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ROVIDITESEK JEGYZEKE

A: adenin

AS: aminosav

BLAST: basic local alignment search tool, egyszeri lokalis szekvenciaillesztd modszer

bp: bazispar

C: citozin

C: conservative region, konzervativ régio6

C1-C3, C5: az S-RN-adz gén 1-3. és 5. konzervativ régidja

CAPS: cleaved amplified polymorphic sequences, amplifikalt fragmentumok (PCR-
termékek) hasitason alapuld polimorfizmusanak kimutatasa

CIG: cross-incompatibiliy group, inter-inkompatibilitasi csoport

ECM: extracellular matrix, extracellularis matrix, sejten kiviili tér

EPP: effective pollination period, hatékony megporzasi idészak

EST-SSR: expressed sequence tag-derived simple sequence repeat, kddolo DNS-régiobol
szarmaz6 egyszeru szekvenciaismétlédés, mikroszatellit

Fis: inbreeding coefficient, beltenyésztési egylitthato

Fsr: fixation index, Wright-féle fixacios index

G: guanin

GI: general inhibitor, altalanos inhibitor fehérje

GSI: gametophytic self-incompatibility, gametofitikus inkompatibilitas

He: expected heterozygosity, varhato heterozigotasag

Ho: observed heterozygosity, megfigyelt heterozigotasag

HRMA: high resolution melting analysis, nagyfelbontasu olvadasgorbe analizis

HYV: hypervariable region, hipervaridbilis régid

IC: internal control, bels6 kontroll

IEF: isoelectric focusing, izoelektromos fokuszalas

ILP: intron length polymorphism, intronhossz-polimorfizmus

IR: inverted repeat, forditott ismétlédés

kb: kilobazispar

LINE: long interspersed nuclear element, a sejtmagi genomba beé¢kelddé hossza
nukleinsavszakaszok

LSI: late-acting self-incompatibility, kései fejlddési fazisban lejatszodo inkompatibilitas

LTR: long terminal repeat, hosszu lancvégi ismétlodés

MGST: M-16kusz glutation-S-transzferaz

MITE: miniature inverted-repeat transposable element, rovid, forditott ismétlédéseket
tartalmazo transzpozabilis DNS-szakasz

NCBI: National Center for Biotechnology Information, online nemzetkdzi bioinformatikai
adatbazis (USA)

NEpHGE: non-equilibrium isoelectric focusing, nem egyensulyi izoelektromos fokuszalas

OREF: open reading frame, nyilt leolvasasi keret

OM: 6nmeddd

OT: ontermékenyiilé

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio

PIC: polymorphic information content, polimorfizmus mértékének informaciotartalma

PPM: pollen-part mutant, pollenkomponensben bekdvetkezett mutacio

PPV: plum pox potyvirus, szilvahimld virus

RC4: a Rosaceae S-RN- azok 4. konzervativ régioja

RHV: rosaceous hypervariable region, a Rosaceae S-RN-dz gén hipervariabilis régioja

rRNS: riboszoémalis RNS



SCF: Skp, Cullin, F-box containing complex, Skp, Cullin, F-box tartalma
molekulakomplex

SFB: S haplotype-specific F-box protein, S-haplotipusra specifikus F-box fehérje

SI: self-incompatibility, inkompatibilitasi rendszer

SINE: short interspersed nuclear element, a sejtmagi genomba beékelddd rovid
nukleinsavszakaszok

SLFL: S locus F-box protein-like, S-l16kusz F-box-szerti fehérje

SPM: stylar-part mutant, bibekomponensben bekdvetkezett mutaciod

S-RN-az: S-ribonukledz

SSI: sporophytic self-incompatibility, sporofitikus inkompatibilitas

SSR: simple sequence repeat, mikroszatellit régio (egyszerti szekvenciaismétlédés)

ssSRINS: single-stranded RNA, egyszala ribonukleinsav (RNS)

T: timin

TIR: terminal inverted repeat, lancvégi forditott ismétlodés
szekvenciaismétlodés

UPGMA: unweighted pair group method with arithmetic mean, csoportatlag modszer

UPS: ubiquitin proteasome system, ubikvitin-proteaszoma rendszer



1. BEVEZETES

A jovedelmezd gyiimolestermesztés alapja a gylimolcsfak termésbiztonsaga, ami a
megfeleld mennyiségli és mindségli termés elérését jelenti. A végeredmény Osszetett,
szamos genetikai és kornyezeti tényez6tdl egyarant fliigg. A korszerii ndvénynemesités
olyan fajtak eldallitasat célozza meg, amikkel a felmeriild nehézségek kikiiszobolhetok
vagy hatasuk mérsékelhetd. A klimavaltozas kovetkeztében hazankban is egyre gyakrabban
mutatkoznak kedvezotlen 1d6jarasi koriilmények (viragzaskor vagy a termésfejlodés korai
szakaszaban bekovetkezd fagy, aszaly vagy sziiret idején jelentkez6 bdséges csapadék stb.),
amik jelent6s mértékii karokat okozhatnak. A termés kialakuldsahoz vezetd 1t elsé és
legfontosabb 1épése a megfeleld termékenyiilés, ami kizarélag Ontermékenyiilé vagy
egymast kdlcsondsen jol termékenyitd fajtak tarsitasdval biztosithatd. Ugyan a virdgzasi
idészakban bekovetkez6 fagy vagy a megporzd rovarok szamara tal alacsony homérséklet
végsd soron a termékenyiilés elmaradasaval is jarhat, viszont, ha genetikailag
Osszeférhetetlen (inkompatibilis) fajtak alkotnak egy filtetvényt, akkor még optimalis
koriilmények kozott sem kovetkezhet be a termékenyiilés. Az iiltetvényszerkezet
tervezésénél donto fontossagu az egyes fajtak termékenyiilési viszonyainak pontos ismerete.
Ez 6nmagaban nem elégséges, de elengedhetetlen feltétele a terméskotddésnek.

A magasabb rendli ndvényekre és allatokra jellemzd termékenyiilési folyamat egyik
legjelentdsebb kiilonbsége, hogy a zarvatermd ndvények tobbségénél a him- és ndivara
szaporitészervek ugyanazon az egyeden, legtobbszor ugyanabban a viragban talalhatok
meg. Ebbdl kovetkezik, hogy a sajat pollennel torténd megtermékenytiilésnek nincs fizikai
akadalya. Az ontermékenytilési képesség el is fordul a természetes populaciok korében, de
leginkabb a beporzd rovarok nélkiili teriileteken, szélséségesen mostoha koriilmények
kozott, altalaban rovid életciklust ndvényekre jellemzd, ahol ez a tilélés egyetlen esélye.
Mivel azonban az 6ntermékenytilés a legmagasabb foku rokonparosodast jelenti, a genetikai
sokféleség besziikiiléséhez vezet, és a homozigéta allapotba keriilé l6kuszok sulyos
genetikai leromlést is eldidézhetnek. Mindezek a karos kovetkezmények alapvetden
veszélyeztetik a faj evolucids sikerességeét, tulélését. Ennek megakadalyozasara alakultak ki
azok a mechanizmusok, amelyek a himnds virdgok esetében képesek meggatolni a sajat
vagy vele azonos genetikai hatteri pollennel torténd termékenytilést. A genetikai
variabilitds fenntartdsa érdekében ezek a kiilonféle milkddési alapokon nyugvo
mechanizmusok egymastol fliggetleniil, tobbszor i1s kialakultak az evolicid soran. A
rendszerek hatterében allo gének és molekuldk feltérképezése rendkiviil fontos és hasznos
a gyiimolcstermesztést tamogatd kutatdsokban, hiszen tudnunk kell a termesztett fajtardl a
termékenytilési fenotipusat, tovabba az ismeretek kozvetleniil felhasznalhatok a fajta-
eldallitd nemesitési folyamat sordn is. A nemesités hatékonysaga célzott genetikai markerek
hasznalataval fokozhato, de fejlesztésiikhoz a fenotipust kialakitd genetikai hattér részletes
ismerete sziikséges. Az idegentermékenyiilés a természetes populdcidkban eldnyods
tulajdonsag, de az arutermd iiltetvényekben egy oOntermékenyiild fajtdndl nem kell
pollenadorol gondoskodni, ami nemcsak a termdteriilet kihasznalasat segiti, de az tiltetvény
munkaszervezését is sokkal hatékonyabbd teszi. Az elmult évtizedekben éppen ezért a
gyimolcsnemesitési programok egyik f6 célkitlizésévé valt az Ontermékenyiild fajtak
létrehozasa. Mivel a gylimdlcsfak szaporitasa vegetativ Gton torténik, a szaporitéanyag nem
az ontermékenyiilés kdvetkeztében jon létre.



A termékenyiilési rendszer genetikai alapjainak feltarasa tobb, mint 30 évvel ezelott
kezdddott el és azdta is kiemelt jelentdségli szakteriilet a gylimolesfakkal foglalkozo
kutatasi programok kozott, amit jol tiikroz az évente megjelend tudomanyos kézlemények
nagy szama. Ezek a vizsgalatok gyakorlati jelentéségiikon tilmenden a fajok kialakuldsarol,
kultarevolucids torténetiikrol és rokoni kapcsolataikrél is nagyon sok informécioval
szolgélnak. PhD disszertaciomban (2007) a kajszifajtak termékenyiilését meghatarozo6 S-
allél-rendszer genetikai jellemzésével foglalkoztam. Ezt kdvetden a vizsgalandé fajok korét
kibdvitve, a Magyarorszagon termesztett minden csonthéjas gylimolcsfaj szamos fajtajaval
dolgoztam. Eleinte diploid, késObb a nagyobb komplexitasi genommal rendelkezd
poliploid fajok S-16kuszat vizsgaltam. Az MTA doktori disszertaciomban a PhD fokozatom
elnyerését kovetd 15 év eredményeit szeretném bemutatni a novekvd ploidiaszintnek
megfeleld sorrendben, valamint foltarni, hogy miként befolyésolta az ontermékenyiild jelleg
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A hazai csonthéjas gyiimolcstermesztés jelentosége

A Rosaceae csaladba tartozd Prunus L. nemzetség kozel kétszdz lombhullatd vagy
orokzold fat és cserjét foglal magaba, melyek kozott szamos gazdasadgilag jelentds
gylmolcstermd, illetve disznovényként iiltetett faj talalhato. Az északi félteke mérsékeltdvi
teriiletein, illetve Azsia, Afrika, Dél-Amerika és Ausztralia szubtropusi €s tropusi erdeiben
fordulnak eld. A nemzetség alap-kromoszdémaszama x=8, a legtobb faj diploid, de szamos
tetra-, hexaploid, esetenként magasabb ploidszintii faj is ismert. A molekularis filogenetikai
vizsgalatok alapjan a nemzetség kialakulasa Kelet-Azsiaban kezdédott el kozel 50 Ma
(milli6 évvel ezelott), ami végiil a maganyos virdgq, illetve sator- és flrtvirdgzat Prunus
fajok (1. dbra) valamint a Pygeum és a napjainkra kihalt Maddenia nemzetségek 11.2 Ma
elkiilontilésével valt teljessé (Kumar €s mts., 2022).

l Malus domestica

L Prunus laurocerasus

Prunus cerasus

| Prunus armeniaca
Prunus domestica

Prunus dulcis

[ | [ [ [ | e IMYA
52 40 30 20 10 0 Time (MYA)

1. abra: A vizsgalt Prunus fajok filogenetikai faja és kialakulasuk becsiilt idopontja a
Timetree adatbazis alapjan (Kumar és mts., 2022).

A vilagon termesztett gyiimdlcsfajok mennyiségét tekintve elsd a bandn, amelyet az
alma ¢és a sz6lo kovet. A csonthéjasok koziil az Oszibarack és a szilva tartozik a 15
legnagyobb mennyiségben termesztett gylimolcsfaj kozé. Kordbban Eurdpanak a csonthéjas
fajok termesztésében meghatiroz6 szerepe volt, de a megndvekedett azsiai termesztés
kovetkeztében ma mar csak a meggy ¢és a cseresznye részaranya kiemelkedo.
Vilagviszonylatban a csonthéjas fajok termésmennyisége 2020-ban 48 743 426 tonna volt,
melybdl Magyarorszag részesedése 120 530 tonna (FAOSTAT, 2022). Magyarorszagon
2019-ben a gyiimolcstermd lltetvények teriiletnagysaga 94 000 hektar volt.
Gytimoélcstermesztés szempontjabol Szabolcs-Szatmar-Bereg megye szerepe kimagaslo,
foként az itt megtermelt alma mennyisége miatt, mert 2019-ben az §sszes almatermés 59%-
at, a betakaritott meggy mennyiségének 21%-4t itt termelték. Osszesen 727 970 tonna
gyiimolcsot takaritottak be ebben az évben. Ennek 68%-a alma, 8%-a meggy, 6% szilva,
3,8%-a 6szibarack, 3,5%-a kajszi és 3%-a korte volt (Kozponti Statisztikai Hivatal, 2022).
Hazéankban az utobbi hat évtizedben mindvégig az alma termesztése volt a legjelentdsebb.
Szilvabol az 1960-as évek kornyékén még kozel annyi termett, mint almabol, am
termesztése folyamatosan visszaszorult, €s napjainkban az akkori termésmennyiségnek mar
csak kozel 20%-at termelik meg a gazdalkodok. A szilva mellett a kajszi és a cseresznye
termesztése is hattérbe szorult, mig a meggy jelentésége nétt. A gyiimolcsok tobbségénél a
felvasarlasi arak szinte folyamatosan emelkednek. A meggy, az alma ¢és a kajszi esetében
azonban évrdl évre jelentdsen ingadozik a felvasarlasi ar. Egyik évrdl a masikra el6fordulhat
akar 50%-osnal is nagyobb kilengés (FAOSTAT, 2022; Kozponti Statisztikai Hivatal,
2022).

Hazank terméhelyi klimatikus adottsagai és a teriiletek fekvése eredendden kivaloan
alkalmasnak voltak tekinthetok a csonthéjas fajok termesztésére, de az elmult idészakban
tapasztalhatd klimavaltozas kovetkezményei komoly nehézségeket okoznak. Elsdsorban a
csapadekeloszlas, az aszaly, illetve az ijonnan megjelend korokozok és kartevok jelentenek
komoly kihivast a termesztOk szdmara. A fajtavalasztds dontd fontossagu, mert a
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termékenytilési tipus ismeretén tul a minél tobb rezisztencidval (biotikus és abiotikus)
rendelkezd fajtak telepitése adhat megoldast a kornyezetkiméld termesztésben. Ennek
tiikrében mar tapasztalhaté a fajtavaltds Magyarorszagon is. A Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal legfrissebb Nemzeti Fajtajegyzékén 2021-ben 0Osszesen 669
gylimolcsfajta talalhat6, koztiik kb. 60% kiilfoldi és 40% hazai nemesitésii. Az almafajtak
szdma a legnagyobb (az Osszes fajta 26%-a). A csonthéjas fajok tekintetében legnagyobb
szamban Oszibarackfajtdk szerepelnek a listan (9,9%), utana kajszi (9,1%), szilva (7,3%),
cseresznye (7,0%), meggy (5,4%) és végiil a mandula (2,5%). A cseresznye, meggy, kajszi
és mandula esetében tobb a hazai nemesitésii fajta, mint a kiilfoldi (NEBIH, 2021).

A meggy a cseresznye (P. avium L.) és a csepleszmeggy (P. fruticosa Pall.) spontan
hibridjeként jott 1étre. Keletkezésének helye Kis-Azsia és a Kaukazus vidékének olyan
régioi, ahol a cseresznye €s a csepleszmeggy terméteriilete fedi egymast (Olden €s Nybom,
1968). Hazankban szinte mindeniitt termeszthetd, az Okoldgiai viszonyokhoz jol
alkalmazkod¢ faj, a fajtak tobbsége junius folyaman sziiretelhetd. Magyarorszagon szamos
telepiilés neve 6rzi a jelenlétét, ami arra utal, hogy régota kedvelt gylimolesrdl van szo:
tobbek kozott Meggyeskovacsi, Meggyespuszta, Somogymeggyes, Nyirmeggyes,
Meggyeshalom ¢s Meggyespele. Jelentdséget tovabb mutatja, hogy a Hungarikumok
Gytjteménye, Magyar Ertéktar jegyzékben szerepel az ‘Ujfehértoi fiirtds’ meggyfajta és az
Ujfehértéi meggypalinka; a Megyei Ertéktarban talalhato a Szanki kézmiives
konyakmeggy; valamint a Telepiilési Ertéktarban a ‘Debreceni bétermd’, a Dunavecsei
meggy ¢s a Bacsalmasi meggyszorp (Hungarikumok Gytjteménye, 2022). Termését inkdbb
a feldolgozdipar hasznositja: befdtt, szorp, dzsem, aszalvany, mélyhiitott gylimolcs stb.
késziil beldle. A gyltimolcshus és a -1¢€ alapjan elkiilonitjiik az amarella tipusu, szintelen levii,
vildgos huasu, valamint a morello tipust, sotétbibor husu, festdlevli fajtdkat. A hazai
génforrasokat jol hasznositva olyan tajfajtak szelekcidja tortént meg, illetve keresztezéses
nemesitéssel olyan fajtakat hoztak 1étre, amelyeket vilagfajtakka valva szamos foldrajzi
régioban termesztenek (Kallay, 1998; 2003). Ezek kozé tartozik a ‘Pandy’, az ‘Ujfehértoi
fiirtés’, az ‘Erdi bétermd’ és a ‘Kantorjanosi’. Eurépa f6 fajtaja a ‘Schattenmorelle’ és
szelektalt klonjai, hibridjei. A meggy egészségvédd szerepére is egyre nagyobb figyelem
iranyul, melyhez hazai kutatasok is nagymértékben hozzajarultak (Gonda és Vaszily, 2018;
Ny¢eki €s mts., 2016; Papp és mits., 2015; Abranké és mts., 2015).

A Kajszi Kozép-Azsiabol vagy Kinabél szarmazik (Vavilov 1926; 1951;
Mehlenbacher és mts., 1991). Friss fogyasztasa mellett a feldolgozoipar szamara is értékes
alapanyagot ad: leginkabb bef6tt, dzsem, gylimolcslé, aszalvany és parlat késziil beldle. A
magyar nemesitésli fajtak izben €s aroméban tébbségében feh’ilml’lljék a kﬁlf('ildi fajtékat
tobbsége juliusban érik. Hatranyuk tovabba, hogy legtobbszor puha husuak sériillékenyek,
rosszul szallithatok, fogékonyak a szilvahimlé (PPV) virusra. Koziiliik legnagyobb
aranyban a ‘Gonci magyarkajszit’, a ‘Ceglédi oridst’ €s a ‘Magyarkajszi’ klonjait
termesztik. Az elmult évtizedben szdmos kiilfoldi fajtat telepitettek itthon, melyek érési
1deje mar egy junius kdzepétdl szeptember elejéig huzodo iddszakot fed le, néhany koziiliik
tolerans/rezisztens a szilvahimld virussal szemben. Ezek a fajtdk kemény husu és élénk
feddszin-boritottsaggal rendelkezd gylimolcsot teremnek (pl. ‘Big Red’, ‘Pinkcot’,
‘Goldstrike’, ‘Bergarouge’, ‘Toyuda’, ‘Ninfa’) (Szalay, 2011; Gonda ¢s Vaszily, 2018).
Tobb mas gyiimolcsfajhoz hasonldan a kajszinal is felgyorsult a fajtavaltas. Az elmult 20
évben tobb mint 500 Uj fajta jelent meg a vilag kiilonb6z6 nemesitdmiihelyeibdl. Hazdnkhoz
hasonléan mas régidkban is korabban minddssze néhany vezetd fajtara korlatozddott a
tomegtermesztés, de ebben ma mar valtozas tortént, az 0j iltetvényekben uj fajtak
talalhatok. A fajta-eldallitdsban vezetd orszagok Franciaorszag, az USA, Olaszorszag,
Oroszorszag, és Spanyolorszadg. A termesztés szempontjabol Torokorszag a vilag vezetd
kajszitermesztd orszaga, bar a Kindra vonatkozé adatok nem pontosak. A hazai
iltetvényekben a magyar fajtdkon til a francia fajtdk dominalnak. A fajtatulajdonsagok
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kozlil Magyarorszagon a fagykarok elkeriilése érdekében kiemelt jelentségli a hosszu
mélynyugalmi iddszak, a lasst virdgriigyfejlodés és a késoi virdgzas (Szabo, 2017; Balogh
és mts., 2019). A Hungarikumok Gyijteménye, Magyar Ertéktar jegyzékben tobb kajszival
kapcsolatos tétel is szerepel: a ‘Gonci magyarkajszi’ fajta, a Gonci barackpalinka és a
Kecskeméti barackpalinka; a Megyei Ertéktarban taldlhato a kecskeméti magyar
kajszibarack és a ceglédi kajszibarack; valamint a Telepiilési Ertéktarban az Izsakon
szelektalt kajszik (Hungarikumok Gytjteménye, 2022).

A szilva termesztésének Magyarorszagon évszazados hagyomanyai vannak, szinte
az orszag barmely részén termeszthetd. A kertészeti szempontbol jelentds szilvafajokat
keletkezési helyiik alapjan eurdpai, kelet-azsiai és €szak-amerikai csoportokba soroljuk.
Hazéankban a hexaploid hazi szilva (P. domestica) faj fajtai dominalnak. A Hungarikumok
Gylijteménye, Magyar FErtéktar jegyzékben az alabbi, szilvaval kapcsolatos tételek
szerepelnek: a Szatmari szilvapalinka, a Békési szilvapalinka és a Szatmari szilvalekvar;
illetve a Telepiilési Ertéktarban a Debreceni muskotalyszilva, Hegyi szilvapalinka
(Szilvorium), Békési szilvalekvaros papucs (Hungarikumok Gytjteménye, 2022). A
legeredményesebb nemesitdéi mithelyek manapsdg Romanidban (Pitesti), Németorszagban
(Geisenheim, Hohenheim, Weihenstephan) és Olaszorszagban (Bologna, Firenze, Marche,
Forli) taldlhatok. A nemesitdi munkéban a friss étkezésre szant fajtak mellett kiilonb6z6
felhasznalasi célokra (pl. 1¢, jam, aszalvany) alkalmas fajtak eléallitasaval foglalkoznak, de
kiemelt cél a PPV rezisztens fajtak létrehozasa is (Surdnyi, 2019). A hazai fajtaszerkezet
folyamatosan valtozik. A ‘Besztercei szilva’ termesztésének van a legnagyobb
hagyomanya, de a szilvahimlére val6 fogékonysdga miatt termdteriilete az utobbi
évtizedekben rohamosan csokkent. Ma mar csak allamilag elismert klonjai szaporithatok,
¢s a klonszelekcid kezdetét vette a masik, autochton szilvafajtank, a ‘Nemtudom szilva’
esetében is. Az elmult két évtizedben elsdsorban négy fajta termesztése volt jellemz6 az
orszagban: ‘Stanley’, ‘Cacanska lepotica’, ‘Blufre’ és ‘President’. Az orszégban jelenleg az
1j, német nemesitésh fajtak telepitése a tendencia, mint a ‘Jojo’ vagy a ‘Top’-sorozat tagjai
(Toth és Bujdoso, 2011; Kovécs, 2011).

A mandula valosziniileg a kozép-azsiai hegyvidékekrdl szarmazik. Kertészeti
szempontbol az olajos magvuak kozé tartozik, mert a mandulabél nagy lipidtartalma miatt
kivald energiaforras. Termését nyersen vagy feldolgozott allapotban fogyasztjuk. Kivalo
cukraszipari alapanyag (marcipan) (Kester és Gradziel, 1996). Az utdbbi idében a
mandulate] az egyik legnépszeriibb tejpdtlova valt. Az elmult négy évtizedben
Magyarorszdg mandulatermesztése jelentds mértékben csokkent, kaliforniai és spanyol
import manduldval taldlkozunk leginkabb. Ennek legfobb oka, hogy Magyarorszag a
melegigényes mandula termesztése terén nem tudta felvenni a versenyt a mediterran vagy
melegebb éghajlata teriiletekkel. A vilag f6 mandulatermeszté vidéke Kozép-Kalifornia,
mely a vilagtermelés kozel felét adja, tovabbi fontos régié még a Foldkozi-tenger partjain
fekvo orszagok, elsdsorban Spanyolorszag. Hazdnkban a mandulanemesités is megsziint a
visszaszoruld termesztéssel Osszefliggésben. Kordbban népszerli magyar fajtdk voltak a
“Tétényi rekord’, ‘Tétényi keményhéjii’, ‘Szigetcsépi 58’ €s a ‘Szigetcsépi 92° (Brozik és
Apostol, 2003; Té6th és Bujdoso, 2011).

2.2. A viragzasbiologiai vizsgalatok kezdete

Az emberiséget a megporzas és a termésképzddés kozotti Osszefliggés mar az
Ujkékorszak (Neolitikum) 6ta foglalkoztatta. A kétlaki kozonséges datolyapalma (Phoenix
dactylifera L.) kézzel torténd mesterséges beporzasardl maradtak fenn torténelmi
bizonyitékok Mezopotamidb6l Hammurapi idejébdl (i.e. 1792—-1750). A II. Assur-nészir-
apli asszir kiraly (i.e. 883—859) Eszaknyugati Palot4janak egyik festményén lathato jelenet
egyértelmiien mutatja be ezt a munkafolyamatot (Porter, 1993). A Foldkozi-tenger
partvidékén mind a mai napig az 6si hagyomdnyok szerint végzik a termds példanyok
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beporzéasat a datolyatermesztok. Plinius (i.sz. 24—79) természetrajzi irasaiban tett utalast
,him ¢és ndi novényekrdl”, de ez a kiilonbség csak a szinre vagy termetre vonatkozott. A
novények ivaros szaporodasat elsdként Rudolf Jakob Camerarius (1665—1721) tisztazta: két
termOs szélfiivet cserépbe iiltetett €s beporzas nélkiil hagyva bizonyitotta, hogy egyik sem
érlelt magot. Késébb ezt kenderrel, ricinussal és spenottal is kiprobalta. Elsdként
azonositotta a porzékat a him, a termdt a ndi ivarszervként. Az ivaros szaporodas
felismerését nagyban nehezitette az a tény, hogy a ndvényfajok tobbsége himnds viragokkal
rendelkezik, de Camerarius az ilyen ndvényeket a hermafrodita allatokhoz hasonlitotta.
Eredményeit 1694. augusztus 25-én levél formdjaban kiildte el egy giesseni tanarnak,
Michael Bernhard Valentinnak. A ,,Levél a novények szerelmérdl”, De sexu plantarum az
elsd tudomanyos mii a ndvények ivaros szaporodasardl. Eredményeit Josef Gottlieb
Kolreuter (1733—1806) késdbb megerdsitette: szamos keresztezést végzett dohanyfajokkal,
szegfiivekkel, violaval, beléndekkel, okorfarkkoroval és maszlagokkal. Bebizonyitotta,
hogy eredményesen csak a rokon fajok keresztezhetdk, vagyis a keresztezéseknek €ppen
olyan hatdrai vannak a ndvényeknél is, mint az allatvilagban (Rapaics, 1932).

A virdgzésbiologia alapitdjanak Konrad—Cristian Sprengel (1750-1816) német
papot és botanikust tartjak, aki 1793-ban megjelent konyvében elséként irta le a virdgos
novények rovarok segitségével torténd beporzasdnak mechanizmusat. Kézvetleniil nem a
termékenytilés folyamatat elemezte, hanem a virdgszerkezet azon részeivel foglalkozott,
ami a beporzast szolgalja és a rovarokat csalogatja (Patkd, 2017). Késébb Charles Darwin
(1809-1882), az evolucidelmélet kidolgozoja rengeteg vizsgalatot végzett a novények
ivaros szaporodasaval kapcsolatban, mert e téma kiilondsen érdekelte. Osszefoglald
munkaival megalapozta az inkompatibilitds tudomanyteriiletét, eldszor a ,, The effects of
cross and self-fertilization in the vegetable kingdom” (1876), majd a ,, The different forms
of flowers on plants of the same species” (1877) cimii konyve jelent meg. ,,Alig képzelhetd
el csodélatosabb dolog a természetben, mint a kiilsé hatasokra reagald ivaros jelenségek
érzékenysége ¢és finomsaga. Latjuk, mennyire kifinomultnak kell lennie azoknak a
rendszereknek, amelyek biztositjdk, hogy a ndvény sajat pollenjével nem tud
megtermékenyiilni, ellenben egy masik fajbéli egyedével igen” (Darwin, 1878). Rendkiviil
részletesen foglalkozott a morfologiai kiillonbségeken alapuld inkompatibilitasi tipussal,
melyet a Primula fajokon tanulmanyozott. Kiilonféle kombindciokban végzett
keresztezéseket tobb mint 50 olyan faj esetében is, amelyeknél a virdgszerkezetben
morfologiai eltérést nem talalt. Ekkor allapitotta meg, hogy ,,az idegentermékenyiilés
altalaban hasznos, mig az Ontermékenylilés gyakran karos kovetkezményekkel jar”.
Vizsgalatai k6zott szamos 6nmeddd faj szerepelt, melyek mind a mai napig modellndvényei
a szakteriiletnek, mint példaul a Petunia nemzetség képviseldi (McClure, 2009). Compton
(6nmeddd) ardnyt hasadast mutatott ki, ami mendeli 6roklésmenetre utalt a tulajdonsag
tekintetében.

East és Park (1917) jelentés megallapitasra jutottak az 6t nemzedéken at vizsgalt
Nicotiana forgetiana x N. alata hibridekkel kapcsolatban. Olyan csoportokat azonositottak,
melyek tagjai egymadst kolcsondsen nem termékenyitették (,,intrasteril”), de a csoportok
egymas kozott kompatibilitast mutattak (,,interfertil”). Az egyes csoportokat nagybetiikkel
jelolték (X, Y és Z). Ma mar tudjuk, hogy ez elsd kolcsonds medddséget mutatod, un. inter-
inkompatibilitdsi csoportokat (CIG: cross-incompatibility group) irtak le. Ennek
megfelelden javasoltdk, hogy a ,.self-sterility” kifejezés helyett a szakmailag helyesebb
,self-incompatibility” szerepeljen a hasonld fajok jellemzésénél. East ¢s Mangelsdorf
(1925) ezekben a csoportokban hiarom kiilonb6z6é faktort azonositottak, melyeket Ok
sallelomorph”-ként irtak le, és a ,sterility” szobol kiindulva Si, S> €és S3 néven
kiilonboztették meg. Ugyanezt a jelolési rendszert hasznaljuk azota mind a mai napig az
egyes S-allélok jelolésénél. Meghataroztak, hogy a Class X = S153, a Class Y = S152 és a
Class Z = $»853 genotipusokat jelent. Tovabbi négyéves munkéval sszesen 16 kiilonbozo S-
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allélt talaltak Nicotiana fajokban (East és Yarnell, 1929). East a ,,Nicotiana-tipust
inkompatibilitds” hatterét genetikailag szabalyozott rendszerként jelolte meg, amelyet az S-
lokusz egyes valtozatai koordindlnak: az azonos S-allélokat hordozo egyedek egymast
kolcsondsen nem tudjak termékenyiteni (McClure, 2009). Ugyanakkor a rendszer pontos
molekularis mechanizmusa nem volt még ismert, ennek felderitéséhez az S-allélok altal
kodolt fehérjék azonositasara volt sziikség, amely a dohany esetében kozel 60 évvel késobb
kovetkezett csak be.

A populaciogenetikusok figyelmét az S-lokusz vizsgalatok akkor keltették fel,
amikor Emerson (1939) jelentés mértékii polimorfizmusrdl szamolt be az Oenothera
organensis faj esetében. Egy, a populacioban ritka allél szamara tobb olyan novényegyed
talalhato, amelyen sikeres termékenyiilést tud eldidézni, igy a kovetkezd nemzedékben
nagyobb lesz a gyakorisaga. Ez a kiegyensulyozo szelekcid, ami folyamatosan noveli a ritka
¢s csokkenti a gyakori allélok populécion beliili gyakorisagat, és a hosszatavon fennmarado
polimorfizmus egyik alapja (Kohn, 2008). Mindezek figyelembevételével egyértelmiivé
valt, hogy a rendszer poliallélikus, vagyis a populdcidban szamos génvaltozat fordul el
minden olyan faj esetében, ahol ez a mechanizmus biztositja az idegentermékenyiilést.

2.3. Az 6nmedddség hazai kutatasanak rovid torténete

Mikozben az 6nmedddség elkeriilésére szolgaldé mechanizmusok a ndvényvilag
evollcidja soran a fejlodés korai szakaszaban megjelentek, annak tényét, kdvetkezményeit
¢s kiilonosen molekuldris hatterét viszonylag késon ismerte fel a tudomany. Az els6 magyar
nyelvii kertészeti szakirodalom, Lippay Janos Posoni kert cimii, 1664—1667 kozt megjelent
munkdaiban még nem esik sz6 a megporzasrol, termékenyiilésrdl, gyiimdlcskdtodésrol. Ez
nem meglepd, hiszen a virdgszervek ivaros szaporodasban betoltott szerepét csak jo szaz év
elteltével ismerte fel Christian Konrad Sprengler és Joseph Gottlieb Kolreuter. Ok voltak az
elsdk, akik a himsterilitas és dnmedddség jelenségérdl is beszdmoltak, de felismeréseiket
nem fogadtdk el kortarsaik. A tényt, hogy a viragok az emberi szexualitdshoz hasonlo
folyamatokért feleldsek, ,,iskolasgyermekek szorakoztatdsara alkalmas tlindérmesének”
tekintette a tuddsok tobbsége. Kozel 70 év elteltével ismerte fel Charles Darwin, hogy a
Sprengel konyvében rogzitett megfigyelések megalljak a helyiliket. Az orchideafajok
termékenytilésével kapcsolatos kisérleteihez mindez komoly tampontot adott, és a Fajok
eredete cimli konyve utan megjelend kotetében (1862) mar komoly aldtdmasztassal
rogzitette, hogy a természetben a novényfajok ,,irtdznak” az dntermékenyiiléstol.

Jollehet Kolrauter felismerte, hogy az anyai és az apai tulajdonsdgok egyarant
megjelennek az utddban, erre koherens magyarazatot csak Mendel adott, és ennek altalanos
elfogadasaért is a XX. szazad elejéig kellett varni. Ehhez képest meglepd, hogy a hazai
kertészeti szakirodalomban mar ezt megel6z6en megjelent a valodi keresztezéses nemesités
modszere (Toltényi, 1820; Pongracz, 1822/2022). Toltényi tanulményaban kiilon kitért az
idegen fajta pollenjének nagyobb termékenyitd hatasara. Dobbenetes, hogy ez a jelenség a
magyar szakirodalomban ugyanabban az id6ben jelenik meg, mint Anglidban, illetve két
évvel még elobb is. Swayne (1822) a kortével végzett kisérletek soran tapasztalta, hogy az
idegen pollennel végzett megporzasbol tobb gyiimdles kotddott. Kovetkeztetése az volt,
hogy a mesterséges megporzasnak a jovOben nagyobb szerepe kell legyen a
gylimolcstermesztésben, ugyanugy, ahogyan azt az uborka és a sargadinnye termesztésénél
is alkalmazzak.

Ezek a korai felismerések azonban igen lassan keriiltek be az 4ltalanosan elfogadott
tudomanyos ismeretek kozeé. Schilberszky Karoly 1908-ban még tigy gondolta, hogy az az
aggodalom, hogy ,,azonos fajtaji tomegesebb iiltetvényeken kisebb terméshozam varhat6”,
nincs indokolva. Angyal Dezsé egy olvasoi kérdésre adott valaszaban a terméketlenség
szoba johetd okai kozott csak az elhibdzott metszést, a tulzott mértékii tragyazast és a fak
¢letkorat emlitette meg (Angyal, 1925).
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Mohacsy Matyds, még Mahdcs Matyas néven kozreadott Gyakorlati
gyiimélcstermesztés (1922) cimii kotetében kiilon fejezetben foglalkozott a gyiimolcsfak
terméketlenségének okaival. Az okok kozott a kedvezdtlen termdhely, a sirt {iltetés, a
metszési hibak, a nem megfeleld talajmiivelés €s a talajuntsag jelensége mellett megjelent
a viragporszemcsek ,,tokéletlensége” is. A jelenség leirasabol jol lathatod, hogy a napjaink
szohasznalataval 6nmedddségnek nevezett tulajdonsag egyik elsé emlitése ez a hazai
szakirodalomban. Kozli, hogy a fak mas fajtatdl tavol tiltetve tobbé-kevésbé terméketlenek
maradnak. A jellemvonas allandésagat, kiilsé tényezdk befolydsold hatasat még nyitott
kérdésként mutatta be, de vildgossé tette, hogy a termesztdnek a gylimolesfajtak ilyen
tulajdonsagara a legnagyobb gonddal kell lennie, ahogyan azt az amerikai termesztok is
teszik, akik iiltetvényeikben vegyesen telepitik a fajtakat. Mohacsy a konyv eldszavaban
megemlitette, hogy a konyv megirasakor a kozel 10 éves kiilfoldi utazasai alatt szerzett
tapasztalatokra hagyatkozott. Ennek segitségével kdnnyen feltarhato a szellemi kapcsolat,
hiszen utazasai soran példaul Kaliforniaba és ,,Angolorszagba” is eljutott. A gylimolcsfak
onmeddoségérdl a XX. szazad elejétdl kezdve egyre tobb szakirodalmi forrasban esik sz6
elsdsorban a kaliforniai mandulanemesitési (Tufts és Philp, 1923) és az angol
cseresznyenemesitési (Crane, 1923; Crane €s Brown, 1938) programoknak kdszonhetden.
Az irényitott megporzassal végzett kisérletek eredményeként ekkor mar sor kertilt elészor
né¢hany mandula-, majd cseresznyefajta S-genotipusanak meghatarozasara is.

A fentiek fényében kiilondsen érdekes, hogy Sajoé Karoly mar a szdzadfordulot
kovetd években atfogd beszamolot irt arrol, hogy a gylimolcsfak tobbsége mas fajta
pollenjét igényli ahhoz, hogy teremni tudjon (Sajo, 1902). Vagyis, hogy az idegen pollen
nemcsak fokozza a termékenyiilést, de a sajat pollen nem is képes termékenyiteni. Egyben
arra is magyarazatot adott, hogy mindezt miért nem ismerték fel kordbban Eurdpéaban: az
europai kertekben hagyomanyosan vegyesen iiltették a kiilonb6z6 fajtakat, mig Amerikdban
hatalmas, monokulturas {ltetvényeket Iétesitettek. Ezt a kozlést az angol nyelvii
szakirodalomban is csak Waugh (1896) szilvara és kajszira, valamint Corsa (1896)
mandulara vonatkozd, hasonl6 értelmii kozleményei el6zték meg par évvel. Ennek ellenére
tobb évtized telik el, mire ez az altalanos, botanikai ismeret helyet kdvetel maganak a
kertészeti szakirodalomban is.

A Kertészet folyoiratban 1927. januar 15-én megjelent egy szerkesztdi kdzlemény,
miszerint sokan panaszkodnak, hogy meggyfaik bar bdségesen virdgoznak, gylimolesot
mégsem kotnek. A problémadra kindlt egyik magyardzat a Monilia okozta karosodas, a
masik, hogy a ,,nemes meggyfa bljja virdgja sajat himporatdl nem tud megtermékenyiilni”,
ezért azt javasoltdk, hogy vad meggyfat kell nevelni a nemesek kozott. Horn Janos
ugyanezen lap hasédbjain, a marcius 15-1 szamban a sok terméketlenséget okozd tényezd
kozott emliti, hogy ,,gytimolcsfaink tilnyomo része ugyanis az jabb megallapitasok szerint
tobbnyire nem Onbeporzas révén termékenyiil meg, hanem ez legtdbb esetben mas fajta
pollenje segélyével. Ez részben a sajat himpornak a sajat bibével szemben eldallo
természetes medddségében. .. leli magyarazatat.” Erdekes, hogy a magyarazat ellenére,
Horn Janos a ‘Pandi’ meggy termékenytilési problémainak legvaloszinlibb okaként mégis
annak moniliaérzékenységét emliti (Horn, 1939), mikézben a mandulaval kapcsolatban
tényként kozli, hogy virdgai onmedddk, azaz idegen beporzast kivannak. Mindez jol
mutatja, hogy az 6onmedddség jelenségének altalanos el6fordulasat, evolucids szerepét még
nem ismerték fel, amit feltehetdleg az is nehezitett, hogy a mandula legkozelebbi rokona,
az Oszibarack viragai altalanosan dntermékenyiilének bizonyultak (Horn, 1937).

A ‘Germesdorfi’ cseresznyefajta termOképességével kapcsolatban is egyre tobb
probléma jelentkezett a XX. szdzad kozepén, holott a kertészeti szakirodalomban
altalanosan elterjedt nézet volt ebben az idében, hogy a ‘Germersdorfi’ fajta
»~-magamegtermékenyiil6”. A kérdés tisztazdsa érdekében Varga Ferenc szabdlyosan
elvégzett, iranyitott megporzast kovetd gylimolcskotodeési vizsgalattal igazolta, hogy 242
sajat pollennel megporzott viragbol minddssze 7 termés kotodott, vagyis a fajta nem lehet
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ontermékenyiild (Varga, 1942). Sajnos a jelenség genetikai hatterére vonatkozoan téves
elméletet alkotott. Ehhez minddssze a kotddési aranyt vette alapul és négy recessziv letélis,
valamint domindns elnyomo allélok jelenlétét feltételezte, holott a gyiimdlcsfak
onmedddségének genetikai hattere (egy 16kusz szamos allélvaltozattal) ebben az idoben mar
ismert volt a kiilfoldi szakirodalomban (Crane, 1923; Crane és Brown, 1938). A fenti
torténeti adatok jol mutatjak, hogy a tudomanyos informécidok aramlasa kiilfoldrol
Magyarorszagra, valamint az elméleti tudomany foérumairdl a gyakorlati alkalmazés felé
nem volt akadalytalan.

Hazankban a gyiimdlcsfak termékenységével kapcsolatos vizsgalatok a XX. sz.
kozepén, a monokultiras nagyiizemek Iétesitésekor valtak igazan intenzivvé. Ekkor
els6sorban Magyar Gyula és Maliga P4l inditottdk el ezeket a kisérleteket, kés6bb tobbek
kozott Nyéki Jozsef, Brozik Sandor, Toth Elek és Szabo Zoltan munkéssaga valt
meghatarozova. A vizsgalatoknak oridsi lendiiletet adott, amikor a 90-es évek elején sikeriilt
azonositani a gyiimolcsfak dnmedddségének kialakitasaban kulcsszerepet jatszo egyik
molekulat (a bibefunkciot meghatarozo ribonukleaz enzimet). igy lehetévé valt a jelenség
biokémiai és molekularis genetikai eszkozokkel torténd vizsgalata, ami kézvetlen modon,
gyorsan azonosithatdva tette a fenotipus hatterében all6 allélokat. Kutatécsoportunk ehhez
a tudomanyos programhoz csatlakozott a 2000-es évek elején.

2.4. Az onmedddéségi (inkompatibilitasi) rendszerek jelentosége

crer

kiemelten fontos szerepet jatszik. Két tipusat kiilonboztetjilk meg: inter- és intraspecifikus
forma. Az interspecifikus inkompatibilitds két kiilonbozé faj fertilis genotipusainak
keresztezése soran a fajhibrid zigota létrejottének megakadalyozasat jelenti (pl. a
pollencsirazas elmaradédsa vagy az abnormalis pollentdmlé miatt). A jelenség korlatozza a
fajok kozti génaramlast (De Nettancourt, 1977; Pershina és Trubacheeva, 2017). Az
intraspecifikus inkompatibilitds sordn egy fajon belil két fertilis egyed kozott nem
kovetkezik be a termékenyiilés. Nemcsak az azonos genetikai hatterii, idegen eredettl,
hanem a sajat pollenszem sem képes a termékenyitésre. Az ilyen tipusi mechanizmusokat
a ,,self-incompatibility” kifejezés alapjan SI rendszernek jeldljiik. A ,,self” kifejezés a sajat
€s a sajattal azonos tipusu pollenszemekre utal. Megjelenésiik az evolucid korai szakaszéban
jelentds mértékben hozzajarult a zarvatermdk robbandsszerli elterjedéséhez a genetikai
variabilitas novelésének kdszonhetden (Ferrer €s Good, 2012). A beltenyésztés okozta karos
hatasok elkertiilése a fajok sikerességének alapja lett (Allen és Hiscock, 2008). A ndvények
szaporodasi stratégidkat attekintd tanulméanyok. A zarvaterm6 ndvénycsaladok tobb mint
60%-aban, legalabb 100 ndévénycsaladban, megkdzelitéleg 250 nemzetségben eldfordul
valamilyen SI rendszer, amelyek egymastol fliggetleniil, konvergens méddon alakultak ki
(Raduski és mts., 2012; Sawada és mts., 2014). Ezen nemzetségek kozott nagyszamu
gazdasagilag kiemelt faj és azok nemesitési szempontbol jelentds vad rokonai talalhatok,
igy a tulajdonsag alapos megismerése €s a termesztésben valo megjelenése, felhasznalasa
ravilagit, hogy miért foglalkoznak a szakemberek és a kutatok kozel 200 éve e rendszerek
részletes vizsgalatdval. Néhany kiemelt példa a sorbdl: repce (Brassica napus L.),
napraforgo (Helianthus annuus L.), olajfa (Olea europaea L.), kakad (Theobroma cacao
L.), tea (Camellia sinensis L.), csonthéjasok, almaterméstiek, kavé (Coffea arabica L.),
burgonyafélék, valamint a képosztafélék népes csalddjanak tagjai (Mufioz-Sanz és mts.,
2020).

A XX. szazad elején a maganvallalatok és kozintézmények nemesitdi is nagy
hangsulyt fektettek a termékenyiilési statusz vizsgalatdra. Az angliai John Innes Kertészeti
Kutatointézet szilva, cseresznye és alma estében 1911-ben kezdte meg az inkompatibilitasi
viszonyok feltdrasat, majd 1930-t61 kortével is folytattak vizsgélatokat (Crane és Lewis,
1942). Az elsé komolyabb eredményt zoldségfélék esetében a Sakata Seed Company
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jelentette be 1940-ben, amikor bemutattak az elsé olyan F; hibrid kdposztafajtat (‘Suteni
Kanran’), melynek nemesitése soran az SI jelenséget hasznaltak fel. Ezt kovetéen a Takii &
Co. Ltd. vallalat is kozz¢é tett két hasonlé mddon eldallitott fajtat (‘Choko-1¢’ és ‘Choko-
Icc’) 1950-ben (Watanabe és mts., 2008). Ezutan a nemesité mithelyekben az alabbi fajok
esetében indult el intenziv termékenyiilési vizsgalat a hatékonyabb és tervszerii nemesités
érdekében: burgonya (Solanum tuberosum L.), napraforg6, rozs (Secale cereale [L.] M.
Bieb.), kakao és pomelo (Citrus grandis Osbeck) (De Nettancourt, 2001).

2.5. Az inkompatibilitas tipusai

Szamos kiilonbozd tipusu, egymastol fiiggetleniil 1étrejott SI rendszer ismert,
melyek tobbféleképpen is csoportosithatok (2. abra). A fejlddési fazis alapjan besorolt
tipusok szerint néhany faj esetében a termékenyiilést kovetden 1étrejon a zigota, de fejlodése
gatolt, ezért abortalodik, igy poszt-zigotikus inkompatibilitasi reakcio kovetkezik be. Ezt a
tipust un. ,,late-acting self-incompatibility” (LSI) elnevezéssel is jelolik. Tobb faj esetében
irtak le ilyen jelenséget, pl. Citrus grandis Osbeck, Asclepias exaltata L., Handroanthus
impetiginosus L. (Lipow és Wyatt, 2000; Chai ¢és mts., 2011; Bittencourt, 2017). A masik
formaba a zigdta 1étrejottét megakadalyozo rendszerek tartoznak, melyeket k6zos néven
pre-zigotikus csoportnak hivunk. Ennél a megtermékenyités sem kovetkezik be, igy zigdta
sem alakulhat ki. Az ismert mechanizmusok tulnyomo tobbsége ilyen jellegli, melyek még
tovabb tagolhatok a virag morfologidja szerint. Ha maga a viragszerkezet akadalyozza a
sajat pollen altali megtermékenyitést, akkor idébeli vagy térbeli elkiiloniilés is lehetséges,
melynek 6sszefoglalé neve a heteromorfikus tipust inkompatibilitds. Az elsé esetben a
dichogédmia a him- vagy néi ivarszervek funkcidképességének egymdashoz viszonyitott
iddbeli eltolodasa miatt kétféle lehet (Bertin és Newman, 1993). Amennyiben a bibe a
portok érése elétt valik fogékonnyad (receptivvé), akkor protogyniardl beszéliink
(,,himel6zés”), pl. a Magnolia grandiflora L. esetében. Ha a portokok korabban felrepednek
¢s a pollenszem kiszoérodik, de a bibe még nem funkcidképes, megporzasra alkalmatlan,
akkor protandria (,,n8el6z¢és”) torténik, ilyen pl. a Geranium maculatum L. (Routley és mts.,
2004; Allen és Hiscock, 2008). Az ivarszervek térbeli izolacioja a heterosztilia, amely eltérd
hosszusagu bibe- és porzoszalakat jelent. A két- vagy haromféle bibemorfologia szerint
disztilia (pl. Linum és Primula fajok) vagy trisztilia (pl. Narcissus és Oxalis fajok) is
eléfordulhat (Barrett, 2019). A sokoldaltian hasznosithat6 hajdina (Fagopyrum esculentum
Moench) kedvezd taplalkozéas-¢€lettani €s gydgyhatast jellemzoi miatt egyre népszeriibb €s
nagyobb teriileten termesztett szant6foldi kultira. Inkompatibilitdsara a heterosztilia
jellemzd, ezért ebben a kategoridban ez a legtobbet vizsgalt faj (Matsui és Yasui, 2020).
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2. abra: Az inkompatibilitasi rendszerek négyféle csoportositasa (kiilon szinekkel jeldlve)
a fejlodési fazis (sarga), a virag morfologiai alkata (zold), a genetikai szabalyozas alapjai (kék),
illetve a reakcid helyszine szerint (sziirke).

A homomorfikus inkompatibilitas azt jelenti, hogy 6nmagéaban a virdg morfologiaja
nem korlatozza a sajat vagy vele azonos genetikai hatterti pollen bibeszajra kertilését, de a
fizikai akadaly nélkiil sem kovetkezhet be sikeres termékenyiilés. Ennek oka, hogy a sajat
vagy azzal genetikailag egyezd pollen molekuldris szinti felismerését kovetéen annak
csirdzésa vagy a pollentdomld novekedése lesz gatolt. Két nagy csoportra oszthatd ez a
kategoria (3. abra): sporofitikus (SSI) és gametofitikus inkompatibilitas (GSI). A miikodési
mechanizmus lényege, hogy a GSI soran a pollen fenotipusat sajat haploid genotipusa
hatarozza meg. Az SSI rendszerben a pollen fenotipusat a pollenadé novény genotipusa
hatarozza meg (Ebert és mts., 1989; Kao és Huang, 1994). E 1ényeges kiilonbség abbodl
adddik, hogy a szabalyozasban résztvevd gének expresszidja mikor kovetkezik be. Az SSI
soran a mikrosporogenezis folyamatdban még a meidzis elétt megjelennek az S-allél
fehérjetermékek, igy a diploid fajok esetében két allél fehérjeterméke lesz jelen és kertil
majd 4t a haploid mikrosporaba. Emiatt, bar genetikailag haploid a sejt, a pollenad6 névény
mindkét fehérjevaltozatat tartalmazza, ami lényeges pont a sajat-idegen felismerési
reakcioban. A GSI esetében csak a meidzist kovetden szintetizdlodnak a specifikus fehérjék,
igy a haploid genotipusnak megfelelden, csak egyféle fehérje vesz részt az inkompatibilitasi
reakcioban (Clark és Newbigin, 1993). Tovabbi eltérés még, hogy a GSI esetében altaldban
nedves a bibefeliilet, bicellularis a pollen és az inkompatibilis pollentomld novekedése
elindul, 4&m a bibeszalban leall. Az SSI sordn szaraz a bibeszaj, tricellularis a pollen és a
pollenszemek nem tudnak pollentomldt fejleszteni, mert a gatlas a bibeszd) feliiletén
torténik meg (Silva és Goring, 2001; Allen és Hiscock, 2008). SSI tobbek kozott az alabbi
novénycsalddokban fordul eld: Brassicaceae, Asteraceae, Convolvulaceae, Betulaceae,
Caryophyllaceae, Sterculiaceae és Polemoniaceae (Hiscock és Tabah, 2003). GSI jellemzi
tobbek kozott a kovetkezd novénycsaladokat: Solanaceae, Papaveraceae, Rosaceae,
Ranunculaceae, Fabaceae, Onagraceae €s Scrophulariaceae (McClure €és Franklin-Tong,
2006). A két tipusban el6forduld altalanos vondsok nem jelentik azt, hogy pontosan
ugyanazon gének és szabalyozasi folyamatok jatszanak szerepet a fenotipus kialakitasaban.
Még a GSI csoporton beliil is eltérd géneket azonositottak kiilonb6z6 ndvénycsaladokban.
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Az S-l6kusz specialis modon egyiitt kodolja az Un. bibe- és pollenkomponenst (S-
determindnsok), ezért multigén lokusznak nevezziik, melyek fehérjetermékei kozott
lejatsz6do reakciok eredményezik a genetikailag eltérd vagy megegyezd pollen azonositasat

(Iwano ¢s Takayama, 2012).
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3. abra: A GSI (gametofitikus dnmedddség) és SSI (sporofitikus dnmedddség) rendszerek
mukodése (Newbigin és mts., 1993 és Biology Forums Gallery abraja alapjan modositva). GSI soran
a haploid pollenszem genotipusa hatdrozza meg a fenotipust. Az azonos S-allélterméket tartalmazo
pollentomlé novekedése a bibeszalban megtorpan, mig az eltéré genotipusi pollentdomld
akadalytalanul halad. SSI soran a haploid pollen fenotipusat a pollenadé diploid névény hatarozza
meg. E kiilonos jelenség az eltérden iitemezett génkifejezddésbdl adodik: GSI esetében az S-allél
fehérjetermékei a meiozis befejeztével szintetizalodnak, mig az SSI esetében a tetradallapot
kialakulasa el6tt, igy mindkét allél fehérjeterméke megjelenik az érett pollenszemben, s részt vesz a
sajat/idegen felismerési reakciokban.

PT: pollentomld, Si-fehérje: zold, Sx-fehérje: kék, S3-fehérje: barna, Si-fehérje: lila szinnel
jelolve

2.6. Milyen gének iranyitjak a csonthéjas fajok inkompatibilitasi rendszerét?

A XX. sz4zad utolsé negyedének nagy kihivasa volt az SI rendszereket miikodtetod
gének ¢és fehérjék azonositdsa, jellemzése. Olyan molekuldkat kellett keresni, amelyek a
megporzas ¢élettani folyamatdhoz illeszkedve, a sejt-sejt kozotti kommunikacié alapjan
képesek iranyitani a sajat/idegen felismerési folyamatot. Az egy 16kuszon alapul6 genetikai
hattér a maga egyszeriségével jo kiindulasi alapot adott a biokémiai és molekularis
vizsgélatokhoz. A fehérjék azonositdsdhoz a kordbban megismert torvényszertiségekbdl
indultak ki.

Gyakorlatilag a rendszer 1ényege, hogy a sajat tipusu pollen elutasitasa, mig az eltérd
genetikai hatterti novényrdl szarmazo idegen pollen elfogadéasa precizen kell miikodjon. A
pollen-bibe kozti reakcié a sejtek kozotti térben, az Uin. extracellularis matrixban (ECM)
jatszodik le, és a jelatviteli folyamatok mindkét iranyban zajlanak. Az ECM foként
lipideket, szénhidratokat és glikoproteinek tartalmaz, igy a komponensek azonositasahoz
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ezen molekulak kozil kellett megtaldlni az S-l16kuszra specifikusakat. A vizsgélatokat
nagyban nehezitette a jelentds mértékii polimorfizmus, a jelenségért felelés molekulakra
jellemzd variabilitds (McClure, 2009).

Pandey (1967) volt az elsd, aki megprobalt olyan izoenzimeket detektalni, amelyek
megfelelnek az ismertetett kritériumoknak. Kilenc nmeddd (OM) Nicotiana alata és nyolc
ontermékenyiilé (OT) N. alata x N. langsdorffi genotipus vizsgalata soran arra jutott, hogy
peroxidaz izoenzimek befolyésoljak, szabalyozzak az S-allélok altal kodolt fehérjetermékek
mukodését, bar nem zarta ki mas enzimek jelenlétét sem. Eredményei megvitatasanal kitért
arra, hogy az egysejtli Tetrahymena pyriformis ivaros szaporodasanal ehhez hasonlé modon
¢szteraz izoenzimeket tarsitottak a variabilitdis novelése érdekében miikodd
mechanizmussal. Késébb Bredemeijer és Blass (1981) kiilonb6z6é N. alata genotipusokban
S-allél-specifikus fehérjéket irtak le. Harom S-allél termékét azonositottak, melyek
jelenlétét igazoltdk a bibeszaj- €s bibeszalszovetekben, de a levelekbdl hidnyoztak. A
fehérjék mennyiségének novekedése a virag fejlodésével egyre nagyobb mértéki volt. Az
OT és OM genotipusokban koncentracidbeli eltérést nem tapasztaltak. A fehérje tipusat nem
tudtdk meghatarozni, de kizartdk azt, hogy peroxidaz vagy észterdz izoenzimek lennének.
Egy évvel késobb Mau és mts. (1982) a cseresznye (Prunus avium L.) S$3Ss genotipust
‘Lambert’ fajtajabol készitett bibekivonatokban egy glikoproteint azonositottak. A fehérje
szerepe az Onmedddség kialakitasaban megkérddjelezhetetlen volt (gatolta a taptalajon
fejlddé sajat pollentomlék novekedését), ezért ,,Antigen S” néven jelolték meg.
Szénhidrattartalma 16,3%-0s volt, toltése 8,8 pH-n pozitiv, molekulatomegét pedig 37-39
kDa-nak hatdroztdk meg. A kutatdcsoport in vitro pollentomlé-novekedési vizsgalatot
végzett a bibekivonatokbdl izolalt fehérjékkel, és csak az ,,Antigen S” fehérje gatolta az 5354
genotipusit ‘Napoleon’ fajta pollentdmldinek ndvekedését 20 pg/ml koncentracidban.
Semmilyen mas bibekivonatbol izolalt komponensnek nem volt ilyen hatasa. Kontrollként
még allati eredetli fehérjéket is teszteltek, de egyik sem mutatott inhibitorra utald
eredményeket a hiszton, a szérum albumin, a citokrom C, valamint a két glikoprotein, az
ovalbumin és a tireoglobulin koziil (Raff és mts.,, 1981; Williams és mts., 1982).
Hasonloképpen vizsgaltak harom N. alata genotipusbol gytijtott pollenszemeket in vitro
koriilmények kozott. Ugyanezen genotipusok bibekivonatabol izolalt S-glikoproteinek
jelenléte a pollencsirazast nem befolyasolta, de a pollentomlé novekedését minden esetben
gatolta (Jahnen és mts., 1989).

Négy kiilonb6z6 N. alata genotipus keresztezéseibdl szarmazo 53 novényen veégzett
kétdimenzids gélelektroforézis segitségével sikeriilt az Sz-allél 32 kDa fehérjetermékét
elkiiloniteni. Kémiai deglikozilacidval eltavolitottak a szénhidratldncot, amely fukoz,
arabinoz, xil6z, mannoz, galaktoz és feltehetden gliikoz komponenseket tartalmazott, de a
monoszacharidok aranyat ¢€s elhelyezkedését a lancban nem tudtak még pontosan
megjelent egy 27 kDa méretli fehérje. Ez egy kicsit nagyobb volt, mint a deglikozilacioval
kapott 26 kDa fehérje, de egybevagott azzal az elmélettel, hogy az eredeti fehérjérdl levalik
a szignalpeptid, amikor az az extracellularis térbe szekretdlodik. Ennek alapjan az S$2S53
genotipusbdl készitett cDNS-konyvtar lehetdséget adott az elsd S-allél (S2) cDNS-
szekvencia megismerésére (Anderson és mts., 1986). Harom évvel késébb még tovabbi két
S-allél (S5 és Ss) cDNS-szekvenciat sikeriilt meghatarozni (Anderson és mts., 1989). Ezek
az eredmények segitettek tisztdzni azt az alapvetd kérdést, ami mar régodta szamos
kutatocsoportot foglalkoztatott: milyen fehérjét kodol az onmedddséget kialakitd rendszer
bibekomponens génje?

2.6.1. A bibekomponens szerkezeti jellemzése és funkcidja

A héarom ismert, szarmaztatott aminosav-szekvencia bizonyos régiokban jelentds
konzervaltsdgot mutatott, mas részeken ugyanakkor nagyobb eltéréseket tapasztaltak.
Tovabbi S-proteinek N-terminalis oldal fel6li szekvenalasa (S1, Sz, S3, Se €s S7) igazolta a
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homologiat a paradicsom (Solanum lycopersicum L.) bibeszdvetébdl izolalt glikoproteinnel
(Jahnen ¢és mts., 1989). A fehérje pontos azonositdsahoz McClure és mts. (1989) munkai
vezettek el. A szekvenciak elemzésekor azt talaltdk, hogy azok homologok az Aspergillus
oryzae T» és a Rhizopus niveus Rh extracellularis ribonukledazokkal (RN-azok). A két
jelentésebb mértékli egyezést mutatd régié (a 67-72. és 138-142. aminosavak kozti
szakaszok) a gomba RN-azok enzimkatalizisért felelds aktiv centrumait képezik és a harom
ismert dohdnyszekvencia esetében is konzervaltnak mutatkoztak. A 122 aminosavbol 30
megegyezett, tovabbi 22 pedig kémiailag hasonl6 aminosav volt. A 10 cisztein kozil 5
azonos pozicidban volt a gomba RN-4zok ciszteinjeivel, melybdl kettd (86. és 143.)
diszulfidhid kotést képez a To» RN-azban. Ennek alapjan feltételezték, hogy az S-allél
glikoproteinek szerkezetileg is nagyon hasonlok a gombik RN-az enzimeihez, igy a
hipotézis bizonyitasa érdekében RN-az aktivitasi vizsgalatokat kezdtek.

Ammoénium-szulfatos kis6zassal ¢€s ioncserés kromatografidval izolaltdk a
glikoproteint a bibeszdvet-kivonatokbol. A fehérje N-terminalis oldali aminosav-
szekvenciaja megfelelt a cDNS-bdl szarmaztatott aminosavsorrendnek. A tisztitott fehérje
RN-4z aktivitassal rendelkezett, igy elsOként a dohany esetében valt nyilvanvalova, hogy az
onmedddséget a bibeszovetekben kifejezodd, specifikus ribonukledz enzimek alakitjak ki.
Ennek alapjan a rendszer miikodésérdl azt feltételezték, hogy a bibesejtekben termelddd
RN-azok kijutnak a sejtkozotti jaratokba, ahol a pollentomld halad. A pollentomld
membranjan atjutva RNS-degradaciot eredményeznek, ami a fehérjeszintézis blokkolasaval
végsd soron a pollentomlé ndvekedésének leallasat eredményezi. A kovetkezd kérdés az
volt, hogy milyen modon zajlik a sajat-idegen felismerés (McClure és mts., 1989; 1990). A
mechanizmus felderitéséhez az S-RN-dz gének expresszidjat RNS- és fehérjeszinten
szovetspecifikusan, a bibeszaj ¢és bibeszadl mintakon vizsgaltdk N. alata ndvényeken.
Bizonyossa valt, hogy a bibeszajon €s a bibeszalban talalt S-RN-dz transzkriptumok azonos
mennyiségben irodnak at. Ez azt jelenti, hogy a pollentdmld névekedésének megtorpandsa
a bibeszalban nem az eltér6 koncentracio miatt torténik. Ugyanakkor a két szovet kozott az
mRNS-ek poli(A)-farok hosszéban eltérést talaltak, mégpedig a bibeszalban joval hosszabb
poli(A) szintetizal6dik. Ez a méretbeli eltérés a PRP 4 (proline-rich protein) kontroll fehérjét
kodold génrdl képzddott mRNS-molekuldknal nem volt megfigyelhetd, igy valosziniileg ez
a jelenség nem szovetspecifikus barmely fehérjekodoldo gén mRNS-e esetében, hanem
kifejezetten az S-allél-termékeknél detektalhatd. A poli(A) mérete az RNS-ek stabilitasat,
vagyis az élettartamat befolyasolja. Igy feltehetéen, mivel a bibeszalban van szerepe az RN-
azoknak, a nagy mennyiségii felhalmozodasukat (kb. 10 mg/ml) segiti eld ez a szabalyozasi
forma (McClure és mts., 1993).

Felmeriilt a kérdés, hogy a fehérje specificitdsat kialakithatja-e a cukorrész,
hasonloan az allati/huméan immunfolyamatokhoz. Az N-glikozilacido a fehérjék egyik
jelentds poszttranszlacios modosuldsa, amely az endoplazmatikus retikulumban kovetkezik
be. A fehérje meghatarozott aszparagin aminosavjavhoz kétddik az oligoszacharid lanc. A
glikoproteinek nagy szdmban fordulnak eld az allati és novényi sejtekben, funkcidik
sokrétiiek. A legtobb membranfehérje ¢és a szekrécidra keriilo fehérjék altalaban
glikoproteinek (Adam és mts., 2002). Ot lehetséges N-glikozilacids hely fordulhat el6 a N.
alata S-RN-azokban, melyek koziil egyediil az S3 tartalmazza mind az 6t6t, a tobbi allél egy
és négy kozotti kotdhellyel rendelkezik (Oxley és mts., 1996). A kiilonbozd S-
glikoproteinek szénhidratldncainak szdmaban és Osszetételében nagy eltéréseket talaltak
(Woodward és mts., 1989; Oxley és mts., 1998), de bebizonyosodott, hogy a specificitasért
nem a cukorkomponens a felelés. Karunanandaa ¢€s mts. (1994) transzgénikus Petunia
inflata ndovényeket hoztak 1étre, melyekben az Ss3-allél szekvencidjat megvaltoztattak: az
egyetlen glikozilacios helyként szolgédld aszparagint (Asn-29) kicserélték aszparaginsavat
kodolo tripletre. Hat transzgénikus ndvényen tesztelve egyértelmiien bizonyitottak, hogy a
szénhidratlanc nélkiili $3-RN-azok gatoltdk az S3 genotipusu pollentdmld novekedését, és
csak azokét. A cukorrész ilyen mddon feltételezhetden a fehérjék vizoldékonysagat fokozza,
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de a sajat-idegen felismerésben nem jatszik szerepet. Ezt kdvetden szamos olyan kutatas
indult, ahol transzgénikus Nicotiana, Petunia ¢és Solanum novényekben vizsgaltak
kiilonb6zé S-RN-dz allélokat, és minden esetben igazoltdk, hogy az azonos genotipusu
pollentdmlé megtorpan a bibeszalban (Huang és mts., 1994; Murfett és mts., 1995; Beecher
és McClure, 1999). Ezen eredmények azért fontosak, mert egyértelmiien bizonyitottak,
hogy az S-RN-4z fehérje minden olyan informaciét tartalmaz, amely a bibekomponens
specificitasat meghatarozza. A klasszikus kisérletet ebben a téméaban Huang és mts. (1994)
végeztek el: katalitikusan inaktiv S3-RN-az fehérjét termeltettek P. inflata ndvényekben, és
az S3-allélt hordoz6 pollentomlok novekedése nem is gatlodott. Nyilvanvalova valt, hogy
az RN-az aktivitas szerepe kulcsfontossagu az inkompatibilitasi folyamatban.

Ett6] kezdve a kutatds fokusza az S-RN-4z gén szerkezetére irdnyult: a szekvencia
milyen moédon kodolja a specificitast? Harom névénybdl (Nicotiana alata, Petunia inflata
¢€s Solanum chacoense) szarmazo 12 allélszekvencia 0sszehasonlitasa soran 41 konzervalt
aminosavat talaltak, melyekbdl 18 a gomba RN-4z szekvenciakban is jelen volt. Ezekbdl
ketté az enzimkatalizisért felelds hisztidin, tovabba négy, a diszulfid-hidak kialakitasat
biztosito cisztein. Osszesen 6t konzervativ régio jelent meg (C1-C5), melyek 6-11 aminosav
méretliek. A variabilis aminosavak szama 19 volt, amelyek feltehetden az egyes allélok
specifikussagat adjdk. Ezek koziil 12 aminosav két régiora oszlik el, amelyeket jelentds
mértékli valtozékonysaguk (hipervariabilitasuk) miatt HVa és HVb régidoknak neveztek el,
felismerdhelye (lorger és mts., 1991). Az egyes allélok szarmaztatott aminosav-sorrendje
kozott jelentds eltéréseket talaltak, még a 60%-ot is elérte a kiilonbség mértéke. Ez a fajta
diverzitas az evolucid korai szakaszaban alakulhatott ki, még a Solanaceae fajok szétvalasa
elott (Iorger és mts., 1990; Tsai és mts., 1992). A molekuldris vizsgalatok soraban az elsd
olyan novény, amely nemcsak modellként szolgalt, hanem gazdaségi, termesztési értékkel
is rendelkezik, a ‘Golden Delicious’ almafajta volt. Broothaerts és mts. (1995) az S»- és S3-
RN-adz allélok ¢cDNS szekvencidjat hataroztak meg, melyek igy az elsé informaciot adtak a
Rosaceae csaladbol. Ugyanazokat a konzervativ és variabilis régiokat azonositottdk, mint a
Solanaceae csaladban. A kapott szekvencidk alapjan tervezett primerekkel a genomi DNS-
bdl PCR segitségével amplifikaltak mindkét allélbol egy-egy intront. A két allél intronjanak
pozicidja azonos volt, a 84. és 85. kodon kozott helyezkedett el, de meglepden nagy
meéretbeli kiilonbséget mutattak: az Sz 138 bp, mig az S3 1100 bp volt. A Solanaceae S-RN-
dzok intronjai is valtozatos méretiiek voltak, ¢s mindegyik a HVa régidoban fordult eld
(Iorger és mts., 1991). Tovabbi 6t Pyrus pyrifolia S-RN-4z fehérje- és DNS-szekvenalasa
megerdsitette, hogy a HV régiok lehetnek felelds a felismerés specifikussagaért (Ishimizu
¢s mts., 1998a;b). Két hasonld allél esetében ezen régidkban elegendd minddssze négy
aminosav cseréje ahhoz, hogy az RN-4z allélspecificitdsa megvaltozzon (Matton és mts.,
1997). A N. alata Sr11-RN-az kristalyszerkezetét rontgendiffrakcids vizsgalattal
meghatarozva a T> RN-dzokra jellemzd harmadlagos szerkezeti elemeket talaltak. A C1, C2
és C5 régiok harom PB-lemezt formalnak a fehérje k6zépsd részén, a HVa és HVb régiok
hosszu, pozitiv toltésti hurok format (loop) képeznek, amelyeket egy rovid a-hélix kovet
(Ida és mts., 2001).

A fasszari novényekkel végzett vizsgalatok joval késébb kezdddtek el és sokkal
tobb nehézségbe litkoztek, mint a lagyszara modellfajokon végzett kisérletek. A hosszu
juvenilis fazis, az évi egyszeri viragzas, a transzgénikus technika kivitelezési nehézsége
gylimdlcsfajok esetében mind hatraltatd tényezdk voltak a tobbi fajjal szemben. Szabadfoldi
keresztezések eredményeként szamos fajta S-genotipusa és fenotipusa (OT/OM) ismert volt,
igy ezeken indultak el a molekularis vizsgalatok. Sassa és mts. (1992) az OM “Nijisseiki’
és a mutians OT ‘Osa-Nijisseiki’ japan kortefajtak (Pyrus serotina Rehd.) esetében
izoelektromos fokuszaldssal megallapitottdk, hogy az egyetlen kimutatott RN-az (S4)
fehérje sokkal kisebb mennyiségben volt jelen az OT genotipusban, ami igazolja, hogy az
onmedddséget itt is az S-RN-4z hatdrozza meg. Tao és mts. (1997) atfogd vizsgalatot
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(izoelektromos fokuszéalds, immunoblot és fehérjeszekvenalas) végeztek 13 ismert
genotipust mandulafajtan, igy a Prunus nemzetségben elsdéként bizonyitottak, hogy
hasonloan az almahoz és kortéhez, a csonthéjas fajokban is az S-RN-az fehérje felelds az
inkompatibilitas kialakitasaért. Meglepd eredmény volt, hogy a Solanaceae (Asteridae) és
Rosaceae (Rosidae) csalddokban is ugyanaz a molekula a bibekomponens, hiszen e két
csalad filogenetikai szempontbol egymashoz képest tavolinak tekinthetd (Igic és Kohn,
2001). Késoébb a Plantaginaceae csaladbol az Antirrhinum nemzetségben is igazoltdk az S-
RN-azok szerepét (Xue ¢és mts.,, 1996). A Solanaceae ¢€s Rosaceae S-RN-dzok
génszerkezetében kiilonbséget talaltak: a 4. konzervativ régié pozicidja és aminosav-
Osszetétele eltérd, igy jelolése RC4 (Rosaceae-ra specifikus 4. konzervalt régio), illetve egy
hipervariabilis régi6 van kettd helyett, melynek jele a fentiekhez hasonlé médon RHV lett.
Az RHV pozitiv szelekcid alatt all, ezért az S-RN-dz gén ezen szakaszan inszerciok, deléciok
¢és nukleotidszubsztituciok gyakrabban fordulnak eld (Sassa és mts., 1996; Ishimizu és mts.,
1998a;b). Europai kortefajtak és mandulafajtak vizsgalata soran kideriilt, hogy nemcsak az
RHV régio felelds az allélspecificitasért, hanem az RC4 és C5 domének kozotti szakasz is
(Zisovich és mts., 2004; Ortega és mts., 2006; Vieira és mts., 2007). Az egyetlen fas névény,
amely esetében meghataroztdk az S-RN-az fehérje térszerkezetét, a Pyrus pyrifolia volt
2001-ben: 8 a-hélixet és 7 B-reddt tartalmaz, felépitése pedig a Ta-tipustt RN-azra hasonlit
(4. abra). Az RHV régio6 egy hurok (loop) formaban van jelen (Matsuura és mts., 2001).

4. abra: A Pyrus pyrifolia S»-RN-az kristlyszerkezete 1,5 A felbontasban, mérete 24,28 kDa,
az aminosavak szdma 200. Osszesen 8 a-hélixet és 7 B-reddt tartalmaz, a katalizisért felelés
aminosav két hisztidin (33. és 88.). Az S-allél-specificitasért felelés hipervariabilis régiot (piros
nyillal jelolve) egy hurok és egy rovid a-hélix alkotja (A). Egy szénhidratlancot tartalmaz, melynek
felépitése:-D-xylopirandz-(1-2)-[a-D-mannopiranéz-(1-3)]B-D-mannopirandz-(1-4)-2-acetamido-
2-dezoxi-B-D-gliikopirandz-(1-4)-2-acetamido-2-dezoxi-f-D-gliikkopiran6z (B) (Forras PDB:
Protein Data Bank, adatbazisbeli azonosito: 11QQ, Matsuura és mts., 2001).

A T> gomba RN-4zban taldlhato egy intron a hipervariabilis régidba €ékelddve, amely
ugyanolyan pozicidoban van jelen a Solanaceae és a Pyrus/Malus fajokban is. A Prunus
nemzetségben egy masik intron is el6fordul (5. abra), amely a szignal peptid €s a C1 régio
kozé ékelddik (Tao és mts., 1999; Igic és Kohn, 2001). A bioldgiai és evolucios jelentdsége
az intronok szambeli kiilonbségének egyeldre tisztazatlan (Tao és lezzoni, 2010). A
mesterséges intelligencia alapu AlphaFold2 algoritmus minden korabbi fehérjejoslo
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szoftvert tilszarnyalva rendkiviil pontos fehérjeszerkezeti predikciot készit. Hivatalos és
nyilvanos hozzaférése ota, egy ¢év alatt 200 milli6 fehérje térszerkezetét tettek kozze,
melyb6l 60 Prunus S-ribonukledz volt (Jumper és mts., 2021; Varadi és mts., 2022).

5. dbra: Az S-ribonukledz gén vézlatos szerkezete a konzervativ (C1-C5) és hipervaridbilis
régiok (RHV), valamint az intronok (1. és 2.) helyzetének bemutatdsaval 5°-3” irdnyban (Tao és
lezzoni, 2010 alapjan).

Az  S-ribonukleaz  inkompatibilitasban  betoltott  funkcidjdnak  pontos
megismeréséhez sziikség volt a pollenkomponens azonositasara is, hiszen a kétkomponensii
rendszer egyik részét képezi csak a bibében kifejez6do gén.

2.6.2. A pollenkomponens szerkezeti jellemzése és funkcidja

A pollenkomponens azonositdsdhoz egészen mas Ut vezetett, mint ami a
bibekomponens esetében sikeres volt. Itt nem a fehérje-alapu megkdzelitést alkalmazték,
hanem a kovetkezd tényekbdl indultak ki: ahhoz, hogy jol miikodhessen a sajat/idegen
felimerés, 1. a pollen- és bibefunkcidt iranyitd génnek fizikailag kozel kell lennie
egymashoz, hogy a rekombinaci6 esélye nagyon kicsi legyen; 2. egy kizarolag a pollenben
kifejez0d6 gént kell keresni; 3. a pollenkomponens génnek is olyan allélok kozti
variabilitast kell mutatnia, mint ami a bibekomponensre jellemzé (McClure, 2009). Lai és
mts. (2002) az alabbi feltételekkel kezdték el vizsgalni az Antirrhinum hispanicum S-
lokuszat BAC konyvtar segitségével. Elozetesen a pollenkomponens gént S,-vel jelolték.
Az $2-RN-dz géntdl downstream irdnyban 9 kb tavolsagra talaltak egy 376 aminosavbol 4llo
polipeptidet kddolo gént. A gén polimorfnak bizonyult €s a tapétumban, a mikrospoéradkban,
illetve a pollenben fejezddik ki. A polipeptid egy F-box domént tartalmaz, igy elnevezték
SLF  (S-lokusz F-box) génnek, amely a tulajdonsagait tekintve megfelelt a
pollenkomponenssel szemben tdmasztott kovetelményeknek. A gén megtalaldsanak
nehézségét mutatja, hogy csak 13 évvel a bibekomponens azonositasat kovetden tortént
meg.

Az els6 F-box fehérje az ubikvitin-proteaszoma rendszer (UPS: ubiquitin
proteasome system) részeként valt ismerttét. Az UPS a lizoszomalis rendszer mellett egy
szabalyozott, energiaigényes fehérjelebontdé mechanizmus, amely szamos folyamatban
kiemelt szerepet jatszik, mint pl. a sejtciklus, jelatvitel, egyedfejlodés, DNS-hibajavitd
mechanizmusok €s az apoptozis. A folyamat feltérképezéséért a magyar szadrmazasi
biokémikus, Avram Hershko munkatarsaival, Aaron Ciechanoverrel és Irwin Rose-zal
megosztva kapott kémiai Nobel-dijat 2004-ben (www.nobelprize.org). A lebontasra szant
fehérjéket az ubikvitin molekulékkal jeloli meg a rendszer. A poliubikvitindcid soran egy
harom 1épcsds enzimkaszkad kapcsol ubikvitinegységeket a célfehérjére, ami az ubikvitin-
aktivalo (E1), ubikvitin-konjugélo (E2) és ubikvitin-ligaz (E3) enzimek segitségével valosul
meg (Hershko és Ciechanover, 1998). Az ubikvitin-ligdz, pontos nevén SCF (Skp, Cullin,
F-box komplex) E3 enzimek képezik a legnagyobb csaladot, és jelentds mértékii
konzervaltsagot mutatnak az eukaridta sejtekben, az €¢leszt6tdl az emberig bezarolag. Négy
strukturdlis és funkciondlis komponensbdl allnak (6. dbra): egy adaptor SKP1 fehérje,
Cullin-1 allvanyfehérje (scaffold protein), szubsztrat-felismerd F-box fehérje és egy RING
fehérje (Xie és mts., 2013). Az ubikvitin egy kis fehérje, 76 aminosavbol all, 8565 Da
molekulatdmegii, és minden sejttipusban jelentds mennyiségben fordul eld. Nevét errdl
kapta, mert latinul az wubique szd azt jelenti, ,mindeniitt”. Egy célfehérje UPS altali
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aminosavat, amelyet az E3 ubikvitin-ligdz enzimek felismernek. A célfehérjéhez valo
kapcsolddasban az ubikvitin globularis magjabol kilogod C-termindlis glicin izopeptid kotést
1étesit a lebontand6 fehérje egy lizin oldallancénak e-helyzetii aminocsoportjaval (Hershko
és mts., 2000; Glickman ¢és Ciechanover, 2002). Az, hogy a pollenkomponensként
azonositott F-box fehérje ebben a rendszerben milyen mddon vesz részt, tovabbra is nyitott
kérdés volt, de mas fajokon végzett vizsgalatok is egyértelmiien igazoltak az F-box fehérjét
kodolo gén vagy gének jelenlétét az S-16kuszban.

6. abra: Az Skp, Cullin, F-box (SCF) komplex kristaly- illetve sematikus szerkezete. A
Cullin-1 scaffold fehérje N-terminalis vége kapcsolodik az SKP1 adaptor fehérjéhez, mig a C-
terminalis vége az RBX1 RING fehérjéhez, amely az E2 enzim kotShelye. Az F-box fehérje
kolcsonhatasba 1ép az SKP1-gyel az F-box alegységén (domén) keresztiil, és a célfehérjét (target)
az ubikvitin-ligdz komplexhez koti (Forras: Protein Data Bank, adatbazisbeli azonosité 1LDK ¢és
2ASS, Magori és Citovsky, 2011).

Az S-16kusz a Prunus fajokban a 6-os kapcsoltsagi csoport szubtelomerikus
Solanaceae ¢és Plantaginaceae fajokban. Két kiillonb6zd japan kutatocsoport is sikeresen
szekvenalta meg ezt a szakaszt az S-RN-dz géntdl elindulva (Ushijima és mts., 2001, 2003;
Entani és mts., 2003). Ushijima és mts. (2003) mandula esetében egy ~70 kb hosszu szakasz
szekvenalasa soran 12 nyilt leolvasasi keretet (ORF) azonositottak szoros kapcsoltsagban
az S-RN-az génnel, de csak az egyik fejezddik ki kizarolag a pollenben. Ezt elnevezték SFB
génnek (S haplotype-specific F-box protein). Taldltak egy nem polimorf F-box gént is,
amely mind a pollenben, mind a bibében expresszal, igy ezt SLFL néven (S locus F-box
protein-like) jelolték. Entani és mts. (2003) ugyanezen régidt a japankajsziban (P. mume)
hataroztdk meg. Az Si- és S7-genotipusok mindegyikében 13 ORF régiot talaltak, de csak
az egyik felelt meg a pollenkomponens kdvetelményeinek, ami ennél a fajnal is egy F-box
gén volt. A Solanaceae csaladban P. inflata transzgénikus genotipusokon egyértelmiien
bizonyitottdk az F-box pollengén szerepét (Sijacic és mts., 2004). Mivel a gylimdlcstak
esetében ilyen modszerrel gyakorlatilag lehetetlen volt a bizonyitas, indirekt modon, de
meggy0z6 eredménnyel Ushijima és mts. (2004) igazoltdk ugyanezt cseresznye ¢&s
japankajszi esetében. Két OT fajtanal bizonyitottak, hogy az F-box génben bekdvetkezett
mutacio hatasara valtozott meg a termékenyiilési fenotipus.
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Az SFB és S-RN-daz gének kozotti fizikai tavolsdg 380 bp és 40 kb kozott van
cseresznyénél (Ikeda és mts., 2005), 299 bp-2,9 kb kajszinal (Romero és mts., 2004; Wu és
mts., 2009), 410-2800 bp japanszilvanal (Zhang és mts., 2007) és 339-1710 bp
japankajszinal (Heng és mts., 2012). Ezek az adatok valdban alatamasztjak, hogy az S-
lokusz két génje szorosan kapcsolt. Tobb tanulmany is leirta, hogy a két gén altalaban
ellentétes orientacidban fordul el6 (Entani és mts., 2003; Ikeda és mts., 2005; Wu és mts.,
2009; Zhang és mts., 2007), kivéve a kajszi Ss-haplotipusnal (Romero ¢és mts., 2004). Az
SFB ¢és S-RN-az gének egy egységként egylitt oroklodnek, rekombinacios eseményrdl még
sehol nem szdmoltak be. Ikeda és mts. (2005) dsszesen 1022 meiodzist vizsgaltak meg ilyen
szempontbol, és egyetlen rekombinacio sem tértént. Szerintiik, ha be is kovetkezik, az letalis
hatast. A két gén specialis helyzete és a kozds fenotipusos hatdsa miatt az egyes gének
valtozatait S-allélnak (S-RN-dz-allél, SFB-allél), mig a kozos, két génre vonatkozo, egyiittes
el6fordulast S-haplotipusnak (7. dbra) nevezziik (Wu és mts., 2013).

S,-haplotipus

S,-haplotipus

S;-haplotipus

7. abra: Az S-1okuszban elhelyezkedd, szorosan kapcsolt bibe- és pollenkomponens gének.
Az S-ribonukledaz (RN-az) és S-haplotipusra specifikus F-box (SFB) génvaltozatok egyilittes
el6fordulasa az S-haplotipus. Az S-16kusz egy multigén komplex, vagyis a ,,haplotipus” kifejezés a
lokusz mindkét génjének valtozataira egylittesen értendd, mig az ,,allél” csak az egyik gén
valtozataira hasznalatos.

Az SFB fehérje szerkezetileg egy F-box motivumot, két hipervaridbilis régiot (HVa
¢s HVb) és harom variabilis régiot (V1, V2 és Vn) tartalmaz (8. dbra). Ez az 6t variabilis
rész hidrofil vagy legaldbbis nem tul hidrofob jellegli, vagyis a fehérje felszinén
helyezkednek el, a specifikus felismerési folyamatban vesznek részt (Ikeda és mts., 2004;
Romero ¢és mts., 2004; Vaughan ¢s mts., 2006; Nunes ¢és mts., 2006; Wu és mts, 2009;
Zhang és mts, 2007a). Az F-box motivum felépitését tekintve azonos az E3 ubikvitin-
ligazokban talalhato F-box-szal. Az SFB-gén egy intront tartalmaz a start kodontol upstream
iranyban. Mérete 81-122 bp cseresznyében (Vaughan és mts., 2006), 90—137 bp kajsziban
(Romero és mts., 2004; Vilanova és mts., 2006; Wu és mts., 2009), és 89-114 bp
japankajsziban (Heng és mts., 2012). Az egyes genotipusok kdzotti méretbeli eltérés sokkal
kisebb mértékil, mint az S-RN-dz gén intronjai esetében. Konzervativ szekvenciai az N-
terminalis végen ‘TGAGT’, mig a C-terminélison ‘“TDCAG’ (Vaughan és mts., 2006).

8. abra: Az SFB gén vazlatos szerkezete 5°-3’ iranyban a start és stop kodonok
feltiintetésével: egy intront, egy F-box motivumot, harom variabilis (V1, V2 és Vn), valamint két
hipervariabilis régiot (Hva és HVb) tartalmaz (Nunes és mts., 2006, valamint Wu és mts., 2013
alapjan).

Az almatermésiiek esetében a pollenkomponens gén tekintetében eltéréseket talaltak
a csonthéjas fajokhoz képest. Sassa és mts. (2007) alma és japankorte genotipusok S-16kusz-
szekvenalasa soran két hasonlo F-box gént taldltak. Tobb haplotipus vizsgalatanal is leirtak
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homolog szekvencidkat, két-harom hasonld gén mindegyikben el6fordult, ezért ezeket a
géneket SFBB, vagyis ,,S-lokusz F-box brothers” néven irtak le. Az SFBB gének is kizarolag
a pollenben fejezddnek ki és pozitiv szelekcio alatt dllnak. Nem teljesen egyértelmi még,
hogy pontosan hany SFBB vesz részt a fenotipus kialakitdsaban, de almaban 17-19 SFBB is
eléfordul (Pratas és mts., 2018). Az S-RN-dzokat els6ként a Solanaceae csaladban
azonositottak, ezzel szemben az F-box azonositdsa szinte egyidében tortént a
Scrophulariaceae (Lai és mts., 2002) €s Rosaceae (Entani és mts., 2003; Ushijima és mts.,
2003) csaladokban. Ugyanakkor a tobbszordsen eléfordulo, in. multiple F-box jelenséget
ugyanabban az évben irtak le a Solanaceae (Hua és mts., 2007) €s Rosaceae (Sassa €s mts.,
2007) csaladokban.

A tobb SFBB jelenléte arra utal, hogy eltér6 molekularis mechanizmus all a
Pyrus/Malus és Prunus fajok inkompatibilitdsanak hatterében. Miutan ismertté valt a
pollen- ¢és bibekomponens gén, illetve fehérje, a f6 kérdés az volt, hogy milyen modon
jatszodik le e molekuldk kozott az onmedddség kialakuldsahoz nélkiilozhetetlen
sajat/idegen felismerési reakcio.

2.6.3. A sajat/idegen felismerési reakcié molekularis alapja

A mechanizmus felderitésében mérfoldkdnek szadmitott az S-ribonukledzok
szerepének tisztazasa. Egy olyan enzim, ami gyakorlatilag citotoxinként mikodik, mert
valamilyen RNS-molekuldnak a biologiai funkcidjat akadalyozza, nem volt ismeretlen
védekezési mechanizmus akar baktériumokrol, akar novényrdl legyen szd. Logikus volt az
a feltételezés, hogy az S-RN-4zok az inkompatibilis pollentomlében fejtik ki citotoxikus
hatasukat (Kao ¢és Tsukamoto, 2004; McClure, 2009). McClure és mts. (1990) kisérlettel
bizonyitottak, hogy az izotoppal jelolt pollenszemekkel (**P) végzett megporzast kovetden
a riboszomalis RNS (rRNS) az inkompatibilis pollentomlékben degradalédik, mig a
a pollentomld fehérjeszintézise, igy ez okozza a novekedés ledllasat. Az S-RN-azok a
bibesejtek kozotti térbdl be tudnak jutni a pollentdmlébe €s transzlacids inhibitorként
mikodnek (Gray és mts., 1991). Ezzel az inkompatibilitasi reakcid biokémiai hattere
tisztazodott, de az nem, hogy a kompatibilis kapcsolat sordn miként maradnak érintetlenek
az rRNS-molekulak.

Mivel pollenkomponensként a vizsgalt csaladok mindegyikében az F-box fehérjét
azonositottak, annak részvétele pedig igazolt volt az UPS fehérjelebont6 rendszerben, igy
feltételezhetd, hogy a teljes mechanizmus miikodésének hatterében valamelyik
kulcsfontossagu szabalyozd fehérje lebontasa torténik. A Prunus nemzetségben miikodd
rendszer a molekularis bizonyitékok szerint a genetikailag egyezd allél felismerésén
alapszik (9. abra). Minden S-RN-az egy un. GI (general inhibitor), altalanos inhibitor
fehérjével kapcsolodik Gssze a pollentomlében. Ez feltehetéen maga is egy UPS rendszer,
mely képes a hozza kotdddé S-RN-dz fehérjét lebontani. Az inkompatibilis kapcsolat soran
azonban erre nincs lehetdség, mert az ugyanazon haplotipushoz tartozé F-box fehérje,
vagyis az F-boxot tartalmaz6 masik ubikvitin-ligaz SCF komplex (SCF5'B) felismeri a vele
azonos tipusu S-RN-4z és GI komplexet: pl. SFB1 + S1-RN-az + GI vagy SFB> + S$2-RN-éaz
+ GI. Ezt kovetden poliubikvitinalja a GI fehérjét, amely lebomlik a 26S proteaszémakban.
Ennek hatdsara a sértetlen ribonukleédz felszabadul, és a pollentomlében az rRNS-molekuldk
hasitdsaval megakadalyozza a fehérjeszintézist. A kompatibilis kapcsolatban az SCF™® a
tdle kiilonbozd tipusu, nem sajat S-RN-az + GI komplexet nem ismeri fel, pl. SFB; és S3-
RN-az. Az S-RN-az igy kotve marad a Gl-hez, mely poliubikvitanélja és lebontja, igy a
pollentomlében az rRNS-degraddldsa nem kovetkezik be, a pollentdémlé ndvekedése
zavartalan marad (Matsumoto €s Tao, 2016a).
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9. abra: A GSI rendszer molekularis miikodési modellje a Prunus nemzetségben.
Kompatibilis kapcsolat soran (A) egy altalanos inhibitor fehérje (GI) 6sszekapcsolodik az S-RN-
azzal, amelyet az eltér6 S-haplotipus miatt az SFB nem ismer fel, az S-RN-azt a GI lebontja, az
rRNS sértetlen marad, igy a pollentomlé névekedése nem akadéalyozott. Inkompatibilis kapcsolat
esetén (B) az azonos allél altal kodolt SFB felismeri az S-RN-az+GI komplexet €s poliubikvitinalja
(ub+ub+ub) az inhibitor fehérjét (GI). Az inhibitor fehérje lebontasa (26S proteaszoma) miatt a
sértetlen S-RN-4z felszabadul, igy a novekvo pollentdmlé rRNS-molekulainak hasitasaval gatolja a
fehérjeszintézist. Ennek kovetkeztében a pollentomlé ndvekedése megall, a termékenyiilés elmarad
(Matsumoto és Tao, 2016a alapjan modositva).

A GI fehérjét tobb feltételezés is az SLFL génekkel hozta 0sszefiiggésbe (10. 4bra),
mert azok funkcidja nem volt vildgos, de kordbban mar tobben is azonositottak Prunus
fajokban harom ilyen gént (SLFL1-3) az S-l10kuszhoz kozeli régidban (Entani és mts., 2003;
Ushijima és mts. 2003, 2004). Matsumoto és Tao (2016b; 2019) cseresznye esetében in vitro
bizonyitottak a PavSLFL1-3 fehérjék kapcsolddasi képességét az S-RN-az fehérjékhez. Mas
fajokban, igy Oszibarack és japanszilva genotipusoknal ugyanerre az eredményre jutottak,
ami megerdsiti, hogy valoban ezen fehérjék milkodhetnek altalanos inhibitor (GI)
molekulaként (Chen és mts., 2018). Az SFB fehérje elsdsorban a névekvd pollentdmld
csucsi részébe koncentralodik, mig az SLFL a teljes toml6hosszban egyenletesen oszlik el,
vagyis a ko-lokalizaci6 csak a csucsi részben lehetséges, ahol bekovetkezik a fent
részletezett molekuléris interakcio (Li és mts., 2020). Itt tulajdonképpen tgy tlnik, az
ubikvitin-proteaszoma rendszer altal elvégzett két degradacids 1épés kapcsolddik Ossze
hierarchikus moddon, vagyis ugyanaz a lebontd folyamat mikodik két kiilonbozo
célfehérjével (S-RN-4z vagy GI) szemben, melynek a kimenetelét a résztvevd SFB illetve
SLFL/SFBL molekulak szabjak meg. Mindazonaltal a gyiimolcsfak dnmedddségének
hatterében allo pontos molekularis események feltérképezése még messze nem tekinthetd
lezart folyamatnak.
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10. abra: A Pyrus, Prunus és Solanaceae fajok S-16kusz szerkezete. Mindharom esetben a
bibekomponens az S-RN-dz gén (lilaval jelolve). A Pyrus és Solanaceae fajoknal tobb példanyban
is koriilveszik un. SFBB vagy SLF gének (kékkel jelolve), melyek a pollenkomponens szerepét tltik
be. A Pyrus (Malinae) fajoknal az SFB brothers (SFBB) gének szama kb. 18-20, amely nagyjabol
megegyezik a Petunia (Solanaceae) SLF génjeinek szamaval. Ezen gének mérete, pozicidja és
orientacidja haplotipusonként eltérd. A Prunus fajokban a pollenkomponens gén az SFB (zdlddel
jelolve), amely szoros kapcsoltsdgban all az S-RN-dz génnel. A harom koérnyezd SLF gén
(sotétkékkel jelolve) felteheten az altalanos inhibitor (GI) fehérjét kodolja (Claessen és mits., 2019
alapjan modositva).

Az S-l6kusz szerkezeti eltérése arra utal, hogy a Malinae altribusba tartozé
almatermésiiek fajaiban egészen masként miikodik ez a mechanizmus: nem a sajat
(genetikailag egyez0) tipus felismerése torténik, hanem pont az ellenkezdje: az idegen tipus
felismerésén (non-self) alapszik a rendszer (Sassa €és mts., 2007; De Franceschi és mts.,
2012). Az SFBB fehérjék mindegyike felismer egy vagy tobb, mas allél altal kodolt S-RN-
ismerik fel, azt érintetleniil hagyjak. Tekintve, hogy a haplotipus tobb SFBB fehérjét kodol,
ezek egylittesen szinte valamennyi S-RN-azt felismerik, igy képesek barmely, a sajat
haplotipusuktol eltérd haplotipusokat hordozé ndévény megtermékenyitésére. Ez az Un.
kollaborativ (egyiittmlikddd) nem-sajat felismerési rendszer (collaborative non-self-
recognition) (Kubo és mts., 2010).

2.6.4. Az onmeddoség kialakitasaban szerepet jatszo egyéb komponensek
azonositasa

A két 6 génen/fehérjén kiviill szdmos mas gén miikodése is hatdssal van az
inkompatibilitdsi mechanizmusra vagy annak kovetkeztében aktivalodik. Az
almaterméstiek kozil a Pyrus pyrifolia ‘Jinzhuili’ fajta foszfolipaz C génjében
bekovetkezett inszercid Ontermékenyiilést idézett eld (Qu és mts., 2017), az alma esetében
pedig egy pollenben kifejez6dd hexdz-transzporter (MdHT1) kisebb mértékii expresszidja
akadalyozta az S-RN-4z bejutasat a citoplazmaba (Li és mts., 2016). Ezek az eredmények
azt igazoljak, hogy a pollen és bibe-funkciét meghataroz6 S-fehérjék kozti kapcsolat
kialakuldsat szdmos egyéb, az S-lokuszon kiviil koédolt fehérje dontd mértékben
befolyésolhatja.

Gomez és mts. (2019a) transzkriptomikai analizist végeztek megporzas el6tt, illetve
kompatibilis és inkompatibilis pollennel végzett keresztezés utani bibeszdvetekben
mandulafajtdkon. Tizennégy gént taldltak, melyek kifejezddésében jelentds eltérés
mutatkozott, tobb koziiliik a citoszkeleton szerkezetében, illetve a lipid metabolizmusban
jatszik szerepet. Proteomikai vizsgalatokat is végeztek ugyanilyen mintavételezéssel
(Goémez és mts., 2022), melynek soran 895 eltéré mennyiségben megjelend fehérjét
azonositottak. Csoportositasuk utan a legnagyobb funkcionalis csoport az anyagcserében
résztvevo fehérjék (,,metabolic proteins”), és a stresszrezisztenciaval, valamint a védekezési
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reakciokkal kapcsolatba hozhat6 fehérjék voltak. Tobb fehérje azonositdsa utan (taumatin,
LRR receptorok, PR4, kinazok) arra kovetkeztettek, hogy a pollen-bibe kodlcsonhatasok
alapjai kozosek lehetnek a gazda-patogén interakcid alapjaival, de ennek részletesebb
kifejtése €s bizonyitdsa tovabbi vizsgalatokat igényel. Egy masik kutatdcsoport, szintén
mandulafajtak sajat és idegen pollennel torténd megporzasat kovetéen 36 6ra mulva 7684
kiilonbozo fehérjét azonositott (Xu és mts., 2022). In silico modszerrel csoportositottak a
fehérjéket, amely alapjan RNS-polimerazok, autofagiaval kapcsolatos fehérjék, az oxidativ
foszforilacio fehérjéi és a homoldg rekombinacioval kapcsolatba hozhato fehérjék mutattak
eltérést az inkompatibilis reakcioban. A fehérjeinterakcios vizsgéalatok szerin/treonin-
kinazok részvételét is igazoltak a sajat/idegen felismerési folyamatban. Korabban tébben is
arra a koOvetkeztetésre jutottak, hogy az SI rendszerek a patogének elleni védekezési
rendszerbdl fejlddhettek ki az evolucio soran (De Nettancourt 1977; Hodgkin €s mts., 1988;
Elleman és Dickinson, 1999). Morfoldgiailag is hasonlonak tiinik a jelenség, ahogy a
betolakod6 gombahifa novekedése megall, olyan a sajat tipusu pollentomlé-ndvekedésének
megallitasa is. De emellett molekularis és biokémiai hasonlosagokat is talaltak, leginkabb a
Brassica nemzetségben, ahol a bibekomponens egy szerin-treonin receptor-kindz, amely
enzimcsalad ismert résztvevéje a gazda-patogén interakcioknak is. Ugyanakkor a
Solanaceae és Rosaceae csaladok Onmedddségében szerepet jatszd ribonukledzok is
jelentds elemei a patogének elleni védelemnek (McCubbin és Kao, 1996; 2000). Még annak
a lehetdsége is felmertilt, hogy az alany-nemes kozti kompatibilitds is hasonlo felismerési
rendszeren keresztiil miikodik, mert a sz6l6 (Vitis) kiilonb6zo oltasi kisérletei soran egy
receptor-kinaz gén kifejez6désében nagy eltéréseket talaltak (Cookson és mts., 2014).
Ugyanakkor Irisarri és mts. (2019) egyértelmiien bizonyitottdk egy kajszi Fi hasado
nemzedék vizsgalataival, hogy a GSI rendszer és az alannyal szembeni inkompatibilitas
nem mutat 0sszefiiggést.

Metabolomikai elemzéssel kompatibilis ¢és inkompatibilis kajszikombindciok
alapjan a bibeszovetekben tobb eltéréd komponenst is azonositottunk. Az dntermékenyitett,
de 6nmeddd fenotipusu ‘Ceglédi orias’ bibeszovetében egy, a peloruside-A-hoz hasonld
vegylilet felhalmozodasa volt kimutathatd, ami a megporzatlan bibékben nem fordult el
(Lénart és mts., 2021). Ez a masodlagos anyagcseretermék mikrotubulus-stabilizalo hatésu,
amit a tubulin dimerekhez torténd kotddése okoz. Elképzelhetd, hogy ez a jelenség egy
stresszre adott valasz, ami az intakt sejtvdz megovasa érdekében torténik. Ennek a
jelentéségét az is aldtdmasztja, hogy a szétesett mikrotubulusok reorganizacidja nem
lehetséges (Poulter és és mts., 2008). Egy ilyen jelenség a pollentomld apikalis irdnyt
aramlasat tonkretéve sokkal inkdbb megmagyardzna a pollentdmlé-novekedés gyors
megtorpanasat, mint a fehérjeszintézis gatlasa. De mas magyardzat sem kizart: egy ilyen
tipusu vegyiilet felhalmozddasa a sejtciklus blokkolasat, apoptdzist vagy az Oregedés
felgyorsitasat idézheti el (Lénart és mts., 2021).

A ‘Cristobalina’ cseresznyefajtaban talaltak egy olyan gént, amelyik bar nem az S-
l6kuszban helyezkedik el, befolyasolja a termékenyiilési folyamatot. A 3-as kromoszoéméan
lokalizaltak (Cachi és Wiinsch, 2011) az Gn. M-ldkusz GST (MGST) gént. A GST egy
glutation S-transzferaz enzimet kodol, amely a tioredoxin (oxidoreduktdz) enzimcsaladba
tartozik. A Prunus MGST fehérjék valoszinlileg az S-RN-dzok hajtogatasi (folding)
folyamatait segitik eld a pollentomlébe 1épéskor (Montrichard, és mts., 2009; Ono és mts.,
2018). A tioredoxin-h Nicotiana nodvények bibeszovetének extracellularis részében
redukalta az S-RN-dzokat, igy az is elképzelhetd, hogy ez a biologiai szerepe a cseresznye
GST enzimnek (Montrichard és mts., 2009).

2.6.5. A rendszer miikodése poliploid fajok esetében

A legtdbb vizsgalatot diploid fajokon végezték mindharom ndvénycsaladban, ahol
az ismert modellndvényekkel dolgoztak. Ugyanakkor a ndvényvildgban szdmos poliploid
faj fordul eld, melyek szomatikus sejtjei tobb, mint kétszeres kromoszomaszerelvényt
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tartalmaznak. A poliploidia kifejezetten jelentds evolucids hajtéerdnek szamit, mert noveli
a genetikai variabilitést, jobb alkalmazkodoképességet eredményezhet és szdmos esetben a
poliploid fajok tobb szempontbol is feliilmuljak a diploid rokonfajokat (Dickinson, 2018).
Fentiek miatt a névénynemesitésben is gyakran kiemelt cél, olykor a fajta- elé’éllités vagy -
és mts., 2021). Sok termesztett fajunk poliploid (pl. burgonya, meggy, szﬂva, szamoca), igy
genetikai hatteriik ismerete fontos kérdés a nemesités szempontjabol.

Tetraploid fajok esetében a pollenszem diploid, két S-allélt tartalmaz, mig a bibeszal
sejtjei négy S-alléllal rendelkeznek. A Solanaceae csaladban az Gn. heteroallélikus pollen,
vagyis két kiilonbozé S-allélt tartalmazo pollen jelenléte ontermékenyiilést/kompatibilis
kapcsolatot idéz elé (Luu és mts. 2000; 2001), még akkor is, ha mindkét allél jelen van a
bibeszovetekben is (11.A. abra). Ezt a jelenséget kompetitiv interakcionak nevezik (De
Nettancourt, 2001). Ugyanilyen megfigyeléseket tettek tetraploid alma és korte esetében
tobb évtizeddel ezelétt (Crane és Lewis, 1942; Adachi és mts., 2009). Vagyis a
bekovetkezett poliploidizacidos esemény a termékenyiilési fenotipus megvaltozasat is
eldidézi. A szintén tetraploid meggy esetében 6nmagaban a heteroallélikus pollen jelenléte
nem okoz Ontermékenyiilést. Legalabb két funkcioképtelen S-haplotipusnak kell jelen
lennie ahhoz, hogy a termékenyiilés sikeres legyen (Makovics-Zsohar és Haldsz, 2016).
Hauck és mts. (2006b) 6nmeddo €s dntermékenyiild genotipusok dsszehasonlitasa alapjan
ezt a modellt az Un. one-allele match modellként irtdk le: amennyiben a pollentdmldben ¢€s
a bibeszovetben kifejez6dé két kozos S-haplotipus egyike sem funkcioképes, akkor nem
alakul ki a specifikus felismerés az azonos alléltermékek kozott, ezért lehetové valik az
ontermékenytilés (11.B. abra). Funkcidjat veszitett haplotipusok legtobbszor valamilyen
inszercids, delécids vagy nukleotidszubsztiticids mutaciod hatasara alakulnak ki (Hauck és
mts. 2006a; b, Halasz ¢s mts. 2014a).

A Solanaceae csalad

poliploidia

55 §,5,5.5,

Prunus nemzetség

masodik
mutacio

pullplu idia

5,5,5,5 5,5,5:5 5,5,5:5

11. abra: A GSI rendszer miikodése tetraploid fajok esetében, a Solenaceae csaladban és a
Malinae altribus-ban (A), illetve a Prunus nemzetségben (B) (Hauck €s mts. 2006b nyoman). A
funkcioképtelen, mutans, ontermékenyiilést/kompatibilis kapcsolatot eredményez6 allélokat ,,a” és
,,b” betli jeloli, mig a vad tipusu, funkcidképes valtozatokat szamok (1,2).
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Ezen modellek validalasdhoz a funkciovesztéses mutaciok szolgalnak bizonyitékul
sok esetben. Mivel a fas ndvényeknél a transzgénikus technika kivitelezése sok nehézségbe
iitkozik, joval kisebb eszkoztarral tudnak dolgozni a kutatok. Ugyanakkor majdnem minden
faj esetében talaltak természetes modon eléforduld vagy esetleg mesterségesen eldidézett
olyan mutéciot, amely az onmeddé fenotipust ontermékenyiilové valtoztatta. Az ezeken a
genotipusokon végzett vizsgalatok nagyban hozzijarultak az inkompatibilitas genetikai
hatterének pontos feltarasahoz.

2.7. A gyimolesfak ontermékenyiilésének genetikai hattere: funkciovesztéses
mutaciok az S-lokuszban

A novényvildgban a szaporodasi folyamatokat érint6 egyik leggyakoribb valtozas,
amikor az 6nmeddd fenotipusbol ontermékenyiilé lesz. Ugyanakkor tovabbra is joval
nagyobb szdmban fordulnak elé az OM fajok, amely tulajdonsag makroevolucios 1éptékben
kétségkiviil elényds (Good-Avila és mts., 2008). Az OM jelleg elveszitésének hatdsara az
S-haplotipusok szama is kevesebb lesz (Igic és mts., 2008; Wright és mts., 2013). Emiatt
kisebb mértékii lesz a génaramlas az egyes populdciok kozott, ami végsd soron reproduktiv
izolacidhoz is vezethet (Ellstrand és Elam, 1993). A genetikai variabilitds csokkenése
palacknyak-effektust (genetic bottleneck) idéz elé (Guo és mts., 2009; Hadziabdic és mts.,
2012). A Rosaceae csaladban eredendden az OM fenotipus volt jellemzd, az
ontermékenyiilés mindig, valamilyen jol azonosithatdé muticids esemény kovetkeztében
jelent meg. Ezek nagyrészt az S-lokuszban vagy azon kiviil elhelyezkedd, az onmedddség
kialakulasdhoz nélkiilozhetetlen egyéb génekben fordultak eld. Mindeziddig 31
funkciovesztéses S-haplotipust irtak le a gylimolcsfak korében (1. tablazat), melyek koziil
28 természetes eredetli mutacid kovetkezménye. A Prunus nemzetségben 26 fordul eld,
ebbdl 62% (16/26) a pollenkomponenst érinti, 31% (8/26) bibekomponens és 7% (2/26) az
S-16kusztol fiiggetlen génben bekdvetkezett muticio. A Malinae fajok esetében 5
ontermékenyiilést okoz6 haplotipust azonositottak eddig, harom a bibekomponens gént,
kettd pedig az S-lokusztol fiiggetlen géneket érinti. Ontermékenyiilést okozo,
pollenkomponensben bekdvetkezett muticiot mindezidaig nem azonositottak, ami komoly
megerdsitése a kollaborativ nem-sajat felismerési rendszer miikodésének: az SFB
funkcioképtelensége itt ugyanis inkompatibilitast eredményez az €rintett allélokat hordozo
névényeknél. A tetraploid meggy (P. cerasus L.) és kinai zelnice meggy (P. pseudocerasus
Lindl.) genotipusainal gyakoribb a funkcidvesztéses haplotipusok eléfordulédsa (7 és 3), mig
a diploidoknal ritkabb (1-4) (Hegedis és Halasz, 2022). A Prunus nemzetségben joval tobb
a pollenkomponenst érintd mutacidos esemény, mert egyrészt a pollenszemek sokkal
nagyobb mennyiségben keletkeznek, madsrészt a pollen genotipusa kdzvetleniil
meghatarozza a fenotipust. Ha egyetlen pollenszemben kdvetkezik be a mutacio, akkor az
rogton OT jelleget ad a mutans allélt hordozé pollenszem szamara, amely tulajdonsag igy
azonnal atkeriil a kovetkezd nemzedékbe, akar On-, akar idegentermékenyiilésben vesz
részt. Ugyanakkor az S-RN-dz génben bekovetkezd mutacid tovabbadasa a kovetkezd
nemzedékbe csak idegentermékenyitéssel lehetséges (Tao és mts., 2007; Hegediis és mts.,
2012).
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1. tablazat: A gyimoélesfak esetében el6forduld, funkciovesztést eredményezd haplotipusok,
amelyek az OT fenotipus kialakitdsdban vesznek részt. A csoportositds alapja a mutécio
bekovetkezésének a helye (Hegedis és Halasz, 2022)

Mutici6 helye Prunus nemzetség Malinae altribus
Bibekomponens P. persica S» Pyrus pyrifolia Sasm
(SPM) P, dulcis St Pyrus communis S»
P. pseudocerasus S3mj Sim Eryobotrya japonica Seins-rN-42
P, cerasus Sem; Sem2; S13m; Shull Malus x domestica S
Pollenkomponens P, persica Si; S2; S3; Sa
(PPM) P. mume Sy, §3°

P. armeniaca Sc; Sca
P, pseudocerasus Sq
P, avium S3; S4; Ss
P. cerasus S1’; $13”; Snui
P. salicina S.
S-lokusztol fiiggetlen P. armeniaca ParMDO Pyrus bretschneideri ‘Jin Zhui’
P. avium MGST Malus x domestica MdHT1

2.7.1. Cseresznye (P. avium L.)

A cseresznye egyike volt az elsd olyan gylimdlcsfajoknak, ahol a nem megfeleld
termékenyiilés okozta terméskiesés az inkompatibilitasi vizsgalatok megkezdését siirgette,
igy mar az 1900-as évek elején intenziven végeztek szabadfoldi keresztezéseket (Crane €s
Brown, 1938). Mivel minden ismert fajta 6nmedddnek bizonyult, nagyon koran felmeriilt
az igény egy Ontermékenyiild fajta eldallitdsdra. Az Egyesiilt Kiralysdg John Innes
Intézetében a mutacids nemesités modszereit alkalmazva a ‘Napoleon’ (S535s) fajta
viragriigyeit rontgensugarzassal kezelték. A kezelt farol szdrmazo pollenszemeket az
‘Emperor Francis’ (S3Ss) fajta nagy szamu viraganak bibefeliiletére juttattak. igy jott 1étre
két mutins egyed, a JI2420 ¢és JI2434 jeliiek, melyek a vizsgalatok soran
ontermékenyiilének bizonyultak. Ezt a két egyedet hasznaltak ezutin az OT cseresznye-
fajtaeldallitast célzo nemesitési programokban (pl. ‘Stella’, ‘Lapins’, ‘Alex’) vilagszerte és
hazankban is (Lewis, 1949; 1954; Lewis €s Crowe, 1954; Apostol, 2001). Sok ¢év telt el az
eldallitast kovetden, mire fény deriilt a pontos molekularis eseményekre, amelyek a
fenotipus megvaltozasat idézték eld. Az S3’-haplotipusnal egy delécio hatasara a teljes SFB3
gén deletalodott (Sonneveld és mts., 2005). Az ismertetett GI-modell szerint igy a hidnyzo
SFB nem degradalja a GI-komplexet, ezért az S3-RN-azt a GI lebontja, vagyis a pollentomld
novekedése akadalytalan. Az Si’-haplotipusndl a besugarzés hatasara keletkezett négy bp-
nyi delécid kereteltolodast okozott, ami egy korai stop kodont eredményezve
funkcioképtelen fehérjét kodol (Ushijima és mts., 2004; Sonneveld és mts., 2005). Az
ionizalo sugar okozta DNS-lanctorést a sejt javitd mechanizmusai valdsziniileg az in. nem
homolog végek 6sszekapcsolasdval (non-homologous end joining, NHEJ) korrigaltdk, ami
az Osszekapcsolandd végeken eldforduld, azonos bazisszekvencidju négy nukleotidos
delécio a HVa régio eldtt tortént, igy a kereteltolodas hatasara a felismerésért felelés HVa
hipervaridbilis régio szekvenciaja is megvaltozott, a HVb pedig hidnyzik egy korai stop
kodon miatt.

Késobb egy természetes eredetli mutaciot is talaltak: egy sziciliai tajfajta, a ‘Kronio’
vizsgélata soran dertilt ki, hogy az SFBs-allél korai stop kodont tartalmaz egy egybazisos
egésze hianyzik a fehérjébél (Marchese és mts., 2007). A ‘Cristobalina’ szintén egy OT
fajta, viszont a fenotipus megvaltozasat egy S-l6kuszon kiviili, a 3-as kromoszéman
elhelyezkedd gén okozza (Cachi és Wiinsch, 2011). Ono ¢és mts. (2018; 2020) 18 fajta és
két szegregald populacid 43 egyedének genomszekvencidjat hatdroztak meg, amely alapjan
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csokkenti a gén kifejezédésének mértékét. Mas eltérést nem taldltak, ezért arra
kovetkeztettek, hogy ez okozza az 6ntermékenytilést. Ez a természetes eredetli mutacio adta
a lehetdséget az elsd olyan térképezd populacid létrehozasara, ami cseresznye esetében
ontermékenyiilésbdl szarmazik. Kordbban csak interspecifikus vagy két OM fajta
keresztezésébol 1étrejott utodpopulacidt hasznaltak kapcesoltsagi térképek készitésére (Calle
¢s mts., 2018).

2.7.2. Mandula [P. dulcis (Mill.) D.A.Webb]

A manduldban megfigyelt OT képességet okozo allélt Sr-ként jeldlik a ,fertility”
kifejezésre utalva. Az elséként azonositott OT genotipusok Olaszorszag apuliai régidjabol
szarmaznak. Az elsé hipotézis szerint az apuliai régiébol szelekcioval kiemelt fajtak
ontermékenyiilési képessége az OT P. webbii fajbdl introgresszio utjan keriilt 4t. Késébb
azonban valdsziniibbnek itélték, hogy az Sr-allél a P. dulcis fajon beliil alakult ki, és innen
jutott at introgresszidval a P. webbii fajba, mert az Sy miikodoképes, vad tipusu alléljat csak
a P. dulcis-ban talaltdk meg (Boskovi¢ és mts., 2007). Mindkét feltevés alapja, hogy a
termesztett mandula és az aputliai régioban vadon €16 P. webbii egyedek egymassal
keresztezOdhetnek (Kodad és mts., 2009). BoSkovi¢ és mts. (1999) nem-egyenstlyi
izoelektromos fokuszalas (NEpHGE) soran az Sr-ribonukleédz allél esetében nem detektaltak
enzimaktivitast. Késébb Ferndndez i Marti és mts. (2014) az SRN-dztol 5’ upstream
iranyba 4700 bp tavolsagban tobb citozin metilezettségi mintdzataban talaltak eltérést, ami
okozhatja az St inaktivitasat. Transzkriptomikai vizsgélat soran kideriilt, hogy az S-RN-4z
kifejezédése nagyon kismértéki. Mas kutatok szerint néhany transzkripcids faktor
aktivatorként hat az S-RN-dz expresszidjara, és elképzelhetd, hogy ezek egyikének
inaktivacidja vagy teljes hidnya okozhatja a csokkent mértékii expressziot (Gomez és mts.,
2019a; 2022).

2.7.3. Japankajszi (P. mume Sieb. et Zucc.)
Az OT fenotipust eléidézd allél jeldlése itt is Sr. Kideriilt, hogy az SFBf kodold

eredményezi (Ushijima és mts., 2004). A 6,8 kbp méretli inszercioban talalhato korai stop
kodon miatt a transzkriptum mar nem tartalmazza a HVa és HVDb régidkat. Szinte ugyanez
az inszercio egy masik haplotipusban, az SFB3’-allélban is megtalalhatd (Yamane és mts.,
2009). Az LTR-régi6 szekvencidja teljesen azonos mindkét allél esetében, ami arra utal,
hogy ez a mutacids esemény evolucids idében mérve nem olyan régen torténhetett €s egy
ma is aktiv retrotranszpozon okozta. Az SFBr eléfordulasa sokkal gyakoribb, szinte az
osszes OT fajtaban ez a haplotipus van jelen, mig az SFB3’-t eddig minddssze négy fajtaban
mutattdk ki. Ennek az az oka, hogy az eredeti S3-allél is csak egy fajtaban taldlhatd meg;
valdszinilileg olyan tulajdonsagokkal kapcsolt, melyek nemesitési szempontbdl kevésbé
kivanatosak, igy ezzel a génforrassal nem dolgoztak a nemesit6i mithelyek (Yamane és Tao,
2019).

2.7.4. Japanszilva (P. salicina Lindl.)

Az OT fenotipus kialakitisat az Se-allél idézi eld, melynek a szdmmal jeldlt
allélsorban S5 a szinonim elnevezése (Halasz és mts., 2007a). Az S-RN-dz expresszidjaban
nem talaltak eltérést, igy valdsziniileg az SFB.-allélban alakult ki funkciovesztéses mutacid
(Beppu és mts., 2005). Ugyanakkor Guerra és mts. (2020) tobb olyan fajtat talaltak, melyek
hordozzdk az Se-allélt, de Onmedddének bizonyultak a mikroszkoépos pollentdmld
monitorozasi vizsgalatok sordn. Az S-genotipizalast csak az S-RN-dz génre tervezett
primerekkel végezték el, igy elképzelhetd, hogy az eredeti Se-haplotipus is megtalalhato
mind a mai napig, illetve a funkciovesztéses is, ami ezek szerint tovabbra is arra utal, hogy
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a valtozas az SFB-génben kovetkezett be. Ennek megfeleléen a molekularis esemény
meghatarozasa utan egy j marker kidolgozéasara lesz sziikség, amely az eredeti ¢és a
funkcidképtelen allél kimutatasara is alkalmas.

2.7.5. Oszibarack (P. persica L. Batsch.)

A Prunus nemzetségben egyediilallo modon az dszibarack az egyetlen faj, amelynek
minden fajtaja Ontermékenyiil6. Ennek az az oka, hogy a termékenyiilési fenotipus
megvaltozasa valoszinlileg még a termesztésbe vonas eldtt tortént meg. A kinai géncentrum
nedvesebb teriiletein, ha a megporzé rovarok aktivitdsa csokkent vagy teljesen hidnyzott,
akkor az Ontermékenyiilési képesség elonyt jelentett. Ezt az elonyt ellenstlyozza a
beltenyésztéses leromlds. Az dntermékenyiilésre haté gyenge szelekcids nyomas mellett OT
és OM genotipusok is élhettek egymas mellett, ami elég id6t adhatott a karos hatast allélok
kiszoruldsara. Emiatt, bar a faj genomjara jelentds mértékli homozigotasag jellemzo, a
beltenyésztéses leromléas nem jelentkezik (Tao és mts., 2007).

Az SFB; az Sy mandula allél funkcioképtelen valtozata, egy 155 bp hosszu inszercio
miatt veszitette el miikodoképességét (Tao és mts., 2007). Az SFB> a japanszilva Sa-
alléljanak valtozata, mely egy 5 bp-os inszerci6é miatt funkcioképtelen. Az SFB3 egy korai
stop kodont tartalmaz 975 bp-ra downstream iranyban a start kodontol, mig az SFBs egy
helyett tirozin AS talalhatd, ami a ribonukleaz stabilitdsat befolyasolja (Hanada és mts.,
2014; Abdallah és mts., 2020).

2.7.6. Meggy (P. cerasus L.)

A tetraploid meggy esetében tobb funkcidvesztéses mutdcié is ismert. A 12
haplotipusbol 9 esetében talaltak valamilyen mutaciot, ahol az allélnevezéktan szerint a
pollen oldali mutdnsokat a szdm utani aposztrof karakterrel (), a bibe oldaliakat pedig (m)
szimbolummal jel6ljik. A nagyobb szamu funkcidképtelen allélok eléfordulasanak oka a
poliploid genom, mert ebben az esetben egyetlen haplotipus mutacidja még nem valtoztatja
meg a fenotipust, vagyis a funkcioképtelen allélok igy szelekcidos nyomas nélkiil
felhalmozodhatnak (Hegediis és mts. 2012; Dondini és mts., 2018).

A PPM (pollen part mutant) Si’-allélt az “Ujfehértoi fiirtds’ fajtaban azonositottak,
egy 615 bp méretli inszerciot és egy korai stop kodont tartalmaz a kodolo régioban (Hauck
és mts. 2006a). Az SPM (stylar-part mutant) Sem-allélt az ‘Erdi bétermé’ meggyfajtaban
fedeztek fel: egy 2715 bp méretli inszerciot tartalmaz upstream irdnyban az S-RN-dz gén
kodolo részeétol, a 797 bp pozicional (Yamane €s mts., 2003a). A funkcioképes Ss-RN-dz
masik mutans valtozata a szintén SPM Semz-haplotipus, amely 1 bp deléciot tartalmaz a C2
konzervativ régidban (Tsukamoto €s mts. 2008a). Egy masik SPM az Sizm-haplotipus
(‘Montmorency’), ami a vad tipust S13-hoz képest 23 bp deléciot tartalmaz a C3 és RC4
régiok kozott (Tsukamoto €s mts., 2006). Az S13-RN-dz masik funkciovesztéses formdja a
PPM Si3’-haplotipus (‘Rheinische Schattenmorelle’), a kodoldé région beliil 1 bp
szubsztituciot és egy korai stop kodont hordoz (Tsukamoto €s mts., 2006). Az Szs-haplotipus
két kiilonbozd valtozata az Siea (‘Rheinische Schattenmorelle’) és az Sien (‘Ujfehértoi
flirtds’) (Tsukamoto és mts., 2010), koztik a kiilonbség az S-RN-dz gén masodik
minddssze 8 nukleotidos eltérés van. Osszevetve az OT-t 0kozd Siea- és S3eb-RN-diz-okat
mas ismert cseresznye S-RN-dz-okkal, nem talalhatd olyan molekularis valtozas, amely
akadalyozna az S-RN-4z aktivitast. Ugyanakkor az SFB36a €s SFB36, aminosav-szekvenciadk
Osszehasonlitdsa alapjan az Osszes Prunus fajban eddig igazolt tirozin helyett fenilalanin
sajat/idegen felismerés szempontjabol (Tsukamoto €s mts., 2010). Késobb még tovabbi két
funkciovesztéses allélt azonositottak szintén ezen haplotipusbol: a C2 konzervativ régiéban
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egy 1 bp-os szubsztituciot és egy korai stop kodont tartalmazo Siene varianst, valamint az
S3ep3-haplotipust, ami az S3ep-nél eléforduld Hindlll hasitohely rovidebb szakaszat
tartalmazza. Fontos kiemelni, hogy mind a négy funkcioképtelen S3¢ variansban talalhatod
egy nem autoném Helitron elem az SFB stop kodonjatol 38 bp tavolsagra downstream
iranyban. Mindezidaig nem tisztazott, hogy a pontos funkciovesztésért az SFB 188.
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elem-e a felelds (Tsukamoto és mts., 2010).

2.7.7. Kajszi (P. armeniaca L.)

A fajtak négy 6kofoldrajzi csoportba sorolhatok, melyek koziil harom csoport tagjai
féként OM fenotipustiak, ilyenek az 4zsiai, a kaukazusi és a dzsungar-altaji genotipusok
(Kosztina, 1970). A termesztési szempontbol legfiatalabbnak szamitd eurdpai csoportba
sorolt fajtak tobbsége OT (Nyujtd és mts., 1985; Burgos és mts., 1993; Nyéki és Szabd,
1995). Burgos ¢és mts. (1998) bibeszovetbdl izolalt S-RN-az izoenzimek vizsgalata alapjan
azonositottdk az OT jelleggel Osszefiiggésbe hozhatd allélt, melyet a ,,compatibility”
kifejezés alapjan Sc-ként jeldltek. Az allél dominans, a heterozigota fajtdk is OT
fenotipusuak, ami megfelel a GSI diploid molekuldris miikodési modelljének (Burgos és
Pérez-Tornero, 1999; Alburquerque és mts., 2002). Vilanova ¢és mts. (2006) a ‘Currot’
homozigota (ScSc) fajtabol izoldlva meghataroztak az Sc-RN-dz és az SFBc-szekvencidkat.
A bibekomponensben nem talaltak eltérést, de az SFBc-allél egy 358 bp hosszusagu
inszerciot tartalmazott. Az inszercidban azonositott stop kodon hatdsiara a képzodo
fehérjébodl legalabb 75 AS hianyzik, igy feltételeztek, hogy ez a pollenkomponensben
bekovetkezett mutacioé okozza az ontermékenytilést.

PhD munké&m soran 2003-t61 foglalkoztam kajszifajtak termékenyiilési viszonyainak
jellemzésével. Tizenharom uj allél azonositasa soran talaltuk meg az Sg-allélt, ami alapos
vizsgalatot igényelt, mert az Sc- (‘Pannonia’) és Ss-RN-az (‘Ceglédi oOrids’) izoenzimeket
egyetlen NEpHGE-protokoll alkalmazasaval sem lehetett szétvalasztani, mindkettd
izoelektromos pontja 9,22 volt. Tovabba a két allél intronrégio-méretei, valamint az elsd
intron szekvencidja és a cDNS-szekvencia a szignalpeptidtdl a C5 régidig megegyezett.
Minden eredményiink arra utalt, hogy az Ss-haplotipus F-box génjében (SFBs)
bekovetkezett mutacio miatt jott 1étre az SFBc-nek nevezett allél. Ennek tovabbi elemzésére
¢és a feltételezett mutacid funkciondlis bizonyitasara iranyitott szabadfoldi keresztezést
végeztiink. Két olyan genotipust valasztottunk, amely erre tokéletes alapot adott, mert az
OT ‘Ceglédi arany’ (ScSo) egy kozos inkompatibilitasi allélt (Ss) hordoz az OM Ceglédi
orias’ (SsS9) fajtaval. A ‘Ceglédi arany’ anyapartnerként a ‘Ceglédi orias’ pollenjével
torténd megporzasat kovetden nem volt gyiimdlcskotddés, és mikroszkopos vizsgalattal is
az inkompatibilitasi kapcsolat tipikus jegyeit tapasztaltuk. Ellenben a reciprok keresztezés
40%-o0s gytimolcskotddést eredményezett. A kozos So-allél miatt csak az Sc-allélt hordozo
pollenszemek okozhattak termékenyiilést. Ez azt jelenti, hogy a pollenadé Sg-allélja az Sc
eredeti valtozatanak felel meg, funkcioképes F-box fehérjét expresszal, ami az OT
anyapartner Sc-RN-4z enzimjét sajatként ismeri fel. Mindezen adatok alapjan egyértelmiien
igazoltuk, hogy az OT fenotipust okozé Sc-haplotipus az Ss-haplotipus SFB génjében
bekovetkezett mutacié hatasara alakult ki, vagyis Sc=Sgs’, amit az SFBs-allélszekvencia
meghatarozasaval is igazoltunk (Haldsz és mts., 2007b; Halész, 2007a).

2.8. Az S-1okusz evolucios torténete

A ribonukledzok szamos élettani folyamatban vesznek részt az RNS-
metabolizmustol kezdve a DNS-replikdcion, génszabalyozason 4t a mikroorganizmusok
elleni védelemig széleskorti miikodési spektrummal (MacIntosh és mts., 2010), emiatt tn.
szupercsaladot alkotnak. Funkcidjuk alapjan az egyszali RNS-t (ssRNS) hasito transzferaz
tipust, oligo- vagy mononukleotidokat eredményezd ribonukledzok harom alcsaladba
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sorolhatok (Luhtala és Parker, 2010): RN-az A, RN-az T és RN-az T,. Az RN-az A
pirimidin-specifikus enzim, mikodési optimuma a ligos tartomanyba esik (pH 7-8), a
gerincesek korében nagyon nagy szamban fordul eld. A csoport nevét a legismertebb és
legtobbet tanulmanyozott szarvasmarha hasnyalmirigy ribonukleazrol kapta. Az RN-az T,
alcsalad szintén lugos, optimalis pH tartomdnya 7-8, guanilsav-specifikus (guanozin-
monofoszfat), gombakban és baktériumokban fordul el6. A T> csoportba tartozé enzimek
savas kozegben miikddnek, 4-5 pH tartomanyban, adenilsav-specifikusak (adenozin-
monofoszfat), szinte minden ¢€l6lényben el6fordulnak: allatokban, ndvényekben,
gombakban, virusokban és baktériumokban is. Endonukleazok, az altaluk katalizalt reakcio
végeredményeként nukleozid-3’-foszfatok keletkeznek 2°,3’-ciklikus foszfat és 3’-foszfo-
oligonukleotid koztitermékekkel (Irie, 1999; Hillwig és mts., 2011). A T> alcsalad harom
osztalyra bonthatd: az 1. osztalyba szovetspecifikus és funkcionalisan széleskorti hatassal
biré enzimek, a II. osztalyba a biotikus és abiotikus stresszvalaszban résztvevé enzimek
tartoznak, a zarvatermOkben fordulnak el6, mig a III. osztalyban a termékenyiilési
folyamatokban fOszerepet jatszé S-ribonukledzok taldlhatok, melyeket eddig csak
kétszikliekben azonositottak (Ramanauskas és Igi¢, 2017).

S-RN-4z alaptt GSI rendszer mikddik 6t novénycsaladban: Solanaceae,
Plantaginaceae, Rosaceae, Rutaceae, Rubiaceae és Cactaceae (Franklin-Tong és Franklin,
2003; McClure ¢és Franklin-Tong, 2006; Ramanauskas ¢és Igic, 2021; Vieira és mts., 2021;
Zhao ¢s mts., 2022). Filogenetikai vizsgalatok arra utalnak, hogy ez a molekuléris alapt
GSI rendszer kozos evolucios eredetii, amely kb. 120 millié évvel ezeldtt alakult ki (Igic és
Kohn, 2001; Steinbachs és Holsinger, 2002; Vieira és mts., 2007; Nowak és mts., 2011). A
bibe- és pollenkomponens gének koevolucios mintazatot mutatnak, hiszen ennek hidnyaban
az inkompatibilitasi jelleg elveszne (Kubo és mts., 2010). Az elmult években szamos faj
teljes genomszekvencidja valt ismertté, ami lehetOséget adott az S-lokusz evolucios
torténetének vizsgalatira. Lv és mts. (2022) nemrég 81 ndvényi genom elemzését végezték
el filogenetikai szempontbol a T»-RN-azokra fokuszalva. Osszesen 785 T>-RN-dz gént
talaltak, a fejletlenebb novényekben kisebb szamban (algdk, mohdk és pafranyok), mig a
kétszikiiekben génduplikacids események miatt joval nagyobb szdmban. Az el6forduldsuk
alapjan a III. osztalyba tartozé S-ribonukleazok a leglijabb eredetiiek, ,,legfiatalabbak™ a T
alcsaladban, és nagy valdsziniiséggel az I/Il. osztalyba tartozd génekbdl szarmaznak. A
teljes genom vagy adott kromoszomarégiok duplikacidjanak hatdsdra megtortént az S-
16kusz duplikécidja is, ami az OM mechanizmus elvesztését jelenthette egy rovid id6re, ami
csalddban (Zhao és mts., 2022). Makro- és mikroszinténia vizsgalatok alapjan az S-RN-4zok
korabban jelentek meg, mint hogy a ma ismert Rosaceae fajok kialakultak volna. Ennek
kovetkezménye, hogy az egyes fajok kozotti interspecifikus szekvenciahasonlosag nagyobb
mértékil, mint a fajokon beliili (a kiilonb6zd allélok kozabtti) intraspecifikus hasonlosag, ami
az un. transzspecifikus evolucio jelenségét mutatja (Richman és Kohn, 1996).

A Rosoideae és Amygdaleae fajok S-lokuszait jelentds mértékii szinténia jellemzi,
mig a Malinae fajokban tobb valtozas tortént. A korte- €s almafajok Osi F-box génje
(»,ancestral F-box’’) nagyon hasonl6 az 6si Rosoideae és Amygdaleae F-box génhez, amely
az S-RN-az génnel szoros kapcsoltsagban all. A Malinae fajokban joval nagyobb szamban
fordulnak elé az SLF gének, mint a Rosoideae és Amygdaleae fajokban, vagyis tobb
duplikacios esemény érintette ezen géneket, ami a felismerési rendszerben alapvetd
foglalkoz6 tanulmanyok arra utalnak, hogy a nagyon gyakori génduplikacios eseményeket
viszonylag gyors diverzifikdci6 kovette (Gagne és mts., 2002; Yang és mts., 2008,
Morimoto és mts., 2015; Akagi és mts., 2016). Ez az evolucids mintazat fontos szerepet
jatszott az F-box gének szupercsalddjaban az eltéré funkciok kialakuldsakor (Xu és mts.,
2009). A duplikalt gének sorsa a kdvetkezd evolucios modellek alapjan alakulhat tovabb:
pszeudogenizacié (funkcidvesztés) (Moore és Purugganan, 2005), szub-funkcionalizacio
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(az eredeti funkcid felosztasa a duplikalt gének kozott) (Cusack és Wolfe, 2007) €s neo-
funkcionalizacié (1j funkcid kialakulasa) (Blanc és Wolfe, 2004).

Tekintve, hogy a Rosaceae ndvénycsaladon belill el6fordul mind nem-sajat
(Malinae), mind sajat felismerési rendszer (4dmygdaleae), szdmos hipotézis keletkezett arra
vonatkozéan, melyik alakult ki korabban. A kdzelmultban arrél szamoltak be, hogy a Rosa
S-16kuszaban tobb F-box gén taldlhatdo, ami arra utalt, hogy ezek a fajok az
almaterméstiekhez hasonléan szintén nem-sajat felismerési SI rendszerrel rendelkeznek
(Vieira és mts., 2021). Fél év elteltével Du és mts. (2021) tisztaztdk, hogy szintén a
Rosoideae alcsaladba tartoz6 Fragaria esetén S-RN-azoknak gondolt gének valdjaban olyan
T2-RN-azokat kodolnak, amelyek az 6nmedddség kialakitasdban nem jatszanak szerepet,
igy a kozeliikben taldlhatd F-box génklaszter sem az S-l10kusz része. Mindezek alapjan
jelenleg mégis az latszik a legvaldsziniibbnek, hogy az 6si Rosaceae Sl rendszer sajat
felismerési tipusu volt és a Malus/Pyrus/Sorbus fajokra jellemzé nem-sajat felismerési
rendszer késoObb jott 1étre, ,,de novo” jelent meg. Ezt az a tény is aldtamasztja, hogy a
Fragaria és Rosa S-RN-azok nagyon hasonlok a Prunus S-RN-dz génekhez (Aguiar és mts.,
2015; Vieira és mts., 2021).

2.9. Az S-genotipus meghatarozasanak modszerei

Alapvetden négyféle modszer all rendelkezésre az S-genotipus meghatarozaséhoz,
melyek koziil kettd a klasszikus, fenotipusos vizsgélatok, kettd pedig a molekularis,
kozvetleniil a genotipus azonositasara alkalmas eljarasok kozé tertozik. Az S-16kuszbodl
szarmazo, sok szekvencidnak koszonhetéen ma mar tulnyomoérészt a PCR-alapt ILP
modszert és a DNS-szekvencidk elemzését hasznaljak vilagszerte, de a fenotipus
megerdsitéséhez a pollentomlé-ndvekedés mikroszkdpos vizsgalatat, illetve a szabadfoldi
keresztezéseket is gyakran alkalmazzédk még napjainkban is (Ortega és Dicenta, 2004;
Halasz és Hegediis, 2006).

2.9.1. Szabadfoldi iranyitott megporzas és a gyiimolcskotédési arany vizsgalata

A molekularis alapok ismerete nélkiil hosszu 1don keresztiil a szabadfoldi vizsgélat
volt az egyetlen lehetdség a termékenyiilési rendszerek jellemzésére. Bar a modszer
egyszeriien kivitelezhetd, szamos hatranya van. Az dntermékenyiilési képesség igazolasara,
illetve a kiilonbozé fajtakombindciok kompatibilitasi vizsgéalatara is alkalmas. A
pollenszemek begyljtését kovetden a himnds viragok kasztraldsa utan iranyitott modon,
kézzel torténik a megporzds. Kb. 8—10 hét elteltével a gylimolcskdtddési ardny mar
kiszamolhatd (Nyujté és mts., 1985; Guerriero és Bartolini, 1995). A modszer olcso, nem
tul idbéigényes, bar a kozvetlen eredményre két honapot kell varni. Ha nemcsak a
termékenytilési fenotipust szeretnénk megallapitani, hanem az S-genotipust is meg akarjuk
hatdrozni, akkor az a gyilimolcsfak esetében hosszii éveket vesz igénybe. Szamos
kombinacioban kell a tesztkeresztezéseket elvégezni, rdadasul a pontos genotipus
meghatarozasahoz az utdodok egyik sziilvel torténd visszakeresztezésére, illetve az utodok
egymas kozotti keresztezésére is sziikség van (2. tablazat), ami a termdre fordulas idejét
figyelembe véve akar 8 év is lehet. A csonthéjas fajokra nem jellemzd a partenokarpia, de
az almatermésiieknél gyakori jelenség, igy a termések magvainak megszamlaldsaval mindig
ellendrizni kell, hogy ténylegesen tortént-e termékenyiilés (Burgos és mts., 1993; Nyéki,
1996; Halasz és Hegediis, 2006). Nagy nehézséget jelent a kornyezeti tényezdk befolyasolo
hatdsa, mert mind a hdmérséklet (fleg az alacsony), mind a csapadék torzithatja, vagy akar
tonkre is teheti (pl. tavaszi fagykar) a vizsgalatok eredményét. A hatékony megporzasi
idészak (EPP: effective pollination period) pontos meghatdrozasa is kritikus része a
munkafolyamatnak (Sanzol és Herrero, 2001; Ortega €és mts., 2004; 2007; Fotiric Aksic és
mts., 2022).
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2. tablazat: Az S5, x S3S, keresztezés eredménye négyféle utdéd 1:1:1:1 aranyban. Az utdédok
egymas kozotti keresztezésébdl szarmazo genotipusok aranya

Q d SlsB Sls4 SZSB SZS4
S : S ! szemi-kompatibilis | szemi-kompatibilis kompatibilis
50 % 50% 100 %

Sl 54 szemi-kompatibilis kompatibilis szemi-kompatibilis
50 % 100 % 50 %

SZ S3 szemi-kompatibilis kompatibilis szemi-kompatibilis
50 % 100 % 50 %

SZ 54 kompatibilis szemi-kompatibilis | szemi-kompatibilis
100 % 50 % 50 %

Crane ¢és Lawrence 1929-ben publikaltak, hogy 19 cseresznyefajtat iranyitott
keresztezésekkel soroltak be 5 inkompatibilitasi csoportba (CIG). Késébb Matthews és Dow
(1969) kiegészitették az elérhetd 0sszes informacioval, igy mar 140 fajta S-genotipusa volt
ismert 10 inkompatibilitasi csoportbol. Manduldnal 1922-ben indultak el a szabadfoldi
vizsgalatok és eldszor kettd, majd még tovabbi két csoport valt ismertté (Tufts és Philip,
1922; Kester és mts., 1994). Az els6 kajszi inkompatibilitasi csoportot 1996-ban hataroztak
meg (Egea és Burgos, 1996). Magyarorszagon Nyéki és Szabo 1968 és 1991 kozott hat
Prunus faj 93 fajtajaval, 6sszesen 340 kombindcidban végeztek szabadfoldi termékenyiilési
vizsgalatot (Ny¢€ki és Szabo, 1996).

2.9.2. Mikroszkopos pollentomlé-novekedési vizsgalatok

A szabadfoldi vizsgalatok kornyezeti tényezok altali befolyasoltsagat kikiiszoboli a
pollentomld (PT) novekedésének mikroszkopos monitorozasa. A vizsgalando kombinéciok
keresztezése laboratériumban hajtatott viragokon elvégezhetd. A kézi megporzast kovetden
48 6ra mulva a bibék begylijthetdk és festés utdn a PT lathatova tehetd UV-fluoreszcens
mikroszkoppal. A teljes vizsgélat laboratoriumban végezhetd, igy semmiféle kornyezeti
hatas nem gétolja a munkat, tovabba nem kell 8 hetet varni az eredményre. Hatranya, hogy
ugyancsak termoOkora fak esetében végezheto el, illetve technikai felszereltség és tapasztalat
szlikséges a pontos kivitelezéshez (Halasz és Hegediis, 2006).

A PT egyetlen specidlis sejt, amelynek a gyors novekedés soran kimeriilo részeit
kallozleflizodések valasztjak el, ennek kovetkeztében a sejtorganellumok a ndvekvd csucsi
részbe koncentralédnak (Franklin-Tong és Franklin, 2003). Martin (1959) dolgozta ki azt a
festési eljarast, aminek az alapjait ma is hasznaljak. A kalloz anilinkékkel megfesthetd, igy
a teljes PT létrafok-szerli megjelenése UV-fluoreszcens mikroszkoppal kovethetd. A
begyljtott bibék fixalé oldata formalin: 80% alkohol: ecetsav 1:8:1 aranyu elegye. A
modszert a csonthéjas fajok koziil els6ként manduldnal hasznaltak (Socias 1 Company,
1976; Ben-Nijima és Socias i Company, 1995; Ortega és mts., 2002; Lopez és mts., 2004).
Késobb tobb faj esetében is hatékonynak bizonyult: cseresznyénél (Cachi és mts., 2014;
Radicevi¢ és mts., 2016), meggynél (Lansari és lezzoni, 1990; Cerovi¢ és Ruzi¢, 1992;
Yamane €s mts., 2003a), kajszinal (Austin és mts., 1998; Halasz és mts., 2007b; Herrera €s
mts., 2018), valamint diploid és hexaploid szilvaknal (Sutherland és mts., 2008; Abdallah
és mts., 2019; Cerovi¢ és mts., 2021).

2.9.3. Fehérje-alapu modszer

Amint azonositottak a GSI rendszer bibekomponens fehérjemolekuldjat, lehetdvé
valt izoelektromos fokuszalassal és specifikus festéssel az egyes S-RN-4z izoenzimek
kimutatasa, igy a kdzvetlen S-genotipizalds is. A mddszer nagy eldnye az alléltermékek
azonositasa, amelyhez nem kell tobbféle keresztezési kombinacié. Hatranya, hogy
ugyancsak termdékoru fak esetében végezhetd el, mert csak a bibeszovetbdl izolalhatok az
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S-RN-4zok. Igy mintagytijtésre évente egy alkalommal, virdgzaskor van lehetdség. A
megbizhatd eredmény érdekében kontrollfajtadk hasznélata is sziikséges lehet (Halasz és
Hegediis, 2006; Yamane és Tao, 2009). Az S-RN-az fehérjék kozott jelentdsebb méretbeli
eltérés nincs, viszont az allélspecificitds miatt az aminosav-Osszetételben kiilonbségek
mutatkoznak, amelyek izoelektromos-fokuszalassal torténd elvalasztast kovetden
detektalhatok. Az S-RN-azok izoelektromos pontja a ligos tartoméanyba esik (Sassa €s mts.,
1992). Késobb a legtobb esetben un. nem egyensulyi izoelektromos fokuszalast végeztek
(NEpHGE: non-equilibrium pH gradient electrophoresis), ami szintén a katdd iranyaba
torténd futtatast jelent, de a fehérjék nem érik el az izoelektromos pontjukat (Lopez, 1999).
Az alébbi csonthéjas fajoknal sikeresen végezték el az S-genotipusok meghatarozasat ezzel
a modszerrel: kajszi (Burgos és mts., 1998; Halasz és mts., 2005), mandula (Certal és mts.,
2002; Boskovic¢ és mts., 2003; Kamali és mts., 2010), dszibarack (Hegeds és mts., 2006),
meggy (Yamane és mts., 2001; Tobutt és mts., 2004) és cseresznye (Yamane €s mts., 2001).

2.9.4. A DNS-alapu modszerek

A legelterjedtebb és legtobb elénnyel rendelkezd modszer az S-genotipus
meghatarozasara a PCR-markerek hasznélata. F6 elénye, hogy DNS-alapt, igy barmilyen
novényi szovetbdl elvégezhetd, még a juvenilis kort fak vagy akar a csirandvények esetében
is. A moddszert a kornyezeti tényezOk sem befolyasoljak, az eredmények nagyon gyorsan
kiértékelhetok és a nemzetkozi adatbazisok hasznalataval nincs sziikség kontrollfajtdkra. Uj
S-allélok azonositasat is lehetvé teszi (Mufioz-Sanz és mts., 2020). Altalaban az S-RN-dz
gén vizsgalatan alapul, de sok esetben az SFB gén markerezésére is sziikség van. Fajonként
eltérd, hogy hany PCR-vizsgalat alapjan allapithaté meg a pontos genotipus, mert attdl fiigg
az eredmény, hogy a funkcidvesztéses mutdciok milyen modszerrel detektalhatok.
Alapvetden kétféle uton zajlik a markerezés: a gének konzervalt régidira, illetve a
specificitasért felelds régidkra tervezett primerek hasznalataval. ElObbi esetben tn.
konszenzus (degeneralt), utobbi esetben allélspecifikus primerekkel dolgozunk. A
konszenzus primerek egyszerre tobb allél kimutatasara alkalmasak kodominans modon, mig
az allélspecifikusokkal csak egyetlen allél jelenléte bizonyithatd (Haldsz és mts., 2006;
Herrera és mts., 2020).

A Prunus S-RN-az gén két intront tartalmaz, melyek mérete allélspecifikus modon
valtozik (Tamura és mts., 2000; Sonneveld és mts., 2001; Wiinsch és Hormaza, 2004). Ez a
méretbeli variabilitas lehetové teszi az un. ILP (Intron Length Polymorphism: intronhossz-
polimorfizmus) markerezési technikat. A jelenség nem egyedi, mas géneknél is el6fordul,
ahol szintén az intronokat hatarol6 konzervativ exonszekvencidkra tervezett primerekkel a
meéretbeli kiillonbségek alapjan eltéré PCR-mintazat nyerhetd, pl. a f-tubulin gén (Braglia
¢s mts., 2010), kiilonb6z6 transzportfehérjéket kodold gének (Gupta €s mts., 2012), a mac-
1 aktin gén (Daguin és mts., 2001), a lignin bioszintézis CH4 (fahéjsav-4-hidroxilédz) génje
(Triest és mts., 2009), a diketid-CoA-szintaz gén (Liu és mts., 2022) vagy a CHDI (Chromo-
Helikaz DNS-kot6 fehérjét kodolo) gén (Kroczak és mts., 2022). A PIP adatbazisban
(potential intron polymorphism) 59 ndévényfaj genomjardl érhetd el adat olyan gének
tekintetében, melyek lehetséges intronhossz-polimorfizmust mutatnak (Yang és mts.,
2007).

A Prunus S-RN-dz gén masodik intronja szinte minden esetben nagyobb méreti,
mint az elsd, és a méretbeli kiilonbségek agardz gélelektroforézissel kimutathatok
(Sonneveld és mts., 2006). Tao és mts. (1999) terveztek els6ként Prunus-specifikus
konszenzus primereket cseresznye cDNS-szekvencidk alapjan. A Pru-T2, Pru-C2 és Pru-
C4R primereket azdta is gyakran hasznaljak, esetenként mas primerekkel kombindlva:
japanszilvanal (Jun és mts., 2007), kajszindl (Donoso ¢és mts., 2009; Herrera és mts.,
2018a;b), japankajszinal (Tao és mts., 2000), eurdpai szilvanal (Kota-Dombrovska és Lacis,
2013), cseresznyénél (Yamane ¢és mts., 2000; Erdem és mts., 2021) és mandulanal (Sharafi
¢s mts., 2009). Késobb Sonneveld és mts. (2003) cseresznyefajtakra terveztek az 1.
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(PaConsl) és a 2. intronrégio (PaConsll) C2-C5 kozotti szakaszanak amplifikalasara
alkalmas primerparokat. Hatékonysagukat mutatja, hogy mas fajoknal is jol alkalmazhatok
voltak, pl. mandulanal (Rahemi és mts., 2010), eurdpai szilvanal (Haldsz és mts., 2014b) és
kajszinal (Yilmaz és mts., 2016). Egy évvel kés6bb Sutherland és mts. (2004) az elérhetd
Osszes Prunus szekvencia alapjan megtervezték az EM jelii primerkészletet (EM: az ,,East
Malling” Kutatointézet utan) az S-RN-daz C2, C3 és C5 régidira. Mind a mai napig a
leggyakrabban hasznalt primerekké valtak, mert a legtobb allél egyidejii kimutatdsara
alkalmasak a csonthéjas fajok kozott (Ruiz és mts., 2018; Boubakri €s mts., 2021; Kivistik
¢és mts., 2022).

Az els6 intron méretét kisebb eltérések jellemzik allélonként (néhany bp is lehet),
amely agaroz gélelektroforézissel nem mutathatdé ki. Az SSR-markerezésnél hasznalt
modon azonban a forward primer fluoreszcens jelolésével a pontos fragmentumméret
automata szekvenatorral meghatarozhatd. Az egyes méretek hozzarendelhetok egy-egy
allélhoz, amely tovabb pontositja az S-genotipizalast. Ennek megfeleléen mindkét
intronrégid vizsgélata sziikséges az S-alléel meghatdrozdsdhoz (Ortega és mts., 2005;
Sonneveld és mts., 2006; Herrera és mts., 2018b; Abdallah és mts., 2019). Amennyiben az
ismert alléloktol eltéré méret mutatkozik, akkor valdszintileg egy addig nem azonositott
allél van jelen, melynek megerdsitéséhez szekvenalasra van sziikség. A cseresznye SFB
intronméretek  O0sszehasonlitasaval kideriilt, hogy ezekre szintén jellemzé a
méretpolimorfizmus, igy a Vaughan és mts. (2006) altal tervezett primereket ujabb
genotipizalasi lehetségként kozolték. Javaslatuk szerint az S-RN-dz 1. intronnal egyiitt,
multiplex PCR alkalmazéasaval nagy egyedszdmu populacié gyors szelektdlasara is
hatékonyan hasznalhato.

A konszenzus primerek nagy elénye, hogy egyszerre tobb allél kimutatisara
alkalmasak, rdadasul a Prunus nemzetségben minden faj esetében jol hasznalhatok
megfeleld PCR-optimalizaciot kovetden. Ugyanakkor eléfordulhat egyes heterozigota
genotipusoknal az Un. preferencialis vagy szelektiv amplifikaci6, ami miatt diploidoknal
kettd helyett egy, poliploidokndl pedig a ploidszintnél kevesebb szamu allél jelenik meg.
Ennek oka lehet a primerek illeszkedésének eltérd mértéke, ami ha nagyon mas a kiilloénb6zo
allélok kozott, csak az egyik amplifikdlodik (Walsh és mts., 1992; Brace ¢és mts., 1993).
Problémat okozhat az is, ha az intronméret kifejezetten nagy (tobb ezer bp), mert akkor a
hagyomanyos PCR koriilmények nem megfeleldk. Ez esetben tn. ,,long PCR” protokollra
van sziikség, illetve olyan polimerazra, amely nagyobb fragmentumok amplifikalaséra is
alkalmas (Sonneveld és mts., 2003; Vilanova és mts., 2005). Eléfordulhat az is, hogy PCR-
melléktermékek keletkeznek egyes allélok esetében. Ennek oka lehet a DNS mésodlagos
szerkezete, ami eldsegitheti a polimeraz ,,ugralasat” (jumping) a PCR soran, illetve tobb
intronban talaltak mikroszatellit régiokat, repetitiv szekvencidkat, ami szintén okozhat extra
amplikonokat (Romero és mts., 2004). Ezen problémak kikiiszobolhetdk allélspecifikus
primerek alkalmazésaval.

A gylimolesfak korében az alma volt az elsé faj, amelynél DNS-alapu S-
genotipizalast végeztek: a bibeszovetbdl izolalt mRNS-bél a cDNS-szekvencidkra
allélspecifikus primereket terveztek (Broothaerts és mts., 1995; Janssens és mts., 1995). Ezt
az eljarast kovetve készitettek els6ként mandulaallélokra (Tamura és mts., 2000; Ma és
Oliviera, 2001), majd cseresznyeallélokra specifikus primereket a Prunus nemzetségben
(Sonneveld és mts., 2001). A specifikus primerek altalaban az RHV ¢és az intronrégiokba
kotddnek €s kb. 500 bp alatti DNS-szakaszt amplifikalnak (Schuster és mts., 2007; Szikriszt
és mts., 2013; Gomez ¢és mts., 2019). Az allélspecifikus primerek hatranya, hogy az allél
hianya esetén nincs PCR-termék, amely bizonytalansagot is jelenthet maga a reakcid
sikerességét tekintve. Ezt a problémat oldja fel egy un. belsé kontroll hasznalta, egy olyan
primeré, amely valamelyik héaztartasi génhez kotddve azonos, de az S-allélra specifikus
primerek amplikonjatdl eltéré méretli fragmentumot eredményez mindegyik mintiaban.
Multiplex PCR-rel egy 1épésben dsszemérhetd, de figyelembe kell venni, hogy a specifikus
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S-RN-az fragmentum méretétdl jol megkiilonbdztethetd legyen a kontroll termék és a
kiilonbozo primerek alkalmasak legyenek (homérsékleti profil és szekvencia alapjan) egy
reakcioban torténd felhasznalasra. Sonneveld és mts. (2003) a fenilalanin-ammonia-liaz
(PALT) enzim génjére terveztek jol mikodo IC jelt (internal control) primereket, melyek
1036 bp méreti fragmentumot amplifikdlnak, vagyis minden allélspecifikus terméknél
nagyobbat.

A funkcidvesztéses allélok kimutatdsa minden esetben attol fiigg, hogy milyen
mutacios esemény tortént. Az Osszes faj tekintetében ezekre az allélokra kiilon marker
kidolgozésara volt sziikség, mert gyakran még az eredeti, vad tipust allél is megtalalhat6 a
populécioban, igy attol (is) meg kell kiilonboztetni. Meggy esetében a PPM S;’°-allél 615 bp
méretll inszercidt tartalmaz, amely az eredeti, vad tipust allélra tervezett specifikus
primerekkel kimutathatd, mert 768 bp méretli termék jelenik meg az Si, valamint 1383 bp
hosszisagu az Si’ esetében, igy elérhetd egy megbizhaté kodominans marker az Si’
kimutatasdhoz (Tsukamoto ¢és mts., 2008b). Az Sem-allél detektaldsara tervezett
allélspecifikus PcS6 primerpar kozrefogja a funkcidvesztést okozd inszerciot, igy Se
esetében 192 bp, Sem esetében pedig 2907 bp hossziisagi PCR-fragmentum amplifikalddik.
Az Ss-RN-dz masik funkcioképtelen formaja az Sem2, amely 1 bp deléciot tartalmaz a gén
Sequences) marker segitségével lehetséges: a specifikus StyS6-F és S6-RNase-spR
primerekkel felszaporitott szakaszok a Styl restrikciés enzim hasitdsi mintdzatdban
kiilonbséget mutatnak, mert az enzim az Se- €s az Ssm-alléloknal a fragmentumot 275 bp ¢€s
20 bp darabokra hasitja, az Ssm2 esetében pedig a felismerdhely hidnydban nem tud hasitani,
igy az amplikon mérete valtozatlan (294 bp; az 1 bp delécié miatt 275+20-1 bp). Szintén
CAPS-marker kiiloniti el az Si3-, Si3m- €és Si3’-haplotipusokat, ahol a Maell restrikcios
enzim hasitohelye éppen a 23 bp delécioval érintett részbe esik (S13m). Viszont az S13’-
haplotipus a kodol6 région beliil 1 bp szubsztituciot és egy korai stop kodont tartalmaz, ami
az eredeti két Ddel hasitasi helyhez képest igy csak egyet tartalmaz (Tsukamoto és mts.,
2008b). Az Sse-haplotipusnak négy varidnsa van, melyek allélspecifikus primerekkel
detektalhatok (Tsukamoto és mts., 2010).

Cseresznyénél a PaSFB3 primerpar csak az SFBs-allélt szaporitja fel, az S3’-allélt
nem, mivel ezen allél esetében a mutacié az SFB3 gén delécigjat idézte eld (Sonneveld és
mts., 2005). Az SFBs -haplotipus 4 bp-nyi eltérésének kimutatdsira fragmentumhossz-
analizis alkalmazhat6 (Kivistik €s mts., 2022) illetve szerkesztettek egy olyan primert is,
amely csak az SFB4’-allélhoz kapcsolodik, de megbizhatdsaga vitatott (Mo és mts., 2005).
Emellett még CAPS-marker is elérhetd, mert két restrikcios enzim (EcoRV és Mbol)
hasitohelye kothetd a 4 bp-hoz (Ikeda és mts., 2004). Egy chilei kutatécsoport az OT
genotipusok gyors ¢és hatékony szelekcioja érdekében HRM analizis alapu (High Resolution
Melting: nagyfelbontasu olvadasgdrbe analizis) mddszert dolgoztak ki, amely real-time
PCR-késziilékkel végezhetd el (Mufioz-Espinoza és mts., 2017).

A P. mume St-allél kimutatdsa leggyakrabban az inszercidhoz kotdédd specifikus
primerrel torténik (Tao és mts., 2003). Ugyanakkor kifejlesztettek egy alternativ eljarast is,
amely LAMP-technikéval (Loop-Mediated Isothermal Amplification, hurok-kozvetitett
izotermikus amplifikacié) végzi az OT magoncok szelekciojat (Habu és mts., 2006).

Kajszifajtdk vizsgalatira a PhD munkdm sordn kidolgoztunk egy kodomindns
markert, amellyel a homo- és heterozigdta OT genotipusok egyarant kimutathatok. Az SFB
gén elejétdl a végéig, szinte a teljes kodold részt amplifikaldé AprSFB-F1/R degeneralt
primerpart 3 kajszi €s 3 japankajszi allél szekvencidja alapjan terveztiik meg. Miutan a
mutaciét hordozd SFBc-allél egy 358 bp-os inszerciot tartalmaz, a primerek altal
felszaporitott fragmentum mérete 1419 bp, mig az inszerciét nem tartalmazo, eredeti allél
mérete 1061 bp (Haldsz és mts., 2007b). A mintdk egy egyszerli agardzgélen torténd
szétvalasztassal értékelhetdk.

39



2.10. Az Eurdopaban termesztett gyiimolcsfajok S-allél-rendszere
2.10.1. Cseresznye (P. avium L.)

A cseresznye genomja diploid, kromoszémaszdma 2n=16. Az els0 inter-
inkompatibilitasi csoportot szabadfoldi keresztezések alapjan hataroztak meg (Crane és
Lawrence, 1929). Az 1970-es évekre 160 fajta S-genotipusa valt ismertté, valamint hat allélt
irtak le szamokkal jelolve (S1—Se) (Crane és Brown, 1937; Matthews és Dow, 1969). Kés6bb
eleinte a bibefehérjék izoelektromos fokuszalasaval, majd DNS-markerekkel tovabbi uj
allélokat és genotipusokat azonositottak (Boskovi¢ és mts., 2000; Boskovi¢ és Tobutt, 1996;
Schuster, 2020). Jelenleg 67 inkompatibilitasi csoport ismert (I-LXVII), valamint az 0n.
univerzalis donorok csoportja (0.), melyek a tobbi fajtaval kompatibilisek. Schuster (2020)
harom éve tett kozz¢é egy atfogd és nagyon informativ, szintetizdld munkét az Osszes
elérhetd cseresznyefajta adatai alapjan. E szerint jelenleg 1483 fajta S-genotipusa ismert,
melyeket besorolt a megfeleld csoportokba. Osszesen 91 OT cseresznyefajtat rogzitett az
SC jelti csoportban, 26 egyedi S-genotipusut pedig az univerzalis csoportban. Mindezidaig
22 kiilonbozo allélt azonositottak (Sonneveld és mts., 2001; 2003; Wiinsch ¢s Hormaza
2004; De Cuyper és mts., 2005; Vaughan és mts., 2008; Szikriszt s mts., 2013; Kivistik és
mts., 2022), de a szdmozasuk nem folyamatos, mert a leiras utan tobb esetben a kiillonb6z6
néven jelolt allélok azonosnak bizonyultak (S1, Sz, S3, S4, Ss, Se, S7, S9, S0, S12, S13, S14, S,
S17, Sis, St9, S21, S22, S24, S27, S30, S37). Az S-allélok tilnyomo tobbsége vadon névo
egyedekben is eldfordul, kivéve az Ss, mert azt csak termesztett fajtakban talaltdk meg
eddig, illetve ot allél csak a vadcseresznye populacidkban volt kimutathatd (Vaughan ¢és
mts., 2008; Schuster, 2020). Az egyes foldrajzi régiok allélgyakorisdgaban eltérések
mutatkoznak, mert Europaban az Si, S3 és S a leggyakoribb, a Baltikumban S3, Ss és So,
Oroszorszagban Sz, Ss, Ss, S17 €s Szo, Svédorszagban pedig csak az S1—Ss-allélokat
azonositottak (Lacis és mts., 2008; Schuster 2012; Cachi és Wiinsch 2014; Ivanovych, 2016;
Kivistik és mts., 2022).

2.10.2. Mandula [P. dulcis (Mill.) D.A.Webb]

A mandula genomja diploid, kromoszoémaszama 2n=16. Mandula esetében is mar a
szazad elején elkezdddtek a termékenyiilési vizsgalatok szabadfoldi keresztezésekkel és
pollentomlé-analizissel (Tufts és Philp, 1922; Pimienta és mts., 1983; Ben-Njima és Socias
1 Company, 1995). Az els6 két inkompatibilitasi csoportba a ‘Nonpareil’ (ScSq), illetve a
‘Mission’ €és a ‘Languedoc’ (S.Sh) fajtak keriiltek (Tufts és Philp, 1922). Késébb hat
inkompatibilitasi csoportot allapitottak meg (Kester és mts., 1994), de az amerikai és
europai alléljeldlési rendszer kozott kiilonbség volt, mert az elobbi csoportban az allélokat
szamokkal, mig az utdbbiban betiikkel jelolték (Crossa-Raynaud és Grasselly, 1985; Kester
és mts., 1994). Az elsé mandula S-RN-az cDNS-szekvencidkat Ushijima és mts. (1998)
hataroztdk meg, az allélokat alfabetikusan jelolték (Sb, Sc €és Sa). A szinonim elnevezéseket
Boskovi¢ és mts. (1997) tisztaztak, miszerint: Sa = Ss, Sp = S1, Sc = 57 €s Sa = Ss. A tovabbi
Uj allélokat mar szamokkal irtak le (Ses, So-S23) IEF és NEpHGE, valamint PCR-analizis és
DNS-szekvencia alapjan (S24—S29) (Boskovi¢ és mts., 1998; 1999; 2003; Ortega és mts.,
2005; 2006). Ortega és mts. (2005) az 1. intronrégioé amplifikacidjabol nyert fragmentumok
pontos méretét elsoként kozoltek az S-genotipizalas hatékonysaganak érdekében.

Amikor 2007-ben elkezdtem a mandula termékenytilési vizsgélatat, dsszesen 20
inkompatibilitasi csoport (I-XX) volt ismert és az egyedi genotipusokat bemutatd, altalanos
pollenadoként haszndlhatd fajtakat tartalmazé 0. csoport. Osszesen kdzel 120 fajtat soroltak
be ezen kategoridkba (Ortega és mts., 2006).
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2.10.3. Japanszilva (P. salicina Lindl.)

A japanszilva genomja diploid, kromoszémaszama 2n=16. Els6ként a ‘Sordum’
(SaSv) fajta genotipusat hatdroztdk meg (Yamane és mts., 1999). Az elsé 19 allélt
alfabetikusan jelolték Sa-tol Ss-ig (Beppu és mits., 2002; 2003; Guerra és mts., 2009; Halasz
¢s mts., 2007a; Yamane és mts., 1999), de szamokkal leirt allélsort is hasznaltak (Sapir és
mts., 2004; Zhang és mts., 2008b). A két jelolési rendszer kozotti szinonimakat 2007-ben
tisztaztuk, mely szerint: S3 = Sk, S4 = S¢, S5 =Se, S6 = St, emellett 49 fajtat soroltunk be 7
inkompatibilitasi csoportba (I-VII) (Halasz és mts., 2007a). Jelenleg 42 S-RN-dz allél és 15
SFB-allél ismert, az inkompatibilitasi csoportok szama 26, melyekbe 0sszesen 234 fajtat
soroltak be (Abdallah és mts., 2019; Guerra és mts., 2020).

2.10.4. Oszibarack (P. persica L. Batsch.)

Az 6szibarack genomja diploid, kromoszémaszama 2n=16. Mivel az Oszibarack az
egyetlen OT faj a nemzetségben, igy az S-allél-készlete nagyon eltér a tobbi Prunus fajétol.
Az 6szibarack S-lokuszanak vizsgalatat nemzetkdzi szinten kutatocsoportunk nyitotta meg:
kiilonboz6 eredetli, pomologiai szempontbdl eltérd fajtak vizsgalata soran mindossze két S-
allél volt azonosithatd6 NEpHGE és S-RN-az-PCR alapjan, szemben a tobbi csonthéjas
esetében leirt 2050 alléllal (Hegediis és mts., 2006). Egy évvel késébb Tao és mts. (2007)
két mutans S-haplotipust izolaltak dszibarackbdl, és kimutattak, hogy ezek eredeti valtozatai
mas Prunus fajokban (mandula és japanszilva) fellelhetok. Késobb foként diszfaként iiltetett
fajtdkban azonositottdk az S3- és Ss-allélokat, és kideriilt, hogy mind a 4 haplotipusnal a
pollenkomponensben bekdvetkezett mutacioé idézi eld az OT fenotipust. Tao és mts. (2007)
azonositottak egy olyan mutaciot is, amely az S>m-RN-4z enzimfehérje felhalmozodasat és
aktivitasat akadalyozza meg. A fajtak tilnyomo tobbsége homozigdtanak bizonyult az S-
l6kuszban (Hegediis és mts., 2006; Hanada és mts., 2014; Abdallah és mts., 2020).

2.10.5. Meggy (P. cerasus L.)

A meggy genomja tetraploid, kromoszémaszama 2n=32. A legtobb meggyfajta
ontermékenyiild, de el6fordulnak kozottiik onmeddok is (Lansari €s lezzoni, 1990). Mivel
a meggy a cseresznye (P. avium L.) (2n=2x=16) és a csepleszmeggy (P. fruticosa Pall.)
(2n=4x=32) spontan allotetraploid hibridje (Olden és Nybom, 1968; Brown és mts., 1996),
S-allél-készlete atfedést mutat a cseresznyével. Szamos cseresznye S-haplotipust mutattak
ki a meggyfajtadkban (S1, Ss, Se, So, S12, S13, S14, S16, S34) (Yamane és mts., 2003b; Hauck ¢és
mts., 2006a; Tsukamoto ¢és mts., 2006; Szikriszt és mts., 2013). Erdekes, hogy a
meggyfajtak altal hordozott tobb cseresznye eredetii S-allél funkcidvesztése kimutathatod
volt, mig a cseresznyefajtdkban ugyenez allékoknak csak a funkcioképes véltozata van
jelen. Ennek legvaldszinlibb magyarazata, hogy a tetraploid meggy esetében egy
funkciovesztéses mutidcid6 nem okoz Ontermékenyiilést, igy szelekcids szempontbol
gyakorlatilag semleges hatasti (Tsukamoto ¢s mts. 2010; Hegediis ¢és mts., 2012).
Funkcioképtelen allélvaltozatai vannak az S1-, Se-, S13- €s Sze-haplotipusoknak. Emellett az
alabbi all¢lokat eddig csak funkcioképes formajukban mutattak ki: Sa, So, S12, S14, S26 €5 .535.
Munkank megkezdésekor 2010-ben Osszesen 17 meggyfajta S-genotipusa volt ismert,
koztiik az amerikai nemesitési programokban felhasznalt nyolc magyar fajta¢ (Yamane és
mts., 2001; 2003a; Hauck és mts., 2006a;b; Tsukamoto és mts., 2008a;b; 2010). A P.
fruticosa eredetl allélok az Sz, S33, S35, S36a, S36b, S36p2 €S S3eb3 (Hauck és mits., 2006a;
Tsukamoto és mts., 2006; 2010; 2008a).
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2.10.6. Kajszi (P. armeniaca L.)

A kajszi genomja diploid, kromoszémaszama 2n=16. Magyarorszagon Nyujto és
mts. (1985) szabadfoldi tesztkeresztezéseket végezve észlelték, hogy az tn. Orias fajtakorbe
tartozo fajtak onmeddd fenotipusuak (‘Ceglédi 6rids’, ‘Szegedi mammut’, ‘Nagykorosi
orias’ és ‘Ligeti 0rias’), és egymast kolcsondsen sem termékenyitik. Ennek megfelelden ez
az elsO ismert inter-inkompatibilitasi csoport (Szabd €s Nyeki, 1991). Tekintettel arra, hogy
a nemzetkozi szakirodalom figyelmen kiviil hagyta ezt a munkat, az Egea és Burgos (1996)
altal azonositott harom észak-amerikai fajtabol all6 CIG-et (‘Lambertin-1’, ‘Goldrich’ és
‘Hargrand’) publikaltdk elsé csoportként. Ezek a fajtdk pollentdml6-analizissel ¢és
szabadfoldi keresztezésekkel vizsgdlva semmilyen kombinacidban nem adtak sikeres
termékenytilést. Mindez k6zos S-genotipusra utal, amit a sort megkezdve S152-ként jeloltek.
Késébb Burgos ¢és mts. (1998) fehérje alapt vizsgalattal, nem egyensulyi izoelektromos
fokuszalassal (NEpHGE) észak-amerikai és spanyol fajtdk bibemintdiban hat S-RN-dz
izoenzimet valasztottak szét (S1-Ss), melyek 0Osszefliggésbe voltak hozhatok az
inkompatibilitdssal. Négy évvel késdbb azonositottak az S7-allélt (Alburquerque és mts.,
2002). Az S-RN-dz gén intronjainak méretbeli variabilitdsat pontos adatokkal jellemezték
mind a 7 ismert inkompatibilitasi, valamint az 6ntermékenyiilésért felelds Sc-allél esetében
(Romero és mts., 2004; Vilanova ¢s mts., 2005).

PhD munkam sordn tovabb bdvitettiik az ismert kajszi S-allélok szamat, mert
NEpHGE ¢és PCR-vizsgalatokkal 13 inkompatibilitasi allélt (Ss—S20) azonositottunk
Osszesen 14 orszagbol, 4 6kofoldrajzi csoportbdl szarmazo 74 kajszi genotipus elemzésével
(Halasz és mts., 2005; Halasz, 2007a). A pontos intronméretek meghatarozasaval leirtuk az
egyes S-RN-daz allélok szerkezeti jellemzdit. Elsoként alkalmaztuk az S-RN-dz gén 1.
pontos méretmeghatarozasat automata szekvenator segitségével, ami nagy eldrelépést
jelentett a kajszi S-genotipusok meghatarozasaban. Munkank eredményeként elkésziilt a
kajszifajtak kolcsonds termékenyiilési viszonyait 6sszefoglald tablazat, mely 67 fajtat sorolt
3 inter-inkompatibilitdsi csoportba (CIG) illetve az egyedi genotipusi onmeddd é€s
ontermékenyiilé fajtikat tartalmazo univerzalis pollenadok csoportjaba. Az Oris fajtakor
tagjait magéaba foglald, korabban a nemzetkozi szakirodalom 4ltal mell6zott
inkompatibilitasi csoport 1étezését megerdsitettiik, S-genotipusat (SsS9) meghataroztuk. Az
elsé inkompatibilitasi csoportot két fajtaval bovitettiik, tovabba a meghataroztunk egy 1j,
két fajtat tartalmaz6 (I11.) inkompatibilitasi csoportot.

2.10.7. Hazi szilva (P. domestica L.)

A hazi szilva hexaploid: 2n=6x=48. Fajtai kozott egyarant ismertek dnmeddd é€s
ontermékenytild tipusok (Nyéki és Szabo, 1996; Nikoli¢ és Milatovi¢, 2010). A szilva S-
lokuszat els6ként Sutherland és mts. (2008) vizsgaltak harom S-RN-dz allél (Ss, Se €s So)
szekvenciajanak meghatdrozasaval. Mas Prunus fajokon jol miitk6dé konszenzus primerek
tesztelésével Kota és Lacis (2013) 33 eurdpai szilvafajtat eltérd S-genotipussal irtak le, de
nem taldltak kiilonbséget az ontermékenyiilé és 6nmeddd genotipusok kozott. Egy eldzetes
felmérés soran az Eurdpaban termesztett 16 népszerti fajta vizsgalatakor 18 kiillonb6zo S-
RN-az allélt azonositottunk, de a teljes szekvencia hidnyaban atmenetileg alfabetikus
jeloléssel kiilonitettiik el azokat Sa-Ss-ig (Halasz €s mts., 2014b). Abdallah és mts. (2019)
24 hexaploid fajta kozott 16 kiillonbozd S-genotipust taldltak és az S-RN-az allélokat S1—S12-
ig nevezték el. A fajtak tilnyomo tobbségében négy kiilonbozo allélt detektaltak. Fernandez
1 Marti és mts. (2021) S17-ig folytattak az allélsort, de mind a 17 allélt Gjként irtak le, igy az
azt megel6zd kutatocsoportok eredményeit figyelmen kiviil hagytdk. Bar Osszefliggést
talaltak néhany fajta esetében az Si7-allél jelenléte €s az ontermékenyiild fenotipus kozott,
semmilyen magyardzatot nem adtak arra vonatkozoa, hogy milyen molekularis
mechanizmus biztosithatja a hexaploid genomu ndévényekben az dnmedddség attorését.
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Nincs adat arrdl, hogy poliploid fajoknal egy allélt érinté mutacidé el6forduldsa a
termékenytilési fenotipust megvaltoztatnd. Mindezidaig semmilyen pontos ismeretiink
nincs a hazi szilva dntermékenyiilésének genetikai hatterérol.

2.11. A termékenyiilési rendszerek szerepe a termesztésben és a nemesitésben

A molekularis hattér egyre alaposabb megismerése lehetdséget biztosit arra, hogy a
termékenytiilési folyamatok iranyitdsaval fokozzuk a termesztés ¢és a fajta-eldallitd
nemesités hatékonysagat. A jelenlegi ismeretek alapjan széleskorti alkalmazédsi modok
allnak rendelkezésre a kutatasi eredmények gyakorlati adaptalasahoz, amiket harom
csoportba sorolhatunk: 1. termesztés (a termésmennyiség €s a termésméret szabalyozasa);
2. markerekre alapozott szelekcio; 3. intra- és interspecifikus hibridizaci6 (Mufioz-Sanz és
mts., 2020).

2.11.1. A termésmennyiség és -méret befolyasolasa

A szemi-kompatibilis kapcsolatban diploid gylimolesfaknal az egy kozos S-allél
miatt a bibeszajra érkez6 pollenszemek fele lesz csak kompatibilis (12. abra). Ennek néhany
faj esetében komoly hatasa lehet, mint példdul az alménal, korténél vagy akér a
japanszilvanal is, bizonyos id6jarasi extremitasok (pl. hideg, felhds, esds iddjaras vagy
kifejezetten szaraz, forrd) esetében (Schneider és mts., 2005; Zisovich és mts., 2005; Sapir
¢s mts., 2008). Tobb adat tamasztja ald, hogy a megporzd rovarok aktivitdsdnak
novekedésével a szemi-kompatibilis fajtatarsitdsban ndvekszik a termésmennyiség is,
vagyis a nagyobb szamu kompatibilis pollen nagyobb terméshozamot eredményez (Stern €s
mts., 2001; 2004; Sapir és mts., 2007). Sapir és mts. (2008) japanszilvafajtdk esetében egy
izraeli iiltetvényben bizonyitottak, hogy akar a szabad megporzas, akar a mesterségesen
végzett kézi megporzas adatait vették figyelembe, a teljesen kompatibilis kombinacidban
mindig nagyobb volt a gyiimdlcskotddés, mint szemi-kompatibilis kapcsolat esetében.
Réadasul a Malus és Pyrus fajoknal, amelyek tobb magot tartalmaznak, még a gyiimolcs
méretére is komoly hatassal van a megporzas mértéke. Gyengébb megporzast kdvetden a
gylimolcsmindség is elmarad az optimalistél, mert kisebb és aszimmetrikus forméju
termések képzddnek (Goldway és mts., 2007).

Az OT fajtak termesztése ,.kényelmes” és gazdasagos megoldas, mert nem kell
pollenadd fajtakat telepiteni, igy egy teriiletr6l egyontetiien, egy fajta sziiretelhetd. A
megporzd rovarok szamdnak csokkenése egyre stlyosabb problémat okoz a
novénytermesztésben. A vildghirii kaliforniai mandulatermesztésben a mézeld méhek un.
,kaptar-elnéptelenedése” (colony collapse disorder, CCD) Oriasi veszteséget jelent évrol
évre (Rucker és mts., 2019). Ilyen helyzetekben az OT fajtak valasztasa eldnyds lehet.
Ugyanakkor ennek ellenpéldaja is el6fordulhat, mert ha ttlzott mértékii a rovarok aktivitdsa,
akkor talkotddés is torténhet, amely szintén csokkent gylimolcsméretet eredményezhet. Ez
esetben a gylimolcsritkitas kifejezetten ajanlott (Woodcock és mts., 2012). Nem a
csonthéjas gylimolcsfajok esetében, de mas gyiimolcsfajokndl arra is van példa, amikor
kifejezetten az OM jelleg elényds. A citrusfélék szinte mindegyikénél eldnyt jelent a
magvatlansag, amelyet legtobbszor a partenokarp gylimolcsfejlédés okoz. Amennyiben
nem triploid a fajta, akkor az adott OM fajtaval kompatibilis pollen hataséra a termés fertilis
magokkal fejlédik, ami nem kivéanatos jelenség. gy tehat a diploid citrom-, mandarin- vagy
narancsiiltetvények egydntetiien OM fajtakbol allnak, megfeleld izolacioban az S-genotipus
alapjan kompatibilis fajtaktol (Vardi és mts., 2008).
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A gametofitikus termékenyiilési rendszer modellje

kompatibilis szemi-kompatibilis inkompatibilis
5,5, x 5,5, 58 88, 5,5, % 5,5,

100 % 50 % 0%
QC{S3 Ss Q d'sl $3 QJSI S,
S, $:5; |85, S, - |85:8; A - -
S, 5283 5,5, S, - |525; S, g =

12. abra: A gametofitikus inkompatibilitasi rendszerben (GSI) a diploid keresztezési
partnerek kozott haromféle eset lehetséges. A kompatibilis kapcsolat soran mindkét sziilo eltérd S-
allélt hordoz, igy a bibeszajra érkez6 pollenszemek 100%-a alkalmas a sikeres termékenyitésre.
Szemi-kompatibilis kapcsolat esetén a két sziilo egy kozos S-alléllal rendelkezik, igy csak az Osszes
pollenszem fele alkalmas a termékenyitésre. Inkompatibilitas akkor all fenn, ha mindkét sziild
azonos S-genotipust, igy az ivarsejtek taldlkozasa kizart, a sikertelen termékenytilés miatt elmarad
a termésképzddés (Rajz: Hegedis J., 2022).

2.11.2. S-genotipizalas és markerekre alapozott szelekcio

A DNS-alapti informacié mennyiségének novekedésével egyre tobb marker valt
elérhetévé, ami az S-genotipizalast hatékony eszk6zz¢ tette. A PCR-t alkalmazo technikdk
felvaltottdk az évekig tartd, szamos nehézséggel jard, szabadfoldi megporzasos
vizsgalatokat. A diagnosztika egyszerlibbé €s haté¢konyabba valt, mert nem kell megvarni a
termOre fordulds iddszakat, illetve nem befolyasolja semmiféle kornyezeti tényezd. Az
inkompatibilitasi csoportok meghatarozasat €s a fajtak besoroldsat kovetden az S-genotipus
bekeriilt a faiskolai katalogusokba is, ami jelentdsen megkonnyiti az optimalis
fajtavalasztast a termesztok szdmara. A virdgzasi 1ddk figyelembevételével az
inkompatibilitasi csoportok nagy segitséget nyujtanak az iiltetvényszerkezet tervezésekor
(Halasz és Hegedts, 2006; Yamane és Tao, 2009).

A nemesitési munka folyamdn a szelekcios 1épések szama optimalizalhato,
kiilondsen akkor, ha OT és OM sziilék keresztezését kovetden az OT utddok kivéalasztasa is
cél. Diploid sziilék esetében, ha az OT partner homozigéta, akkor az utddok biztosan OT
fenotipustak lesznek, hiszen a dominans jelleg miatt a heterozigbta egyedek is
ontermékenyiilok (Ortega és Dicenta, 2006). Heterozigota OT sziilék utodai 50%-ban
lesznek OT fenotipustiak, ha a keresztezési partnerek inkompatibilitési alléljai kiilonbdznek:
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pl. 28cS1 x 38,83 (utddok: ScS2; ScS3; S152; S1.53). Ha van kozos inkompatibilitasi alléljuk,
akkor is az utédok 50%-a OT, de csak egyféle OT genotipus jon létre, pl. 2ScSi x 3815,
(utddok: ScSa; S15»). Két heterozigota OT sziild keresztezésekor, ha nincs mas kozos allél,
akkor % OT, ¥4 OM az utédok aranya, pl. 2ScS1 x 3ScSs (utddok: ScSc; ScSs; ScSi; S153).
Két heterozigota OT sziilé keresztezésekor, ha az inkompatibilitasi allél is azonos, akkor az
utédok 100%-a OT lesz, pl. 28cS1 x 3ScSi (utddok: ScSc; ScSi) (Tao és mts., 2002;
Martinez-Goémez és mts., 2003; Halasz, 2007b; Socias i Company és mts., 2015).

Két OM diploid sziilé keresztezésébdl nem lehet OT utdd, csak abban az evollicids
Iéptékben is ritka esetben, ha az ivarsejtek kialakuldsa sordn bekovetkezik egy
funkciovesztést okozo, Bj mutacié. Ez nem igaz azoknal a tetraploid fajoknal, ahol az OT
fenotipust két funkcioképtelen allél egyiittes eléforduldsa idézi el (pl. meggy). Ha olyan
OM sziiloket kereszteznek, melyek egy-egy funkciovesztett allélt hordoznak, akkor az
utédokban ezen allélok egyiittes eléfordulasa esetén OT fenotipus jon létre. Ugyanilyen
moddon két OT sziilé keresztezése sem biztos, hogy OT utddot eredményez (Tsukamoto és
mts., 2008a;b).

Az S-genotipizalas nemcsak a termékenyiilési fenotipus megallapitasa miatt lehet
hasznos, hiszen kozvetlen informaciot adhat a pedigrérdl (sziilé-utdéd kapcsolatrol), a
fajtaazonossagrol vagy a génbanki tételek kozt eléforduld szinonimia €s homonimia
eseteir6l. Az SNP és SSR markerek mellett informativ markerként hasznalhatd, mert
jelentds mértékii polimorfizmus és kodominans expresszio jellemzi. A genetikai diverzitas
felméréseként alkalmazhatd és nemcsak a termesztett, de a vad fajok egyedeinél is (Halasz
és mts., 2010a; Kim és mts., 2016; Marchese és mts., 2017; Abdallah és mts., 2019; Gasi és
mts., 2020). A 16kusz alapos elemzése az egyes fajok kultarevolicidjardl is fontos adatokat
adhat (Kodad és mts., 2013; Vieira és mts., 2021).
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3. CELKITUZES

Dolgozatom a csonthéjas gyiimolesfajok S-lokusz és SSR-alapu genetikai

vizsgalatat a diploidoktol a magasabb ploidszintii fajokig ivelden fogja at. Munkédmat a PhD
értekezésem utdn a diploid gyiimolesfajok genetikai analizisével kezdtem (ezek kozé
tartozik a mandula €és a kajszi), majd a nemzetkozi szinten is ujdonsagnak tekintheto,
magasabb ploidszintli gylimolcsfajok vizsgalataval folytattam. Ezek kozott kiemelt
figyelmet forditottam a hazank gylimolcstermesztési dgazataban jelentds szerepet jatszo
tetraploid meggyre ¢és hexaploid hazi szilvara, valamint egy extrém ploidfoku,
Torokorszagban termesztett fajra, a dokozaploid babérmeggyre. A vizsgalt fajok esetében
az alabbi célkitlizések nyoman dolgoztunk:

Mandula

Meggy

Szilva

a kelet-eurdpai €s magyar fajtak, illetve nemesitési alapanyagként felhasznéalhato
hibridek S-allél-6sszetételének meghatarozasa

a fajték inter-inkompatibilitasi csoportokba sorolasa

uj S-allélok jellemzése, megbizhatd kimutatasi médszerek kidolgozasa

a magyar mandulafajtdk genetikai hatterének felmérése SSR-alapii markerekkel,
valamint Gsszehasonlitdo elemzése mas foldrajzi régiokbol (Kozép-Azsiatol
Kaliforniaig) szarmaz6 mandulakkal

a termékenyiilést meghatarozo 10kusz és az SSR markerekkel jellemzett genetikai
variabilitas kozotti Osszefiiggések feltardsa

a torok és magyar kajszi kozti kapcsolat feltarasa a termesztett és vadon €16 egyedek
S-lokuszanak variabilitasa alapjan

az észak-afrikai kajszifajtak és -egyedek altal hordozott S-allélok gyakorisaga

az S-allélok eléfordulasanak foldrajzi régiok szerinti feltérképezése

az ontermékenytilésért felelds S-allél kialakulasi helyének meghatarozasa a foldrajzi
gyakorisagi adatok alapjan

az Oontermékenyiilés molekularis hatterének tisztdzasa

az Ontermékenylilés kialakuldsdnak hatdsa a faj genetikai variabilitasara és

crcr

a funkcioképtelen allélok azonositdsa magyar meggyfajtdkban ¢és szelektalt
hibridekben

az S-genotipizalas modszereinek optimalizaldsa, a hatékonysag novelése

az ismeretlen eredetli magyar meggyfajtak lehetséges szarmazasanak tisztazasa az
S-genotipus és SSR-markerek alapjan; az azonos gyiimdlcstipusu fajtak genetikai
rokonséaganak tisztdzasa

a Kelet-Magyarorszagon vadon termd ,Nemtudom” néven ismert szilvafdk
variabilitasanak jellemzése az S-16kusz alapjan

az eredetvédett szatmari szilvapélinka alapjat adé ‘Nemtudom P3’ és ‘Besztercei
Bt.2’ fajtak S-genotipusanak 6sszehasonlitasa
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Babérmeggy

= az extrém ploidszintii babérmeggy faj S-allél-polimorfizmusanak felmérése 50
morfologiailag eltérd egyed vizsgalataval

= adetektalt allélok jellemzése, leirdsa

= a szekvencidk elemzése alapjan a kevésbé tanulményozott P. laurocerasus és mas
Prunus S-RN-azok evolucios torténetének, filogenetikai kapcsolatainak részletesebb
megismerése

Mivel az S-16kuszrol nyert adatok nem csak a termékenyiilési jellegzetességekrol adnak
kozvetleniil informacidt, hanem az egyes fajok genetikai variabilitasaval és evolucios
hattertikkel is 6sszefliggésbe hozhatdk, célkitiizéseink utolsé tétele az volt, hogy az 6t faj
vizsgalata sordn elért eredmények atfogd értékelésével feltarjuk, hogyan hatott az
ontermékenytilési képesség megjelenése a csonthéjas gyiimolcsfajok ma ismert genetikai
alapjainak kialakulasara.
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4.ANYAG ES MODSZER
4.1. Novényanyag

A ndvényanyag egyes tételeinek pontos felsoroldsa és alapvetd jellegzetességeik az
Eredmények fejezet vonatkozé részeinél talalhatdo meg.

4.1.1. Mandula [Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb]

A vizsgalt magyar és ukran fajtak, valamint hibridek az egykori Budapesti Corvinus
Egyetem Genetika €s Novénynemesités Tanszék hajdani szigetcsépi iiltetvényébdl, egy
koveskali faiskolabol és a Romai Gyiimdleskutatd Intézetbdl (CRA-Istituto Sperimentale
per la Frutticoltura di Roma) szarmaznak. A felhagyott iiltetvényekben talalhato idds fakrol
a Tétényi-fennsikon gy(jtottiink mintat, valamint a Gellérthegyen egy XIX. szazadi
Oszibarackiiltetvényben hasznalt keserli magvi alanyokbdl fennmaradt fakrol, tovabba
alanymag-termd fakrol Ceglédrdl (egykori NAIK Gyiimdleskutatd Intézet), illetve harom
1d6s farol Monoron. A kaliforniai fajtakat és vad fajok egyedeit (P. tenella, P. webbii és P.
arabica) Dr. Craig Ledbetter (ARS, United States Department of Agriculture, Parlier, CA),
a torokorszagi genotipusokat (az Erzurum régio északi részén fekvé Bademli kozségbdl és
a Van-t6 Akdamar nevii szigetérdl) Dr. Sezai Ercisli, a marokkoéi genotipusokat (a Foldkozi-
tenger marokkoi partvidéke) Dr. Ossama Kodad bocsatotta rendelkezésiinkre, a
kirgizisztani Osh véros kornyékén vadon eléforduléd egyedeket Dr. Gutermuth Adam
gyljtotte be.

4.1.2. Kajszi (Prunus armeniaca L.)

A vizsgalt 55 torok kajszifajtat és -hibridet, valamint a 63 Erzincan régioban vadon
€16 kajsziegyedet az Atatiirk Egyetem Kertészeti Tanszékének vezetdje, Dr. Sezai Ercisli
bocsatotta rendelkezésiinkre (Atatiirk University, Department of Horticulture, Faculty of
Agriculture, Erzurum, Torokorszag). Az ismert S-genotipust kontrollfajtak (Halasz és mts.,
2005; 2007b) az egykori Budapesti Corvinus Egyetem Genetika €s Novénynemesités
TanszEk szigetcsépi tiltetvényébdl szarmaznak. A marokkoi mintavételezés négy helyszinen
tortént Dr. Ossama Kodad iranyitasaval: Agdz (Draa-volgy), Skoura és Kelaat M'Gouna
(Dades-volgy), Goulmima (Ziz-volgy) odzisaiban és az Er-Rich-volgyi Ziz régioban. A
tunéziai fajtdk az INRAT nemesitési programbol szarmaznak (Institut National de la
Recherche Agronomique de Tunisie), Dr. Amal Lachkartol.

4.1.3. Meggy (Prunus cerasus L.)

A 20 meggyfajta és 12 szelektalt klon az Ujfehértéi Gyiimolestermesztési Kutato és
Szaktanacsadd Kht. iiltetvényébdl szarmazik Dr. Szabo Tibortdl és Szdke Ferenc
magannemesitotdl. Az alanyként és alanynemesitési programokban felhasznalt kiilonb6zd
ploidszintli Prunus fajokat Dr. Hrotké Karoly gytlijtétte be az alabbi helyekrdl:
Hérmashatar-hegy (P. avium, P. fruticosa f. fruticosa, P. X mohdcsyana, P. X eminens, P.
X javorkae), Pdzmand, Kalvaria domb (P. fruticosa f. aucta, P. x mohdcsyana), MATE
Soroksari Génbanki gyljtemény (P. fruticosa ‘Prob’, P. cerasus ‘Victor’, P. cerasus
CAB 11E, P. avium F12/1, P. mahaleb % P. avium, P. mahaleb ‘Bogdany’, ‘Magyar’ és
‘Dalmata’), Budai Arborétum (P. x mohdcsyana, P. fruticosa ‘Globosa’), Visegrad, Kis
Villam (P. x mohdcsyana, P. X eminens).

4.1.4. Hazi szilva (Prunus domestica L.)

A ‘Besztercei Bt. 2° a MATE Kertészettudomanyi Intézet ceglédi gytijteményébdl,
a ‘Nemtudom P3’ fajta az Ujfehértéi Gyiimolcstermesztési Kutato és Szaktanacsado Kht.
iltetvényebdl szarmazik. Az észak-kelet magyarorszagi 68 egyed begylijtését Morucz
Istvan (Panyolium Kft.) szervezte meg. A részletes eléfordulasi helyszinek az Eredmények
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fejezetben bemutatott térképen lathatok (39. ébra). A mintdkat a telepiilések nevével
jeloltiik.

4.1.5. Babérmeggy (Prunus laurocerasus L.)

c s ey

Kisérleteinkben a Torokorszag Fekete-tengeri régidjaban szelektalt, otven
kiilonbozo novényed szerepelt. A vadon €16 ndvényeket nemesitési alapanyagként a Black
Sea Agricultural Research Institute (GFAR) kisérleti iiltetvényébe telepitették el, a
lomblevél mintdkat Dr. Sezai Ercisli bocsatotta rendelkezéstinkre.

4.2. DNS-kivonas

A genomi DNS-t fiatal, fagyasztott levelekbdl vagy riigyekbdl DNeasy Plant Mini
Kittel (Qiagen, Hilden, Németorszag) vontuk ki a gyartd utasitdsa szerint. A DNS-
koncentraciot NanoDrop™ ND-1000 spektrofotométerrel hatéroztuk meg (Bio-Science,
Budapest, Magyarorszag).

4.3. Az S-10kusz PCR-vizsgalata

Az S-RN-az ¢és SFB-allélok amplifikaciojahoz alkalmazott konszenzus ¢és
allélspecifikus primerek szekvencidit az 3. tdblazat mutatja. A fragmentumhossz-
analizishez az 5° végén FAM vagy JOE fluoreszcens festékkel jelolt forward primert
hasznaltunk. A PCR-hez kb. 20-80 ng DNS-t mértiink be 25 pl végtérfogata
reakcidelegybe. Az 1 x PCR puffer (Fermentas, Thermo Fisher Scientific, USA) végso
koncentracioja 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl és 1,5 mM MgCl, 0,2 mM dNTP,
0,4 uM az adott primerekbdl és 0,625 U Dream Taq DNS-polimeraz (Fermentas). A PCR-t
2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA) tipust és Swift
MaxPro thermocycler (ESCO Healthcare, Szingapur) késziilékekben végeztik a
primerekhez k6zolt, eltérd protokollok alapjan. A sajat tervezési primereket minden esetben
alaposan teszteltiik (basic parameters, hairpin, self-dimer ¢és hetero-dimer) az
OligoAnalyzer at Integrated DNA Technologies, IDT (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer)
program segitségével. Az Si3-allélra specifikus restrikcios enzim kivéalasztasdhoz a TACG
programot hasznaltuk (Biology WorkBench, http://seqtool.sdsc.edu). A sajat tervezési
primerek PCR hémérsékleti profiljai az alabbi publikaciokban érhetdk el: Halasz és mts.,
2008; Halasz és mts., 2010a;b; Kodad és mts., 2013a;b; Halasz és mts., 2014a.

A PCR-termékeket 1%-o0os TAE vagy TBE agarozgélben valasztottuk szét (2 h, 120
V) és etidium-bromidos festéssel, UV-fénnyel atvilagitva tettiik lathatova, a gélfotdt Gel
Documentation System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) eszkozzel készitettiik.
GeneRuler™ 1 kb és 100 bp DNA Ladder (Fermentas) DNS-markert hasznaltunk. Az S-
RN-dz elsd intronrégidt tartalmazd PCR-fragmentumok méretének meghatirozasa ABI
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) automata DNS-szekvenatorral tortént
GS500 LIZ (Applied Biosystems) méretmarker mellett. A CAPS-markerrendszer
hasznalatdhoz Tsukamoto és mts. (2008b; 2010) protokolljait alkalmaztuk.
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3. tablazat: Az S-lokusz PCR-analizis¢hez felhasznalt primerek nukleotidsorrendje

Primer neve

Szekvencia 5°-3’ Amplifikalt szakasz Forras
AprFBCSF CATGGAAAAAGCTGACTTATGG T sajat
AprFBCSR GCCTCTAATGTCATCTACTCTTAG g cs-alie tervezésii
AprSFB-F1 AAGAAWGARAYYTTRRTCGACAT kajszi SFB gén
(forward) sajat
AprSFB-R ATYGAGWAAAACCAWRCTYTC kajszi SFB gén tervezésli
(reverz)
SRc-F CTCGCTTTCCTTGTTCTTGC kajszi S-RN-dz gén 1. Romero és
intronrégié (forward) mts., 2004
SRc-R GGCCATTGTTGCACAAATTG kajszi S-RN-dz gén 1. Vilanova és
intronrégio (reverz) mts.,2005
EM-PClconsRD GCCAYTGTTGMACAAAYTGAA Prunus S-RN-dz gén 1. ,
intronrégio Ortega és
mts., 2005
(reverz)
EM-PC2consFD TCACMATYCATGGCCTATGG .
Prunus S-RN-dz gén 2.
intronrégio (forward) Sl}therland
€s mts.,
EM-PC3consRD AWSTRCCRTGYTTGTTCCATT C Prunus S-RN-dz gén 2. 2004
EM-PC5consRD CAAAATACCACTTCATGTAACAR intronrégio (reverz)
PaConsl-F MCTTGTTCTTGSTTTYGCTTTCTTC . . ... Sonneveld
kajszi Sc/s-RN-dz allél &s mis
(forward) 2003
AprSC8R CTAATAACTAAATGCTAAAGAGCA kajszi Scis-RN-dz allél sajat
(reverz) tervezésu
PaS20-F CCTTTGGGTATGCTAGATGAAA Kajszi Sau-RN=d alle sajét
tervezesu
PdS31-F GGCGCGGAAGCGTATGTGGAGAG mandula S3-RN-dz sajat
allél tervezésu
PaConslI-F GG CCA AGT AATTATTCA AACC . Sonneveld
Prunus S-RN-dz gén 2. .
PaConsII-R CAWAACAAARTACCACTTCATGTAAC intronrégio esz(‘)not;"
FaSt-F GAGATATTTAGTGATATACCCATT Prunus FaSt sajt
FaSt-R GAGATTYAYTAWTATACC transzpozon tervezésili
PaSFBI-F TGTCACGTCGACCCTGT ,
PaSFB1-R TATTCTTGCCGTTAAGAGTTC meggy SFBi-allel
PcSFBI’-F GGTTAAATAGTACCGATTTCGG -
PaSFB1-R TATTCTTGCCGTTAAGAGTTC meggy SFBy’-allél
PcS6-spF TAACCGCAATACCATCATTCC meggy SeSema-RN-dz
PcS6-spR ATTGCATGGTGAGCAAAAAG allél Tsukamoto
StyS6-F ATATTTCACCATTCATGGCCCTTG meggy S¢/Sem-RN-diz e
S6-RNase-spR GTCTGCAGTTTGGATCGCAGTTG allél 5008ah
MaeS13m-F GAACAGACACTTAACCAATTACG meggy S13/Si3m-RN-dz- ’
S13-RNase-spR CTTCCAGTTGCCCCTTTAATG allél
DdeS13-F TTCAGGCAGTGAAGAATTCTAA ,
SFB13-spR TGCCCCTATTGTAATCTGTTCTTAG meggy SFBi3-allél
SpeS13°-F GATTCAGGCAGTGAAGAATACTAG eaey SFB<-allé]
SFB13-spR TGCCCCTATTGTAATCTGTTCTTAG BBy DIP13
PcS36ab-F GCTAGCCAACCACTTTTACG FBeeallé]
PcS36a-spR GAAACCCACATGATACAAACTG meggy SFBsaralle Teuk
PcS36ab-F GCTAGCCAACCACTTTTACG meggy Siaps-S-RN-dz ~  SUKamoto
PcS36b/b2/b3-R ATACATTGTAGGCCAGTCTGTG allél eszgitg"
PcS36ab-F2 CTCTCATCTCTCCCTTTGTTG meggy Seapo- S-RN-dz
PcS36ab-R GGGTGTACTATCGCAATATCTC allél

4.4. A PCR-termékek klonozasa

A PCR-termékek tisztitdsat 1%-os TAE agardzgélbdl QIAquick Gel Extraction Kittel
(Qiagen) végeztiik. A ligdlas egy €jszakan at 4 °C-on 10 pl végtérfogatban tortént: 20—50
ng izolalt PCR-termék, 3 U T4 DNS-ligdz, 50 ng pTZ57R/T vektor (Thermo Fisher
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Scientific). A klonozott fragmentumokkal JIM109 Escherichia coli (Zymo Research Corp.,
Irvine, CA, United States) kompetens sejteket transzformaltunk. A teljes ligacios elegyet
80 ul =70 °C-on tarolt kompetens baktériumszuszpenzioval finoman 6sszeraztuk, majd 20
percen at jégen tartva, 45 masodpercig 42 °C-os vizfiirdébe helyeztiik, végiil jégre tettiik 2
percig. Utana 950 pl 37 °C-os folyékony, antibiotikummentes LB taptalajban masfél éraig
razattuk 37 °C-on, 150 rpm fordulatszammal, majd 100400 pl-nyi szuszpenziot
szélesztettiink LB /ampicillin/IPTG/X-gal szilard taptalajon: 10 g/l Bacto-tripton, 5 g/l
Bacto-¢lesztokivonat, 10 g/l NaCl, 7 g/l agar, 100 pg/ml ampicillin pH=7; a plate felszinén
100 mM IPTG-t és 50 mg/ml X-galt oszlattunk szét. A kész plate-eket 37 °C-on inkubaltuk
egy ¢jszakan keresztiil.

Mintanként 3-5 db kiilonallo fehér telepet oltottunk le steril fogpiszkaloval, elészor
egy masterplate-re, majd 2 ml folyékony LB/ampicillin taptalajba. Az iivegeket egy
¢jszakan at 37 °C-on razattuk 250 rpm fordulaton. Az inszertek ellendrzését kolonia PCR-
rel végeztilk M 13 primerekkel a klonozé kitben megadott protokoll alapjan.

A plazmidokat EZ-10 Spin Column Plasmid DNA kittel (Bio Basic Inc., Markham,
NanoDrop ND-1000 spektrofotométerrel ellendriztiik. Szekvencidjuk meghatirozésa
szintén ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) automata DNS-
szekvenatorral tortént. Minden fajta és haplotipus esetében harom—négy klon szekvenalasat
végeztiik el mindkét iranyban.

4.5. Az adatok kiértékelése

A DNS- ¢és aminosav-szekvencidk homologiavizsgalatdhoz az NCBI BLAST
szoftverét (Altschul és mts., 1990) és a MegaBLAST algoritmust (Morgulis és mts., 2008)
hasznaltuk. Az S-allélok tobbszoros illesztését a CLUSTAL W (Thompson és mts., 1994)
programmal hoztuk létre. Az illesztések grafikai bemutatdsdhoz ¢és a szazalékos
szekvenciaegyezés értékének meghatarozasahoz a BioEdit 7.2.5. programot (Hall, 1999)
hasznaltuk.

A FaSt transzpozon vizsgalatat az Inverted Repeats Database 3.04 (Gelfand és mts.,
2007) alkalmazasaval végeztik. Az azonositott FaSt szekvencidt keresOszekvenciaként
hasznéltuk BLASTN analizishez (Altschul és mts., 1990) illetve a BLAT (BLAST-like
Alignment Tool) keresésekhez (Kent, 2002) az Oszibarack- illetve a Phytozome v13
(Goodstein és mts., 2014) adatbdzisban megtaldlhatd tovabbi 41 ndvényi
genomszekvenciaban.

4.6. SSR-vizsgalatok

A mikroszatellit elemzésekhez a Prunus nemzetség kiilonb6zd fajaira fejlesztett
primereket hasznaltuk, 6sszesen 18 genomi SSR és 5 EST-SSR 16kuszt vélasztottunk a
korabban megjelent publikaciok alapjan. A kapcsoltsagi csoportok lefedésével (G1-G8) 14
dszibarack, 6 mandula és 3 szilva fajra fejlesztett primerpart alkalmaztunk mandula, kajszi
€s meggy esetében (4. tablazat). A forward primerek 5° végét FAM fluoreszcens festékkel
jeloltik meg. A PCR-elegy Osszedllitasa az S-genotipizaladsnal ismertetett mdodon tortént,
mig a hdmérsékleti profilokat az eredeti leirasok alapjan allitottuk be.
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4. tablazat: Az SSR-analizishez hasznalt primerek jellemzo6i, a 16kusz tipusa, a kapcsoltsagi csoport
¢s a faj feltiintetésével, amelyben els6ként azonositottak

Primer neve l_:okusz Kapcsoltsagi Faj Vizsgalt faj Forrés
tipusa  csoport
ASSR 17 EST-— mandula  andula Xu és mts., 2004
SSR meggy
ASSR 27 o mandula  Tandula Xu és mts., 2004
ASSR 63 EST- mandula  Tandula Xu és mts., 2004
SSR meggy
BPPCT 001 SSR G2 Oszibarack kajszi, Dirlewanger és mts., 2002
mandula
BPPCT 002 SSR G2 Oszibarack meggy Dirlewanger és mts., 2002
BPPCT 004 SSR G2 Oszibarack meggy Dirlewanger és mts., 2002
BPTCT 007 SSR G3 Oszibarack kajszi, Dirlewanger és mts., 2002
mandula
BPPCT 018 SSR Go6 Oszibarack mandula Dirlewanger és mts., 2002
BPPCT 025 SSR  G6 Sszibarack ~ KasZh Dirlewanger és mts., 2002
mandula
BPPCT 037 SSR G5 Oszibarack meggy Dirlewanger és mts., 2002
kajszi,
BPPCT 038 SSR G5 Oszibarack mandula Dirlewanger és mts., 2002
meggy
BPPCT 039 SSR G3 Oszibarack meggy Dirlewanger és mts., 2002
BPPCT 040 SSR G4 Oszibarack meggy Dirlewanger és mts., 2002
CPDCT 025 SSR  G3 mandula kajszi, Mnejia és mts., 2005
mandula
CPPCT 006 SSR  G8 Sszibarack ~ mandula Aranzana és mts., 2002
CPPCT 022 SSR  G7 dszibarack ~ mandula Aranzana és mts., 2002
CPPCT 044 SSR G2 Oszibarack kajszi, Aranzana és mts., 2002
mandula
CPSCT 012 SSR Go6 szilva meggy Mnegjja és mts., 2004
CPSCT 018 SSR G8 szilva mandula Mnejja és mts., 2004
kajszi,
CPSCT 021 SSR Q2 szilva mandula Mnejja és mts., 2004
meggy
EPDCU 3083 EST- g3 mandula  <¥SZ Howad és mits., 2005
SSR mandula
EPDCU 5100 EST- 6 mandula kajszi, Howad és mts., 2005
SSR mandula
oo kajszi, S
UDP 96005 SSR Gl Oszibarack Cipriani és mts., 1999
mandula

4.7. Filogenetikai és statisztikai analizis

A 90 6szibarack ¢és két kajszi FaSt szekvencia elemzéséhez a CLUSTAL W
programot (Thompson és mts., 1994) hasznaltuk manudlisan korrigdlva. A maximum
likelihood analizist MEGA 5.1 szoftverrel készitettiik (Tamura és mts., 2011) 1200
bootstrap ismétléssel.

A marokkoi kajszi €s a vizsgalt mandulaegyedek kozti genetikai kapcsolatok
feltarasa érdekében mikroszatellit (SSR) analizist végeztiink. A filogenetikai fat
(dendrogram) a Popgene 1.32 programmal (http://www.ualberta.ca/ fyeh/) elvégzett
UPGMA analizist kdvetéen a TREEVIEW program segitségével készitettiikk el (Page,
1996).

A mandulapopulacidk jellemzésére Bayesian alaptt STRUCTURE 2.3.4. szoftverrel
végzett kiértékelést alkalmaztunk (Pritchard és mts., 2000). Mivel a vizsgalt csoportok
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kiilonboz6 nemesitd mithelyekbdl szarmaznak, illetve vadon €16 populaciokat is magukba
foglaltak, igy az “admixture ancestry” és a “correlated allele frequency” paramétereket
allitottuk be. A K értéket 1-15 kozott hasznaltuk, minden futas 10-szeres ismétléssel, a
burn-in period 100’000 volt, amit 100’000 Markov Chain Monte Carlo (MCMC) ismétlés
kovetett. A K érték becsléséhez STRUCTURE Harvester (Earl és von Holdt, 2012)
programot hasznéltunk Evanno és mts. (2005) mddszere alapjan.

A P. laurocerasus ¢és mas Prunus fajok S-RN-4z szarmaztatott aminosav-
szekvencidinak illesztését a ClustalW programmal végeztiik el (Thompson és mts., 1994).
A nem-konzervativ aminosavcseréket a PAM (Percent Accepted Point Mutation)
hasonlosagi matrix negativ pontértéke alapjan azonositottuk (Patthy, 2008). A ‘Minimum
Evolution’” moédszerrel végzett filogenetikai elemzést (Rzhetsky és Nei, 1992) a MEGA
v.7.0.26 (Kumar és mts., 2016) szoftverrel hajtottuk végre 1000 bootstrap ismétléssel
(Felsenstein, 1985). Az evolucios tavolsagok szamitdsdhoz a pozicidnkénti aminosav-
cserék atlagos értékét hataroztuk meg a JTT (Jones-Taylor-Thornton) matrix-alapu
modszerrel (Jones és mts., 1992). A mutacids gyakorisagok eloszlasat a gamma eloszlés
modszerével jellemeztik (becsiilt alakparaméter = 0,8). Az ME torzsfahoz a Close-
Neighbor-Interchange (CNI) algoritmust hasznaltuk (Nei és Kumar, 2000). A felhasznalt
Prunus  fajok szekvencidit az NCBI GenBank adatbazisbol toltottik e
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.8. Az adatok Kkiértékelése

A fragmentummeéret-analizis értékelése ABI Peak Scanner 1.0 és Peak Scanner 3.0
szoftverrel tortént (Applied Biosystems Sizing Analysis Module). A csoportatlag
(UPGMA) klaszteranalizist a Popgene 1.32 (http://www.ualberta.ca/_fyeh/) programmal
végeztik. A dendrogramot a TREEVIEW programmal készitettiik (Page, 1996). A
bootstrap értékeket 1000 ismétlésre allitottuk a Paleontological Statistics (PAST) szoftver
v.2.17c (Hammer és mts., 2001) segitségével. A PopGene 1.32 szoftver (Yeh és mts., 1997)
alkalmazaséaval szamitottuk ki a megfigyelt heterozigotasag (observed heterozygosity H,),
varhato heterozigdtasag (expected heterozygosity He), allélok szama (number of alleles NVa),
Shannon index (/), fixacios index (fixation index Fisr), beltenyésztési egyiitthato (inbreeding
coefficient Fis), €és génaramlas (gene flow Nm = 0.25(1-Fst)/Fst értékeket. A valasztott
markerek informacidtartalmahoz a PIC értékeket az Anderson és mts. (1993) altal
meghatarozott képlettel szamoltuk ki.

A molekularis varianciaanalizist (AMOVA) a GenAlEx 6.503 program segitségével
végeztiik el (Peakall és Smouse, 2012), az Fst és Rst értékek sszehasonlitdsdhoz. Mantel-
tesztet hasznéltunk az Osszefliggések jellemzésére: foldrajzi és genetikai tavolsag, a
foldrajzi tavolsag és Rst, valamint az Fst és Rst értékek kozott. Az elemzett populaciok
kozotti paronkénti foldrajzi tdvolsagokat az egyes helyszinek sz€lességi €s hosszusagi foka
szerint szdmitottuk ki a Vincenty képlettel (http://www.movable-type.co.uk/scripts/latlong-
vincenty.html). Meggy esetében a csoportatlag (UPGMA) klaszteranalizist az R 'poppr’
programmal végeztiik (R Core Team, 2013) 10 000 bootstrap ismétléssel (Nei, 1972; 1978).
A Minimum Spanning Network (MSN) analizishez a Bruvo genetikai tavolsdgszamitast
alkalmaztuk (Bruvo és mts., 2004; Linde és Smith, 2019).
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4.9. Szabadfoldi tesztkeresztezések

A mesterséges megporzasi vizsgalatokat mandulanal az egykori tanszékiink (BCE)
szigetcsépi Ultetvényében, kajszindl marokkoi odzisokban, illetve szilvanal egy
kemenessomjéni lltetvényben végeztik. Az Ontermékenyiilési képesség vizsgalatdhoz
geitonogamiat alkalmaztunk. A pollenbegyljtés zart viragbol, fehérbimbods allapotban
tortént. Az anyandvények viragait csipesz segitségével fehérbimbos allapotban kasztraltuk,
fajtanként 50—170 db-ot. A megporzott bibék szamat és helyzetét minden esetben
feljegyeztiik. A kotodott gytimolesok aranyat tobbszor ellendriztiik, majd a 8. héten, illetve
a fajta érési idején rogzitettiik. Az ontermékenytilési képességet mandulanal a ‘Nyikitszkij
2240° (S36537) fajta, kajszindl 19 helyi marokkdi genotipusndl, illetve szilvanal a
‘Nemtudom P3’ faja esetében vizsgaltuk. Kompatibilitdsi vizsgalatot az alabbi
kombinaciokban végeztiink: ‘Szigetcsépi 55° (3/9) (S11S31u) x ‘Eriane’ (4/9) (S11S31n);
‘Eriane’ (4/9) (S1185311) x ‘Szigetcsépi 557 (3/9) (S11831n); ‘Nyikitszkij 3576° (S36537) %
‘Orias kagyld® (4/4) (S36S37); ‘Nyikitszkij 3576 (S36S37) x ‘Nyikitszkij 2240°(S36537);
‘Nyikitszkij 2240’ (S36537) * ‘Moldavszkij 810 (S652s).
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5. EREDMENYEK

5.1. A mandula [Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb; syn. P. amygdalus Batsch] genetikai
vizsgalatanak eredményei

5.1.1. Magyar és kelet-europai mandulafajtak, valamint kaliforniai fajtajeloltek S-
genotipusanak meghatarozasa, inter-inkompatibilitasi csoportokba sorolasa

Korabbi munkékban kaliforniai, francia, spanyol és olasz mandulafajtak S-
genotipusait hataroztak meg (Tamura és mts., 2000; Lopez és mts., 2004; Sanchez-Pérez és
mts., 2004; Ortega ¢€s mts., 2006), de a kelet-europai és magyar fajtakrél nem volt elérhetd
informaci6. A tanszékiink soroksari génbankjaban fenntartott ismert €s jelentds fajtak,
illetve nemesitési alapanyagként felhasznalhaté genotipusok S-allél-Osszetételének
meghatarozasaval kezdtiik el felmérni a magyar ¢s mas mandulafajtdk termékenyiilését
meghatdroz6 genetikai hatteret.

Osszesen 22 fajta és hibrid S-RN-dz gén alapti markerezését végeztiik el mindkét
intronrégid hosszpolimorfizmusanak meghatarozasaval, eredményeinket Ortega és mits.
(2005), illetve Kodad ¢és mts. (2008) adataival vetettiik 6ssze. A 2. intronrégiora tervezett
primerek a legtobb esetben két PCR-fragmentumot eredményeztek, kivéve a 13/1 és 23/1
hibrideknél, valamint a ‘Tétényi bétermd’, ‘Tétényi rekord’ és ‘Tétényi kedvenc’ fajtdknal,
ahol egy fragmentumot detektaltunk (13. dbra). A képz6dott fragmentumok 14-féle méretet
reprezentaltak, 296 bp és 1620 bp méretek kozott. A harom ‘Nyikitszkij” klon és az ‘Orias
kagyld’ (4/4) azonos mintdzatot mutatott, csakugy, mint a két ‘Eriane’ (4/9 és 4/11) és a
‘Szigetcsépi 55°. Ugyanakkor az azonos néven nyilvantartott két ‘Orias kagyl6’ minta eltérd
mintdzatot adott.

M1 2.3 4 5 6. 7. 8 9.10.11.12. 13.14.15. 16. 17. 18. 19. 20. 21. 22.
-
2000bp e

S Sso
S Sy SggSm-39 SwSJ'IS:iT Sy 321531 S
1500bp == @B S, o - - xv S

- 2 ?27 3
1000 bp e st

-
750bp -
s ssed 8% uig
6 S S 8 ‘ 5 s
36
500bp == -S & S;; | -6&‘ -
11 1] .
S .S - S28
10 28 -
250 bp - o
M 1. 2. 3 4 5 6. 7. 8. 9 10.11.12. 13.14.15. 16. 17.18. 19. 20. 21. 22.

750 bp |

iy S
500 b | - Ss ‘ 5, 32 S” ' “ da
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» S JMQ?J

13 ébra Mandulafajték és génbanki tételek EM jeld, a Prunus S- RN dz gén masodik (a) és
M: GeneRuler 1 kb DNS-marker (Thermo Fisher Scientific); 1. 821getcsep1 58°3/15,2. ‘821getcsep1
55 3/9, 3. ‘Szigetcsépi 55° 52/18, 4. ‘Szigetcsépi 92° 6/26:, 5. ‘Vinoszlivij® 7/22, 6. ‘Orias kagylo’
4/4,7. ‘Orias kagylo® 4/3, 8. ‘Eriane’ 4/11, 9. ‘Eriane’ 4/9, 10. ‘Marie Dupuy’ 4/15, 11. ‘Moldavszkij
810° 5/8, 12. ‘Moldavszkij 812 5/13, 13. ‘Nyikitszkij 707 4/5, 14. ‘Nyikitszkij 3576’ 6/6, 15.
‘Nyikitszkij 2240 7/10, 16. ‘Pozdnij” 5/2, 17. 13/1 klon 50/5, 18. 23/1 klon 51/8, 19. ‘Tétényi
bétermé’, 20. ‘Tétényi rekord’, 21. ‘Tétényi keményhéju’, 22. ‘Tétényi kedvenc’ (Halasz és mts.,
2010a).
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Az 1. intronrégi6 fragmentummeéreteit automata szekvenatorral hataroztattuk meg.
A kromatogramokon két csucs jelent meg 19 mintanal, mig a ‘Tétényi rekord’ és a 13/1,
valamint a 23/1 hibridek csak egy csucsot mutattak. Az el6z6 markerrel azonos mintazatot
ad6 fajtdk ebben az esetben is azonos méretli fragmentummal voltak jellemezhetok. A
‘Tétényi botermd’ fajtandl az Ortega és mts. (2005) altal az So-allél esetében megadott
méretekhez nagyon hasonlo értékeket hatdroztunk meg, 1. intron: 345 bp (az Sy esetében:
348 bp), 2. intron: kb. 1550 bp (az Sy esetében: 1560 bp). Mivel So-allélt hordozo fajta nem
allt rendelkezésre, klonozast kovetden mindkét fragmentumot megszekvenaltattuk és az
NCBI BLASTN analizis alapjan egyik kordbban azonositott mandula S-alléllal sem volt
azonos az izolalt DNS-régid, ezért S31 néven uj allélként irtuk le. A fragmentumhossz-
analizis (345 bp) és szekvenalas alapjan (344 bp) kapott 1 nukleotidnyi eltérés a fluorszcens
JOE festék hasznalatabol adodik. Az So- és S3i-allélok szarmaztatott aminosav-sorrendje az
RHV régioban mutatta a legtobb eltérést, tovabba a 2. intron hdrom nukleotiddal hosszabb
volt. Ugyanakkor az intronszekvencidk azonossaga mindossze 47,6%. Az 1. intron esetében
is csak négy nukleotidnyi eltérés tapasztalhat6 a szekvencidk alapjan, ami azt jelenti, hogy
a két allél kozti kiilonbség az ILP-alapt markerek segitségével megbizhato6 mdédon nem
mutathatd ki. Emiatt S3i-allél-specifikus forward primert terveztiink (PdS31-F) a 2.
intronszekvencia alapjan, ami az EM-PC3consRD reverz primerrel egyiitt alkalmazva csak
az S31-allél jelenléte esetén eredményez egy 1000 bp méretii PCR-terméket. Eredményeink
kozzétételével egyiddben Kodad és mts. (2008) 5 05 S-allélt azonositottak spanyol fajtakban,
melyeket $31—535 néven jeloltek. Ez azt jelenti, hogy homonimaként ugyanazon néven két
eltérd allél jelent meg az adatbazisokban, igy javaslatunk alapjdn a magyarorszagi allél jele
a tovabbiakban S31n, mig a Mallorca-szigetérél szarmazo ‘Pou de Felanitx’ fajtabol ismert
allél neve S31s. Az allélspecifikus primer az aldbbi fajtdknal adott tovabbi pozitiv eredményt:
‘Szigetcsépi 55° (3/9), ‘Eriane’ (4/9 és 4/11), ‘Moldavszkij 812°, 13/1 és 23/1 hibridek.

Az ismert méretektdl tovabbi eltéré adatokat mutatdé DNS-fragmentumokat
klonozast kovetden megszekvenaltattuk és igazoltuk az 0j allélok jelenlétét. Az Szs-tel
veégzddo allélsort (Kodad és mts., 2008) kovetve az S36 a ‘Szigetesépi 92°, ‘Vinoszlivij’,
‘Orias kagyld® (4/4) és ‘Nyikitszkij’ klonokban; az S3; az ‘Orids kagyld’ (4/4) és
‘Nyikitszkij” klonokban; az S3s a ‘Szigetcsépi 55° (58/12) és az S39 a ‘Marie Dupuy’ és
‘Pozdnij’ fajtakban talalhaté. Az 1j allélok szekvencidjat az FJ529211-FJ529214
azonositoszamok alatt nyujtottuk be az NCBI adatbazisba. A  szarmaztatott
aminosavsorrend mindegyik allél esetében eltérd RHV-régiot mutatott, ami alatdmasztja a
géntermékek allélspecifikus miikodését (14. abra).
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528 ¥ ) BEWNKHG
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Sg NI ¥ V| BEWNKHG

S35 FTIHGLWPSNYSNPsl
S36 FTIHGLWPSNYSNE|
837 FTIHGLWPSNYSNPJ§
S38 FTIHGLWPSNYSNP]|

C2 RHV C3

14. abra: Az NCBI adatbazisban fellelhetd Osszes, korabban k6zolt mandula S-RN-az,
illetve az jonnan azonositott allélok részleges, szarmaztatott aminosav-szekvencidjanak illesztése.
A gén C2 és C3 konzervativ régioit, valamint a hipervariabilis régiot alahuzassal (RHV) jeloltiik
(Ushijima ¢és mts., 1998 alapjan). A fekete hattér az egyes allélokban el6forduldo nem konzervativ
aminosav-cseréket jeloli. A 2. intron poziciojat nyil mutatja (Halasz és mts., 2010a).

Meghataroztuk az 01j allélok szerkezeti jellegzetességeit. Az els6 intron egyes fazisu,
a masodik intron nulla fazist mindegyik allél esetében. Mindkét intron méretbeli
variabilitast mutat, melynek pontos adatait a 15. dbra foglalja 6ssze. Ezen informacio
alapjan az S-genotipizalds az ILP markerezés alapelvei szerint kivitelezhetd. Munkank
soran Osszesen 19 fajta teljes és 3 fajta részleges S-genotipusat hataroztuk meg.
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15. abra: Az Ujonnan azonositott mandula S-RN-dz allélok szerkezete. A téglalapok az
exonokat, a vonalak az intronokat jeldlik. Az 1. intronrégié méreteit fragmentumhossz-analizissel,
a 2. intronrégié méreteit szekvendldssal (az exonok megszekvenalt részleteit sziirke szin jelzi),
illetve az Sz esetében agaroz gélelektroforézis alapjan becsléssel hataroztuk meg. A pontos
intronméretek (bp) a vonalak felett lathatok. A vonalak alatti szamok a PaConsI-F/EM-PClconsRD
(1. intronrégio) és EM-PC2consFD and EM-PC3consRD (2. intronrégio) primerparokkal amplifikalt
PCR-termékek méretét mutatjak. A szekvenalassal jellemzett intronokat folytonos, mig a becsiilt
méretil intront szaggatott vonal mutatja. Az S31-allél kimutatasara alkalmas specifikus (PdS31-F) és
konszenzus primerek kotodési helyeit nyilak jelzik (Halasz és mts., 2008; 2010a).

Az “Orias kagyld’ (4/4) és ‘Nyikitszkij’ fajtakban azonositott, Ss¢ és S37 névvel jelolt
S-RN-dz allélok funkcidképességének igazoldsara szabadfoldi tesztkeresztezéseket
végeztiink. A PCR-mintazat alapjdn azonos S-genotipustnak vélt fajtak tesztkeresztezései
minden esetben bizonyitottdk a kolcsonds inkompatibilitas fennallasat, igy a harom
‘Nyikitszkij” klon kdlesonds inkompatibilitasa is igazolodott (5. tdblazat). A ‘Szigetcsépi
55’ (3/9) és ‘Eriane’ (4/9) fajtdk keresztezése mindkét iranyban inter-inkompatibilitast
mutatott, csakiigy, mint a ‘Nyikitszkij 3576 x ‘Orids kagyld’ (4/4) kombinéci6, mig a
kontrollként hasznalt ‘Nyikitszkij 2240° x ‘Moldavszkij 810 keresztezés kompatibilisnek
bizonyult. Ennek megfelelden két 1) inter-inkompatibilitasi csoport (CIG) l1étezését tudtuk
kimutatni és funkcionalis vizsgélatokkal is megerdsiteni.
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5. tablazat: Mandula fajtaparok iranyitott keresztezését kovetd gylimolcskotddési arany
megallapitasa (Szigetcsép, 2008)

Q (Anyandvény) & (Pollenadé) Megporzott Gyiimoéles-  Kompatibilitas
viragok szima  kotédés (%)

‘Szigetcsépi 557 (3/9)  ‘Eriane’ (4/9) (S11531n) 64 3,1 inkompatibilis

(S1183110)

‘Eriane’ (4/9) ‘Szigetesépi 55° (3/9) 68 2,7 inkompatibilis

(S11831m) (S11831n)

‘Nyikitszkij 2240’ ‘Nyikitszkij 2240’ 70 2,5 inkompatibilis

(836537) (536537)

‘Nyikitszkij 3576’ ‘Orias kagylo’ (4/4) 71 1,6 inkompatibilis

(S36537) (836537)

‘Nyikitszkij 3576’ ‘Nyikitszkij 2240’ 50 0 inkompatibilis

(836537) (S36537)

‘Nyikitszkij 2240’ ‘Moldavszkij 810’ 61 24,5 kompatibilis

(836537) (S6S28)

Az egyik legnevesebb kaliforniai mandulanemesité miihely, a United States
Department of Agriculture (USDA) Agricultural Research Service (Parlier) 10 uj
fajtajeldltjének S-genotipus meghatarozasara kaptunk felkérést, melyek koziil 6t OM, ot
pedig OT fenotipusti. Az OT ‘Tuono’ utédnemzedékébdl szarmazo hibridek mindegyikében
megerodsitettiik az Sr-allél jelenlétét az ILP-markerezés soran. A 23.5-16 hibridben
azonositottuk az Ss-allélt, de a masik allélt az ismert adatokbol nem tudtuk meghatarozni.
Az 1. intronrégio 304 bp méretet mutatott, mig a 2. intronrégié a hasznalt primerek
egyikével sem amplifikalodott. Ezért az 1. intronrégié PCR-termékét klonozast kovetden
megszekvenaltattuk. A szignalpeptidtdl a 2. konzervativ régidig terjedd szekvenciaszakasz
a vizsgalat idején egyik ismert P. dulcis alléllal sem volt azonos, és a P. tenella S7-RN-dz-
alléllal mutatta a legnagyobb mértékii hasonlosagot. A két szekvencia fehérjekodolo régioja
minddssze egy szubsztiticiot (SNP) tartalmaz, mely nem okoz aminosavcserét. Emiatt a
fajtajelolt genotipusanak leirdsat SsSi7 jeldléssel adtuk meg, az Sg-allél részleges
szekvencigjat KC800707 azonositd alatt benyujtottuk az NCBI adatbazisba. Az Sz volt a
leggyakoribb, 6t fajtajeldltben is megtalalhato allél. Az Sis-, Sis- és S»7 -allélokat egy-egy
hibridben talaltuk meg, melyek a kordbban vizsgalt kdzép-eurdpai ndvényanyagban nem
voltak jelen. A teljes S-genotipusok megallapitisa alapjan (6. tablazat) a fajtajeloltek
inkompatibilitasi csoportokba torténd besorolasat megtettiik, és egy 0j kdlcsondsen meddd
csoportot is azonositottunk, melyet a 5627-6 kaliforniai hibrid és a kései viragzasu ‘Titan’
fajta alkotnak, genotipusuk SgS14.
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6. tablazat: A vizsgalt 32 mandula eredete, pedigréje, valamint az PCR-rel amplifikalt egyes intronrégiok méretei, illetve az azonositott S-genotipusok

Fajtak, hibridek! Sziarmazas Pedigré 1. intronrégié (bp)> 2. intronrégi6  S-genotipus CIG
(bp)’

‘Szigetcsépi 58’ magyar ‘Didsdi félpapirhéju’ szabad megporzasbol nyert 361; 312 550; 300 S6S10 XLVII
magonca

‘Szigetcsépi 557 (3/9) magyar ‘Burbank magonca’ fajta szabad megporzasbol 417; 347 380; 1540 S11S310 XXvl
nyert magonca

‘Szigetcsépi 55° (52/18) magyar ‘Burbank magonca’ fajta szabad megporzasbol 314, 344 300; 1269 528538 0
nyert magonca

‘Szigetcsépi 92° magyar ‘Dibsdi félpapirhéji’ szabad megporzasbol nyert 408; 195 1200; 485 8522836 0
magonca

‘Vinoszlivij’ ukran ismeretlen 417; 195 380; 485 S11536 0

‘Orids kagylo’ (4/4) magyar gyljteményes fajta, ismeretlen eredetii 195; 394 485; 1538 S36537 XXVII

‘Orias kagyld’ (4/3) magyar gyljteményes fajta, ismeretlen eredetii 361; 327 550; 824 S6S25 0

‘Eriane’ (4/9) francia ismeretlen 417; 347 380; 1540 S115511 XXVII

‘Eriane’ (4/11) francia ismeretlen 417; 347 380; 1540 S115511 XXVII

‘Marie Dupuy’ francia ismeretlen 361; 283 550; 1650 S6S39 0

‘Moldavszkij 810° moldav helyi szelekcio 361; 314 550; 296 S6S28 0

‘Moldavszkij 812’ moldav helyi szelekcio 375; 347 1630; 1540 8278311 0

‘Nyikitszkij 707’ ukran helyi szelekcid 195; 394 485; 1538 S36537 XXVIII

‘Nyikitszkij 3576’ ukran helyi szelekcid 195; 394 485; 1538 S36537 XXVIII

‘Nyikitszkij 2240’ ukran helyi szelekcio 195; 394 485; 1538 836537 XXVII

‘Pozdnij’ ukran helyi szelekcid 384; 283 880; 1650 8524839 0

13/1 hibrid magyar ‘Szigetcsépi 58’ x ‘Alfoldi mandula’ 347 1540 S311 -

23/1 hibrid magyar ‘Szigetesépi 58’ x ‘Alfoldi mandula’ 347 1540 S31m -

‘Tétényi botermd’ magyar ‘Burbank magonca’ fajta szabad beporzasabol 412, 347 — 1540 SsS311 0
nyert magonca

‘Tétényi rekord’ magyar ‘Budatétényi 6’ jelii fajtajeldlt szabad 389 1092 S13 -
megporzasu magonca

‘Tétényi keményhéju’ magyar ‘Budatétényi 6’ x ‘Budatétényi 7’ 361; 389 550; 1092 S6S13 0
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Fajtak, hibridek! Sziarmazas Pedigré 1. intronrégié (bp)> 2. intronrégi6  S-genotipus CIG
(bpy’

‘Tétényi kedvenc’ magyar ‘Budatétényi 6° x ‘Budatétényi 7’ 361; 412 550; - S6Ss X
23-122 kaliforniai  Agricultural Research Service OM szelekcidja 293; 360 330 8557 I
23.5-16 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OM szelekcidja 293; 304 330; — MY 0
5627-6 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OM szelekcidja 412; 1100 — 1050 SsS14 ujt
82-73 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OM szelekcidja 360; 412 1720; - S753 I
K10-26 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OM szelekcidja 293; 412 330; — SsSg v
Y113-125 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OT szelekcidja a 417; 412 850; — SeSg

‘Tuono’ utddnemzedékébdl
Y114-165 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OT szelekcioja a 417;299 850; 350 SeS1s

“Tuono’ utddnemzedékébdl
Y121-1 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OT szelekcidja a 417; 412 850; — SiSs

“Tuono’ utddnemzedékébdl
Y121-61 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OT szelekcidja a 417; 378 850; 1360 StS27

“Tuono’ utddnemzedékébdl
Y116-161-99 kaliforniai ~ Agricultural Research Service OT szelekcidja a 417; 293 850; 330 SiSs

‘Tuono’ utdbdnemzedékébol

! A fajtanévhez vagy klonhoz tartozo szamok az aposztrof jelek kozott talalhatoak, a zarojelben irt szamok a szigetcsépi iiltetvény génbanki azonositoi.

2 A PaConsl-F / EM-PClconsRD primerpérral (Sonneveld és mts., 2003; Ortega és mts., 2005) amplifikalt fragmentumok méretét automata szekvenatorral

hataroztattuk meg. Az aldhtzott adatok szekvenalasbol szarmaznak.

3 A EM-PC2consFD / EM-PC3consRD primerparral (Sutherland és mts., 2004) amplifikalt fragmentumok méretét agaroz gélelektroforézis alapjan becsiiltiik,

mig az alahtzott adatok szekvenalasbol szarmaznak.
4 Uj inkompatibilitasi csoportot képez a ‘Titan’ fajtaval.
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5.1.2. A magyar és a vilag jelentosebb termdteriileteirol szarmazé mandulafajtak
genetikai variabilitasanak jellemzése

Az dnmedddség genetikai hatterének vizsgalataval parhuzamosan sor keriilt a vilag f6
mandulatermesztd korzeteibdl szarmazo fajtak és génbanki anyagok genetikai variabilitasanak
molekuléris markerekkel torténd jellemzésére is. Szamos kozép- illetve kelet-eurdpai €s azsiai
tétel jellemzését kovetden a gazdasidgos termesztés északi hatarat képviseld Magyarorszag
egyre bantobb vakfoltként jelent meg a térképen. A megoldas érdekében hazank legfontosabb
fajtait és génbanki tételeit a legjelentdsebb terméteriiletekrél szarmazo informacidk
Osszevetésével kivantuk orvosolni egy nemzetkozi egyiittmiikddés keretében (marokkoi, torok
¢s USA-beli kollégak részvételével).
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16. abra: Osszesen 86 mandulafajta és -genotipus genetikai tAvolsagat bemutaté torzsfa 15 SSR
marker alapjan. A dendrogram hasonldsagi matrixon alapuld6 UPGMA analizissel késziilt (Nei és Li,
1979). Az elagazasi pontokon az 50%-nal nagyobb bootstrap értékeket tiintettiik fel (%, n=1000). Az
egyes egyedek szines diagramjai STRUCTURE 2.3.4. szoftverrel késziiltek. A 9 elkiiloniilt populaciot
eltéré szinek jelzik, a kladokat a dendrogramon szammal jeloltiik (1-9). Az egyedek szinkddjai utalnak
genetikai dsszetételiikre. A tobbszinil savok kevert genetikai hatteret mutatnak (Haldsz és mts., 2019).
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A vizsgalt ndvényanyagban szerepeltek magyar és ukran fajtak, hibridek, felhagyott
iiltetvényekbdl szdrmazod fak a Tétényi-fennsikrol és a Gellért-hegyrdl, alanymag-termd fak
Ceglédrol, illetve idés fak Monorrol, kaliforniai fajtak, Torokorszagbol, az Erzurum régio
északi részén fekvé Bademli kozségbdl és a Van-t6 Akdamar nevii szigetérdl, a Foldkozi-tenger
marokkoi partvidékérdl szarmazéd egyedek, a kirgizisztani Osh varos kornyékén vadon
eléforduld fak, valamint harom vad mandulafaj (P. tenella, P. webbii, P. arabica) egy-egy
egyede. Osszesen 86 genotipust jellemeztiink 11 olyan genomi és 4 EST-SSR 16kuszban,
melyek mas minték vizsgalatakor nagy mértékii variabilitast tartak fel. A 15 primerpar 238 allél
kimutatasat tette lehetové, 16kuszonként 4 és 21 kozott valtozott az allélszam. Az amplifikalt
fragmentumok mérete 86 ¢és 230 bp kozott valtozott. A genomi SSR-markerek (193 allél)
polimorfizmusa nagyobb mértékii volt, mint az EST-markereké (45 allél). A legnagyobb PIC
érték (polymorphism information content, a polimorfizmus kimutathatdsdganak hatékonysagat
jellemzd paraméter) a BPTCT007 I6kuszban volt (0,90), mig a legkisebb az EPDCU 5100
l6kuszban (0,17). A ndvények genetikai rokonsagénak jellemzésére a hasonldsagi matrixon
alapul6 UPGMA csoportatlag modszert hasznaltuk (Nei és Li, 1979). A hasonlosag mértéke
0,03 (P. tenella és ‘Ne Plus Ultra’) és 1,00 (harom genotipus a torokorszagi Akdamar-szigetrdl)
kozott volt, mig az atlagérték 0,29. A dendrogramon a foldrajzi eredet és a pedigré alapjan
rendezddtek klaszterekbe a vizsgalt mintak (16. dbra), a P. tenella vad faj kiilcsoportot képez.
Nagymértékill bootstrap tdmogatottsaggal az alabbi csoportok kiiloniiltek el: kirgizi, akdamari,
bademli, magyar, monori, olasz, marokkoéi, kaliforniai és a vad fajok képvisel6i. A
STRUCTURE analizis sordn az Evanno moédszerrel nyert K érték 9 volt, ami megfelelt a
klaszteranalizis eredményeinek, de ezen til néhany kevert (admixed) genetikai hatterii egyed
azonositasa is lehetdvé valt (minden ukran és néhany kaliforniai, magyar és marokkoi genotipus
esetében).

Az AMOVA analizis jelentds genetikai variabilitast mutatott az egyes populaciokon
beliil (71,30%), valamint a populaciok kozott is (28,70%). A magyar (8,45) és marokkoi (7,09)
csoportokban mutatkozott a legnagyobb allélszam, mig a legkisebb a kaliforniai fajtdknal
(3,09), raadasul a legtobb egyedi allél is a magyar genotipusokban volt jelen, mig a kaliforniai
fajtdkban nem mutattunk ki egyedi allélokat. A legnagyobb megfigyelt heterozigotasag (Ho) a
torok akdamari alloményra volt jellemzé (0,77), mig a legkisebb az ontermékenyiilé olasz
fajtakra (0,58). A populaciok differencialtsaganak mérésére szolgalo fixacios index (Fsr) 0,38
(Akdamar) és 0,55 (magyar) kozott valtozott, mig a génaramléas ezzel ellentétes modon. A
Mantel-teszt a foldrajzi és genetikai tavolsagok kozott nem mutatott szignifikans dsszefiiggést
(Rxy = 0,173; P = 0,226). A beltenyésztési egylitthatd (Fis) csak a kaliforniai és Akdamar-
szigeti csoportban adott negativ értékeket. Az 6t egyednél nagyobb csoportok 15 SSR-16kusz
elemzése alapjan vizsgalt paramétereit a 7. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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7. tablazat: Az 6t egyednél nagyobb populdciok genetikai variabilitasat jellemz6 paraméterek 15 SSR-lokusz elemzése alapjan (STRUCTURE 2.3.4.,
PopGene 1.32)

Populaciok Magyarorszagi Kaliforniai Akdamar- Bademli-régidbeli, Marokkoi Ontermékenyiilé
szigeti, Torokorszag fajtak
Torokorszag
Atlagos allélszam (Na) 8,45 3,09 4.45 5,09 7,09 3,63
Egyedi allélok atlaga 1,36 0,00 0,36 0,73 0,46 0,27
Shannon-index (/) 1,65 0,88 1,17 1,28 1,60 1,06
Elméletileg vart heterozigotasag (H.) 0,74 0,55 0,64 0,66 0,75 0,64
Megfigyelt heterozigdtasag (Ho) 0,66 0,60 0,77 0,61 0,66 0,58
Wright-féle fixacios index (F'st) 0,55 0,39 0,38 0,52 0,54 0,50
Beltenyésztési egylitthatd (Fis) 0,11 -0,09 -0,20 0,08 0,12 0,09
Génaramlas (Nm) 0,21 0,39 0,42 0,23 0,21 0,25
Mintaszdm 27 5 11 11 11 5
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5.2. A kajszi (Prunus armeniaca L.) genetikai vizsgalatanak eredményei
5.2.1. A kajszi S-l6kuszanak variabilitasa Torokorszag teriiletén

Csoportunk €és mas kutatok korabbi SSR-alapu molekularis vizsgalatai arra utaltak,
hogy az eurdpai ¢és magyar kajszifajtdk az irani-kaukazusi fajtdk kozti hibridizacioval
johettek 1étre (Maghuly és mts., 2005). Ezt a feltételezést torténelmi és nyelvi bizonyitékok
is alatdmasztjak. A magyarorszagi oszman megszallas masfél évszazada alatt tobb
feljegyzés is késziilt a torok szaporitdbanyagok Magyarorszagra torténd behozatalarol (Faust
¢s mts., 1998). Ennek alapjan 0gy gondoltuk, a torok kajszifajtdk S-genotipusanak
vizsgalata bizonyitékokkal szolgéalhat a torok és magyar kajszi kozti kapcsolatok feltarasara,
mely segithet felmérni hazankban a kajszi nemesitésének lehetdségeit és korlatait, valamint
pontosabban megismerni a faj kultirevolucios torténetét.

Az Osszesen 55, Torokorszag kiillonbozo tartomanyaibol szarmazod, aszalasra vagy
frissfogyasztasra alkalmas gyiimolcsot termd fajta S-genotipusdnak meghatarozasahoz az S-
RN-az gén 1. (SRc-F/R) és 2. intronrégiojat (EM-PC2consFD és EM-PC3consRD)
amplifikaloé primereket alkalmaztuk (Sutherland és mts., 2004; Vilanova és mts., 2005;). Az
adatok kiértékeléséhez a Vilanova és mts. (2005), valamint Halasz és mts. (2007b) altal
meghatarozott amplikonméreteket, illetve néhany esetben kontrollfajtakat (‘Moniqui’: S>Sé,
‘Sunglo’: 5283, ‘Mari de Csanad’: ScSig; ‘Bergeron’: Sc$2, ‘Ceglédi o6rids’: SgSo)
hasznaltunk (Burgos és mts., 1998; Halasz ¢s mts., 2005). A 2. intronrégié méretei 310 bp
¢s 1980 bp kozott valtoztak, és 17 fajta esetében kettd helyett egy, illetve négy fajtanal egy
PCR-terméket sem kaptunk. A legtobb esetben mar ezzel a PCR-rel azonosithatok voltak
az allélok. Ugyanakkor a tizennyolc fajtanal detektalt 500 bp méretli fragmentum az So- €s
az S-allélra is utalhat. Az allélok azonositasahoz az 1. intronrégid méretének
fragmentumhossz-analizissel torténd meghatarozéasa is sziikséges volt, mert ez jelentds
eltérést mutat a két allél esetében (So: 203 bp €s S20: 222 bp). Kidertilt, hogy az So-allél mind
a 18 fajtaban jelen van, de kettd fajta az So mellett még az Syo-allélt is hordozza. Az S3- és
2. intronrégidban kb. 310 bp hosszusagu szakaszt azonositottunk, az 1. intronrégio esetén
269 bp-os méretet detektaltunk. A ‘Sunglo’ (5253) fajtat (Burgos és mts., 1998) kontrollként
hasznalva igazoltuk, hogy a 269 bp-os szakasz az S3-allélnak felel meg. Ugyanigy a
‘Moniqui’ (5256) kontroll alapjan megallapitottuk, hogy az Se-allél 423 bp méretii. A ‘Kayisi
Erigi’ fajta P. armeniaca * P. salicina hibrid, melyben az Sii-et azonositottuk, a masik
allélja pedig a diploid szilva sziiléfajtatol szarmazik, vagyis valamennyi kajszi S-alléltol
eltérd. Osszesen 51 genotipusban jelent meg két PCR-termék az 1. intronrégié esetében,
mig 4 fajtanal csak egy 355 bp fragmentum volt kimutathat6. Ezt a fragmentumhosszt még
14 masik fajtdban is azonositottuk. Kordbbi munkankban a 355 bp hosszisaga PCR-
amplikon az Sc- és Ss-RN-az allélok esetében jelentkezett (Haldsz és mts., 2007b).

Mivel egy szélesebb, eddig nem vizsgalt terliletrél szarmazé ndvényanyag
vizsgalata soran kordbban nem azonositott allélok felbukkandsara is szamitani kell, annak
ellendrzésére, hogy a 355 bp méretli DNS-szakasz biztosan az Sc- €s Ss-RN-dz allélok
esetében fordul eld, egy specifikus AprSC8 primerpart terveztiink a két azonos DNS-
547 bp fragmentum amplifikalodik, mas esetben nem keletkezik PCR-termék (17.A. ébra),
ahogy ezt harom kontrollfajta hasznalataval bizonyitottuk: az Sg-allélt tartalmaz6 ‘Ceglédi
Orias’, az Sc-allélt hordozo ‘Bergeron’, és negativ kontrollként az S1S> genotipusu
‘Goldrich’ esetében. A vizsgalat alapjan 18 fajtaban volt kimutathat6 az Sc- és/vagy Ss-RN-
az allél. Az Sc- és az Sg-allél S-RN-azt kodold régidja teljesen megegyezik, ezért az
ontermékenyiilé €s onmeddo fajtak onmagaban ezzel a vizsgalattal nem kiilonithetdk el. Az
Sc- és Ss-haplotipusok kozti jellemzd kiilonbség, hogy az SFBc fehérjét kodold régidban
egy 358 bp méretli inszerci6 taldlhato. A kodolt fehérje funkciovesztését egy korai stop
kodon okozza, aminek kovetkezményeként jott létre az OT fenotipus (Vilanova és mts.,
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2006). A két haplotipus egyszerli megkiilonboztetésére egy 1j primerpart (AprFBCS)
terveztlink, ami az inszercion kiviil egy viszonylag rovid szakaszt (142 bp) amplifikal.
Emiatt az OT, Sc-allélt hordozo fajtaknal egy 500 bp, az Ss-allél-tartalmu fajtikndl egy 142
bp hosszu fragmentum jelenik meg (17.B. abra). A Ss/Sc allélok kodominans kimutatasat
lehetdvé tevd primerparral a homo- ¢és heterozigota genotipusok egyértelmiien
azonosithatok.

1000 bp IR : : i ;
750 bp—T L e D C e e e e e o we e — S/Sg-RN-dz
500 bp— ; ‘ T D .
250 bp— G 2 ;
M 16 13 20 28 7 43 53455534 39 54491 6 26 9 30 COBGGD
1000 bp— g
750 bp— =
(=] - SFB
500 bp— - - L - ' - C
250 bp— ™= - SFB
B o0 ©® 00O eo=-9e e - 8

17. abra: Az Ss- és Sc-haplotipusok kimutatasa és egyértelmi elkiilonitése.
A: Allélspecifikus PCR az Sc/Ss-RN-dz jelenlétének bizonyitasara az AprSCS8 primerparral (547 bp).
B: Az SFBc (500 bp) és SFBs-allélok (142 bp) megbizhato elkiilonitése az AprFBCS8 primerparral.
A szamok az 1. mellékletben felsorolt fajtak sorszamaval egyeznek meg, kontrollfajtik CO: ‘Ceglédi
orias’(SsS9), BG: ‘Bergeron’(ScS:), GD: ‘Goldrich’ (S5152), M: GeneRuler 1 kb DNS-marker
(Thermo Fisher Scientific) (Halasz és mts., 2010b).

A 18 fajtabol hét esetben, valamint az OT kontrollként hasznalt ‘Bergeron’ fajtiban
mutattuk ki az Sc-allél jelenlétét az Ujonnan tervezett primerparral. A 7 fajtabol 6
heterozigdta genotipusu, egy homozigotat azonositottunk (‘Canakkale’: ScSc), mig 3 fajta
ScSs volt (1. melléklet). Az 55 korabban ismeretlen genotipusu fajta koziil 51 fajta teljes S-
genotipusat, és négy fajta részleges S-genotipusat hatdroztuk meg. Osszesen 12, korabbi
vizsgalatokban leirt allél jelenlétét igazoltuk. Az So-allél 18, az Sg-allél 14, az Se-allél 12, az
Sio-allél 10, az Sr-allél 9, az S7- és az Siz-allélok egyarant 8, az Sc-allél 7, az S3-allél 6, az
S11- és az Si2-allélok egyarant 5, és az Sxo-allél két fajtdban fordult eld.

Az S-allélok foldrajzi el6forduldsa és gyakorisdga nem mutatkozott egyontetiinek:
az Sc-allél jelenlétét csak Nyugat-Torokorszagban és az orszag kozepén talalhaté Malatya
régidban mutattuk ki, mig az Ss-allél szinte valamennyi régidban jelen volt. Mivel Malatya
az orszag legkeletibb tartomanya, ahol az Sc-allél jelen volt, kivancsiak voltunk, hogy a
szomszédos, Malatyatdl keletre esé Erzincan régioban vadon ¢€l6 kajsziegyedek
hordozhatjak-e az ontermékenyiilést el8idézé allélt. Osszesen 63 kajszi S-allél-Osszetételét
hataroztuk meg a kordbban ismertetett primerparok ¢s metodika felhasznalasaval. Tiz ismert
allélt detektaltunk, melyek koziil az Sz volt a leggyakoribb (19 genotipusban), az Ss 17, az
S19 16, az S3 13, az Si2 11, az S és 57 10, mig az S, Si1 és Siz-allélok 8 genotipusban
fordultak el6. Két allél esetében a PCR-termékek méretei nem ismert allélokra utaltak, igy
ezeket Sx €és Sy néven jeloltik. A vizsgélt novényanyagban 36 kiilonb6zd S-genotipust
talaltunk, a leggyakoribbak az $>S9, $2S11, €s $3512 voltak, mindharom genotipus 4 egyedre
volt jellemzd. Az OT fenotipussal dsszefiiggd Sc-allél egyikben sem fordult elé, mig az Ss-
allélt 17 genotipusban talaltuk meg, a régio 14 vizsgalt teriiletébdl 12-ben. A torok
ndvényanyagban azonositott S-allélok foldrajzi régiok szerinti eléfordulasat térkép
segitségével szemléltetem (18. abra).
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18. abra: Az S-allélok f6ldrajzi elterjedése Torokorszagban ismert fajtak (A; 55 db) és az
Erzincan régiéban vadon €16 genotipusok (B; 63 db) felmérése alapjan (Halasz és mts., 2010b;
2013). Az Sc-allélt zold, az Ss-allélt piros szinnel jeloltiik, a kék szinii, szaggatott vonaltdl észak-
keletre nem talalhatok ontermékenyiil6 fajtak ill. egyedek.

5.2.2. A kajszi S-I6kuszinak variabilitasa Eszak-Afrikaban

A kajszi kultarevolucios torténetének részletesebb feltarasahoz a nyugat-azsiai
teriileten kiviil tovabb bdvitettiik a vizsgalatba vont ndvények korét. A szintén az irani-
kaukdzusi csoportba tartozo, dél-mediterrani régidban fellelhetd kajszi (Zhebentyayeva és
mts., 2012) S-allél-diverzitdsardl korabban semmilyen adat nem volt elérhetd, ezért a
Marokko, majd Tunézia teriiletein €16, helyi kajszigenotipusok bevonasaval folytattuk a
munkankat.

Marokko6 legjelentésebb kajszitermd vidékei az Atlasz-hegységtél délre eso
sivatagos terliletek oazisaiban taldlhatok. Az Osszesen 55 marokkdi kajsziegyed S-
vizsgalataval kezdtiik. A 2. intronrégiot amplifikalé PCR soran 12 genotipusnal két, 40
genotipusnal egy fragmentum keletkezett, harom esetben nem kaptunk terméket. Az
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amplikonok mérettartomanya 750-2800 bp kozott volt. A Tighnit-4, Tighnit-5, Rich, Ait-
Lahcen-1, Ait-Talat-3 ¢s Gulmima-4 mintadkban a 950 bp méretli fragmentum az S>-allél
jelenlétére utalt. A Rich-2, Ait-Lahcen-2, Ait-Lahcen-3, Ait-Lahcen-7, Ait-Talat-1, Ait-
Talat-5, Gulmima-4 ¢s Gulmima-8 genotipusokban a 750 bp méret az S7-allélra jellemzo.
Az S11 (1500 bp) 8 genotipusban mutatkozott (Rich-1, Rich-2, Ait-Lahcen-2, Ait-Lahcen-
4, Ait-Lahcen-5, Ait-Lahcen-7, Ait-Talat-3 és Gulmima-5). Az Siz-allél (1350 bp) 10
genotipusban fordult eld (Rich, Rich-1, Ait-Lahcen-1, Ait-Lahcen-4, Ait-Lahcen-6, Ait-
Lahcen-7, Ait-Talat-1, Ait-Talat-5, Gulmima-3 ¢és Gulmima-7). Az Si3-allél jelenlétét a
PCR-termék Pstl restrikcios enzimmel torténd emésztésével is megerdsitettiik (19.A. abra).
Az allél szekvencidjanak ismeretében a specifikus hasitdst kovetden keletkezd két
fragmentum mérete 356 és 994 bp.

A

20000p S,

'S 8 S 6 5 oe ! Si3
1500 b
SR T LA

1000bp e 22 _3,.5;-1__7-'1' :
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500 bp T IELIE IR e &l |
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M 34 34’ 44 44’ 47 47’ 48 48’ 53 53’ 52 52’ 42 42’ 40 40’ 33 33’
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19. abra: A ritka és nem vart allélok eléfordulasanak megerdsitése CAPS és allélspecifikus
PCR-rel. A: az i3 allélspecifikus kimutatasa az EM-PC2-PC3 PCR-termék (1300 bp) Ps¢I enzimmel
torténod hasitasaval. A hasitatlan és hasitott mintak szdma megegyezik, az emésztést a mintanévben
aposztrof jeloli, a keletkezett 356 és 994 bp fragmentumokat nyil mutatja. B: az Sy allélspecifikus
PCR-rel torténé kimutatasa PaS20-F és EM-PC5consRD primerekkel. Kontrollfajta a ‘Ceglédi
Piroska’ (CP: SsS»), a genotipusok a 2. mellékletben megadott szamokkal szerepelnek, M:
GeneRuler 1 kb DNS-marker (Thermo Fisher Scientific) (Kodad és mts., 2013a).

Az 1. intronrégid  amplifikdlasat  kovetéen  meghatirozott  pontos
fragmentummeéretek megegyeztek a kordbban azonositott allélok esetében mért értékekkel.
A 355 bp hosszsagu szakaszt 39 genotipusban azonositottuk (2. melléklet), ami az Ss- vagy
Sc-allél jelenlétére utal. Az AprFBCS primerpar hasznalatdval 37 genotipusban mutattuk ki
az SFBc-allélt (Sc-haplotipust), melyek koziil 33 homozigota (ScSc), négy heterozigdta, mig
két esetben az SFBg-allél jelenléte igazolddott (20. dbra). Az Sxo-allél jellemzd mérete 222
bp, ami hat genotipusban fordult elé (Gulmim-1, Gulmim-2, Gulmim-5; Ait-Lahcen-5; Ait
Lahcen-6; Tighnit-5). Ennél a hat mintandl a 2. intronrégi6 PCR-analizise nem
eredményezett amplifikaciot, igy az Szo-allél megerdsitése érdekében az ismert szekvencia
alapjan allélspecifikus forward primert (PaS20-F) terveztiink, ami az EM-PC5consRD
primerrel parba allitva kb. 600 bp méretli PCR-terméket eredményez, kizarolag az Sxo-allél
jelenlétében. Kontrollként a ‘Ceglédi Piroska’ (S3S20) magyar fajtat hasznaltuk (19.B. dbra).
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20. abra: Az SFBc (500 bp) és SFBs-allélok (142 bp) elkiilonitése a marokkodi kajszik
esetében AprFBCS8 primerparral. Negativ kontroll: 18. (5252), 32. (S7511) és 44. (52513) minta, a
genotipusok a 2. mellékletben megadott szamokkal szerepelnek, M: GeneRuler 1 kb DNS-marker
(Thermo Fisher Scientific) (Kodad és mts., 2013).

A marokkoi kajszimintaknal 6sszesen 7 korabban leirt allélt azonositottunk. Az Sc-
allél bizonyult a leggyakoribbnak (37), utana az Si3 (9), S7 és S11 (8), $2 €és S20 (6), Sz (2) és
az Se (1). Az S-allélok elterjedése és gyakorisaga eltérést mutatott az egyes oazisok kdzott
(21. 4bra). A Tighnit- és Armed-oazisokban (Agdz), majdnem az Osszes genotipus
homozigota OT (94%) (2. melléklet). Minddssze 3 kiilonbozé allél jelenlétét talaltuk meg
(82, S20 és Sc), és az Sc gyakorisaga 95%. A Skoura-odzisban minden genotipus homozigdta
OT volt. Kelaat M’Gouna o4zisaban 6 allél (S2, S7, Ss, Si1, Si3 és Sho) is eléfordult, és a
genotipusok mindegyike OM volt, az S7-, S11- és Si3- allélok mindegyike 25% gyakorisaggal
volt jelen. A Gulmima-oazisban 8 allélt azonositottunk (S, Ss, S7, Ss, Si1, S13, S20 €s Sc),
ahol az S és Sc 21%-os gyakorisagot mutatott. Csak harom egyed volt OT, mindegyik
heterozigdta formaban. Az oazisoktdl jelentdsen eltérd hegyvidéki okoszisztémaju Rich-
térségben 4 S-allél (S2, S7, S11 és S13) jelenlétét mutattuk ki minddssze harom egyedben.

Gulmima (n=7)

Sc: Sz Se: S7: Sgy a1, S13. Sap S, S;. Sy4 Siz
Se ./ ErRich (=3
®
Skoura (n=4) ° (0]
5y

Kelaat M’ G. (n=10)
SZ: 37, SBJ 811, S13! SZO

Sc; Sy Sz Agdz ( .n=31)

21. abra: Az S-allélok f6ldrajzi elterjedése és gyakorisaga Marokkoban. A fekete oszlopok
hossza aranyos az egyes S-allélok szazalékos gyakorisdgaval egy adott régioban (szilirke korrel
jelolve); n a mintavételezett fak szama az egyes agro-6koszisztémakban (Kodad és mts., 2013a).

Az észak-afrikai régiobol nemcsak marokkoi, hanem tunéziai kajszifajtakkal is
dolgoztunk. Osszesen 12 helyi fajta S-genotipusat hataroztuk meg (8. tablazat), amibdl 9
OM és 3 OT volt, kdztiik két homozigota (‘Asli’ és ‘Raki’). A leggyakoribb S7-allél hét
fajtaban, az Siz-allél 6t fajtaban, mig az S>-, az Ss- és Sii-allélok mindegyike két fajtaban,
az Siz-allél pedig egy fajtdban fordult eld. Az onmeddd fajtdk kozott két-két azonos
genotipusut talaltunk (57512 €s S7.511).
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8. tablazat: Tunéziai kajszifajtak S-genotipusa ILP-markerezés alapjan

Fajta S-genotipus Termékenyiilési
fenotipus
‘Oud Rhayem’ 1812 oM
‘Oud Hmida’ SzS12 OM
‘Bouthani Ben Friha’ S12813 oM
‘Bedri Ahmar’ S7S12 OM
‘Oueld El Oud’ S7Ss OM
‘Ouardi’ 5557 OM
‘Sayeb’ S7Sc oT
‘Asli’ ScSc OT
‘Raki’ ScSc oT
‘Hamidi’ RYAYT! OM
‘Bouk Ahmed’ RYAYT! OM
‘Adedi Ahmar’ SsS12 OM

5.2.3. A kajszi onmedddoségét attoré Prunus-specifikus transzpozon azonositasa

A dél-marokkéi Tighnit és Armed odzisokban (Draa Valley) talalhat6 kajsziegyedek
tilnyomoé tdbbsége OT fenotipusu, amit az el6z6 fejezetben bemutatott eredményeink
alapjan az Sc-allél jelenléte idéz el (Kodad és mts., 2013a). A régid tovabbi egyedeinek
vizsgalata soran harom fa S-genotipusaban (Tighnit-10, Armed-3 és Armed-7) szintén
azonositottuk az Sc/Ss-RN-dz allélt (22.A.B. abra), amit az 1. intronrégid eredményei is
alatdmasztottak: 332 bp/355 bp a Tighnit-10 és 355 bp az Armed-3 és Armed-7 vizsgalata
soran. A 355 bp els6 intronrégid az Sc/Ss-RN-dz allél jellemzd mérete. Az Sc és Ss kozti
megkiilonboztetés érdekében az AprFBC8 primert hasznaltuk (22.C. ébra). A kontroll
fajtaknal a vart fragmentummeéretek jelentkeztek, 150 bp volt az SFBg-allél amplikonmérete,
mig 500 bp az SFBc PCR-termékének mérete. Ugyanakkor a Tighnit-10, Armed-3 és
Armed-7 egyedek esetében megjelent egy nem vart méretii, kb. 850 bp hosszu fragmentum.
Ezt a jelenséget a korabbi, nagyobb Prunus SFB-régiot amplifikald primerparunkkal végzett
PCR-t kdvetden is megfigyeltiik (22.D. abra). Az igy megjelend allélt SFBca névvel jeloltiik,
a harom egyed S-genotipusa pedig: Tighnit-10 S$>Sc2, Armed-7 ScScz €s Armed-3 ScaSco. A
harom egyed ontermékenytilési képessége pollentdmld ndvekedéssel és az dnmegporzast
kovetd gylimoleskotddési ardany meghatdrozasaval is megerdsitést nyert, mert sajat
pollennel torténd megporzast kovetéen a pollentomlék beléptek a maghazba és a
gyiimolcskotddeés 1s 20% felett volt, mig a negativ kontrollként hasznalt Rich-1 esetében
nem tortént gyltimolcskotddés.
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22. abra: Az S-RN-daz és S-haplotipus-specifikus F-box gének PCR-analizise hét kajszi
esetében. M: GeneRuler 1 kb DNS-marker (Thermo Fisher Scientific), 1. ‘Gonci magyarkajszi’
(Sch), 2. ‘Ceglédi orias’ (SgSg), 3. Ait-Lahcen-3 (S7Sg), 4. Armed-22 (Scsc), 5. Tighnit-lO (SzScz),
6. Armed-7 (ScSc2) és 7. Armed-3 (ScaSc2). A: Az S-RN-dz gén 2. intronrégioja EM-PC2consFD és
EM-PC3consRD primerpar hasznalataval. B: Az Sc/Sz-RN-dz allélok jelenlétének igazolasa a
PaConsl F és AprSC8R primerparral C: Az SFB-allélok detektalasa a kodominans AprSFB-F1 ¢és
AprSFB-R primerparral. D: Az SFBcss-allélok specifikus kimutatiasa az AprFBCS8-F és AprFBC8-R
primerparral. E: A kajszi S-haplotipus-specifikus F-box génjében azonositott inszercio helyzetének
vazlatos bemutatasa. A vékonyabb fehér téglalapok, melyek sziirke haromszogei egymas felé
mutatnak egy nem-autonom, a II. osztalyba tartoz6 mozgd genetikai elemet dbrazolnak (Falling
Stones, FaSt). Az azonos iranyba forduld fehér (SFB) és sziirke (FaSt) 6tszogek az inszercio két
végén elhelyezkedd direkt szekvencia-ismétlodések (TSD). Az AprFBC8-F/R primerpar kotddési
helyét nyilak mutatjak (Haldsz és mts., 2014a).

Az agardz gélbdl becsiilt kb. 850 bp hosszusagu fragmentumot klénozast kovetden
megszekvenaltattuk, pontos mérete 864 bp-nak adodott. Egy 716 bp méretli inszercio
¢kelodott be az SFBc»-allél nyilt leolvasasi keretébe (ORF), pontosan abban a pozicioban,
mint az SFBc-allélban megjelend 358 bp hosszt inszercid (22.E. ébra). Rdadasul az elsé
342 bp-nyi szakasz teljesen azonosnak bizonyult az SFBc-allél inszerciéjénak megfele16
inszercio ket példanyban tartalmazta azt az eredetileg lelrt 358 bp hosszu elemet, amit
Vilanova és mts. (2006) az SFBc-allélban kordbban azonositottak. A két példany un.
“nested”, fészkes elrendezddésben volt jelen: a masodik 358 bp méretii szakasz az elsé elem
342. és 343. nukleotidjai kozé €kelddott (23. abra). Minddsszesen harom nukleotidnyi
eltérés volt talalhato a 3° végen.
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23. abra: A kajszi SFBg-, SFBc- és SFBcr-allélok részleges szekvenciaillesztése. A
transzpozon be¢kelddésének helyét hatarolo direkt szekvenciaismétlédéseket (TSD régiokat) sziirke
hattér, a lancvégi forditott ismétlodéseket (TIR régidt) kék nyil jelzi (Halasz és mts., 2014a).

A részletes elemzés soran a DNS-transzpozonokra jellemz6 vonasokat talaltunk: az
inszert végeinél azonositott forditva ismétlédd szakaszok a transzpozonokra jellemzod, ez
esetben 82 bp méretli TIR régiok (terminal inverted repeat, ldncvégi forditott ismétlddések).
A két kar kozti hasonlosag mértéke kb. 75%. Az inszert szekvencidjaban nagy aranyban
fordult el6 A és T bazis. A nested elrendezddés segitségével a TSD (target site duplication,
az inszercid két végén elhelyezkedd direkt szekvenciaismétlddés) régiot is sikeriilt pontosan
azonositani. Az elsd inszerciot az SFBc-allélban a ‘Currot’ és ‘Pannoénia’ fajtakban
azonositottuk (Haldsz és mts., 2007b) egy spanyol kutatocsoporttal (Vilanova és mts., 2006)
kozel egy idOben. Ennek az elemnek az SFBg-allélba torténd beekelddése egy 9 bp hosszu
TSD szakaszt idézett eld, aminek szekvencidja TTTTATTTA, mig a nested elrendez8désti
masodik inszerci6 TSD régigja TATTAGTAA szekvencidji (tehat a két elem
szekvenciajaban kimutatott 3 baziscsere a TSD régioban jelentkezett, nem a transzpozon
szekvencidjaban). Az inszert mérete TSD nélkiil 349 bp, és a két, nested elrendezésii
inszercid szekvencidja azonos. Mindezen strukturalis jellegzetességek alapjan az inszercio
egy un. MITE, miniature inverted-repeat transposable element, vagyis rovid, forditott
ismétlédéseket tartalmazo, nem autoném transzpozabilis DNS-szakasz, aminek a Falling
Stones, FaSt transzpozon nevet adtuk.

Az inszert BLASTN analizise szdmos homolog szekvencidt talalt az NCBI
Nucleotide adatbazisban: 1., Prunus persica BAC clones 28F08 (E-érték =8 x 1071%7)
JGIBIXB-13B7 (E<7 x 10%); 2.) P. avium R2R3-MYB transzkripciés faktor intronja
(MYBFI gén) (E =2 x 107®); valamint 3.y a P. cerasifera Se 2. intronja (E = 1077°) és az Sia-
ribonukledz (E =7 % 10"7%). Ahol a hatarolé régiok is elérheték voltak, ott a jellegzetes 9 bp
TSD szakasz is jelen volt.

A 349 bp méretli kajszi FaSt-elemet keresOszekvenciaként hasznilva BLAST-
analizist végeztiink az &szibarack genomon. Osszesen 121 teljes kopit és 60 tovabbi
részleges fragmentumot talaltunk, amik 50%-nal nagyobb méretiick voltak a teljes
inszercidhoz képest. Mindegyik egyezés E-értéke < 107192, Ezeken kiviil is szamos kisebb
régiot talaltunk, amiket kizartunk a vizsgalatbol a TSD motivum hianya miatt. Az dsszes
szekvenciat letoltottiik az Oszibarackgenom adatbazisabdl és dsszehasonlitottuk a kajszi
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FaSt szekvenciaval: az azonossag mérteke 0,877 (scaffold 1:11556280) és 0,925
(scaffold 6:19104870, scaffold 7:8851240 és scaffold 8:18494390) kozott valtozott. A
maximum likelihood analizissel készitett tobbségi konszenzus fa (majority-rule consensus
tree) a szekvencidkat nem kromoszémak szerint vagy kromoszoman beliili pozicidjuk
alapjan csoportositotta (24. abra). Az egyik szekvenciavaltozat 10 példanyban fordult eld
az 1,2, 4, 6,7 és 9 scaffoldokon; egy masik 6t kopiaban az 1, 3 és 8 scaffoldon. Egy tovabbi
varians négy kopidja az 1 és 5 scaffoldon; mig két azonos valtozat az 1-es scaffoldon

talalhatd, valamint egy masik par az 5-0s €és 7-es scaffoldokon.
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24, abra: A kajszi és 6szibarack Falling Stones transzpozon szekvenciak kladogramja. A
maximum likelihood analizis alapu tobbségi konszenzus fa (majority-rule consensus tree) kladjai a
bootstrap értekekkel (%, n=1200). Az apricotins €s apricotins?2 jeloli az SFBc- és SFBc»-allélokbol

a kisérleteinkben azonositott FaSt elemeket (Halasz és mts., 2014a).

Az 6szibarackgenomon torténd kereséssel (Phytozome) mind a nyolc kromoszéman
talaltunk FaSt elemeket. A legtobb elem az 1-es kromoszéman, mig a legkevesebb a 8-as
kromoszoman fordult el6. A centromeron régidkban nagyon kevés példany volt. A
szubtelomerikus régiokban is megjelentek, igy a 6-os kromoszéman is, kozel az S-

l6kuszhoz (25. ébra).

73



)
Mb |
40+ [
30 | =
i - .| - S-Iokusz
| | : 4= E
4> - = —
20+ I H H H |
|| || = (] = = |
: E N <;> [ :
A B o= K H L H
10 - = | || ) 1 = 2
'%' =4 ] | ?
= [ | - L — 3 ]
- — E= H T |-
1 2 3 4 5 6 7 8

25. abra: Az Gjonnan azonositott Prunus-specifikus Falling Stones elemek pozicidja az

srer

vonalak a részleges kopiakat. A centromeron relativ helyzetét kék ovalis alakzat mutatja. A szamok
(1-8) az dszibarack kromoszdmakat jeldlik, kiilon feltiintetve a 6-os kromoszoéma szubtelomerikus

srcr

Az Oszibarackgenom 0sszesen 90 teljes hosszusagi FaSt-inszercidjanak a hatarolo
szakaszait vizsgaltuk meg a TSD azonositasa és elemzése érdekében. Mindegyik esetben
9 bp méreti TSD-t azonositottunk a 349 bp hosszi szakaszt hatarold régidkban. A
szekvenciakat letoltottiik és a beékelddést hataroldé genomi régiok valamint az inszerciok
szekvenciait elemeztiik: a FaSt 5° és 3° végei jelentds mértékben konzervativak, a TSD-k
tulnyomorészt A és T bazisokban gazdag szekvencidk (26. dbra).

FaSt element

TSD i 5 TSD
: TIR TIR :

26. abra: A Falling Stones transzpozonban ¢és hatarold régidiban a bazisok gyakorisagat
mutatd szekvencia ,,logd”. A betiik mérete aranyos a vizsgalt szekvencidkban vald eléfordulasuk
gyakorisagaval (Halasz és mts., 2014a).

A Phytozome v9.1 adatbazisban elérhetd 41 ndvényi genom BLAST-analizisét
elvégezve nem talaltunk FaSt elemet, még a Rosaceae csaladdba tartozd Fragaria vesca és
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Malus % domestica genomok esetében sem. Homolog szekvenciakat csak Prunus fajokban
azonositottunk (Oszibarack, cseresznyeszilva €s cseresznye). A kajszi és Oszibarack FaSt
amplifikal. A vizsgalt mintdk koziil a 18 Prunus egyednél (kajszi, 6szibarack, mandula,
cseresznye, diploid és hexaploid szilva, valamint vad fajok) megjelent a vart méretii
fragmentum, mig a szintén Rosaceae csalddba tartozo alma vagy birs, illetve a homoktovis
(Hippophae rhamnoides, Elaeagnaceae csalad, Rosales rend) és a som (Cornus mas,
Cornales rend) esetében nem keletkezett PCR-termék (27. abra).

1000 bp =
500 bp — s
250 bp — &

19 20 21 22

27. abra: A Falling Stones transzpozonra specifikus primerekkel végzett PCR-analizis
eredménye 0sszesen 18 kiilonbozé Prunus faj és négy Prunus nemzetségen kiviili faj esetében. M:
GeneRuler 1 kb DNS-marker (Thermo Fisher Scientific), 1. P. armeniaca Armed-3 genotipus; 2. P.
dulcis ‘Tétényi bétermd’; 3. P. persica ‘Babygold 7°; 4. P. avium ‘Germersdorfi 6rias’; 5. P. cerasus
“Erdi jubileum’; 6. P. salicina ‘Santa Rosa’; 7. P. domestica ‘Tophit’; 8. P. arabica; 9. P. tenella;
10. P. webbii; 11. P. salicina x P. armeniaca hibrid; 12. P. kansuensis; 13. P. kurdica; 14. P.
sogdiana; 15. P. mume; 16: P. ferganensis; 17. P. cerasifera; 18. P. spinosa; 19. Malus *domestica
‘Jonagold’; 20. Hippophae rhamnoides ‘Frugana’; 21. Cydonia oblonga ‘Aromate’; és 22. Cornus
mas ‘Csaszloi’ (Halasz és mts., 2014a).

[ SN4

beékelddés nem régen kovetkezhetett be. E feltételezés igazolasara SSR-analizist végeztiink
10 16kusz elemzésével, hogy az SFBca-allélt hordozd harom marokkédi egyed kozti
kapcsolatot jellemezziik. Az UPGMA dendrogramon a kdzép-dzsiai OM ‘Zard’ fajta
kiilcsoportot képezett, illetve az OT magyar ‘Ceglédi arany’ szintén tavol keriilt a marokkoi
egyedektdl (28. abra).

Ceglédi arany
Armed-22
Armed-20
_Rich-1
Armed-6

Rich-2
Ait Lachcen-4
Ait Lachcen-2

Ait Lachcen-3
ﬁ Ait Talat-3

Lahcoun-1, Skoura

Tighnit-2
L————— Skoura-5
Tighnit-10
Armed-7

‘ Armed-3

Gulmima-2
[ Gulmima-5

\ Gulmima-7

Zard
0
| | | | |

28. abra: Marokkoi és kontrollként hasznalt egyéb kajszifajtak 10 SSR-10kusz analizisébdl
szarmazo dendrogramja a Nei-féle hasonldosagi matrixon alapuld csoportatlag modszerrel
(unweighted pair group method with arithmetic averages analysis) (Halasz és mts., 2014a).
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A Gulmima eredetli mintak k6zos csoportba keriiltek, mig az Armed, Tighnit, Ait-
Lahcen, Skoura régiokbol és az Atlas-hegységbdl szarmazo egyedek vegyesen jelentek
meg. Ugyanakkor az SFBc;-allélt hordozé fak (Armed-3, Armed-7 €s Tighnit-10) szinte
azonos SSR-profilt mutattak, k6zos csoportba rendezddtek.

5.3. A meggy (Prunus cerasus L.) genetikai vizsgalatanak eredményei
5.3.1. A funkcioképtelen S-allélok jelenléte a magyar meggyfajtakban

A diploid fajok vizsgalata utan a tetraploid meggyfajtakkal foglalkoztam. Husz
gazdasagilag jelentés meggyfajta és 12 szelektalt klon S-lokuszdnak variabilitdsat
vizsgaltuk a cseresznye S-RN-dz gén 2. intronjat hatarold konzervativ régidkra tervezett
konszenzus PaCons jelll primerekkel (Sonneveld és mts., 2003). A tetraploid genom miatt
egyedenként max. 4 allél fordulhat eld és a legtobb esetben 2-3 fragmentumot
azonositottunk az agar6z géleken 500-1000 bp mérettartomanyban. A ‘Csengddi’ és a
‘Pipacs 1’ fajtdk PCR-termékeit klonoztuk, megszekvenaltattuk, és az NCBI
MEGABLAST analizisével igazoltuk, hogy a kapott termékek valoban S-RN-dz
szekvenciak (E érték 4e-131 és 4e-138). Fajhibrid eredete miatt a meggy allélkészlete
atfedést mutat a cseresznyével, ezért az ismert cseresznyeallélokat a PCR-termékek becsiilt
mérete alapjan, valamint a kordbban meghatdrozott genotipust fajtdkhoz hasonlitva
probaltuk azonositani, de ez csak az S1, S4, S allélok esetében volt lehetséges. Mindemellett
a funkcioképtelen allélok ezzel a primerparral nem mutathatok ki, ezért a mutaciok
jelenlétére kidolgozott allélspecifikus primereket és/vagy CAPS-markereket hasznaltuk a
tovabbiakban.

A PPM S’ egy 615 bp hossziisagu Ds (Dissociation) transzpozon elemet tartalmaz
PaSFB1-F/R primerparral (Ikeda és mts., 2004a) 768 bp termék jelenik meg az S és 1383
bp méretii fragmentum az i esetében. Osszesen 15 fajtaban azonositottuk a vad tipusa Sy
valtozatot (‘Favorit’, ‘Kantorjanosi’, ‘Erdi jubileum’, ‘Meteor korai’, ‘Du-1’, ‘Csengddi’,
‘Pandy 279, ‘Debreceni btermd’, ‘Piramis’, ‘Korai pipacsmeggy’, ‘Eva’, ‘Petri’ és harom
VN jelii klonban), mig az Si’-allélt csak az ‘Ujfehértoi fiirtos® fajta esetében (29. dbra). Az

crer

BLAST vizsgalat alapjan 100% egyezést talaltunk az Si-alléllal (877 bp).

l s 1500 bp
- w=—— 1000 bp
----ew =s=®®® o 7500

2RSSO R8T 9710 1112 13 M

29. abra: Az Si- és Si’-haplotipusok megkiilonboztetése a PaSFB1-F/R (Tsukamoto és mts.,
2008b) primerparral. Az S;’-haplotipus 1383 bp méretli fragmentumat a piros nyil jelzi, mig az S;-
haplotipusok 768 bp méretii PCR-termékkel jelennek meg. 1. ‘Favorit’, 2. ‘Kéantorjanosi’, 3. ‘Erdi
jubileum’, 4. ‘Meteor korai’, 5. ‘Csengddi’, 6. ‘Pandy 279°, 7. ‘Ujfehértéi fiirtds’ 8. ‘Debreceni
bétermé’, 9. ‘Piramis’, 10. ‘Korai pipacsmeggy’, 11. ‘Eva’, 12. ‘Petri’, 13. VN-1, M: GeneRuler 1
kb DNS-marker (Thermo Fisher Scientific).

crer

2715 bp inszercio okozza (Yamane és mts., 2003a). Egy masik SPM, az Sem> esetében egy
guanintartalmu nukleotid delécidja miatt kialakuld kereteltolodas korai stop kodont hozott
1étre (Tsukamoto és mts., 2006). Az Ss-, Sem- €s az Sem2-haplotipusok megkiilonboztetéséhez
a specifikus PcS6-spF és PcS6-spR primerpart hasznaltuk (Tsukamoto és mts., 2008b). Az
inszerci6 nélkiil 192 bp hossziisagh PCR-termék keletkezik az Sg- és Semz-allélok esetén,

76



mig az Sem el6fordulasa 2907 bp méretii fragmentumot idéz eld. Osszesen 10 mintanal
detektaltuk a nagyobb PCR-fragmentumot (‘Meteor korai’, ‘Korai pipacsmeggy’, ‘Du-1’,
‘Erdi btermd’ és klonjai). A vad tipust Ss- és az Semz-haplotipus megkiilonbéztetéséhez a
StyS6-F és S6-RNase-spR CAPS primerpart hasznaltuk (Tsukamoto €s mts., 2008), amivel
295 bp terméket szaporitottunk fel minden vizsgalt fajta esetében. A Styl restrcikcios
enzimmel torténd hasitast kovetden az eredeti Ss-RN-dz PCR-terméke egy 275 bp és egy 20
bp méretli fragmentumra hasadt, mig az Sem> hasitatlan maradt. Osszesen 8 fajtaban
azonositottuk az Se-haplotipust (‘Erdi jubileum’, ‘Montmorency’, ‘Oblacsinszka’ és klonjai,
VN klonok), mig az Ssm2-haplotipust 3 fajtaban talaltuk meg (‘Cigany 7°, ‘Csengddi’ és
‘Cigany C. 404°).

Az S13 funkcidképes haplotipusnak két funkcioképtelen valtozata ismert, egyik az S-
RN-az gént, mig a masik az SFB gént érinti. Az Si3m-haplotipusban egy 23 bp méretii delécid
keletkezett a kodolo régidban, ami sériilt S-RN-4az fehérjét eredményez. Az S13’-haplotipus
valamint a +733. pozicidban egy guanin timinre cserélddott, ezaltal egy korai stop kodon
jott 1étre (Tsukamoto €s mts., 2006). A MaeS13m-F és MaeS13-Rnase-spR primerparral
végzett PCR soran 161 bp méretli fragmentumot kaptunk az S13- és S13’-haplotipusok esetén
¢és 138 bp-t az S13m jelenlétekor. A kisebb Si3m fragmentumot csak a kontrollként hasznalt
‘Montmorency’ fajtdban azonositottuk. Az S13’-haplotipus kimutatasahoz Ddel restrikcios
endonukledzt hasznaltunk, aminek felismeréhelye az 5°-CTNAG-3’ szekvencia. Az Si13’-
allél esetében az SNP jelenléte ezt a felismerdhelyet valtoztatta meg (Tsukamoto és mts.,
2008). A specifikus DdeS13-F és SFB13-spR primerparokkal elvégzett PCR-t kdvetden az
S13-haplotipus valamennyi valtozata esetén 278 bp hosszisagi fragmentumot kaptunk. A
Ddel restrikcios endonukledzzal torténd emésztést kovetden az enzim a mitkoddképes Si3-
haplotipust 235 bp, 24 bp €s 19 bp hosszisagl szakaszokra hasitotta, mig az S13’-t két részre,
254 bp és 24 bp hosszi szakaszokra (Tsukamoto és mts., 2008b) (30. abra). A vizsgalt
névényanyagban az Si3’-haplotipust harom fajatban azonositottuk (‘Favorit’, ‘Erdi
jubileum’ és ‘Maliga emléke’), az Si3 vad tipust allélt egy fajtdban detektaltuk (‘Korai

pipacsmeggy’).

500 bp_—_ e
400 bp——e-
300 bp— ™™ =
200 bp =
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30. abra: Az Sizism- €s Si3’-haplotipusok elkiilonitése Ddel restrikcidos endonukleazzal

s

kovetden (Tsukamoto és mts., 2008b). A restrikcidos endonukleaz a bibekomponensben eltérést
mutatd, de az SFB-génben azonos szekvenciaju Si3- és Sism-haplotipusokat 235 bp, 24 bp és 19 bp
méretli szakaszokra, mig a piros nyillal jeldlt, a pollenkomponensben eltérd Si3’-t 254 bp és 24 bp
hosszu szakaszokra hasitotta. M: GeneRuler 100 bp DNS-marker (Thermo Fisher Scientific); 1.
‘Erdi jubileum’ (S13” kontroll); 2. ‘Montmorency’ (Sism kontroll); 3. ‘Favorit’ (S13”); 4. ‘Maliga
emléke’ (S13”); 5. ‘Korai pipacsmeggy’ (Si3).

Az S36-haplotipusnak funkcioképes variansat mindeziddig nem azonositottak, csak
négy funkcioképtelen valtozata (S36a, S36b, S36p2 €8 S36b3) ismert. A PcS36ab-F2 és PcS36a-
spR primerparokkal (Tsukamoto és mts., 2010) végzett PCR-vizsgélat soran 1042 bp hosszu
fragmentum keletkezik az S36a €s Szeb €setén, mig 1348 bp az Szen2-haplotipusnal (31. abra).
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31. abra: Az Siea, Szep- és Szexo-haplotipusok azonositasa PcS36ab-F2 és PcS36a-spR
primerpar alapjan (Tsukamoto €és mts., 2010). S3ea €s S3ep €setén 1042 bp méretli fragmentum, mig
az Sienz esetén (nyillal jelolve) 1348 bp méretii amplikon keletkezik. M: GeneRuler 1 kb DNS-
marker (Thermo Fisher Scientific); 1. ‘Favorit’ (S1513°S35536a); 2. ‘Kantorjanosi 3’ (S154535536b), 3.
“Meteor korai’ (S1S6mS35S362); 4. ‘Erdi jubileum’ (8156513’ Sa60); 5. ‘Maliga emléke’ (S13”S35S56a536b);
6. ‘Cigénymeggy 7 (S6m2S9S26S36b2); 7. ‘Du-1’ (S1S6mS12S35); 8. ‘Ujfehért(')i furtos’ (Sl’S4S35S36b); 9.
‘Pandy 279 (S1845358360); 10. ‘Ciganymeggy C. 404’ (Ssm2S9S2653602), 11. ‘Debreceni bétermd’
(85154535836b), 12. ‘Piramis’ (S153553625360), 13. ‘Pipacs 17 (S1251452653602), 14. ‘Korai pipacsmeggy’
(S1S6mS13S36b), 15. ‘Fanal’ (S9S36b2).

Az S36a €s Szep elkiilonitéséhez az Siea-allélra specifikus PcS36ab-F és PcS36a-spR
primereket alkalmaztuk (Tsukamoto és mts., 2010), mellyel az S36a-allél jelenléte esetén egy
898 bp méretli fragmentum keletkezik. Ezen eredményeket megerdsitettiik még a PcS36ab-
F és PcS36b/b2/b3-R primerparral (Tsukamoto és mts., 2010) végzett PCR eredményeivel
is, amivel 760 bp méretli szakasz amplifikalodik az Sie» €s S3eb3 esetén, valamint egy 759
bp méretli az S3eb2 esetében, de az S3ea-allélrol nem torténik amplifikéacio (32. dbra).

1500 bp
1000 bp
750 bp

32. abra: Az Sse.-, S3ep- €5 Szevo-haplotipusok azonositasa PcS36ab-F és PcS36b/b2/b3-R
primerparral (Tsukamoto és mts., 2010). Az Sseb €s S3eb3 €setén 760 bp méretii szakasz, mig az Sien2
esetében egy 759 bp méretli szakasz amplifikalodik, ugyanakkor az Sse.-allélrol nem torténik
amplifikacio, amit csillag jeldl az abran. M: GeneRuler 1 kb DNS-marker (Thermo Fisher
Scientific); 1. ‘Favorit’ (S1513’S358362); 2. ‘Kantorjanosi 3’ (S184535836b); 3. ‘Meteor korai’
(S]SﬁmS35S36a); 4, ‘Erdi jubileum’ (S1S6S13’S36b); 5. ‘Maliga emléke’ (S13’S35S363S36b); 6. ‘Du-1’
(SlSﬁmS12S35); 7. ‘Cigényrneggy 7 (S6m2S9S26S36b2); 8. ‘Csengc'idi’ 9. ‘Ujfehért(')i flirtos’ (S]’S4S35536b);
10. ‘Pandy 279’ (S1S4S35836b); 11. ‘Ciganymeggy C. 404’ (Sem25952653602), 12. ‘Debreceni bétermd’
(S1S4S35536b), 13. ‘Piramis’; 14. N2 (S4S6mS35S36a); 15. L (S4S6mS35S3sa); 16. ‘El’di botermd’
(S4S6mS35836a); 17. ‘Pipacs 17 (S12514526536p2); 18. ‘Korai pipacsmeggy’ (S1S6mS13536p); 19. ‘Fanal’
(SoS3602); 20. ‘Montmorency’ (S6S13mS35936a)-

Ezen utobbi primerparok PCR-eredményeinek Osszesitésével az ‘Erdi bétermd’
klonokkal egytitt 12 mintaban talaltuk meg az Ssea-haplotipust (‘Favorit’, ‘Meteor korai’,
‘Maliga emléke’, ‘Piramis’, ‘Montmorency’, ‘Erdi bStermd’ és klénjai), valamint tiz
fajtaban az Ssep-allélt (‘Erdi jubileum’, ‘Maliga emléke’, “Ujfehértoi fiirtos’, ‘Pandy 2797,
‘Debreceni bétermd’, ‘Piramis’, ‘Korai pipacsmeggy’, ‘Eva’, ‘Petri’ és ‘Kantorjanosi 3”).
Tovabbi tiz fajtdban az Siep-t (‘Cigdnymeggy 7°, ‘Csengddi’, ‘Ciganymeggy C. 404°,
‘Pipacs 1°, ‘Fanal’, ‘Oblacsinszka’ és klonjai, VN klénok) mutattuk ki. S3epz-haplotipust
egyik magyar meggyfajtadban sem talaltunk.
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5.3.2. Az S—genotipizélés hatékonységénak novelése

crcr

fragmentumhossz-analizise megblzhato ¢s pontos technikanak blzonyult a kulonbozo S-
genotipusok azonositasara (Cachi és Wiinsch, 2014). Ugyanakkor meggy esetében nem volt
adat az intronrégi® méretbeli variabilitasarol. Ezért meggy S-genotipusok
meghatarozasdhoz els6ként alkalmaztuk a cseresznyére kidolgozott PaConsl-Fram és
PaConsI-R2 primerpart (Sonneveld és mts., 2006). A PCR eredményességét agardz-
gélelektroforézissel ellendriztiik (33. dbra), €s az amplikonok mérete a vartnak megfelelden
szinte minden esetben 500 bp-nal kisebb volt. Ennek megfelelden a fragmentumok pontos
méretét automata szekvenator segitségével hatdroztattuk meg a fluoreszcens FAM jel6lés
segitségével. Az eredmények kiértékelése sordn a Sonneveld és munkatarsai (2006),
valamint Cachi és Wiinsch (2014) altal cseresznye esetében kozolt adatokat vettiik alapul
(9. tablazat).

e
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¢és fragmentumhossz-analizis eredmenyel M: GeneRuler 100 bp DNS-marker (Thermo Fisher
Scientific); 1. ‘Favorit’; 2. ‘Kéantorjanosi 3’; 3. ‘Erdi jubileum’; 4. ‘Meteor korai’; 5. ‘Maliga
emléke’; 6. ‘Du-1’; 7. ‘Ciganymeggy 7°; 8. ‘Csengédi’; 9. ‘Ujfehértoi fiirtds’; 10. ‘Pandy 2797; 11.
‘Ciganymeggy C. 404’; 12. ‘Debreceni bétermd’; 13. ‘Piramis’; 14. N2; 15. L; 16. ‘Erdi bétermé’;
17. ‘Pipacs 17; 18. ‘Korai pipacsmeggy’; 19. ‘Fanal’; 20. ‘Montmorency’.

Kontrollként az aldbbi fajtdkat hasznaltuk, melyek genotipusat mar koridbban
meghatéaroztak: ‘Ujfehértoi fiirtds’, Pandy klonok, Ciganymeggy klonok, ‘Erdi jubileum’ és
‘Erdi b6termd’, valamint ‘Montmorency’ (Tsukamoto és mts., 2010). Az S- és S1’-allé] 382
bp-ral jellemezhetd méretét 16 fajtaban, koztiikk harom kontrollban azonositottuk (‘Favorit’,
‘Kéntorjanosi 3°, ‘Erdi jubileum’, ‘Meteor korai’, ‘Du-1°, ‘Csengédi’, ‘Ujfehértoi fiirtds’,
‘Pandy 279”, ‘Debreceni bétermd’, ‘Piramis’, ‘Korai pipacsmeggy’, ‘Eva’, ‘Petri’ és harom
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VN klén). A korabban bemutatott Si-haplotipus-specifikus PCR-vizsgélatok igazoltdk ezen
adatokat. Osszesen 13 fajtaban, koztikk harom kontrollban (‘Kantorjanosi 3°, ‘Ujfehértoi
fiirtés’, ‘Pandy 279°, ‘Debreceni bétermd’, ‘Erdi bétermd’ és klénjai, ‘Eva’ és ‘Petri’)
azonositottuk a 453 bp méretli fragmentumot, ami a cseresznye Ss-allél jellemzo értéke
(Cachi és Wiinsch, 2014). Osszefiiggést talaltunk a 448 bp méretii fragmentum és a
korabban azonositott Ssm-haplotipusok, valamint a 446 bp méret és az Se- vagy Sem2-allélok
kozott. Az értékek alapjan az Sem-haplotipust tiz fajtaban (‘Meteor Korai’, ‘Du-1°, ‘Erdi
bétermd’ és klonjai, valamint ‘Korai pipacsmeggy’) detektaltuk. Az Ss- és Sem2-allélok els6
intronrégidjanak méretei azonosak, de az elvégzett Ss-haplotipus-specifikus PCR-
vizsgalatokkal egymastol elkiilonithetok voltak. A kontroll fajtak koziil négy tartalmazta az
Se-haplotipus valamelyik véaltozatat. Az Se/Sem2 illetve az Sem-allélok kozt tapasztalt
kétnukleotidnyi eltérés (446 bp és 448 bp) miatt a ‘Meteor korai’ (Sem) €s ‘Ciganymeggy 7’
(Sem2) fajtak PCR-termékeit klonozést kovetéen megszekvenaltattuk. A szekvenciaillesztés
alapjan két nukleotidnyi AT inszerciot azonositottunk az Sem-allél elsé intronjaban. A
‘Kronio’ fajta adatbazisbol letoltott Sg-allél-szekvenciajaban az AT motivum 5 példanyban
fordul eld, igy egy mikroszatellitet (SSR) képez, mig az Ssm-allél esetében ugyanez a
motivum 6 kopidban van jelen (34. 4bra).

10 20 30 40 50 60 70 80 90
3 . L ] L 1 I L ] L P O T I P [P [ I |
P avium Kronio Ss CTTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCAAT@ETGGGETTGCATTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATAATATGT 90
P. cerasus Meteor korai Ssm CTTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCAATETGGGGTTGCATTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATAATATGT S0
P. cerasus Cl'génvmeggv 76 CTTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCAATETGGGGTTGCATTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATAATATGT S0
. 6m2
CTTGTTCTTGGTTTTGCTTTCTTCTTGTGTTTCATTATGAGCAATESTGGEGTTGCATTGCATTACAATCTTTTGCTCTTTATAATATGT 50

P. cerasus Cigdnymeggy 59 S, , YLFLGFAFFLCFIMSN
100 110 120 130 140 150 160 170 180

P. avium Kronio 5, GCATACAATTGATTCTARAAAAATATGCATATAATTTGCATTGTATT TTTCTACTTCTATTTTATGTTTGGATARATATTGTGTGTGTTC 180

P. cerasus Meteor korai Sem GCATACAATTGATTCTAARAAAAATATGCATATAATTTGCATTGTATTTTTCTACTTCTATTTTATGTTTGGATARATATTGTGTGTGTTC 180
P. cerasus Ciganymeggy 7 Sgnms GCATACAATTGATTCTABRAARAATATGCATATAATTTGCATTGTATTTTTCTACT TCTATTTTATGTTTGGATAAATATTGTGTGTGTTC 180
P. cerasus Cigdnymeggy 59 Sg,, GCATACAATTGATTCTARAARAATATGCATATAATTTGCATTGTATTTTTCTACT TCTATTTTATGTTTGGATAAATATTGTGTGTGTTC 160
190 200 210 220 230 240 250 260 270
JRO PR (U RN RO VRO (U [P SR SR RO [PUU NN [N IR PPN [ I |
P. avium Kronio 5 GATGATATATATATRRCATGTAACGEAGGAT TTTGATCTAGCGCACARCCTTCTTTGACTGAGTAACTACTTGGGAATTACTTTTCTGCA 268
P. cerasus Meteor korai S, GATGATATATATATEMCATGTAACGEAGGATTTTGATCTAGCGCACAACCTTCTT TGACTGAGTAACTACTTGGGAATTACTTTTCTGCA 270
.z TAAC T
P. cerasus Cigénymeggy 7 So GATGATATATATATERCATG TTTGATCTAGCGCACAACCTTCTTTGACTGAGTRACTACTTGGGAATTACTTTTCTGCA 268
o GATG CATGTAAC TTTGATCTAGCGCACARCCTTCTTTGACTGAGTAACTACTTGGGAATTACTTTTCTGCA 268
P. cerasus Ciganymeggy 59 S
280 290 300 310 320 330 340 350 360
N . E N B L e I R I I e B B R e R R R I |
P. avium Kronio 5, TGTGTTTTCTTTCGTTTACTCTAGTTGTTGTTGCARTAAGTGCAGCGGARATTATGTTCTCTATACATCARATCCTTATTTAAGATCTTT 358
P. cerasus Meteor korai Sg,, TGTGTTTTCTTTCETTTACTCTAGTTGTTGTTGCARTAAGTGCAGCGGARATTATGTTCTCTATACATCARATCCTTATTTAAGATCTTT 360
P. cerasus Ciganymeggy 7 S, TGTGTTTTCTTTCGTTTACTCTAGTTGTTGTTGCARTAAGTGCAGCGGARATTATGTTCTCTATACATCARATCCTTATTTARGATCTTT 358
, emz TGTGTTTTCTTTCGTTTACTCTAGTTGTTGTTGCAATARGTGCAGCGGARATTATGTTCTCTATACATCARATCCTTATTTARGATCTTT 358
P. cerasus Ciganymeggy 59 5, -
370 380 390 400 410 420 430 440
) . R T T T T S [P N I I AL I I I
P. avium Kronio 5 TAGATAATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATAATTTTGGCAGEATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCARCAATGGC) 442
P. cerasus Meteor korai S, TAGATAATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATAATTTTGGCAGEATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCARCAATGEC] 444
. TAGATAATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATAATTTTGGCAGEATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCARCAATGEC) 442
P. cerasus Ciganymeggy 7 S;,..,
TAGATAATTTTGGCAGGATCTTATGTCTATTTTCAATARTTTTGGCAGEATCTTATGTCTATTTTCAATTTGTGCARCAATGGC] 442

P. cerasus Ciganymeggy 59 §;
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34. abra: Az S-RN-dz gén elsO intronrégidjanak szekvenciaillesztése a meggy harom
kiilonb6z6 Se-haplotipusa esetében. A kontrollként hasznalt vad tipusu Se-allél a ‘Kronio’
cseresznyefajtabol szarmazik (EU077236.1), mig az Sem2 a ‘Ciganymeggy 59’ fajtabol (DQ385841).
A vizsgalat sordn ujonnan izolalt szekvenciak a ‘Meteor korai’ (Sem: KY965069) és
‘Ciganymeggy 7’ (Sem2: KY965070) fajtakbol szarmaznak. Az exonrégiokat keret jelzi a kodolt
aminosavak feltiintetésével, a kiilonbséget fekete hattér mutatja.

A ‘Pipacs 1° fajtaban taldltunk egy 347 bp méretli fragmentumot, ami a
cseresznyébdl szarmazd Si2-haplotipus adataival egyezik meg, és mas fajtdban nem fordult
eld. Ezenkiviil egy masik cseresznye allélméretet (336 bp) is csak a ‘Pipacs 1° fajtdban
talaltunk, ezt a fragmentumot klonoztuk és megszekvenaltattuk. A BLAST analizis soran
100%-o0s egyezést mutatott a cseresznyébdl szarmazd Si1s-RN-dzzal. Azokban a mintakban,
ahol a kordbban elvégzett specifikus PCR-ek alapjan az Sis-haplotipusok jelenléte
igazolodott, az elsd intronrégid vizsgalatdnal nem amplifikdlodott PCR-termék. Harom
fajtaban (‘Pipacs 1°, ‘Ciganymeggy 7°, ‘Ciganymeggy C. 404.”) talaltunk az S-RN-dz gén
els6 intronrégioja esetén szokatlanul nagyméretii (kb. 900 bp) fragmentumot (33. abra). A
PCR-terméket klonoztuk és megszekvenaltattuk a ‘Ciganymeggy 7° klonfajtabol és az
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NCBI adatbazisbol letolthetd szekvenciaadatok alapjan (EU035975) azonosnak bizonyult a
P. fruticosa Sx-alléllal. Az els6 intronrégid szekvenciabdl meghatarozott, pontos mérete
923 bp. Az Se-allélt 358 bp mérettel azonositottuk hat fajtaban, koztiik egy kontroll esetében
is (‘Ciganymeggy 7°, ‘Ciganymeggy C. 404.’, ‘Fanal’, ‘Oblacsinszka’ és klonjai).

A P. fruticosa fajbol szarmazo6 Sss-allélt 297 bp-nal detektaltuk, ami 19 fajtdban
jelent meg (‘Kéantorjanosi 3°, ‘Favorit’, ‘Meteor korai’, ‘Maliga emléke’, ‘Du-1’,
‘Ujfehértc')i fiirtos’, ‘Pandy 279’°, ‘Debreceni bétermd’, ‘Piramis’, ‘Erdi bétermd’ és klénjai,
‘Montmorency’, ‘Eva’ és ‘Petri’). Az Szea- 6s Saeb-allélok esetén 368 bp, mig az Szevz esetén
370 bp méretli fragmentumot kaptunk a PCR soran. Ennek az eltérésnek az oka egy 2 bp-os
inszercio az S-RN-dz gén elso intronjaban (Tsukamoto és mts., 2010). Ezt 6sszevetve az Sz6-
haplotipus-specifikus vizsgalatokkal az S3sa-haplotipust dsszesen 12 fajtdban azonositottuk,
ebbdl kettd kontrollfajta (‘Favorit’, ‘Meteor korai’, ‘Piramis’, ‘Maliga emléke’,
‘Montmorency’, ‘Erdi bétermd’ és klonjai). Az Siep-allélt 10 fajtdban talaltuk meg, koztiik
harom kontroll fajtaban (‘Erdi jubileum’, ‘Maliga emléke’, ‘Ujfehértoi fiirtds’, ‘Pandy 279°,
‘Debreceni bétermd’, ‘Piramis’, ‘Korai pipacsmeggy’, ‘Eva’, ‘Petri’ és ‘Kantorjanosi 3°).
Az Szep2-haplotipust 10 fajtdban mutattuk ki, koztiik egy kontroll fajta volt (‘Ciganymeggy
7°, ‘Csengddi’, ‘Ciganymeggy C. 404°, ‘Pipacs 1°, VN klénok, ‘Oblacsinszka’ és klonjai).
Az igy meghatarozott S-haplotipusokra jellemz6é pontos méreteket a 9. tablazat foglalja
Ossze.

cy ey

meghatarozott pontos méretei (500 bp alatt) a PaConsI-F/PaConsI-R2 primerpar hasznalataval
(Sonneveld és mts., 2006), az adott haplotipus eredetének feltiintetésével. Az Sy esetében a 923 bp
méretet szekvenalas alapjan hatdroztuk meg

Allélok Méret (bp) Eredet
S1,81° 382 P. avium
S4 453 P. avium
Se, Som2 446 P. avium
Som 448 P. avium
So 358 P. avium
Si2 347 P. avium
S13 nincs termék P. avium
S14 336 P. avium
82 923 P. fruticosa
835 297 P. fruticosa
S36a, 5368 368 P. fruticosa
S36B2 370 P. fruticosa

Osszesen 10 kiilonb6z6 S-haplotipust (S1, S, Se, S9, S12, S13, S14, S26, S35 €s S36) vagy
ezek funkcioképtelen varidnsait azonositottuk 28 meggyfajta és néhany szelektalt klon S-
allél-készletének meghatarozasaval (10. tablazat).
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10. tablazat: A vizsgalatba vont magyar meggyfajtak és szelektalt klonok S-genotipusa

Fajta S-genotipus Eredet

Ciganymeggy 7* S6m259526536b2 Oshonos, spontan 1étrejott fajta
Ciganymeggy C. 404 S6m259526536b2 Oshonos, spontan 1étrejott fajta
Csengodi S1S6m2S3602 Tajszelekcid, Csengdd-Akaszto
Debreceni bétermé 8185485355360 Tajszelekcid, Debrecen

Du-1 S186mS12535 Tajszelekcid, Dunavecse

Erdi bétermé* S4S6mS35536a Pandy x Nagy angol

Erdi jubileum* 5156513" S36b Pandy x Eugenia

Eva 8185485355360 Tajszelekcid, Fényeslitke
Fanal S9S36b2 Schattenmorelle klon, Németorszag
Favorit S1813°835536a Pandy x Montreuilli

Kantorjanosi 3 8185485355360 Tajszelekcio, Matészalka
Korai pipacsmeggy S1S6mS13536b Pandy x Csaszar

L SaSemS35S36a Erdi bétermd klon

Maliga emléke S13°835536a536b Pandy x Eugenia

Meteor korai S186mS35536a Pandy x Nagy angol
Montmorency* S6S13m535536a Tajszelekcid, Franciaorszag
N2 SaSemS35S36a Erdi bétermd klon

N212 S4SemS35S36a Erdi bétermd klon

N3 S4SemS35S36a Erdi bétermd klon

N4 SaSemS35S36a Erdi btermé klon

N5 SaSemS35S36a Erdi btermé klon
Oblacsinszka S6S9S36b2 Tajszelekcio, Jugoszlavia
Oblacsinszka 3/133 S659S36b2 Klonszelekcio, Ujfehérto
Oblacsinszka 3/142 S659S36b2 Klonszelekcio, Ujfehérto
Pandy 279* 8185485355360 Oshonos, spontan 1étrejott fajta
Petri 8185485355360 Tajszelekcio, Lovopetri
Pipacs 1 5125145263602 Tajszelekcio, Kecel
Piramis 8153553625360 M221 x Meteor korai

Ujfehértoi fiirtos*
VN-1
VN-5
VN-7

818483585360
S186S36b2
S186S36b2
515653602

Tajszelekcio, Ujfehérto

Tajszelekcid, Vasarosnamény
Tajszelekcid, Vasarosnamény

Téjszelekcid, Vasarosnamény

*Kkontrollként hasznalt, ismert S-genotipusi fajta (Yamane és mts., 2001; Hauck és mts., 2006b; Tsukamoto
és mts., 2006, 2008a;b)
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5.3.3. Magyar meggyfajtak genetikai jellemzése SSR-markerekkel

Ugyanezen meggyfajtakat a Prunus nemzetségben polimorfnak bizonyulé 10 SSR-
lokuszban is megvizsgaltuk (Xu és mts., 2004; Dirlewanger és mts., 2002; Mnejja és mts.,
2004), hogy genetikai hatteriikrol még szélesebb kori képet kapjunk. Az adatokbol UPGMA
elemzést végeztiink, melynek eredményét a 35. dbra szemlélteti.

0.3 0.25 0.2 0.15 0.1 0.05 0
| | | | | |

Meteor korai

Erdi jubileum
N3
N2
- N4

N5
100 | NK
L
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Csengédi
50 VN1
Oblacsinszka
Pipacs 1
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1
M
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35. abra: A tiz SSR-16kusz adatai alapjan késziilt UPGMA dendrogram (‘poppr' package in
R, a kladok bootstrap tamogatottsagaval (%, n=10 000), az elagazasoknal az 50 feletti értékeket
tiintettiik fel; R Core Team, 2013). A fajtanevek melletti korongok szinének intenzitdsa utal a fajta
gyumolcshusanak szinmélységére, antocianin-tartalmara, a festéleviiség mértékére (Nyéki, 2016;
Papp és mts., 2010), a sotét jeloli az erdteljes festoleviiséget.

A dendrogramon a ‘Pipacs 1’ kiilontil el a leginkabb, ezaltal kiilcsoportot képezve,
ami a tobbi egyedtél valé jelentés genetikai tivolsagat szemlélteti. Az ‘Erdi btermé’ fajta,
valamint a 6 klonja (N2, N3, N4, N5, N2K ¢és L) kozott a dendrogram azonossagot mutat,
vagyis a vizsgalt lokuszok alapjan eltérést nem tudtunk kimutatni. Hasonl6 tapasztalhat6 a
‘Ciganymeggy’ klonok esetében is. A két kiilfoldi fajta, a ‘Fanal’ és ‘Montmorency’ teljesen
kiilon all a magyar fajtaktol. A meggy gylimolcse kétféle tipusba sorolhatd: az amarella
meggy husa vilagos, leve csaknem szintelen, a morello tipusra a s6tétpiros htiisszin jellemzo,
festélevii, antocianin-tartalma nagy (Nyéki, 2016; Papp és mts., 2010). A vizsgalt fajtak
kozott mindkét tipus megtalalhatd. Az dbran feltiintettem a gylimolcshus szinintenzitdsat,
igy jol lathato, hogy van olyan klad, ahol csak nagy antocianintartalmu gyiimolcsot termd
fajtak talalhatok (a ‘Ciganymeggy’ klonok, ‘Csengddi’, VN-1 stb.), de festdlevii fajtak mas
csoportokban is talalhatok (pl. ‘Fanal’), rdaddsul az amarella tipust ‘Montmorency’ fajtdhoz
all legkozelebb. Mindez arra utal, hogy a fajtdk nem a gyiimolcshus festéleviisége alapjan
csoportosulnak, ez a jelleg feltehetden tobb fajtaleszarmazési utvonalon is kialakulhatott.
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36. abra: A 10 SSR marker adatai alapjan készitett minimum spanning halézat (MSN,
Minimum Spanning Network) szemlélteti a meggyfajtak rokonsagi kapcsolatait. A fekete-sziirke
skalasav mutatja Bruvo-féle genetikai tdvolsagot; ami minél nagyobb, annal vilagosabb a szin és
vékonyabb a vonal (Bruvo és mts., 2004; Linde és Smith, 2019).

Az UPGMA dendrogram eredményeit tovabb erdsiti a minimum spanning haldzati
vizsgalat (36. dbra). Az ismerten eltéré genetikai hatterli fajtdk csoportjai (pl. északkelet-
magyarorszagi szelekciobol, az érdi nemesitési programbdl szarmazo fajtak vagy a magyar
eredetlinek tartott Ciganymeggy klonok) jol elkiiloniilnek egymastol. Az analizis még
latvanyosabban igazolja, hogy példaul a festdlevli ‘Fanal’ legkdzelebbi kapcsolatai az
amarella tipusu ‘Pipacs 1’ és ‘Montmorency’ fajtak.

5.3.4. Az S-RN-dz gén molekularis markerként torténd felhasznalasa kiilonb6zo
ploidszintii, spontan Prunus fruticosa Pall. hibridek jellemzésére

A csepleszmeggynek (P. fruticosa Pall.) nemcsak a meggy faj kialakuldsaban volt
fontos szerepe, de alanyként torténd felhasznaldsa miatt is jelentds értékkel bir mind a
cseresznye-, mind a meggytermesztésben. A Karpat-medencében reliktumnak tekintett
¢léhelyeken fordul eld, els6ként a Budai hegyekben irtak le (Suranyi, 1982). Az
alanynemesitési programokban begytijtott igéretes példanyok taxondmiai besorolasa tobb
esetben kérdéseket vetett fel, ezért az in situ eléfordulast és ex situ génbanki megdrzés alatt
allo egyedeket alaposabb vizsgalatnak vetettiik ald. A részletes morfologiai jellemzést SSR-
¢és S-lokusz-alapu markerezési modszerekkel egészitettiik ki.

A P. fruticosa Pall. (2n=4x=32) tetraploid faj és szamos, akar eltéré ploidszintii
Prunus fajjal is spontan keresztezOdik (Olden és Nybom, 1968), ezért hibridjei kozott
kiilonbozé ploidszintli egyedek is eléfordulhatnak. Onmagéban az SSR- és S-lokusz-
analizis a ploidiafok meghatirozasara nem elegendd, de vizsgalataink sordn a korabbi
botanikai, morfologiai leirasokkal egybevagd eredményeket kaptunk. Onmeddé egyedek
estén a homozigotasag kizarhat6 az S-16kuszban, igy a kiilonboz6 allélok szama korrelalhat
aploidszinttel. A huszonkét helyszinrdl begyijtott egyedek vizsgalata soran az S-RN-dz els6
A természetes hibridizacid kovetkeztében kiilonbozd fajokban ugyanazokat az allélokat
detektaltuk: 368 bp P. fruticosa, P. X mohacsyana és P. cerasus; 370 bp és a 446 bp az el6z6
harom faj és a P. x eminens; 345 bp P. fruticosa és P. x mohdcsyana; 900 bp P. fruticosa,
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P. X eminens és P. cerasus; 358 bp P. X eminens és P. cerasus esetében. Az egyes fajokat
képviseld egyedekben kozel ugyanannyi allé¢lt mutattunk ki, mint amennyit 8§ SSR-
lokuszban is talaltunk: négy allélt a P. cerasus €s P. fruticosa, harom allélt a P. x
mohacsyana és P. x javorkae hibridekben, valamint két allélt a P. avium, P. mahaleb és P.
mahaleb % P. avium genotipusokban (11. tdblazat). Négy egyed volt kivétel: a P. fruticosa
‘Prob’ és P. x eminens 3H esetében a vart 4 helyett 2 allélt, a P. x mohdcsyana Arborétum
esetében a vart 3 helyett 2 allélt, a P. cerasus CAB 11E esetében a vart 4 helyett 3 allélt
azonositottunk. Ezek mindegyike a vizsgalt SSR-lokuszok tobbségében az elvart
allélszamot mutatta, amit a morfoldgiai bélyegek is alatdmasztottak a triploidok esetében.

11. tablazat: Alanyként és alanynemesitési programokban felhasznalt, kiilonb6z6 ploidszintii
Prunus fajok és spontan hibridjeik S-RN-dz gén 1. intronrégio (bp) fragmentumhossz-analizisének

eredménye (Hrotko és mts., 2019)

Taxon Szarmazasi hely S-RN-dz 1. Feltételezett
intronrégio (bp)' ploidiaszint?
P. avium in situ, Harmashatar-hegy 417, 395 diploid
P. fruticosa f. fruticosa in situ, Harmashatar-hegy 338,368, 370, 374 tetraploid
P. fruticosa f. aucta in situ, Pazmand, Kalvaria 345,368, 370, tetraploid
domb
P. fruticosa ‘Prob’ ex situ, Soroksar, Karpati tetraploid
oy 345, 368
(1944) gytijtése
P. fruticosa ‘Globosa ex szt%f, ],3uda1 Arborétum, 207,368, 370, 446 tetraploid
disznovény
P. x mohdcsyana PZ2 ex situ, eredeti gyujtés triploid
o i 340, 368,
Pazmand, Kalvaria domb
P. x mohdcsyana PZ3 ex situ, eredeti gyljtés triploid
s 1z 345, 370,
Pazmand, Kalvaria domb
P. X mohdcsyana PZ5 ex situ, eredeti gylijtés triploid
— "8 370, 379, 383
Pazmand, Kalvaria domb
P. x mohdcsyana KV2 ex situ, eredeti gyljtés 370 183 triploid
Visegrad, Kis Villam o >
P. x mohdcsyana Arborétum ex situ, Budai Arborétum, triploid
A 368, 446
disznévény
P. x mohdcsyana 3H in situ in situ, Harmashatar-hegy , 368, triploid
P. x mohdcsyana 3H ex situ ex situ, eredeti gyUjtés triploid
. . , 368,
Harmashatar-hegy
P. x eminens 3H in situ, Harmashatar-hegy 353,388 tetraploid
P. x eminens KV2 ex situ, eredeti gyljtés 370. 446 tetraploid
Visegrad, Kis Villam T ’
P. x javorkae ex’sztu, erec}etl gyljtés 368, 388, 393 triploid
Harmashatar-hegy
P. cerasus ‘Victor’ ex situ, olasz alany , 370, 446, tetraploid
P. cerasus CAB 11E ex situ, olasz alany 297, 368, 446 tetraploid
P. avium F12/1 ex situ, alany 335,347 diploid
P. mahaleb x P. avium ex situ, alany 234, 342 diploid
P. mahaleb ‘Bogdany’ ex situ, alany 302, 403 diploid
P. mahaleb ‘Magyar’ ex situ, alany 302,403 diploid
P. mahaleb ‘Dalmata’ ex situ, alany 404,414 diploid

Az azonos allélra utalé fragmentummeéreteket azonos szinek mutatjak
2A feltételezett ploidszint esetében délt szedéssel jeldltiik, ahol a kimutatott allélok szama megegyezett a
vart allélszammal

Kutatocsoportunk részt vett a tetraploid P. fruticosa Pall. genomszekvendlasaban
(Wohner és mts., 2021). A szekvenalasra keriilt novényegyedet a Harmashatarhegyen
(47°33'15.322”N, 18°59'49.623"E) gytjtottiik. A genom 84.524 fehérjekodolo gént
tartalmaz és a repetitiv szekvenciak aranya 51,75%. A nyolc kromoszémabdl all6 genom
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mérete 366 Mb. Az S-l6kusz, a tobbi Prunus fajhoz hasonldéan a 6-os kromoszéman
talalhatd, pontos helye 43.997.811-44.041.281 bp.

5.4. A hazi szilva (Prunus domestica L.) genetikai vizsgalatanak eredményei

Az eredetvédett szatmari szilvapalinka alapjat ado Nemtudom és Besztercei fajtakor
variabilitasa az S-allél-0sszetétel alapjan

Az Osszetett, hexaploid genommal rendelkezé hézi szilva (Prunus domestica L.)
hazankban fellelhetd hagyomanyos- ¢s tajfajtdinak az S-lokuszban megjelend
variabilitasaval PhD hallgatom doktori munkajaban foglalkoztunk. Osszesen 55 fajta S-
ribonukleaz génjének C2-C5 szakaszarol 113 PCR-fragmentumot klonoztunk ¢és
szekvenaltattunk, amelybdl 1 allélként 11 részleges (C2—C5), valamint 3 teljes (SP—C5)
szekvenciat irtunk le, a jellegzetes és polimorf intronméretekkel. Husz modern, 12
hagyomanyos, 20 tajfajta és harom alanyfajta teljes vagy részleges S-gentoipusat
azonositottuk (Makovicsng, 2019).

Ezt kdvetden két gazdasagi és kulturalis értelemben is jelentds hazai, emblematikus
fajta tovabbi vizsgalatat kiemelten kezeltem. A szatmadri szilvapalinka ugyanis eredetvédett
magyar palinka, amely a teljesen érett Nemtudom és Besztercei fajtakorok gytimolcsébol
késziil. A Magyar Koztarsasag 2008. évi LXXIII. torvényének megfelelden olyan specialis
eljarassal készitett gylimolcsparlat nevezhetd palinkanak, amelyet Magyarorszagon termett
gylimolcsbdl készitettek. A foldrajzi arujelzé jelolés Magyarorszdg gazdasagaban a
mezdgazdasag és az élelmiszeripar szempontjabol kiilonleges jelentdséggel bir. A foldrajzi
arujelzd [Vt. 103.§.(1)] egy olyan gyiijténév, amely a kereskedelmi forgalomban a termékek
foldrajzi eredetének azonositasara hasznalatos. Ebben az esetben a foldrajzi arujelzot Kelet-
Magyarorszagon, Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében, a Vasarosnamény és 63 kornyezd
telepiilés teriiletérdl szarmazo, szilvabol készitett termékre lehet alkalmazni (NEBIH,
2017). Ezeken a telepiiléseken a vadon termd szilvafakat kzos néven Nemtudom szilvaként
ismerik (Pethd, 2011). Termesztéi megfigyelések alapjan ezek az allomanyok bar nagyon
hasonloak, nem mindegyike egyontetii. Az egyes telepiiléseken eléforduld fakrol semmiféle
genetikai informécioé nem volt kordbban, ezért munkank elsddleges célja volt feltérképezni
az ugyanazon névvel jelolt fak egyontetiiségét. Kontrollként a NEBIH altal elfogadott és
bejegyzett ‘Nemtudom P3’ és ‘Besztercei Bt.2’ fajtakat hasznaltuk (NEBIH, 2021).
allél jelenlétét detektaltuk a két kontroll fajtaban: 208, 232, 351, 360 és 376 bp a ‘Nemtudom
P3° ¢és 351, 373, 388, 390, 412 bp a ‘Besztercei Bt.2’ fajta esetében (37. abra). Minddssze
egy fragmentummeéret volt k6zos (351 bp). A masodik intronrégié amplifikéldsdhoz harom
konszenzus primerpart is felhasznaltunk, hogy min¢l tobb allél jelenlétét értékelhessiik. A
‘Besztercei Bt.2’ esetében, az EM-PC2/PC3 primerparral négy allél, mig a nagyobb régiot
atfogo C2 és CS5 kozotti szakaszt amplifikalod primerparokkal csak harom allél PCR-terméke
latszodott az agardzgélen. Ugyanakkor a ‘Nemtudom P3’ fajtanal mindharom kombinécio
ot allél PCR-termékét tette lathatdva, bar a nagyobb méreteknél az amplifikacio intenzitasa
gyengébb volt. A kozos allél jelenléte itt is jol lathato volt.
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37. abra: Az S-ribonukledz gén PCR-vizsgalata két hexaploid szilvafajta esetében. (A) Az
elsd intronrégio FAM fluoreszcens festékkel jelolt amplikonjainak méreteit automata szekvenatorral
hataroztuk meg €és Peak Scanner 3.0 szoftverrel elemeztiink (Applied Biosystems Sizing Analysis
Module); (B) A masodik intronrégié amplifikacidja harom konszenzus primerparral. A kozos allél
jelenlétét zold szin jelzi, a csillagok a halvany, de lathaté fragmentumokat mutatjak. M: GeneRuler
1 kb DNS-marker (Thermo Fisher Scientific); B: ‘Besztercei Bt.2’; és N: ‘Nemtudom P3’ (Halész
és mts., 2023).

A ‘Nemtudom P3’ és a ‘Besztercei Bt.2” esetében jelentkezett azonos méretii, a 2.
intronrégidt amplifikald primerparral nyert fragmentumot klénoztuk és szekvencidjat
meghataroztuk mindkét fajta esetében. A szekvencidkat OR161115 és OR161116 azonositd
szam alatt benytjtottuk a nemzetkozi adatbazisba. BLASTN analizisiik igazolta, hogy a P.
spinosa Sg-allél a legkozelebbi homologszekvencia (E érték 4e-141 és 4e-136). Illesztésiik
feltarta, hogy a hét kiilonb6zé poziciobol kettdé az intronban talalhatd, négy szinonim
mutacio, és csak egy okoz konzervativ aminosavcserét (Lys—Arg) a ‘Besztercei Bt.2’
szekvenciaban (38. 4bra).

Exon 2 .
10 20 30 aa 50 60 70 80
T e T T e T e [ L AT [P I |
SB P. Spf‘ CCAAGAATTA'ITCAAAECCAAPAGAGGCCCP\GTAATTGCGCTGGGTCACGGTTTRACTTTACGAP.AGT GTCTGTATTGT 80
P S NYS NPEKT RPTSNTC CAGSRTFNTFT KV
SlsP- dom. B CCARGERATTATTCARACCARRGAGGCCCAGTARTTGCGCTGGGTCACGGTTTAACTTTACGAARGTGTCTGTATTGT 80
P S N Y S P K R P S N CAG S RFN FT KV
SlSP dom N CCAAGEAATTATTCAAA CCARRGAGGCCCAGTAATTGCGCTGGGTCACGGTTTAACTTTACGARAGTYGTCTGTATTGT 80

P S NYS NPKRPSNCAGSRFNTFT KV

a0 100 110 120 130 110 150 160
| | | | | | | | | | |

SBP. SpfA TTTTGTTTTCACTTACTCTTTAGCATAGTTCTTTGAACATTEGACTGTCATTTGAAGCAATATACTTTTCTTI‘TAATAA 160
Slgp. dom. B T'TTTGTTTTCACTTACTCTTTAG‘CATAGTTCTTTC—AP\CATTEGACTSTCATTTGAAGCEAATATACTTTTCTTI‘TAATAA 160
518 P dom_ N TTTTGTTTTCACTTACTCTTTAGCATAGTTCTTTC—AACATTGACTGTCATTTGAAGCAATATACTTTTCTTTTAATAA 160
Exon 3
170 180 190 200 270 220 230 240
B R R A A RN | RS IO S I el
i, GCCTAGGCTGCARTGACACARAATARGTATATATTGCTTTTATGTCTCAQTACCCTCAATTGCGARRAC CTGRAGATA 240
3 P. spi.
v LR NK L K |
Slsp‘ dom_ B GCCTAGGGTGCAATGACACAARATAAGTATATATTGCTTTTATGTCTCAQTACCCTCAATTGCGARACKEACTGARGATA 240
Y Pa L R N L K |
GCCTAGGGTGCAATGACACAAAATAAGTATATATTGCTTTTATGTCTCAQTACCCTCAATTGCGARAC CTGRAGATA 240
1 P. dom.

Y P QL R NK L K |

250 260 200 280
R I e T e I R I

Sg P. spi. TCTTGGCCCGACGTGGARGATGGCARTGATACAAARTTTTGGGARGGH 288
SW?PDVEDGNUDTIKF WE G

S1gP. dom. B TCTTGGCCCGACGTGGARGATGGCARTGATACAAAETTTTGGGARGCE 288
SWpPDVEDGNTDTK F WE

SigP. dom. N TCTTGGCCCGACGTGGARGATGGCARTGATACAAARTTTTGGGARGGE 288

SWPDVEDGNUDTIK FWE G

38. abra: A P. domestica ‘Besztercei Bt.2’ (B) és a ‘Nemtudom P3’ (N) Sis-ribonukledz
allélok illesztése a P. spinosa Sg-RN-dz szekvencidjaval. A szarmaztatott aminosav-szekvencia a
kodonok alatt lathat6, a konervativ aminosavcseréket fekete hattér jeloli. A 2. intron hatarait

fiiggéleges vonalak mutatjak, a 2. és 3. exonrégiok kezdetének megjelolésével (Halasz és mits.,
2023).
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Mivel a ‘Nemtudom P3’ fajta termékenyiilési fenotipusar6l semmilyen adat nem volt
elérhetd, szabadfoldi irdnyitott Ontermékenytilési (geitonogamia) vizsgalatokat végeztiink.
Maijus végén a szabad megporzasbol szarmazo adatok nagyobb gylimolcskdtodési aranyt
mutattak, mint az Ontermékenyliilésbél szdrmazd adatok. Ugyanakkor a juniusi
gytimolcshullast kovetéen mindkét megporzasi mod hasonld eredményt adott, a
gylimolcskotddési arany 8-9% volt (12. tdblazat), ami a ‘Nemtudom P3’ dntermékenyiild
fenotipusat igazolja.

12. tablazat: Gyiimoleskotddési arany a ‘Nemtudom P3’ szilva 6n- és szabad megporzasat kdvetden
(Kemenessomjén, 2021)

2021.04. 04. 2021.05.23. 2021.07. 04.
A A gyiiméles- Gyiiméles- A gyiiméles- Gyiiméles-
megporzott kezdemények kotodési kezdemények kotodési arany
viragok szama arany (%) szama (%)
szama
Szabad 183 36 19,7 17 9,3
megporzas
Iranyitott 173 15 8,7 14 8,1
ontermékenyités

A Nemtudom néven ismert szilva Eszakkelet-Magyarorszagon vadon ¢l a Tisza és a
Szamos partvidékén (39. dbra), ahonnét 68 kiilonbozd telepiilésrél szarmazd fakrol
gyljtottiink levélmintat DNS-izolalashoz.

47 . . .

46

5 2
. ) 5 28

63 4

scse . . 18

2 65 9 30

5 . . 59 10 54 2

27

35 15
- 4 .
o 51 . 68
.

45

39. abra: A Nemtudom szilvak gytijtési helye (1-68) piros pontokkal jelolve a Tisza és a
Szamos partvidékén 1év6 telepiilésekrol (Halasz és mts., 2023).

Az S-RN-az alapt PCR vizsgalat sordn csak négy telepiilés, Gacsély, Barabas, Tarpa
¢s Tiszaszalka terliletekrdl szdrmazd egy-egy fa mutatott eltérd mintdzatot (40. abra).
Mindegyikben egy 750 bp alatti fragmentum detektalhatd, ami szintén megjelenik a

‘Besztercei Bt.2’ fajtdban. A ‘Besztercei Bt.2’ egy masik allélja 1atszodik a Gacsaly és
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Tarpa térségek mintdiban (kb. 900 bp). Ez utobbi genotipusban még egy 1500 bp méretii
fragmentum is amplifikalodik, ami semelyik masik mintaban nem volt kimutathato.
Osszességében a legtobb begyiijtétt minta azonos S-genotipust mutatott a kontroll
‘Nemtudom P3’ fajtaéval.
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‘Besztercei Bt.2’ és ‘Nemtudom P3’ M: GeneRuler 1 kb DNS-marker (Thermo Fisher Sc1ent1ﬁc)
Az egyedek nevét a begyljtési hely alapjan jeloltiik meg (Halasz és mts., 2023).

5.5. A babérmeggy (Prunus laurocerasus L.) genetikai vizsgalatanak eredményei
5.5.1. Az S-RN-dz allélok azonositasa egy extrém poliploid faj esetében

A babérmeggy (Prunus laurocerasus L.) Magyarorszagon és a hazanktdl nyugatra
fekvd eurdpai orszagokban els@sorban mint népszerli disznovény ismert. Torokorszagban
azonban a novény gylimolcsének fogyasztasa komoly tradicidkkal bir; termése frissen €s
kiilonbozd termékekben feldolgozva is keresett; illetve hagyoméanyosan a népgyogyaszat is
alkalmazza. Ploidszintje és kromoszomaszama a Prunus fajok kozott kiugréan nagy
(2n=22x=~176). A dokozaploid faj vizsgalata segithet a Prunus fajok S-l6kuszénak
miikodését jobban megérteni, ezért 50 fenotipusosan kiillonb6z6, a Fekete-tenger
torokorszagi partvidékérdl szarmazo babérmeggy S-RN-dz-allél alapu vizsgalatat végeztiik
el.

A cseresznyére tervezett PaConslI-F/R (Sonneveld és mts., 2003) primerparral
500-3000 bp mérettartomanyu PCR-termékeket kaptunk, mintanként legfeljebb 7
fragmentummal. Ez joval kisebb szam, mint amit el6zetesen vartunk, de a gélen az egyes
savok festddési intenzitdsanak kiilonbségei is jol lathatok voltak (41. dbra).

89



M12 3456 78 91011121314 151617 181920 212223 24252627 28 2930 313233 34 3536 3738 39

3000 bp
2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp
250 bp

M 4041 42 4344 4546 4748 49 50

41. abra: A PaConslI-F/R konszenzus primerparral (Sonneveld és mts., 2003) végzett PCR
eredménye 50 babérmeggy (Prunus laurocerasus) egyed esetében (1-50). M: GeneRuler 1 kb DNS-
marker (Thermo Fisher Scientific); a fekete csillag halvany, de lathatd fragmentumot jeldl; a fehér
csillag szekvendlassal kimutatott allélt jelol, ami az agardz gélen nem volt detektalhato (Halasz és
mts., 2021a).

Elvégeztiik az els6 intronrégid fragmentumhossz-analizisét is a PaConsI-Fram/R2
primerparral (Sonneveld és mts., 2006), hogy lassuk, a gén egy masik régidja alapjan,
mennyi allél jelenléte mutathaté ki. Osszesen 23 mintat teszteltiink, melyeknél 2-9
fragmentum amplifikalddott, igy 151 fragmentumot detektaltunk, 32 kiilonb6z6 mérettel.
Néhany esetben csak egy-egy nukleotidos eltérést tapasztaltunk.

A masodik intronrégi6 PCR-mintdzata alapjan feltételezhetd volt, hogy az
agarozgélen nem minden esetben volt sikeres a fragmentumok elvalasztasa, esetenként
hasonlé méretti, de kiilonb6zd szekvencidji DNS-szakaszok is amplifikalodhattak. Ezért 10
egyed mintajabol a keletkezett amplikonokat kldénozast kovetden megszekvenaltattuk,
melyek Osszesen 23 kiilonbdzd szekvenciat eredményeztek, mintdnként 1-5 eltérd
szekvenciat. A szekvencidkkal NCBI BLASTN analizist végeztink a GeneBank
adatbazisban. A statisztikailag is megerdsitett (E-értékek: 0,0 és 7e™'5? kozott) eredmény
alapjan a mas Prunus S-RN-dazokkal homologiat mutatd szekvencidk feltételezhetéen 11 S-
RN-az allélok. Intronméretiik szerint sorba rendezve S1-S20 néven jeloltiik meg ezeket (42.
abra), kiilon feltiintetve harom, feltételezett mutaciot hordozo allélt (Ssm, Si3m €s Sigm). A
leirt allélok az NCBI GenBank adatbazisban az aldbbi azonositok alatt érhetok el:
MGS593769-MG593775, MG595258-MG595259, MG601104-MG601115 és MG922592-
MG922593 (13. tablazat).
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13. tablazat: Az Gjonnan azonositott Prunus laurocerasus S-RN-dz-allélszekvenciak BLASTN analizisének eredményei (Halasz és mts., 2021a)

Allél NCBI GenBank azonosité zzzf)edettseg ?}/zot;nossag E-érték  Legkozelebbi homolég (faj és GenBank azonosito)
S MG593769 98 97,8 0,0 P. speciosa S», AB289876
S MG593770 98 97,1 0,0 P. speciosa S, AB289887
99 96,9 0,0 P. cerasus S35, EU054327
94 97,1 0,0 P. avium S»7;, AY259112
S3 MG593771 99 99,7 0,0 P. avium Sg, EU077236
100 99,1 0,0 P. avium S», AY259112
100 98,1 0,0 P. virginiana S4, JF907560
S4 MG593772 99 97,5 0,0 P. armeniaca Ses, JQ327151
99 97,3 0,0 P. armeniaca Sis, HQ342878
100 97,0 0,0 P. armeniaca S>4, HQ615602
98 97,0 0,0 P. armeniaca S3g, GU586228
95 97,9 0,0 P. tenella S\, DQ983373
100 95,8 0,0 P. armeniaca Ss, AY587564
91 98,0 0,0 P. mira S\, AB597200
88 94,8 0,0 P. virginiana S», JF907558
Ss MG593773 98 93,8 0,0 P. virginiana Ss, JQ627793
98 87,1 0,0 P. domestica Sy, MW407938
Ssm MG922592 98 93,5 0,0 P. virginiana Ss, JQ627793
Se MG593774 99 94,0 0,0 P. spinosa S3.1, DQ677584
100 93,2 0,0 P. laurocerasus Ss, MG595258
90 94,7 0,0 P. virginiana Se, JF907562
83 96,7 0,0 P. armeniaca S\7, EU516388
47 97,6 8e-158 P. mume S11, EU020118
57 97,0 2e-154 P. mume S5, EU020122
S7 MG593775 98 93,1 0,0 P. dulcis Sss, FN599511
99 93,0 0,0 P. dulcis Ss, HQ622703
99 92,6 0,0 P. armeniaca Ses, JQ327152
98 92,0 0,0 P. webbii Sy, AM690360
Ss MG595258 99 98,7 0,0 P. spinosa S3.1, DQ677584
100 93,2 0,0 P. laurocerasus Ss, MG593774
89 93,8 0,0 P. virginiana Se, JF907562
83 98,0 0,0 P. armeniaca S17, EU516388
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Allél NCBI GenBank azonosité z_:)zi;edettseg ?}/Zot;nossag E-érték  Legkozelebbi homolog (faj és GenBank azonosito)
So MG595259 94 96,8 0,0 P. avium S13, DQ385842
56 98,5 8e-163 P. mume S11, EU020118
56 97,9 2e-159 P. mume S5, EU020122
57 99,4 2e-173 P. tenella S17, KU167069
S1o MG601104 87 93,2 0,0 P. dulcis Ssi, AY613341
87 93,7 0,0 P. dulcis S¢3, AY613919
87 93,7 0,0 P. dulcis Sse, AY613343
85 93,4 0,0 P. armeniaca S, HQ342879
86 92,9 0,0 P. armeniaca Sso, HQ342880
88 96,8 0,0 P. virginiana S+, JQ627795
St MG601105 99 98,4 0,0 P. speciosa Sz, AB289860
99 97,5 0,0 P. virginiana Se, JF907562
96 97,0 0,0 P. armeniaca Sy, GU354239
Si2 MG601106 99 94,1 0,0 P. speciosa Ssa, AB289895
99 93,1 0,0 P. simonii S1, EU376959
95 93,1 0,0 P. salicina Sy, AB084148
Si3 MG601107 93 99,7 0,0 P. avium Sy, AJ635270
S13m MG601108 93 93,2 0,0 P. avium Sy, AJ635270
S14 MG601109 92 96,3 2e-175 P. dulcis So, MH316092
NE MG601110 100 93,8 0,0 P. spinosa S7, EU833958
Sis MG601111 70 93,4 2e-163 P. japonica S\, EF635417
S17 MG601112 44 94,0 0,0 P. serotina Sz, MN098835
Sig MG601113 75 84,9 0,0 P. armeniaca Sc, DQ422947
Sism MG922593 65 85,0 0,0 P. armeniaca Sc, DQ422947
Sto MG601114 77 92,5 0,0 P. tenella So, DQ983370
62 92,3 0,0 P. armeniaca S»s, EU037264
76 94,1 0,0 P. dulcis Ss4, FN599510
29 98,0 S5e-168 P. dulcis S,, DQ093825
S20 MG601115 36 88,9 7e-152 P. armeniaca S1, AY587561
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A szekvenalas igazolta a tobb DNS-szekvenciat tartalmazo, komplex savok jelenlétét. Az
5. mintdban példaul a 750 bp alatti fragmentum az Ss- és Ssm-allélokat tartalmazza; a 29. mintdban
az 500 bp feletti fragmentum az Si- és S»-allélokat; mig az 1500 bp koriili DNS-szakaszban
szerepelnek az Sio- és Sxo-allélok PCR-termékei is. Tovabba az S3 / Ss; Se/ S7/ Ss / So / S10 / Si1;
S12 / S13; S1a / S15; S17/ S1s; €s Sism / S20 elkiilonitése is nehézséget okoz az agardzgélen, mert
hasonl6 mérettartomanyban jelennek meg. A szekvendlds soran megallapithat6 volt, hogy az Si7-
¢és Sig- allélok mérete kozott ez a kiilonbség 0 bp, mig az Se €s S11 kozott 57 bp. Emiatt a gélfotot
bemutat6 36. abran csak a szekvenalasbol szarmazo, megerdsitett allélok jelolését tiintettiik fel.

S, (505) [ 69 |i| 355 |
S, (516) [ 69 |i| 365 |
s,519) 89 | ] 335 |
(69 (72 }—""— R |
ss62) [ 72 "] Bl I
Som (622) (72— 0 |
S; (704) 335 |
s, m3)[ 72 | 908 | 335 |
Sy 72— ] 3% |
8, (725) [ 72 ] i1z | e |
Sk (747) 377 |
su (760 (89 | o I i |
S (e[ 72 ] 369 | 356 |
Sy (800) [ 72| 399 | 335 |
S (766) [ 72 ] 39 } 5 |
Su@12)[ 72 | 203 | 335 |
$i5(952) [ 72 ] 596 } 344 |
S5 (1070) [ 72} 503 | 395
Sy (1282) [ 72 | g1 | 353 |
Si5(1232) [ 72 | 816 } 344 |
Siem (1493) [ 71| 7 I 344 |
Sy (1443) [ 72| 1024 | 347 |
S (1504) 72 ] Hie I % I

42, abra: A Prunus laurocerasus S-RN-az allélok részleges exon-intron szerkezete. A téglalapok
az exonokat, a vonalak az intronokat jelolik. A DNS-szekvenciat a C2 és C5 konzervativ régiok kozott
hataroztuk meg, igy a fekete szamokkal a 2. és 3. exonok, mig kék szdmmal a 2. intron méretét abrazoltuk.
A zardjelben levo érték a megszekvenalt részleges (C2-C5) S-RN-dz szekvencia méretét mutatja (bp)
(Halasz és mts., 2021a).

5.5.2. Az S-RN-dz allélok jellemzése egy extrém poliploid faj esetében

A megszekvenalt részleges allélméretek 505 és 1544 bp kozotti tartomanyba esnek,
amelynél a méretpolimorfizmust a 2. intronhossz méretének variabilitasa adja (81-1116 bp). A
legrovidebb szarmaztatott aminosavszekvencia 32 aminosavbdl all egy korai stop kodon miatt. Az
Osszes tobbi 134—155 aminosavat tartalmaz, ahol a kiilonbségeket fokeént a C5 régiotol upstream
iranyban elhelyezkedd indelek okozzdk, de az RHV régidban és az RC4 régio kozelében is
taldlhatd néhany aminosav-pozicidt érintd hézag. A szarmaztatott aminosav-szekvencidk
illesztését a 43. dbra mutatja.
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43. abra: Az Gjonnan izolalt Prunus laurocerasus S-RN-4zok szédrmaztatott részleges aminosav-
szekvenciajanak illesztése az Si—S» és harom, mutaciot hordozé allél esetében (Ssm, Sizm €s Sism). A
konzervativ (C2, C3, RC4 és C5) és hipervariabilis régiokat (RHV) az Ushijima és mts. (1998) altal
meghatarozott modon jeloltiik. A 2. intron pozicidjat fekete nyil mutatja, a szemikonzervativ aminosav-
helyettesitéseket sziirke, a nem konzervativ aminosavcserét fekete hattér jelzi (Haldsz és mts., 2021a).

Az exonrégiok DNS-szekvencidjanak paronkénti Gsszevetésébdl szamolt atlagos
hasonlosag 80%, ami 64% (S>- és Ss-allélok kozott) és 97% (Se- €s Sg-alléloknal) szélsé értékek
kozott valtozott; mig a szarmaztatott aminosav-szekvenciak tekintetében az atlag 69,1%. Az $2—Ss
allélpar mutatta a legkisebb (52,9%) és az Se—Ss (93,3%) par a legnagyobb mértékii hasonldsagot.

Harom izolalt szekvencia esetében mutacios eseményeket is azonositottunk, amiket a mas
fajoknal hasznalt nevezéktan szerint ,,m” betlivel jeloltiink: Ssm, S13m és Sism. A vad tipust és a
mutaciot hordozo allélok kozotti azonossag mértéke 99,3% (S5/Ssm), 99,2% (S13/S13m) és 97,8%
(S18/S18m) volt. Az S13/S13m parnal a kodolo régidban csak hdrom szinonim aminosav-szubsztiticiot
azonositottunk, igy feltételezhetd, hogy a mutans allél funkcidja megegyezik az eredeti vad tipusu
alléllal. A legtobb kiilonbség, mint példaul egy 35 bp delécid, négy mikroindel és 10 SNP a
masodik intronrégidban volt kimutathatd. Az intronban 1évé kiilonbségek mellett az Ssm-RN-dz
esetében a 3. exonban egy citozintartalmt nukleotid delécidja kereteltoloddsos mutaciot idézett
elé a C5 régiotol upstream iranyban, igy a C5 régid feltételezhetéen nincs jelen a fehérjében. Egy
masik kereteltolodéas észlelheté az Sism-RN-dz nukleotidszekvencidjaban egy adenintartalmu
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nukleotid kiesése miatt. Ennek hatasdra a C2 régiotol downstream irdnyban korai stop kodon
keletkezett ami miatt az RHV, C3, RC4 és C5 régiok feltételezhetden hidnyoznak a kodolt
fehérjébol (44. abra). Az So-RN-dz allélban a masodik intron 3° végét lezardé AG szekvencia utolséd
el6tti nukleotidpozicidjaban az adenin helyett guanin talalhato.
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120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
T o e e [ A [ |

Plau S5-RNase ACTTTTTAGARAARTTAGACCGT CATATGAARATCTTCCACGTACATCARRATTAARRGTCCGTATAATAGTCAGGTTTAGTAGAARAATAATCATATCCAGARATG 220
Plau S5m-RNase T AET'TT‘TTAGAAAAATTAGAECGTCATATGAAAATETTCCAF}GTACATCAAAATTAAAAGTCCGTA’[‘AATAGTCAGGTT‘T‘AGTIAGAAF\A}\TAATCATATCCAG]-\AATG 219

320 330
.l P |
Plau S5-RNase  ABAAT (;(.,AALYL.A'JAAJL, 330

GC
Plau S5m-RNase AAAAT"‘TT("CF TTbCTTG"“TFTLTCA{"TA"CCTCAATTG"‘ CTGAACT("GAGATATCTTL.G"‘CCGACGT“‘FTAAK;""“GCAK.T("ATATAAAI"TTTTK;G(‘AAGL.AFAATG 329

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440
PRl I R R N IR PN I I PRI RIS PRI I I I IR I I IR I I I |
Plau S5-RNase GAACAAAA"ATGf‘TA(.AT('TTCCL;AG(‘AAA(‘AF‘TCAAC{AAATGLAATACTTCGAC(‘('AT"CF 'ACGAAATGTGGAACTCGCACAATATTACAGAGATCCTTARARACGCTT 440
Plau S5m-RNase GAACARACATGGTAGATGTTCCGAGCAAACACTCAACCARATGCAATACTTCGAGCGATCCCACGAAATGTGGAACTCGCACAATATTACAGAGATCCTTAARAACGCTT 439

450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550

T T T T T T e T [P e [
Plau S5-RNase  CAATCGTACCACATCCGACACAGACATGGRAATACTCGGACATAGTAGCACCCATTARAGCAGCAACTAAAAGAACACCTCTCCTTCGTTGCARAACTCT! GCTCAG 550
Plau S5m-RNase CAATCGTACCACATCCGACACAGACATGGAAATACTCGGACATAGTAGCACCCATTARAGCAGCAACTAAAAGAACACCTCTCCTTCGTTGCAARACTCT ccTcac 548

560 570 580
P T L ..
Plau S5-RNase TTCAGCACAGACTARGAGCG! TTACATGAAGT GGTA 'GA 624
Plau SSm-RNase CCTRAAGAGACATTCAGCACAGACTAAGAGCGGGCCGAAGCCTCAGCTGTTACATGAAGTGGTACTTTGTTRTGA 622

600 €10 620
P P N T |

— 60 70 80 a0 100 110

O B I I I I I I I I e e e I e e e ey
Pla 518 TGGCCAAGT «\i, TATTCARACCCAAGGATGCCCAGTARTTGCATGGGGTCGCAATTTAACTTTACGAAAGTGGTATGTGTTGTTTATCATTATTTTTRCACTTGCTCGTT 110
Pla 518m TGGCCAAGTRHEYTATTCARACCCAAGGATGCCCAGTAATTGCATGGGGTCGCAATTTAACTTTACGAAAGTGGTATGTGTTGTTTATCATTATTTTTI§CACTTGCTCGTT 109

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
| cleeeilonealonealonenl S s I | leeenl B P D e

Pla 518 AGCATTTA;TTLTTAGAA}\‘ATTACATTTATTTGPﬁACA}\TATBCTTT'ITCCATGGAAPATGA’ITiﬁ ATATCACA;iTATGTMCAAMTGTATACACACTTCTCTAA 220

Pla S18m AGCATTTAGTTCTITAGAARATTACATTTATTTIGAAGACAATATACTTTTTCCATGGAAAATGATT. ATATCACATRTATGTATCAAATTGTATACACACTTCTCTAA 219
240 250 260 270 280 250 300 310 320 330
1 ... RS RS s N eleaeiacaalacaala ] .

Pla 518
Pla S18

Pla 518
Pla 518m
450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550
P O T I I TP N P [ Y R I S FE T T cileeealaeanl
Pla 518 CTTTTTATATTGTTTTACTTTGTGTTTCAAG N\T ACTAACATCTG 283
Pla S18m CTTTTTATATTGTTTTACTTTGTGTTTCAACAATTACTARCATCTG 548

560 570 580 590 600 610 620 €30 €40 650 660

R I I Il I I ISP IS IR P P I ol ol R -l a1 e -l -
TACATCTCAACATTTTTAAAAGTTATTTATTTTIGTACTCATGHGCTTCRAATGCG! A f“r‘ACATAT(‘ATf‘IFW‘RTTlaTATAAAA”AAGCTTTAAAT 393

CTACATCTCAACATTTTTAAARAGTTATTTATTTTIGTACTCATHRGCTTCAATGCGCARCAARGCACATATGATGTGGATTGTATARAACARGCTTTARAT 658

Pla 518 ATTAAGAA'
Pla S18m ATTAAGAATC

680 €90 700 710 720 730 740 750 760 770
elosaalossalosoolossslosoelosnslonialoasalooselossalasaaloseslonssl . lossslesoslonnsl
'I‘AAL‘AI\ATI\ AAFT‘A CCTATAT?\TATCC)\C ATAAGAARR IGACGTCTTTGTTATTTTGAATATATACCAACA,
B TAAGAAATACAACTAAGCCTATATATATCCACACCATAAGAAAR GACGTCTTTGTTATTTTGAATATATACCAACAA

Pla 51
Pla 51

TAAGTACATTTATAMACTATTAA 503
GTAAGTACATTTATARACTATTAA 765

780 790 800 om 820 830 eqo 850
D T S N I T [ O T IR I el .
Pla s18 TARAARTAA, TTTAAAAKAUI‘AAAAL:ATRR\&TTTAATAT(.(:I TTbTFTTTAT(:ATARATTAPAAAAPAL.AA 'GATTGTGTARAT" GAAACAAG ACCATATA 613
Pla S18m TAAAARTAAACTTTTAAAAGAGTAAAAGATAACCTTTAATATCGCTTGTATTTATGATAAATTARAAAAAACAACEBGATTGTGTARATTGUGAARACAAGTGGGACCATATA 875

@
ES
‘@
3

890 900 910 920 930 540 950 960 970 980 990
B e e e T L e I e |
Pla 518 RATAGTTTTTTTARARGARRACAACARGAAAAGTTGCTGTCAATTTTGCTGATCACTAGTTGCTGTCAATTTTGACAGCARAGTCTCTACCTTCATTTTCGCGTAGGAATA 723
Pla S18m ATAGTTTTTTTARAAGARAACAACAAGAAAAGTTGCTGTCAATTTTGCTGATCACTAGTTGCTGTCAATTTTGACAGCARAGTCTCTACCTTCATTTTCGCGTAGGAATA 985

1010 1020 1030 1040 105
R BEEERS| sleaaals |evenls

Pla s18 GACTGCT! 'TTGGAAA::iTTTGCTA CATTTTCARA TFAAATTT(‘A‘TFTCF(‘ATTTTAATAT(i
¢

1060 1070 1090 1100

TATTGAAGATGCTCTAAAACTGCAGTTTGATTAATGARAAT 833
CTARAACTGCAGTTTGATTAATGAAAAT 1094

Pla 518m GACTGCTCGGTTGGAAARETTTGCTACCATTTTCAAA! 'TGARATTTCATGTGGCATTTTAATATCRRCTATTGAAGATGC

1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180
PR P o O L o I L | e P o T |
Pla s18 f"["[lwTTF(‘AAART“TAA&TATAAhT GCTGAAGTTTTCACTTTTCGATCTTTCAGITACCCTCARTT

Pla SI8m CTTGTTACAAAATCTARATATAAATC!

1200 141u
N.TF 5 943
el ACTGGCRY 1204

l’ZU

1220
P I .
Pla s18 A TACRARATTTTX G G CCA TALTC(JCAL 1053
Pla S18m ATGATACRARATTTTGGGRAGGCGAATGGAACARRACATGGTACATGTTCCGARARCAGACACTTARCCAAAT: GTACTTCGAGCGATCCCACGCAATGTGGTACTCGCAC 1314

1330 1’4” 1353 136u 1370 1380 1390 1400 1440 1430
A PR ol P I o I L [P lewailannnls .. cleaeal
Pla 518  AATATTACAA. TCCTTE\A&AAUJCTTCAATCLTA(_CTAL:TL;LAACACAAACPT(;(;MGTATT(_G CATAMMCA CTATTPAAAA}\(JACA'ITuAMbAACPCCCCT 1163
Pla 518m AATATTACAAABATCCTTAAGAACGCTTCAATCGTACCTAGTGCAACACARACATGGAAGTATICGGACATAGTATCAGCTATTARAAAAGACATTCARAGAACACCCCT 1424

44, abra: A vad tipusu és funkcioképtelen allélparok nukleotidszekvencidjanak sszehasonlitasa,
A: S5 €s Ssm; B: Sis és Sism RN-dz allélok. Az S-RN-dz gén 2. intronjanak 5° végét kék nyil, 3° végét kor
mutatja. A kiilonbségeket fekete hattér jeloli. A fehérjekddold régioban bekodvetkezd kereteltolodast
(frame-shift) piros téglalap jeloli: az Ssm-RN-dz esetében a 3. exonban egy citozintartalmu nukleotid
delécidja, mig az Sism-RN-dz esetében egy adenintartalmu nukleotid kiesése okozza a transzlalt fehérje
feltételezett funkciovesztését (Halasz és mts., 2021a).
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Az 1) S-RN-azok szarmaztatott aminosavszekvenciait felhaszndlva BLASTP analizist
végeztiink az NCBI adatbazisban. A kapott E-értékek megerdsitették a mas Prunus S-RN-azokkal
fennall6 homoldgiat. Az azonossag mértéke 81 és 100% kozott volt. Tobb fehérjeszekvencia (52,
S3, S4, Ss, 87, S8, So, S11, Si2, S13, S17 €s S19) 96% feletti azonossadgot mutatott egy vagy tobb
adatbazisba feltoltott szekvenciaval, mig néhany (S1, Ss, Si0 €s Si5) a 96%-nal egy kicsit kisebb
mértékli azonossagot adott, a maradék pedig (Si4, Sis, Sig és S20) 80 és 94% kozé eso értékkel
jellemezhetd. Az intronrégidk kozti azonossadg mértéke tag hatdrok kozott mozgott: 17,9 és 99,8%
kozott valtozott.

Jelentés mértékii azonossagot talaltunk néhany babérmeggy (Plau) S-allél és a kdzelebbi
homolégok kozott. Az Ss €s Si3 AS szekvencidk azonosak a cseresznye (Pav) Se €s So-RN-azokkal.
A Plau-S3 hasonlo volt a Pav-Sx4 és Pvirg-Ss szekvencidkhoz. A két cseresznyeallél kozott csak a
C1-C2, altalunk nem vizsgalt régidban van kiilonbség (Wiinsch és Hormaza, 2004). Erdekes, hogy
a Plau-S3; mindkét alléllal azonos a C2-C5 régidban. Intronjaik csak egyetlen nukleotidnyi
kiilonbséget mutatnak. A Pvirg-Ss-allélban 3 AS csere, tovabba egy 4 bp-os inszercio és egy
bazisszubsztitucio észlelhetd a masodik intronban. Ez a nagy mértéki hasonldsag a kdzos eredetre
utal. A Plau-So-RN-4z 99,2% azonossagot mutat a Pav-Si3-alléllal, minddssze egy konzervativ AS
csere van koztiik. A Plau-S11-RN-4z 98,5%-ban azonos a P. speciosa (Koidz.) Ingram (Pspec) S3-
RN-azzal. Plau-S\ és Pspec-S»; mindossze 4 AS pozicidban és két intronbeli nukleotidban
kiilonbozik. A Plau-S4-RN-az 98%-ban azonos 6t P. armeniaca L. alléllal (Parm-Sa, S»>4, S38, Sag
és Ses), mikozben az intronszekvencidk kozott 90% folotti volt az azonossag mértéke. A P.
virginiana (Pvirg) S2 94% azonossagot mutat a Plau-Ss AS szekvenciaval, ugyanakkor intronjaik
szamottevoen eltérnek egymastol (29% azonossag). A Plau-Ss-, S7-, S12-, Si5-, S17- és Sio-allélok
nagymértékii azonossagot mutattak AS szekvencidk tekintetében a kdzeli homoldgokkal, de az
intronszekvencidk kozott feltiing kiilonbségek tapasztalhatok (20 €s 94%). A Plau-Sia, Sig és Szo-
RN-adz allélok és a legkdzelebbi homoldgok kozott az intronszekvencidk sok eltérést mutattak (18-
63%), de szarmaztatott AS sorrendjiik is csak 80-90%-0s azonossagot adott, amit jol tiikkroz a
filogenetikai torzsfan elfoglalt pozicidjuk is (45. 4bra).

A P. laurocerasus és mas Prunus S-RN-azok evolucios torténetének részletesebb
megismeréséhez a C2-C5 régiok kozotti szarmaztatott AS szekvencidkkal filogenetikai elemzést
végeztiink a Minimum Evolution algoritmus alapjan (45. abra). Az illesztett szekvencidk kozti
hasonlosag mértéke 44,4 (Pav-So és Pcer-S3s) és 100% (Plau-S3 és Pav-Se; Pmum-S11 és Parm-
S17; Psal-Sn és P. simonii Carr. S1, Pdul-S, és Pten-So) kozott mozgott. A torzsfan a babérmeggy-
szekvenciak a legkdzelebbi homologokhoz csoportosultak. A hosszabb dgak nagyobb evollcios
tavolsagra utalnak négy allél (Sio, S14, S1s €s S20) €s a legkdzelebbi homologjaik kozétt, ahol mind
a nukleotid-, mind az aminosav-szekvencidk kozott kisebb mértékii a hasonldsadg. A Plau-Ss, Sio
¢és S17-RN-4z szekvencidk a fiirtviragzatuak kladjahoz tartozo fajok szekvenciaival csoportosultak,
mikozben a Plau-S4 kdzelebb talalhato a kajsziszekvencidkhoz (maganyos viragtiak) mint a Pvirg-
S$2. Az So- €s S11-allélok egy csoportban vannak a satorvirdgzatiiak és maganyos viraguak kladjanak
szekvencidival és ezen az agon a P. laurocerasus szekvencidk kozelebb keriiltek a
satorviragzatuak kladjanak tagjaihoz, mint a maganyos viraguak kladjaba tartozo fajok alléjaihoz.
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45. abra: Az Gjonnan azonositott P. laurocerasus és mas Prunus S-RN-az szekvenciak alapjan
készilt filogenetikai torzsfa Minimum Evolution moédszert alkalmazva az 50%-nal nagyobb bootstrap
értekek feltiintetésével (%, n=1000). A fekete szin a maganyos virdguak, a kék a satorvirdgzatiiak és a bordo
szin a fiirtvirdagzatuak kladjat jelzi a Prunus nemzetségen beliil (Chin és mts., 2013, 2014 alapjan). Az
ujonnan azonositott babérmeggy S-allélokat keret jeloli (Halasz és mts., 2021a).
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46. abra: A Prunus S-ribonukledz gén kiilonbozd régidiban eléfordulé mutacids események
gyakorisaga, fekete oszlop a konzervativ, savozott oszlop a nem konzervativ AS-cseréket jelzi. Az ,x”
tengelyen 1év6 szamok az AS poziciokat mutatjak az illesztés soran; a gén régidit Ushijima és mts. (1998)
adatai alapjan jeldltiik (Haldsz és mts., 2021a).

1

Osszesen 237 mutacids eseményt azonositottunk az 55 par szekvencia vizsgalata soran,
amibdl 33% nem konzervativ AS-cserét jelent. Kis szamban, de el6fordult AS-csere a C3 és RC4
régiokban, foként az RC4 szakaszon. Az dsszes mutacio 16%-a az RHV-ben volt kimutathatd. Az
S-RN-az gén jol jellemzett régiol kozti szakaszokon kiilonb6z6 szdmu mutécid jelent meg: az
0sszes mutacio 8-8%-a C2-RHV és RHV-C3 szakaszok kozott, 17%-a a C3-RC4 és 43%-a az
RC4-C5 régiok kozott. Az AS-cserével és a nem konzervativ helyettesitéssel jaré mutaciok
leggyakrabban az RC4-C5, C3-RC4 és az RHV régiokban fordultak el (46. ébra).
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA
6.1. A mandula genetikai vizsgalatanak osszegzése

6.1.1. Magyar ¢és Kelet-europai mandulafajtak, valamint amerikai fajtajeloltek
termékenyiilésének genetikai hattere

A mandula 6nmedddsége hosszii id0 Ota ismert, és ez az egyik olyan csonthéjas
gyiimolcsfaj, ahol elséként igazoltdk, hogy a tulajdonsag genetikailag meghatarozott. Tufts és
Philp (1922) iranyitott keresztezést kovetd kotddési vizsgalatokkal a XX. szadzad elején irtak le az
elsd S-genotipusokat ¢és a fajtdk két olyan csoportjat, melyek egymdst nem képesek
megtermékenyiteni. A szazad végén és a 2000-es évek elején a fenotipusos vizsgalatok mellett az
S-RN-4z izoenzimek kimutatasaval hataroztak meg sok amerikai, spanyol, olasz és francia fajta S-
genotipusat (Boskovi¢ és mts., 2003). Az S-RN-dz allé¢lok intronjanak méretpolimorfizmusa
alapjan a fenti fajtak kozott 18 inkompatibilitasi csoport 1étezését sikeriilt megerdsiteni (Ortega és
mts., 2006) vizsgalataink kezdetekor. A kelet-eurdpai fajtakrol azonban nem volt informacio, ezért
kezdtiik el a régioban fellelhetd fajtak genotipizalasat.

Osszesen 14 kiilonboz8 S-genotipust rdgzitettiink, melyek koziil a legtobb egyedi
genotipus, igy nem tartoznak egyetlen ismert kolcsonosen meddd (inter-inkompatibilitasi)
csoportba (CIG) sem (Ortega és mts., 2006; Gomez és mts., 2019b), ami azt jelenti, hogy genetikai
kompatibilitas tekintetében pollenadoként barmely fajta mellé tarsithatok. Az SeSs allél-
Osszetételll “Tétényi kedvenc’ a XIII. csoportba kertilt, ahol tobb kaliforniai fajta taladlhat6. Két
tovabbi, 11j inter-inkompatibilitasi csoportot azonositottunk: a ‘Szigetcsépi 55° (3/9) és ‘Eriane’
S115311 genotipustiakat a XXI. csoportba, mig az S36537 genotipustt harom ‘Nyikitszkij” klont és az
‘Orias kagylo® (4/4) fajtat a XXII. csoportba soroltuk. A XXI. csoport magyar és francia fajtakat
tartalmaz és szemi-kompatibilis szdmos 0. csoportba tartozo fajtaval (BoSkovi¢ és mts., 2003). A
XXII. csoportba magyar és ukran fajtak keriiltek, amik szemi-kompatibilisek a ‘Szigetcsépi 92 és
‘Vinoszlivij® fajtdkkal. Ezen informacidk elsdsorban az eurdpai nemesitd mithelyek szdmara
értékesek. Az altalunk leirt inkompatibilitdsi csoportokat a nemzetkdzi mandulanemesitési
programok atvették, és azok valamennyi aktualizalt tablazatnak részét képezik (Gémez és mts.,
2019b). Tekintettel arra, hogy t6bb kutatocsoport szimultin modon irt le inkompatibilitasi
csoportokat ugyanazon szdmokkal jeldlve, illetve néhany inkompatibilitasi csoport 1étezését nem
sikeriilt a késobbi molekularis vizsgalatokkal megerdsiteni, a tablazatot és a csoportok nevét
alaposan at kellett alakitani. Az altalunk azonositott csoportok jelenleg a CIG XXVII (eredetileg
XXI) illetve CIG XXVIII (eredetileg XXII) szdmokon szerepelnek.

Az S-genotipusok meghatarozasa a génbanki tételek ellendrzésére is alkalmas marker,
hiszen eltérd S-genotipus esetén nem lehet ugyanarrdl a fajtarol beszélni (Lacis és mts., 2008). A
génbanki gytijteményiinkben két ‘Orias kagylo’ néven jelolt fa allt, de ezeknél kiilonbozd S-
genotipust allapitottunk meg (SeS25 €s S36537). Valdsziniileg a nagy terméssel rendelkezd
hibrideknek ugyanezt a nevet adtak, igy nem egységes genetikai hatterli novények keriiltek ki
azonos néven (Brozik €s Apostol, 2003). A felmérésiink soran hasonlé eredményre jutottunk a
‘Szigetcsépi 557 esetében is, mert a kiilonb6z6é iddpontban szaporitott, eltérd életkoru két fa
genotipusa nem volt azonos, ami a nyilvantartas pontatlansagéara vagy véletlen keveredésre utalhat.
A francia ‘Eriane’ fajta két egyedének azonossagat azonban megerdsitette a vizsgalatunk.

Erdekes, hogy az Si-, S3-, Ss-, S7- és Ss- allélok, amiket kordbban ismeretlen eredetii fajtak
esetében irtak le (Lopez és mts., 2006), a vizsgalatainkban nem fordultak eld. Az Ss, S311 €s Si1
jelent meg leggyakrabban, ami az S-all¢lok egyenldtlen foldrajzi eloszlasara utal a termesztett
mandulak kozott. A kelet-eurdpai ismeretlen eredetli fajtak pedigréjében lehetnek kdzos pontok,
mint ahogy ez a kaliforniai fajtak kozott is el6fordul, leginkabb a ‘Nonpareil” (5753) és ‘Mission’
(8155) fajtak sziiloként valo gyakori alkalmazasa miatt (Kester, 1993; Lopez és mts., 2006; Pérez
de Los Cobos és mts., 2021).

Ot 1j mandula S-RN-dz allélt azonositottunk, amelyek kiilonbdznek minden korabban leirt
mandulaalléltol. Az S3in nagyon hasonld exon-intron szerkezettel rendelkezik, mint az So-allél,
ezért az ILP-technika ebben az esetben nem hasznalhatd, igy allélspecifikus primer tervezésére
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volt sziikség ennél az egy esetnél. Hasonld jelenség cseresznyénél az S»- és S7-alléloknal fordul
el (Sonneveld és mts., 2006). Az S3¢ €s az S»1, az S37 €s az So, valamint az Ssg és az Si2 2.
intronrégid mérete hasonlo (kevesebb, mint 20 bp-nyi kiilonbséggel) (Ortega €s mts., 2006), de az
1. intronrégié méretei egyértelmu elkiilonitést tesznek lehetévé, igy a két konszenzus primerpar
alkalmazaséval az allélok azonositdsa megbizhaté modon miikodik.

A jelenlegi mandulanemesitési programok egyik f6 célkitiizése az OT fajtak eldallitasa
(Martinez-Goémez ¢és mts., 2007; Saez és mts., 2020; Gradziel, 2022). A kereskedelmi
mandulafajtdk OT fenotipusaért felelés Sr-allél az olaszorszagi Apulia (Puglia) régiobol
eredeztethetd (Godini, 1979, Boskovi¢ és mts., 2007), az allélt hordozo fajtakat vilagszerte (de
kiilonosen a kaliforniai és mediterran nemesité miihelyek) intenziven haszndljak keresztezési
partnerként. Kelet-Eurépaban azonban maig nem ismert egyetlen OT fajta és ilyen iranya
nemesitési programrol sem tudunk. Az Sr-allélt ennek megfelelden nem is tudtuk kimutatni az
altalunk vizsgalt magyar, ukran és moldav fajtakban. A kelet-eurdpai mandulafajtak 6nmedddsége
miatt az S-genotipusok ismerete elengedhetetleniil fontos mind a termesztésben, mind a nemesitési
alapanyagok felhasznaldasakor. A termd iiltetvényekben a teljesen kompatibilis (kiillonb6z6 S-
allélokat hordozd) fajtdk nagyobb kotddési aranyt eredményeznek, kiillondsen azokban a
régiokban, ahol a kora tavaszi id6jarasi koriilmények korlatozzak a beporzé rovarok aktivitasat.
Az OT jelleg tovabb novelheti a fajtik termésbiztonsagat (Sapir és mts., 2008; Gradziel, 2022).
Az S-genotipusok meghatirozasa az elsd lépés a nemesitésben kiaknazhatdé kombinaciok,
sziil6partnerek kivalasztasahoz.

A kaliforniai USDA mandulanemesitési program (Agricultural Research Service, U.S.
Department of Agriculture) szdmara 4ltalunk vizsgalt hibridek koziil 2021-ben 1j OT fajtaként
fogadtdk el Craig A. Ledbetter Y116-161-99 nemesitdi jelzésli hibridjét, ‘Yorizane’ néven
(mérkaneve: The Gold Nut™). Az 1ij fajta rendkiviil igéretes, mert mind méretében, izében és
megjelenésében (kiilondsen aranysarga szine miatt) az egyik vezetd fajtava valhat rovid idon beliil
a kaliforniai iiltetvényekben (Ledbetter, 2021). Az altalunk genotipizalt tovabbi OT hibridek
jelenleg a bejelentést kovetd vizsgilat alatt allnak (Ledbetter szobeli kozlés, 2023). Az OM
hibridek inkompatibilitasi csoportba sorolasat megtettiik, igy a 82-73 (575s) és ‘Nonpareil’ nem
telepithetd egytitt (CIG I), csakiugy, mint a 23-122 a ‘Thompson’ (S557) vagy ‘Wood Colony’
fajtakkal (CIG IIT) vagy a K10-26 (S5Sg) a ‘Carmel’ és ‘Livingston’ fajtakkal (CIG V). Az 5627-
6 (SsS14) 0j inter-inkompatibilitasi csoportot alkot a kései viragzasu ‘Titan’ fajtaval. Ezt a csoportot
akkor kell véglegesiteni €s az inter-inkompatibilitasi tdblazatban nevesiteni, amikor az 5627-6 jeli
hibrid kereskedelmi forgalomba keriil.

Az 23.5-16 hibridben egy P. tenella fajban leirt vagy ahhoz nagyon hasonlo6 allélt (Si7)
azonositottunk. Késébb E. Ortega csoportja egy irani mandulafajtaban talalt egy ezekhez nagyon
hasonlo allélt (FN599509), amit Ss3-nak neveztek el. Természetesen a funkcionalis azonossag
tisztdzasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek, de nemesitési szempontbol annyiban érdekes ez a
tény, hogy a mandulafajtdk kozott kordbban nem azonositott, ritka allél miatt ez a hibrid
valamennyi ismert arufajtaval hatékonyan tarsithaté lehet az iltetvényekben, igy az egyedi
genotipusokat tartalmazo 0. csoportba tartozik.

Az elsé mandulafajtak S-genotipizalasa 6ta kozel 100 év telt el. Munkéank kezdetekor husz
inter-inkompatibilitasi csoport volt ismert, ami jelenleg mar 51-re boviilt, melyekbe 313 fajta
besorolasa tortént meg, az inkompatibilitasi allélok szama pedig 53 (S1-Ss53) (Gémez és mts.,
2019b; Gouta és mts., 2021). Az 51 CIG-bdl kettdt mi azonositottunk, egy harmadik csoport
véglegesitése a kozeljovOben varhatd; a 323 fajta és génbanki tétel szakirodalomban publikalt S-
genotipusabol 28-at mi hataroztunk meg, az ismert 53 S-RN-dz allélbol 5 a mi munkank
eredménye, €s a minden mas csoporttal kompatibilisen hasznalhatd, egyedi genotipusokat
tartalmazo6 0. csoportot is 11 tétellel bovitettiik.
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6.1.2. A hazai és a vilag jelentésebb termoteriileteirél szarmazé mandulafajtak
osszehasonlito genetikai elemzése

Szamos foldrajzi régidobol szarmazdé mandulafajta és génbanki tétel genetikai
variabilitdsanak felmérése megtortént. A kinai (Xu és mts., 2004), spanyol (Fernandez i Marti és
mts., 2009), kaliforniai (Dangl és mts., 2009), francia, olasz, 6rmény, irdni, tunéziai, ausztral,
ukran, portugal és szlovak (Zeinalabedini és mts., 2010; Rahemi és mts., 2012), valamint marokkoi
(El Hamzaoui és mts., 2013) mandulatételek genetikai elemzését foként sejtmagi €s kloroplsztisz
SSR-markerek segitségével hajtottdk végre. Vizsgalatainkat az a sajnalatos tény 0sztonozte, hogy
ezen tanulmanyokban magyar fajtdk soha nem szerepeltek, mikézben a kutatocsoportunk
legfontosabb tudomanyos tevékenysége, a csonthéjas gyiimdlcsfajok dnmedddségének genetikai
vizsgélata nyilvanvaléan kapcsolatban all az egyes fajokon beliill kimutathatdo genetikai
variabilitassal.

Osszesen 11 sejtmagi és 4 EST-SSR primerpar hasznalatival 238 allélt detektaltunk a
vizsgalatba volt 86 kiillonboz6 foldrajzi régidkbol szarmazé mandulagenotipusban. A
l6kuszonkénti allélszam a nem kodolo régidk esetében 17,54 volt, ami nagyobb, mint a korabbi
munkakban leirt 8,4 (Testolin és mts., 2004), 4,7 (Martinez-Gémez és mts., 2003), 6,3 (Xie és
mts., 2006), 14,9 (El Hamzaoui és mts., 2013) és 17,21 (Fernandez i Marti és mts., 2009) értékek.
Az irodalomban talalhaté legnagyobb értékektdl, a Fernandez i Marti és mts. (2015) altal kapott
18,66 ¢és a Distefano és mts. (2013) altal meghatarozott 18 allél/Iokusz értékektdl is csak kis
mértékben maradt el az altalunk kimutatott lokuszonkénti atlagos allélszam. Az EST-SSR
primerekkel kapott érték kisebb volt, 11,25 (Halasz és mts., 2019). A PIC érték nagyon informativ
az egyes markerek hasznélatdhoz, mert nemcsak a lokuszonkénti allélszamot, hanem a relativ
gyakorisdgukat is figyelembe veszi a kérdéses populacidkban (Anderson és mts., 1993), ezért
mindegyik l6kusz esetében kiszamitottuk. Az atlagos PIC érték az EST-SSR 16kuszoknal (0,66)
kisebb volt, mint az SSR-16kuszok esetében (0,80). Nem csak mandula (Rahemi és mts., 2012),
hanem mas fajoknal is ugyanez volt a tapasztalat (Tahan és mts., 2009). Ezen adatok aldtdmasztjak,
hogy a genetikai variabilitds SSR-l6kuszokkal torténd felmérése megbizhatobb eredményre vezet,
mintha csak a kodolo régiokbol (EST-SSR) nyernénk informaciot.

A megfigyelt heterozigotasag atlagértéke (0,73) kozel azonos volt a Fernandez 1 Marti és
mts. (2009) altal kozolttel (0,72), viszont kis mértékben nagyobb, mint a 0,59 és 0,62 értékek mas
vizsgalatokban (El Hamzaoui és mts., 2013; Martinez-Gomez és mts., 2003; Ferndndez i Marti és
mts., 2015). Altalaban a H. értékek nagyobbak voltak, mint a Ho, ezért a fixacios index 14
primerparral pozitiv, mig egy EST-SSR marker esetében viszont negativ értéknek adodott (Halasz
és mts., 2019). Az F értékek atlaga 0,13, ami kisebb, mint a Ferndndez 1 Marti €s mts. (2015) altal
kozolt 0,23.

A genotipusok egymas kozti genetikai kapcsolatat abrazolo UPGMA (Nei és Li, 1979)
dendrogramon a 86 minta két eltéré méretli csoportba sorolddott, melyek koziil az egyik kizarolag
a P. tenella faj egyedét tartalmazta. Mindez alatdmasztja, hogy a P. fenella feltehetGen nem vett
részt a modern termesztett fajtak kialakulaséban, az Amygdalus alnemzetség tobbi tagjat tomoritd
klad testvércsoportja (Bortiri és mts., 2006). A STRUCTURE analizis eredményeként kilenc
sorolt olasz fajtak mellett a P. webbii is megjelent. Ezek a fajtdk Ontermékenyiilok (Socias 1
Company, 1990) és tobb hipotézis szerint a P. webbii faj volt az OT fenotipus génforrasa az apuliai
régidban, amire morfologiai bélyegek és molekularis adatok is utalnak (Godini 1979, 2000; Socias
1 Company, 1990; Martinez-Gémez és mts., 2003). Késébb Boskovi¢ €s mts. (2007) az apuliai
manduldk és P. webbii egyedek S-genotipizalasa alapjan arra kovetkeztetett, hogy az Si-
allélvaltozat a P. dulcis fajban jott 1étre és introgresszioval keriilt 4t a P. webbii egyedekbe. Az
eredményeink is ezt a feltételezést tamasztjak ala, mert a vizsgalt P. webbii genotipus az apuliai
fajtak alléljaibol tobbet is hordoz, de az OT fajtdkban nem fordul el6 ,,vad” P. webbii allél. A két
faj kozti introgressziv pollenatvitel iranyatdl fiiggetleniil ez a csoportosulds megerdsiti azt a
feltevést, hogy a mediterran régioban kialakult mandulafajtdk tobb introgressziés eseményen
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mehettek keresztiil, kiilondsen a vadon €l6 P. webbii faj egyedeivel, aminek jelentds szerepe
lehetett a Foldkozi-tenger északi partja mentén €16 mandulapopulaciok kialakuldsaban (Socias i
Company, 2004).

Eredményeink alapjan a ‘Tuono’ és ‘Supernova’ kiilonbozé fajtak, amit Fernandez i Marti
¢s mts. (2009) is kimutatott. Korabbi SSR-vizsgalatok szerint Distefano és mts. (2013), illetve
Dicenta és mts. (2015) a két fajtat azonosnak talaltak. Sziciliai termesztok a két fajta termését
nagyon hasonlonak jellemezték, de a viragzasi idejiik és a novekedési habitusuk kissé eltérd
(Marchese és mts., 2008), ami egybevag az eredményeinkkel. Az ismeretlen eredetli ‘Filippo Ceo’
¢s ‘Falsa Barese’ SSR-mintdzata nagyon hasonlonak bizonyult, ahogyan agronomiai ¢€s
morfoldgiai tulajdonsagaik is (De Giorgio és Polignano, 2001). Feltehetéen kozos pedigréjiik
lehet, esetleg sziil6-leszarmazott kapcsolatban allhatnak egymassal.

A harmadik csoportba keriiltek a marokkoi egyedek a P. arabica genotipussal. A marokkoéi
csoport elkiiloniilését korabban El Hamzaoui és mts. (2013) is kimutattak. Delplancke és mits.
(2013) sejtmagi ¢és kloroplasztisz SSR-10kuszok alapjan endemikus allélok jelenlétét feltételezték
a marokkoi régioban, ami a teriileten torténd nagyon korai megjelenésiikre utalhat vagy glacialis
refugiumként maradtak meg (Médail és Diadema, 2009). A P. arabica feltehetden részt vett a ma
ismert mandula genetikai hatterének kialakitasdban. Ez a faj Irak, Jordania és Sziria teriiletein
honos, ahol természetes koriilmények kozott tobb faj hibridizacidja bekdvetkezhetett (Meikle,
1966). Delplancke és mts. (2016) molekularis adatai is arra utaltak, hogy a termesztett mandula
1étrejottét a P. arabica fajjal tortént spontan hibridizacio is segitette. A P. arabica fajt vagy
interspecifikus hibridjeit a karthdgodiak az i.e. 4. vagy 5. szazadban, esetleg az arabok a 6. vagy 7.
szdzadban vihették Marokkoba (Kester és mts., 1991).

A kaliforniai fajtdk is ©nall6 csoportot alkotnak. Az 1800-as évekbdl szarmazd, a
kaliforniai mandulaipar alapité fajtainak tekintett ‘Ne Plus Ultra’ és ‘Nonpareil” (Wood, 1925)
kicsit tdvolabbra keriilt a tobbi fajtatol. A ‘Monterey’ a ‘Nonpareil’ leszdrmazottja, a ‘Thompson’
eredete ismeretlen (Brooks és Olmo, 1952), de eredményeink alapjan, amit az S-genotipusuk ¢és
RAPD-analizisiik is aldtdmaszt (Bartolozzi ¢és mts., 1998), a ‘Nonpareil’ lehet az egyik
szlilopartner. A ‘Mission’ is nagyon kozel helyezkedik el a ‘Thompson’ fajtdhoz, aminek
mediterran eredetét mar Fernandez i Marti és mts. (2015) is feltételezték, és az eredményeink
alapjan ez tovabbi megerdsitést nyert, mert Akdamar-szigeteki (Dél-Torokorszag) allélok
jelenlétét mutattuk ki az amerikai fajtdkban.

Két alcsoportban kiilonbozo eredetii fajtdk keverednek. Az egyik alcsoportban magyar,
francia és marokkoi genotipusok, mig a masikban néhany ukran és magyar genotipus talalhato. A
‘Szigetcsépi 55° csak kisebb eltéréseket mutatott az ‘Eriane’ fajtdhoz képest a vizsgalt 16kuszok
koziil kettdben. Az ‘Eriane’ megjelenése ebben az alcsoportban egy marokkoi genotipussal egyiitt
jelzi a mediterran orszagok és a kiilonboz6 génbankok kozotti intenziv kapcsolatokat, amelyek a
foniciai kereskedelemtdl a XX. szdzad masodik felében tett gylijtdutakig terjednek (Gradziel,
2011). Egyik alcsoportban ukran és magyar fajtak, valamint az ‘ Afrnitsplates’ (feltételezett afrikai
eredetil) talalhatd. Az ukran fajtak és a magyar genotipusok (‘Diosdi félpapirhéju’, Cegléd-451 és
Gellérthegy-9) az eurdpai €s vad fajok csoportjara jellemzd allélokat hordoznak. Az ukran
nemesitési programok alapjat francia (Yezhov és mts., 2005) és vad fajokbdl szarmazd génbanki
tételek adtak (Gradziel, 2011).

Az 5. csoportba 22 magyar egyed keriilt régi fajtakkal, alanyokkal, felhagyott tiltetvények
utan maradt, kivadult alloményok egyedeivel. Az ismert pedigréjli fajtdk a szarmazasuknak
megfeleld csoportositast mutattak. Szamos keserli magvi mandula az édes magviak csoportjaba
sorolddott. Ezek a keserti magbelti gellérthegyi egyedek a XIX. sz. masodik felében telepitett
Oszibarack-liltetvények alanyai voltak (Rapaics, 1940). Az §szibarack-iiltetvények felszamolasat
kovetden a mandulaalanyok megmaradtak €s a Duna-part festéi szépségii latképét tovabb emelték,
ami az UNESCO Vilagorokségének részévé valt. Az édes és keserli magbelii egyedek kevert
megjelenése nem varatlan, hiszen e tulajdonsagot mindossze egy gén hatarozza meg (Dicenta €s
Garcia, 1993b).
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A 6. csoportba foként torok, néhany marokkoi €s magyar egyed, valamint a mediterran
eredetli ‘Santa Caterina’ fajta tartozik. Ez a csoport arra utal, hogy a Monoron (Magyarorszag)
mintavételezett nagyon 1d0s fak kapcsolatban allhatnak a mediterran genotipusokkal. A mandulat
el6szor a romaiak hoztdk Magyarorszagra (Panndnia) (Rapaics, 1940; Gradziel, 2011), majd a
kozépkorban latin szerzetesek és kereskedok. Ezt az etimologia is alatdmasztja, mivel a latin
mandorla/mandola sz6bol ered a magyar ,,mandula” kifejezés. A torok novényanyag két csoportba
keriilt, mert az Akdamar-szigetek (Van-t0) és a Bademli (Erzurum) régio jol elkiiloniilt egymastol.
A Bademli-31 a kirgiz mintdk kozé sorolddott, ami valdsziniileg a Selyemut kereskedelmi
utvonalanak foldrajzi kozelségével magyarazhaté (Gradziel, 2011).

A STRUCTURE-analizissel meghatarozott fOcsoportok variabilitdsi paramétereit is
meghataroztuk. Az AMOVA-analizis kimutatta, hogy jelentds genetikai variabilitas figyelhetd
meg a populacidkon beliil (71,30%), illetve kozottiik is (28,70%). Ez az érték nagyobb, mint a
korabban vizsgalt P. sibirica (Wang ¢s mts., 2014) vagy P. mahaleb (Jordano és Godoy, 2000)
populacidk kozott. Mivel az allélgyakorisagok mértékét a vizsgalt egyedszam is befolyasolja, az
akdamari, bademli és marokkoi csoportok kozvetleniil 6sszehasonlithatok a 11 egyedbdl allo
azonos mintaszam miatt. Ennek alapjan az akdamari populécio genetikai variabilitasa kisebb a két
masik csoporthoz hasonlitva. A legnagyobb megfigyelt heterozigdtasagi értékek hasonlok voltak
a korabbi publikaciokban kozoltekhez (Martinez-Gomez és mts. 2003; El Hamzaoui és mts. 2013;
Fernandez i Marti és mts. 2015), és Osszhangban allnak a faj 6nmeddd fenotipusaval. A
génaramlassal kapcsolatos N paraméter, ha egynél nagyobb, akkor a genetikai sodrodas (drift)
kovetkeztében kialakuld diffenecidléodds nem jellemzd (Slatkin és Barton, 1989). A vizsgalt
populaciok mindegyikében egynél kisebb értéket kaptunk, ami a populaciok kozotti jelentds
genetikai differencialodast mutatja. Tovabba az allélok méretét, az SSR ismétlédések tagszamat is
figyelembe vevO Rst értékek is megbizhaté informaciot adnak a populaciok differencialtsagarol
(Slatkin, 1995; Mihretie és mts., 2015). Eredményeinkben csak kis eltérés mutatkozott az Fst és
Rst értékek kozott, osszefliggésiiket Mantel-teszttel is igazoltuk. Néhany csoport kozott, ahol az
Fst szignifikdnsan nagyobb volt, mint az Rst, valoszinisithetd, hogy a populaciok
differencialodéasat elsdsorban a genetikai sodrodas alakitotta ki, de a legtobb populacié kozott a
kisléptékli mutaciok felhalmozodasa is hozzajarulhatott a végsd allapot 1étrejottéhez (Hardy és
mts., 2003). A Mantel-teszt nem mutatott szignifikans Osszefliggést a foldrajzi és genetikai
tavolsadgok kozott, vagyis nem a foldrajzi tavolsag okozza a genetikai differencialodast.

A beltenyésztési egyiitthatd (Fis) alacsony pozitiv értékei a magyar, bademli, marokkoi
egyedeknél és az olasz dntermékenyiild fajtaknal nagyon kis mértéki beltenyésztésre utalnak, amit
mas populaciokbodl szarmazo adatok is aldtdmasztanak (Xie €s mts., 2006; Fernandez 1 Marti és
mts. 2009; El Hamzaoui és mts. 2013). Vadon novd populaciok esetében a kozds eredetre
visszavezethetd, rokon egyedek kozti szaporodas eredményeként csokkenhet a heterozigotasag
mértéke (Hadziabdic és mts., 2012; Veron és mts., 2005). A szelekcids nemesitési folyamat is
hasonl6 kovetkezményekkel jarhat. A kivald genotipusok preferdlasa a szaporitds soran (Lansari
vezetett, ami megerdsiti az eredményeinket, hogy bizonyos mértékii beltenyésztés a helyi
populacidkban eléfordulhat. Az ember altal gyakorolt szelekcids nyomas kovetkezményei intenziv
nemesités nélkiil is megjelenhetnek, ahogyan az a bademli és marokkoéi egyedek esetében lathato.
A marokkoi régidoban nagy genetikai diverzitas tapasztalhat6 az atlagos allélszdm és a megfigyelt
heterozigotasag alapjan. Ez valosziniileg a mandula tobbszords €s ismétlodd betelepitésének
koszonhetd, ami a domesztikacio hatasara kialakult palacknyak-effektus elkeriilésével a helyi
diverzitas novelését eredményezte (Pickersgill, 1998). Delplancke és mts. (2013) megerdsitettek,
hogy a marokkoéi allélkészlet kialakulasara a dél-eurdpai és észak-afrikai teriiletek kozotti
cserekereskedelem jelentds hatdssal volt.

Az olasz fajtak kisebb mértékii heterozigdtasagat els6 megkozelitésben az ontermékenyiild
fenotipusukra is visszavezethetnénk, ugyanakkor Ferndndez 1 Marti €s mts. (2009) nem taléltak
kiilonbséget az OT és OM fajtak heterozigotasaganak mértékében. Ez nem is volt meglepd, mert
ezek a fajtdk az Sr-allélra is heterozigotak (Socias 1 Company, 1990), és a mandulanemesitésben
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az Ontermékenyitést nem hasznaljdk a nemesitok a beltenyésztéses leromlas sulyos
kovetkezményei miatt (Martinez-Garcia és mts., 2012). Az ontermékenyiild jelleg viszonylag
yjkeleti a mandulanal (kb. 50 éve irtak le el6szor, Godini, 1975), igy nem eredményezhette a karos
hatasu allélok felhalmozodasat és a variabilitas jelentés mértékii besziikiilését (Socias i Comany
2002; Szikriszt €s mts., 2011). A fajtak viszont sok esetben ugyanarra a sziilore vezethetok vissza,
igy felteheten ez esetben is inkdbb a kevés, kivalo, az ontermékenyiilési képesség donorjaként
hasznalt sziilofajta hasznalata, az utdodok kozeli rokoni kapcsolata vezethetett a genetikai

Két csoport, a kaliforniai €s az akdamari mutatott negativ Fis értéket, ami a heterozigotak
elméletileg varhatonal nagyobb aranyara utal. A kaliforniai fajtdk mindegyike kozeli rokonsagban
all a k6zos szarmazasuk miatt, ugyanakkor Lansari és mts. (1994) adatai alapjan bar a legtobb fajta
pedigréjében a ‘Nonpareil’ és ‘Mission’ fajtak szerepelnek, a beltenyésztési egyiitthatd alacsony,
amit a mi eredményeink is igazolnak. A legkisebb Fis érték az akdamari populécional fordult elo,
ami egy foldrajzilag izolalt teriilet egyedeit jellemzi. Akdamar-sziget a Van-t6 partjatol 3,5 km-re
talalhatd, amekkora tavolsagot a beporzo rovarok altalaban képesek ugyan atrepiilni, de a viztiikor
reflektanciaja elriasztja a rovarokat, nem vallalkoznak a szamukra végelathatatlan, veszélyeket
rejtd, nagy kiterjedésii vizfeliilet athidaldsara (Tautz és mts., 2004). Az itt vizsgalt egyedek nagy
részének genotipusa szinte nem tér el egymastdl, ami 6nmeddd ndvények esetén legvaldsziniibb
moédon az alapitdé hatissal magyardzhatd, mely a kultirndvények evolucioja szempontjabdl is
ismert jelenség (Ladzinsky, 1985). Akdamar-szigetére feltehetden minddssze néhany egyed (mag)
keriilhetett, ¢s ma a szigeten ¢l6 fak ezek leszarmazottjai. Mivel a tobb kilométeres tengersav a
megporz6 rovarok atjutdsat, igy a partvidéken ¢16 mandulafakrol pollenszem bekeriilését nem teszi
lehetdvé, a foldrajzi izolacid miatt a populaciot a mai napig valtozatlanul kis genetikai variabilitas
jellemzi.

Eredményeink szerint a mandula genetikai variabilitdsat jellemzé paraméterek nem
mutatnak jelentds eltérést a feltételezett kdzép-azsiai géncentrum (Martinez-Gomez €s mts. 2007)
¢és a vizsgalt teriiletek kozott. Ez jelentdsen eltér a kajszi esetében megmutatkozo tendenciétol,
ahol a k6zép-azsiai géncentrumtol a nyugat- és kozép-eurdpai illetve mediterran régiok iranyaban
a genetikai variabilitds nagymértékii besziikiilése tapasztalhato (Pedryc és mts., 2009; Bourguiba
és mts., 2012a;b). A kajszi genetikai variabilitdsanak erdzidja a heterozigotasag meértékének
csokkenésével jar egyiitt, de a manduldnal ez csak kis mértékben tapasztalhato. A beltenyésztés
hatésa is csak korlatozottan mutatkozott, még az OT fajtak esetében is. Ez egyértelmiien annak
kdszonhetd, hogy a tulajdonsag felbukkandsa viszonylag 0j jelenség és a beltenyésztéses leromlas
miatt a nemesitok sem alkalmazzék az 6ntermékenyitést.

A legtdbb populédciondl jelentés mértékli genetikai differencialdodast tapasztaltunk, ami
foként a drift hatasanak, illetve mutaciok megjelenésének koszonhetd. Fontos oka lehet még a vad
fajokkal (P. webbii, P. orientalis és P. arabica) torténd fajkeresztezddés (introgresszid) is. Tobb
tanulmany bizonyitotta a kétiranyu génaramlas jelenségét a vad és termesztett mandulafajok kozott
(Godini, 2000; Boskovi¢ és mts., 2007; Zeinalabedini és mts., 2012; Delplancke és mts., 2012). A
modern nemesitési programokban a kedvelt genotipusok gyakori hasznalata, mig természetes
viszonyok kozott az alapitohatas és a foldrajzi izolacid vezethet a genetikai variabilitas kismértéki
csOkkenéséhez. A genetikai valtozékonysag azonban mégsem mutat olyan jelentds, negativ iranyu
valtozast, mint a kajszi (Bourguiba és mts., 2012a;b) vagy a legkozelebbi rokon dszibarack
esetében (Forcada és mts., 2012; Verde és mts., 2013). A mandula és Oszibarack filogenetikai
szétvalasa 8-10 milli6 évvel ezeldtt kovetkezhetett be (Velasco és mts., 2016), és a legjelentdsebb
eltérés az onmedddség elvesztése volt az Oszibarack evolucidja soran (Tao és mts., 2007). A
mandulandl az ontermékenyiilési képesség annyira recens jelenség, hogy nem okozott jelentds
mértékll veszteséget még kialakulasanak helyszinén, az aptliai régidban sem, ugyanakkor az
ember altal gyakorolt szelekcids nyomads érezteti hatasat a genetikai sokféleség és a megfigyelt
heterozigotasag enyhe csokkenésével.
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6.2. A kajszi genetikai vizsgalatanak osszegzése
6.2.1. A magyar és torok kajszifajtak kozti kapcsolat feltarasa az S-lokusz alapjan

Szamos amerikai és eurdpai kajszifajta S-genotipusa ismert volt, de a vilag legnagyobb
kajszitermését ado Tordkorszag fajtairol semmilyen adat nem 4llt rendelkezésre, ezért ezen a
teriileten munkank uttéronek szamitott. Nemcsak a termesztok és nemesitok szamara jelentett 4j
informéciot a torok fajtak S-allél-készlete, de a faj kultirevolucios torténetére vonatkozd
ismereteinket is jelentds mértékben gazdagitotta.

Eredményeink megsziiletésében dontd szerep jutott az allélok kimutatisa soran elvégzett
modszerfejlesztésnek. PhD munkam keretében elsoként terveztem egy olyan primerpart (AprSFB-
F1 és AprSFB-R), amely képes volt a homozigota és heterozigota dntermékenytiilé és onmeddd S-
genotipusok kimutatdsara egyetlen PCR-rel. Mivel a reakcio soran 1100 és 1500 bp méretii
fragmentumokat amplifikaltunk, olykor a Prunus fajokra Aaltalanosan jellemzd, PCR
inhibitorokban gazdag DNS-kivonatok esetében az amplifikacio hatékonysaga nem volt kielégito.
Mivel ebben az id6ben az Sg-allél jelenléte, mint az Sc vad tipust, nem mutans valtozata, csak
néhany magyar fajtdban volt bizonyitott, az Ss- és Sc-allélok diszkriminacidja kevesek szamara
volt érdekes. Vizsgalataink alapjan azonban kideriilt, hogy a kajszi géncentruma felé haladva az
Sg-allél gyakorisaga szamottevo, ezért sziikség volt olyan molekularis markerekre (ilyenek az
altalunk kidolgozott AprSCS8 és AprFBCS primerparok), amelyekkel két egymast kovetod 1épésben
hatékonyan, nem koltséges és megbizhatd moddon igazolhatd, hogy az Ss/Sc-RN-dz allélt
hordozzak-e a vizsgalt egyedek, illetve hogy az Sc-haplotipus jelen van-e, és ha igen, homo- vagy
heterozigodta allapotban taldlhaté meg. A primerparok kisméretli fragmentumokat amplifikédlnak,
az amplikonok agar6z gélen azonosithatok. Primerparjainkat szimos tovabbi kisérletben sikerrel
alkalmaztdk a kajszinemesités €s -termesztés teriiletén legjelentdsebb orszagokban (Boubakri és
mts., 2021; Herrera és mts., 2018a;b; 2022; Pinar és mts., 2022; Nicolas-Almansa és mts., 2023).

Osszesen 51 fajta teljes, valamint négy torok fajta részleges S-genotipusat hatroztuk meg,
mintegy 32 kiilonbdz6 genotipus azonositasaval. Vizsgélataink el6tt csak két kajszi inter-
inkompatibilitasi csoportot irtak le, az els6t néhany észak-amerikai fajta (Egea és Burgos, 1996),
a masodikat a magyar Oriaskajszik (Szabo és Nyéki, 1991) alkotjak, de a torok genotipusok
meghatarozasaval 14-re nétt a csoportok szdma, ugyanis tizenkét 0j inter-inkompatibilitasi csoport
létezését igazoltuk (III-XIV). Mivel a kordbban vizsgalatba vont fajtak tGlnyomd részt a
genetikailag kevésbé valtozékony eurdpai 6kofoldrajzi csoportba tartoztak, és ezen fajtak tobbsége
OT (Mehlenbacher és mts., 1991), nem volt véaratlan, hogy a tobbi csonthéjas fajhoz képest sokkal
kevesebb, minddssze két CIG csoport 1étezését igazoltdk (Egea és Burgos, 1996; Szabd és Nyéki,
1991). A tobbi termesztett Prunus faj (cseresznye, mandula, japanszilva) esetében mar ebben az
idében is sokkal tobb csoport volt ismert (Tobutt és mts., 2005; Ortega és mts., 2006; Halasz és
mts., 2007a; Guerra és mts., 2009). Tizenkét fajta egyedi S-genotipussal jellemezhetd, igy az un.
univerzalis pollenadok kozé sorolhatdk, mert genetikailag kompatibilis mind a 14 CIG csoport
fajtaival. Az 55 fajtabol minddssze 7 bizonyult OT fenotipusunak, melyek koziil 6 esetében ezt
gylimolcskotddési  ardny vizsgdlatdval is bizonyitottdk (Giilcan ¢és mts., 2006). Az
ontermékenyitést kovetden az ScSc homozigota ‘Canakkale’ példaul kiemelkedéen nagy, 30%
feletti gytimoleskotddést mutatott két egymast kovetd évben is.

Korabban, a PhD munkam vizsgalatai soran bebizonyitottuk, hogy a kajszi elsddleges,
tavolkeleti géncentrumatol nyugat felé haladva egyre kevesebb S-allél mutathat6 ki, amit csak a
kozép-azsiai génforrast felhasznald nemesitési programok (pl. Magyarorszdg, USA) hatasa
modosit (Halasz, 2007). Néhany allél csak bizonyos foldrajzi régidokban jelent meg, mint példaul
az S10-S14 az ormény eredetli fajtdkban (Haldsz és mts., 2005), az Ss, So, S19 €s S20 csak magyar
fajtakban (Haldsz, 2007b; Halasz és mts., 2007b). Az S11—S13-allélokat ezuttal torok fajtdkban is
azonositottuk, foként a torok-6rmény hatarhoz kozeli teriiletekrdl szarmazodkban. Réaadasul a
korabban csak magyar fajtakbol ismert allélokat viszonylag nagy gyakorisaggal talaltuk meg a
t6rok fajtakban, és még a CIG I1. csoportba sorolt Oriaskajszik genotipusat hordozé harom torok
fajtat is talaltunk. A torok novényanyagban 12 allélt, a magyar fajtak kozott 6t allélt irtunk le és
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mind az 6t allél a torokokben is el6fordult. Ez molekularis bizonyitékként tdmasztja ala azokat az
irasos dokumentumokat, melyek szerint a XV. és XVI. szdzadban sokszor érkezett kajszi
szaporitdanyag Torokorszagbol Magyarorszagra (Faust és mts., 1998). A torokok visszavonulasa
utan a kajszitiltetvények elhanyagoltta valtak és néha meg is semmisitették azokat, ugyanakkor a
magok ¢és néhany taléld egyed altal a novények koziil tobb fennmaradt. Kajszi esetében
bizonyitottdk, hogy a szelekcid jelentds mértékii genetikai elérehaladast eredményezhet
(Ledbetter, 2008). Az ily médon importalt torok ndvényanyag ezt kovetden természetes €s emberi
szelekciés nyomas ald keriilt, aminek kovetkeztében néhany kifejezetten jol alkalmazkodott a
magyar 0kologiai viszonyokhoz ¢s kivalé pomologiai értékekkel rendelkezett. Ez lehet az oka,
hogy a mai magyar ¢és torok kajszifajtdk mar nem hasonlitanak egymashoz, szdmos eltérés ismert
koztiik.

A jelenlegi magyar fajtadk tobbségét 6t-hat évtizeddel ezeldtt szelektaltak az egykori torok
birtokokkal ¢és gytimdlcsosokkel atfedésben 1évo teriileteken (Faust és mts., 1998). A ‘Korai piros’
fajtdban 1év0 Sro-allélt két torok fajtaban is azonositottuk. Az ismeretlen eredetii ‘Korai piros’
tajfajtat egy tobb, mint 100 évig torok feliigyelet alatt allo tertileten talaltak (Harsanyi, 1985). A
magyar ¢s irani-kaukéazusi fajtak kozti kapcsolatot SSR-adatok is bizonyitjak (Maghuly és mts.,
2005). Ugy tiinik azonban, hogy ez a kapcsolat viszonylag tjkeletii és a kb. 300 évvel ezeltti
torténelmi eseményekkel, hazank torok hodoltsagaval hozhatdé kapcsolatba, nem a kajszi 2000
évvel ezel6tti elsddleges elterjedési utjaval Kozép-Azsiatol Eurdpaig, mint ahogy azt korabban
feltételezték (Faust és mts., 1998; Maghuly és mts, 2005).

Nagyon érdekes, hogy az Sc-allélt hordozé OT fajtak csak a Torokorszag nyugati és
kozEpso részEébol szarmazod mintak kozt fordultak eld, a keleti teriileteken nem, holott az allél
eredeti, vad tipusa, az Ss-allél mindenfelé, igy keleten is jelen volt. Annak érdekében, hogy még
pontosabb képet kapjunk az Sc-allél felbukkanasarol, felmértiik a kozép-keleti Erzincan régidban
vadon €16 tovabbi 63 kajszifa S-allél-készletét is. Ez azért is érdekes, mert az Sc-allél legkeletibb
el6fordulasa éppen az Erzincannal hataros Malatya régiora jellemz6. Eredményeink ravilagitottak,
hogy az Sc-allél egyik egyedben sem fordult eld Erzincanban, mikdzben az Sg volt a leggyakoribb
allél. Az Sc-allél hianyanak harom oka lehet: 1.) a mutacido mésik foldrajzi régioban kovetkezett
be; 2.)az Sc-allél jelen van a régidban, de annyira ritka, hogy a nagy szamu mintavételezés ellenére
sem taldltunk olyan egyedet, ami hordozza; 3.y el6fordulhat, hogy jelen volt a régidban, de a
természetes szelekcid miatt mar eltlint, a sorozatos Ontermékenyiilés hatasara kialakult
beltenyésztéses leromlas kovetkeztében. Ugyanakkor a mandula beltenyésztéses leromlasaval
szemben (Ortega és mts., 2010), kajszi esetében ilyen adat nincs, s6t korabbi megfigyelések szerint
a tobb generacion keresztiil bekdvetkezd ontermékenyiilés sem okozott leromlast (Nyujto €s
Suranyi, 1981). Eredményeink, bar nem bizonyité erejliek, arra utalnak, hogy a funkcioképtelen
Sc-allél kialakuldsanak legvaldsziniibb helye Kozép-Torokorszag lehetett. Az Sc-haplotipust
pollenszemek barmely genotipusii bibével kompatibilisek, igy a terjedésiik akadalytalan volt.
Amennyiben az Sc-haplotipus bekeriilt Magyarorszagra, az dntermékenyiild fajtdk megjelenésével
a hilivosebb, csapadékosabb teriileteken is kielégitd gylimdlcskotddést eredményezhetett. A
Magyarkajszi fajtakor jol ismert Kozép-Eurdpaban, ¢s mindegyik tagja ScSs genotipusti (Haldsz
és mts., 2007b). A torok fajtak kozil harom is ugyanilyen allél-Osszetétellel rendelkezett.
Mindharom kozepes gylmolcsméretl ¢és kettdt friss fogyasztdsuként értékesitenek a
Magyarkajszikhoz hasonloan. Elképzelhetd, hogy ezen fajtak dsei hozzajarultak a Magyarkajszik
kialakulasahoz.

A 63 vadon €16 egyedben 36 kiilonbozd S-genotipust hataroztunk meg, amelyek koziil 9
nem fordult eld a termesztett fajtdkban (Burgos és mts., 1998; Haldsz és mts., 2005; 2007b;
Lachkar és mts., 2013). Egy ilyen valtozatos populacidoban szelekcids nyomdsra van sziikség az
allélfrekvencia jelentds megvaltozasahoz. Példaul a kedvezdtlen 1ddjarasi viszonyok
befolyasolhattak a kajszi elterjedését. Nyugat-Torokorszagban a virdgzasi id6 alatt nagyobb a
csapadékmennyiség, mint az FErzincan régidban (http:/www.mgm.gov.tr/ files/en-
US/climateofturkey.pdf), ami a megporzéd rovarok aktivitasanak csokkenésével jar. Ilyen
csapadekos kozegben az ontermékenyiilési képesség kialakuldsa jelentds elonyt ad a megfeleld
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gyiimolcskotddés 1étrejottehez, ahogyan az az dszibarack faj kialakuldsa soran is megtorténhetett
(Tao és mts., 2007). Ennek megfelelden viszonylag nagy gyakorisaggal talaltunk OT fajtdkat a
nedvesebb teriileteken (Edirne, Canakkale, izmir és Bursa). A termesztésben 1év6 fajtak esetében
nemcsak a természetes, hanem a human szelekci6 is befolyasolta az allélgyakorisagot. A vad és a
termesztett torok kajszik S-allél-készletének jelent0s atfedése azt mutatja, hogy a torok
kajszinemesitési programok meghatarozd részben meritettek a vadon fellelheté gazdag
novényanyagbol, igy a hagyomanyos fajtak és a vadon ¢l6 egyedek kozotti nagyon szoros
genetikai kapcsolat maig kimutathato.

Néhany allél dominancidja meglepd volt (pl. S> és Sg), de vad cseresznyepopulacioknal is
tapasztaltak hasonldan egyenlétlen alléleloszlast (De Cuyper és mts., 2005; Schueler és mts.,
2006). Az eltérd allélgyakorisag tobb tényezovel is magyarazhatd, példaul az alapito hatassal vagy
a bizonyos S-allélokkal kapcsolt mas régiokra hatd szelekcids nyomassal. A GSI rendszerekre
jellemzd nagy aranyu heterozigdtasag eldsegiti a karos hatasu, recessziv allélok felhalmozodasat
a populdcidban. A hasonlé inkompatibilitasi hatterti Solanum nemzetségben a hét vizsgalt S-allél
koziil kettdhoz kapcsoltan szadmos sulyosan kdros mutaciot mutattak ki (Stone, 2004). Az Ss-allél
gyakorisadga arra utal, hogy ennél az allélnal nincs olyan kapcsolt, karos hatasti genomi régio,
amely tisztitd szelekcionak lenne kitéve. Bar az OT fajtak elterjedésében az emberi szelekcid
kiemelt szerepet jatszott, de ha barmilyen karos hatdsu kapcsolt régié jellemezné ezt az
allélvaltozatot, akkor az ScSc homozigdta, illetve az ScSs heterozigota egyedeknél ez
manifesztalodhatott volna a fenotipusban. Ugyanakkor egyetlen ezen genotipust fajtaban sem
tudunk ilyen jelenségrdl (Vilanova és mts., 2006; Halasz és mts., 2007b). Mar Entz Ferenc is
megjegyezte kivételes humoraval, hogy a biinbeesés bibliai torténete sem lehet pontos, mert Eva
nem taldlhatta jonak és tetszetésnek az akkoriban még minden bizonnyal kicsi és fanyar
almagytimoélesot: ,,Nem alma volt az, (...), hanem kajszibarack és pedig valosagos Magyar kajszi,
mely mai nap is magva utdn jobbdra egész eredeti josdgaban szaporithato, s annak kovetkeztében
mar Adam koraban is szintoly j6 volt, mint most.” Napjainkban még az ilyen régi adomak hatterét
is megvildgithatja a genetika tudomanya.

A kajszifaj kultarevolucios torténetének egyik legmeghatirozobb tényezdje az
ontermékenyiild fenotipus megjelenése volt, amelynek hatdsara a genetikai variabilitas sulyos
mértékben beszlkiilt mind Eurdpaban, mind a Mediterraneumban (Pedryc és mits., 2009;
Bourguiba és mts., 2012a;b). Nagy foldrajzi régiokat atfogo, széleskorli SSR-vizsgalatunk soran
bizonyitottuk, hogy Eurdzsidban nyugatrdl keleti irdnyban haladva ndvekvd alléldiverzitas
tapasztalhatd, ami a legnagyobb értéket a kozép-azsiai régioban és Kinaban éri el. Ugyanakkor a
kajszi eurdpai 6ko-foldrajzi csoportja bizonyult a legkevésbé valtozékony csoportnak ebben a
vizsgélatban is (Pedryc és mts., 2009).

6.2.2. Az europai és észak-afrikai kajszi kulturevolucios torténete az S-lokusz tiikrében

Az ontermékenyiilésért felelds allél megjelenése nemcsak az eurdpai kajszi torténetét
befolyasolta. A részletesebb kép megismerése érdekében az észak-afrikai régioban termesztett
kajszi jellegzetes S-allél-Osszetételét is elemeztiikk, mert az irdni-kaukdzusi csoportba sorolt
(Kosztina, 1970) dél-mediterran régidrol sem volt elérhetd informacio.

Az 55 marokkdi egyed S-genotipusanak meghatarozasa alapjan hét kordbban leirt S-allélt
azonositottunk. Az Sc-allél bizonyult a leggyakoribbnak, ezt kdvetden az Si3, S7, Si1, S2, S20, Sg €s
Se. Tizenkilenc genotipus esetében az iranyitott szabadfoldi ontermékenyitést kvetd pollentdmlo-
novekedési és gylimoleskotddési arany vizsgalataval igazoltuk, hogy az Sc-allélt hordozo egyedek
valoban ontermékenyiilok, mig a tobbi egyed 6nmeddd. A vizsgalt marokkoi kajszi zomét az oazis
agro-okoszisztémakban datolyapalmaval kozos liltetvényekben termesztik, és a termést foként
allati takarmanyként hasznaljdk (Carraut és Crossa-Raynaud, 1974). Ezeken a teriileteken a bo
termést ado fakat magrol szaporitottak. Mivel az OT egyedek megbizhaté kotddést és jelentds
termésmennyiséget produkaltak, leginkabb ezeket a tipusokat preferaltdk. A legtobb mag
ontermékenyiilést kovetden jott létre, igy ezzel magyarazhaté a foként homozigota egyedek
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dominanciaja, ami az S-16kusz diverzitasanak dramai beszlkiilését idézte el6 a Tighnit és Armed
(Agdz), valamint a Skoura oazisokban. Ezen oazisokban a kajszifak kevésbé erdteljesek és
fiatalabbak, mint a tobbi teriileten, ami arra utal, hogy a szaporitasi tevékenység intenzivebb volt
Dél-Marokkoban, mint északon, feltehetéen a kedvezdbb éghajlati tényezok miatt. Rich, Gulmima
¢s Kelaat M'Gouna esetében az éghajlati viszonyok altalaban kedvezdtlenek a gyiimolcstermesztés
szempontjabol a virdgzési idészakban eléforduld tavaszi fagykarok miatt, ellentétben az enyhe
telii Tighnit, Armed és Skoura oazisokkal. Igy a Rich, Gulmima és Kelaat M'Gouna oazisokban a
szaporitas nem volt olyan intenziv, ebbdl kovetkezden az OT tipusok irAnyaban végzett szelekcid
hatékonysaga is kisebb mértékii volt. Ez lehet a magyarazata annak, hogy ezekben a régidkban
mas odzisokhoz képest nagyobb az S-allélok szdma. Bourguiba és mts. (2012a;b) SSR-markereket
hasznalva megallapitottak, hogy a Draa-volgyben (a Tighnit és Armed oazisok itt talalhatoak)
kisebb a genetikai diverzitds, mint az északabbra fekvdO Moulouya-volgyben. Eredményeink
nemcsak megerdsitik ezt a megallapitast, de segitenek megérteni a jelenség okait is: a dél-
marokkoi Draa-volgyben termesztett kajszi csokkent mértékii genetikai variabilitasa feltehetéen
az OT jelleget és a botermésii egyedeket preferald human szelekcio hatasara alakult ki ezeken a
tertileteken.

Hagen ¢és mts. (2002) szerint a marokkoi kajszi az irani-kaukézusi csoportbodl eredeztethetd,
azon beliil egy 6nallo, mediterran csoportot képez. Az evolucios torténetre iranyul6 vizsgalatok
szerint a mediterran térség keleti részébdl két utvonalon érkezett a kajszi a nyugatabbra esd
teriiletekre. E18sz6r a Foldkozi-tenger eurdpai partjan, majd a méasodik ttvonal feltehetéen Eszak-
Afrikdn keresztiil vezetett az arabok segitségével (Zohary és Hopf, 2001; Faust és mts., 1998;
Zhebentyayeva ¢és mts., 2012). Ezt a hipotézist erdsitik meg Bourguiba és mts. (2012a;b) SSR-
eredményei is. A Kozép-Torokorszag teriiletén megjelend Sc-allél a foldrajzi kozelség miatt
konnyen eljuthatott a mediterran régidba, onnan Eurépaba és Eszak-Afrikaba. Ezt az evolucios
forgatokonyvet alatdmasztja az is, hogy az Sc-allél jelenlétét a mai napig nem sikeriilt kimutatni
az Erzincant6l Kinaig huzddo teriileteken termesztett és vadon novo kajszindvényekben (Zhang
¢s mts., 2008a; Wu és mts., 2009).

Az Sc-all¢él marokkdi megjelenése felveti a kérdést, hogy vajon Spanyolorszagon vagy
Eszak-Afrikan keresztiil keriilhetett be az orszégba, hiszen az Sc-allél mindkét régioban jelen van.
Korabbi munkaink soran kirajzolddott egy jellegzetes kép az egyes S-all¢lok foldrajzi eloszlasarol.
Az eredeti, vad tipusu Ss-allélt csak Torokorszdgban és Kozép-Eurdpaban (a torok hodoltsagra
visszavezethetd okokbol) talaltuk meg, a nyugat-eurdpai ndvényanyagban nem volt jelen. Mivel a
marokkoi egyedekben mind az Ss-, mind az Sc-allélok eléfordulnak, valosziniibbnek latszik, hogy
az irani-kaukazusi csoport tagjaibol keriilhetett ide Eszak-Afrikan keresztiil, nem pedig
Spanyolorszagbdl. Hipotézisiinket tovabb erdsiti, hogy az Sii- és Siz-allélok jelen vannak
Torokorszag déli részén, a hajdani Fonicia teriiletéhez kozel eso teriileteken. Ugyanakkor ezeket
az allélokat az Eurdpa nyugati és déli részén termesztett fajtdkban nem tudtuk kimutatni, mikdzben
a marokkodi populacidban nagyon gyakoriak. A ritkanak szamito Sxo-allél mindossze egy magyar
fajtaban és két torok tajfajtaban fordult eld a vizsgalataink elsd szakaszaban, de viszonylag gyakori
a marokkoi egyedek korében is. Az adatok megbizhatésaganak novelése érdekében specifikus
primert is fejlesztettiink a kimutatdsara. Feltételezésiinket tovabb erdsitette az a tény, hogy a
tunéziai fajtak jellemzése sordn szintén megtalaltuk az Sc-, Ss-, Si1- €s Siz-allélokat a helyi
fajtakban. A Torokorszagban azonositott 12 S-allélbol tehat Tunézidban hét, Marokkoban nyolc
talalhaté meg. Torténeti dokumentumok arra utalnak, hogy a kajszi eldszor a foniciai kereskeddk
révén jutott el Eszak-Afrika foldkozi-tengeri kikotéibe (Krichen és mts., 2008), ami az ismert
foniciai kereskedelmi hajozasi utvonalaknak megfelelden (Lipinski, 2004) kozvetlen kapcsolatot
valosziniisit a Torokorszag déli teriileteihez kozel esé okori Fonicia és az észak-afrikai orszagok
(Marokko és Tunézia) kozott. Mindezen adatokat dsszevetve eredményeink arra utalnak, hogy a
vizsgalt marokkoi kajsziegyedek irani-kaukdzusi eredetliek és az észak-afrikai utvonalon keriiltek
a térségbe, ahol a novény a kedvezd koriilmények hatdsara jol adaptalddott (47. abra).
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47. abra: Az S-RN-adz allélok elterjedése a Foldkozi-tenger térségében. A szaggatott fekete vonalak
a foniciai hajozasi Gitvonalakat mutatjak €s a kajszi feltételezett elsodleges elterjedését a Mediterraneumban.
A sziirke pontozott vonalak nyilak segitségével a kajszi génforrasok kozti dokumentalt mozgasokat jelzik
(Faust és mts., 1998). Az S-allélok foldrajzi régidkban torténd abrazolasa soran a sajat eredményeinken tal
felhasznaltuk az Alburquerque és mts. (2002), illetve Vilanova és mts. (2005) altal publikalt adatokat is
(Kodad és mts., 2013a).

Szintén a foniciai kereskedOk portékajaként keriilhetett a kajszi Dél-Eurdpaba is.
Valamivel késébb, az i.e. 1. szdzadban Orményorszagbol érkezett Olaszorszagba, a faj latin neve
is erre utal (Faust és mts., 1998). Ezt kovetden a Romai Birodalom egészében megjelent, igy az
egykori Pannonia teriiletén is. Ugyanakkor a jelentds fellendiilés a masodlagos megjelenése utan
kovetkezett be, a torok hodoltsag idején, a XVI. szdzadban. A tordk eredetli magyar fajtak Europan
keresztiil terjedtek tovabb, feltételezett leszarmazottjaik koziil jol ismert a ‘Luizet’ és ‘Nancy’,
amelyeket Eszak-Franciaorszdgban termesztetettek, mig az arabok altal bevitteket délen. Az
¢északabbra es0 teriileteken elterjedt fajtak ontermékenytildk (Halasz és mts., 2007b), ami a hideg
¢és csapadékos tavaszi idészakokban az dszibarack evolucios torténeténél is latott modon jelentds
elénnyel jart (Tao és mts., 2007).

Eredményeink szerint Europaban sokkal kisebb mértékii a kajszifaj variabilitdsa, mint
Eszak-Afrikaban. Néhany marokkéi oazisban, ahol a régio teljes allélkészletéhez képest igencsak
korlatozott szamu S-allél taldlhatd, a hosszii ideje magrol szaporitott fak talnyomorészt
ontermékenyiilok. Ugyanez a jelenség figyelhetd meg Kozép-Eurdpéaban, ahol csak kis szdmu S-
allél fordul el6 és a fajtak zome Ontermékenyiild. A genetikai variabilitas csokkenése mindkét
esetben jol lathato modon Osszefiigg az ontermékenyiild jelleg felbukkandséaval. A kajszi eurdpai
¢s ¢észak-afrikai helyzetének 6sszevetése, valamint tdgabb szemszogbdl a kajszi és mandula fajokra
jellemzd genetikai variabilitds Osszehasonlitidsa azt mutatja, hogy a genetikai diverzitas
csokkenése aranyos azzal a relativ idOtartammal, amit az adott faj egyedei az ontermékenytilés
kialakulasat kovetden eltoltottek azokon a teriileteken, ahol a faj nem fordul el vadon (példaul a
marokkoi odzisokban vagy Kozép-Eurdpaban).

6.2.3. A kajszi onmedddségét attoro Prunus-specifikus transzpozon azonositasa és hatasa

Korabban ismertté valt, hogy az dntermékenytiild jelleg kialakitasaért egy 358 bp hosszu

(Vilanova és mts., 2006; Halasz és mts., 2007b). A beé¢kelddott szekvencia pontos jellemzésére és
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szerkezeti sajatossagainak meghatarozasara azutan nyilt lehetdségiink, hogy néhany marokkoi
kajsziegyedben azonositottuk az SFBcz-allélt. A DNS-szekvencia igazolta, hogy az inszercid két
kopidban egymasba ékelddve, nested elrendezddéssel talalhatdo meg ebben az allélban. Kimutattuk,
hogy az inszercio két végén 82 bp hosszl forditva ismétlddé motivumok taldlhatok, ami a DNS
transzpozonokra jellemz6 TIR régio jelenlétére utal (Wicker és mts., 2007, Lee és Kim, 2014). Az
TSD-t (target site duplication) azonositottunk (CCTTTTATTTA); ugyanakkor a masodik, nested
elrendezddésti inszercid esetében a TSD mérete 9 bp-nak adodott. A nested elem 3’ végén egy
TCCC motivum volt, ami vilagossa tette, hogy a CCTTTTATTTA szekvencia elso két bazisa nem
is egy 9 bp méretii motivum (TTTTATTTA). A két citozintartalmti nukleotid a transzpozon
szekvenciajanak 3’ végéhez tartozik. A pontos azonositds az SFBc esetében azért nem volt
lehetséges, mert a TSD-t6] upstream iranyban egy Pro kodon taldlhat6, melynek elsé két bazisa
szintén citozin. Ezért tint Ggy, mintha a 3 oldalon taldlhaté TSD is tartalmazna ezt a CC
dinukleotidot. A mésodik inszerci6 TSD régidjatdl upstream iranyban azonban TA dinukleotid
szerepel, ami viszont nincs benne a 3° TSD-ben, helyette itt is a transzpozonszekvenciat lezaro CC
bazisok vannak jelen, ezzel igazolva, hogy ezek a nukleotidok nem a TSD részei. A TSD pontos
azonositasa elengedhetetlen volt a transzpozon osztilyozasdhoz: a FaSt elem a Il-es osztaly
Mutator szupercsaladjaba tartozik (Feschotte és mits., 2002).

Rizs esetében a 6600 azonositott MITE (miniature inverted-repeat transposable element,
rovid, forditott ismétlddéseket tartalmazo transzpozabilis DNS-szakasz) koziil tobb, mint a 10%
multimerként, szomszédos vagy nested elrendezddéssel fordult eld, koztiik a Tourist elem mutatta
a leggyakoribb ,,sajat magaba ¢kelddd” format (Jiang és Wessler, 2001). Raadasul a rizsgenomban
el6forduld 6sszes multimer egyedi volt, ami arra utal, hogy a nested transzpozon-komplex ebben
a formaban mar nem képes athelyez6dni. Ennek magyarazata a nested FaSt elem SFBc2-allélbeli
meg, emiatt a TIR régiot vélhetden nem tudja felismerni a megfeleld transzpozdz enzim, igy nem
vaghatja ki és helyezheti at. Mindez végs6 soron az OT fenotipus rogzitését segiti eld.
Vizsgélataink idején az els6 és egyetlen elérhetd genomszekvencia a Prunus nemzetségen beliil az
Oszibarackgenom volt (Verde és mts., 2013). BLAST analizissel igazoltuk, hogy a FaSt elemek
felhalmozodasa a génekben gazdag kromoszomarégiokban figyelhetd meg. Ehhez hasonl6an mas
genomszekvencidkban szintén az volt lathato, hogy a MITE ¢és altalaban a DNS-transzpozonok az
eukromatin régiokban koncentralddtak példaul az Arabidopsis és rizs (Feschotte és mts., 2002),
Sorghum (Paterson és mts., 2009), Brachypodium (International Brachypodium Initiative, 2010)
¢s arpa (International Barley Genome Sequencing Consortium, 2012) esetében. A tobb mint 100
bazisokat tartalmaz. Elemzésiink alapjan az 8szibarackgenomban a FaSt elemeknek minddssze kb.
30%-a tartalmaz elvétve C és G bazisokat. Ennek az inszercids preferencianak az eredménye, hogy
a FaSt szdmos esetben az intronokba ¢kelddik, hiszen a ndvényi intronszekvencidk igen gazdagok
A ¢és T bazisokban (Goodall és Filipowicz, 1989). FaSt kopiat talaltunk példaul a P. cerasifera Se-
¢és S14-RN-dz allélok 2. intronjaban. A MITE elemek eukromatin régiobeli gyakorisdga az aktiv
transzkripcids folyamatok miatti lazabb DNS-konformécidoval magyarazhatd, ami igy a
transzpozazok szdmara konnyebben hozzaférhetd (Civan és mts., 2011). Ugyanakkor a tény, hogy
az inszercio csak A/T-gazdag szekvencidkban lehetséges, csokkenti annak a veszElyét, hogy a FaSt
tonkretegye a gén fehérjekodold régioit. Nagyon érdekes, hogy 802 kiilonbozd eukariota
genombol szarmazd transzpozonszekvencia elemzése azt mutatta, hogy a nested elrendezddésti
transzpozonok a legtobbszor exonokba ékelddtek (Gao és mts., 2012). Ezt magyardzhatja egy
jelenleg ismeretlen mechanizmus, de az is lehet, hogy pusztan valdszinliségi alapon alakul ki ez
az egyenldtlen eloszlas. A FaSt elem maga is nagyrészt AT-ben gazdag szegmenseket tartalmaz,
igy lehetdséget kinal Ujabb FaSt kopidk inszercidjara. Raadasul ezek az események a tisztitd
szelekcid negativ hatasaitdl is mentesek, mert a gén mar funkcidképtelen volt az elsd inszerciot
kovetden, az ijabb példany beékelddése ezen nem valtoztat.
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Kajszi esetében a 358 bp méreti inszercido megjelenése az S-haplotipus-specifikus F-box
génben a termékenytilési fenotipus megvaltozasahoz vezetett (Vilanova és mts., 2006), hiszen az
SFB a pollenkomponens a sajat/idegen felismerési rendszerben (Entani és mts., 2003; Romero és
mts., 2004). Az SFBc-allélban a funkcidvesztést egy korai stop kodon idézi eld, ami egy sériilt, a
C terminalis fel6li véget nem tartalmazo fehérjemolekula keletkezésével jar (Vilanova és mts.,
2006). Ennek kovetkeztében a specifikus felismerésben szerepet jatszo6 HVa és HVb régiok is
hidnyoznak az SFB fehérjébol. Az AT-ben gazdag szekvencidkat elényben részesitd inszercid
Mivel a beékelddo transzpozonszekvencia guanin bazissal kezdddik, igy kialakul egy korai stop
kodon (TAG). Feltételeztiik, hogy az SFBc> az SFBc-hez hasonldan funkcioképtelen, hiszen mar
az elso inszercio egy korai stop kodon kialakuldsahoz vezetett. Mindezt pollentomlo-novekedési
¢és gylimolcskotddési vizsgalatokkal igazoltuk az Armed-3 (Sc2Sc2) egyednél. Valdjaban az a tény,
hogy az Sco-allélra homozigota genotipus kialakulhatott, 6nmagéaban is aldtdmasztja az allél
funkcioképtelenségét, hiszen funkcioképes, OM jelleget kodold allélok nem fordulhatnak el
homozigéta formaban (De Nettancourt, 2001).

A 34 vizsgalt marokkoi egyed koziil minddssze harom olyat talaltunk a Tighnit és Armed
oazisokban, amelyek az SFBc;-allélt hordozzak. Ebbdl kettd heterozigdta, egy homozigéta volt.
Mivel az SFBc, és az SFBc is funkcioképtelen, ugyanolyan az OT fenotipust kédoljnak, igy az
azonos szelekcios hatas kovetkeztében populacion beliili gyakorisdguk sem térhet el egymastol
jelentés mértékben. Ugyanakkor az SFBc 95%-0s gyakorisaggal a legelterjedtebb allél volt a
vizsgalt oazisokban. Ez az egyenl6tlenség csak azzal a ténnyel magyarazhato, hogy az SFBc>
kialakuldsa sokkal kés6bb kovetkezett be, mint az SFBc megjelenése a teriileten. A két odzis kozti
kiilonbség kb. 4 km, a szaporitdéanyagok cseréje pedig nagyon intenziv az egyes oazisok kozott.
Ezt a feltételezéstinket SSR-markerek segitségével is alatdmasztottuk, mert a harom egyed nagyon
kozeli genetikai kapcsolatot mutatott, vagyis az SFBcz-allél kialakuldsa egy valosziniileg recens
esemény volt.

Felmertil a kérdés, hogy miért éppen Marokkoban és csak ott talaltunk bizonyitékot a FaSt
elem kozelmultbeli aktivitasara. Ehhez figyelembe kell vegylik az alabbi tényeket: Tighnit €s
Armed oazisokban a kajszit intenziven szaporitottdk, a fak fiatalabbak és adott id6 alatt tobb
nemzedékiik volt més teriiletekkel Osszehasonlitva, ahol kevésbé volt intenziv a szaporitasi
tevékenység. Ez noveli a mutaciok bekovetkezési esélyét. Rdadasul mivel az egyedek tobbsége
ontermékenytiild, az effektiv populaciomeéret kisebb. A kis populacidéméret miatt a transzpozon-
inszercid révén kialakult allélok fixacidja hatékonyabb (Kejnovsky és mits., 2012). Tovéabbi
magyardzatot kindlhat az a megfigyelés, hogy a DNS-transzpozonok aktivizalédnak szamos
stressztényezd hatasara (Casacuberta és Gonzdlez, 2013). Példaul a rizsben az mPing jelolésii
MITE a kozelében elhelyezkedd gének expresszids mintazatat megvaltoztatta, lehetdve téve a
stressz hatdsara torténd nagyobb mértékli expressziojukat (Naito és mts., 2009). Magit a
transzpozonok aktivitasat is befolyasolja a stressz genetikai vagy epigenetikai szabalyozas utjan
(Lisch, 2009). A biotikus stressz hatdsdra modosulhat a DNS metilezettsége (Dowen és mits.,
2014), valamint a Solanaceae csalddban igazoltdk, hogy néhany MITE transzpozonrdl kis RNS-
molekulak képzddnek, amik mas gének szabdlyozasaban vehetnek részt (Kuang és mts., 2009). A
marokkoi odzisok szaraz és forrd iddjardsa okozhat olyan stresszhatast, ami befolydsolja a
transzpozonok aktivitasat. A FaSt els6 inszercidja, az SFBc-allél kialakuldsa eredményeink szerint
Torokorszag kozeépso részén kovetkezhetett be, ahol szintén a szaraz, forr6 iddjarasi koriilmények
kutatasi feladat a jovOre nézve.

A FaSt elem lehetséges egyéb hatdsai mellett az SFB génbe torténd inszercidja dramai
kovetkezményekkel jart, a termékenyiilési fenotipus megvaltozasaval. Mivel a csonthéjas fajok
tulnyomo tobbsége 6nmeddd, egy ilyen mutacié fennmaradasa valdsziniileg a beltenyésztés karos
hatdsainak elkeriilésén mult. Az Onmedddé fenotipusrdl Ontermékenyiilére  valtas
homozigoétasaghoz vezetett, de a genotipusok koziil csak azok maradtak fenn, amelyekben a
létfontossagn gének mitkodoképes alléljai voltak jelen. Ugyanakkor az ontermékenytilést eldidézo
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transzpozicids esemény kozvetett kovetkezményei is jelentdsnek bizonyultak, hiszen a genetikai
variabilitds dramai mértékli beszlikiiléséhez vezetett Nyugat-Europdban ¢és a mediterran
tertileteken is (Halasz és mts., 2007b; Pedryc és mts., 2009; Bourguiba és mts., 2012a;b).

A FaSt elemeket azonositottuk az Oszibarack (P. persica) pszeudo-kromoszoémain
talalhato, szdmos példanyt mutattunk ki. Egy teljes és részleges elemet talaltunk két P. cerasifera
S-RN-dz allél intronjdban is. Az NCBI-ban elérhetd tovabbi 13 P. cerasifera S-RN-az allélban
nincs jelen a FaSt elem, ami arra utal, hogy a transzpozon az allélok kialakuldsat kdvetden
inszertalodott az érintett két allél 2. intronjdba. Mindenezek alapjan a FaSt elem viszonylag
gyakori megjelenése jellemzé a Prunus fajok S-lokuszara és annak kornyezetére, és recens
aktivitasa is feltételezhetd

Az azonositott kajszi FaSt elemek egyértelmiien kiillonboztek a legtobb Oszibarack-
szekvenciatol, amit a nagy bootstrap értékek is tiikroznek a maximum likelihood analizis alapu
tobbségi konszenzus fa kladjainal, de viszonylag kozeli genetikai kapcsolatban allnak egy sor
olyan 6szibarack elemmel, amelyek kiilonb6z6é kromoszomakon helyezkedtek el. Néhany esetben
az 6szibarack kiilonb6z6 kromoszémain talalhaté FaSt elemek kertiltek egy csoportba, példaul az
egyik csoportot az l-es, 5-0s, 7-es és 8-as kromoszoma elemei alkotjak. Ez a mintézat,
Osszhangban a kajszi és Oszibarack fajok FaSt elemei kozott tapasztalhatd szekvenciaeltérések
altal sugallt gyors evolucioval, tovabb erdsiti a FaSt aktivitasanak tényét.

A FaSt elemek jelentds szekvenciavariabilitdst mutattak az Gszibarackgenomban, igy a
nested elrendez8désli azonos szekvencidk a kajszi SFBca-allél esetében szintén kozelmultbéli,
l6kuszon beliili integraciéra utalnak. Egy ScSc homozigoéta genotipusban megtorténhetett a FaSt
kivagddasa a homolog kromoszdmapdr egyik tagjabol, majd annak integracidja a masikba. Akér
igy tortént, akar nem, érdekes az a felismerés, hogy a nested elrendezddés egy olyan régidban
jelent meg, ahol a kajszifak nagy része ScSc genotipusu, ami a 16kuszon beliili integraciora kivalo
lehetdséget biztosit.

Az ilyen mdédon azonositott és jellemzett nem-autonom Mutator elemet Falling Stones
néven irtuk le (Hal4sz és mts., 2014a). Ez az elnevezés utal a csonthéjas gylimdlcsok angol nevére
(stone fruits), hiszen csak ebben a nemzetségben sikeriilt igazolni a FaSt genomi jelenlétét. A név
,hulld kavicsok™ jelentése érzékelteti azt a kdlavina-szerli gyors elterjedést, aminek hataséara az
evolucid viszonylag kései szakaszan kialakult transzpozon valamennyi kromoszéman szamos
példanyban el tudott terjedni viszonylag rovid i1d6 alatt. Ugyanerre utal a roviditésként hasznalt
FaSt megjelolés is. Az elnevezés tovabbi jelentésrétegét képezi, hogy a Falling Stones szintagma
felidézi a Rolling Stones szokapcsolatot is, amely angol nyelvteriileteken, tolvajnyelven azt jelenti,
csavargo: ezzel utalva a transzpozon szakadatlan és visszatérd helyvaltoztatasara. Bioinformatikai
elemzéssel €s kisérleti adatainkkal igazoltuk, hogy a Falling Stones nem autoném transzpozon
képes volt az SFB gén funkcidvesztését eldidézni. Az 6nmedddség attorése dontd fontossagl volt
a kajszi kultirevoltcidja soran, €s mivel a FaSt elemek elsdsorban a génekben gazdag régiokban
fordulnak eld, feltételeztilk, hogy mas gének miikodését is befolyasolhatja a transzpozon
aktivitasa., Mindez 2017-ben, harom évvel a FaSt azonositasat kdvetden, varatlanul €s egyben
oridsi meglepetést okozva igazolddott is.

Vilanova és mts. (2006) az ScS> genotipusu ‘Canino’ spanyol fajta utdédnemzetékében azt
tapasztaltak, hogy az Sc-allélt nem tartalmazo egyedek is képesek ontermékenyiilni. Rdadésul $>25>
homozigotak is létrejottek, vagyis az OT jelleg nem csak az Sc-allélhoz kotddhet. Az SFB; és az
S$2-RN-dz teljes szekvencidjaban azonban nem talaltak olyan mutacidt, ami funkciovesztést
idézhetett volna el6. A ‘Goldrich’ fajtaval torténd keresztezést kovetden a hasaddé nemzedék
genotipusainak aranyabdl arra kovetkeztettek, hogy ez a PPM jelenség a ‘Canino’ esetében nem
az S-16kuszhoz kapcsolt modon 6roklddik. A feltételezett, pollenfunkciot modositéd uj 16kuszt, ,,M”
betlivel (,,modifier”) jelolték, és a hasadd populacid elemzését kovetden a ‘Canino’ genotipusat
heterozigotanak hataroztdk meg, ScS> Mm. Kés6bb SSR-marker alapt kapcsoltsagi térképezés
alapjan kidertilt, hogy az M-16kusz nem az S-16kuszt is hordoz6 6-o0s, hanem a 3-as kromoszéman
helyezkedik el (Zuriaga és mts., 2012). Az észak-amerikai Zaigers Genetics altal nemesitett S1.52
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genotipusu ‘Katy’ fajta is ontermékenyiilonek bizonyult, raadasul a ‘Goldrich’ (S§152) fajtaval
keresztezve szintén létrejottek S252 homozigota egyedek. Kapcesoltsagi térképezés alapjan ennél a
fajtanal is a 3-as kromoszémara térképezOodott a pollenfunkciot befolyasold, modositd 16kusz
pozicidja, miutan az S-16kuszban itt sem jelent meg semmiféle mutacids esemény (Zuriaga és mts.,
2013). Tovabbi nagy felbontasu finomtérképezés soran egy 134 kb méreti régiora sziikitették az
-14 expresszalddott pollen-specifikusan, az SFB-hez hasonloan. Tizenkét kajszifajta
dsszehasonlitasa soran azt talaltak, hogy az OT ‘Canino’ és ‘Katy’ fajtak esetében a ParM-7 génbe
kereteltolodast okoz, aminek hatisara a 6 exonrégiobol 4 mar nem jelenik meg a feltételezett
fehérjetermékben (Mufioz-Sanz és mts., 2017).

Szekvenciaanalizis alapjan megallapitottdk, hogy a génjelolt egy diszulfid-hid-A
oxidoreduktdz, ami a thioredoxin (Trx) szupercsalad tagja. Ennek megfelelden a gén neve M-
lokusz-DsbA-oxidoreduktaz, roviden ParMDO (Prunus armeniaca M-locus disulfide bond-like
oxidoreductase) lett. A fehérje egy jellegzetes CxxC motivummal rendelkezik, és a célfehérjék
redox allapotanak szabalyozasaval részt vesz a szubsztrat fehérjék térszerkezetének kialakitasaban
(folding) ¢és a stabilitasuk elnyerésében. A ParMDO pontos fizioldgiai funkcidja még nem ismert,
citoplazmajanak redukal6 hatasu koriilményei kozott (Mufioz-Sanz és mts., 2017). A ParMDO
FaSt-inszercidval rendelkezd, dntermékenyiilést eldidézo génvaltozatat ,,m”, mig az eredeti vad
tipust ,,M” betiik jelolik. Osszesen 56 kiilonbdzd eredetii kajszifajta tesztelését végezték el az M-
allélvaltozatokra és 12 esetben taldltak OT heterozigota (mM) genotipusokat, melyek mindegyike
mediterran, foként spanyol eredetii fajta volt (Marchesano €s mts., 2022). A tanszékiink soroksari
génbanki gylijteményébdl szarmazo 36 fajtat, koztilk magyar fajtakat is megvizsgalva, egyikben
sem azonositottam az ,,m” allélvéltozatot (be nem mutatott eredmények), ami arra utal, hogy a
ParMDO mutacidja sokkal kevésbé elterjedt, mint az SFBc altal reprezentalt mutacié. Ez a szintén
ontermékenyiilést eldidéz6 mutacid egy sziik f6ldrajzi régiora korlatozodik, mikdzben az Sc-allél
a vildg minden kajszitermeszt6 tajan széles korben elterjedt. Ennek valoszinilileg az az oka, hogy
a kajszi elterjedési utvonala mentén a géncentrumtol, keletrdl nyugatra haladva a tordk teriileten
felbukkano Sc-allél konnyen eljuthatott a nyugatabbra esé orszagokba. Ugyanakkor a mediterran
régioban kialakul6, az M-16kuszt érinté mutacid nem terjedt el, mert nyugat feldl keleti irdnyba, a
genetikailag kevésbé varidbilis régiobdl a sokkal nagyobb valtozatossdgot mutatd orszagok
iranyaba nem keriilt sor a kajszi szaporitdanyagok tomeges bevitelére. Maig tisztazatlan, hogy a
spanyol tajfajtaként ismert ‘Canino’ és az észak-amerikai nemesitésti ‘Katy’ miképpen
hordozhatja pontosan ugyanazt a mutaciodt, de feltehetden valamilyen, nem ismert k6zds elem
valoszintlisithetd a pedigréjiikben, hiszen annak nagyon kicsi a valdszinlisége, hogy ugyanaz a
mutdciés esemény a gén pontosan ugyanazon szakaszan, egymastol fiiggetleniil, tobbszor is
bekovetkezzen.

A Falling Stones transzpozon jelentés mértékben hatott a csonthéjas gyiimdlesfajok
genomszerkezetére, hiszen nagy példanyszdmban fordul eld, minden kromoszéman megtalalhato
¢és valoszinlileg még ma is aktiv. Rendkiviil érdekes tény, hogy két olyan, egymastol fiiggetlen
fehérjekodolo génben okozott funkcidvesztéses mutaciot, amely a termékenyiilési fenotipus
megvaltozasahoz vezetett. Onmagaban az dntermékenyiilé jelleg kialakulasa is dramai hatassal
jart, ugyanakkor nem zarhato ki, hogy a FaSt mas gének esetében is eldidézett hasonld
funkcidvesztéses mutaciokat, amelyek felderitésével jelenleg is foglalkozunk.

6.2.4. A kajszi S-allél-rendszerének jelenlegi helyzete, az inter-inkompatibilitasi csoportok
szama

PhD munkdm sordn meghataroztam 51 gazdasdgilag jelentds kajszifajta és értékes
nemesitési alapanyag S-genotipusat. Eredményeinket az addig publikalt adatokkal Osszevetve
elkészitettem a kajszifajtak inter-inkompatibilitasi tablazatat, mely a mas munkak altal kozzétett
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eredményekkel O0sszesitve 67 fajtat sorolt két CIG csoportba, illetve az univerzalis pollenaddk
koz¢, tovabba az elsé inkompatibilitasi csoportot két fajtaval bovitettiik (Halasz, 2007a; Haladsz és
mts., 2005; 2007b). Ezt kovetden a torokorszagi ndvényanyagbol szdrmazd eredményeink alapjan
tizenkettovel novekedett a CIG csoportok szdma (III-XIV.). A 12 tunéziai helyi fajta S-
genotipusanak azonositasa alapjan tovabb bdvitettiik a sort, mert az S75s3 genotipusu ‘Oueld El
Oud’ fajta és a torok ‘Turfanda Izmir’ genotipusa azonosnak bizonyult, igy ezek a fajtak alkotjak
a XV. csoportot. Tovabbi két tunéziai fajta S7511 genotipussal (‘Hamidi’ és ‘Bouk Ahmed’) a XVI.
csoportba sorolddik, mig a XVII. csoportba (SsS12) a tunéziai ‘Adedi Ahmar’ és a torok ‘Alioglu
49’ keriilt.

Az elmult 27 év alatt az elsd vizsgalatok ota (Egea €s Burgos, 1996) mostanaig 30-nal is
tobb S-allélt ismertiink meg, kozel 250 fajta S-genotipusat és 33 CIG csoportot irtunk le (Egea ¢€s
Burgos, 1996; Halasz és mts., 2010b; Herrera és mts., 2018b; Boubakri és mts., 2021). Ugyanakkor
fontos megjegyezni, hogy a szakirodalomban megjelent adatok kozott szamos ellentmondas és
homonimia keletkezett. Az egyik f6 problémat az okozza, hogy a kinai kutatok nem vették
figyelembe az europai kutatok altal publikalt és elfogadott allélnevezéktant. A termesztok szamara
is komoly gondot okoz példaul, hogy az altalunk leirt So-allél ellenére egy masik allélt szintén So-
ként publikaltak (Jie és mts., 2005; Feng és mts., 2006; Zhang és mts., 2008a), igy Herrera és mts.
(2018b) tévesen soroltak be egyes fajtdkat az altalunk megalkotott SsSo vagy az SeSo
genotipusokkal jellemzett inkompatibilitasi csoportokba. Rdadasul egymds eredményeit sem
vették figyelembe, mert Zhang és mts. (2008b) S11-t81 S20-ig adtdk meg a neveket, de Wu és mts.
(2009) a 21 kihagyasaval S»-S3o-ig kozoltek adatokat, mindekdzben az NCBI adatbazisban
publikalatlan adatként Ss2-ig is t6ltottek fel szekvenciarekordokat.

A kaotikus nevezéktan miatt jelenleg a kajszi inkompatibilitasi tablazatok a gyakorlat
szamdra alig hasznalhatok, ami siirgetové tette a kajszi S-allél-rendszerének harmonizalasat. Ezt
tobb esetben kezdeményeztiik, mert a kaotikus adatok harmonizalasat a szakteriilet vezeto
kutatoinak egyiittes részvételével lenne szerencsés megvaldsitani. Ehhez hasonlé kezdeményezés
korte esetében sikeres volt (Goldway és mts., 2009), amikor azonos nevek alatt kozolt kiillonb6z6
allélok miatt 0jraszamoztak a teljes S-allél-sorozatot Sioo-t6l indulva. Reméljiik, hogy az
elkovetkezd években a kajszi és minden mas gyiimolcsfaj esetén sikeriil majd megbizhatdéan
hasznalhat6 ndmenklaturat és egyértelmii csoportbesorolasokat kialakitani.

6.3. A meggy genetikai vizsgalatanak osszegzése
6.3.1. A funkcioképtelen allélok jelenléte és hatasa a magyar meggyfajtakban

A meggy (P. cerasus L.) a cseresznye (P. avium L.) és a csepleszmeggy (P. fruticosa Pall.)
spontan hibridjeként jott 1étre. A keletkezésének helyszine valésziniileg Kis-Azsia és a Kaukazus
vidékére tehetd, ahol a cseresznye és a csepleszmeggy termoteriilete atfedi egymast (Olden és
Nybom, 1968). Mivel a meggyfajtak tulnyomo tobbsége ontermékenyiild (Lansari €s Iezzoni,
1990), viszonylag kevés fajta S-genotipusa ismert, bar kétségkiviil vannak gazdasagilag jelentds,
onmeddd fajtdk is (Dondini és mits., 2018). Ezek koziil a legismertebb sok egyéb kivald
tulajdonsdganak koszonhetden éppen a magyar ‘Pandy meggy’ (Borbola, 1942; Rapaics, 1940).
Fajhibrid jellege miatt a cseresznye genomjara kidolgozott konszenzus primerek (Sonneveld és
mts., 2003) alkalmasak a meggy S-l0kuszanak vizsgélatdra, de 6onmagaban nem elegenddk a
funkcioképtelen allélok azonositasira. Az OT jelleget meghatarozé funkcidképtelen allélok
kimutatasahoz specifikus markerekre van sziikség, amiket egy japan-amerikai kutatocsoport
dolgozott ki (Tsukamoto és mts., 2008a;b; 2010), igy ezeket hasznaltuk a magyar fajtak
vizsgalatahoz.

A pollen oldali mutans S1” egy 615 bp hosszuisagu inszertalodott Dissociation transzpozon
mts., 2006a), amit a specifikus markerrel csak az ‘Ujfehértéi fiirtds’ fajta esetében tudtunk
kimutatni. Az Sem-haplotipusban az Se-RN-dz allél egy 2615 bp-os inszerciot hordoz a kddolo
régiotol upstream irdnyban (Yamane és mts., 2003a), mig egy masik bibe oldali funkciovesztéses
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létre, ami korai stop kodont eredményezett (Tsukamoto és mts., 2006). Osszesen 8 fajtaban
azonositottuk a funkcidképes Se-haplotipust, mig az Sem2-haplotipust harom fajtdban. Az Si3
funkcidképes haplotipusnak két funkcioképtelen valtozata koziil az Si3m-haplotipusban egy 23 bp
hosszusagu delécio eredményez sériilt fehérjeterméket, mig az S13’-haplotipusban egy SNP miatt
keletkezett egy korai stop kodon (Tsukamoto és mts., 2006). Az Si3m-haplotipust a kontrollként
hasznalt ‘Montmorency’ fajtaban azonositottuk, mig az Si3’-haplotipust harom fajatban talaltuk
meg.

A cseresznyében korabban nem ismert S3s-haplotipusnak négy funkcidképtelen valtozatat
azonositottak meggyfajtadkban (Tsukamoto €és mts., 2010). Az Szs-haplotipus két varidnsanak
szekvenciaadatait a ‘Rheinische Schattenmorelle’ (S3e) ¢és az “Ujfehértéi fiirtds” (Szeb)
meggyfajtakbol irtak le. Erdekes, hogy a funkcidképes allélt eddig még sehol nem mutattak ki. Az
SFB36a ¢s SFB36, aminosav-szekvenciak osszehasonlitdsa mas cseresznye SFB-szekvenciakkal az
alabbi eltérést mutatta: a 188. aminosav pozicidban az 0sszes Prunus faj esetében tirozin fordul
eld, ami helyett itt mindkét allélban fenilalanin talalhatd. Tovabba mind a négy funkcioképtelen
S36 valtozatban talalhatéd egy 306 bp-os nem autondm Helitron transzpozon az SF'B stop kodonjatol
downstream iranyban, 38 bp tavolsidgra. Feltételezhetd, hogy ez a Helitron elem felel a
funkcidvesztésért, de ennek pontos oka maig nem tisztazott (Tsukamoto és mts., 2010). Osszesen
12 genotipusban talaltuk meg az S36a-haplotipust, mig tiz fajtdban az Szep-allélt, valamint tovabbi
10 fajtaban az S3ep2-t. A 12 funkcioképes meggy haplotipusbdl kilencet azonositottunk a magyar
fajtakban, az Sie, S33 €s S34 nem fordult eld. Az Sis €s S34 cseresznyében is ismert allélok, mig a
harmadik nem, ezért az feltehetéen P. fruticosa eredetii (Tsukamoto és mts., 2010; Szikriszt és
mts., 2013). A funkcioképtelen allélok koziil csak az Sieps-allél nem volt jelen a vizsgalt
ndvényanyagban. Ezt a valtozatot eddig csak az MSU 111 18 jelii, Michigan Egyetemen eldallitott
hibridben azonositottak (Tsukamoto és mts., 2008a).

A cseresznyénél alkalmazott modszerhez hasonléan (Cachi és Wiinsch, 2014), meggy
megkonnyitette a genotipizalast. Leszlikiti a lehetséges allélok korét, igy nem kell az Osszes
funkcidképtelen allélra tervezett specifikus markert alkalmazni. A Tsukamoto és mts. (2008a;b;
2010) altal kidolgozott PCR-alapti markerezési modszer elsésorban az OT és az OM genotipusok
elkiilonitését célozta meg. A specifikus primerek és a CAPS-markerek egyiittes hasznalata az
almafajtak S-genotipizalasanal is nagy attorést jelentett koltseg- és iddtakarékossagi szempontbol
(Kim és mts., 2009).

Az allélok funkcidvesztését leggyakrabban delécios, inszercids vagy nukleotidszubsztitiicios
mutaciok idézik eld. E valtozdsok gyakran Osszekapcsolhatok a mozgd genetikai elemek
eléfordulasaval (Hauck és mts., 2006a), amelyek evolicids hajtoerdként szamos esetben az
onmedddség attorését idézték eld. A Prunus genom kb. 30%-4t teszik ki mozgd genetikai elemek
(Alioto és mts., 2020). Nem csak az altalunk azonositott Falling Stones (FaSt) Prunus-specifikus,
nem autondm Mutator elem okozhat ilyen valtozast, hanem példaul a meggy SFBi-alléljaba
ékelddd Moshan transzpozon is, ami szintén OT fenotipust idézett el6 (Wang és mts., 2016).
Kiemelendd, hogy a cseresznye hibridjeként 1étrejott meggyben megtaldlhatd szamos cseresznye
S-allél, melyek funkcidvesztése cseresznyefajtakban nem kovetkezett be, de meggy esetében tobb
példa is van erre. Mindez a meggy tetraploid genomjaval magyardzhato, hiszen egy poliploid
fajnal egyetlen mutici6 még nem valtoztatja meg a pollen fenotipusat, ha a masik allél
funkcidképes. Ez azt jelenti, hogy a sériilt allélok szelekcidos kovetkezmény nélkiil
felhalmozodhattak a meggypopulaciokban. Ugyanakkor maga az dntermékenyiilés csak abban az
estben alakul ki, ha az egyedekben két miikodésképtelen S-allél egyiittesen van jelen (Tsukamoto
¢és mts., 2006; Hegediis és mts., 2012).

A konszenzus primerek hasznalatanal eléfordul az un. preferencidlis amplifikacio (Walsh és
mts., 1992), amely soran — kiiléndsen poliploid fajoknal — néhany allél amplifikalodik, masok
nem. A primer kotddési helyén jelentdsebb szekvenciaeltérés kevesebb allél kimutatasat teszi
lehetévé. El6fordulhat, hogy bizonyos funkcidvesztett allélok tobb példanyban vannak jelen, ezért
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nem mutattuk ki a ploidszint alapjan varhato szamu, kiilonb6z6 méreti amplikont (Esselink ¢€s
mts., 2004), esetleg az S-l0kuszt tartalmazd kromoszomarégié részleges delécidja is
bekovetkezhetett a homeolog kromoszomak kozott, mint ahogy azt a meggy Snhui esetében
kimutattdk (Yamane és mts., 2001).

Az ‘Erdi bétermd’, ‘Oblacsinszka’ és VN klonok S-allél-készlete teljesen azonos az eredeti
fajtakéval. Az egyes klonok leggyakrabban az érési idejiikben térnek el egymastol (Szabd, 2007),
de vizsgalataink alapjan a termékenyiilési rendszeriik genetikai hattere azonos. Nagy méretli, jo
mindségli gylimolcsének koszonhetéen a Pandy nagyon népszerli sziild volt a nemesitési
programokban. Szabadmegporzasbol szelektalt utodai gylimdlesmindségben hasonlitanak hozza,
ezért ma mar alkalmasak az 6nmeddé Pandy klonok levaltasara (Nyéki és mts., 2016). A
nemesitési programokban torténd gyakori felhaszndldsa az utddok S-allél-készletében jol
kovethetd (S1.548358360): ‘Favorit” (S1.513°835536a), ‘Erdi jubileum’ (S156513°S36b), ‘Meteor korai’
(S1S6mS35S362), ‘Maliga emléke’ (S13°S35S36a836b), ‘Erdi bétermd’ (S4SemS35S36a) és ‘Korai
pipacsmeggy’ (S156mS13’S36b) (a Pandy-allélokat vastagon szedve jeloltem). Az 6nmeddd Pandy
klonokban csak az Szep-allél funkcidképtelen, de a keresztezési partnerek miatt mind a hat vizsgalt
utodja ontermékenyiild lett két funkcioképtelen alléllal. Diploid fajok esetében két onmeddo sziild
keresztezésébdl soha nem tud létrejonni Ontermékenyiild utdd, ellenben a tetraploidoknal egy-egy
funkcidképtelen allélt hordozé onmeddd sziilok keresztezésekor az utddok kozott lehetnek
ontermékenyiild genotipusok is (Tsukamoto és mts., 2008b).

A Pandy fajtaval azonos S-genotipust ‘Kéantorjanosi 3, ‘Debreceni bdtermé’, ‘Eva’ és ‘Petri’
fajtakban egyetlen funkcidképtelen allélt azonositottunk. A ‘Kdantorjanosi 3’ fajtat a termesztok
,Iészben ontermékenyiilének” tartjak (Nyéki és mts., 1997), és pollenadoként az ‘Ujfehértoi
fiirtds’ fajtat javasoljak mellé. Szabo (2007) szabadfoldi termékenytilési vizsgalatok alapjan a
‘Debreceni botermd’ fajtarol azt irta, hogy ontermékenyiilése ,,elfogadhatdo mértéki”, mert 5-10%-
os terméskotddést tapasztalt autogam vizsgalatbol, ugyanigy az ‘Eva’ fajtat gyengének mindsitette
5% alatti értékkel. A ‘Petri’ fajtat ,,megfelelének™ talalta, de a jelenleg azonositott funkcidképtelen
allélok koziil masodikat nem talaltunk ezek genotipusdban, igy egyeldre mindegyiket 5Gnmedddnek
kell tekinteniink. Az azonos genotipus alapjan vélheté kolcsonds inkompatibilitasukat ald is
tdmasztja az a tobb éves vizsgalati sorozat, amikor a Pandy fajtat anyaként hasznalva 0%-os
gyiimolcskotddést tapasztaltak a ‘Kantorjanosi 3’ €és a ‘Debreceni bétermd’ pollenado fajtaval
(Nyéki és mts., 2016).

Kiilon érdekesség, hogy két fajtdban (‘Piramis’ S1535836.5360 €s ‘Maliga emléke’
S13°835536a536b) az S36-allél mindkét funkcioképtelen haplotipusa egyszerre van jelen. Tsukamoto
¢s mts. (2010) a hasonlo jelenséget mutatd ‘Tarina’ (S154536a536b) fajta gamétaképzodését
elemezték, és csak négyféle allélkombinaciot talaltak a diploid gamétak kozott (S1S36a, SaS3eb,
S1836b, SaS362), az elméletileg vart hat helyett. Eszrevették, hogy soha nem jott 1étre olyan gaméta,
amely egyszerre tartalmazta volna az Siea- €s Sieb-allélokat. Mivel az eredeti allél a P. fruticosa
fajbol szarmazik, a gametogenezis sordn a meidzisban a homolog kromoszoémdak parokba
rendezddésekor az azonos genombol szarmazod kromoszomak allnak parba, igy az anafdzisban
torténd szétvalasuk soran soha nem keriilhetnek egyiitt a keletkez6 utodsejtekbe. Ugyanakkor a
tobbi P. fruticosa eredetii allélnal ez nem feltétleniil igy alakul, tehat a preferencialis parosodas
inkdbb arra vezethetd vissza, hogy az S-allélhoz (egy allél két valtozata van jelen a
kromoszémakon) hasonloan e két kromoszoma tobbi régidja is nagyrészt azonos lehet. Ez azt
jelenti, hogy ha egy fajtdban az S3ea- €s S36p-allél jelen van, akkor egyiket az egyik, masikat a masik
szlil6tol kaphatta. Mas haplotipusok esetén ilyenre nincs példa, egyik esetben sem talaltdk meg
ugyanannak az allélnak két funkcioképtelen valtozatat egyetlen fajtaban.

A ‘Pipacs 1’ kiilonleges és egyedi magyar meggyfajta, foként a gyiimolcsében jelentds
mennyiségben felhalmoz6do izoflavonoid vegyiiletek miatt (Abrankoé és mts., 2015). A kisk6érosi
termdtajban szelektalt fajta eredetérdl nincs ismert adat. Kordbban a Pandy volt a legnépszeriibb
fajta a 19-20. szdzadban, a francia eredetii ‘Montmorency’ fajtat pedig mar 300 éve termesztik
Magyarorszagon (Szabd, 2007; Nyéki és mts., 2016). A ‘Pipacs 1’ ezekhez hasonldéan az amarella
tipusu meggyek kozé tartozik, ezért megnéztiik, hogy e két fajta koziil barmelyik szerepet

116



jatszhatott-e a ‘Pipacs 1’ kialakuldsaban. Az S-genotipus vizsgalata alapjan a ‘Pipacs 17 és a két
ismert amarella tipusit meggyfajta S-genotipusa nem egyezik meg, tehat kdzvetleniil biztosan nem
ezektol a fajtaktol szarmazik. Mivel a ‘Korai pipacsmeggy’ genotipusa is teljesen mas, koztiik
sincs rokonsagi kapcsolat, csak elnevezésiik hasonld. A ‘Pipacs 1’-nek a tobbi fajtatol eltérd,
egyedilallo S-genotipusa (S1251452653602) van. Az Siz- €s Sis-allélok semelyik masik vizsgalt
meggyfajtaban nem fordultak el6. A ritka S2-, valamint az Sien2-allélok egyiittes megjelenését
eddig csak a Ciganymeggy klonfajtdkban azonositottak. Mindkét allél jelenlétét
szekvenciaadatokkal is bizonyitottuk. A morello tipusi Ciganymeggy fajtakban eléfordulo allélok
jelenléte miatt az sem kizarhat6, hogy a ‘Pipacs 1’ a Cigdnymeggy leszarmazottja lehet. Az S36p2-
allél még az ‘Oblacsinszka’, ‘Fanal’ fajtakban, valamint a VN klénokban jelenik meg.

A Pandy onmeddé jellege régdta ismert (Borbola, 1942), mig a szintén népszeri
‘Ujfehértoi fiirtds’ ontermékenyiild fajta (Nyéki és mts., 2016). A ‘Pandy 38’ és ‘114’ klénok S-
genotipusat mar korabban meghataroztak (S5154535536b) (Tsukamoto és mts., 2008b), ami azonos az
altalunk vizsgélt ‘Pandy 279’ genotipusdval. A négy S-allél koziil harom (az Si, Ss és S3s)
funkcioképes, mig az Sep-allél funkcioképtelen. Az ‘Ujfehértoi fiirtds’ S-genotipusa (S1°SaS3536b)
majdnem ugyanaz, mint a Pandy meggyé, csak ebben az esetben a Pandy meggyben funkcidoképes
Si-allélnak itt egy funkcioképtelen (S1°) valtozata van jelen (Hauck és mts., 2006). A
funkcidvesztés a pollenfunkciot tette tonkre. Eléfordulhat, hogy ez a mutdcié a Pandy meggy
mikrosporogenezise soran kdvetkezett be, melynek hatdsara a két funkcidvesztéses allélt hordozo
pollenszemek képessé valtak az Ontermékenyitésre. Az is lehet, hogy a Pandyhoz hasonl6
genotipusti egyeddel torténd keresztezédés révén alakult ki az “Ujfehértoi fiirtds’. Erdekes tény,
hogy mar Rapaics (1940) megemlitette: a Pandy meggy allomanyaiban kerestek és talaltak is
ontermékenytiilé valtozatot! Ezt a hipotézist megerdsitik a mikroszatellit analizisek eredményei.
Az ‘Ujfehértoi fiirtds’ fajtaval kapcsolatos elsé SSR-vizsgélatok (Cantini és mts., 2001) szerint az
‘Ujfehértoi fiirtds” és a ‘Pandy 114” a legtobb mikroszatellit 16kuszban teljesen megegyezik (pl.
pchpgm3, PSOSE08, PMS2, PMS30, PceGAS9).

A Ciganymeggyek S-genotipusa Sem2S9S26S3602, vagyis a Pandyval és az ‘Ujfehértoi
flirtossel’ egy kozos alléljuk van (S36), de ennek is két kiilonb6z6 valtozatat hordozzak. Mindezek
alapjan genetikailag az ‘Ujfehértéi fiirtos® sokkal kozelebb all a Pandy meggyhez, mint a
Ciganymeggyekhez. Az ‘Ujfehértoi fiirtds’ gyiimolesének antocianintartalma meghaladja a Pandy
meggyét (Papp €s mts., 2010), ami alapot adott annak a korabbi népszerii hipotézisnek, hogy a
festélevii Ciganymeggy fajtakor valamely tagja részese lehet az ‘Ujfehértéi fiirtos’ pedigréjének.
A fent bemutatott molekularis adatok alapjan ez a lehetdség kizarhatod, amihez SSR-vizsgalataink
1s tovabbi megerdsitést adtak.

A festéleviiség egy felhasznalas szempontjabol fontos tulajdonsag, mert a vilagos héj- és
husszinti fajtak kivalo desszertmeggyek, hiszen nem festik meg a slitemények piskotarétegét, sem
a krémet (G. Toth, 1997). A ‘Pandy 279’ egy alig festdlevll fajta, a vizsgalt utddjai azonban
kiilonbozé mértékili festleviiséget mutatnak; mig a ‘Nagy angol’ fajtaval 1étrehozott ‘Meteor
korai’ és ‘Erdi bétermé’ fajtak, valamint az ‘Eugénia’ fajtaval tortént keresztezésbél szarmazo
‘Erdi jubileum’ kozepesen festéleviiek, a szintén ‘Pandy’ és ‘Eugénia’ keresztezésével elballitott
‘Maliga emléke’ fajta nem festélevii. A Pandy és a ‘Csdszar meggy’ fajtdk keresztezésével
eldallitott ‘Korai pipacsmeggy’, valamint a ‘Montreuilli’ fajtaval létrehozott ‘Favorit’ fajtdk
szintén nem festdleviiek (Nyéki és mts., 2016). Az amarella tipusi ‘Montmorency’ és ‘Pandy’
fajtak nem mutatnak rokonséagi kapcsolatot a szintén amarella tipust ‘Pipacs 1° fajtaval. Ellenben
a fent bemutatott adatok alapjan a morello tipusu ‘Cigdnymeggy’ fajtdkban eléfordulo allélok
jelenléte arra enged kovetkeztetni, hogy a ‘Pipacs 1° pedigréjében juthatott szerep a
‘Cigdnymeggynek’, bar a filogenetikai analizisiink és a genetikai tavolsdgok elemzése nem utalt
kozvetlen kapcsolatra.

Korébban a festéleviiséget a bizonytalan rokonsagi kapcsolatok esetében jelentds kozos
tulajdonsagnak tekintették, vagyis a hasonlo fajtak kozott genetikailag szoros kapcsolatot véltek.
Mivel megfigyelhetd, hogy az alig festd ‘Pandy’ fajta utddai kozott is jelen vannak mind festd,
mind nem fest6 fajtdk, mar csupan a Pandy-rokonfajtak vizsgalata alapjan is kijelenthetd, hogy a
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festdlevii és nem festdlevil fajtak genetikai allomanya nem kiiloniil el élesen. Ennek oka nagy
valosziniiséggel abban all, hogy a gylimdlcs antocianintartalméban jelentkezd kiilonbségekért
minddssze néhany gén (pl. MYB transzkripcids faktorok) felelos, melyek aktivitasat szamos mas
tényez0 is befolyasolhatja, a gén kifejez0dését befolyasold mutaciok egymastol fiiggetleniil, tobb
alkalommal is bekovetkezhettek az egyes fejlodési agakon, igy onmagaban a festéleviiség nem
elegendd morfoldgiai marker a rokonsagi kapcsolatok meghatarozasahoz (Yang és mts., 2021; Liu
¢s mts., 2023).

A meggy allopoliploid genomjanak komplexitasa jelentésen megneheziti az S-genotipus
analizisét, tobbféle markerezési technika egylittes alkalmazasdra van sziikség a
diagnosztizéléshoz A folyarnatban kulcskérdés a Vizsgélatok 1d6- és kéltségigénye Az éltalunk

crer

hordozott cseresznye- és csepleszmeggy-eredetii S-allélok azonositdsdnak megbizhatosaga.

6.3.2. Az S-RN-az gén molekularis markerként torténé felhasznalasa

Az S-RN-az gén jelentds mértékii polimorfizmusa (McClure, 2004; McClure és mts., 2011)
jo alapot ad arra, hogy a termékenyiilés fenotipusos vizsgalatan tul, a genetikai variabilitas
elemzésében is felhasznéalhat6 legyen markerként. Kodominans kimutathatosdga miatt leginkabb
olyan més markerekkel egyiitt kombinalva hasznéljdk, ami szintén kodominans tipusu, igy
altalaban az SSR-vizsgalatok kiegészitéseként nagyon hasznos (Gupta és mts., 1996; Garkava-
Gustavsson ¢s mts., 2008; Gisbert és mts., 2009; Liu és mts., 2018; Baraket és mts., 2019). A
génbanki tételek azonossagainak, eltéréseinek felmérésére, illetve a sziilé-utéd kapcesolat
kizérasara vagy meger0sitésére megbizhatdan alkalmazhat6 (Kitahara és mts., 2005; Matsumoto
¢s mts., 2007; Sawamura és mts., 2008; Kim és Nou, 2016). A ploidszintek meghatarozasédhoz jo
alapot biztosit, mivel az OM genotipusok esetében a homozigotasag diploidoknél kizarhato, a
magasabb ploidfoku genotipusoknal is altalaban kilénb6z6 allelok fordulnak egyittesen elo.
Onmagaban nem elégséges a ploidszint megallapitasahoz, hiszen amennyiben nem az dsszes allél
detektalhato (pl. delécio, nagy méretii inszercio, dntermékenyiilok homozigdtasaga miatt), akkor
nem kapunk teljes képet a kopiaszamrol sem. A mikroszkopos vagy flow-citométeres
vizsgalatokat nem helyettesiti. Ugyanakkor tobb 10kusz egyidejli analizisével a morfologiai
bélyegek vagy a szdrmazas alapjan feltételezett ploidszinteket megerdsitheti.

A P. fruticosa tetraploid faj (Olden és Nybom, 1968; Brown és mts., 1996). Négy
egyedének vizsgalatabol harom esetben négy allélt azonositottunk. A hazankban Oshonos P.
fruitcosa él6helyei atfedésben vannak a diploid P. avium és P. mahaleb fajokéval, igy nagyon
gyakran spontan hibridizacié is bekovetkezhet a fajok kozott (Karpati, 1944; Terpo, 1974;
Wojcicki, 1991; Hrotkd és Facsar, 1996; Faust és Suranyi, 1997). Herbariumi és terepi
megfigyelések alapjan Karpati (1944) a nagyobb habitusti és nagyobb levélmérettel rendelkezo
egyedeket elkiilonitette a P. fruticosa f. aucta csoporttol és hibridként, P. x mohacsyana Karp. (P.
avium x P. fruticosa) néven jelolte. A hét altalunk vizsgalt egyed koziil hat esetében 3 S-allélt
detektaltunk, mindossze a Budai Arborétum egyik egyedében azonositottunk csak kettét. Mackova
¢s mts. (2017) flow citométeres vizsgalattal a P. x mohdcsyana egyedeket triploidnak hataroztak
meg, a P. X eminens genotipusokat pedig tetraploidnak. A triploid egyedek sterilitdsuk miatt
¢léhelyiikon tovabbi hiridizaciokban nem vesznek részt, de vegetativ uton (sarjképzddés)
fennmaradnak. A vizsgélt két P. x eminens egyedbdl egyiknél négy, masiknal két S-allélt
azonositottunk. A hat diploid egyed (P. avium 2 genotipus, P. mahaleb 3 genotipus és P. mahaleb
x P. avium 1 genotipus) mindegyikében két allél jelenléte volt igazolhatd. Szintén Karpati (1944)
irta le a P. x javorkae Karp. hibridet, amely a P. fruticosa x P. mahaleb spontéan hibridizaci6jabol
jott 1étre. De Palma és mts. (1996) mesterséges keresztezéssel allitottak eld P. fruticosa x P.
mahaleb hibrideket, amelyek triploidnak (2n=3x=24) bizonyultak. Az altalunk vizsgalt egyetlen
harmashatarhegyi példany is harom S-allélt hordoz. Osszességében a 22 vizsgilt egyedbdl négy
esetben nem a vart allélszamot kaptuk, de nyolc SSR-l6kusz elemzésével kiegészitettiik az
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analizisiinket, amelyek a kérdéses négy egyednél is a vart allélszdmot adtak. A két markerrendszer
kozos hasznalataval a vizsgalatok megbizhatosaga egyértelmiien novelhetd.

6.4. Az eredetvédett szatmari szilvapalinka alapjat ado Nemtudom és Besztercei fajtakor
jellemzése S-genotipus alapjan

A hagyomdnyos magyar szilva tajfajtdkat kedvelt tulajdonsidgaik miatt hossza ideje
termesztik hazankban, ugyanakkor foként PPV fogékonysaga okan, javitdsuk fontos nemesitési
cél napjainkban is. Termékenyiilési hatterilk molekularis vizsgalatara eddig nem kertilt sor, ami
azonban elkeriilhetetlen lesz a jovobeli nemesitési munka sikeréhez. Emiatt a két legjelentésebb
fajtakor allamilag elismert fajtdinak (‘Nemtudom P3’ (Penyigei) és ‘Besztercei Bt.2’) S-RN-az
alapt vizsgalatat végeztiik el.

A hexaploid P. domestica esetében legfeljebb hat allél megjelenése varhat6 egyedenként.
A legtobb allélt amplifikalo PCR-hez tobb korabban leirt konszenzus primerpart is teszteltiink. A
PaConslI (Sonneveld és mts., 2003) és EM-PC2/PC5 primerparok kb. 220 bp mérettel nagyobb
amplikonokat eredményeznek, mint az EM-PC2/PC3 primerpar (Sutherland és mts., 2004), mert
primerparral sem tudtunk hat PCR-terméket kimutatni, 6t kiilonb6zd méretiit detektaltunk mindkét
fajtaban, koztiik egy azonosat. Az eddig publikalt tanulmanyok is arr6l szamoltak be, hogy hatnal
kevesebb allél amplifikicidja volt sikeres szinte minden esetben (Halasz és mts., 2014b;
Sutherland és mts., 2004; Fernandez i Marti és mts., 2021), hat kiillonb6z6 allélt minddssze
egyetlen fajtanal sikeriilt kimutatni (Abdallah és mts., 2019).
alapjan, amit a C2-C3 régio DNS-szekvencidja is megerdsitett. Az S-RN-dzok allélspecifitasat
leginkabb az RHV régid hatarozza meg (Ushijima és mts., 1998), ami a vizsgalt szekvenciak esetén
azonos volt. Az RHV régi6 utan bekdvetkezett konzervativ aminosavcsere valdszinilileg nem jar
az allélspecificitas megvaltozasaval, mindez csak irdnyitott megporzassal bizonyithato, az is csak
akkor, ha az S15-RN-dz funkcioja sértetlen. Az allél elnevezésekor kovettiik a Sutherland és mts.
(2008) valamint a Fernandez 1 Marti és mts. (2021) altal leirt allélsorozatot.

Az altalunk azonositott S1g-RN-dz allél 97,9-98,9% azonossdgot mutatott a P. spinosa Ss-
RN-azzal (MN069632). Ez magyarazhatdé a transzspecifikus evolticidval, de a nagymértékii
egyezés a P. domestica feltételezett eredetével is 6sszhangban all (Zhebentyayeva és mts., 2019),
miszerint a P. spinosa leszdrmazottja. Mindezt tovabb erdsitik Fernandez i Marti €s mts. (2021)
eredményei, akik két tovabbi P. domestica S-RN-az allélt azonositottak, amelyek 95-98%-ban
azonosak a P. spinosa allélokkal. A ‘Besztercei Bt.2’ és ‘Nemtudom P3’ Sis-RN-dz DNS-
szekvenciai kozott harom bazisszubsztiticio tortént, és mindharom pozicioban a ‘Nemtudom P3’
azonos volt a P. spinosa Ss-RN-dzzal, amelyrdl kimutattuk, hogy gyakran eléfordul a Nemtudom
szilvaval azonos foldrajzi régidban éshonos kokénypopulacidkban (Halasz és mts., 2021b).

Erdekes megfontolni, hogy a Nemtudom, mint kis gyiimélesii tajfajta egy olyan genotipust
képvisel-e, amely kozel all a feltételezett, P. cerasifera és a P. spinosa kozotti introgessziv
hibridizacidbol eredd, interspecifikus utdédokhoz. A P. domestica eredetére 6sszpontositd tovabbi
elemzésekhez a Nemtudom szilva tajfajta perspektivikus alapanyagot kinalhat.

A vizsgalatba bevont 68 fa S-genotipusa tobbségében azonos volt, ami megegyezett a
kontrollként hasznalt ‘Nemtudom P3’ mintdzataval. Ez egybevag azzal a ténnyel, hogy a szilvat
ezen térségben régota szaporitjdk vegetativan sarjhajtasokrol (Pethd és mts., 2010; Pethd, 2011).
Ugyanakkor a Gacsaly, Barabas és Tiszaszalka telepiilések mintai egy vagy két olyan allélt is
hordoznak, melyeket a ‘Besztercei Bt.2’ fajtdban is azonositottunk. Ez arra utal, hogy ezen
egyedek feltehetéen a Besztercei és Nemtudom téjfajtak keresztez0désébdl johettek létre. Az
eredetvédett Szatmari szilvapalinka csak ezen két fajta termésébdl késziilhet (Stéger-Maté, 2006),
ezért a térségben e két fajta egyedei taldlhatok meg dontd mértékben. Eredményeink bizonyitjak,
hogy lehetséges kozottiik hibridizacio és az igy keletkezett magoncok is fennmaradtak.
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A tarpai mintdban harom olyan S-allélt mutattunk ki, amelyek nem fordulnak eld a
Nemtudom fajtaban. Kettd azonos a ‘Besztercei Bt.2’ alléljaival, ami felveti annak lehetdségét,
hogy ez a fa a Besztercei Ontermékenylilésébdl szarmazik. A Besztercei klonokat
ontermékenyiiloként jellemezték minden eddigi vizsgélatban (Toth, 1975; Nyéki és Szabo, 1996).
Az 1500 bp méretii alléltermék a ‘Besztercei Bt.2” kontrollban nem jelenik meg, valosziniileg a
nagyobb mérete miatt, de a tarpai mintanal a két genomi kdpia megndvelhette az amplifikacid
hatékonysagat. Ha ez az egyed valoban a Besztercei dntermékenyiilésébdl szarmazik és igy
minden allélja két példanyban van jelen, akkor automatikusan azonositja a Besztercei
funkcidképtelen S-haplotipusait. A Hauck és mts. (2006) altal igazolt modell alapjan a hexaploid
genomban harom funkcidképtelen allél jelenléte sziikséges az ontermékenytiiléshez. Valdszintileg
ez mutatkozik meg a tarpai genotipusban, ezért a késdbbiekben a funkcidt érinté mutaciok
felderitéséhez jO alapot adhat. Erdekes tény, hogy a Nemtudom esetében nem talaltunk
ontermékenyiilésbol szarmaztathatd egyedeket. Bar a Nemtudom fajtat ontermékenytiloként
tartjak szamon a termesztok, erre megbizhat6 irodalmi adat nem volt talalhato. Emiatt végeztiik el
a szabadfoldi gyiimolcskotodési vizsgalatot, ami igazolta az Ontermékenyiild fenotipust.
Elképzelhetd, hogy még tobb minta bevonasaval taldlhatnank ontermékenytilésbdl szarmazod
magoncot is, de az is lehet, hogy példaul a beltenyésztés karos kovetkezményei (DeBuse és mts.,
2005) miatt nem jottek 1étre vagy nem maradtak fenn ilyen utédok.

Eredményeink igazoltdk, hogy az északkelet-magyarorszadgi régioban vadon novo
Nemtudom szilva allomanyait kismértékli genetikai variabilitds jellemzi, ami indokolja a
kozelmultban megkezdett szelekcidos nemesitési programok folytatasat. A jovObeli nemesitési
programok sikere kétségteleniil attol fiigg, hogy mennyire hatékonyan azonositjuk a potencialis és
egyedi donor genotipusokat, melyek alapanyagként felhasznalhatok. Eredményeinkkel a hazai
szilva tajfajtak tovabbi nemesitéséhez igyekeztiink hozzajarulni, melyet a hexaploid hazi szilva
ontermékenyiilésének tisztazasat célzo jovobeli kutatasaink kiindulopontjanak tekintiink.

6.5. A babérmeggy genetikai vizsgalatanak 6sszegzése

6.5.1. Funkcioképes és funkcioképtelen S-RN-dz allélok azonositasa egy extrém poliploid faj
esetében

A ploidszinthez képest kis szamu allélt detektaltunk mintanként. Ennek tobb oka is lehet,
mint a kordbban vizsgalt tetraploid meggy és hexaploid szilva esetében is targyaltuk. A
preferencidlis amplifikacid konszenzus primerek hasznalatandl (Walsh és mts., 1992) nem
kizérhato, de jelen lehet ugyanaz az allél tobb kopidban, és a hasonld méretii alléltermékek sem
lesznek elkiilonithetdk az agardzgélen (Sonneveld és mts., 2003; Nantongo és mts., 2016). Az els6
két lehetdséget nem tudtuk ellendrizni, de az amplikonok szekvenalasaval a harmadik lehetdség
bizonyitast nyert, ugyanis az intenzivebb savkeént megjelend PCR-termékek tobb hasonlé méretii
allélszekvenciat rejtettek, amit azonositani tudtunk a szekvenalasok elvégzését kdvetden. Ilyen
jelenség ritkan eléfordul diploid fajok diagnosztizalasa esetén is (Sonneveld €s mts., 2003; Ortega
¢és mts., 2005; Halasz és mts., 2008), de eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy egy extrém
ploidszintli faj esetében az ILP-modszer Oonmagéban nem alkalmas az S-RN-dz allélok
azonositasara és elkiilonitésére. A szekvenalds, majd az ismert allélokra tervezett specifikus
primerek, illetve az almanal és meggynél is alkalmazott CAPS-modszer lehet célravezetd. A
probléma természetesen omikai megkdzelitéssel is kezelhetd lenne, de ilyen magas ploidszint
mellett a genom- €s transzkriptom szintli adatok sem adndnak megbizhato eredményt. A 23
kiilonbozd allél azonositdsa nem volt varatlan, mert a Prunus nemzetség fajai kozott atlagosan
3040 allél ismert (Cachi és mts., 2017; Herrera és mts., 2018b; Goémez és mts. 2019a). A nagy
allélszam valosziniisiti, hogy a GSI-rendszer miikodése zavartalan a babérmeggyben is.

Harom allélparnal csak kisebb eltéréseket talaltunk, ezért ugyanazzal a szdmmal, de a
mutaciora utald ‘m’ betli kiegészitéssel jeloltiik meg ezeket. Két esetben (Ssm €s Sism-RN-dz) egy
nukleotidos delécidt észleltiink a kodolo régidban, ami korai stop kodont idéz el a kereteltolodas
miatt. Az Ssm fehérjetermékben a CS5 régio feltehetden hianyzik. Tao és mts. (2007) kimutattak,
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ahhoz vezetett, hogy a fehérje nem volt kimutathaté a bibeszovet-kivonatban. Az altalunk
azonositott mutacio hatasara a teljes C5 régié szekvencidja hianyzik, igy a fenti cisztein nélkiil
nem alakulhat ki az S-RN-az aktiv térszerkezetéhez nélkiilozhetetlen diszulfidhid sem. Mindez
kizarja az S-RN-az funkcioképességét. Az Sism-RN-az valoszinlileg mar az allélspecifitast jelentds
mértékben meghatdroz6 RHV régiot (loerger és mts., 1991; Ushijima és mts., 1998) sem
tartalmazza, igy ez az allél sem lehet funkcioképes. Az So-RN-dz allélnél a 2. intron kivagddasahoz
sziikséges szignal valtozott meg az intron 3’ végén, AG-r6l GG-re. Mind human, mind névényi
példak igazoljak, hogy az intron 3’ végén talalhat6 hasitohely (akceptor szekvencia) megvaltozasa
megakadalyozza az intron kivagddasat (McNellis és mts., 1994; Harteveld és mts., 1996). A ki
nem vagodo intron kdvetkeztében 13 1 aminosav épiil be a fehérjébe, amig egy stop kodon (TAA)
miatt valoszintileg befejezddik a transzlacio. A megszekvenalt allélok koziil harom olyat talaltunk,
mely nagy valoszinliséggel elveszitette biologiai funkciojat, de feltehetéen ennél tobb is lehet. A
Prunus nemzetségben az OT fenotipus kialakulasat tobbszor idézi eld a pollenkomponens
mutacioja, mint az S-RN-az géné (Hegediis és mts., 2012; Socias i Company ¢€s mts., 2015). Az
SFB-allélok azonositdsa a babérmeggy faj esetében még nem tértént meg. Ha a tetraploid meggy
modellje miikodik a magasabb ploidszintli Prunus fajoknal is (Hauck és mts., 2006), akkor itt 11
funkcioképtelen allél jelenléte lenne sziikséges az OT fenotipushoz, aminek az esélye csekély.
Amennyiben a heteroallélikus pollenszemek Ontermékenyiilést idéznének eld, ahogyan azt a
tetraploid P. pseudocerasus faj esetében vélelmezték (Gu €s mts., 2012), az altalunk azonositott
allélszam mellett az ontermékenytilési képesség gyakran eléfordulna a babérmeggy fajtak kozott.
Az eddigi adatok alapjan azonban a babérmeggy valamennyi vizsgalt fajtaja dnmedddének
bizonyult (Sulusoglu és Cavusoglu, 2014a;b), ami aladtdmasztja, hogy a babérmeggy
ontermékenytiilése a meggy esetében leirt modellhez hasonldéan alakulhat ki (Hauck és mts., 2006).
Kokénynél is bizonyitottak, hogy a négy kiilonbozd S-allélt hordozo pollenszemek nem képesek
attorni az onmedddségi gatat (Nunes és mts., 2006). A heteroallélikus pollen altal eldidézett
ontermékenytiilés a nem-sajat felismerési modell mitkdésébdl kovetkezik, mikézben a Prunus
fajok gametofitikus 6nmedddségi rendszere a sajat felismerési modellen alapul (Fuji és mts.,
2016).

6.5.2. Az S-RN-dz allélok jellemzése egy extrém poliploid faj esetében

A nukleotidszekvenciak kozti hasonlosdg mértéke nagyobb volt, mint a szarmaztatott
aminosav-sorrendé, hasonléan mas Prunus S-RN-dz szekvencidkhoz (Gu és mts., 2012). A
babérmeggy S-RN-4z fehérjeszekvencidk azonossaganak mértéke a mandulaéhoz volt hasonlo,
46,6 és 93,9% kozotti értékekkel (Ortega és mts., 2006). Tizenkét P. laurocerasus S-RN-az
esetében talaltunk egy vagy tobb homolog szekvenciat, ami 96% feletti azonossagot mutatott,
tovabba négy olyat, ahol valamennyivel kisebb mértékii volt az azonossag, illetve tovabbi négy
olyat, ahol csak jelentsebb mértékben kiilonb6z6 (81-93%-0s azonossag) homoldg szekvencidk
voltak azonosithatok. Az a tény, hogy kiillonb6z6é fajok S-allél-szekvencidi kozott nagyobb
utal, vagyis hogy az S-allélok a fajok kialakuldsa elétt megjelentek. Ezt szdmos alkalommal
bizonyitottdk a Prunus S-RN-azokkal kapcsolatban (Ioerger és mts., 1990; Ushijima és mts., 1998;
Igic és Kohn, 2001; Sutherland és mts., 2008). Az egyes fajok kialakuldsanak, vagyis a k6zos 0stol
vald elvalasanak pillanatatol kezdve a transzspecifikus allélok szekvencidjaban egymadstol
fliggetleniil, az egyes fajokban eltérd valtozasok mehetnek végbe, melyek mértéke aranyos a fajok
szétvalasa Ota eltelt id6 hosszaval. Ugyanazon S-RN-dz allél jelenléte két fajban azonban az
introgresszid kovetkezmeénye is lehet, ami a P. laurocerasus esetében szinte biztosan kizarhato,
hiszen a dokozaploid faj diploid vagy tetraploid fajjal torténd keresztez6dése a ploidszint dramai
megvaltozdsat 1dézné eld. Sutherland ¢és mts. (2008) a transzspecifikus allélok
fehérjeszekvencidinak azonossagat 96—-100% kozé tették, mig a tobbi allélhoz viszonyitott
azonossag 71-85% volt. Azdta az elmult 15 évben szdmos faj Gjabb allélszekvencidja valt ismertté,
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ami tovabb segitheti az evolucids kapcsolatok részletesebb jellemzését. A Plau-Si-So, S11-S13, Sis,
S17 és Sio allélok a legkdzelebbi homologjaikkal transzspecifikusnak bizonyultak. Az
intronszekvenciak kozott nagyobb kiilonbségeket tapasztaltunk, mint az AS sorrendben. A 2.
intronrégid szekvenciaja 94%-nal kisebb mértékii azonossagot mutatott a Plau-Sz, Ss, Ss, S7, So,
S12, Si5, S17 és S19 és legkozelebbi homoldgjaik kozott. A kiilonbségek foként indel és néhany
nukleotidcserét jelentettek, de a nem kodold régiok mentesek a tisztitd szelekcid hatasatdl, igy a
szekvenciavaltozasok gyorsabban megjelenhetnek ezekben a régidkban (Patthy, 2008).

Az RHYV régioban el6forduld mutéaciok eltérd allélspecifitasra utalnak a kiilonboz6 allélok
kozott (Matton és mts., 1997; Ushijima €s mts., 1998). Az ilyen jelenség a transzspecifitas esélyét
csokkenti (pl. Plau-Ss és Pvirg-S>), bar a mutaciok a fajok szétvalasat kdvetden is kialakulhattak.
Ugyanakkor az tény, hogy a P. virginiana szintén a fiirtvirdgzatiiak csoportjaba tartozik, mint
ahogyan a P. laurocerasus is, igy a filogenetikai fan is egymassal kozelebbi pozicidba kellene
keriilniiik, mint a maganyos viragiiak csoportjaba tartozé barmely faj szekvencidjaval. Ezek a
jelenségek is informativak lehetnek a transzspecifikus eredetii allélok azonositasakor.

A legtobb AS-csere (43%) az RC4 ¢és C5 kozott kovetkezett be, ezt kdveti a C3 és RC4
kozti szakasz (18%), majd az RHV (16%). Ezek a régiok megfeleltethetok a Malinae altribus PS3,
PS2 ¢és PS1 S-RN-4z régidinak, ahol a pozitiv szelekcid kimutathatd és az allélspecifitas
kialakuldsédban fontos szerepiik van (Ishimizu és mts., 1998). Az RHV régiorol irtak le els6ként,
hogy az allélspecifikus jelleg kialakitasaért felelds (Ushijima és mts., 1998), majd transzgénikus
Solanum chacoense novényekkel bizonyitottdk (Matton és mts., 1997). Amennyiben az allélok
kozos eredetliek és az AS-cserék ezt a régiot érintik, akkor az allélspecifitds megvaltozik. Emiatt
nagyon érdekes az a tény, hogy a C3-RC4 szakaszon valamelyest nagyobb szamban fordulnak el6
mutaciok az RHV-hez képest. Mindemellett a legnagyobb gyakorisag (43%-o0s) az RC4-C5 régiok
kozott adodott. Ebben a régioban talalhato egy jelentds méretii indel, melynek nagysaga 6-25 AS
kozott valtozik az Ujonnan azonositott babérmeggy S-RN-4zok esetében. Ez a szakasz a 3D
fehérjeszerkezetben egy hurok (loop) képzdodését idézi el6 (Fernandez i Marti és mts., 2012), ami
altalaban eltliri az indelek el6forduldsat (Patthy, 2008). Ilyen indel események gyakoriak lehetnek
a gén ezen szakaszan, mert nem hat rajuk a tisztito szelekcid. Raadasul a régionak megfeleltethetd
PS3 a Malinae altribusban pozitiv szelekcié alatt all, ami a régié allélspecifitasban betoltott
szerepére utal. Ezt Ortega és mts. (2006) is alatdmasztottak, amikor a 10 AS kiilonbségbdl hatot
ebben a régidban azonositottak a mandula Si1- és Sxs-alléloknal. A nem konzervativ AS-cserék a
legnagyobb mértékben az RHV régidoban (50%), majd az RC4-C5 (33%) és C3-RC4 (28%)
régiokban fordultak el8. Osszesen 88 Prunus S-RN-dz szekvencia vizsgalata soran Vieira és mts.
(2007) 28 AS poziciot hataroztak meg, melyekre pozitiv szelekcid hat, ezek koziil a legtobb (9) az
RC4-C5, majd ezt kdvetden 5 a C3-RC4 és 4 az RHV régidkban fordult eld. Eredményeink is
alatdmasztjak, hogy a C5 régiotol N-termindlis feldli iranyban taldlhat6 fehérjerész is hozzajarul a
Prunus S-RN-dz gén allélspecifitdsdhoz.

Eredményeink a babérmeggy S-allél-rendszerére vonatkozd elsé informaciot jelentik.
Adataink kozvetlentil felhasznalhatok lesznek a tomegtermesztésre szant uj fajtak eldallitasat célzo
nemesitési programokban, valamint értékes forrast adnak a faj és a nemzetség evolucios
torténetének minél részletesebb feltarasahoz, kiillondsen a kevésbé tanulmanyozott fiirtvirdgzataak
csoportjara vonatkozdan. Egy gyiimélcsfaj S-1okuszarol megallapitott elsé informacidk minden
esetben kiemelt jelentdségiiek, melynek értékét tovabb emeli a babérmeggy poliploid jellege. Az
extrém poliploid faj vizsgalata segithet jobban megérteni a Prunus fajok S-lokuszdnak mitkodését
is.
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7. KOVETKEZTETESEK
7.1. Gyakorlati hasznosulas

A csonthéjas gylimolcsfajtak termékenytilési rendszerét iranyitod S-lokusz minél alaposabb
megismerése kozvetleniil a gyakorlatban felhasznalhatdo eredménnyel jar. A molekularis
vizsgalatok adatai ma mar szinte az 0sszes dnmeddo gyiimolcsfaj esetében a fajtaleirasok részét
képezik, amit liltetvények létesitésekor megbizhatd informacioként kezelnek a gyakorlatban. A
nemesitési folyamat sordn az Ontermékenyiilési képességet kimutatd molekularis markerek
hasznalataval a célzott tulajdonsagot hordozé magoncok kivalogathatok, a szelekcid sokkal
hatékonyabba tehetd. Mind diploid, mind a poliploid fajok esetében a keresztezési partnerek S-
genotipusanak ismerete eldre vetiti az utodpopulacié hasadasi aranyait.

A dolgozatomban targyalt minden faj esetében kaptunk arrol visszajelzést, hogy
eredményeinket mar hasznositjdk a gyakorlatban. Az egyik legnevesebb kaliforniai
mandulanemesité mihely, az USDA Agricultural Research Service (Parlier) képviseletében Dr.
Craig Ledbetter felkérésére az intézet 10 uj fajtajeldltjének S-genotipusat mi hataroztuk meg.
Azota 2021-ben 0j OT fajtaként fogadték el a ‘Yorizane’ (Gold Nut™) hibridet, melynek
fajtaleirasaban mar szerepel az S-allél-0sszetétele (Ledbetter, 2021). Ennek alapjan a részlegesen
inkompatibilis (egy kozos inkompatibilitasi allélt hordozd) megporzé fajtak is elkeriilhetok az
iltetvényekben, igy a pollenszemek 100%-a genetikailag kompatibilis lesz, ami tovabb fokozhatja
a termékenyiilést.

A gylimolcesfajtak forgalmazasaval és marketingjével foglalkozd Artevos német cég
szamara szintén teszteltlink mandulafajtakat az St-allél kimutatasa érdekében, illetve meggy
fajtajelolteket is az  inter-inkompatibilitdis  megallapitdsdhoz. Tobb  magyarorszagi
kajszitermesztonek bocsajtottuk rendelkezésére az ujonnan forgalomba keriilé nemzetkozi fajtak
S-genotipusat a hazai iiltetvényszerkezet tervezéséhez, illetve szaktanacsot nyujtottunk a
potencialis porzdpartnerek kijeloléséhez olyan esetekben, amikor a termesztd a kiilfoldi
faiskolabdl beszerzett, feliiletesen megismert fajtat nagy teriileten eltelepitve néhany év elteltével
egy gyonyorlien virdgzo, de alig termd lltetvényben talalta magat. A Journal of Visualized
Experiments folyoiratban 2020-ban megjelent kajszi termékenytilési vizsgalatokat 6sszefoglalo,
nemzetkozileg egységes protokoll az altalunk tervezett és optimalizalt primereket ajanlja a
genetikai analizishez (Herrera és mts., 2020). Egy hazai meggynemesitési program 2017 oOta
megjelend 0Osszes fajtajeloltjét vizsgaltuk és S-genotipusukat, inter-inkompatibilitdsukat
meghataroztuk. Az ¢észak-kelet magyarorszagi régidban vadon eléforduld6 Nemtudom
szilvaegyedek fajtaazonossidga nem minden esetben volt meggydz0, ennek tisztazasat az S-allél-
Osszetételiik meghatarozasaval segitettiik. A babérmeggy egyedekrdl szarmaz6 adatainkat egy
torok gylimolcsnemesitési programban hasznaljadk. A témaban megjelent magyar nyelvii
ismeretterjesztd cikkeinket a termesztOk tdjékoztatasdra szantuk, egy angol nyelvii
viragzasbioldgiai szakkdnyvbe irt, a gylimolcsfak onmedddségének molekularis biologiai hatterét
és ennek gyakorlati alkalmazisat attekintd fejezeteinket nemzetk6zi PhD programokban
tankonyvként hasznaljak.

7.2. Hozzajarulas a csonthéjas gyiimolcesfajok genetikai alapjainak megismeréséhez

Gazdasagi jelent6ségén tilmenden az inkompatibilitasért felelds gének elemzése szamos
alapvetd informacidval gazdagitotta a gylimolesfakkal kapcsolatos genetikai ismereteinket. Az
ontermékenytiilés megjelenése legtobb esetben az S-lokuszban bekodvetkezett mutacid(k)nak volt
koszonhetd. Az ontermékenyiilé fenotipus megjelenése a termesztés soran kivalasztott fajtak
is befolyésolta. A diploid fajoknal bekdvetkezd mutacié a fenotipusra kozvetleniil hat, mig a
poliploidoknal egy ideig latens modon van jelen, igy az eltér6 ploidszintli névényeknél masképpen
formalta a termesztett faj genetikai alapjait az ontermékenyiilést kialakité mutacid6 megjelenése.
Nemcsak a ploidszint, hanem az oOntermékenyiilési képesség kialakulasanak iddbelisége is
alapvetd valtozdsokat eredményezett. A manduldndl evolicios idoben mérve Ujnak szamitd

123



tulajdonsag miatt még nem kovetkezhetett be palacknyak-effektus, hiszen a homozigotasag
novekedésével a beltenyésztéses leromlés tovabbi gatat képez. Mandula esetében csak a human
szelekcio hatasa eredményezett kismértékii valtozast a faj genetikai hatterében.

A kajszi ontermékenytilési képessége azonban sokkal régebben alakult ki, feltehetden
Torokorszag kozeépso, kontinentalis éghajlatu teriiletein, ahol egy altalunk els6ként azonositott
transzpozon ugrasanak koszonhetden jott 1étre. Szerencsés véletlen, hogy a kialakuldasdhoz kdzeli
régiokba atjutva olyan kornyezeti tényezok kozé keriilt az ) képességet eredményez0, mutans
allél, mely szelekcios elényt jelentett az azt hordoz6 egyedek szaméra. Csodalatos felismerni, hogy
az 6szibarack faj kialakuldsa mogott feltehetden ugyanilyen molekularis valtozasok alltak.

Munkahelyem jogeldd intézményének, a Magyar Kiralyi Kertészeti Tanintézet legendas
professzoranak, Mohécsy Matyasnak a kozel 70 éves sorai a tudomanyos igazsag tjabb ¢és 0jabb
rétegeit tarjak fel napjainkban a molekuldris genetika széditd fejlédésével: ,Nagy tévedés lenne
azt hinni, hogy a virdgbiologiai jelenségek ismerete csak tudomanyos értékii, mert ellenkezdleg,
éppen ezek az ismeretek nyujtjadk nekiink a legértékesebb utmutatdsokat a gyakorlati
termesztésben.” Eredményeink felhivjak a figyelmet arra, hogy a termékenyiilési fenotipus
megvaltozasa egyarant mélyrehaté kovetkezményekkel jar a gyitimolesfak termesztésére,
nemesitésére és genetikai alapjainak alakulasara vonatkozoan. Ezek a kutatasok szerepet jatszanak
a kiilonb6z6é molekularis haldzatok feltardsdban és a kultirndvények evolicids kapcsolatainak
feltérképezésében is. Munkam sordn mindig 6rdmet jelentett, hogy az iiltetvényben jelentkezd
problémak kozvetlen, gyakorlati megoldasatdl a ma ismert gytimdlcesfajok kialakulasat iranyito
folyamatok megeértéséig vezetett ez a kalandos utazas. Olyan titkokra pillanthattunk ra elséként,
amelyek feltarasat munkank kezdetekor nem is remélhettiik.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

10.

11.

Ot 1j, termesztett mandulafajtdkban eléforduld S-RN-dz allélt azonositottunk (Ssim,
S$36-539), jellemeztiik exon-intron szerkezetiiket, melynek alapjan kimutatasukhoz
specifikus markert dolgoztunk ki.

Meghataroztuk 32 kelet-eurdpai €s kaliforniai mandulafajta, illetve nemesitési alapanyag
S-genotipusat, leirtunk harom 1j inter-inkompatibilitasi csoportot (XXI, XXII és XX VIII).
Igazoltuk, hogy a kajszi ontermékenytilését el6idézo SFBc-allél torokorszagi gyakorisaga
keltr6l nyugati irdnyba ndvekszik, kialakuldsdnak legvaldsziniibb teriilete Kozép-
Torokorszag.

Torok és tunéziai fajtdk S-genotipusdnak meghatarozasat kovetden a kajszi inter-
inkompatibilitasi csoportjainak szamat jelentds mértékben, 15-tel bovitettiik (az altalunk
leirt 4j III-XVIIL. CIG csoportok megalkotasaval).

. Az S-16kusz vizsgélatdval megallapitottuk, hogy az észak-afrikai orszagokban termesztett

kajszi genetikai variabilitasa feliilmilja az europai fajtakor variabilitasat, amit az
elterjedési utvonalukon és jelenlegi termdhelylikon megnyilvanuld eltérd szelekcids
hatasok eredményeztek.

SSR és S-16kusz alapt molekularis markerezési adatokkal igazoltuk, hogy kajszi esetében
a genetikai variabilitas csokkenésének f6 oka az ontermékenytilési képesség megjelenése
volt (pl. marokkdi odzisok, Eurdpa). A genetikai diverzitas cs6kkenése ardnyos azzal a
relativ id6tartammal, ami az Ontermékenyiilés kialakuldsat kovetden eltelt. A mandula
esetében, ahol az elsd ontermékenyiilés minddssze néhény évtizede ismert, a mandula
genetikai  sokféleségének erozidja mas tényezokre (pl. a kivalé tulajdonsagu
sziilénovények tobbszori felhasznalasa, alapitd hatas) vezethetd vissza.

Azonositottunk egy 1j, dntermékenyiilést el6idézo kajszi S-allélt (SFBc2). Igazoltuk, hogy
a kajszi SFBc- és SFBc2-haplotipusok funkciovesztését egy Prunus-specifikus, Mutator
szupercsaladba tartozd, nem-autondm DNS-transzpozon inszercidja okozza, melyet
elsdként irtunk le, jellemeztiik a szerkezetét és Falling Stones (FaSt) névvel jeldltiink. A
FaSt-elem az AT-motivumokban gazdag eukromatin régiokban nagy szamban fordul eld,
kozelmultbeli aktivitasat szekvencia alapt és filogenetikai elemzéssel bizonyitottuk.
amivel novelhetd a meggy altal hordozott cseresznye- €s csepleszmeggy-eredetli S-allélok
azonositasdnak megbizhatosaga, igy csokkentheté a diagnosztikai eljards 1d6- és
koltségigénye.

Osszesen 10 kiilénbdzd S-haplotipust (S1, Sa, Ss, So, Si2, S13, S14, Sa6, S35 és S36) vagy ezek
funkcioképtelen valtozatait azonositottuk 26 korabban nem vizsgalt magyar meggyfajta és
néhany szelektalt klon S-allél-készletének meghatdrozasaval. Megallapitottuk, hogy a
gylimolcs festdleviisége nem alkalmas a fajtak rokoni kapcsolatainak feltarasara.
Azonositottunk egy kozds S-RN-az allélt (Sis) a Nemtudom és Besztercei szilva
genotipusadban, melyet kordbban kokényfajtdkban is kimutattunk. Igazoltuk, hogy az
északkelet-magyarorszagi régioban vadon névé Nemtudom szilva adllomanyait kismértéki
genetikai variabilitds jellemzi, ami indokolja a kozelmultban megkezdett szelekcios
nemesitési programok folytatasat.

Az extrém poliploid Prunus laurocerasus L. (2n=22x) faj esetében elséként azonositottunk
23 S-RN-dz allélt (S1-S20, Ssm, S13m, €s Sism), melyek szekvencidit a C2-C5 régioban
meghataroztuk. A 20 funkcioképes allél mellett harom funkcidképtelen allélt jellemeztiink,
eredményeink kozvetett modon alatamasztjdk a tetraploid meggy Ontermékenyiilését
meghataroz6 modell mikodését mas ploidszintii fajok esetében is.
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MELLEKLETEK

1. melléklet: A vizsgalt torok kajszifajtdk a szdrmazasi helye, a gylimoélcs érési ideje, a héjszin, a huskeménység, a méret, a felhasznalasi cél, a
termékenyiilési tipus, valamint az altalunk meghatarozott S-genotipus bemutatasa

Szam Fajtanév Szz’u‘ma’zési Erési idé Héjszin Huskeménység Gyiimodlesméret Felhasznalas Termé’k enyilési S-genotipus
tartomany tipus
1 Adilcevaz 1 Bitlis kozepes sarga kemény apro frissfogyasztas OM SS9
2 Adilcevaz 3 Bitlis kozepes sarga kemény kozepes frissfogyasztas OM 13810
3 Adilcevaz 5 Bitlis kozepes sarga igen kemény kozepes frissfogyasztas oM SoS13
4  Agerik Igdir kozepes fehér kemény nagy frissfogyasztas OM YR
5  Akcadag Giinay Malatya kozepes sarga kemény apro aszalas OM S3S0
6  Alioglu 49 ismeretlen kozepes sarga kozepes kozepes frissfogyasztas oM SsS12
7  Alyanak [zmir kozepes sarga kemény nagy frissfogyasztas OM S»Ss
8 ArtvinP.A Artvin kozepes sarga puha kozepes frissfogyasztas OM 5585
9  Canakkale Canakkale kozepes sarga kemény kozepes frissfogyasztas oT ScSc
10  Cataloglu Malatya kozepes sarga kozepes kozepes aszalas OM S6So
11 Cekirge 52 Bursa kozepes halvany narancs  kemény kozepes frissfogyasztas OM oS50
12 Cigli Izmir kozepes sarga kemény apro frissfogyasztas OM S4S19
13 Cologlu Malatya kozepes sarga kemény apro aszalas OM SsSo
14  Dortyol 2 Hatay kozepes sarga kozepes kozepes frissfogyasztas OM So
15 Dortytoln 4 Hatay kozepes halvany narancs  puha kozepes frissfogyasztas oM >S9
16  Ethembey Edirne kozepes halvany narancs  kemény kozepes frissfogyasztas oT ScSs
17  Gec Aprikoz Igdir kozepes sarga kemény nagy frissfogyasztas OM SeS11
18  Giiz Aprikozu Malatya késoi sarga kozepes nagy frissfogyasztas oM Se
19  Haci Haliloglu  Malatya kozepes sarga kemény kozepes aszalas OM SoS13
20  Hacikiz Malatya kozepes sarga igen kemény kozepes aszalas OM S6Ss
21 Hasanbey Malatya kozepes sarga igen kemény kozepes friss és aszalas (0) 1 Y
22 Imrahor Izmir kozepes sarga kdzepes kozepes frissfogyasztas OM Ss
23 Iri Bitirgen Tekirdag kozepes halvany narancs  kdzepes kozepes frissfogyasztas OM S$>Ss
24  Ismailaga Malatya kozepes sarga kemény kozepes aszalas (0) 1 SoS11
25  Kabaasi Malatya kozepes sarga kemény kozepes aszalas OM SoS13
26  Kadioglu Malatya kozepes narancssarga kozepes apro aszalas OM SsSo
27  Kamelya [zmir kozepes halvany narancs  kemény kozepes frissfogyasztas oM SoS13
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tartomany tipus

28  Karacabey Bursa kozepes narancssarga igen kemény kozepes frissfogyasztas oT ScS,
29  Kayisi Erigi Nigde kozepes sarga kemény kozepes frissfogyasztas OM S11Spium!
30  Kayseri P.A Kayseri kozepes sarga igen kemény apro frissfogyasztas OM S3Ss
31  Kurukabuk Malatya kozepes halvany narancs  kdzepes kozepes aszalas OM 5256
32 Levent Malatya igen késoi sarga kozepes kozepes frissfogyasztas OM SeS1o
33  Mahmudun Erigi Erzincan kozepes sarga igen kemény kozepes frissfogyasztas OM Si3
34  Mektep Izmir kozepes sarga kozepes kozepes frissfogyasztas oT ScSs
35 No 1 Zerdali Van kozepes sarga puha kozepes frissfogyasztas OM SeS12
36  No 2 Zerdali Konya kozepes sarga kozepes kozepes frissfogyasztas OM SoS13
37  Ordubat Igdir kozepes sarga igen puha apro aszalas oM S-S12
38  Ozal saglam Malatya igen késoi sarga puha apro frissfogyasztas oM S6So
39  Pasa Mismisi Malatya kozepes sarga kozepes nagy aszalas oT ScSs
40  Sakit 1 Hatay kozepes sarga kozepes kozepes frissfogyasztas oM SeS1o
41 Sakit 3 Hatay kozepes halvany narancs  puha kozepes frissfogyasztas oM S3S1o
42 Salak (Aprikoz) Igdir kozepes sarga puha kozepes frissfogyasztas OM S11813
43  Sam Izmir kozepes sarga puha kozepes frissfogyasztas oT ScSh
44  Sebbiyiki Malatya kozepes sarga kemény kozepes aszalas oM >S9
45  Seftalioglu Malatya kozepes sarga kemény kozepes aszalas OM SsSo
46  Sekerpare Erzincan kozepes sarga puha kozepes aszalas (0) Y1 8556
47  Soganci Malatya kozepes sarga igen kemény kozepes aszalas oM S6So
48  Tokaloglu izmir  Izmir kozepes halvany narancs  kdzepes kozepes frissfogyasztas OM S5S19
49  Turfanda Izmir  Izmir korai sarga kozepes kozepes frissfogyasztas OM 5755
50 X1 Zerdali Malatya kozepes sarga kemény kozepes frissfogyasztas oM SeS12
51 X2 Zerdali Malatya kozepes sarga kemény apro frissfogyasztas OM S5S15
52 X3 Zerdali Malatya kozepes sarga kemény apro frissfogyasztas (0) 1 65,0
53  Yegen Malatya kozepes halvany narancs  igen puha kozepes aszalas (0) 1 SsS11
54 Yerli [zmir kozepes sarga kozepes kozepes frissfogyasztas oT ScS5
55  Ziraat Okulu Malatya kozepes sarga kozepes nagy frissfogyasztas OM Y

A termékenyiilési tipus szabadfoldi iranyitott dntermékenyitésbdl szarmazo gyiimdleskotddési arany alapjan dntermékenyiils (OT) vagy 6nmeddd (OM) (Giilcan és mts., 2006).

'P. salicina eredetil allél (plum)
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SFBs-allélok specifikus kimutatasa és az S-genotipusok felsorolasa

“ g ey

Sorszam Mintanév El6fordulas 1. intron (bp)! 2. intron (bp)? Sc/Ss-RN-dz SFBcss S-genotipus
1 Armed-22 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
2 Armed-20 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
3 Armed-6 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
4 Armed-5 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
5 Armed-16 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
6 Armed-15 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
7 Armed-18 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
8 Tighnit-11 Agdz 355 2800 + Sc SoSc
9 Tighnit-19 Agdz 355 2800 + Sc SoSc
10 Tighnit-7 Agdz 355 2800 + Sc SoSc
11 Tighnit-8 Agdz 355 2800 + Sc SoSc
12 Tighnit-13 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
13 Tighnit-4 Agdz 355 950, — + Sc ScS
14 Tighnit-14 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
15 Tighnit-1 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
16 Tighnit-20 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
17 Tighnit-16 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
18 Tighnit-5 Agdz 223,332 950, — - - 8528520
19 Armed-11 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
20 Tighnit-6 Agdz 355 2800 + Sc SoSc
21 Tighnit-2 Agdz 355 2800 + Sc SoSc
22 Tighnit-18 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
23 Tighnit-15 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
24 Tighnit-21 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
25 Tighnit-12 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
26 Tighnit-3 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
27 Tighnit-23 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
28 Tighnit-17 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
29 Tighnit-9 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
30 Tighnit-22 Agdz 355 2800 + Sc ScSc
31 Tighnit Agdz 355 2800 + Sc ScSc
32 Rich-2 Atlasz-hegys. 305,401 750, 1500 - - AYATR
33 Rich-1 Atlasz-hegys. 289, 305 1350, 1500 - - Susi
34 Rich Atlasz-hegys. 332,379 950, 1350 - - 52813
35 Lahcoun-2 Skoura 355 2800 + Sc ScSc
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Sorszam Mintanév Eléfordulas 1. intron (bp)1 2. intron (bp)2 Sc/Ss-RN-dz SFBcis S-genotipus
36 Lahcoun-1 Skoura 355 2800 + Sc ScSc
37 Skoura-5 Skoura 355 - + Sc ScSc
38 Skoura-4 Skoura 355 - + Sc ScSc
39 Ait-Lahcen-7 Kelaat M’Gouna 305, 401 750, 1500 - - S7811
40 Ait-Lahcen-6 Kelaat M’Gouna 223, — —, 1350 - — S1382
41 Ait-Lahcen-3 Kelaat M’Gouna 355, 401 2800, 750 + Ss AYAYS
42 Ait-Lahcen-4 Kelaat M’Gouna 289, 305 1350, 1500 — — S11S13
43 Ait-Lahcen-2 Kelaat M’Gouna 305, 401 750, 1500 - — AYAH
44 Ait-Lahcen-1 Kelaat M’Gouna 332,379 950, 1350 - — $2813
45 Ait-Lahcen-5 Kelaat M’Gouna 223,305 —, 1500 - — S1182
46 Ait-Talat-3 Kelaat M’Gouna 306, 332 950, 1500 - - S$2811
47 Ait-Talat-1 Kelaat M’Gouna 379, 401 1350, 750 - - 57813
48 Ait-Talat-5 Kelaat M’Gouna 379, 401 1350, 750 - - AYAYE
49 Gulmim-2 Gulmima 223,355 —, 2800 + Ss S8S520
50 Gulmim-5 Gulmima 223,306 -, 1500 - - S115%
51 Gulmim-8 Gulmima 424, 401 1300, 750 - - S6S7
52 Gulmim-3 Gulmima 355,379 —, 1350 + Sc ScSi3
53 Gulmim-7 Gulmima 355,379 —, 1350 + Sc ScSi3
54 Gulmim-1 Gulmima 355, 223 - + Sc NYAYH
55 Gulmim-4 Gulmima 332,401 950, 750 - - 5287

! Az amplikonok fluoreszcens jel5lését kovetden automata szekvenatorral meghatarozott értékek

2 Agardzgél-elektroforézist kovetden becsiilt fragmentummeéret
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Magyar-Marokkdi Intézménykozi TET Egylittmiikodés (K6zép-Eurdpai és marokkoi kajszifajtak
termékenyiilésének vizsgalata)

OTKA K 112554 (A poliploid gyiimolcsfak termésbiztonsagat befolyasold néhany gén és génjelolt
vizsgalata)

OTKA K 128874 (Gazdasagi tulajdonsagokat befolyasold DNS-polimorfizmusok azonositasa és
jellemzése diploid és poliploid gylimolcsfak esetében)

Kiilon kiemelendd, hogy személyes tamogatdst kaptam a Magyar Tudomdnyos
Akadémiatol, amely nagy mértékben hozzajarult a dolgozat elkésziiléséhez. Koszonetemet eziton
szeretném kifejezni az alabbi dsztondijakért és elismerésekért:

MTA Gyermeket neveld kutatok tdmogatasa (2022)
MTA Bolyai Janos Kutatéi Osztdndij (2009-2013; 2014-2017) és MTA Bolyai-plakett (2014)

Nagyon koszondm Anyukdamnak, Apukamnak és Névéremnek a mindenkori tamogatasat és
a szeretetteljes hatteret. Nélkiiliik nem érhettem volna el mindazt, ami itt bemutatasra keriilt.
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