdteljes drift hatast eredményezte, amikor az eddig fenn-
tartott helyi populaciok, néhany termesztett genotipusra szlkiiltek, amelyek kozott ma mar
csak a nemesitdi miithelyekben kovetkezik be a géncsere. Semmi okunk nincs arra, hogy azt
higgyiik, hogy a vegetativ szaporitas rovid id6 alatt teljesen kiszoritotta volna a populaciok
fenntartasat, mint a termesztés extenziv formdjat. Ezt a format Tor6korszagban még ma is
hasznaljak. Ebben az esetben viszont megérthetd, hogy mégis miért keletkeztek Magyaror-
szagon olyan fajtdk, mint a Mandulakajszi, vagy a Ceglédi bibor, amelyek teljesen eltérnek a

magyar kajszi tipustol, és mindenek el6tt, miért maradt meg az 5Snmeddd Orias fajtak kore.

A munkank soran nyert adataink alapjan a fent leirtaknak megfeleléen, nagyon valo-
szinlinek tartom, hogy a mai hagyomanyos magyar fajtak csak a leszarmazottjai azoknak az
irani-kaukazusi eredetii fajtaknak, amelyek ide keriiltek a torok hodoltsag alatt. A magyar

kajszi fajtdk minden valdszinliség szerint jelentds genotipust formalo folyamatok révén mar a
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Karpat-medencében alakultak ki. A genetikai kapcsolatuk az dsi 4zsiai populéciokkal viszont
kétségteleniil bebizonyitott a dolgozatban is bemutatott molekularis analizisek eredményei

alapjan.

A fenti feltételezéseket alatamasztjak ismert a tények is. A Magyar kajszit, ahogy a
tobbi fajtat is, az 1800-as évek végéig magrol szaporitottak, ami bizonyos foka heterogenitast
biztositott (Pedryc, 1992). A vegetativ szaporitasra vald attérés a korabeli variabilitast rogzi-
tette. Magyarorszagon a klonszelekcio az 50-es évek elején indult (Nyujto, 1960; Brozik,
1960). A Magyar kajszi klonszelekcidja Magyarorszagon és a kornyezé orszagokban (Auszt-
ria, Szerbia, Ukrajna, Csehorszag stb.) is sikeres volt (Pedryc, 1992), e nemesitéi munka soran
alakult ki a dolgozatban vizsgalt, a Magyar kajszi fajtakorbe tartozo 5 magyar, 1 szerb, 1 uk-

ran 1 macedon és 1 bolgar fajta.

Crossa-Raynaud (1960) hipotézise szerint a kajszi Oroszorszagba nyugatrol érkezett a
XVII. szazadban, mig Ukrajnaba kozvetleniil a Kozel-Keletrdl (Crossa-Raynaud, 1960 cit. in
Faust és mts., 1998). Ukrajnaban a kajszi helyi elnevezése zerdeli, ami perzsiai eredetre utal,
ugyanakkor a ‘Nyikitszkij’ annak a ‘Krasznoscsokij’ fajtanak a klonja, melynek Magyar kaj-
szival vald azonossagat Nyujto és Kosztina egyarant elfogadta (Harsanyi, 1981). Erdekes kér-
dés, hogy a Magyar kajszi Sse is K6zép-Azsiabol jutott-e Ukrajnaba és onnan Magyarorszag-
ra, vagy torok kozvetitéssel keriilt Magyarorszag teriiletére, ahonnan elterjedt a kdrnyezd or-
szagokba. Eredményeink alapjan egyik lehet6ség sem zarhat6 ki, mivel a Magyar kajszikra
jellemzd, az Ontermékenyiilést okozo allél nem mutans véltozata (Sg) tobb magyar és ukran
fajtdban is megtalalhat6. A magyar “eredetet” egyeldre inkabb csak torténelmi adatok valo-
sziniisitik. Tudott, hogy a XVII. szazadban Ukrajnaba nyugatr6l hozatnak a carok nemes kaj-
szifajtakat, mig a magyar kajszik dsét Gesner mar 1561-ben magyar szarmazasuként emliti, €s
elnevezésében ma is szdmos eurdpai orszagban szerepel a magyar jelz6. A magyar eredet iga-
zolasdhoz azonban szélesebb mintapopulacion elvégzett, tobb lokuszra kiterjedé molekularis

vizsgalat lenne sziikséges (pl. mikroszatellit-, AFLP-analizis stb.).

A dolgozatban vizsgalt 74 kajszifajtaban leirt allélokat ahhoz a foldrajzi teriilethez
rendelve, ahonnan az adott fajtak szarmaznak, érdekes Osszefliggésekre deriilhet fény (20.
abra). Eurdzsiaban nyugatrol keleti iranyban haladva egyre ndovekvé alléldiverzitas tapasztal-
hat6, mely legnagyobb értékét a kozép-azsiai térségben, illetve Kindban éri el. A kajszi 6sha-
zija, elsédleges géncentruma EK-Kina teriiletén talalhato (Mehlenbacher és mts., 1991;

Vavilov, 1992 cit. in Faust és mts., 1998). E teriileten ugyantigy, mint Kozép-Azsia hegyvidé-
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kein (Dzsungéria, Afganisztan, Tadzsikisztan és Uzbegisztan) a faj vadon él& populacioi is
eléfordulnak, igy az S-allélok szdmaban is tiikr6z6d6 nagymértékii variabilitas nem meglepd.
Az elbazsiai teriiletet (Irdn, Kaukéazus, Torokorszag és Tiirkmenisztan) Vavilov (1992) ma-
sodlagos géncentrumnak tekintette. Miutan a kdzép-azsiai régiobol mindossze 3 fajta allt ren-
delkezésiinkre, ezt a teriiletet dsszevontuk az irano-kaukazusi régioval. Ez utobbi régiobol
nem rendelkeztiink kdzvetlen mintaval, de az ukran nemesitési programbol szarmazé ‘Voszki’
€s a magyar nemesitésii ‘Harmat’, ‘Korai zamatos’ és ‘T-8 a ‘Sateni’, ‘Salah’ és ‘Jubilar’
ormény fajtak leszarmazottjai, igy ezek S-alléljait helyesebb az irano-kaukazusi csoporthoz
sorolni, mint a kelet-europaihoz, ahol mas fajtakban nem fordulnak eld. Figyelembe véve,
hogy viszonylag kevés fajta genotipusardl van informacionk, foltételezhetjiik, hogy e teriilet

kajsziiiltetvényeiben egy részletesebb vizsgalat szamos tovabbi allélt tarna fel.

20. abra. A kiilonb6z6 foldrajzi régiokbol szarmazo, termesztett kajszifajtdkban azonositott S-allélok
Osszesitett szama a fajtak szarmazasi teriiletére vonatkoztatva. A vizsgalt teriiletek balrol
jobbra: Eszak-Amerika, Eszak-Afrika, Nyugat-Eurépa, Kelet-Kozép-Eurdpa, irano-
kaukazusi régio, Kozép-Azsia és Eszakkelet-Kina. Kinatol, a kajszi elsddleges géncentruma-
tol nyugati irdnyban egyre kisebb mértéki alléldiverzitas mutathato ki, melyet csak a kozép-
azsiai génforrasbol meritd nemesitési mihelyek (pl. Magyarorszag, USA) hatasa médosit.
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Mintavételezésiink az eurdpai fajtadk korében tekinthetd leginkabb reprezentativnak,
miutan a kelet-eurdpai régiobdl 41 fajta genotipusat hataroztuk meg, mig a nyugat-eurdpai
régiobol 15 fajta S-genotipusa volt ismert (Burgos és mts., 1998; Vilanova és mts., 2005).
Kozel azonos mennyiségl (6 illetve 5) allél jelenléte volt kimutathatd. Mindez 6sszefiiggés-
ben allhat azzal a ténnyel, hogy Kelet-Eurdpabdl az ontermékenyiilé kajszigenotipusok nyu-
gati iranyba torténd terjedése nyilvanvaloéan intenzivebb volt, hiszen ezek termesztése 1énye-
gesen egyszeribb. Eredményeink hiven tiikr6zik az europai fajtak sziik genetikai bazisat, to-
vabba, hogy a kajszi eurdpai 6kofoldrajzi csoportja a legkevésbé valtozékony, a leginkabb

korlatozott variabilitast mutato csoport (Mehlenbacher és mts., 1991; Faust és mts., 1998).

Az afrikai régidhoz mindossze 3 allél volt rendelhetd, de e teriilet igen kevés fajtajarol
all rendelkezésre informacio. Erdekesebb az amerikai régié, ahol 7 allélt mutattunk ki. Az
amerikai kajszik az europai 6kofoldrajzi csoporthoz tartoznak, és az sszesen ismert 13 fajta-
bol mégis tobb allél volt kimutathatd, mint az 15 nyugat-eurdpai fajtabol. Ennek azonban az a
nyilvanval6 oka, hogy az USA-beli New Jersey-ben az NJA-sorozat eldallitasahoz az iizbég
VIR-intézet fajtait (pl. ‘Zard’) és szelekcioit hasznaltak fel. Az igy sziiletett 0j fajtak (pl. ‘Au-
rora’, ‘Orange red’) tobbsége dnmeddd, melyek raadasul e teriileteken korabban nem ismert
inkompatibilitasi allélok (pl. Sis, S17) megjelenéséhez vezettek. A kanadai nemesitési progra-
mokban a P. mandshurica fajt is hasznaljak a fagyttirés fokozasara (‘Morden 604°) (Pedryc,
2003), ami szintén hasonld kovetkezményeket von maga utan. A ‘Morden 604’ hibrid a szi-
getesépi fajtagylijtemény egyik legérdekesebb tagja. Igazoltuk, hogy hordozza az Sy-allélt,
mely utddjaban, a ‘Harcot’ fajtdban is jelen van. Masik alléljat mindezidaig nem tudtuk izo-
lalni, de bizonyos, hogy kiilonbozik az Sc-alléltol. Geitonogdm Ontermékenyitéssel azonban

15 % koriili kotodést adott, melynek tisztazasa a jovo feladatai koz¢ tartozik.

Az amerikaihoz hasonlé tendencia bontakozik ki Eurdpaban is, ahol példaul a BCE
Genetika és Novénynemesités Tanszékén folyd nemesitési programokba 6rmény fajtakat von-
tak be a korlatozott variabilitds szélesitésére (Pedryc, 1996), de ezek hasznalata révén
megintcsak 6nmeddd genotipusok, €s 1) inkompatibilitasi csoportok jelenhetnek meg. Mindez

tovabb hangsulyozza a dolgozat eredményeinek fontossagat és jovobeni perspektivajat.

A kinai és kozép-azsiai fajtak nagy része (Mehlenbacher €s mts., 1991), mig a torok
fajtak 60 %-a (Paydas és mts., 2006), a magyar szdrmazasu fajtadk kozel 20 %-a 6nmeddo, a

nyugat-eurépai tradiciondlis fajtdk kozott viszont alig fordul elé onmeddd genotipus
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(Mehlenbacher és mts., 1991). Ezek alapjan az ontermékenyiild jelleget kialakitd mutacio
valoszintileg a kajszi elterjedésének utvonaldn a Kina és Torokorszag kozotti foldrajzi térség-
ben kovetkezhetett be. Mind a kajszi, mind az dszibarack kultirevolucidja soran kiemelik a
Tien-san vidékét, a Ferganai-medencét és Dzsungaria kornyékét, melyek a magashegyi kor-
nyezet, er0s UV-sugarzas, sz¢€lsdséges hdingas és csapadékeloszlas révén jelentésen ndvelhet-
ték a mutacios ratat (Timon, 2000; Surdnyi, 2003). Ezt tamasztja ald, hogy a kozép-azsiai
‘Roxana’ fajtabol szintén ki tudtuk mutatni az Sc-allél jelenlétét, de hipotézisiink igazolasahoz
csak a Kozép-Azsiatol Torokorszagig terjedd teriileteken megtalalhatd kajszigenotipusok

részletes és atfogod vizsgalata szolgaltathat alapot.

A kozelmultban Jie és mts. (2005) kinai fajtdk S-genotipus-vizsgalata soran olyan 6n-
termékenyiilé genotipusrol is beszdmoltak, mely PCR-mintazata alapjan foltételezhetéen nem
az Sc-allélt hordozza. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a kinai géncentrum nagy variabilitast
mutatd kajszipopulacioiban az Sc-allélon kiviil mas dntermékenyiilést biztosito allélok is ta-
lalhatok. Vilanova és mts. (2006a) igazoltak, hogy a ‘Canino’ fajta egy eddig azonositatlan, S-
lokuszon kiviili génjének mutacidja révén valt képessé az ontermékenyitésre az Sy-allélt hor-
dozo6 pollen. Mindez azt mutatja, hogy a nemesiték szamara az eurdpai fajtakorén beliil €s
azon kiviil is tobbféle lehetdség all rendelkezésre ahhoz, hogy az eurdpai fajtak variabilitasa-
nak fokozasahoz Ontermékenyiild fajtakat hasznalhassanak. Mindezeken kiviil, az S-
genotipusok meghatdrozdsa konkrét gazdasdgi hasznan tilmenden a termesztett faj

kultarevoluciojardl is igen érdekes és értékes informaciokat adhat.
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7

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Tizennégy orszagbol, 4 6kofoldrajzi csoportbol szarmazo 74 kajszi genotipusban 13 ko-
rabban nem ismert S-haplotipust (Sg—Sz0) azonositottunk, melyek ribonukleaz génjének jel-
lemz6 intronméreteit meghataroztuk.

Meghataroztuk 51 gazdasagilag jelentOs fajta és értékes nemesitési alapanyagként hasznalt
hibrid, ezen beliil a Magyar kajszi és Oriés fajtacsoportok S-genotipusat.

Molekularis és termékenyiilési vizsgalatokkal tisztaztuk 21 ismeretlen vagy vitatott termé-
kenytilési fenotipust fajta ontermékenyiilési képességét, tovabba 19 fajta teljes és 2 fajta
részleges S-allél-Osszetételét.

Vizsgalataink eredményeit a szakirodalmi adatokkal dsszesitve elkészitettiik a kajszifajtak
kolcsonds termékenyiilési viszonyait szemléltetd tablazatot, mely 67 fajtat sorol 3 inter-
inkompatibilitasi csoportba illetve az univerzalis pollenaddk csoportjaba. Az els6 inkompa-
tibilitasi csoportot két fajtaval bovitettiik, tovabba a régebbrdl ismert két inkompatibilitasi
csoport mellett meghataroztunk egy uj (III.) inkompatibilitasi csoportot, mely két fajtabol
all. Ez a fajtatablazat genetikai informacids adatbazisként kozvetlen segitséget nyujthat
onmeddd fajtakbol létesitendd tiltetvények tervezéséhez €s a keresztezéses nemesités szii-
16vonalainak kivalasztasahoz.

Magyar fajtakbol izolaltuk és jellemeztiik az 6ntermékenyiilésért felelds allél (SFBg) nem
mutans, funkcidképes valtozatat.

A Kajszi S-l6kuszanak pollenkomponensgénjét amplifikaldo konszenzus primereket tervez-
tiink, melyek konnyen €s gyorsan alkalmazhatd, ugyanakkor megbizhato rutineljarast ki-
nalnak a nemesiték szamara az ontermékenyiild hibridek korai szelekciojahoz. Rdadasul a
primerek kodominans markerként hasznalhatok, a homo- €s heterozidta genotipusok kimu-
tatasat is lehetové teszik.

Megéllapitottuk, hogy a kajszibarack genomjara tervezett SSR-primerkészletek hatékony-
sdga a kajszi mikroszatellit variabilitdsanak kimutatisara jelentésen nagyobb, mint az
egész Prunus nemzetségben alkalmazhat6 dszibarack primereké.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy Osszehasonlitva a kinai, kdzép-azsiai, irdni-
kaukazusi, kelet-eurdpai, nyugat-europai és észak-amerikai fajtacsoportok kozotti geneti-
kai tavolsagokat ¢és egyedi és kozos allélok jelenlétét a foleg magyar kajszi fajtakra épiild
kozép-eurdpai kajszifajtacsoport az irani-kaukazusi fajtakkal mutatja a legnagyobb geneti-
kai azonossagot. Megerdsitést nyert a francia Bergeron és Luizet fajtak genetikai kapcsola-
ta a magyar fajtakkal. Bebizonyitottuk, hogy az észak-amerikai fajtak keletkezésében ugy
az eurdpai, mint az azsiai génallomanyok szerepet jatszattak. A kdzép-eurdpai fajtakon ki-
viil minden csoportban felfedeztiink egyedi allélokat. A legtobb egyedi SSR-allél a kinai és
kozép-azsiai fajtakban talalhatd. A kinai fajtak SSR-polimorfizmusa jelentdsen eltér a tob-
bi csoport fajtaitol.
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— Kimutattuk, hogy az egy kapcsoltsagi csoporthoz tartozé mikroszatellit régiok altal feltart
polimorfizmus mértéke nem tér el az egész genomon belill szétszoérodva elhelyezkedd
SSR-16kuszok vizsgalataval felfedhetd variabilitasatol.

— Kisérleteink bebizonyitottak, hogy az alapvetéen magyar fajtakbol alldo kozép-eurdpai faj-
takorben mért genetikai diverzitas egyértelmiien alacsonyabb volt, mint az sszes tobbi faj-
tacsoportnal, ami a fajtak keletkezését megel6z6 beltenyésztés illetve drift folyamatok ko-
vetkezménye lehet.
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Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom minden tanszéki dolgozonak, akikkel az utobbi években egyiitt dolgoz-
tam, és akik segitsége és munkdja nélkiil a kajszibarack kutatasara vonatkozé elképzeléseim
nem megvaldsulhatnanak meg.

Kiilonos koszonet illeti meg Halasz Juliat, Herman Ritat és Hegediis Attilat, akiknek a
konstruktiv kritikajuk, biztatasuk, rendszerezési készségiik és onzetlen segitségiik nélkiilozhe-
tetlen volt a mindennapi feladatok elvégzése és a tudomanyos munkam folytatasa soran, va-
lamint a disszertacio anyaganak dsszeallitasakor.

Annak ellenére, hogy a dolgozatban az utobbi nyolc év kutatasairdl szamolok be, ezt a dolgo-
zatot az elmult huszondt év szakmai tevékenységének osszegzéseként tekintem. Eppen ezért
koszonetet szeretnék mondani Mady Rezsdnek, hogy évekkel ezeldtt nagy szakmai tuddséval
bevezetett a kajszi kiilonleges vilagaba, valamint egykori munkatarsamnak Bozsik Jozsefnek,
aki nagy lelkesedéssel segitett a nemesitoi palyam els6 1épéseinél.

Végiil koszonettel tartozom a csaladdomnak is, hogy tiirelemmel és megértéssel segitették a
disszertacio iras 1ddszakat.
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