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SZAKMAI BESZAMOLO

-z

Kutatasi programunknak két f6 célkitiizése volt:
1. Kulénboz6 citokininek hajtasregeneracioban jatszott szerepének szerv-illetve
szovetszinti vizsgalata hat almafajta (nemes és alany) esetében.
2. Kilénbozé alma genotipusok jellemzése molekuléris markerekkel.
Szakmai beszamolonkban is e felosztas alapjan ismertetjik az elvégzett kutatomunkat és
annak eredményeit.

1. Kilénboz6 citokininek hatdsa alma genotipusok regenerécids képességére, a regeneralédott
hajtasok szoveti szerkezetére

A vizsgalatokba 6 almafajtat (5 nemes és 1 alany) vontunk be: ’Royal Gala’, *Idared’,
"Freedom’, "Husvéti rozmaring’, ’Mclntosh’, ’M.26°.

Kiserleteinkben megvizsgaltuk olyan aromas oldallanci citokininek regeneraciora
gyakorolt hatasat, melyek szerepét eddig még almanal nem vizsgaltak, de mas ndévényfajoknal
végzett vizsgalatok eredményei, valamint a szerkezetiik alapjan feltételezheté, hogy a
regeneracios képessegre pozitiv hatast gyakorolnak. Hatdsukat kilénbozo, alma regeneracios
kisérletekben eddig alkalmazott aromés oldallancu citokininekkel (benzil-adenin, kinetin) és
izoprenoid oldallanct (pl.: N°-(izopent-2-enil)adenozin, zeatin) citokininek hatasaval is
6sszehasonlitottuk. Az utolsé proliferacios szakasz kulonb6zé tényezéinek (hormondsszetétel,
homérséklet, megvilagitas, egyéb elokezelés) jelentoségét a hajtasregeneraciéban szamos
szerzb bizonyitotta. Kisérleteinkben ezéert nemcsak maganak a regeneracionak a folyamatat,
hanem a regeneraciora felhasznalt hajtasok kilonbdzo6 citokininekkel valo elékezelésének
regeneraciora gyakorolt utdhatdsat is vizsgaltuk. Tobb szerzé kimutatta, hogy mind az
elékezeld, mind a regeneracios taptalaj oOsszetetele befolyasolja a névényi regeneracios
folyamatot és a regeneraciot megel6z6 kezelés jol leirhatd anatomiai valtozasokat indukalhat
az in vitro szovetekben. Célkitiizéseink kozott szerepelt ezért a kilénbdzé citokininek altal
okozott anatémiai, szovettani valtozasok vizsgalata, 6sszehasonlitésa is.

A citokininek hatasvizsgalata tehat az alabbi szempontok szerint tortént a kilénbdzo
genotipusoknal:

1. A regeneracidban felhasznalt levelek hajtasainak elokezelése kiilonbézo citokininekkel:

> Az elokezelo taptalajban kiilonb6z6 tipusu citokininek regeneraciora gyakorolt
utohatasanak vizsgalata tesztregeneracio alkalmazasaval.

» Az alkalmazott kiilonb6z6 tipusu citokinineknek az in vitro hajtasok szoveti szerkezetére
gyakorolt hatasanak vizsgalata (fénymikroszkopos vizsgalatok).

> A legjobb utdhatdstnak bizonyult citokinin(ek) koncentracidjanak optimalizalasa az
elékezel6 taptalajban, tesztregeneracio alkalmazasaval.

2. Kulénb6z6 citokininek hatasvizsgalata a regeneracids folyamatra.

> A legjobbnak bizonyult elokezel6 taptalajon nevelt hajtasok levéllemezeinek
regeneracioja kulonb6zé tipusu citokinineket tartalmazé regeneracios taptalajon.

> A citokininek koncentracidjanak optimalizalasa a regeneracios taptalajban.

» Kulonb6zé citokininek hatasanak vizsgélata a levéllemezen regeneralodd G hajtasok
anatémigjéra, szOvettani felépitésére.

Az alabbi tablazatokban bemutatjuk az elékezeld, illetve a regeneralé taptalajban
alkalmazott citokininek tipusat és koncentraciojat (1. és 2. tablazatok).
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1. tdbldzat. Az el6kezel6 taptalajban alkalmazott citokininek tipusa és koncentracioja

Citokinin Citokinin koncentracioja

tipusa mg/l (uM)

TOP 0 0,5 (2,07) 1,0 (4,14) 1,5 (6,21) 2,0 (8,28)
BAR 0 0,5 (1,40) 1,0 (2,80) 1,5 (4,20) 2,0 (5,60)
BA 0 0,5 (2,22) 1,0 (4,44) 1,5 (6,66) 2,0 (8,88)
KIN 0 0,5 (2,32) 1,0 (4,64) 1,5 (6,96) 2,0 (9,28)
BA+TOP 0+0 0,5+0 0,5+0,5 0,5+1,0 0,5+1,5 0,5+2,0
BA+KIN 0+0 0,5+0 0,5+0,5 0,5+1,0 0,5+1,5 0,5+2,0

2. tablazat. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokininek tipusa és koncentracioja

Citokinin Citokinin koncentracioja

tipusa mg/l (M)

TDZ 05(2,27) 2,0(9,08) 35(1589) 5,0(22,70) 6,5(29,51) -
BA 05(2,22) 2,0(8,88) 35(1554) 5,0(22,20) 6,5(28,86) -
BAR 05(1,40) 2,0(560) 35(9,80) 5,0(14,00) 6,5(18,20) 8,0(22,40)
TOP 0,5(2,07) 20(828) 35(14,49) 5,0(20,70) 6,5(26,91) -
TOPR 05(1,34) 20(536) 35(9,38) 5,0(13,40) 6,5(17,42) 8,0(21,44)
ZEA 05(2,28 2,0(9,12) 3,5(15,96) 5,0(22,80) 6,5 (29,64) -
ZEAR 05(142) 20(568) 35(994) 5,0(14,20) 6,5(18,46) 8,0(22,82)
KIN 05(2,32) 2,0(9,28) 3,5(16,24) 5,0(23,20) 6,5 (30,16) -
KINR 05(1,44) 2,0(576) 3,5(10,08) 5,0(14,40) 6,5(18,72) 8,0(23,04)

Az alkalmazott citokininek roviditett és teljes neve:

TDZ —thidiazuron = N-fenil-N’-1,2,3-tidiazol-5-il urea; BA- benzil-adenin = 6-benzil-amino-
purin; BAR - 6-benzil-amino-purin -ribozid; TOP - 6-(3-hydroxi-benzil-amino)purin; TOPR -
6-(3-hydroxi-benzil-amino)purin-ribozid; KIN - 6-furfuril-amino-purin; KINR - 6-furfuril-
amino-purin-ribozid; ZEA — N°-(izopent-2-enil)adenozin = zeatin; ZEAR — zeatin-ribozid.

Az alkalmazott nevelesi korilmények:

El6kezelésben az alma névénykék 5-7 leveles, 35-40 mm hosszU in vitro hajtasait allitottuk
a kilénbozo citokinin-tartalma (1. tablazat) taptalajokra, melyek a citokininek mellett
tartalmaztak MS sokat és vitaminokat, valamint 100 mg I myo-inozitolt, 0,7 % agar-agart, 3
% szacharézt, 0,3 mg I indol-vajsavat (IBA) és 0,2 mg I* gibberellinsavat (GAs). A
hajtasokat 3 hétig neveltik ezeken a taptalajokon, 22 °C + 2 °C -on, 16 6ras 8.000 lux-os (105
umol m?s™) megvilagitas mellett. A harom hét alatt a hajtasok legalébb egy, de altalaban két
Uj levelet fejlesztettek (kezeléstol fliggéen). A szOvettani vizsgalatokat ezutan végeztik el a
felsé két, djonnan fejlédé levelekbol. A toluidin kékkel festett keresztmetszeti képeket
fenymikroszkoppal vizsgaltuk.

A kilénbozo6 citokinin-tartalmu taptalajon elénevelt névények djonnan fejlédé leveleit
regeneracios taptalajra helyeztik. Minden regeneracios taptalaj tartalmazott MS sokat, B5
vitamint, 100 mg I* myo-inozitolt, 0,2 mg I"* naftil-ecetsavat (NAA), 0,25 % gelritet, 3 %
szachar6zt és citokinint. Az alkalmazott citokinin a tesztregeneraciéban 5,0 mg I"* BA (*Royal
Gala’ esetén emellett még egy fajta tesztregeneraciot is alkalmaztunk: 0,5 mg I TDZ-vel)
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volt, a regeneracios vizsgalatokban - a megfelel6 el6kezelések kivalasztasa utan - a 2. tablazat
szerinti tipusokat és koncentraciokat alkalmaztuk.

Az explantatumokat sotétben 24,5 °C-on inkubaltuk 3 hétig, azutan fényen 22 °C-on, 16 h
fotoperiodusnal tovabbi 4 hétig. A fényintenzitast hetente néveltik: 35 pmol s* m? volt az 1.
héten, 70 umol s m™ a 2. héten és 105 pmol s* m™ a 3. héttdl.

Hét hetes regeneracios kezelést kdvetéen szamoltuk a regeneracios szazalékot (=regenerélt
hajtdst tartalmazé explantdtumok aradnya, R%), a regeneralt hajtasok szamat
explantdtumonként (SN), és a vitrifikdcids szézalékot (=vitrifikalt hajtast tartalmazé
explantatumok aranya, V%). A paraméterekbd6l organogenetikus indexet (Ol) szamoltunk az
alabbi képlettel: OI=[R% - V%] x SN / 100. Az adatok statisztikai értékelése egy- és
tobbtényez6s varianciaanalizissel es Tukey teszttel tortéent SPSS 9.0 for Windows
programcsomag segitségével. A vizsgalt citokininek hatdsanak, illetve utOhatdsanak
értékelése a SN és az Ol értékek figyelembevételével tortént.

1. Az eldkezels taptalajban alkalmazott citokininek hatasa

Hisztologiai vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a citokininek tipusa és koncentracioja
nagymeértekben megvaltoztatta az in vitro levelek szoveti szerkezetét. ’Royal Gala’ esetén
minden kezelésnél elvégeztik a szdvettani vizsgalatot, a tobbi fajta esetén hormontipusonkent
a legjobb kezelés esetén ellendriztik a szdveti szerkezetet. A regeneracidra hasznalt levelek
szOveti szerkezete és a regeneracids valaszuk (sok hajtas, alacsony vitrifikacid) jo
korreldciot mutatott. Amikor az elékezelés fiatal, vagy kevesbé differencidlt szerkezetet
okozott, a regeneralddott hajtdsok szama magas, a vitrifikdcid mértéke alacsony volt. A
regeneracio mértékét az elékezelé téptalajpan és a regenerdld taptalajban alkalmazott
citokininek egyuttesen befolyasoltak. A citokininek altal okozott hisztologiai hatasokat, illetve
a regeneracié mértékét a kilonbozo elokezeléseket kovetden részletesen publikaltuk (1, 4, 5,
6, 10, 12), ezért a 1. abran csak a ’Royal Gala’ példajan mutatjuk be, hogy hogyan korrelal a
j6 organogenetikus képesség a szoveti szerkezettel attdl fiiggéen, milyen tipusu és
koncentracidju citokininnel kezeltlik az in vitro névényeket a regeneraciot megel6zéen.
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'Royal Gala’ esetén a legtobb hajtas 0,5-1,5 mg I TOP koncentracio, vagy 1,5 mg I* KIN
alkalmazéasa utan regeneralodott mindkét tesztregeneracids taptalajon, illetve BA+TOP
kombinélt kezelés esetén 1,5-2,0 mg I' TOP alkalmazasakor, ha a tesztregeneracios
taptalajban BA volt.

A regeneracio mértekében a vizsgalt fajtdk kozott jelentés kilonbségeket lehetett
kimutatni, azonban a kilénb6z6 elokezelésekre adott reakciojuk nagyon hasonlé volt. A
tesztregeneracios kiserletek (SN, OI) és a hisztologiai vizsgalatok eredményeinek egylittes
figyelembevétele alapjdn a vizsgalt fajtdknal kivalasztott legjobb el6kezeléseket a 3.
tablazatban mutatjuk be.

3. téblazat. A hajtasregeneraciot megel6z6 leghatékonyabb eldkezelé taptalaj citokinin
tartalma, valamint ezekkel a tesztregeneracidban elérhet6 SN és Ol értékek a kilénbdzé
fajtaknal.

Fajta Elokezel6 taptalaj SN 0]

Royal Gala 1,0mg I TOP 10,3 6,44
M.26 1,0mg 1" TOP 2,78 0,65
Idared 05mgl*BA+05mgl” TOP 1,54 0,33
Freedom 05mgl BA+15mgl” TOP 2,45 1,88
Mclntosh 05mgl'BA+05mgl* TOP 5,12 1,28
Husvéti rozmaring 1,5 mg I KIN 3,26 2,01

A 3. tablazat adataibol jol latszik, hogy a vizsgalt fajtak organogenetikus képessége igen
kiilénb6z6; az SN-t figyelembe véve 2-6,7-szeres, az Ol-t figyelembe véve 3,2-19,5-sz06r6s a
kilénbség. A legjobb organogenetikus képességet mutatta a "Royal Gala’, leggyengébbet az
"Idared’.

2. A regeneracios taptalajban alkalmazott citokininek hatasa

Az elvégzett kiserletek eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a kulénb6zé tipusu
citokininekre adott regeneracios valasz erésen fajtafliggé volt. Mindegyik fajta esetén eltéré
regeneracios valaszt kaptunk; még abban az esetben is, ha az el6kezelés azonos taptalajon
tortént, mint a 'Royal Gala' és az 'M.26', vagy az ’Idared’ és "MclIntosh’ esetén.

'‘Royal Gala' a TDZ tartalma taptalajon mutatta a legjobb eredményt, mind a regeneralédott
hajtasok szdmét, mind az OlI-t illetéen. A TDZ optimélis koncentracidja 2,27 uM volt (més
alma fajtaknal ez 4-10 uM koz6tt van irodalmi adatok szerint). Ezt kdvette a TOPR és a BA
hatasa, bar szignifikansan gyengébb eredményt adva. A nem-ribozid citokininek (BA, TOP,
ZEA, KIN) optimalis koncentracioja 22-30 uM kdzott, mig a ribozidok (BAR, TOPR, ZEAR,
KINR) optimalis koncentracidja 17-23 uM koz6tt volt.

"M.26° esetében a TDZ optimalis koncentracidja 9,08 uM, alkalmazésa esetén nagy
hajtasszam (3,12), de viszonylag kicsi Ol (0,63) érhet6 el. 18,2 uM BAR és 21,04 uM TOPR
alkalmazésa nagy hajtasszamot (3,22 és 3,18) és nagy OI-t (1,29 és 1,74) eredményezett. A
KIN és a ZEA ennél a fajtanal is kevésbé hatékony, optimalis koncentracioja 22-23 uM, mig
ribozidjaiké 18-19 uM. (Részletes kozlés:3, 7, 8, 11)

"Idared’ esetén a legjobb regeneraciot 26,91 uM TOP (SN:3,67, OI:0,18), 23-30 uM TDZ
(SN:2,67, OI:0,40) és 15,5 uM BA (SN:2,57, OI:0,77) hasznalata esetén értuk el. A nem-
ribozid citokininek ennél a fajtanal nem voltak hatasosak, sem a kinetin, sem pedig az
izoprenoid oldallancu citokininek (ZEA, ZEAR).
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"Freedom’ esetén a leghatdsosabb 22,7 uM TDZ (SN:1,78, OI:0,65) bizonyult; a hasonl6
koncentracidban alkalmazott (22,2 uM) BA kevésbé volt hatdsos (SN:1,29, OI:0,15). Nemi
regeneraciot lehetett elérni 14 uM BAR, vagy 21,4 uM TOPR hasznélataval, a tobbi vizsgalt
citokinin hatastalan volt.

"Mclintosh’ esetén az optimalis TDZ koncentracio 22,7 uM volt (SN:3,33, OI:1,11). Az
aromas oldallancu, nem-ribozidok 20-22 uM, a ribozidok 9-13 uM optimumot mutattak; sét
kinetin esetén csak a nem-ribozid forma indukalt regeneréciét (16 uM; SN:1,45, OI:0,26).
Izoprenoid oldallanci citokinin esetén a nem-ribozid optimalis koncentracioja 29 uM, a
ribozidé 19 pM. Altalanosan megfigyelhetd a fajtanal, hogy a ribozid ugyanolyan, vagy
kisebb hatasu, mint a nem-ribozid forma.

"Husvéti rozmaring’ esetén a TDZ optimuma 9,08 uM (SN:2,54, OI:0,59). A nem-ribozid
természetes citokininek (BA, TOP) optimalis koncentracidja 15-27 uM, a ribozidoké 9-19
uM.

Mindegyik vizsgalt fajta esetén sikerllt optimalizalni a regeneracios taptalaj citokinin
tartalmat (legjobb tipus és koncentracio kivalasztasa), melyet a 4. tblazat mutat.

4. tablazat. Az el6kezel6 és a regeneracids taptalaj optimalis citokinin tartalma az egyes
fajtaknal és az elért SN és Ol.

Elékezelé taptalaj Regeneracids

mg I taptalaj
mg I'* (nM)
Royal Gala 1,0 TOP 0,5 (2,27) TDZ 11,08 7,05
M.26 1,0 TOP 8,0 (21,44) TOPR 3,18 1,74
Idared 0,5BA+0,5TOP 6,5 (29,51) TDZ 2,67 0,40
Freedom 0,5BA+15TOP 5,0(22,7) TDZ 1,78 0,65
Mcintosh 0,5BA +0,5TOP 5,0 (22,7) TDZ 3,33 1,11
Husvéti rozmaring 1,5 KIN 3,5 (15,54) BA 2,85 1,18

Mint a 4. tablazatbdl is lathatd, a fajtak regeneracids képessége kozott igen nagy eltérések
voltak. Legjobban regeneralddott a ’Royal Gala’, az elérheté SN 3,5-6-szoros, mint a tébbi
vizsgalt fajtanal, az Ol pedig 4-19-szeres. Leggyengébb regeneracios valaszt a ’Freedom’
(alacsony SN és Ol) es az ’ldared’ (alacsony Ol) adta.

A regeneraciods taptalajra helyezést kdvetéen mikroszkdposan nyomon kovettiik fajtanként
a 3 legjobb és a legrosszabb citokinin tipus optimalis koncentracidjanak hatasat a hajtasok
differencialodasanak idébeli alakulasara. Az eredményeket részletesen publikaltuk (7, 8), a
fébb megallapitasok a kdvetkezéek voltak:

= A kilénbozé citokininek altal okozott eltérés egyes fajtdkon beldl is jelentds volt,
tikrozve a regeneracio statisztikai ertékelésekor kapott eredmeényeket.
0 A tenyeészetek fényre helyezésétol szamitott elsé hét végere a kilonbozé
citokininek hatasa kozotti elterés lathatova valt.
0 A 4. hét (3 hét sotétben + 1 hét fényen tenyésztés) végén, a kilénbozé
citokinin tipusok hatasa kdzott megfigyelheté kilonbségek mértéke a 7. hét
veégeére sem valtozott jelentésen, amit a regeneracios megfigyelések (SN, Ol,
R%, V%) statisztikai értékelése is igazolt.
= A fajtak kozott is igen jelentds kilonbségeket talaltunk. A leggyengébben
regeneralodo ’ldared’ és ’Freedom’ esetén a hajtasfejlédés mintegy 12-14 napos
késést mutatott a legjobban regeneral6do *Royal Gala’-éhoz képest.
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2. Kilénb6z6 alma genotipusok jellemzése molekularis markerekkel

A hatékony nemesitési munka megkdveteli a genotipusok egyértelmi és pontos
elkllonitését. Az erre a célra felhasznalhatd markerek két nagy csoportjat a morfoldgiai,
valamint a napjainkban mar egyre elterjedtebben hasznalt genetikai markerek jelentik. A
morfoldgiai markerek csak fenotipusosan megjelens, 6roklédé tulajdonsagok lehetnek,
amelyek megbizhatosagat a kornyezeti kdlcsonhatasok jelentésen csokkenthetik. Sokszor nem
elég informativak és a tulajdonsagok gyakran korrelalnak egymassal.

A genetikai markerek nagy elénye, hogy szadmuk elvileg korlatlan, mivel a feltehetéen a
genom valamennyi allélformaja alkalmazhatova tehet6. A kdrnyezeti és episztatikus hatasok
nem befolyasoljak. Segitséglkkel feltarhatok a vizsgalt populaciokban jelenlévé genetikali
kilénbségek, melyek majd a nemesitési munkaban felhasznalhatok.

Az almanemesitési programokban is egyre inkdbb elengedhetetlenné valik megbizhato
genetikai markerek bevonasa a fajtak és szarmazékaik pontos azonositasahoz. Emellett ezek a
markerek génbankok es fajtagytjtemények genetikai jellemzéséhez és elkilonitéséhez is
kivéaloan felhasznalhatok.

Ilyen, un. ,,genetikai ujjlenyomatok” eléallitdsara almaban a legmegfelelébb genetikai
elemek a mikroszatellitek, vagy méas néven egyszerti tandem elrendezédésii szekvencia
ismétlodések (Simple Sequence Repeats: SSR) a genomban. Az ismétlédo elemek szama a
genotipusok kozott nagymértékii variabilitast mutat, multiallélikus kodominans marker.

Napjainkig csaknem 200 SSR markert irtak mar le almaban, melyeket a
kifejlesztésiiket kdvetéen néhany genotipuson teszteltek (Guilford et al. 1997, Gianfranceschi
et al. 1998, Hokanson et al. 1998, Liebhard et al. 2002). Az SSR markerek alkalmasnak
bizonyultak a Malus nemzetségen belil genotipusok elkilonitésére és a genetikai tdvolsagok
meghatarozasara (Gouldo & Oliveira 2001, Hokanson et al. 2001, Liebhard et al. 2002,
Laurens et al. 2004).

Vizsgélataink elsé célja ezért az volt, hogy a legtobb termesztett és kdzkedvelt fajta
molekularis elkilonitését kidolgozzuk mikroszatellit markerekre alapozva. Ehhez §sszesen 66
genotipust vontunk be a kisérleteinkbe, amelyekbél mintat az Ujfehértoi Gyimélcstermesztési
Kutatd Intézetben gyuajtottink. Elsédleges célkitiizésiinknek tekintettlik, hogy a lehet6
legegyszertibben és legolcsébban, a legkevesebb mikroszatellit marker felhasznalasaval
képesek legylink mind a 66 fajtat egymastol molekularisan elkiloniteni.

A DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) segitségével nagy tisztasagu és jO mindéségu
genomialis DNS izolaltunk a begyiijtott fiatal levelekbél. A PCR reakciokat Perkin Elmer
9700 thermocycler késziilékben végeztilk Cy-5 fluoreszcens festékkel jelolt SSR primereket
alkalmazva. Ezeket a primereket (CH03g07, CHO04e03, CH04g10, CHO05c02, CH05d11,
CHO05e03) mar korabban azonositottak és lekdzolték (Liebhard et al. 2002).

A reakciokat 20 pl-es végterfogatban végeztik, amely a kovetkezé 6sszetevoket
tartalmazta: 20-50 ng templat DNS, 1 x PCR puffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH: 8.3,
1.1 mM MqgCl,, 0.01% gelatin), + 0.9 mM MqgCl,, 0.3 uM mindkét primerbél, 0.2 mM
minden dNTP-b6l és 1.2 egység Red-Tag DNS polymeraz (Sigma). A reakcidokorulmeények a
kdvetkezok voltak: kezdeti két perces denaturdlast kdvetéen 35X ismételve 20 mp 94°C, 30
mp 56°C and 60 mp 72°C. Az amplifikacid ezt kdvetéen 5 perc 72°C-on zarult. A termékeket
elézetesen 1.2%-0s agar6z gélen vélasztottuk el, majd a szikséges mértékben higitottuk ket
(akar 30 szorosra!) TE1 pufferrel (10 mM Tris, 1 mM EDTA). Az amlifikalt allélek pontos
méretét ALFexpress-1l DNS analizator (Amersham BioSciences) készilékben hataroztuk
meg. Bels6 es kilsé standardnak 50-500 ALFexpress™ sizer™-t hasznaltunk. Minden PCR
reakciodt és allélméret meghatéarozast legalabb egyszer megismételtiink.
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A mikroszatellit allélek gyakorisagi értékei segitségével kiszdmitottuk az egyes markerek
PIC (Polymorphic Information Content) eértékeit a kovetkezé6 keéplet segitségével:
PIC=1-Yp?, ahol “p;’ az i-edik allél gyakorisdga minden SSR marker esetében (Anderson et
al. 1993). Ez tulajdonképpen megegyezik a heterozigozitasi index-szel.

Az elkilonitéshez minimalisan szilkséges markerszam meghatarozasahoz az egymastol
megkilonbozhetetlen riigymutansokat 1 fajtanak tekintettlik, igy a 46 ’valodi’ fajta (N=46)
eredményei szerepeltek a vizsgalatban. Elsé lépésben az an. 'C’ értéket szamitottuk Ki

(confusion probability = 0Osszetévesztési valosziniség) amely megadja annak a

valoszintiseget, hogy ket véletlenszeriien kivalasztott fajta allélmintdzata megegyezzen. Egy
] ) " . . Np, -1 ]

adott allel eseteben a kovetkezd képlettel szamolhatunk: c, = pi%, mig egy adott

|
marker ‘C” érteket alléljai c értékeinek 0sszege adja meg: C; = Zci
i=1
A markerek ‘C’ értékeinek segitségével azt is ki tudjuk szamolni, hogy mi annak a
valOszintisege, hogy két véletlenszertien kivélasztott fajta allélmintizata az 6sszes marker

J
esetében megegyezzen: Pl = HC ; (probability of identity).
j=1

A ’C’ értékek segitségéevel kiszamithato az adott markerrel nem megkilénbdztethet6 parok

N(N -1)

szdma is: Xxj = Cj A primereket sorba egymés utan szamitasba véve kiszdmithato,

hogy immar egylttesen hany genotipus part nem képesek megkilénbéztetni egymastol. ’k’

_ k
primer esetében ez az érték: X, :wncj (Tessier et al. 1999). Addig kell (j
j=1

primereket bevonni a szdmitasba, mig a tapasztalati érték nulla nem lesz. Ebben az esetben az
0sszes kialakithaté genotipus par megkuldnboztetheté egymastal.

A cluster analizishez minden detektalhato allél jelenlétét (1) illetve hianyat (0)
binarisan kodoltuk az 0sszes fajta esetében. Ez egy 66 X 55-6s binaris matrixot
eredményezett, amelyet az SPSS 11.0 szamitdégépes programcsomaggal (SPSS Inc., USA)
értékeltink az UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic means) modszert és
a Jaccard indexet alkalmazva (Jaccard, 1908).

Mind a hat primer-parral sikeriilt megbizhatd és ismételheté mikroszatellit alléleket
felszaporitanunk az 0©sszes fajta esetében; a kapott nagyfokd polimorfizmus alapjan
alkalmasnak bizonyultak a fajtak megkulénboztetésére.

Az egyes mikroszatellit markerek esetében a felszaporitott allélek szama 6 (CH04g10) és
13 (CHO05e03) kozott valtozott (5. tablazat) az atlag 9.2-nek bizonyult. Az ismetelt PCR
reakciok és futtatasok allélméretei minden esetben megegyeztek. Néhany esetben olyan Uj
allélformak megjelenését is tapasztaltuk (5. tablazat), amelyeket a primerek kifejlesztését
koveto tesztelések soran nem irtak le (Liebhard et al. 2002). Ez valdszinileg azzal
magyarazhato, hogy a primereket csak nyolc genotipuson tesztelték, amit mi 66-ra bovitettlik
Ki.

Ezzel magyarazhato a PIC értékekben felfedezheté kildnbség is. Mivel négy fajta
(‘Fiesta’, “Florina’, ‘Prima’, ‘Starking’) mind a két vizsgalatban szerepelt, ez j6 alkalmat
teremtett az eredmények ismételhetéségének a tesztelésére, amely a megbizhatésag
elengedhetetlen kdvetelménye. Ez minden esetben megegyezett, kivételt csak a CH05e03
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marker képezett ahol harom bp-nyi cslszést tapasztaltunk az értékekben, feltehetéen az
alkalmazott markerek kilénbézésége miatt.

5. tabldzat. Az amplifikdlt allélok szama és merettartomanya (bp), a markerek PIC
(Polymorphism Information Content) értéke (8: (Liebhard et al. 2002) illetve 66: (sajat
eredmény) genotipus eredményei alapjan) és kromoszéma lokalizéciéja. PIC=1-Yp;?
(Anderson et al. 1993) A szamitott "C” értéket az optimalis primerkombinécio kivalasztasahoz
hasznéltuk.

forward primer szekvencia Allél Allél- Allél Allél-

, . : ! - pic , e pic
SSR név reverse primer szekvencia meéret  szam méret  szam
5 >3 Liebhard et al. 2002 Sajat eredmény
CHo3goy ~ ddtaageaticaaageaatccq 19491 5 077 110179 7 074 0.235
ttt ttc caa atc gag it cgt t
CH04€03 ttg aag atg tt ggc tgt g 179222 11 088 178222 12 077 0.206
tgc atg tct gtc tcc tec at
CHoaglo ~ caaacatgtggtgigaagagga 7168 5 g3 127168 6  0.60 0377
gga ggc aaa aag agt gaa cct
tta aac tgt cac caaatccaca _ )
CHOS2 o e amm s ate ¢ 168200 4 060 160200 7 070 025
cac aac ctg ata tcc ggg ac ) ]
CHOSALL e et taeiaa 171211 5 060 169211 10 067 0299
CHoseoz ~ coaatatittcactctgaclggy  yq9199 19 g7  160-193 13 083 0.128

caa gtt gtt gta ctg ctc cga ¢

6. tabladzat. A mikroszatellit markerekkel felszaporitott allélok méretei (bp) és azok
gyakorisagi megoszléasa (%)

CHO03g07 CHO04e03 CHO04g10 CHO05c02 CHO05d11 CHO05e03
méret gyakorisag | méret gyakorisag | méret gyakorisag | méret gyakorisag | méret gyakorisag | méret gyakorisag
119 25.6% 178 2.5% 127 4.4% 160 5.3% 169 13.7% 160 0.8%
123 17.6% 184 4.2% 135 60.0% 168 50.0% 171 5.1% 163 16.4%
127 9.6% 186 10.1% 137 14.4% 170 14.0% 173 53.0% 164 4.1%
129 38.4% 190 6.7% 139 1.1% 172 3.5% 175 10.3% 168 3.3%
153 0.8% 196 20.2% 143 8.9% 174 11.4% 181 0.9% 172 3.3%
165 4.0% 198 41.2% 168 11.1% 176 4.4% 187 2.6% 173 11.5%
179 4.0% 202 5.9% 200 11.4% 195 0.9% 175 0.8%

204 3.4% 197 12.0% 176 0.8%
208 2.5% 205 0.9% 179 15.6%
210 1.7% 211 0.9% 181 0.8%
216 0.8% 185 29.5%
222 0.8% 191 9.8%

193 3.3%

Ez is alatamasztja azt a nézetet, miszerint az allélek egymashoz viszonyitott relativ mérete
a legfontosabb értekszam, mivel jonéhany tényezé befolyasolhatja a fragmentumok gelben
valé mozgasat és pontos méretilk meghatarozasat.

Liebhard és mtsai (2002) 10 bp-os molekulatomeg (lIétra)markert hasznaltak a
kiértékeléshez, amely meglepé6 modon pontos eredményekhez juttatta 6ket, mivel a tobbi 5
marker esetében az allélméretek a mieinkkel megegyeztek. Azt azonban meg kell jegyeznink,
hogy a CH05e03 marker esetében az emlitett szerzék a ‘Starking’ fajtara 186:188 bp méretii
allélosszetételt publikaltak le, mig mi az allelokat homozigotanak talaltuk (191:191) és nem
189:191-nek amit a harom bp-nyi csuszast figyelembevéve kapnunk kellett volna. Mivel a
‘Starking’ fajta 0sszes szomatikus riigymutansa az adott marker esetében csak egy — 191 bp
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mérett — fragmentumot produkalt, feltételezhetéen ez az allél homozigdta ezekben a
fajtakban. A Liebhard és mtsai (2002) altal kapott 186 bp méretii fragmentumot feltehetéen a
polimeraz enzim ‘cslszésa’ okozta (stutter bands). Egy eltérést tapasztaltunk még az
eredményeink kozott, a ‘Prima’ fajta esetében, ahol mi egy Uj allélt detektaltunk (165 bp) a
CHO03g07-es marker esetében.

Az allélek nagyobb szama altalaban magasabb PIC ertékekkel jar egyiitt, azonban ez nem
minden esetben van igy. Ezt az egyes allélek gyakorisagi megoszlasanak a kiilonbdzéségével
magyarazhato, amelyet a 6. tabladzat mutat be. Peldaul a 10 alléllel jellemezhet6 CHO05d11-es
marker esetében a 173 bp méretii allél nagy gyakorisdga alacsonyabb heterozigozitési (PIC)
értéket eredményezett, mint pl. a csak 7 alléllel — de azok egyenletesebb eloszlasaval —
jellemezhet6 CH03g07-es marker esetében. Szinte minden mikroszatellit marker esetében
talalhatunk egy-két nagy gyakorisaggal jellemezhet6 allélt. Feltehetéen ezek tekintheték a
mikroszatellit ismétlédések alapértékeinek, amelyekb6l a DNS replikacié soran az
ismétlodések szamanak novekedésével illetve csdkkenésevel alakulnak ki az uj allélformak.

Az 0sszes almafajta allélosszetételét mind a hat mikroszatellit markerrel a 7. tablazat
mutatja be. Azokban az esetekben, ahol csak 1 fragmentum szaporodott fel, ezt az allelméretet
kétszer tlntettuk fel, mivel a genotipust homozigdtanak feltételeztik. Annak elddntésére,
hogy ez egy valodi homozigota allél, vagy esetleg null allélel allunk szemben, egy jol
megvalasztott keresztezést kdveté szegregald populaciora van sziikség. (A gyakorlatban az
adott fragmentum intenzitdsa alapjan — a homozigota allél csucsa sokkal magasabb —
kovetkeztethetlink erre.)

A heterozigotak aranya 41% es 83% kozottinek bizonyult, atlagosan 70%. Ezek az értékek
hasonléak a mar tobbi szerz6 altal lek6zolt eredményekhez (Gianfranceschi et al. (1998),
Hokanson et al. (1998), Liebhard et al. (2002) és csak kicsit kisebbek a Laurens és mtsai
(2004) altal publikaltakhoz képest. A CHO04gl10-es marker eredményezte a legtdbb
homozigota allélt (59%) igy a legkisebb az elkllonité képessége.

Ot fajtanal kaptunk legalabb egy marker esetében harmas allélmintazatot, ami a fajtak
triploid ploidszintjére utal, azonban kozilik csak harom valodi triploid fajta (*Charden’,
‘Jonagold’, ‘Sir Prize’). Az ‘Akane’ and ‘Pinova’ fajtak esetében a létszamfeletti allél
feltehetéen egy masik I0kuszrél szaporodott fel. Feltehetéen nem a PCR reakcidk
melléktermékei, mivel tébbszori ismétlésben is hasonlé mintazatot mutattak. Arrél, hogy tébb
I6kuszrdl is szaporithatunk fel allélokat mikroszatellit primerekkel az alma esetében, mar mas
szerzok is beszamoltak (Guilford et al. (1997) and Liebhard et al. (2002).

Erdekes modon a *Mutsu’ fajta esetében, amely egy kdzismert és kizkedvelt triploid hibrid
(Golden Delicious X Indo keresztezésbdl szarmazik), minden marker esetében csak egy
illetve Kkét allélt sikerlt felszaporitanunk, nem kaptunk harmas allélmintdzatot. Ez
valdsziniileg azzal magyarazhatd, hogy a szllék allélméretei sok esetben megegyezhetnek,
vagy nagymértékben homozigotak, vagy esetleg még null-allél(ok) is szerepet jatszottak
ebben.
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7. tablazat. 66 almafajta allélmintazata az alkalmazott 6 mikroszatellit markerrel.

FAJTAK CHO03g07 CHO04e03 CHO04910 CHO05c02 CHO05d11 CHO05e03
Akane 123:179 196:210:216 135:143 170:200 173:173 185:185
Angold 119:129 198:198 135:135 168:170 171:173 173:185
Braeburn 127:129 198:202 168:168 168:168 171:173 191:191
Charden 119:129:129 198:198:198 135:135:135 168:174:200 169:173:175 175:179:185
Elstar 119:119 190:198 135:135 168:170 173:187 164:179
Red Elstar 119:119 190:198 135:135 168:170 173:187 164:179
Fiesta 119:123 186:196 135:135 168:168 173:197 164:185
Florina 123:127 196:198 135:168 168:200 173:197 163:191
Freedom 129:129 198:198 135:135 168:168 173:187 179:191
Fuji 119:127 196:198 143:168 168:168 173:197 163:191
Gala 119:129 196:198 135:135 168:170 173:173 173:185
Galaxy 119:129 196:198 135:135 168:170 173:173 173:185
Imperial Gala 119:129 196:198 135:135 168:170 173:173 173:185
Regal Prince (Gala Must) 119:129 196:198 135:135 168:170 173:173 173:185
Royal Gala 119:129 196:198 135:135 168:170 173:173 173:185
Gloster 123:129 198:198 127:137 160:168 195:197 160:191
Golden Delicious 119:129 198:198 135:135 168:174 169:173 179:185
Goldenir (Lysgolden) 119:129 198:198 135:135 168:174 169:173 179:185
Golden Reinders 119:129 198:198 135:135 168:174 169:173 179:185
Golden Spur 119:129 198:198 135:135 168:174 169:173 179:185
Gibson Golden Delicious 119:129 198:198 135:135 168:174 169:173 179:185
Goldstar 119:129 190:198 135:143 168:170 173:173 185:193
Granny Smith 129:153 196:198 127:137 160:172 171:173 168:181
Greensleeves 129:129 190:198 135:143 170:174 171:173 173:185
Idared 123:129 186:198 135:135 168:200 173:197 172:185
Red ldared 123:129 186:198 135:135 168:200 173:197 172:185
Jerseymac 165:165 184:198 135:137 160:176 173:197 163:173
Jonager 123:127 196:196 135:135 170:200 173:175 168:185
Jonagold 119:123:129 186:198:198 135:135:135 168:174:200 169:173:175 163:179:185
Jonathan 119:123 186:196 135:135 168:200 173:175 163:185
Jonathan M41 119:123 186:196 135:135 168:200 173:175 163:185
Jonathan Csanyil 119:123 186:196 135:135 168:200 173:175 163:185
Red Jonathan 119:123 186:196 135:135 168:200 173:175 163:185

10
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7. tablazat folytatasa

FAJTAK CHO03g07 CHO04e03 CHO04g10 CHO05c02 CHO05d11 CHO05e03
Szatmarcsekei Jonathan 119:123 186:196 135:135 168:200 173:175 163:185
Watson Jonathan 119:123 186:196 135:135 168:200 173:175 163:185
Judeline 123:129 196:198 135:135 168:174 173:173 163:185
Julyred 165:165 184:198 135:143 160:176 175:197 163:163
Liberty 123:129 178:198 137:137 168:168 173:211 163:176
McIntosh 129:165 184:198 139:143 168:168 173:175 163:163
Mizsei 123:129 186:208 135:135 160:168 173:173 163:185
Mutsu 129:129:179 198:198:198 135:135:135 168:168:168 173:173:173 173:173:179
Ozark Gold 119:129 196:198 135:168 168:172 173:173 168:179
Pilot 129:179 196:196 135:135 168:168 173:173 164:185
Pink Lady 129:129 198:204 135:137 160:168 169:171 168:179
Pinova 119:127:129 198:222 127:135 168:174 169:173 163:179:185
Piros 165:179 196:198 135:135 168:176 173:175 173:173
Poiana 129:129 190:198 135:137 170:174 169:171 163:185
Prima 129:165 184:204 135:143 168:176 169:173 179:185
Reanda 119:129 196:208 135:137 168:168 173:181 173:185
Red Rome Van Well 123:129 186:198 135:135 168:168 173:173 163:163
Red Stayman 127:129 196:204 127:135 168:172 169:173 163:191
Reglindis 129:179 198:198 135:135 168:168 169:173 173:173
Relinda 123:129 196:208 135:143 168:172 173:173 172:185
Remo 119:123 178:190 135:135 168:170 173:173 163:172
Rewena 119:123 178:210 135:135 168:168 173:173 164:185
Rubinola 129:129 184:198 135:135 168:176 173:173 179:193
Sampion 119:129 190:198 135:135 170:174 169:173 179:193
Sir Prize 119:123:129 198:198:204 135:135:135 168:168:168 169:169:173 173:179:179
Snygold 129:129 198:198 135:135 170:174 173:205 173:179
Starking Delicious 127:129 198:202 137:168 168:168 173:197 191:191
Starkrimson Delicious 127:129 198:202 137:168 168:168 173:197 191:191
Redchief Delicious 127:129 198:202 137:168 168:168 173:197 191:191
Redspur Delicious 127:129 198:202 137:168 168:168 173:197 191:191
Topred Delicious 127:129 198:202 137:168 168:168 173:197 191:191
Wellspur Delicious 127:129 198:202 137:168 168:168 173:197 191:191
Topaz 119:129 190:198 135:135 168:168 169:173 185:193

11
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A 7. téblazat alairasa: A szamok az allélek pontos méretét jelentik bp-ban megadva. A
primerekkel nem megkllonboztetheté szomatikus mutansok szirkével vannak kiemelve.
Azoknal a triploid fajtaknal, ahol csak két allél szaporodott fel, az intenzivebb allélrél
feltételeztiik, hogy két azonos méretii allélt tartalmaz. Ezt a feltételezett harmadik allélt dolt
bettivel jeleztik.

Az is el6fordulhat, hogy ez csak véletlenil adddott igy, mivel egy maésik
tanulmanyban (Kitahara et al. 2005) a 10 alkalmazott mikroszatellit marker kozil hat harmas
allélmintazatot adott.

A kapott adatok megbizhatosagat tamasztjagk ald a ’Jonagold’ hibridfajta
allélmintazatai is, amelyben a sziil6i allélmintazatok 6sszeadddnak (2. abra). Triploid hibrid
Ugy keletkezhet, ha differencidlatlan petesejtet termékenyit meg a pollen egyik generativ
sejtmagja.

2n=2x

'Jonagold’ =’Golden Delicious’ X 'Jonathan’

FAJTAK CHO03g07 CH04g10 | CHO04e03 CHO05c02 CHO05d11 CHO05e03
Golden Delicious 119:129 1357 198 168:174 169:173 179:185
Jonagold 119:123:129 135° 186:198:198 | 168:174:200 | 169:173:175 | 163:179:185
Jonathan 119:123 1357 186:196 168:200 173:175 163:185

2. dbra. A ’Jonagold’, *Golden Delicious’ és *Jonathan’ fajtdk mikroszatellit allélmintézata,
amelyek segitsegével nemcsak a *Jonagold’ hibrideredete bizonyithatd, hanem az is, hogy a
kialakitasaban a ’Jonathan’ volt a pollenadé.

A CHO04e03-mas marker a legarulkoddbb, mert ennél nincs megegyezé méretii allél a ket
szllofajtaban. Ez alapjan még az is megallapithatd, hogy a *Jonagold’ fajta kialakitasaban a
’Jonathan’ volt a pollenad6 fajta, mivel csak a 186 bp méretii allélja szerepel a hibridben. A
tobbi marker esetében ez azért nem derdl ki, mert van a sztl6knek azonos méreti alléljuk.

A vizsgalt genotipusok kozott nem szerepel még egy olyan hibrid, amelynek mindkét
szllofajtaja is jelen lenne. Olyan azonban tobb is, mikor csak az egyik szul6 szerepel. A
legtébb esetben ez a *Golden Delicious’, amely 13 (j fajta (‘Angold’, ‘Charden’, “Elstar’,
‘Gala’, Greensleeves’, ‘Jonagold’, “Mutsu’, ‘Ozark Gold’, ‘Pink Lady’, ‘Pinova’, ‘Sampion’,
‘Sir Prize’, ‘Snygold’) el6allitasa sordn mint egyik sziléfajta szerepelt. A 8. tablazat
allélmintazataibdl egyértelmiien latszik, hogy a *Golden Delicious’ legalabb egy allélformaja
megtalalhat6 kivétel nélkil minden hibridjében, ami szintén az eredmények hasznalhat6sagat
tdmasztja ala.

Ezek alapjan nyilvanvald, hogy a mikroszatellit markerek kivaléan felhasznalhatok
hibridviszonyok nyomonkovetésére, ismeretlen esetekben a szil6i partnerek azonositasara is
(Cabe et al. 2005, Kitahara et al. 2005).

12
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8. tablazat: A *Golden Delicious’, és 13 olyan Gj hibrid allélmintazata, amelyek kialakitdsdban a *’Golden Delicious’ volt az egyik alkalmazott
szulo.
Fajtak Pedigré CHO03g07 CHO04e03 CHO04910 CHO05c02 CHO05d11 CHO05e03
Angold Antonovka o.p. x Golden Delicious 119:129 198:198 135:135 168:170 171:173 173:185
Charden Golden Delicious x Clochard Renet | 119:129:129 198:198:198 135:135:135 168:174:200 169:173:175 175:179:185
Elstar Golden Delicious x Ingrid Marie 119:119 190:198 135:135 168:170 173:187 164:179
Gala Golden Deliclous x Kidd's Orange | 119:129 196:198 135:135 168:170 173:173 173:185
Greensleeves James Grieve x Golden Delicious 129:129 190:198 135:143 170:174 171:173 173:185
Jonagold Golden Delicious x Jonathan 119:123:129 186:198:198 135:135:135 168:174:200 169:173:175 163:179:185
Mutsu Golden Delicious x Indo 129:129:179 198:198:198 135:135:135 168:168:168 173:173:173 173:173:179
Ozark Gold Golden De"‘g‘;‘iiiﬁsg"”ra‘j X Red 119:129 196:198 135:168 168:172 173:173 168:179
Pink Lady Lady Williams x Golden Delicious 129:129 198:204 135:137 160:168 169:171 168:179
Pinova Clivia x Golden Delicious 119:127:129 198:222 127:135 168:174 169:173 163:179:185
Sampion Golden Delicious x Cox Orange renet 119:129 190:198 135:135 170:174 169:173 179:193
Sir Prize Golden Delicious x PRI 14-152 119:123:129 198:198:204 135:135:135 168:168:168 169:169:173 173:179:179
Snygold Golden Delicious magonca 129:129 198:198 135:135 170:174 173:205 173:179

77 2zl e e e etz e etz 77 izt

Golden Delicious

Grimes Golden magonca

119:129

198:198

135:135

168:174

169:173

179:185
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Specidlis esetben még azt is meg tudjuk allapitani — ahogyan azt a ‘Jonagold fajta eseteben
is lattuk —, hogy a hibrid kialakitasa sordn melyik fajta volt a pollen, illetve ovulum donor.

A vizsgélt fajtak molekularis elkilonitéséhez (a szomatikus mutansokat leszamitva)
mindéssze 4 mikroszatellit marker (CH03g07, CHO04e03, CHO05d11, CHO05e03) is
elegendének bizonyult (9. tablazat). A rugymutansok egymastol és az alapfajtatol is
elkllonithetetlennek bizonyultak. Ez nem is meglepd, mivel ezek a szomatikus mutansok
genetikailag nagyon kozel allnak egymashoz, genomjuk minddssze néhany kis régioban térhet
el egymastol, ami a gylimolcs szinezettség, vagy pl. zamat stb. eltéréseket okozhatja. Ezért
veleményunk szerint nincs értelme ezeknél a fajtaknal az elkulonitéshez Gjabb mikroszatellit
markereket bevonni, ezt a késébbiekben AFLP technikaval tervezzik elvégezni.

9. tabldzat. A fajtdk elkulonitéséhez sziikséges markerek optimalis kombinaciojanak
Kivalasztasa.

Elkulonithetetlen parok szdma

Marker kombinaciok

Tapasztalt Szamitott
CHO05e03 64 132.5
CHO05e03 + CH04e03 10 27.3
CHO05e03 + CH04e03 + CHO03g07 2 6.4
CHO05e03 + CH04e03 + CH03g07 + CH05d11 0 1.9

A szamitott (X,) és a tapasztalati értékek Osszehasonlitasa Tessier és mtsai 1999 alapjan.
Ebben a vizsgalatban a szomatikus mutansokat egy fajtanak tekintettuk.

A hérom legmagasabb heterozigozitasi értékkel biré mikroszatellit markerrel (CH05e03,
CHO04e03, CH03g07) minddssze két genotipus par (‘Topaz’ — ‘Goldstar’ és a “Starking’ —
‘Braeburn’) nem volt egymastol megkulonboztethets. A sorban a CHO05c02-es marker a
kovetkez6 heterozigozitasi szempontbdl, azonban ez a marker még mindig nem képes
elkiloniteni a ’Starking’ fajtat a ’Braeburn’-t6l. A CHO05d11-es marker azonban mindkét
genotipus part képes megkilonboztetni, ezért az elkilonitéshez azt a markert hasznaltuk fel,
fliggetlendl attdl, hogy kicsit kisebb a heterozigozitasi értéke, mint a CH05d11-es markernek.

Annak a valdszintisege, hogy két véletlenszertien kivalasztott fajta allélmintazata mind a 6
I6kusz esetében megegyezzen 1.79 x 10-4 —nek adddott, ami 1:5587 aranynak felel meg. Ez is
bizonyitja, hogy a mikroszatellit markerek milyen nagyszeriien felhasznalhatok almafajtak
elkllonitéséhez és hogy mas tipusu markerrendszerre csak a rigymutansok elktlonitésénél
lehet sziikseg.

Elkészitettiik a 6 SSR 16kusz alapjan a fajtak dendrogramjat is (3. abra) amely az ismert
pedigre adatokkal jol 6sszhangban all.

Erwinia amylovora - rezisztenciaval kapcsolt markereket ezidaig ezekkel a mikroszatellit
markerekkel nem talaltunk.
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3. abra. A vizsgalt fajtak dendrogramja 6 SSR 16kusz eredményei alapjan
0 5 10 15 20 25
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